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RESUMO

Balanco de carboidratos e nitrogénio na planta: efeito da carga de frutos e sua relacao com

o desenvolvimento reprodutivo em laranjeira ‘Valéncia’

As hipéteses deste estudo foram: a presenca de frutos nas variedades de laranja tardia e as
variagdes sazonais no ambiente afetam o desenvolvimento reprodutivo, o metabolismo de
carbono e nitrogénio e o acimulo e remobilizacdo de reservas nos 6rgdos da planta; cada estadio
fenolégico tem necessidades nutritivas especificas, que afetariam a assimilacdo de CO; e o
metabolismo de carboidratos e nitrogénio. Estas hipoteses foram testadas em plantas que
sofreram ou ndo desbaste total de frutos com o intuito de induzir variagdes na demanda de
assimilados. O experimento foi executado em Cordeirépolis (SP) em plantas de laranjeira
‘Valéncia’ de 2,5 anos de idade, crescidas em vasos de 100 L. Em maio de 2009, a metade das
plantas foi completamente desbastada de frutos. A partir de julho e ao longo do ciclo produtivo
avaliaram-se a dinamica de assimilacio de CO,, carboidratos e compostos nitrogenados, e a
atividade de enzimas da assimilacdo de nitrogénio. O experimento foi inteiramente casualizado
com trés ou quatro repeti¢des, segundo o parametro avaliado, o tratamento estatistico dos dados
foi como parcelas subdivididas no tempo. Em relacdo a primavera a fotossintese € reduzida no
inverno e no verao, como consequéncia da ocorréncia de temperaturas mais baixas e mais altas,
respectivamente. Porém, a condi¢a@o fisiol6gica da planta também afeta a assimilacdo de CO,, a
qual € incrementada pela alta demanda de carboidratos antes e durante a floracio, mesmo sob
baixa temperatura. A presenca de frutos inibe parcialmente a brotagdo e floracdo visto que plantas
desbastadas tém sete vezes mais flores; fixam 31% mais frutos e eles sdo 6% maiores. A floracdo
€ o processo de maior consumo de assimilados, e quanto mais intensa, maior o consumo de
amido. Floracdo e frutificagdo sdo os tnicos estddios nos quais se observaram diferencas entre os
tratamentos; plantas com maior quantidade de flores tém maior consumo de assimilados. O
amido continua a ser consumido até o fim da queda fisioldgica dos frutos no verdo, quando atinge
o teor minimo. Ramos e raizes maiores que 1 mm de didmetro aportam amido durante o
desenvolvimento das brotacdes e dos frutos. Entre o desbaste e a frutificacdo ha aumento no teor
de nitrogénio total nas folhas do dltimo fluxo, ramos e raizes, ainda com baixa temperatura,
resultado da maior demanda. O aumento no metabolismo induz maior sintese de proteina nas

folhas e raizes menores que 1 mm de didmetro. A enzima redutase do nitrato (RN) tem a menor
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atividade quando comparada com o sistema glutamina sintetase/glutamato sintase, sugerindo ser
a que limita a taxa de assimilacdo de NOjs'". Nas folhas a atividade in vitro da RN incrementa até a
frutificacdo, e segue o padrdo de variagdo sazonal observado na fotossintese; nas raizes sua

atividade é constante ao longo do ano.

Palavras chave: alternancia de safra; fotossintese; citros, inibicdo do florescimento,

remobilizacdo de reservas.
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ABSTRACT

Carbohydrate and nitrogen balance in plant: effect of fruit load and their relationship with

reproductive development in 'Valencia' sweet orange

The hypotheses of the study are that seasonal variations in environmental conditions
affect the assimilation rate of resources while there is accumulation and remobilization of
reserves in all the organs of plant to attend variations in nutrients demand. Each phenological
stage has different needs, which would affect CO, assimilation rate and metabolism of
carbohydrates and nitrogen. To analyzer these hypotheses the objective was to evaluate the
photosynthesis, flowering  and fruit ~ production, = accumulation and  remobilization
of carbohydrates during of production cycle, in plants with and without fruit. Also it
was objective to evaluate the annual dynamics of nitrogenous compounds and activity of
enzymes of nitrogen assimilation. The study was conducted in Cordeiropolis (SP)in plants
'Valencia' orange of 2.5 years old, grown in pots of 100 L. In may 2009, at the start of the trial,
half of plants was completely defruit, and starting from july and throughout the production
cycle were evaluated photosynthesis, budding, flowering and fruit production, status of reserves
of sugars, nitrogen compounds and enzymatic activities. The experimental design was completely
randomized with three or four replications, with three or four repetitions, depending on the
variable assessed, with split plots in time. It is observed that photosynthesis decreased in
winter and summer, consequence of low and high temperature and
radiation, respectively. However, the physiological condition of plant also affects the uptake,
inducing an increase in photosynthesis prior to flowering, even at low temperatures. The largest
demand of plants with fruits results in an increase on efficiency of energy use which comes of
the assimilation and reserves. The presence of fruits partially inhibits the sprouting and blooming,
even with high leaves starch content, defruited plants have seven times more flowers, fruit set is
31% higher and they are 6% greater. The flowering has the greater consumption of all
phenological stages, when it is more intense, largest starch consumption. The flowering and
fruiting are the only stages with differences between the treatments; plants with the more fruits
and demand have more assimilates consumption. Starch 1is consumed until the end
of june drop, in summer, when it reaches minimum content. Starch for development of flowers

and fruits can be contributed by younger shoots, shoots older than one year and roots larger than
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I mm across. From the defruited plants until fruiting the total nitrogen content increases in
mature leaves, shoots and roots, even at low temperatures, as result of the higher demand.
Soluble protein is accumulated in mature leaves and roots smaller than 1 mm across as a result of
increased metabolism. The nitrate reductase enzyme has the lowest activity when compared with
the system glutamine synthetase/glutamate synthase, which would indicate that nitrate reductase
activity controls the assimilation rate of NOs". Nitrate reductase in vitro activity in leaves is
increased until fruiting, and has seasonal variations similar like was observed in photosynthesis.

Nitrate reductase in vitro activity in roots is constitutive throughout the year.

Key words: alternate bearing, photosynthesis; citrus; flowering inhibition; reserves

remobilization.
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13:00 h; em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e
plantas sem desbaste (PSD). Avaliadas no desbaste (D) e nos estadios fenolégicos
de: plena flora¢do (PFI), maxima frutificacdo (MFr), fim de queda fisiol6gica dos
frutos (FQ), crescimento linear dos frutos (CL) e amadurecimento dos frutos (A).
Raizes de primeira ordem (A-B), raizes entre 1 mm e 5 mm (C-D) e raizes de 10

mMm OU MAIS (B-F). ..oiiiiieiiiieeece e e

Teor de sacarose em raizes de laranjeira "Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’

coletadas as 13:00 h, em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de

15

79

82

85



2009 (PCD) e plantas sem desbaste de frutos (PSD). Avaliadas no desbaste (D) e
nos estadios fenoldgicos de: médxima floracdo (MFI), mdxima frutificacdo (MFr),
fim de queda fisioldgica dos frutos (FQ), crescimento linear dos frutos (CL) e

amadurecimento dOS fTULOS (A).. couvreeeiiiieeeiiiiieeee e eeeeerre e e eeeeearae e e e e e een

Figura 19: Teor de amido em raizes de laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ coletadas

Figura 20:

as 13:00 h em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e
plantas sem desbaste de frutos (PSD). Avaliadas no desbaste (D) e nos estddios
fenolégicos de: plena floracdo (PFl), maxima frutificagdo (MFr), fim de queda
fisiolégica dos frutos (FQ), crescimento linear dos frutos (CL) e amadurecimento
dos frutos (A). Raizes menores a 1 mm didmetro (A), raizes maiores a 1 mm de

QIAMELTO (B) .. veiiiiiiiie et e ettt e e ettt e e et e e e eeta e e e eeareeeeenaeeaens

Teor de nitrogé€nio total (NT) em folhas do dltimo fluxo (A), raizes de primeira
ordem (B) e raizes maiores a 10 mm de didmetro (C) de laranjeira ‘Valéncia’ sobre
limoeiro ‘Cravo’, coletadas as 13:00 h em plantas com desbaste total de frutos em
14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste de frutos (PSD). Avaliagdes
realizadas no desbaste (D) e nos estiddios fenoldgicos de: repouso vegetativo
aparente (R), plena floracdo (PFl), mdxima frutificacio (MFr), fim de queda
fisiolégica dos frutos (FQ), crescimento linear dos frutos + brotacdo (CL+Br),

crescimento linear dos frutos (CL) e amadurecimento dos frutos (A).........ccceeevuvveeee...

Figura 21: Teor de proteinas totais (A e B), amino4cidos livres totais — N-aNH2 (C e D) e N-

NO3- soldvel (E e F) em folhas (A, C e E) e raizes de primeira ordem (B, D e F)
em laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’, coletadas as 13:00 h em plantas
com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste
de frutos (PSD). Avaliacdes realizadas no desbaste (D) e nos estddios fenoldgicos
de: repouso vegetativo aparente (R), plena floracao (PFl), mdxima frutificacdo
(MFr), fim de queda fisiolégica dos frutos (FQ), crescimento linear dos frutos +

brotacdo (CL+B), crescimento linear dos frutos (CL) e amadurecimento dos frutos

Figura 22: Atividade de enzimas do metabolismo do nitrogénio em folhas (A, C e E) e raizes

de primeira ordem (B, D e F) de laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’
coletadas as 13:00 h em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de
2009 (PCD) e plantas sem desbaste de frutos (PSD). Avaliagdes realizadas no

desbaste (D) e nos estadios fenoldgicos de: repouso vegetativo aparente (R), plena
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floracdo (PFl), mdxima frutificacio (MFr), fim de queda fisiol6gica dos frutos
(FQ), crescimento linear dos frutos + brotacdo (CL+B), crescimento linear dos
frutos (CL) e amadurecimento dos frutos (A). Enzimas avaliadas: redutase do
nitrato (RN em A, B), glutamine sintetase (GS em C, D) e glutamato sintase
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Figura 23: Remobilizacdo de acucares totais metabolizdveis (AT) no periodo entre plena
floracdo (PFl) e fim de queda fisiol6gica dos frutos (FQ), nos distintos 6rgaos da
planta (A), e massa seca acumulada nos distintos drgaos, produzida no periodo
entre o desbaste (D) e o amadurecimento dos frutos (A) em julho de 2010 (B); em
plantas de laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ com desbaste total de frutos

em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste (PSD)........ccccceveeviiniinninnnnnne 105
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1. INTRODUCAO

No Brasil, em 2010, as exportacdes agricolas representaram 28% do valor total das
exportacdes, sendo que os frutos citricos e seus subprodutos representaram o equivalente a 6,7%.
Neste periodo, o volume das exportagdes de laranja superou em mais de duas vezes as
exportacdes dos Estados Unidos, que é o segundo maior exportador mundial (FAO, 2012). O
cultivo de citricos na safra 2008/2009 ocupou 41% da superficie cultivada com frutiferas no paifs,
sendo que 89% desta drea corresponde ao cultivo de laranjas doces. Nos 837 mil hectares foram
produzidos 17,4 milhdes de toneladas de citricos, com uma produ¢do média de 20,8 t ha. No
contexto brasileiro, a producio estd concentrada no Estado de Sao Paulo que possui 70% da area

cultivada com citricos (Neves et al., 2010).

Dentre as variedades disponiveis a laranjeira ‘Valéncia’ ¢ a segunda mais cultivada no
Estado de Sdo Paulo, sendo a maior parte delas enxertadas sobre limoeiro ‘Cravo’. Essa
variedade de copa, que se caracteriza por ser de maturacio tardia, com colheita concentrada do
fim de agosto até dezembro, representava em 2004 até 33% das mudas em formacdo nos viveiros.
Possui boa produtividade e qualidade dos frutos, e se adapta a todos os tipos de comercializagdo:

exportagdo de fruta fresca, mercado interno e suco concentrado congelado (Pio et al., 2005).

A produtividade dos citros € resultado de uma complexa cadeia de eventos que inclui:
crescimento vegetativo, inducdo e diferenciacdo das gemas, floracdo e fecundacdo, fixacdo e
crescimento dos frutos e finalmente o amadurecimento destes. Cada uma destas etapas tem
requerimentos climaticos diferentes, sendo que a resposta € dependente da variedade (Davies &
Albrigo, 1994; Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996). Em climas subtropicais a flora¢do € induzida,
por efeito de baixas temperaturas e deficiéncia hidrica ou uma combinagdo de ambos, enquanto
em climas tropicais € a deficiéncia hidrica o principal fator indutor da floracdo (Ribeiro et al.,
2006). Independentemente do fator, é a indugdo da floragdo que da inicio ao ciclo produtivo.
Sendo que em variedades de colheita tardia ha inibicdo da florag@o pelos frutos ainda presentes

na planta (Garcia-Luis et al., 1995; Yahata et al., 2004; Prado et al., 2007).

A laranjeira ‘Valéncia’ adulta, quando cultivada em clima temperado no hemisfério norte,
pode produzir até 80.000 flores numa floracdo, mas no méximo 2% delas serdo colhidas como

frutos (Monselise, 1985). No estado de Sdo Paulo a mesma variedade, em plantas de 15 anos de

21



idade, pode fixar entre 3% e 18% das estruturas generativas produzidas, dependendo da
intensidade de floragdo e combinagdo copa/enxerto (Ribeiro et al., 2008). A massiva abscisdo de
flores e frutos pequenos é um mecanismo de regulacio da carga, controlado por ajustes da planta
a necessidade e ao suprimento de assimilados. Assim a fixacdo dos frutos serd resultado da
interacdo entre fatores enddgenos e exdgenos a planta (Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996;
Goldschmidt, 1999). Em anos de alta producdo, pode haver exaustdo das reservas que sdo
consumidas durante a fixacdo e crescimento dos frutos quando a demanda ndo consegue ser

satisfeita pela producdo didria de assimilados (Sanz et al., 1987; Iglesias et al., 2003).

Além do maior consumo de carboidratos em anos de alta producdo, na maioria das
variedades de laranjeira doce, durante o periodo de inducao das gemas ainda ha carga de frutos da
floragdo do ano anterior. Estes dois fatores tém sido mencionados como as principais causas da
alternincia de safra que se verifica na maioria das espécies de citricos, sendo menos habitual em
variedades sem sementes e especialmente importante em plantas de tangerinas, de tangores e de
tangelos. Esta alternancia de safra é definida como variacdes ciclicas na producdo de frutos, que
em condicdes hidricas e nutricionais adequadas, € consequéncia primdria da alternancia na
floracao (Monselise & Goldschmidt, 1982). O numero de frutos fixados e a producdo dependem
da quantidade de flores formadas, logo, quando o nimero de flores por planta é pequeno ocorre
baixa producdo limitada pela quantidade de flores. Quando a floracao € intermedidria, a produgao
€ mais ou menos constante e independente do nimero de flores, e a carga de frutos é controlada
pela taxa de abscisdo. Quando a floragdo € intensa, a competi¢cao é muito alta e hd redugdo da
producdo pela alta abscisdo de flores (Guardiola et al., 1984; Guardiola & Garcia-Luis, 2000;
Agusti, 2003). Em alguns cultivares de laranja tipo Bahia e tangerineiras ha produ¢do maxima
quando a intensidade de floracao é de 20 flores/100 nés, aproximadamente (Guardiola & Garcia-
Luis, 2000). Assim, num ano de alta produ¢@o pode haver inibi¢do da floragdo e o inicio do ciclo

de alternancia.

Entre os fatores envolvidos na alternancia sdo citados o balanco de carboidratos,
alteracdes metabodlicas na nutricdo nitrogenada e alteracdo do balanco hormonal e nutricional
(Agusti, 2003). Experimentos realizados com aplicacio de reguladores de crescimento,
anelamento, desbaste de frutos e outras formas de controle da relagdo fonte/dreno fornecem
evidéncias que a intensidade da floracao estaria relacionada mais com a atividade dos hormdnios
enddgenos (Garcia-Luis et al., 1988; Yamanishi, 1994; Garcia-Luis et al., 1995; Yahata et al,
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2004; Prado et al., 2007; Martinez-Fuentes et al., 2010). Porém, independentemente dos
carboidratos terem ou ndo um papel regulador na floracdo dos citros, sua exigéncia € alta,
representando de 10% a 20% dos carboidratos investidos na produgdo dos frutos (Bustan &

Goldschmidt, 1998; Yahata et al., 2004).

O nimero de frutos fixados e seu tamanho potencial sdo dependentes quase
exclusivamente da disponibilidade de assimilados, e as reservas de carboidratos em folhas sdo
intensamente consumidas entre a frutificacdo e o fim da queda fisiolégica dos frutos (Sanz et al.,
1987; Goldschmidt, 1999; Iglesias et al., 2003). Além das folhas, foi observado que também os
ramos das plantas frutiferas podem acumular reservas de amido (Goldschmidt & Golomb, 1982),
as que podem ser consumidas durante a brotacdo e floragao (Jones & Steinacker, 1951; Sanz et
al., 1987, Li et al., 2003b; Park, 2011). Contudo, pouco se sabe sobre as variacdes ao longo do
ciclo produtivo. J4 a contribuicdo das raizes foi menos estudada ainda, sabe-se que também
podem acumular amido (Goldschmidt & Golomb, 1982; Eissenstat & Duncan, 1992; Bueno et

al., 2011), mas em citros nao foi estudada a dinimica sazonal.

As plantas perenes sdo submetidas a grande variagdo sazonal na temperatura, umidade e
radiacdo, determinando o crescimento em pelo menos duas épocas muito diferentes: primavera e
inverno. Na primavera as temperaturas sao consideradas 6timas, a radiacdo suficiente e hd boa
disponibilidade hidrica. No inverno, as condi¢des sdo restritivas para o crescimento, com
temperaturas que reduzem a assimilacdo de CO, e radiacdo e disponibilidade hidrica baixas
(Ribeiro & Machado, 2007). Isto limita a oferta de assimilados durante o periodo de inducdo das

gemas e desenvolvimento das flores (Ribeiro et al., 2012).

Poucos trabalhos foram realizados sobre a influéncia das condi¢des do ambiente sobre a
fisiologia e a ocorréncia dos estddios fenoldgicos, em associagdo com a producdo de frutos e a
alternincia de safra ao longo de todo ciclo produtivo; além disso, a maior parte dos trabalhos

realizados foi conduzida nas regides citricolas localizadas no hemisfério norte.

Sabendo que as variagdes sazonais nas condicdes do ambiente afetam a produgdo
fotossintética, as hipdteses do presente trabalho s@o que neste contexto, hda acimulo e
remobilizacdo de reservas em todos os 6rgaos da planta para atender as variacdes na demanda de
carboidratos como resultado da ocorréncia dos distintos estddios fenolégicos na planta. Além

disso, as necessidades especificas em cada fase fenoldgica afetariam a assimilagdo de CO, e o
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metabolismo de carboidratos e de nitrogénio, sendo regulada pela presenca de frutos. Estas
hipéteses foram testadas em plantas que sofreram ou ndo desbaste total de frutos com o intuito de
induzir variacdes na demanda de assimilados. Avaliando se o efeito da presencga de frutos sobre o
desenvolvimento do subseqiiente ciclo reprodutivo e sobre a dindmica sazonal de carboidratos e

compostos nitrogenados.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Dentro da familia Rutaceae o género Citrus é o de maior importancia econdmica, sendo
todas as espécies pertencentes a ele origindrias de dreas Umidas tropicais e subtropicais da China
e leste e sudeste da Asia (Monselise, 1986; Donadio et al., 2005), incluindo as ilhas das Filipinas
e Indonésia (Reuther, 1973). O nimero de espécies que pertencem ao gé€nero Citrus varia
segundo distintos autores, de 16 a 157 espécies (Monselise, 1986; Donadio et al., 2005). Isto
ocorre pela facilidade com que acontecem hibridacdes entre as distintas espécies, que por sua vez
sdo perpetuadas por embrionia nucelar. Ha relatos da presenca e do uso de espécies citricas desde
o ano 1000 a.C., no entanto no Brasil foi introduzida a partir do ano 1530 pelos colonizadores
portugueses e expandiu-se rapidamente pelo litoral, encontrando aqui Gtimas condi¢des para
producdo (Donadio et al., 2005). As plantas citricas sdo cultivadas entre os paralelos 44° N e 41°
S, mas as principais regides produtoras atualmente encontram-se em regides subtropicais entre 0s
20° e 40° de latitude (Davies & Albrigo, 1994; Agusti, 2003). No Brasil, desde o inicio do século
XX a citricultura tem se expandido e crescido desde o Rio Grande do Sul até Sergipe. No Estado
de Sdo Paulo a citricultura tem o seu primeiro periodo de auge na década de 1930, mas a
consolidacdo definitiva da citricultura paulista e brasileira veio na década de 1960 quando passou
a ocupar o lugar de maior exportador mundial de suco concentrado e congelado (Donadio et al.,

2005).

A producdo comercial de citros depende da intensidade de floracdo e da fixacdo dos
frutos, que sdo devidas a complexa cadeia de eventos que ocorrem durante o desenvolvimento da
planta e que esta relacionada as variacdes ambientais, metabolismo do carbono e do nitrogénio e
balanco hormonal (Davies & Albrigo, 1994; Goldschmidt, 1999). O clima condiciona o
desenvolvimento da cultura em todas suas etapas, afetando as fases fenoldgicas, o crescimento
vegetativo e reprodutivo, as caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos, assim como a matura¢ao
e especialmente o potencial de producdo (Reuther, 1973). A producdo envolve uma série de
processos dindmicos que podem ser separados em fases fenoldgicas, com requerimentos

diferentes e que podem ser representados segundo o esquema da figura 1.
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Figura 1: Esquema do ciclo produtivo anual dos citros. Os retdngulos acima representam os
principais processos que determinam a produgdo. As curvas representam a evolugdo do nimero de
estruturas reprodutivas (-----) e o incremento na massa individual dos frutos (—). Adaptado de
Goldschmidt & Monselise, 1978; apud Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996.

A laranjeira cv ‘Valéncia’ € de origem incerta, acredita-se que foi introduzida na Flérida
pelos ingleses no fi2m do século XIX e finalmente levada para a Espanha, onde sdo cultivadas
diferentes variedades que se diferenciam na época de maturacio, sendo a ‘Valéncia Late’ a mais
tardia (Agusti, 2003). No Brasil acredita-se que foi introduzida pelos portugueses, sendo
atualmente uma variedade de destaque pela boa qualidade e produtividade, produzindo frutas
frescas adequadas a exportacdo e consumo interno; e a producdo de suco concentrado e

congelado, principalmente para exportacio (Pio e al., 2005). E uma variedade de maturagio

tardia de ampla adaptagdo climética (Reuther, 1973).

2.1. CRESCIMENTO DAS PLANTAS
Em citros, assim como em todas as plantas frutiferas perenes, hd crescimento vegetativo e
reprodutivo simultaneos ou alterndos na forma de fluxos de brotacdes ao longo do ano. As

plantas citricas apresentam de dois a cinco fluxos de brotacdes anuais em condicdes subtropicais
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ou podem brotar continuamente nos tropicos sempre que houver disponibilidade de &dgua
(Reuther, 1973; Davies & Albrigo, 1994; Medina et al., 2005; Ramos et al., 2010). No Estado de
Sao Paulo, assim como em outras regides subtropicais, hd dois fluxos de brota¢des principais; um
de primavera (entre setembro e outubro) mais abundante em produgdo de estruturas reprodutivas
e outro de verdo (entre dezembro e fevereiro). Este dltimo, com poucos brotos longos e
vigorosos, determina o crescimento em tamanho das plantas, carrega a maior parte das novas
folhas, e quase ndo produz estruturas reprodutivas (Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996; Prado et
al., 2007; Sekita, 2008, Ramos et al., 2010). Quanto mais longo o periodo quente (temperaturas
entre 25 e 30 °C) maior serd o crescimento dos ramos e mais nds serdo formados, sendo que
nesses ramos serdo iniciadas as flores no préximo ciclo reprodutivo (Monselise & Goldschmidt,
1982; Davies & Albrigo, 1994). Em um pomar de laranjeira ‘Hamlin’ cultivado no municipio de
Limeira, SP; foi observado que na primavera, com temperaturas entre 12 e 31 °C houve 30%
mais brotacdes que no verdo, quando as temperaturas foram entre 18 e 32 °C. Porém, no verao o
alongamento didrio dos ramos foi 2,5 a 5 vezes maior e foram formadas trés vezes mais folhas

que na primavera (Ramos et al., 2010).

O desenvolvimento das brotacdes € sensivel a umidade do solo e a temperatura aérea e
radicular. O alongamento de ramos e raizes ocorre quando a temperatura supera os 13 °C e
incrementa-se linearmente dos 18 °C, alcangando o maximo entre 25 e 31 °C para a temperatura
da parte aérea e de 25 a 26 °C para a temperatura radicular. Porém, ha grande variabilidade entre
espécies, variedades e entre combinagdes com porta-enxerto (Reuther, 1973; Davies & Albrigo,

1994; Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996; Medina et al., 2005).

Em laranjeira tipo Bahia cv ‘Frost’ foi observado que a temperatura do solo afeta
positivamente a intensidade da brotacdo, enquanto a temperatura do ar determina a propor¢do de
brotacdes vegetativas/reprodutivas. Temperatura do solo de 25 °C induziram o dobro de
brotacdes que a 15 °C, quando a temperatura do ar foi entre 25 e 35 °C (Khairi & Hall, 1976). A
reducdo da temperatura radicular reduz a absor¢do de 4dgua e afeta o potencial hidrico, reduzindo
a fotossintese (Machado et al., 2010; Magalhaes Filho et al., 2009) e a sintese e o transporte de
citocininas e giberelinas da raiz (Khairi & Hall, 1976; O’Hare & Turnbull, 2004; Veselova et al.,
2005). J4, a temperatura da parte aérea afeta positivamente o desenvolvimento de brotacOes

vegetativas, induzindo maior crescimento e mais folhas (Khairi & Hall, 1976; Hall et al., 1977).
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A expansdo foliar comeca ainda quando o ramo encontra-se em alongamento e alcanga
seu tamanho miximo entre um e dois meses de idade, com porcentagem de massa seca das folhas
jovens de 29% alcangando 45% MS ap6s um ano de idade (Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996).
Estas folhas somente tornam-se exportadoras de assimilados depois da sua completa expansao,
que ocorre depois da quarta ou sexta semana ap6s a brotacdo. Os valores méximos de fotossintese
sdo registrados entre os quatro e seis meses de idade e logo depois, declinam (Davies & Albrigo,
1994; Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996; Dovis et al., 2009). No entanto, elas podem
permanecer metabolicamente ativas por dois ou mais anos (Davies & Albrigo, 1994; Medina et

al., 2005).

As folhas caracterizam-se pela baixa condutancia estomdtica e transpiracdo com, a
fotossintese dificilmente superando os 12 a 13 umol CO, m?s” em temperaturas 6timas de 25 °C
a 30 °C. Ao mesmo tempo, a saturacdo por luz acontece a baixas intensidades de densidade de
fluxo de fétons fotossintéticos (DFFF) de 750 a 800 pmol m™ s, que representa menos da
metade da radiacdo maxima num dia de verdo (Davies & Albrigo, 1994; Machado et al., 2002;

Machado et al., 2005; Pimentel et al., 2007; Ribeiro & Machado, 2007).

Apesar dos citros serem sempre verdes hd continua reposi¢ao de folhas ao longo do ano,
com os periodos mais intensos de queda no outono, especialmente nos climas mais frios e secos;
e na primavera, durante a floracdo quando ha insuficiéncia de nutrientes e remobilizacdo (Medina
et al., 2005). Independentemente da abscisdo foliar, em condi¢des normais, a taxa de iniciacao
sempre € maior que a perda; e em funcio destas caracteristicas as plantas de citros desenvolvem
rapidamente uma densa folhagem, chegando, em condi¢des de clima temperado no hemisfério
norte, a indice de drea foliar (IAF) de 12 (Davies & Albrigo, 1994) ou até de 15 para plantas de
laranjeira ‘Valéncia’ (Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996). No entanto, Ribeiro (2006) observou
no Estado de Sao Paulo, para laranjeira ‘Valéncia’ de 15 anos de idade em espagamento de 8x5 m
um IAF maximo de 3. Medina et al. (2005) afirma que as plantas em regides tropicais mostram
tendéncia a ser mais esparsas, o que poderia ser ocasionado pelas altas temperaturas no verao,
que induzem maior alongamento dos ramos (Ramos et al., 2010). Finalmente, como
consequéncia do alto IAF em plantas adultas as folhas expostas a luz solar direta representam
aproximadamente 20% da drea foliar, enquanto a parte interna da copa nao recebe mais que 10%
da DFFF disponivel (Ribeiro & Machado, 2007). Isto determina que praticamente toda brotacao
e producdo de frutos ocorra na parte externa da planta. No entanto, se durante o verao houver
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uma carga grande de frutos, a brotacdo e o crescimento vegetativo sdo pequenos ou mesmo

ausentes, sugerindo prioridade no crescimento dos frutos (Prado et al., 2007).

O sistema radicular dos citros esta constituido por uma raiz pivotante profunda que em
pomares comerciais, devido ao manuseio das mudas e do plantio no campo, € substituido por
raizes pioneiras de grande porte que se ramificam numerosas vezes em raizes laterais (Medina et
al., 2005). A raiz principal e as ramificacdes maiores apresentam crescimento secunddrio,
enquanto as raizes menores, que ndo apresentam crescimento secunddrio, sdo as mais importantes
na absorcdo de agua e nutrientes (Reuther, 1973). As raizes jovens em ativo crescimento e
envolvidas na absor¢do sdo reconhecidas pela sua cor branca, e ao envelhecerem adquirem uma
coloragdo marrom-amarelado (Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996). Os citros tém reduzida
quantidade de raizes absorventes, as que por sua vez sdo superficiais (Reuther, 1973), ao mesmo
tempo, em condicdes de baixas temperaturas, observaram-se limitagdes a absor¢do de agua e
nutrientes. Isto seria devido ao efeito do frio sobre a atividade das aquaporinas, proteinas de
membrana responséveis pela abertura de canais de entrada da dgua (Tournaire-Roux et al., 2003),
sendo nestas condi¢des reduzida a condutividade hidrédulica (Khairi & Hall, 1976; Davies &

Albrigo, 1994; Veselova et al., 2005; Magalhaes Filho et al., 2009; Santos, 2010).

As raizes podem crescer sempre que a temperatura for superior a 13 °C e haja umidade no
solo, aumentando linearmente até 26 °C; temperaturas acima de 36 °C inibem-o (Bevington &
Castle, 1985; Davies & Albrigo, 1994; Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996; Medina et al., 2005).
No entanto, o crescimento radicular alterna sempre com o crescimento da parte aérea na
primavera e verdo, e fica paralisado durante a maior parte do inverno, devido as baixas
temperaturas (Bevington & Castle, 1985; O’Hare & Turnbull, 2004). Além disso, o processo €
extremamente sensivel a umidade no solo e o alongamento torna-se nulo com o potencial do solo
inferior a 50 kPa (Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996). Esta alternancia no crescimento sugere a
existéncia de algum sincronismo entre a parte aérea e a radicular, que poderia ser resultado do
balango hormonal, especialmente das auxinas produzidas nos ramos em crescimento. As raizes
sao um centro de sintese de giberelinas e citocininas as quais sdo transportadas para a parte aérea
aonde exercem seu efeito (Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996). A carga de frutos pode afetar
também o crescimento radicular, devido a que as raizes tém a capacidade de estocar grandes
quantidades de amido como reserva (Goldschmidt & Golomb, 1982), o que pode ser
remobilizado para atender a demanda da parte aérea, em particular o crescimento dos frutos
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(Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996). Intensa remobilizacdao de amido do sistema radicular pode
provocar morte das raizes mais novas e finas que sdo os drenos mais fracos (Medina et al., 2005).
Ha algumas pesquisas reportando a capacidade das raizes para armazenar amido (Goldschmidt &
Golomb, 1982; Li et al., 2003a, b; Bueno et al., 2011; Park, 2011), mas ainda ha pouca ou
nenhuma informacdo sobre a dindmica sazonal destas reservas e sua contribui¢do no ciclo

produtivo.

2.2. BROTACAO E FLORACAO

A brotagdo € controlada por fatores enddgenos e ambientais, principalmente temperatura e
disponibilidade hidrica. Em condicdes tropicais hd fluxos regulares de brotacdo, sendo possivel
achar numa mesma planta frutos de até oito floracdes diferentes (Reuther, 1973), acarretando em
dificuldades no planejamento do manejo cultural, nutricional e fitossanitdrio. J4 em condi¢des
subtropicais, as brotagdes sdo condicionadas a um repouso vegetativo aparente que ocorre no
inverno (Reuther, 1973; Monselise, 1985). Nestas condicdes, a queda da temperatura causa uma
redu¢do do metabolismo da parte aérea e como consequéncia hd uma paralisagcdo do crescimento,
que habitualmente ¢ chamado de ‘repouso’ ou ‘dorméncia’, termos utilizados normalmente para
frutiferas de hédbito decidual. No entanto, estes termos nio sdo apropriados, principalmente, para
plantas sempre verdes, que ainda no inverno e com o crescimento aparentemente paralisado,
assimilam CO, e realizam uma série de transformacdes metabodlicas associadas com o
desenvolvimento reprodutivo (Machado et al., 2002; Medina et al., 2005; Ribeiro & Machado,
2007).

No entanto, antes das gemas serem induzidas elas devem ser capazes de responder ao
estimulo. Em limeira 4cida, limoeiro e tangerineira satsuma mantidas em casa de vegetagdo em
temperaturas acima de 20 °C durante todo o ano, a aplicag¢do de tratamentos de baixa temperatura
por 30 dias a intervalos regulares, somente induziu a floracdo quando aplicado no fim do inverno
e no comeco do verdo (Nebauer et al., 2006). Segundo os autores isto indica que ha uma
condicdo interna, uma capacidade intrinseca das gemas para perceber a indug@o e responder, nao

sendo possivel induzir a floragdo em qualquer momento do ano.

Em gemas que estdo aptas para serem induzidas ha fatores ambientais que regulam o
tempo, a quantidade de flores formadas e sua distribui¢do dentro das arvores. A floracdo é

produzida sobre ramos do ultimo ano de crescimento, preferencialmente formados durante o
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fluxo do verdo, mas pode se desenvolver sobre ramos mais velhos que um ano (Spiegel-Roy &
Goldschmidt, 1996). No entanto, a brotagdo desenvolvida sobre ramos de mais de um ano de
idade tem uma forte tendéncia de ser somente vegetativa (Prado er al., 2007). A floracdo
geralmente € avaliada quando a diferenciagdo morfoldgica das flores é reconhecivel ou ainda na
antese, porém o desenvolvimento inicia-se muito tempo antes; com a inducdo das gemas que
ocorre durante o inverno, entre os meses de maio e julho (Monselise & Goldschmidt, 1982;
Monselise, 1985; Davies & Albrigo, 1994; Agusti, 2003; Pereira et al., 2003). A inducdo ocorre
até um meés antes de haver evidéncias histologicas do desenvolvimento das flores (Reuther, 1973;

Nishikawa et al., 2007; 2009).

Logo que as gemas foram induzidas comeca, ainda no inverno, a diferenciacdo e iniciagdao
dos orgaos florais, que implica em mudancas histoldgicas e morfoldgicas visando a conversdao em
meristemas florais, e que finaliza na primavera com a antese (Monselise, 1986; Spiegel-Roy &
Goldschmidt, 1996; Nishikawa et al., 2007, 2009). A organogénese se inicia com a formacdo dos
primérdios das sépalas e assim que estes forem formados a condi¢do da gema ndo poderd ser
revertida (Monselise, 1986). Este periodo coincide com o inicio da brotagdo ou ‘bud break”
(Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996; Agusti, 2003). O periodo de desenvolvimento das flores
pode durar entre dois e trés meses, e tanto o desenvolvimento como a prépria antese sao
dependentes do acimulo de unidades de calor, em climas mais quentes hd uma floracdo mais
breve e concentrada (Reuther, 1973; Davies & Albrigo, 1994; Yamanishi, 1994; Spiegel-Roy &
Goldschmidt, 1996; Bustan & Goldschmidt, 1998). Uma vez ocorrida a indu¢do dos meristemas
florais a temperatura minima para o desenvolvimento das flores € de 9,4 °C (Monselise, 1986),
no entanto, temperaturas entre 25/30 °C produzem uma floragdo mais concentrada (Davies &

Albrigo, 1994; Yamanishi, 1994).

Existem cinco tipos de brotacdes classificadas de acordo com o nimero de flores e folhas
presentes: 1) brotos multiflorais ou ramos de flor (mais de uma flor e sem folhas), ii) ramos
mistos (folhas e flores no mesmo ramo), iii) flor solitaria (uma flor sem folhas), iv) brotos
companheiro (quando hé vdrias folhas e s6 uma flor terminal) e v) brotos ou ramos vegetativos
(somente folhas). O nimero de flores e folhas finalmente formadas depende do nimero de
primoérdios presentes na gema e da abscisao ou falta de desenvolvimento de alguns deles (Agusti,

2003).
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2.2.1. Fatores do ambiente e floracao

A temperatura e a deficiéncia hidrica sdo os principais fatores que condicionam a floragdo
em condicdes subtropicais, e hd uma relagdo quantitativa entre a duracdo da exposi¢do ao frio
e/ou o estresse hidrico e a intensidade da floracdo (Reuther, 1973; Hall et al., 1977; Monselise,
1985; Southwick & Davenport, 1986; Davies & Albrigo; 1994; Spiegel-Roy & Goldschmidt,
1996; Agusti, 2003; Nebauer et al., 2006; Prado et al., 2007); porém, ainda hd dividas de como
estes fatores operam e qual sua associacdo com os fatores endégenos da planta. Neste sentido, foi
observado em limeira dcida ‘Tahiti’ apos duas semanas a 18/10 °C que 45% das brota¢des foram
reprodutivas, quando comparadas com plantas mantidas a 29/24°C, nas quais 100% das brotacdes
foram vegetativas. Quando o tratamento de frio aumentou de duas para oito semanas a baixa
temperatura, a intensidade da brotagdo aumentou 2,5 vezes e foram formadas cinco vezes mais
flores por planta (Southwick & Davenport, 1986). Similarmente, em pomeleiro em regime de
temperatura de 15/10 °C formaram-se mais inflorescéncias, sendo a maioria sem folhas, que a
20/15 °C (Yamanishi, 1994). Finalmente, temperaturas acima de 30 °C somente produzem
brotacdes vegetativas (Yamanishi, 1994; Davies & Albrigo, 1994), entanto com temperaturas
intermédiarias (24/19 °C) produzem menos inflorescéncias, porém mistas (Spiegel-Roy &
Goldschmidt, 1996). Em tangerineira satsuma durante o inverno ocorre aumento da expressdao do
gene CiFT (Nishikawa et al., 2007; 2009), homélogo do FLOWERING LOCUS T que em
Arabidopsis controla a inducao floral, e os genes CsLFY e CuSEP de citros, cujos homdélogos
regulam o desenvolvimento das gemas em Arabidopsis, aumentando sua expressao no comego da

primavera, coincidentemente com a iniciagdo das gemas (Nishikawa et al., 2009).

Menos estudada tém sido a interag@o entre a temperatura do ar e da raiz, com a brotacdo e
a floragdo. Como foi mencionada com anterioridade, a intensidade da brotacdo é positivamente
correlacionada com a temperatura do solo (Khairi & Hall, 1976; Hall et al., 1977). J4& o nimero
de flores iniciadas, € negativamente correlacionado com o aumento da temperatura do ar (Hall et

al., 1977).

O efeito da deficiéncia hidrica na inducdo da floracdo é dependente da intensidade do
estresse. Southwick e Davenport (1986) em limeira dcida ‘Tahiti’ de um e dois anos de idade
observaram 12 vezes mais flores apds duas semanas de estresse hidrico severo (-2,0 MPa) que

com cinco semanas de estresse moderado (-1,0 MPa). Ja Koshita e Takahara (2004) em
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tangerineira satsuma de trés anos observaram que estresse severo provoca intensa abscisdo de
folhas e reduc¢do da brotacdo e floracdo quando comparadas com estresse moderado, porém
houve diferencas entre os porta-enxertos e variedade de copa utilizados nos experimentos.
Devido a queda de folhas, sugere-se que estas possam ter alguma funcdo no mecanismo da
inducdo. A variacao do fotoperiodo entre 8:00 e 15:00 h nao parece ter efeito sobre a inducado da
floracdo, nem sobre o desenvolvimento das flores até antese (Reuther, 1973; Spiegel-Roy &

Goldschmidt, 1996; Nebauer et al., 2006).

No Estado de Sdo Paulo, o clima caracteriza-se por um periodo umido, quente e com alta
disponibilidade de energia solar, entre novembro e fevereiro; e outro periodo de inverno seco
com temperaturas mais baixas, nos meses de junho até agosto. No entanto, a variabilidade
climatica observada dentro do Estado proporciona condi¢des ambientais adequadas para a
producdo citricola de qualidade. Assim, nas regides centro-norte do Estado a indu¢do ocorre por
deficiéncia hidrica, j4 nas regides centro-sul ocorre devida principalmente a baixa temperatura e
finalmente na regido central a indu¢do ocorre por efeito aditivo dos dois fatores (Ribeiro et al.,

2006).

2.2.2. Carboidratos e sua relaciao com a floracao

Tem sido sugerido que o contetido de carboidratos na planta tem uma funcdo na regulacdo
da floragdo, mas a evidéncia para afirmar isto € indireta. Foi observado que hd um intenso
consumo de carboidratos desde as folhas, em especial de amido, no decorrer do desenvolvimento
das gemas; desde a brotagdo ou ‘bud break’ até a antese (Jones & Steinacker, 1951; Sanz et al.,
1987; Garcia-Luis et al., 1988; Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996; Ribeiro, 2006; Prado et al.,
2007; Park, 2011). Goldschmidt et al. (1985) relata que no inverno o teor de carboidratos nas
folhas é alto, superior a 100 mg g MS, e que plantas com maiores teores de amido produzem
mais flores. No entanto, em plantas de laranjeira e tangerineira satsuma no campo mesmo com
contetido de amido nas folhas menor que 50 mg g’1 MS durante o inverno, apresentaram indugao
e floracdo (Garcia-Luis et al.,1995; Yahata et al., 2004; Prado et al., 2007). O tratamento de
baixas temperaturas tem demonstrado incrementar o nimero de flores, mas sem afetar o teor de
amido no mesmo sentido (Goldschmidt et al., 1985; Yamanishi, 1994). Plantas sometidas a

regime de temperatura 20/15 °C e 30/15 °C tiveram a mesma quantidade de flores, porém, com

menor temperatura diurna o teor de amido foliar foi o dobro (Yamanishi, 1994).
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Estes resultados ndo deixam evidente a participag¢do dos carboidratos no florescimento dos
citros, permanecendo ainda a divida se desempenham papel regulador especifico na floracdo ou
se representam apenas um limiar energético minimo desses compostos para o desenvolvimento
das flores (Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996). Independentemente do papel na floracdo dos
citros, a exigencia de carboidratos durante este periodo € alta, representando entre 10% a 20% do
total dos carboidratos investidos na produgdo de frutos (Bustan & Goldschmidt, 1998). Poucos
trabalhos exploram o papel que as reservas de carboidratos nos diversos 6rgdos da planta
poderiam ter. Em ramos de até 5 mm de didmetro em laranjeira e tangerineira foi observada
diminui¢do da concentragao de amido com o desenvolvimento das brotacdes (Jones & Steinacker,
1951; Sanz et al., 1987; Li et al., 2003b). Em raizes de tangerineira, também menores que 5 mm
de diametro, foi observado consumo de amido durante a floracdo (Li et al., 2003a, b). Em
caquizeiro foi relatado que todos os 6rgdos da planta, até a madeira velha, podem contribuir para

a floragdo e crescimento dos frutos (Park, 2011).

2.2.3. Hormonios e inibicao da floracao

Do grande nimero de compostos reguladores, somente as giberelinas provaram um efeito
consistente na indugdo da floragdo. A inibi¢do da florac@o por giberelinas tem sido observada em
outras espécies frutiferas e perenes (Monselise, 1985; Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996).
Evidéncias disto foram encontradas mediante tratamentos com colheita antecipada de frutos, ou
desbaste total de plantas logo depois do fim da queda fisioldgica. Este procedimento ocasiona,
por um lado a remog¢do de uma fonte natural de giberelinas (as sementes) e por outro elimina um

dreno, permitindo maior acimulo de assimilados.

Foi observado que plantas de caquizeiro que permaneceram cinco meses sem frutos
acumularam amido em folhas, ramos e raizes, finalmente na primavera seguinte apresentaram
uma floragdo com diferente intensidade reflexo do aumento nos teores de amido (Park, 2011).
Em laranjeira e tangerineira satsuma foi observado que a colheita antecipada ou diferencas na
carga de frutos provocaram pequenos aumentos nos teores de amido, mas com grande efeito
sobre a brotacdo e floracdo (Garcia-Luis et al., 1995; Yahata et al., 2004; Prado et al., 2007). Em
outro trabalho, a aplicagdo de giberelina provocou inibi¢do da floracdo e brotagdo que foi
parcialmente recuperada pelo anelamento, mas ficou claro que o efeito inibidor da giberelina foi

maior que do anelamento (Goldschmidt et al., 1985).
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Koshita et al. (1999) observaram que, ramos vegetativos de tangerineira satsuma, tiveram
durante a inducdo trés vezes mais GA;3 e que este teor ndo foi modificado pelo anelamento.
Ramos vegetativos tem até 200 vezes mais atividade de substancias tipo giberelinas que os ramos
mistos ou reprodutivos (Monselise, 1985). Garcia-Luis et al. (1988) trabalhando com tratamentos
de desfolha e aplicacdo de giberelina obtiveram evidéncias de que as reservas nio sdo criticas
para a inducdo floral, e que como consequéncia da desfolha hd reducdao no tamanho das
inflorescéncias. Martinez-Fuentes et al. (2010) observaram em laranjeira ‘Valéncia’ que o efeito
inibitorio dos frutos comeca a se manifestar quando o mesmo alcangca 80% do tamanho final,

sendo o efeito independente do teor de agiicares nas folhas.

2.3. FRUTIFICACAO

O processo que determina que uma flor se desenvolva em fruto denomina-se frutificacdo e
depende da fixacdo ou estabelecimento das estruturas reprodutivas. A fixacdo depende do reinicio
do crescimento do ovério paralisado durante a antese, sendo que o crescimento é regulado por
fatores endogenos e exdgenos (Agusti, 2003). O periodo de abscisdo se estende desde algumas
semanas antes da antese at€ 14 semanas apds a mesma (Monselise, 1985) e pode ser dividido em
dois periodos: um periodo inicial que se estende da floracdo até por trés ou quatro semanas apos,
quando ha queda de flores e frutos ‘mais fracos’ ou com ovérios defeituosos. Num segundo
periodo de queda, chamado de queda fisiolégica, que ocorre entre novembro e dezembro no

hemisfério sul, implica na queda de frutinhos (Davies & Albrigo, 1994).

A abscisdo na primeira etapa encontra-se controlada pela atividade hormonal, porém nem
todas as espécies e variedades respondem da mesma forma (Davies & Albrigo, 1994; Guardiola
& Garcia-Luis, 2000; Ruiz et al., 2001). O efeito da aplicacio de giberelina e benziladenina sobre
a fixacdo foi maior na antese e provocou aumento na divisdo celular e no diametro dos vasos do
sistema vascular (Guardiola er al., 1993). A presenca ou nido de folhas no ramo afeta o
estabelecimento (Davies & Albrigo, 1994; Gémez-Cadenas et al., 2000; Ruiz et al., 2001), o que
poderia estar associado com a producdo de hormonios (Monselise, 1985). Outro fator que afeta a
fixagdo neste periodo € a temperatura, quando inferior a 13 °C dificulta o crescimento do tubo
polinico (Agusti, 2003) e temperaturas acima de 40 °C provocam massiva abscisdo (Davies &
Albrigo, 1994). A umidade do ambiente e o estresse hidrico podem também provocar incremento

na abscisao (Monselise, 1986; Agusti, 2003).

35



Na segunda etapa, desde novembro até dezembro, a abscisdo esta relacionada com a
competi¢do entre os 6rgdos em crescimento e provoca a queda dos frutos entre 5 e 20 mm de
diametro (Davies & Albrigo, 1994). Durante esta etapa, o teor de amido apresenta uma relacao
inversa com crescimento do ovdrio, o que determina a forca de dreno destes e a intensidade da
queda. A intensidade da abscisdo nesta etapa estaria associada com a disponibilidade de
carboidratos, 4gua, hormonios e outros metabdlitos (Davies & Albrigo, 1994; Ruiz et al., 2001;
Agusti, 2003; Léchaudel er al., 2005). A competicdo por carboidratos tém demonstrado afetar
intensamente o estabelecimento dos frutos, sendo os menores teores nas folhas observados no fim
deste periodo (Sanz et al., 1987; Garcia-Luis et al., 1988; Guardiola & Garcia-Luis, 2000; Ruiz et
al., 2001). A abscisdao provocada pela competicao por carboidratos € precedida por aumento no
teor de acido abscisico e de acido aminociclopropano e reduzida pela aplicacdo de giberelinas
(GOmez-Cadenas et al., 2000). Altas temperaturas e déficit hidrico ocasionam fechamento
estomdtico e reducdo da assimilacdo de CO,, e com isto aumento da abscisdo (Monselise, 1986;
Davies & Albrigo 1994). Durante esta etapa de crescimento linear dos frutos hd continuo
incremento de sua for¢ca como dreno e desta forma aumento da demanda por assimilados. Quando
esta demanda excede a capacidade de fornecimento de assimilados pela planta, atia um
mecanismo de autorregulacdo que ajusta continuamente a carga a disponibilidade, utilizando as
reservas (Garcia-Luis et al., 1988; Guardiola & Garcia-Luis, 2000; Iglesias et al., 2003). A
maioria dos trabalhos sobre remobilizacdo de carboidratos para a fixacdo e crescimento dos frutos
sdo focados nas folhas (Sanz et al., 1987; Ruiz et al, 2001; Iglesias et al., 2003; Léchaudel et al.,
2005), sendo poucos os estudos relacionados com a remobilizacdo dos ramos (Monselise, 1986;

Park, 2011) e menos ainda das raizes.

Embora poucos estudos tenham considerado a variagdo nos teores de nutrientes minerais
ao longo do desenvolvimento dos frutos, mas tem sido observada uma reduc¢do do teor de
nitrogénio em folhas durante o desenvolvimento da gemas até floracdo, com posterior
recuperacdo até o fim da queda fisiolégica, sugerindo que em condi¢des normais de nutri¢do o
suprimento de elementos minerais ndao € limitante (Sanz et al., 1987; Garcia-Luis et al., 1988;

Ruiz et al., 2001).

O crescimento dos frutos segue um modelo sigmoidal que pode ser dividido em trés fases:
1* fase de crescimento exponencial, esta etapa estende-se desde a antese até o final da queda
fisiolégica dos frutos, € caracterizada por extensa divisao celular. O aumento de tamanho ocorre
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por engrossamento da casca e, no fim deste periodo, encontram-se ji formadas no interior dos
16culos as vesiculas de suco (Spiegel-Roy & Golschmidt, 1996; Agusti, 2003). Também ocorre a
formagdo do sistema vascular o que potencialmente regulard a capacidade de transporte de
nutrientes, afetando o tamanho potencial do fruto (Guardiola et al., 1993; Guardiola & Garcia-
Luis, 2000). Durante esta fase é determinado o tamanho potencial do fruto, e no final dela ocorre
maxima competi¢do entre os frutinhos (Guardiola & Garcia-Luis, 2000; Agusti, 2003). A 2* fase
de crescimento linear, estende-se do fim da queda fisioldgica até pouco antes do inicio da
mudanca da cor da casca. A duracdo desta etapa é a que mais varia entre as variedades dos
distintos grupos de maturacdo, ocorrendo o enchimento das vesiculas de suco até alcancar a
maxima expansdo. A divisdo celular nesta fase é quase nula (Spiegel-Roy & Golschmidt, 1996;
Agusti, 2003) e é também nela que sdo formadas as glandulas produtoras de 6leo (Spiegel-Roy &
Golschmidt, 1996). A 3" fase é o amadurecimento, no qual quase ndo hd crescimento (Guardiola
& Garcia-Luis, 2000), ocorrendo mudangas associadas com a maturacido, havendo degradacao
das clorofilas e sintese de carotendides, aumento no conteido de agticares soliveis enquanto a
acidez se reduz (Spiegel-Roy & Golschmidt, 1996; Agusti, 2003). Este modelo aplica-se ao
crescimento da maioria dos frutos dos citros, porém tempo e duracdo destas etapas variam entre

espécies, variedades e climas (Spiegel-Roy & Golschmidt, 1996).

Os frutos crescem sem interrup¢ao logo depois de finalizada a queda fisiologica, sendo
esta etapa muito dependente do fornecimento de carboidratos, com evidéncias de que técnicas
que permitam aumento na disponibilidade de assimilados, como anelamento ou raleio de frutos,
incrementam o tamanho final do fruto (Monselise, 1986; Yamanishi, 1994; Goldschmidt, 1999;
Guardiola & Garcia-Luis, 2000; Agusti, 2003). Foi observado que conforme hd aumento no teor
de acgucares nos frutos hd consumo das reservas foliares de amido (Ruiz et al., 2001). A
temperatura tem uma relagdo positiva com o crescimento dos frutos, sendo evidentemente mais
intenso o efeito das temperaturas noturnas. O crescimento do fruto € 6timo entre 20 °C e 25 °C,
temperaturas iguais ou maiores que 30 °C provocam reducdo do crescimento (Reuther, 1973).
Assim, a precocidade das variedades estd associada com o requerimento de unidades de calor

(Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996).
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2.4. METABOLISMO DO CARBONO

Ao longo do ciclo produtivo hd uma sazonalidade tanto na producao quanto no consumo
de carboidratos. Sendo que a assimilagao de CO, encontra-se afetada por variacdes sazonais na
disponibilidade de energia, dgua e nutrientes. Por outro lado, hd também sazonalidade nos
requerimentos, consequéncia da variacdo da demanda por nutrientes nos distintos estiddios
fenoldgicos. Sendo o balanco de carbono determinado pelos ajustes na producio e no consumo ao

longo do ciclo produtivo (Goldschmidt, 1999; Machado et al., 2002).

2.4.1. Assimilacao de CO;

O processo fotossintético representa a Unica via de captacdo e transformacgdo de energia
solar em energia quimica, sendo incorporada desta forma aos processos biologicos de
crescimento € manutencdo das plantas. Os citros fixam carbono ao longo de todo o ano, mas as
variagOes sazonais nas condicdes do ambiente condicionaram o desenvolvimento de adaptagdes
no mecanismo fotossintético. Sempre que estes fatores afetam a fotossintese haverd um provavel
efeito sobre o crescimento e producdo (Ribeiro, 2006; Ribeiro & Machado, 2007; Ribeiro et al.,
2009). Porém, também hé efeito da demanda dos drenos por assimilados, indicando desta forma
uma regulacdo da fotossintese pela demanda (Iglesias et al., 2002; Syversten et al., 2003; Urban

et al., 2004; Dovis et al., 2009; Sekita, 2008; Ribeiro et al., 2012)

A variacdo dos fatores ambientais afeta a capacidade de assimilacdo de CO, (Davies &
Albrigo, 1994; Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996; Machado et al., 2005; Pimentel et al., 2007).
A temperatura 6tima para a fotossintese em laranjeira ‘Valéncia’ € ao redor de 25 °C (Machado et
al., 2005), acima deste valor observa-se queda na condutincia estomética, na eficiéncia de
carboxilacdo da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase (devido a maior atividade oxigenase da
Rubisco), assim como aumento de drenos alternativos de elétrons (Machado et al., 2005; Ribeiro
et al., 2009). Isto acontece mesmo em condi¢des de boa disponibilidade hidrica devido ao
aumento do déficit de pressdo de vapor (DPV) em funcdo do aumento da temperatura do ar,

causando o fechamento estomético (Machado et al., 2002, 2005; Jifon & Syvertsen, 2003).

No inverno, que caracteriza-se por meses mais frios, hd reducdo da assimilagdo de CO,
(Davies & Albrigo, 1994; Machado et al., 2002; Ribeiro & Machado, 2007; Ribeiro et al., 2009)
e nestas condi¢Oes as limitagdes parecem ser mais de origem ndo estomadtica, associada com

menor atividade de carbolixag@o e regeneragdo da ribulose-1,5-bisfosfato (Ribeiro et al., 2009).
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Porém, ha também efeito do frio sobre os fatores estomdticos (Davies & Albrigo, 1994;
Magalhaes Filho et al., 2009; Machado et al. 2010; Santos et al., 2012) e, neste sentido foi
observada reducdo significativa da condutancia estomdtica e da assimilacio de CO, apds a
ocorréncia de noites frias (Machado et al., 2010). Considerando estas limitagdes ambientais no
Estado de Sdo Paulo, as melhores condicdes para a fotossintese e crescimento dos citros sdo
registradas na primavera, entre os meses de setembro e dezembro. Nestes meses, as temperaturas
s@o moderadas e hé disponibilidade de dgua e a radia¢do ndo € limitante (Ribeiro, 2006; Ribeiro

& Machado, 2007).

Por outro lado, também tém sido estudado o efeito da condicao fisioldgica e a demanda de
assimilados sobre a produgdo fotossintética, observando-se que quando hd redu¢do da demanda
por carboidratos pode ocorrer acimulo de agucares metabolizdveis nas folhas e com isto uma
redugdo na assimilacdo de CO, (Iglesias et al., 2002; Syvertsen et al., 2003; Urban et al., 2004;
Léchaudel et al., 2005). J& um aumento da demanda, por exemplo, ocasionada pelo
desenvolvimento das brotacdes, poderia induzir aumento na fotossintese, mesmo em condi¢des
de temperatura consideradas ndo 6timas (Sekita, 2008; Dovis et al., 2009; Dovis et al., 2011;

Ribeiro et al., 2012).

2.4.2. Reservas: armazenamento e remobilizacao

Ao longo do ciclo produtivo os distintos estddios fenolégicos geram periodos com
requerimentos diferentes de energia e nutrientes. Por outro lado, foi observado também que as
condi¢des do meio ambiente determinam variacdes na capacidade de produgdo de assimilados e
absorcdo de nutrientes. Neste contexto, as plantas tém desenvolvido a capacidade de armazenar
energia, geralmente na forma de carboidratos, e outros nutrientes a fim de equilibrar a oferta e a
demanda ao longo do ciclo produtivo (Davies & Albrigo, 1994; Spiegel-Roy & Goldschmidt,
1996). Virios trabalhos estudaram a dindmica dos carboidratos nas folhas e sua associagdo com
os processos de brotagdo, floragdo e desenvolvimento dos frutos (Jones & Steinacker, 1951;
Goldschmidt & Golomb, 1982; Sanz et al., 1987; Garcia-Luis et al., 1995; Ruiz et al., 2001;
Prado er al., 2007; Sekita, 2008; Park, 2011).

Alguns autores mencionam que os teores mais altos de acticares nas folhas sao observados
na saida do inverno, pouco tempo antes da floracdo (Sanz et al., 1987, Garcia-Luis et al., 1995;

Prado et al., 2007). Neste estadio fenoldgico a combinagdo das baixas temperaturas que limitam a
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fotossintese e o rdpido aumento da demanda para o desenvolvimento das brotagdes conduz a
reducdo nos teores foliares de acucares metabolizdveis das reservas, especialmente o amido
(Jones & Steinacker, 1951; Sanz et al., 1987; Garcia-Luis et al., 1995; Ruiz et al., 2001; Ribeiro,
2006; Sekita, 2008; Park, 2011). Apds a plena floracdo, durante a frutificagdo e até o fim da
queda fisiolégica dos frutos ha continuo consumo de carboidratos, em muitos casos alcangando
os menores teores de reservas durante o verdo (Jones & Steinacker, 1951; Sanz et al., 1987,

Iglesias et al., 2003; Léchaudel et al., 2005; Prado et al., 2007; Sekita, 2008).

Jones e Steinacker (1951) estudaram a dinamica de actcares totais € amido em ramos de
‘Valéncia’ e observaram que hd quase tanto amido quanto nas folhas, e a0 mesmo tempo
mostraram reducdo no teor como consequéncia da brotacdo. Goldschmidt e Golomb (1982)
verificaram que plantas adultas de tangerineira que ndo carregavam frutos, acumularam ao longo
de um ano até 2 kg de amido nos ramos velhos e no tronco, enquanto as raizes acumularam 6 kg
de amido. Em caquizeiro foi observado acimulo de carboidratos associado negativamente com a
carga de frutos, dando preferéncia para o armazenamento nas raizes (Choi et al., 2010b; Park,
2011). Park (2011) observou que até a ‘madeira velha’ acumula e exporta carboidratos segundo
as necessidades da planta. Casos extremos de utilizagdo das reservas podem ser observados em
plantas de tangor ‘Murcott’ quando em anos de alta intensidade de floragcdo e fixacdo excessiva
de frutos pode ocorrer total exaustdo das reservas e colapso geral da planta (Davies & Albrigo,
1994). Nesta mesma espécie Li et al. (2003a, b) observaram, como resultado de alteracdes no
balanco de carbono, mudancas no padrio de expressdo de 11 genes associados com o
metabolismo do amido. As determinacdes de teores de carboidratos e expressdao génica foram
realizadas nas folhas, casca e raizes. Seis desses genes codificam proteinas que t€ém uma fungdo
na sintese de amido e sua expressao ¢ aumentada em folhas e casca que mostraram incremento no

teor de amido (Li et al.,2003a, b).

Apesar de existirem vérios estudos sobre a dindmica do acimulo e remobilizacdo de
reservas nas folhas (Jones & Steinacker, 1951; Sanz et al., 1987; Garcia-Luis et al., 1995; Ruiz et
al., 2001; Iglesias et al., 2003; Léchaudel et al., 2005; Ribeiro, 2006; Prado et al., 2007; Sekita,
2008; Park, 2011), poucos deles fazem referéncia ao ciclo produtivo completo, desde o periodo
indutivo até o amadurecimento dos frutos. Além disso, a contribuicdo de agicares dos ramos e

raizes nos varios estadios fisioldgicos das laranjeiras tem sido pouco explorada.
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2.5. METABOLISMO DE NITROGENIO

Assim como relatado para os carboidratos, nas plantas perenes foi observado que o
nitrogénio e compostos associados presentes nas folhas e em outros 6rgdos sofrem variacio
sazonal, ocasionada por diferengas na intensidade de absor¢do e atividade metabdlica durante o
ano (Gallo et al., 1960; Moreno & Garcia-Martinez, 1983; 1984; Sanz et al., 1987; Legaz et al.,
1995; Kim et al., 2009; Reis et al., 2009). A absorcdo de nitrogénio do solo € realizada,
predominantemente, na forma de NOs e ocorre gragas a transportadores especificos (Taiz &
Zeiger, 2009). Sendo um mecanismo ativo, a temperatura ¢ umidade do solo condicionam a
eficiéncia de absor¢do, mostrando uma correlagdo linear positiva entre taxa de absorc¢do e a
temperatura entre 16 e 26 °C, com temperatura base de 10 °C (Scholberg et al., 2002). Baixas
temperaturas provocam alteragdes no balanco hidrico na planta, mesmo em condi¢des de boa
disponibilidade de agua, reduzindo a transpiracao (Machado, 2009; Magalhaes Filho ez al., 2009)
e prejudicando a absor¢do de NO3™ do solo (Fidalski & Auler, 2007).

As folhas sdo um dos O6rgdos concentradores de nitrogénio e seu conteido pode
representar entre 18% e 45% do total presente na planta (Dasberg, 1987; Legaz et al., 1995;
Boaretto et al., 2010). Os teores de nitrogénio nas folhas afetam o crescimento e desenvolvimento
das plantas; quando altos podem produzir excessivo vigor e crescimento vegetativo, em
detrimento da produgdo de flores. Porém, valores muito baixos podem conduzir a alta producao
de flores e reduzida fixacdo de frutos (Davies & Albrigo, 1994). O fruto € o principal 6rgio
exportador; em caquizeiro até 43% do nitrogénio € colhido com os frutos (Choi ez al., 2010b),
enquanto que os frutos de citros extraem entre 6% e 32% do nitrogénio total, dependendo da

variedade, idade da planta e condic@o de adubacdo (Dasberg, 1987; Legaz et al., 1995).

Estudos em folhas de citros t€m mostrado que o periodo de desenvolvimento das
brotagdes até a fixacdo dos frutos € altamente exigente em nitrogénio, havendo remoc¢io deste
composto das folhas durante o inverno e primavera (Gallo ef al., 1960; Moreno & Garcia-
Martinez, 1984; Sanz et al.,1987; Legaz et al., 1995). Esta remobilizacdo foi atribuida a limitacao
da absor¢do do nitrogénio do solo por causa das baixas temperaturas nos meses mais frios (Sanz
et al., 1987). No entanto, quando hd presenca de frutos, a demanda exercida por eles pode induzir

aumento na eficiéncia de absorcdo de nitrogénio do solo (Mattos Jr. et al., 2003a; Choi et al.,

41



2010b). Em cafeeiro foi também observado que, conforme os frutos crescem e acumulam

nitrogénio, ha redugdo proporcional no teor de nitrogénio nas folhas (Reis et al., 2009).

Estudos em raizes de diferentes didmetros mostraram que hd uma correlacdo entre o teor
de nitrogénio total e a atividade metabdlica. Pregitzer et al. (1998) em Acer saccharum
observaram que raizes de 0,5 até 10 mm de didmetro, apresentaram teores de nitrogénio de 7 a 8
g kg'! enquanto a taxa respiratéria maxima foi 4 nmol CO, g”' s™'. Nas raizes menores que 0,5
mm de didmetro houve de 16 a 18 g kg”' MS de nitrogénio e as taxas respiratérias foram de duas
a quatro vezes maiores. Em raizes de Quercus serrata, Makita et al. (2009) também observaram
uma correlacio entre teor de nitrogénio, didmetro, comprimento especifico (m g') e respiracio
em raizes. A concentracio de nitrogénio estd associada a maior concentracdo de proteinas que sdao
necessdrias para assimilacdo dos nutrientes e manutenc¢do do gradiente i0nico. Apesar das raizes
mais finas terem maior teor de N que raizes mais grossas, estas representam uma por¢cao pequena
da massa radicular e observa-se pouca remobilizacdo durante os processos dependentes destas

reservas (Legaz et al., 1995).

A raiz € também um 6rgdo de reserva de nitrogénio, entre 10% e 45% do total da planta
pode estar armazenado nelas (Dasberg, 1987; Legaz et al., 1995; Mattos Jr. et al., 2003b,
Boaretto et al., 2010). Em trabalhos com nitrogénio marcado em adubacdes na primavera e no
verao observaram-se que a recuperacdo € maior na primavera, sendo que 40% do nitrogénio é
incorporado nas raizes, seguindo em importancia as folhas novas e os frutos. J4, no verdo as
raizes incorporaram mais de 50% do nitrogénio, 24% nas folhas e menos de 10% nos frutos

(Boaretto et al., 2010).

O NOs absorvido pela planta desde o solo por meio de transporte ativo, pode ser
acumulado no vacutolo, porém para sua utilizacdo no metabolismo deve ser reduzido e
incorporado em moléculas organicas. A primeira reacdo € a incorporagdo de 2 elétrons para a
redu¢do em NO,, que com mais 6 elétrons é rapidamente convertido em NH,"-NH; (Taiz &
Zeiger, 2009; Silveira et al., 2010). Neste processo participam duas enzimas, a redutase do nitrato
(RN) localizada no citoplasma das células, que pode usar NADH ou NADPH como doador de
H", e a redutase do nitrito (RNi) dentro dos cloroplastos nas folhas e nos plastideos das raizes,
que utiliza ferredoxina reduzida como doador de e. Como NH.,*-NH; é altamente téxico deve ser

rapidamente convertido € incorporado em compostos aminados, isto acontece por a¢do de mais
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duas enzimas a glutamina sintetase (L-glutamato-ammonia ligase [ADP]) ou GS, e a glutamato
sintase (glutamina amida—2-oxoglutarato aminotransferase [NADH]) ou GOGAT. A GS tem duas
isoformas: uma presente nos plastideos e outra nos cloroplastos, esta segunda tem fungdo de
reassimilacdo da NH4"-NHj originado na fotorrespira¢do (Taiz & Zeiger, 2009; Silveira et al.,
2010). Esta enzima incorpora a NH4*-NH3 numa molécula de glutamato, resultando na sintese de
glutamina com consumo de ATP. A GS forma o complexo GS/GOGAT, no sistema a GOGAT
transfere um grupo amina da glutamina para uma molécula de 2-oxo-glutarato para regenerar
duas moléculas de glutamato. Existem duas formas de GOGAT, uma que recebe elétrons do
NADH localizada nos plastideos que participa do metabolismo do nitrogénio absorvido, e outra
dentro dos cloroplastos que recebe elétrons da ferredoxina (FED") e reassimila o nitrogénio da

fotorrespiracao (Taiz & Zeiger, 2009; Silveira et al., 2010).

Como pode ser observado, a assimilacdo do nitrogénio depende da disponibilidade de
moléculas aceptoras (glutamato, 2-oxo-glutarato) e de energia (NADH, ATP, FED") fornecidos
pelos fotossistemas em presenca de luz. Como consequéncia destas necessidades hd uma forte
ligacdo com o metabolismo dos carboidratos e especialmente com a fotossintese. Isto determina
que a atividade deste complexo enzimatico seja muito afetada pelos mesmos fatores que afetam a
assimilacdo de CO, (Kato & Kubota, 1982; Xu & Zhou, 2006; Reis et al., 2009). H4 forte
controle do nivel de ativacdio da RN pela luz e pela presenca de substrato (Bar-Akiva &
Sternbaum, 1965; Reis et al., 2009). Além disso ha efeito da idade do tecido, tecidos mais novos

tem metabolismo mais ativo e maior atividade (Bar-Akiva & Sagiv, 1967; Min et al., 1998).

A RN € a enzima chave no metabolismo do nitrogénio por ser a ‘porta de entrada’ do
NOj™ na planta. Em citros foi observada atividade numa diversidade de 6rgaos, desde folhas,
ramos e raizes até o flavedo dos frutos (Bar-Akiva & Sagiv, 1967; Hippler et al., 2011). Em
tangerineira satsuma foi observado que no inverno a atividade € apenas 30% da observada no
verdo, tanto em folhas quanto em raizes (Kato & Kubota, 1982). Em folhas de cafeeiro foi
observado que a atividade da RN decresceu entre janeiro e junho, durante o desenvolvimento dos
frutos, sugerindo que hd um efeito da reducdo da demanda sobre a atividade, somado ao
envelhecimento e senescéncia foliar (Reis ef al., 2009). Ha pouca informacdo sobre as respostas
no metabolismo de absor¢@o e incorporacdo do nitrogénio nos distintos estddios fenolégicos,

dando lugar hé incertezas e ampliando um leque de pesquisas futuras.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Centro APTA Citros “Sylvio Moreira” (IAC), no
municipio de Cordeirdpolis, Sdo Paulo (22° 27' 40" S - 47° 24' 4" O; 639 m de altitude) em um
telado (30 m de largura x 40 m de comprimento x 5 m de altura) de nylon com malha de 2 mm
(Clarite, Equipesca-Campinas-SP). Dentro do telado as condi¢cdes ambientais foram monitoradas
com sensores de temperatura e de radiacdo solar (Li 200, Li-Cor Inc, Lincoln, USA) e os dados
de temperatura maxima, minima, média e de bulbo umido, e a radiacdo solar total foram

registradas continuadamente em (Li 1200, Li-Cor Inc, Lincoln, USA).

3.1. MATERIAL VEGETAL E TRATAMENTOS

Foram utilizadas mudas de laranjeira ‘Valéncia’ [(Citrus sinensis (L.) Osbeck)]
enxertadas sobre limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck) com 16 meses de idade que foram
transplantadas em janeiro de 2007 para vasos de 100 L de capacidade. Os vasos estavam
dispostos no sentido norte-sul com um espacamento de 3,0 m entre linhas por 2,0 m entre plantas.
O substrato para o crescimento das plantas foi um composto de % de areia, %4 composto organico
e Y2 de terra, com as correcdes necessarias para o desenvolvimento de plantas sadias e sem
deficiéncia nutricional. Na tabela 1 sdo apresentados os resultados da andlise do substrato
realizada no comeco do experimento. Utilizou-se uma dose de 230 g N planta”’ ano” como
Ca(NOs3), ou Mg(NOs),, divididas em 8 aplicacdes iguais em intervalos regulares entre os meses
de agosto até abril. Em intervalos de 60 dias realizaram-se aplicacOes de micronutrientes, com 3,5
g planta'1 do produto comercial ‘Hydro cocktail’ (B 2,0%; Cu, 0,8%; Fe 5,6%; Mn 3,2%; Mo
0,32%; Zn 2,0%) diluido e aplicado no vaso.

A irrigacdo foi feita por meio de um sistema automatico com gotejamento tipo ‘espaguete’
com vazdo de 2 L h™' de dgua. A irrigacio foi feita diariamente e a quantidade de dgua aplicada
foi calculada com base nas medidas de transpiragdo obtidas as 09:00 h e 13:00 h realizadas
quincenalmente e considerando a area foliar das plantas. Foi feita a reposicdo didria da dgua
perdida na transpiracdo a fim de manter o potencial hidrico na pré-manha entre -0,3 e -0,4 MPa.
Na Figura 2 sdo apresentadas fotos das plantas em 24 de marco de 2009, com 42 meses de idade

e em 3 de julho de 2010, com 58 meses de idade.
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Tabela 1: Caracteristicas quimicas da mistura areia/composto organico/terra contida nos vasos no inicio do

experimento, em maio de 2009.

Padrio classificacio

Nutriente Unidade Valor (GPACC. 1994)
P resina mg/dm3 86,0 Alto
K 2.9 Alto
Mg mmol/dm’ 8,0 Alto
Saturagdo bases %o 85 Alto
S 16,2 Alto
B 0,35 Médio
Cu mg/dm3 7,0 Alto
Mn 23,5 Alto
7n 81,5 Alto

A fim de avaliar o efeito da presenca dos frutos sobre a inducdo e floragdo seguinte as

plantas foram induzidas a florescer tardiamente, entre janeiro e fevereiro de 2009. Com isto

pretendeu-se obter frutos que atingiriam pleno crescimento durante o outono/inverno,

coincidentemente com o periodo indutivo da florada seguinte. Assim, em 14 de maio de 2009,

quando os frutos encontravam-se com 30-40 mm de didmetro, no estadio 74 da escala fenolégica

BBCH (Agusti et al., 1995) que indica o final da queda fisiologica dos frutos; foram

estabelecidos os dois tratamentos: 1) plantas com desbaste total de frutos (PCD) realizado em 14

de maio de 2009 e 2) plantas sem desbaste de frutos (PSD).

Figura 2: Laranjeiras ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’: 24 de marco de 2009, antes da aplicagdo
dos tratamentos de desbaste de frutos (A), e em 3 de julho de 2010, antes da data da dltima medida

e amostragem de plantas (B). Foto: V.L. Dovis.
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ApO6s o desbaste, durante 0 més de julho de 2009 (do dia 6 até o dia 17) as plantas foram

submetidas a um estresse hidrico com o objetivo de induzir uma floragdo abundante e uniforme.

Para isto a irrigacdo foi reduzida, repondo-se somente 67% da 4gua evapotranspirada

diariamente, impondo um estresse gradativo e controlando o potencial hidrico foliar na pré-

manha até chegar a -1,0 MPa (Southwick & Davenport, 1986), medido com cimara de pressio

tipo Scholander (modelo 3005, Soil Moisture Equipment Corp., USA). Foram efetuadas

avaliacdes dos efeitos dos tratamentos no momento do desbaste dos frutos e em mais sete

estddios dentro do ciclo produtivo anual da laranjeira, a saber:

L

IL

I1I.

IV.

VL

VIL

DESBASTE (D): imediatamente depois do estabelecimento dos tratamentos (14 de maio
de 2009).

Estadio fenoldgico 00 na escala BBCH, de REPOUSO (R): periodo de crescimento nao
aparente da parte aérea: ndo ha observacao de crescimento aparente da parte aérea, mas as
folhas encontram-se ativas e realizando fotossintese e os processos envolvidos na
diferenciagdo de gemas e desenvolvimento das flores que virdo continuam ativos
(Reuther, 1973),

Estddio fenolégico 65 na escala BBCH, de PLENA FLORACAO (PFl): quando
aproximadamente 50% das flores encontravam-se em antese,

Estadio fenoldgico 71 na escala BBCH, de MAXIMA FRUTIFICACAO (MFr): durante o
desenvolvimento do fruto, quando aproximadamente 50% dos estigmas das flores cairam,
no comeco do crescimento do ovério (iniciou-se a queda de chumbinhos).

Estadio fenoldgico 74 na escala BBCH, de FIM DE QUEDA FISIOLOGICA DOS
FRUTOS (FQ): quando os frutos atingiram, aproximadamente, 40% do tamanho final,
que também é o momento final da queda fisioldgica dos frutos,

Estadio fenoldgico 75 na escala BBCH, de CRESCIMENTO LINEAR DOS FRUTOS +
BROTACAO (CL+B): quando os frutos estavam com, aproximadamente, 50% do
tamanho final. Logo apds o final da queda fisioldgica dos frutos, quando estdo em fase
linear de crescimento e ocorre um novo fluxo de brotacdo, principalmente vegetativa que
€ responsdvel pelo crescimento do dossel da planta,

Estadio fenoldgico 76-77 da escala BBCH, de CRESCIMENTO LINEAR DOS FRUTOS
(CL): no final do verdo antes da diminui¢do da temperatura de outono (mar¢o), e quando

os frutos estavam com 60% a 70% do tamanho final,
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VIII. Estddio fenolégico 85 da escala BBCH, de AMADURECIMENTO (A): quando os frutos

estavam maduros para serem colhidos.

3.2. METODOS
3.2.1 Medidas de trocas gasosas

Nos estadios I a VIII foram realizadas avaliacdes de trocas gasosas com um analisador
portétil de fotossintese por radiacdo infravermelha (LI-6400 Li-Cor Inc., Lincoln-NE, USA)
operando em sistema aberto. O aparelho estava equipado com uma fonte de luz modelo LI-6400-
02B LED (Li-Cor Inc., Lincoln-NE, USA) que foi utilizada para a fixacdo de DFFF. As varidveis
medidas foram: assimilacdo de CO; (A,) e condutancia estomadtica (g;). As medidas foram feitas
em trés folhas por planta. Estas folhas, expostas ao sol, estavam inseridas na parte mediana da
copa e, na terceira ou quarta posicdo em ramos sem frutos, em quatro plantas por tratamento
(repeticdes). As medidas foram feitas durante o periodo diurno em intervalos de duas horas,
comecando a partir das 7:30 h até 17:30 h no inverno e 7:00 h até 17:30 h no verdo.
Imediatamente antes de cada avaliacdo foi medida a DFFF com o quantdmetro do analisador
portétil de fotossintese e fixada esta intensidade com uso da fonte de luz, neste horério de
medida. Integrando-se as medidas de A, (umol m™ s) instantnea durante o dia foi calculada a

assimilacdo diurna de CO, por m’ [A; (mmol m> d'l)].

No mesmo dia da realizacdo da curva diurna, as 13:00 h foram coletadas 12 folhas por
planta, semelhantes as utilizadas nas avaliacoes de trocas gasosas. As folhas foram
imediatamente congeladas (-70 °C, em gelo seco) e posteriormente a metade foi seca em estufa
com circulagdo forcada (MA—035/5, Marconi, Brasil) a 52 °C até massa constante e armazenadas
para andlise de carboidratos. A outra metade permaneceu armazenada a -80 °C, para

determinac¢do da atividade enzimaética.

3.2.2 Coletas de plantas e amostragens

Ap6s o desbaste (D) e nos estddios de plena floragao (PF1), de maxima frutificacdao
(MFr), de fim de queda dos frutos (FQ), de crescimento linear de frutos (CL) e de

amadurecimento (A), trés plantas por tratamento foram retiradas dos vasos para quantificacdo das
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massas de raizes, ramos, folhas e frutos (quando presentes) e coletado material para andlises

bioquimicas.

Na coleta destrutiva, as folhas foram separadas em novas, com idade entre seis meses e
um ano, provenientes da brotacido da primavera-verdo de 2008-2009 e folhas velhas, com mais de
seis meses, provenientes de brotacdes anteriores (Figura 3). Para a separacdo dos ramos utilizou-
se 0 mesmo critério. Assim, foram chamados de ramos do ultimo fluxo aqueles entre seis meses e
um ano de idade, desenvolvidos na primavera-verdo do ciclo anterior e que carregavam as folhas
novas. Como ramo velho, foi classificado todo o material com mais de um ano de idade,

incluindo o tronco (Figura 3).

Com paquimetro digital foi medido o didmetro do tronco 8 cm acima da enxertia, foram
tomadas duas medidas transversais, por planta. Para cada categoria de ramos foi tomada uma
amostra aleatoria e representativa na qual foi mensurado: o comprimento de cada segmento e o
nimero de nds presentes. Em seguida foi determinada a massa fresca e a massa seca em estufa a

52 °C. Com essas varidveis estimou-se o nimero de nds por planta:
NN = (NN * MSTr)/MSAR,

onde NN, € o nimero estimado de nés por planta, NN € o nimero de nés na amostra, MSTR €

massa seca total dos ramos e MSAR € massa seca da amostra de ramos.

Entre as 9:00 h e 10:00 h foram coletadas amostras de ramos das duas categorias e

congeladas a -70 °C em gelo seco, para posterior anélise bioquimica.

Logo apés a coleta dos ramos, 0s vasos foram abertos ao meio e as raizes expostas, e entre
as 13:00 h e 14:00 h foram coletadas amostras de quatro categorias de raizes: raizes de primeira
ordem, correspondem as raizes fibrosas, que geralmente t€m até 0,5 mm de diametro (Pregitzer et
al., 1998; Eissenstat & Achor, 1999), raizes finas (>1 e¢ <3 mm), raizes intermediarias (>3 e <5
mm) e raizes grossas (> 10 mm). Estas amostras foram lavadas manualmente, secas com papel
absorvente e congeladas em gelo seco a -70 °C. Finalmente o restante de material radicular foi

lavado com 4gua pressurizada até a eliminacao total da terra e substrato.
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Ramos velhos

Ramos tltimo fI

Folhas velhas

Folhas novas

Figura 3: Fotografias ilustrativas da classificacdo das folhas e ramos da
brotacdo de primavera-verdo de 2008-2009 para a separacdo durante a

amostragem.

Determinou-se a massa fresca da totalidade de cada 6rgdo da planta separadamente.
Separou-se uma amostra que foi seca em estufa com circulacdo forcada a 65 °C até massa
constante (MA—035/5, Marconi, Brasil). A estimativa da massa seca total de cada 6rgdo foi feita

pela relacao:
MSTx = MFTx * (MSsax/MFsax),

onde: MSTy, massa seca do 6rgdo X; MFTx massa fresca do 6rgdo X, MSsax, massa seca da
subamostra do 6rgido X, MFsax massa fresca da subamostra do 6rgao X, onde X pode representar

folhas, raizes, ramos ou frutos.

Nas amostras das folhas das duas idades, previamente a secagem, foi medida a 4rea foliar
em integrador de drea foliar (Li-3100, Li-Cor, Lincoln-NE, USA) e realizado o cédlculo da area
foliar especifica (m? kg™ MS). Das amostras de folhas do tltimo fluxo e raizes de primeira ordem

coletadas e congeladas em gelo seco, a metade foi seca em estufa até massa constante, moidas e
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armazenadas para andlises de carboidratos. Outra metade ficou armazenada a -80 °C para
quantificacdo da atividade enzimadtica. Nos outros 6rgdos a totalidade da amostra foi seca em

estufa.

3.2.3 Avaliacoes das brotacoes

Em agosto de 2009, trés meses apds o desbaste de frutos e antes do inicio das brotagdes,
foram selecionados e marcados cinco ramos por planta. Cada ramo continha entre 20 e 50 nés em
ramos do dltimo fluxo e 10 a 20 nés em ramos velhos totalizando entre 100 e 250 nés do dltimo
fluxo por planta e de 50 até 100 nés em ramos velhos. As avaliacdes comegaram em 20 plantas
por tratamento e finalizou-se com 10 plantas por tratamento devido as coletas destrutivas.
Semanalmente foram contabilizados: nimero de nds brotados e ndmero de brotagdes,
classificando-as como vegetativas (apresentando apenas folhas), reprodutivas (apenas com
estruturas reprodutivas) e mistas (com estruturas reprodutivas e folhas). Em cada brotacdo
identificaram-se: botdes florais (desde botdo branco, estadio 56 até 59 na escala BBCH), flores
(desde a abertura da primeira pétala até a queda do pistilo e estigma), frutos (nimero e didmetro)

e nimero de folhas formadas (Figura 4).

Figura 4: Estruturas reprodutivas, sendo os tipos 1 a 10 considerados botdes, 11 a 13
considerados flores e 14 considerado chumbinho. Foto: V.L.Dovis.

Com essas avaliacdes foram calculados:

- porcentagem de nds brotados = (n° nds brotados no ramo/nds totais no ramo) * 100;
- porcentagem brotacdo reprodutiva = (brotacdes reprodutivas+brotagdes mistas) * 100/nds

brotados no ramo;
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- n° estruturas (botdes, flores, chumbinhos) /100 nés = (n° estruturas*100)/n° nés totais no ramo;

- n° folhas/100 nés = (n° folhas*100)/n° nds totais.

3.2.4 Analises bioquimicas

Amostras de folhas secas em estufa foram moidas em almofariz e amostras secas de
ramos e raizes foram moidas em moinho analitico (A11 Basic, Ika) e armazenadas em frascos de
vidro até as andlises. Para quantificacdo de acticares soldveis totais, sacarose, aminodcidos livres
totais e nitrato utilizaram-se técnicas colorimétricas e os extratos foram obtidos pelo método do
MCW (Bieleski & Turner, 1966). O amido foi quantificado com o método descrito por Amaral e?
al. (2007) com extra¢do em etanol, digestdao enzimatica e leitura colorimétrica. O nitrogénio total
foi quantificado com o método de Kjeldahl descrito por Nelson e Sommers (1973); e as proteinas
soliveis segundo o método de Bradford (1976) nos extratos de avaliacdo das atividades

enzimaticas.

3.2.4.1 Preparacao dos extratos MCW

Os extratos foram obtidos pelo método do MCW, descrito por Bieleski e Turner (1966).
Em tubos com tampa de rosca foram colocados 75 mg de amostra com 3 mL de solucio MCW
(metanol/cloroférmio/dgua) preparada na propor¢do 12:5:3 v/v, agitou-se € manteve-se em
refrigeragdo por dois dias. Adicionou-se 1,8 mL de cloroférmio e 1,2 mL de dgua e apds
separacdo das fases, coletou-se o sobrenadante que em seguida foi concentrado em banho-maria
(50 °C), para evaporagcdo do metanol e residuos de cloroférmio. Os extratos foram armazenados

em freezer (-20 °C) até o momento da quantificacdo.

3.2.4.2 Quantificacdo de aminoacidos livres totais

Os aminodcidos livres totais foram quantificados segundo o método de Yemm e Cocking
(1955) no extrato obtido pelo método do MCW. Em tubo de ensaio adicionou-se 50 puL do extrato
(diluido 2,5 vezes), 950 pL de agua, 500 pL de tampao citrato de s6dio 200 mM, pH 5, 200 pL de
ninhidrina 5% em metilcelusolve (etilenoglicol-monometil- éter, C3:HgO;,) e 1 mL de KCN 2%
(v/v) de uma solu¢do 10 mM de KCN em metilcelusolve. Os tubos foram agitados, vedados e
mantidos por 20 min no banho-maria a 100 °C. Ap6s resfriamento foi adicionado 1 mL de etanol
60% (v/v) e feita a leitura em espectrofotdmetro a 570 nm. Foi construido uma reta padrao de
leucina com concentracdes entre 20 e 100 nmol mL™".
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3.2.4.3 Teor de carboidratos

A relagdo entre as distintas fracdes de carboidratos foram calculadas como a seguir:
- Acucares totais (AT) = aguicares soldveis (AS) + amido (Am)

- Acucares soldveis (AS) = aguicares redutores (AR) + sacarose (SAC)

Aciicares solaveis (AS)

A quantificacdo de agucares soliveis foi feita pelo método do fenol-sulftrico descrito por
Dubois et al. (1956). Em tubo de ensaio adicionou-se 10 pL de extrato MCW e 490 pL de agua
destilada, 500 pL de solugdo de fenol 5% e 2 mL de H,SO, concentrado. Agitou-se, e apds
esfriar, fez-se a leitura de absorbancia em espectrofotdmetro a 490 nm. As concentracdes de
acucares soluveis foram calculadas a partir da reta padrao de glicose com concentragdes entre 10

e 160 pg mL™".

Sacarose (SAC)

A sacarose foi quantificada usando o método descrito por Handel et al. (1968) e a
dosagem feita pelo método do fenol-sulfirico. Em tubo de ensaio adicionaram-se 40 pL de
extrato, 460 pL de agua destilada e 500 pL de solugdo de KOH 30%, sendo a solucdo levada ao
banho-maria 100 °C por 10 minutos. Em seguida adicionou-se 500 uL de solugdo de fenol 5% e 2
mL de H,SO4 concentrado, agitou-se, e apds esfriar, fez-se a leitura de absorbancia em
espectrofotometro a 490 nm. As concentragdes de sacarose foram calculadas a partir da reta

padrao obtida com sacarose com concentragdes entre 10 e 160 pg mL™".

Amido (Am)

Para quantificacdo de amido utilizou-se o método descrito por Amaral et al. (2007). Em
uma amostra de 10 mg de material vegetal foram feitas quatro extragdes com 500 puL de etanol
80% a 80 °C (em banho-maria) por 20 min, para extragdo de acucares, pigmentos, fendis e outras
substancias. O precipitado foi seco a temperatura ambiente até completa evaporagcdo do residuo
(12 h). Quando seco, o precipitado foi incubado duas vezes a 75 °C por 30 min com 500 pL da
enzima termoestavel o-amilase (EC 3.2.1.1) (120 U mL™) de Bacillus licheniformis (c6d. E-
ANAAM, MEGAZYME, Irlanda) diluida em tampao MOPS 10 mM e pH 6,5. Logo depois, foi
incubado duas vezes com 500 pL de amiloglucosidase (EC 3.2.1.3), (30 U mL™") de Aspergillus

niger (c6d. E-FAMGPU, MEGAZYME, Irlanda) diluida em tampao acetato de sédio 100 mM e
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pH 4.5; por 30 min em banho-maria a 50 °C. Para parar a reag¢do e precipitar as proteinas foram
acrescentados 100 pL de HCIO4 0,8 M. A dosagem da glicose liberada foi feita em eppendorf
contendo 30 pL de extrato, 20 uL de agua destilada e 750 pL do reagente PAP Liquiform
(Labtest Diagnodstica S.A.), levado a banho-maria a 37 °C por 15 min e a absorvancia foi
quantificada em leitor de microplacas em comprimento de onda de 490 nm. As concentragcdes

foram calculadas a partir da reta padrio de glicose com concentracdes entre 10 e 60 pg mL™".

3.2.4.4 Quantificacao de nitrato (N-NO3)

Foi quantificado segundo o método do acido salicilico descrito por Cataldo et al. (1975)
com a fragdo aquosa do MCW. Em tubo de ensaio adicionaram-se 50 pL do extrato, 50 uL de
agua e 200 pL do reagente de dcido salicilico 5% em H,SO4 concentrado. Apds agitacdo a
solucdo foi mantida por 20 min7 em temperatura ambiente. Adicionaram-se lentamente 4,75 mL
de NaOH 2 N, agitou-se e apods resfriamento fez-se leitura em espectrofotometro a 410 nm. As

concentracdes foram calculadas a partir da reta padrdao de KNOjs entre 1 ¢ 10 umol mL™".

3.2.4.5 Quantificacdo de nitrogénio total

A determinagdo de nitrogénio total foi realizada pelo método descrito por Nelson e
Sommers (1973). Amostras de 200 mg de material vegetal seco e moido foram transferidas para
tubos de digestdao, contendo 2 g de mistura digestora (10 g de K,SOy4, 10 g de CuSO4+.H,Oe 1 g
de Se) e 10 mL de H,SO4 concentrado, em cada bloco digestor foram incluidos para controle uma
amostra padrdo e um branco. Os tubos foram colocados em bloco digestor e aquecidos
lentamente até 380 °C e as amostras foram digeridas ao ponto de ebulicio da mistura por
aproximadamente 60 min, até a obteng¢do de um extrato incolor. Apds resfriamento a temperatura

ambiente acrescentou-se 15 mL de dgua destilada em cada tubo.

No destilador a amostra foi alcalinizada com 20 mL de NaOH 50%. O destilado obtido foi
recolhido em 30 mL de acido bérico 4% com 10 gotas de mistura indicadora mista (0,066 g de
verde de bromocresol + 0,132 g de vermelho de metila + 200 mL de etanol). A titulagdo do
amodnio formado foi realizada com solu¢do de HCl 0,1 N e o teor de nitrogénio vegetal foi

determinado pela férmula:

Nitrogénio total (%) = 100 x 0,014 x (Va—Vb) x Fc x N/P
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onde Va = volume de HC1 0,1 N gasto na titulagdo; Vb = volume de HC1 0,1 N gasto na prova do
branco; Fc = fator de correcdo da solu¢dao de HCI 0,1 N; N = normalidade do HC1 (0,1 N) e P =

massa da amostra em gramas.

3.2.5 Preparacao dos extratos e avaliacao das atividades enzimaticas

As atividades enzimadticas foram quantificadas dando as respectivas enzimas in vitro as
condi¢des Otimas no meio de reacdo e sem limitacdo de substrato. Em consequéncia estas
atividades representam apenas a capacidade potencial de reducdo de N-NOs3™ nas plantas em cada
tratamento, e nem sempre € reflexo da atividade in vivo. Para a avaliacdo das atividades
enzimaticas foram utilizadas folhas novas e raizes de primeira ordem coletadas as 13:00 h. Para
avaliacdo da atividade das enzimas redutase do nitrato (RN), glutamina sintetase (GS) e
glutamato sintase (GOGAT) foi obtido um extrato a partir da homogeneizacdo do material
vegetal em cadinho com nitrogénio liquido e tampao de extracio HEPES-NaOH 100 mM (pH
7,5), MgCl, 5 mM, DTT (ditiotreitol) 5 mM, &4cido ascérbico 10 mM, EDTA 5 mM, 10% de
glicerol e 2% de PVPP (polivinil-poly-pyrrolydona). O extrato foi centrifugado a 10.000 g e 4 °C
por 20 min; posteriormente 2,5 mL do extrato foram dessalinizados em coluna PD 10 (Sephadex
G-25) previamente equilibradas com tampao de extracdo. Os extratos foram armazenados a -80
°C até a quantificacdo das atividades enziméticas. Em folhas foram utilizados 8 mL de tampao

. . iy -1
por grama de material, enquanto em raizes foram utilizados 3 mL g".

3.2.5.1 Ensaio para determinacao da atividade de redutase do nitrato (EC 1.7.1.1)

O ensaio da redutase do nitrato foi feito segundo Kato e Kubota (1982), com algumas
modificagdes, em uma mistura de reacdo composta de 200 uLL do extrato dessalinizado, 100 pL
NADH 1 mM e 450 puL tampao fosfato 100 mM+KNO; 25 mM+1% n-propanol, pH 7,5. A
mistura do ensaio foi incubada por 30 min a 35 °C e logo depois mantida por 10 min a 100 °C
para parar a reagdo. Adicionou-se 750 uL de sulfanilamida 1% dissolvida em HCI 2,4 N+N-1-
naftiletilenodiamina 0,02% (m/v) e apds 15 min centrifugou-se por 2 min a 3000 g e fez-se a
leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. A atividade, expressa em pmol NO, g’ MF h™, foi

calculada a partir da reta padrdo com concentra¢des de NaNO, entre 0,2 e 2 nmol mL™.
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3.2.5.2 Ensaio para determinacao da atividade de glutamina sintetase (EC 6.3.1.2)

A atividade foi medida segundo Rhodes et al. (1975), quantificando a reagcdo de sintese
através da formacdo de a-glutamil hidroxamato, utilizando hidroxilamina (NH,OH) no lugar da
amonia. A mistura de reacdo para a determinagdo continha para 1 mL de volume final: 50 uL.
ATP 100 mM, 150 uL. MgCl, 300 mM, 150 pL L-glutamina 50 mM, 50 uL NH,OH 100 mM e
500 pL tampao Imidazole 200 mM, pH 7,2. A reagao iniciou-se pela adi¢ao de 100 uL do extrato
dessalinizado e incubou-se por 30 min a 30 °C. Adicionou-se 1 mL de solucdo de cloreto férrico
(Ferguson & Sims, 1971), composta de 0,67 N HCI, 0,20 M é&cido tricloroacético e 0,37 M FeCls,
O precipitado marrom-amarelado resultante foi centrifugado a 3000 g por 2 min e as leituras
feitas em espectrofotdmetro a 535 nm e a atividade calculada a partir da reta padrdo com
concentracio de glutamyl-hidroxamato (GGH) entre 0,05 e 30 pmol mL™". Os resultados foram

expressos em pmol GGH g’ MFh™.

3.2.5.3 Ensaio para determinacio da atividade de glutamato sintase (EC 1.4.1.14)

Para determinacdo da atividade da GOGAT dependente de NADH utilizou-se a
metodologia desenvolvida por Suzuki ef al. (1983), em que a atividade é determinada pelo
decréscimo na absorbancia do NADH, resultante do consumo na reacdo de formacgdo de
glutamato. Para um volume final de 2 mL utilizou-se meio tamponado com Tris-HCl 100 mM,
pH 7,5 + 5 mM glutamina + 5 mM a-cetoglutarato + 0,21 mM NADH. A reagdo iniciou-se com a
adicdo de 300 puL do extrato dessalinizado. A oxidacdo do NADH foi acompanhada pela
absorbancia a 340 nm, em camara aquecida a 30 °C, durante 10 min com leituras a cada minuto.
Os resultados, expressos em pmol NADH g'1 MF h™', foram calculados a partir do coeficiente de

absortividade molar do NADH de 6,3 (Silveira et al., 2010).

3.2.5.4 Quantificaciao de proteina total

A determinacdo do teor de proteina total solivel foi realizada segundo o método de
Bradford (1976) usando os extratos preparados para a quantificacdo das atividades enzimaticas.
Em 10 a 30 puL do extrato enzimatico, dependendo do tecido, foi acrescentado 1 mL do reagente
de Bradford resultando na mistura colorida na qual foi feita a leitura em espectrofotdmetro a 595
nm. O reagente de Bradford foi preparado numa diluicao de 1:4 em 4dgua do reagente concentrado

de Bradford (Marca BioAgency). Os resultados, expressos em mg proteina g MF, foram
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calculados a partir de reta padrdo com concentragdes de albumina de soro bovino (BSA) com

concentracdes entre 1 e 40 pg mL™.

3.2.6 Delineamento experimental e analise estatistico dos dados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema de parcelas
subdivididas no tempo. Como fontes de variagdo consideraram-se os dois niveis de carga de
frutos (PCD e PSD) e os estadios considerados para as avaliagdes: desbaste, repouso, maxima
floragdo, méxima frutificacdo, fim queda fisiolégica dos frutos, crescimento linear de
frutos+brotacdo, crescimento linear e amadurecimento de frutos. Quando se observou efeito
significativo da interacdo entre o tratamento de carga de frutos e os estddios fenoldgicos,

realizou-se comparacio das médias no correspondente estadio fenoldgico.

Os pressupostos do modelo foram analisados graficamente através de graficos de residuos
contra médias, e com teste de normalidade de Shapiro-Wilks para os residuos e com teste de

Hartley para homocedasticidade das variancias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. AMBIENTE NA CASA DE VEGETACAO

Entre janeiro e meados de marco de 2009, as temperaturas mdximas médias variaram entre
30 e 40 °C e as temperaturas minimas médias entre 17 e 20 °C. A partir de 15 de marco em diante
as temperaturas diminuiram e j4 a partir do dia 15 de abril registraram-se valores inferiores a 15
°C. Entre 1° a 24 de junho a temperatura minima foi ainda mais reduzida com valores médios
inferiores a 12 °C e atingindo valor minimo absoluto de 5,3 °C no dia 3 de junho. Neste mesmo
periodo, a temperatura méxima dificilmente ultrapassou os 27 °C (Figura 5A). Estas temperaturas
estdo abaixo do limite inferior para o crescimento da parte aérea em plantas de Citrus (Reuther,
1973) e estdo dentro dos limites que induzem a diferencia¢do das gemas em reprodutivas (Hall et
al., 1977; Southwick & Davenport, 1986; Ribeiro et al., 2006). Este periodo de baixas
temperaturas, combinado com o estresse hidrico, aplicado entre os dias 6 a 17 de julho, foi
suficiente para induzir o desenvolvimento das gemas florais. A partir de julho de 2009 as
temperaturas maximas e minimas aumentaram gradativamente, atingindo em fevereiro-marco de

2010 valores médios entre 33 e 37 °C (Figura 5A).

A radiagdo total didria recebida dentro da casa de vegetacdo durante os meses do outono-
inverno (maio-agosto) foi em média 60% da radiagdo recebida durante os meses mais ensolarados
da primavera-verdo (novembro-fevereiro) com média de 6,7 MJ m~ d’ no outono-inverno e de
11,8 MI m~ d” na primavera-verdo (Figura 5B). Nestes mesmos periodos os valores de radiagdo
fora da estufa foram 8,4 MJ m~ d"! no outono-inverno e 13,2 MJ m?> d"! na primavera-verao
(CIIAGRO/IAC, 2011"), ou seja 25 e 12% a mais do que foi registrado dentro da casa de
vegetacdo. A cobertura pldstica e a propria estrutura da casa de vegetacao interferem na entrada
da radiagdo, afetando a energia recebida, assim a DFFF maxima no verdo foi de 800 umol m?s’

. 2 . . - C e . ~
e no inverno entre 400 e 500 pmol m™ s™, estas intensidades estdo no limite inferior de saturacao

luminosa para a fotossintese em citros (Machado et al., 2005; Ribeiro & Machado, 2007).

" CITAGRO/IAC. Centro integrado de informagdes meteorolégicas. Url: www.ciiagro.sp.gov.br
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Figura 5: Ambiente dentro da casa de vegetacao durante o periodo experimental de janeiro de 2009
até julho de 2010. Temperatura média, maxima média e minima média (A) e radiacdo solar didria
recebida em MJ m? d' (B), média de seis dias. Letras e setas acima do grafico indicam as datas
aproximadas do desbaste (D) e dos estddios fenolégicos de plena floragdo (PFI), maxima
frutificacdo (MFr), fim de queda fisiolégica (FQ), crescimento linear dos frutos (CL) e

amadurecimento dos frutos (A).



4.2. BROTACAO: FLORACAO E CRESCIMENTO VEGETATIVO

Como resposta as baixas temperaturas ocorridas durante o més de junho de 2009 e
associado ao estresse hidrico aplicado, em 29 de julho foram observadas, em PCD, as primeiras

gemas brotadas. Uma semana depois se observaram as primeiras brotacdes em PSD (Figura 6).
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Figura 6: Ndmero de nés do tltimo fluxo de crescimento brotados a cada 100 néds (A),
nimero de folhas iniciadas a cada 100 nés (B), proporcdo de brotagdes reprodutivas (Br
repr) em relacdo com as vegetativas (Br veg) em ramos do tltimo fluxo de crescimento (C)
em laranjeiras ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ com desbaste total de frutos em 14 de
maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste de frutos (PSD). Média de 10 plantas + erro

padrio.
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O inicio da brotacdo, apenas 12 dias depois do fim da reducdo hidrica, € indicio que a
inducdo poderia ter acontecido apenas por efeito das baixas temperaturas, visto que o NHF
(ndmero de horas de frio) abaixo de 13 °C estimado foi de 335 h, indicando um forte efeito do
frio na inducao da brotagao e floracao (Ribeiro et al., 2006). Considerando também que a reducio
hidrica foi aplicada apenas por 11 dias e, segundo Southwick e Davenport (1986), sdo necessarias
pelo menos duas semanas de estresse para induzir a floragdo. Além disso, o desenvolvimento das
gemas requer de trés a cinco semanas (Bustan & Goldschmidt, 1998; Pereira et al., 2003), sendo
observado em limeira que a mitose e desenvolvimento de flores ocorrem ainda em temperaturas
relativamente baixas (15/8 °C) (Nebauer et al., 2006). Com estes antecedentes € possivel inferir
que, no presente estudo, as gemas poderiam encontrar-se em processo de diferenciacio e

desenvolvimento quando a restri¢do hidrica comecou.

Tabela 2: Desenvolvimento das estruturas reprodutivas e producdo de frutos das plantas de laranjeira
“Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas
sem desbaste de frutos (PSD). Média de 10 plantas + erro padrao.

Safra/Estadio Varidveis PCD PSD 'p
Numero de frutos (fr pl") - 55,8+3,9
Safra 2008/09 Massa de frutos (kg pl™) - 11,2+0,8
Massa por fruto (g fr'l) 203,3+5.,6
Botdes/100 nds 23,6 +3,8 6,6+21 <0,01
Flores/100 nés 425+50 6,0+1,7 <0,01
Floragdo 2009
Chumbinhos/100 nés 29,3+ 3,7 72+1,7 <0,01
Massa por flor (g ﬂor'l) 0,344 + 0,003 0,298 + 0,030 s
Numero de frutos (fr pl") 77,6 5,6 592+74 < 0,07
Massa de frutos (kg pl") 12,7+ 0,8 92+1,2 < 0,05
Safra 2009/10 1
Massa por fruto (g fr™') 165,8 +4,5 1554 +49 ns
Diametro do fruto (mm fr™") 67,6+1,5 64,4 +2,0

| " AP " = " -
p = significincia; " = ndo significante

Diferencas entre as plantas dos dois tratamentos foram observadas no desenvolvimento das

brotagdes. Em PCD o nimero méximo de gemas brotadas foi maior e ocorreu, aproximadamente,
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uma semana antes que em PSD; ou seja em 30% dos nés do ultimo fluxo de crescimento
observaram-se brotacdes entre os dias 20 a 28 de agosto em PCD. Enquanto, em PSD o niimero
maximo ocorreu entre os dias 3 a 16 de setembro e somente 13% dos nés brotaram (Figura 6A).
Além das diferengas na intensidade de brotacdo, os tratamentos tiveram também efeito sobre o
nimero de estruturas reprodutivas formadas (Figura 7). A presenca de frutos em crescimento, que
provocou redu¢do na brotacdo, também afetou a intensidade de floragdo (p<0,01), a que foi 7

vezes mais intensa em PCD (Figura 6A, Figura 7, Tabela 2).

Efeitos similares sobre a intensidade da floracao t€m sido observados tanto em plantas com
desbaste total de frutos como em plantas com producdo alternada, que apresentaram reducdo de
25% a 100% na quantidade de flores formadas devido a inibi¢do provocada pela presenca de
frutos. Estes resultados foram observados tanto em pomares (Prado et al., 2007; Sekita, 2008;
Martinez-Fuentes et al., 2010) como em plantas em vasos (Hall et al., 1977), indicando que ha
um efeito inibitério dos frutos pendentes da safra anterior sobre a intensidade da floracdo
(Guardiola et al., 1984; Garcia-Luis et al., 1995), mais acentuado em espécies e variedades de
colheita tardia, caso da ‘Valéncia’. Este efeito pode ser considerado tanto devido ao consumo e
competicdo pelos assimilados (Goldschmidt & Golomb, 1982; Guardiola et al., 1984; Garcia-
Luis et al., 1995), quanto pela producdo e transporte de hormonios que inibem a brotacdo

(Garcia-Luis et al., 1986, Koshita ef al., 1999; Koshita & Takahara, 2004).

Foi observado também efeito dos tratamentos sobre o momento de ocorréncia dos estadios
fenologicos. Em PCD os estadios fenoldgicos de plena floracio (PFl) e maxima frutificacdo
(MFr) foram registrados nos dias 26 de agosto e 9 de setembro, respectivamente, enquanto em
PSD, estes estadios aconteceram nos dias 16 de setembro e 21 de outubro. Inicialmente as
brotagdes foram reprodutivas (Figura 6C), e assim que o periodo de queda fisiol6gica dos
chumbinhos terminou em dezembro, iniciou-se um novo fluxo de brotacdo vegetativa, bem
menos intenso que o da primavera. Estas novas brotagdes foram responsdveis pelo
desenvolvimento das folhas (Figura 6B). Nesta etapa ndo se observaram diferencas entre as
plantas dos dois tratamentos. Este fluxo de verdo também ocorreu em condi¢des de campo, e em
plantas com e sem desbaste de frutos no Estado de Sdo Paulo (Prado et al., 2007; Ramos et al.,
2010). Estas brotagdes além de serem responsdveis pela formacdo da estrutura da planta dao
origem aos ramos nos quais serdo formadas as flores no seguinte ciclo produtivo, afetando a
capacidade de brotagao do ano seguinte (Davies & Albrigo, 1994). As brotacdes nos ramos do
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ultimo fluxo de crescimento corresponderam a 98% dos nds brotados. Nos ramos velhos somente

entre 1% e 2% das gemas brotaram em PCD e PSD, respectivamente, e estas brotagcdes

desenvolveram-se a partir de novembro, e foram principalmente vegetativas (dados ndo

apresentados).
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Figura 7: Numero de estruturas reprodutivas formadas a cada 100 nés em ramos do
ultimo fluxo de crescimento, em laranjeiras ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ com
desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e sem desbaste de frutos (PSD):
botdes florais (A), flores (B) e frutos (C). Média de 10 plantas + erro padrao.

Em PCD, que produziram 42 flores/100 nés, o que representa uma floracio de média

intensidade (Agusti, 2003), e 4,8% destas flores foram fixadas como frutos no fim de FQ (Figura

7C). Quando a floragdo € intermedidria a frutificacdo € quase independente da quantidade de
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flores, e conforme o nimero destas aumenta, hd reducdo na porcentagem de flores fixadas.
Dentro da faixa de floracio intermedidria, quanto mais intensa, maiores as perdas de energia na
abscisdo de flores e chumbinhos (Guardiola et al., 1984; Agusti, 2003). J4, em PSD a floragdo
teve um maximo de 6 flores/100 nés, o que é considerada de baixa intensidade, nestas plantas
foram fixadas como frutos 15,7% destas flores. Quando hé baixa intensidade de floragdo, entre O
e 20 flores/100, ha limitacio no nimero de estruturas e a frutificacdo aumenta conforme o
ndmero destas aumenta; ou seja, a producdo final de frutos é limitada pela quantidade de flores

(Guardiola et al., 1984; Agusti, 2003).

A conversao de flores em frutos e sua fixacdo dependem do reinicio do crescimento do
ovdério apds a antese. O sucesso deste processo estd relacionado a capacidade do ovdrio em atrair
metabolitos, ou seja, da capacidade de competi¢do. A forca de dreno dos ovarios em crescimento
¢ afetada pelo balanco dos hormonios dcido abscisico (ABA), giberelinas (GA) e citocininas os
quais estdo associados com a promocao da fase I do crescimento dos frutos (Guardiola & Garcia-

Luis, 2000; Agusti, 2003).

Independentemente da intensidade da floracao, somente uma parte dos ovarios completam
o seu desenvolvimento até maturidade do fruto, podendo ocorrer a abscisdo na antese das flores,
ou antes, dela. A abscisdo de flores estd diretamente associada com o nimero € ocorre mesmo
com elevada reserva de carboidratos nas folhas (Guardiola & Garcia-Luis, 2000). Quando a
floracdo € muito intensa a maior perda ocorre por abscisdo de flores, enquanto que em plantas
com floracdo intermediaria as perdas totais de matéria seca sdo at€é 40% menores € as perdas na

abscisdo de flores podem se reduzir a 55% (Guardiola et al., 1984).

A abscisdo de frutinhos num estddio mais avangado ocorre quando este reinicia 0 seu
crescimento, é quando as reservas foliares reduzem-se (Guardiola & Garcia-Luis, 2000). Durante
esta etapa, a taxa de crescimento individual de cada frutinho € o fator que afeta sua capacidade de
se manter (Guardiola et al., 1984; Guardiola & Garcia-Luis, 2000). O aumento na taxa de
crescimento dos frutos aumenta a abscisdo, uma vez que a capacidade da planta em prover
carboidratos, quando ndo ha reservas foliares, depende exclusivamente da fotossintese (Guardiola
& Garcia-Luis, 2000; Iglesias et al., 2003). Além disso, uma reduc@o nos teores de carboidratos
nos frutos induz incremento na concentracdo de ABA e de acido 1-amino-ciclopropano, um

precursor do etileno, aumentando a abscisao (Gémez-Cadenas et al., 2000).
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Como resultado da competicdo entre os frutinhos em desenvolvimento, pouco depois do
fim da queda fisioldgica, em janeiro de 2010, foi contabilizado 2,6 + 0,3 e 2,2 + 0,2 frutos
fixados por 100 nés em PCD e PSD respectivamente (Figura 7C). Em PCD o investimento em
flores foi sete vezes maior que em PSD (Figura 7B), mas na colheita o niimero de frutos por

planta foi somente 30% maior em PCD que em PSD (Tabela 2).

No inicio da fase I as taxas de crescimento em didmetro dos frutos foram 0,33 e 0,23 mm
dia' em PCD e PSD, repectivamente. A menor taxa de crescimento em PSD deve estar
relacionada com a competicao inicial dos frutinhos da floragdo de setembro de 2009 com os
remanescentes da florada iniciada em fevereiro de 2009 (Figura 8). Em PCD a maior taxa de
crescimento manteve-se até o fim da queda fisiologica dos chumbinhos (final de dezembro) que
coincide, aproximadamente, com o fim da fase I de crescimento, de ativa divisdo celular e onde
os frutos sdo mais afetados pela reduc@o ou caréncia de assimilados (Guardiola & Garcia-Luis,
2000; Iglesias et al., 2003). Logo depois comeca a fase II, quando ocorre a expansdo e
enchimento celular, numa velocidade de 0,21 mm dia! em PCD e mantendo os 0,23 mm dia! em

PSD; alcancando 90% do tamanho final do fruto no més de maio (Figura 8).

Em julho de 2010 quando foi observada a mudanga de cor dos frutos e alcancaram o teor
de acucares soluveis (°Brix) indicador de maturacdo da cultivar ‘Valencia’ procedeu-se a
colheita. Os frutos foram colhidos entre 23 e 27 de julho de 2010, sendo que em PCD houve uma
média de 78 frutos e com uma producdo de 12,7 kg planta. Esta safra foi 30% maior que em PSD
(p<0,07) com 59 frutos e 9,2 kg planta (Tabela 2). Os frutos ndo foram diferentes (p<0,10) com

didmetro médio de 66 mm e massa individual de 160,6 g (Tabela 2).
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Figura 8: Didmetro dos frutos em laranjeiras ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ com
desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste de frutos
(PSD) desde o inicio da frutificacdo até a colheita. Retas indicam taxas de incremento do
didmetro desde plena floracdo, estimadas para cada tratamento. Fase I de divisdo celular,
Fase II de alongamento celular e Fase III de amadurecimento dos frutos.

4.3. VARIACAO SAZONAL DAS TROCAS GASOSAS

Em resposta a variacdo do ambiente e em associagdo com as variacdes na demanda em

cada estadio fenoldgico, observaram-se variacdes sazonais na assimilacdo de CO; (A,), e
condutancia estomética (gy) (Tabela 3), e como consequéncia na assimila¢do diurna de CO; (Ay)
ao longo do periodo experimental. Houve queda na A, entre os dias 12 e 20 de maio (Figura 9),
embora nestes dias a temperatura média fosse similar, 21 °C aproximadamente (figura 5), e
inferior a 6tima para citros (Machado et al., 2005). Previamente a medida do dia 20 de maio
houve trés noites consecutivas com temperatura minima entre 10 e 12 °C. A baixa temperatura

noturna seria responsavel pela diminui¢do da fotossintese, visto que a ocorréncia de noites frias
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reduzem g; e A, em laranjeiras (Machado et al., 2010; Santos et al., 2011). Durante os meses de
junho e julho de 2009 as temperaturas maximas e minimas médias diminuiram ainda mais, o que
reduziu g, e A,, causando uma queda tanto nos valores maximos, que ocorreram entre as 9:00 e

11:00 h, como nos valores minimos que ocorreram ao redor das 15:00 h (dados nao

apresentados).
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Figura 9: Assimilacdo didria de CO, (A,) em laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro
‘Cravo’ com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem
desbaste de frutos (PSD). Média de quatro repeti¢des + erro padrao.

Entre o desbaste, em 14 de maio, e o dia 21 de julho a A, teve uma reducdo aproximada de
50%, sem diferengas entre os tratamentos (Figura 9). O fato do tratamento de desbaste de frutos
ndo ter efeito sobre as varidveis avaliadas indica que e queda em A, neste breve periodo esteve
associada com fatores ambientais e ndo por efeito da presenca de drenos (frutos) ou pelos teores

de carboidratos nas folhas, como foi mencionado por alguns autores (Iglesias et al., 2002;
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Syvertsen et al., 2003; Urban et al., 2004). A temperatura 6tima para a fotossintese em laranjeira
‘Valéncia’ foi estimada em 25 °C (Machado et al., 2005), e a redugc@o da A, nos meses mais frios
tém sido associada com baixa eficiéncia de carboxilacdo e menor capacidade de regeneracdo da
ribulose-1,5- bisfosfato, assim como redu¢do na condutancia estomética (g,) € aumento de drenos
alternativos de elétrons (Ribeiro et al., 2009; Santos et al., 2011). Os resultados sdo consistentes
com 0s observados por outros autores que relatam também reducdo da A, e g;, € por consequéncia
da A4, nos meses de junho e julho, como consequéncia do frio (Machado et al., 2002; Ribeiro,

2006; Ribeiro & Machado, 2007; Ribeiro et al., 2009; Santos et al., 2011).

Tabela 3: Valores de assimilagdo de CO, e condutancia estomdtica observados as 11:00 h (horéario de
maxima) em plantas de laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’, com desbaste total de frutos em 14
de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste (PSD). No desbaste (D) e nos estddios fenoldgicos de:
repouso vegetativo aparente (R), plena floracdo (PFl), méixima frutificacio (MFr), fim de queda
fisioldgica dos frutos (FQ), crescimento linear dos frutos + brotagdo (CL+Br), crescimento linear dos

frutos (CL) e amadurecimento dos frutos (A). Média de trés repeticdes + erro padrio.

Assimilagao instantanea de CO, (A,) Condutancia estomdtica (g;)
pumol m”s™ mol m™?s™!

Estadios fenoldgicos PCD PSD PCD PSD

média + erro média + erro |média * erro média £ erro
D 8,8 + 0,64 75 £ 0,64 0,120 = 0,02 0,100 = 0,02
R 48 £ 0,61 38 £ 0,33 0,035 + 0,01 0,024 + 0,00
PF1 57 £ 0,35 6,0 £ 1,55 0,083 + 0,01 0,074 + 0,02
MFr 7,6 = 0,62 7,1 £ 0,67 0,102 = 0,02 0,074 + 0,01
FQ 85 + 0,60 79 + 041 0,145 + 0,02 0,125 = 0,01
CL+Br 30 + 0,30 57 £ 0,29 0,032 + 0,02 0,061 + 0,02
CL 73 £ 0,92 7,6 £ 1,33 0,099 = 0,03 0,119 £+ 0,03
A 52 + 0,27 4,6 + 0,22 0,047 + 0,00 0,046 + 0,01

Em seguida, entre as medidas do dia 21 de julho e 18 de agosto, a g; e A, aumentaram
(Tabela 3), o que levou a um aumento em A, de 58% nas PSD e de 84% em PCD (Figura 9). Este
aumento na Ay, que coincidiu com o periodo de desenvolvimento das gemas e apari¢ao das
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primeiras brotacdes nos ultimos dias de julho (Figura 5), ocorreu num periodo que as
temperaturas médias ainda sdo inferiores que 25 °C, temperatura 6tima para citros (Machado et
al., 2005). Tendéncia de maior A; em PCD foi consistente com a maior intensidade da brotacao e
floracdo. As brotacdes alcancaram a maior quantidade entre os dias 20 a 28 de agosto em PCD e
na primeira semana de setembro em PSD (Figura 6A). Este aumento em A, prévio a floracdo ja
foi observado pelos autores também em plantas em vaso (Dovis et al., 2009) e por outros autores
em pomares no campo em plantas com desbaste de frutos e sem desbaste (Sekita, 2008). Este
aumento estaria associado com o incremento da demanda pelas brotacdes em desenvolvimento.
Tem sido observado que alteracdes no balanco fonte/dreno com aumento da demanda provocam
aumento da A, (Iglesias et al., 2002; Urban et al., 2004; Da Matta et al., 2008; Ribeiro et al.,
2012). Na floragdo, o consumo de assimilados e respiracdo alcancam seus valores mais elevados
durante a antese, com reducdo durante a queda das pétalas, devido a maior producdo de etileno

(Vu et al., 1985; Bustan & Goldschmidt, 1998).

De setembro até dezembro, com a ocorréncia de condi¢des 6timas de temperatura (acima
de 25 °C) e de radiacdo (Figura 5) (Ribeiro & Machado, 2007; Ribeiro et. al., 2009), e com
disponibilidade hidrica adequada a fotossintese alcancou os valores mais altos do ano, entre 8 € 9

2! (Tabela 3). Neste periodo, durante a MFr em PCD tiveram A,

pmol CO; m
aproximadamente, 16% maior (Figura 9). Estas diferencas estariam relacionadas com a maior
demanda de energia em PCD devido a floracdo e frutificacio sete vezes mais intensa que em PSD

(Da Matta et al., 2008; Ribeiro et al., 2012).

Logo em seguida, entre MFr e FQ vém o periodo de intensa divisdo celular e abscisdo
fisiolégica dos frutos com menor capacidade de competi¢do, ocorrendo grande consumo de
carboidratos, sendo que a disponibilidade de assimilados afeta o nimero de frutos fixados e seu

tamanho potencial (Guardiola & Garcia-Luis, 2000; Iglesias et al., 2003).

Entre os meses de janeiro € marco houve reducdo de A, e g, (Tabela 3) e em consequéncia
de A, mais acentuada em PCD que em PSD, de 43 e 25% respeito do observado em dezembro,
repectivamente (Figura 9). Nestes meses a temperatura maxima acima de 35 °C e radiacao solar
de 13 MJ m* d (Figura 5) poderiam causar elevado déficit de pressdo entre o ar e a folha,
prejudicando a assimilacdo de CO, observada, devido tanto a fatores difusivos como

fotoquimicos e bioquimicos (Habermann et al., 2003; Machado et al., 2005; Ribeiro, 2006;

70



Ribeiro & Machado, 2007). No entanto o efeito do ambiente, a maior reducdo na A; em PCD
deve tomar em consideracdo o efeito da relacdo fonte/dreno. No momento de FQ em PCD
carregavam 88 frutos por planta, numa relagdo de 504 cm’ de folhas por fruto; enquanto em PSD
havia 134 frutos, numa relacdo de 443 cm? fr''. Possivelmente a maior assimilacio em PSD tenha
sido resultado do efeito estimulador da maior demanda (Syvertsen et al., 2003; Urban et al, 2004;
Léchaudel et al., 2005; Ribeiro et al., 2012). No final de mar¢o, com a redu¢@o das temperaturas
maximas houve um aumento na g, e em seguida das trocas gasosas e de A,. A partir de junho com
a queda das temperaturas minimas entre os 10 °C e 12 °C houve redu¢do da assimilacdo de CO,,
registrando em julho de 2010, no amadurecimento dos frutos, valores de assimilagdo similares
aos observados no inverno anterior (Machado et al., 2002; Ribeiro et al., 2009). Finalmente, ao
longo dos 14 meses que foi avaliada a assimilacdo didria de CO,, quando integrada esta foi

apenas 6% maior em PSD, quando comparada com PCD.

4.4. CRESCIMENTO DAS PLANTAS

Os carboidratos produzidos, como consequéncia da fotossintese ao longo do ano, sdo
utilizados pelas plantas para os processos de crescimento, manutencdo e reproducdo. O estudo da
dindmica de producio e armazenamento de energia na forma de carboidratos € determinante para
a compreensdo do equilibrio entre os assimilados produzidos pela fonte e os requeridos pelos

destinos em cada momento do ciclo produtivo.

A quantificagdo da massa fresca e seca produzida pelas plantas nos tratamentos foi feita
no momento do desbaste de frutos das plantas (D), em 14 de maio de 2009, e nos seguintes
estadios fenoldgicos: de plena floracdo (PFl) em 26 de agosto em PCD e em 15 de setembro em
PSD; de maxima frutificagdo (MFr) em 15 de outubro em PCD e 28 de outubro em PSD; de fim
de queda fisiologica dos frutos (FQ) em 4 de dezembro nos dois tratamentos; de crescimento
linear dos frutos (CL) em 22 de mar¢co de 2010 nos dois tratamentos € no amadurecimento dos
frutos (A) em 28 de julho de 2010. Entre a primeira e a ultima colheita de plantas se observou
que houve uma reducdo da massa das raizes e aumento da massa seca vegetativa da parte aérea
(folhas + ramos) em ambos os tratamentos. Porém, a massa seca total da parte aérea (folhas +

ramos + frutos) foi maior em PSD devido a maior produgdo total de frutos (Figura 10).
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Figura 10: Producdo de massa seca de frutos acumulada nas duas floracdes (A-B), massa
seca das folhas maduras e novas (C-D), massa seca dos ramos do ultimo fluxo e velhos (E-
F) e massa seca das raizes (G-H) em laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ em plantas
com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD em A, C, E, G) e plantas sem
desbaste de frutos (PSD em B, D, F, H). Avalia¢cdes realizadas no desbaste (D) e nos
estadios fenoldgicos de: plena floracdo (PFl), maxima frutificacdo (MFr), fim de queda
fisioldgica dos frutos (FQ), crescimento linear dos frutos (CL) e amadurecimento dos frutos
(A). Média de trés repeticdes + erro padrao.



4.4.1. Frutos

No fim dos 17 meses de experimentacdo (janeiro de 2009 até julho de 2010) as plantas
que foram desbastadas prematuramente (PCD) produziram somente uma safra. Os frutos, produto
da flora¢do de setembro de 2009, foram colhidos em julho de 2010 obtendo uma produgdo de
12,7 kg MF planta”, ou 2,02 kg MS planta” (Figura 10A). Nas PSD obteve-se frutos de duas
safras, a primeira de 11,2 kg planta™ resultado da floracio de fevereiro de 2009 e colhidos em
marco de 2010, e a segunda safra de 9,2 kg planta'1 produto da floracdo de setembro de 2009,
colhidos em julho de 2010; em soma estas plantas produziram 20,4 kg MF planta'1 ou 3,7 kg MS
planta” (Figura 10B). Além disso, em PCD entre o estadio de CL (marco) e julho, més da
colheita houve 20% de aumento na massa seca dos frutos, enquanto em PSD o aumento foi de

39% no mesmo periodo.

4.4.2. Folhas

Foram observadas diferencas estatisticas na drea (p<0,05) e na massa seca foliar (p<0,01)
entre os estddios fenoldgicos e entre os tratamentos, porém as maiores diferencas observadas
foram entre os estadios fenoldgicos (Anexo 1). Em PSD a drea e massa seca foliar foram 8,7% e
14% maiores, respectivamente, que em PCD ao longo do periodo experimental (Figura 10C, D e
Figura 11). O efeito contrario foi observado em citros e outras frutiferas, nos quais a remog¢ao ou
reducdo da carga dos frutos provocou aumento tanto na massa quanto na drea foliar, na razao
massa/drea foliar e no teor de amido (Goldschmidt & Golomb, 1982; Syvertsen et al., 2003; Park,
2011).

No entanto, nestes trabalhos as plantas permaneceram sem frutos entre cinco e sete meses
até a proxima floragdo, permitindo a recuperagdo das reservas e aumento das brotagdes
vegetativas durante o verdo, para realizar novas quantificagdes de massa seca e carboidratos no
inverno seguinte. No presente estudo, os frutos somente foram removidos em 14 de maio, durante
o periodo mais frio e de menor assimilagdo de CO, do ano, e 76 dias apds comecaram a se
observar os primeiros brotos. O efeito de maior drea foliar em PSD parece contrdrio a maior
brotacdo observada em PCD (Figura 6A). Porém, enquanto em PCD houve maior
desenvolvimento de brotos e folhas, especialmente no verdo, também houve maior abscisdao de
folhas velhas entre o D e FQ (Figura 10C, D e Figura 11). A maior abscisdo foliar, em PCD,

poderia estar associada com a remobiliza¢do de carboidratos e nutrientes das folhas pelo aumento
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da demanda, devido a intensa floracio; que poderia ndo ser atendida pela fotossintese corrente ou
por caréncia ou dificuldade de absor¢do de nutrientes do solo. Provocando assim maior abscisdao

de folhas velhas, que sdo as que menos CO, assimilam (Dovis et al., 2009).

Assim, em ambos os tratamentos houve queda na massa seca foliar entre o D e FQ, de
20% em PSD e quase 40% em PCD (Figura 10C e D), esta reducdo na massa foliar € consistente
com o aumento dos requerimentos de energia e nutrientes para a brotacdo e floracdo, e com a
reduc@o na assimilacdo de CO, no inverno, consequéncia da baixa temperatura (Figura 9). Isto

corrobora observacgdes feitas em caquizeiro com diferentes intensidades de carga e sem frutos

(Park, 2011).
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Figura 11: Area de folhas velhas, do iltimo fluxo e novas acumulada em laranjeira ‘Valéncia’
sobre limoeiro ‘Cravo’ em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD em
A) e plantas sem desbaste de frutos (PSD em B). Avaliacdes realizadas no desbaste (D) e nos
estddios fenoldgicos de: plena floracdo (PFl), mixima frutificagdo (MFr), fim de queda
fisiol6gica dos frutos (FQ), crescimento linear dos frutos (CL) e amadurecimento dos frutos
(A). Média de trés repeticdes + erro padrao.

Em dezembro, com o novo fluxo de brotagcdes de verao houve aumento da drea e da massa
seca de folhas, até que em julho esses valores tinham alcancado e superado as médias do inverno
prévio, aumentando 34% a massa seca € 9,5% a drea foliar em PSD. Enquanto, em PCD somente

houve incremento de 8% na massa seca e sem modificacdes na drea foliar. Esta resposta €
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contrdria aos relatos de alguns autores de que plantas desbastadas ou com poucos frutos t€ém
tendéncia a aumentar o crescimento vegetativo e as reservas (Goldschmidt & Golomb, 1982;
Park, 2011). Porém, em PSD houve maior producio ao longo dos 17 meses de experimentacdo,

maior demanda e maior crescimento vegetativo.

Considerando a drea foliar total, a propor¢do de folhas do dltimo fluxo e de folhas velhas
e a assimilacdo de CO; em PCD no momento de PFl (Anexo 2), pode-se estimar que cada planta
produziu uma média de 1,15 mol CO, pl” d™'. Esta estimativa jé considera que as folhas velhas
produzem somente de 30 a 50% dos assimilados das folhas do ultimo fluxo ou maduras (Dovis et
al., 2009). Em PFI, as PCD, possuiam uma média de 1975 flores em antese e, segundo cdlculos
baseados em Bustan e Goldschmidt (1998) uma flor no momento da antese pode respirar até 575
pmol CO, flor" d”, ainda sem considerar a producdo de néctar. Desta forma, podemos estimar
que o consumo de assimilados somente das flores em antese pode alcangar 1,14 mol CO, pl'1 d‘l,
resultado de 575 pmol CO, flor' d'*1975 flores planta'l = 1,14 mol CO, pl'l d'. J4 em PSD no
momento de PFI, apresentavam uma média de 635 flores pl” na antese, sendo o requerimento
destas de 0,36 mol CO, pl’1 d”, no entanto a producdo média nestas plantas foi de 1,0 mol CO,
pl'1 d' (Anexo 2). Segundo estas estimativas, o consumo didrio de energia para a antese das
flores poderia ser limitante em PCD que apresentaram maior floragdo. Nesta situacdo a drea foliar
¢ insuficiente para atender a demanda reprodutiva e seriam necessdrios aportes de assimilados

provenientes das reservas.

4.4.3. Ramos

Os ramos do ultimo fluxo de crescimento, que corresponderam aos ramos formados na
primavera-verdao de 2008/09, com idade de 8 a 12 meses, representaram entre 10% e 13% da
massa seca total de ramos e madeira, sem diferengas entre tratamentos (Anexo 3), com uma
média de 240 g MS pl”' em ambos tratamentos (Figura 10E e F). Estes ramos sdo os mais ativos e
carregavam 98% das brotacdes € 100% das que foram reprodutivas. A massa seca dos ramos
apresentou pequenas variagdes ao longo do ano, mas estas ndo foram significativamente

diferentes, nem entre os estadios fenoldgicos, nem entre os tratamentos (Anexo 3).

Os ramos velhos, de mais de 12 meses de idade, representados pelo tronco acima da
enxertia e os galhos que formavam a estrutura da planta, representaram aproximadamente 90% da

massa seca aérea (Figura 10E e F). Neles observaram-se diferencas entre os tratamentos e entre
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os estddios fenoldgicos (Anexo 3). As maiores diferencas foram observadas entre os estddios
fenoldgicos (p<0,01) com aumento da massa seca dos ramos velhos de 1,4 kg MS no desbaste em
maio de 2009 até, aproximadamente 2,0 kg MS no amadurecimento dos frutos em julho de 2010.
Isto representa de 40% a 47% a mais de massa seca (Figura 10E e F). No fim do periodo as PCD
apresentaram 11,6% a mais de massa seca nos ramos velhos que em PSD, nestas plantas, que a
carga de frutos ao longo do periodo foi menor, houve um excedente de assimilados que foi

utilizado para o aumento da massa seca vegetativa.

No fim do ciclo estudado observaram-se diferencas estatisticamente significativas no
diametro do tronco (p<0,05); sendo que em PCD o didmetro foi 4,8% maior. Goldschmidt e
Golomb (1982) observaram em plantas adultas de tangerineira em ciclo imposto de alternincia de
safra, que logo apds um ano sem frutos houve aumento na massa seca de raizes € ndo nos ramos.
Em outro trabalho em caquizeiro cultivado em vasos com diferentes intensidades de carga, foi
observado que tanto os ramos velhos, os mais novos que 1 ano e as raizes aumentaram sua massa
seca desde o final da queda fisiolégica dos frutos, havendo consumo dessa matéria seca na

brotacao e fixagdo de frutos (Park, 2011).

4.4.4. Raizes

Para a massa seca de raiz ndo houve diferenca entre os tratamentos e entre os estadios
fenoldgicos, porém observou-se grande variabilidade entre as distintas plantas, com CV de 22% e
35% para as varidveis analisadas (Anexo 3). As raizes representram entre 50% e 64% da massa
seca da planta, sem considerar a massa dos frutos e as raizes finas, as mais ativas na absorcao de
agua e nutrientes, representaram em média 28,8% da massa fresca radicular e seu teor de massa
seca foi entre 25 e 30%. O porta-enxerto ‘Cravo’ ¢ reconhecido por conferir alto vigor, resultando
em plantas mais vigorosas, produtivas e precoces quando comparado com outros (Ledo et al.,
1999; Neves et al., 2004; Pompeu Jr, 2005). Mesmo ndo sendo observado que este porta-enxerto
determina maior massa radicular (Neves et al., 2004); porém considerando o aspecto das plantas
no momento do desmonte pode se sugerir que existiu certa limitacdo fisica ao crescimento
(Figura 12). Consequéncia disto foi a preferéncia de acimulo de assimilados nos ramos mais
velhos em vez das raizes, diferentemente do observado em tangerineiras e caquizeiro que
aumentaram, preferencialmente, a massa seca das raizes (Goldschmidt & Golomb, 1982; Choi et

al., 2010b; Park, 2011).
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Figura 12: Raizes das plantas retiradas dos vasos, logo apds a lavagem e remocdo da
terra e substrato, 26 de agosto de 2009 no estddio fenoldgico de plena floragdo em
PCD. A) Vista frontal, B) Vista inferior. Foto: V.L. Dovis.

4.5. TEORES DE CARBOIDRATOS

A fim de aprofundar os conhecimentos sobre o metabolismo dos aguicares em resposta a
producdo fotossintética e a demanda de energia para o processo produtivo na planta como um
todo, foi analisada a dinamica da distribui¢do dos carboidratos nos distintos 6rgdos da planta nos

diferentes estadios fenoldgicos.

4.5.1. Carboidratos nas folhas

O teor de carboidratos foi avaliado em folhas coletadas por volta das 13:00 h, momento
que as concentragdes sdo mais elevadas (Ribeiro, 2006). Nos AT (agucares totais) nas folhas
observaram-se diferencas significativas entre os estddios fenoldgicos e entre os tratamentos, mas
ndo na interacdo entre os fatores (p<0,01) (Anexo 4). Em PSD a concentracdo média de AT ao
longo do experimento foi 10% mais elevada que em PCD; 122,6 mg g MS contra 110,8 mg g’
MS. Estes resultados sdo contrarios aos observados por outros autores, tanto em diferentes
espécies e variedades de citros como em outras espécies frutiferas, onde plantas com menor carga
de frutos apresentaram teores mais altos de AT (Goldschmidt & Golomb, 1982; Li et al., 2003b;
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Syvertsen et al., 2003; Sekita, 2008; Park 2011). Porém, em todos esses trabalhos foi estudada a
dindmica de carboidratos associada com um estadio fenoldgico especifico e por um periodo de

tempo de pouco s meses.

Poder-se-ia considerar que a elevada demanda por carboidratos induziu maior assimila¢ao
de CO, e isso manteve mais elevados os teores de AT nas folhas em PSD (Urban et al., 2004,
Léchaudel et al., 2005; Ribeiro et al., 2012). O maior teor de AT metabolizavel nas PSD (10%)
corresponde com quase 6% a mais na assimilacao de CO, por metro quadrado de folha durante o
periodo estudado. Considerando esta situacdo, € importante analisar os efeitos da carga dos frutos
em cada estddio fenoldgico, pois se verificou que a maior concentracdo de AT durante o
experimento ocorreu nos estadios fenolégicos de PFl e MFr, quando em PSD (Figura 13A) houve
menor consumo de carboidratos, pois houve menor intensidade de floracdo (Figura 7). Houve
variacOes ao longo do ano nos teores AT, os mais altos foram no outono, em maio no momento
do desbaste (D), periodo que ndo houve crescimento aparente da parte aérea da planta, mas € uma
fase de preparacdo para a floracdao (Figura 6 e Figura 13A). Em plantas adultas no campo foi
observado que o teor de carboidratos aumenta somente na saida do inverno, normalmente entre
fim de junho e setembro, pouco tempo antes da floracdo (Sanz et al., 1987, Garcia-Luis et al.,

1995; Prado et al., 2007).

Logo depois do desbaste ndao houve aumento no teor de AT, diferente do que foi
observado por outros autores apds periodos que variaram de 2,5 meses até um ano sem frutos
(Goldschmidt & Golomb, 1982; Garcia-Luis et al.,, 1995; Li et al., 2003b; Sekita, 2008; Park,
2011). Isto pode ser consequéncia do breve periodo de 68 dias entre o desbaste e a observacao
das primeiras brotacdes e da reducdo da assimilacdo de CO, (Figura 9) por efeito das baixas

temperaturas entre os meses de maio e junho.
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Figura 13: Concentragdo de carboidratos em folhas de laranjeira ‘Valéncia’sobre limoeiro ‘Cravo’,
coletadas as 13:00 h no desbaste (D) e nos estddios fenoldgicos de: repouso vegetativo aparente (R), plena
floracdo (PFl), maxima frutificacdo, (MFr), fim de queda fisioldgica dos frutos (FQ), crescimento linear
dos frutos + brotacdo (Cl+B), crescimento linear dos frutos (Cl) e amadurecimento dos frutos (A); em
plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste de frutos
(PSD). Actcares totais (AT em A), actcares redutores (AR em B), sacarose (SAC em C) e amido (Am em
D). * Indica diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos em cada estadio fenologico (p<
0,05). Média de quatro repeticdes + erro padrao.

Conforme o desenvolvimento das brotacdes e das flores, o teor de AT reduziu desde o
desbaste (D) e alcangou valores minimos no fim da queda fisiolégica dos frutos (FQ), com uma
reducdo de 50% e 44% em PCD e PSD, respectivamente (Figura 13A). Em PCD a diminuig¢ao foi
mais acentuada entre o repouso (R) e plena floracdo (PFl) quando o teor de AT foi reduzido em
36%. O maior consumo nestas plantas deve estar associado com a floracio mais intensa
observada (Figuras 6 e 7). Conforme foi mencionado anteriormente, sobre a base do cdlculo de
consumo de energia das flores (Bustan & Goldschimidt, 1998), durante a plena floracdo a

producdo corrente de assimilados poderia ndo ter sido suficiente para satisfazer a demanda das
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flores em desenvolvimento e na antese, além da manunten¢do das outras partes da planta. As
reservas de carboidratos nas folhas devem ter atendido essa demanda, que foi muito maior em
PCD que apresentaram uma floracdo sete vezes mais intensa que em PSD. Virios trabalhos
mostraram que o consumo e remobiliza¢do de carboidratos durante a brotacdo e floragdo sao
intensos e estdo associados com a intensidade desta (Jones & Steinacker, 1951; Sanz et al., 1987;
Garcia-Luis et al., 1995). No entanto, ndo foi demonstrado que os teores de carboidratos em si
sejam responsdveis pela floracdo e pela intensidade da mesma, visto que foi observado efeito
inibitorio da presenca de frutos, mesmo com altos teores de carboidratos foliares. Goldschmidt et
al. (1985), em trabalhos com plantas aneladas e com aplicacdo de giberelina, observaram que o
efeito inibitério da presenca de frutos (+giberelina) foi maior que o efeito promotor do
anelamento. Resultados similares foram observados por Garcia-Luis et al. (1995), Li et al.
(2003b) e Prado et al. (2007), que em plantas aneladas ou com desbaste de frutos também nao

observaram relacdo entre o teor de carboidratos em laranjeiras com a intensidade de floracao.

Logo depois da PFl os AT reduziram-se ainda mais, pelo consumo dos frutinhos, como
fora observado também por outros autores (Sanz et al., 1987; Iglesias et al., 2003; Léchaudel et
al., 2005; Prado et al., 2007; Sekita, 2008). No fim da queda fisiolégica dos frutos (FQ), em
meados de dezembro, o teor dos carboidratos metabolizdveis atingiu seus menores teores, € em
seguida comecgou a recuperagdo das reservas, similar ao observado por Jones e Steinhacker
(1951) e Sanz et al. (1987). O teor de AT recuperou-se e alcancou valores similares nos

tratamentos no inverno seguinte, durante o amadurecimento dos frutos (Figura 13A).

A queda ou aumento no teor de AT nas folhas ao longo do ano esta relacionado com
variacdes nas distintas fragdes (Figura 13A-D). Observaram-se mudancas nos teores de actcares
redutores (AR), sacarose (SAC) e amido (Am), e em todos os casos o maior efeito foi observado

pela diferenca entre os estadios fenoldgicos (Anexo 4).

Em AR houve variacdo entre os estddios fenoldgicos e entre os tratamentos (p<0,01)
(Anexo 4). Os teores variaram entre 45 e 60 mg g’ MS (Figura 13B) na maioria dos estddios
fenoldgicos, duplicando-se durante o inverno, no momento do amadurecimento dos frutos (A).
Além disso, em PSD a concentragdo média foi 19% maior que em PCD (Figura 13B), estando
esta diferenca limitada aos estadios de PFl e MFr, quando em PSD houve teores 57% e 70% mais

altos quem em PCD, respectivamente. A maior concentracio em PSD nestes estddios esteve
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associada, provavelmente, com o menor consumo devido a menor intensidade de floracdo (Figura

7 e Figural3B).

O teor de SAC teve variacdes nos distintos estddios fenoldgicos (p<0,01) e ndo houve
efeito dos tratamentos (p<0,05) (Anexo 4). Entre o D e o periodo de crescimento nao aparente
(R) houve queda de 50% na concentracao de SAC, indicando que os assimilados produzidos estdo
sendo exportados e consumidos pelos. Além disso, considerando a funcdo sinalizadora destes
acucares (Koch, 2004; Roitsch & Gonzalez, 2004) e sua associagdo com a inducdo da expressao
de genes do metabolismo do amido (Li et al., 2003b); a reducdo da SAC foliar indicar a
necessidade da hidrélise do amido. Logo depois, em PFl os teores aumentaran entre 30% e 35% e
se mantiveram sem variacoes significativas até marco do ano seguinte, no periodo de crescimento

linear dos frutos (CL) (Figura 13C).

AR e SAC tém varias fun¢des no metabolismo, a0 mesmo tempo que provéem de energia e
esqueletos de carbono para o metabolismo, regulam a pressdo osmoética e o potencial entre os
sitios de carga e descarga no floema e tém também uma fun¢do sinalizadora sobre a expressao e
biossintese de hormodnios e outras substincias (Sturm, 1999; Li et al., 2003a, b; Koch, 2004;
Roitsch & Gonzalez, 2004). Neste sentido observou-se que a concentragdo relativa de AR e SAC,
tém uma func¢do reguladora do destino dos assimilados produzidos, ou eles sdo exportados como
SAC para os drenos em crescimento ou sdo armazenados nos cloroplastos ou vacuolos como Am
(Pimentel, 1998; Taiz & Zeiger, 2009). A relacdo entre AR/SAC t€m sido apontada como
indicadora da exportacdo de assimilados produzidos, o aumento nesta relagdo foi associado a
limitacdo na exportagdo devido a baixa demanda dos drenos (Urban et al., 2008). No presente
estudo a relacdo entre a concentracdo de AR e SAC duplicou o valor entre o D, em maio, e R, em
julho; o que poderia indicar uma limitagdo a exportagdo de carboidratos pela diminuicdo da
temperatura (Machado, 2009; Santos et al., 2011). Conforme a temperatura e a atividade na
planta aumentaram com o desenvolvimento das brotacdes, a relacdo reduziu-se novamente
(Figura 14). Porém, mais importante ainda foi o aumento de mais de seis vezes que a relacdo
sofreu durante o A dos frutos, em julho de 2010, o que poderia indicar reducdo na forca dos
drenos e aumento na particao dos assimilados para o armazenamento. Este aumento na relacdo

coincidiu com o aumento na concentracdo de amido nas folhas (Figura 13D e Figura 14).
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Figura 14: Relacdo de acguicares redutores/sacarose nas folhas de laranjeira
“Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ coletadas as 13:00 h em plantas com desbaste
total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e sem desbaste de frutos (PSD).
Avaliagdes no desbaste (D) e nos estddios fenoldgicos de: repouso vegetativo
aparente (R), plena floracdo (PFl), mixima frutificacdo (MFr), fim da queda
fisiolégica frutos (FQ), crescimento linear dos frutos+Brotagdo (Cl+B),

crescimento linear dos frutos (CL) e amadurecimento (A).

Em relacdo a concentracdo de amido, observaram-se diferencas estatisticas entre os
estddios fenoldgicos (p<0,01), na interacdo (p<0,05) e sem diferencas entre os tratamentos
(Anexo 4). A concentracdo de Am teve a maior variacdo sazonal dentre as fracdes de carboidratos
estudadas, com os minimos valores, por volta de 10 mg g'l MS, ocorrendo durante o verdo entre
o fim da queda fisiolégica (FQ) e crescimento linear dos frutos (CL) e os méximos,
aproximadamente 70 mg g'1 MS, durante maio, no momento do desbaste (D) (Figura 13D). Entre
D e PFl uma grande quantidade de Am foi hidrolisada durante o desenvolvimento das brotacdes e
estruturas reprodutivas, provavelmente para ajudar atender esta demanda. Neste periodo 56% das
reservas foliares de amido foram consumidas em PSD, enquanto em PCD o consumo foi 80%,
mostrando diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 13D). Grande consumo de Am

foi observado tanto em ‘Valéncia’ como em outras espécies e variedades de citros e frutiferas, em
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relacdo a brotacdo e floracdo (Jones & Steinacker, 1951; Sanz et al., 1987; Ruiz et al., 2001;

Sekita, 2008; Park, 2011), sendo o consumo proporcional com a intensidade da brotacgao.

Ap6s a floragdo as reservas de Am continuaram a ser consumidas nos estadios de FQ,
Cl4B e CL, recuperando-se parcialmente durante o amadurecimento dos frutos. H4 uma dinamica
similar no padrdo de resposta da concentracdo de Am em PSD e em PCD, apesar de varia¢des nos
valores absolutos (Figura 13D). Alto consumo de Am, a fim de manter teores de SAC exportaveis,
€ necessdrio para garantir o estabelecimento dos frutos. Sendo observado que a taxa abscisdo é
determinada pela competicdo entre os ovdrios que retomaram o crescimento logo depois da
fecundacdo, havendo uma forte relacdo entre disponibilidade de sacarose e abscisdao de frutos
(Sanz et al., 1987; Ruiz et al., 2001; Iglesias et al., 2003; Sekita, 2008). A escassez de
carboidratos desencadeia incremento nos teores de ABA e ACC (precursor do etileno), e com isto
a abscisdo (Gomez-Cadenas et al., 2000). Finalmente, no amadurecimento, em julho de 2010, a
concentracdo de Am voltou a se incrementar, mas sem recuperar os valores do ano anterior

(Figura 13D).

4.5.2. Carboidratos nos ramos

Poucos trabalhos estudam a variagdo sazonal na concentragdo de carboidratos nos ramos,
bem como a capacidade que podem ter como 6rgdo de reserva. Aqui foram analisados os teores
de carboidratos nos ramos do dltimo fluxo de crescimento (maximo um ano de idade) e em ramos
velhos (mais de um ano de idade). Na concentracdo de AT ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tipos de ramo, porém a dindmica sazonal foi diferente; também houve
diferencas nos teores nos distintos estadios fenoldgicos e entre os tratamentos (p<0,01) (Anexo

5).

Em PSD, nos ramos do dltimo fluxo de crescimento, que representavam entre 10% e 15%
da massa seca total dos ramos, a concentragcdo de AT foi 20% mais alto que em PCD; 90,6 e 76,1
mg g’1 MS, respectivamente. Este efeito de maior concentracido de carboidratos nas plantas com
maior demanda ao longo do periodo em estudo foi similar ao observado nas folhas e pode indicar
que a elevada demanda induziu um uso mais eficiente dos assimilados, conforme também
observado por algunos autores em ramos novos (Choi et al., 2010b; Park, 2011) (Figura 15A). A
origem destas diferencas estd no menor consumo em PSD nos momentos de PFl, quando estas

plantas tinham floragao menos intensa (Figura 7) e em A, quando tinham menor carga de frutos
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(Tabela 2). Entre o D e FQ houve redu¢do na concentracdo de AT nos dois tratamentos, porém
mais acentuada em PCD, e posterior recuperacdo durante o outono-inverno até alcancgar, no
amadurecimento dos frutos, os teores do inverno prévio (Figura 15A). A resposta foi similar a
observada nas folhas (Figura 13) e ao reportado por outros autores em ramos novos (Jones &

Steinacker, 1951; Sanz et al., 1987; Ruiz et al., 2001; Sekita, 2008; Park, 2011).

Nos teores de AR e SAC somente se observaram diferengas entre os estddios fenoldgicos
(p<0,05) (Anexo 5), onde a concentragdao de AR teve decréscimo desde 60 mg g'1 MS em D, até
25 mg g'1 MS em FQ, com posterior recuperacdo em A (Figura 15C). Garcia-Luis et al. (1995)
também observaram decréscimo destes agticares na casca de tangerineira satsuma desde o inicio
do inverno, acompanhando o desenvolvimento das brotagdes. H4 poucas referéncias da funcdo de
AR nos ramos, mas poder-se-ia supor que as fungdes sdo similares as observadas nas folhas,

como aporte de assimilados e sinalizacdo.

Na concentracdo de SAC ndo houve efeito dos tratamentos, mas sim entre efeitos dos
estddios estddios fenoldgicos (p<0,05) (Figura 15E). A concentragdo de SAC foi constante por
volta de 15 mg g'1 MS, até o A, em julho de 2010, quando decresceu até 5 mg g'1 MS e ao mesmo
tempo a relacdo redutores/sacarose aumentou para 8 (Figura 16A). Este indicativo de redugdo da
exportacdo (Urban et al., 2008), pode ter estimulado o aumento do armazenamento de amido
nestes ramos (Figura 15G), o aumento na relacdo redutores/sacarose também foi observado nas
folhas, associado ao aumento das reservas de Am (Figura 14). Neste sentido, Li ef al. (2003b)
observaram em ramos menores que 5 mm de didmetro que, apos o anelamento, hd aumento dos
acucares soluveis, indugdo da expressdo de genes associados ao metabolismo dos carboidratos e

incremento nas reservas de Am.
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Figura 15: Concentracdo de carboidratos em ramos do tltimo fluxo de crescimento (A, C, E e
G) e ramos velhos (B, D, F ¢ H), coletados as 09:00 h em laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro
‘Cravo’. Avaliados no desbaste (D) e nos estadios fenologicos de: plena floragao (PFI),
maxima frutificacdo (MFr), fim de queda fisiolégica dos frutos (FQ), crescimento linear dos
frutos (CL) e amadurecimento dos frutos (A); em plantas com desbaste total de frutos em 14
de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste (PSD). Actcares totais (A-B), actcares
redutores (C-D), sacarose (E-F) e amido (G-H). * Indica diferenca estatisticamente
significativa entre os tratamentos em cada estddio fenoldgico (p< 0,05). Média de trés

repeti¢des + erro padrio.
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Figura 16: Relacdo agucares redutores/sacarose nos ramos do dltimo fluxo de
crescimento (A) e nos ramos velhos (B) coletados as 09:00 h em laranjeira
‘Valéncia’sobre limoeiro ‘Cravo’, com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009
(PCD) e sem desbaste de frutos (PSD). Avaliados no desbaste (D) e nos estadios
fenolégicos de: plena floracao (PFI), maxima frutificacdo (MFr), final queda fisiol6gica
de frutos (FQ), crescimento linear dos frutos (CL) e amadurecimento dos frutos(A).

Média de trés repeticdes + erro padrio.

Na concentracdo de Am observaram-se diferencas significativas entre os estddios
fenoldgicos e entre os tratamentos (p<0,05) (Anexo 5). Nos ramos do ultimo fluxo a
concentracio de Am foi baixo no inicio do ciclo, 20 mg g’ MS o que representou 20% dos
aclcares metabolizdveis, neste momento estes ramos t€ém menos de um ano de idade. Mesmo
contendo pouca quantidade de Am, parte deste foi hidrolisado atendendo a demanda da floracao e
fixagdo dos frutos, havendo uma reducgdo de 42% entre D e CL (Figura 15G). O consumo de Am
foi especialmente importante em PCD, que também apresentaram maior redu¢do nos ramosque
em PSD. Desta forma fica evidente que os ramos tém capacidade de armazenar reservas
(Goldschmidt & Golomb, 1982; Garcia-Luis ef al. 1995; Li et al., 2003b), e que estas podem ser
mobilizadas quando a fotossintese corrente ndo pode atender a demanda (Jones & Steinacker,
1951; Park, 2011). Depois do periodo de CL dos frutos em marco houve, junto ao aumento na
relacdo redutores/sacarose, grande incremento na concentracdo de Am, alcancando os teores
observados nos ramos velhos e representando entre 40% e 45% dos aclcares metabolizaveis
(Figura 15G e Figura 16A).
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Nos ramos velhos a concentracdo de AT também foi 16% mais alto em PSD que em PCD,
sendo que as diferencgas aconteceram no estadio de PFl (Anexo 5 e Figura 15B). A concentracio
de AR e SAC teve diferencgas entre os estddios fenoldgicos e ndo entre os tratamentos (p<0,05).
Neste sentido a concentragio de AR foi entre 20 e 25 mg g MS, aumentando até 55 mg g MS
no FQ, no mesmo estddio fenoldgico a concentracdo de SAC duplicou-se (Figura 15D e F). O
resultado foi aumento na relacio AR/SAC, indicando limitacdo a exportacdo (Urban et al., 2008)

(Figura 16B).

No Am foram também observadas diferencas significativas entre os estddios fenologicos e
entre os tratamentos (p<0,01) (Anexo 5). Em PSD a concentracdo de amido foi sempre maior que
em PCD, em média 32,6 mg g' MS e 19,0 mg g MS, respectivamente. Coincidindo com as
mudancas nos agucares soluveis, observou-se que a concentragdo de Am reduziu-se entre a PFl e
FQ, aumentando novamente a partir deste momento, em coincidéncia com o aumento na relacao
AR/SAC (Figura 15H e Figura 16B). O acimulo de amido ocorreu com maior intensidade nas

PSD, com menor carga de frutos em fase de ativo crescimento neste momento.

Poucos trabalhos quantificam a participagdo dos ramos velhos no metabolismo de
frutiferas e como consequéncia pouco ainda se sabe sobre a sua contribui¢do no ciclo produtivo.
Goldschmidt e Golomb (1982) observaram que plantas adultas de laranjeira ‘Valéncia’ podem
acumular grande quantidade de amido em ramos velhos e tronco apds um ano sem frutos e que
plantas sem frutos apresentam mais acucar solivel que plantas com frutos. Porém, ndo foi
analisada a dindmica anual de acimulo e remobilizacdo destes carboidratos como fonte de
energia para o processo produtivo. Ja Park (2011), trabalhando com caquizeiro em vasos com
diferentes intensidades de carga, observou que a ‘madeira velha’ acumula e exporta Am nos
distintos estddios e que a magnitude da acumulagdo e exportacdo estdo relacionadas com a

intensidade da carga de frutos.

4.5.3. Carboidratos nas raizes

As raizes, além da sua fung¢do como 6rgdo absorvente de dgua e nutrientes, t€ém também a
capacidade de armazenar amido (Goldschmidt & Golomb, 1982; Choi et al., 2010b; Park, 2011).
Para a avaliacio das reservas de carboidratos acumuladas e utilizadas nas raizes foram
quantificados os teores de AT, AR, SAC e Am em raizes de quatro tamanhos diferentes, em

decorréncia das diferencas em idade e funcdo fisioldgica. Os didmetros avaliados foram: a) raizes
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de primeira ordem, que correspondem as raizes fibrosas que geralmente tém até 0,5 mm de
didmetro, b) com didmetro entre 1 ¢ 3 mm, ¢) com didmetro entre 3 ¢ 5 mm e d) >10 mm de

didmetro.

No presente estudo o tratamento de desbaste somente teve efeito na concentracdo de AR
em raizes em interacdo com os estaddios fenoldgicos, estando a origem destas diferencas na maior
concentracdo de AR em PSD durante a PFl. Além disso, foram observadas diferencas na
concentracdo dos acticares nos distintos tamanhos de raizes e entre os estddios fenoldgicos
(p<0,05) (Anexo 6). Os AT nas raizes de primeira ordem apresentaram média anual de 80,4 mg
g-1 MS (Figura 17A), as categorias de raizes de 1 at¢é 5 mm de didmetro nido apresentaram
diferencas na concentracdo, com média de 154,4 mg g-1 MS (Figura 17C), portanto, estas
categorias serdo analisadas conjuntamente. Ja as raizes com didmetro maior que 10 mm de

diametro tiveram concentragdo média de 108,6 mg g-1 MS (Figura 17E).

Nos AR, nas raizes de primeira ordem a média e nas raizes entre 1 mm e 5 mm estes
acucares representaram de 20 a 45% dos AT, entanto nas raizes maiores a 10 mm de diametro,
com média de 16 mg g'1 MS, representaram de 10 a 15% dos AT (Figura 17F). Na concentracdo
da SAC ndo foram observadas diferencas em nenhuma das vardveis analisadas (Anexo 6),
mantendo-se ao longo do ano entre 20 e 30 mg g’ MS (Figura 18). O Am teve as maiores
diferengas entre os tipos de raiz e entre os estddios fenoldgicos, havendo interacio entre estes
fatores (p<0,01) (Anexo 6). Somente as raizes de primeira ordem apresentaram diferengas com as
restantes, nas raizes mais novas € metabolicamente mais ativas apresentaram média de 30 mg g'1
MS de Am, representando de 20 a 50% dos AT (Figura 19A), nas raizes acima de 1 mm de
didmetro a concentracdo foi entre 70 ¢ 80 mg g MS e representou de 50 a 70% dos AT (Figura

19B).

A concentracdo de AT em PSD foi 26% maior ao longo do periodo experimental que em
PCD; e estas diferengas foram mais evidentes no estddio de PFl quando em PSD acumularam 50
mg g MS de AT entre o D e PFI, enquanto as PCD consumiram idéntica quantia (Figura 17A). O
maior comsumo pode ser explicado pela maior demanda de energia pela floracdo mais intensa em
PCD (Bustan & Goldschmidt, 1998). Logo depois, entre MFr e FQ houve ainda consumo de

reservas para a fixacdo dos frutos, atingindo as menores concentracdes do periodo estudado
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(Figura 17A). Finalmente no verdo, entre FQ e o amadurecimento dos frutos (A), a concentragdo

recupera-se aos valores do inverno prévio
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Figura 17: Teor de agucares totais (A, C e E) e acticares redutores (B, D e F) em raizes de
distinto diametro de laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’, coletadas as 13:00 h; em
plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste
(PSD). Avaliadas no desbaste (D) e nos estddios fenoldgicos de: plena floracdo (PFl),
maxima frutificacdo (MFr), fim de queda fisioldgica dos frutos (FQ), crescimento linear dos
frutos (CL) e amadurecimento dos frutos (A). Raizes de primeira ordem (A-B), raizes entre 1
mm e 5 mm (C-D) e raizes de 10 mm ou mais (E-F). * Indica diferenca estatisticamente
significativa entre os tratamentos em cada estiddio fenoldgico (p< 0,05). Média de trés

repeti¢cdes + erro padrao.
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Figura 18: Teor de sacarose em raizes de laranjeira “Valéncia“ sobre limoeiro ‘Cravo’
coletadas as 13:00 h, em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009
(PCD) e plantas sem desbaste de frutos (PSD). Avaliadas no desbaste (D) e nos estadios
fenoldgicos de: médxima floracdo (MFl), maxima frutificacdo (MFr), fim de queda
fisiolégica dos frutos (FQ), crescimento linear dos frutos (CL) e amadurecimento dos
frutos (A). *Indica diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos em cada
estadio fenoldgico (p< 0,05). Média de trés repeti¢des + erro padrao.

Idéntico padrao de resposta foi observado na concentragdo de AR, com os valores mais
baixos no FQ e aumentando novamente no A, no inverno. Nestes agucares também foi observado
que no estddio de PFl, em PSD mantiveram-se teores cinco vezes mais altos nos AR, quando
comparados com PCD (Figura 17B). Enquanto a concentragdo de Am, as raizes de primeira
ordem apresentaram diferencas com as outras categorias, nestas raizes a concentracdo média foi
de 30 mg g’ MS, o que representa de 20 a 40% dos carboidratos metabolizdveis (Figura 17B e
19A). A dinimica sazonal é similar a observada em folhas e ramos e também a PFl o tnico

estadio fenoldgico no qual foram observadas diferengas entre os tratamentos, quando houve

diminui¢do em PCD e actimulo em PSD.

Nas raizes de primeira ordem foram reportadas as maiores taxas respiratorias e, como

consequéncia disto, t€ém sido indicadas como as principais responsdveis pela absor¢do de dgua e
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nutrientes (Pregitzer et al., 1998). Em arvores adultas de laranjeira constituem, no méaximo, 2,5%
da massa seca radicular, porém representam 80% do comprimento total das raizes (Goldschmidt
& Golomb, 1982). Se observarmos a pequena porcentagem de massa seca que elas representam e
o baixa concentragdo de Am; podemos supor que a principal fun¢do desta categoria de raiz nio
seja armazenagem; € entdo assumir que a variacdo sazonal na concentracdo de AR € resultado das
alteracoes metabdlicas e da necessidade de ajuste osmético ao longo do ano conforme explica
Koch (2004). Além da funcdo fisioldgica deste tipo de raiz, a dindmica de carboidratos observada
acompanhou o padrdo de remobilizacdo das folhas e ramos, mostrando decréscimo no teor de Am
entre o D e FQ. Este decréscimo poderia ser associado ao consumo de energia para a floracao,
fixacdo e crescimento inicial dos frutos; ou também poderia ser consequéncia da maior
necessidade intrinseca da propria raiz a fim de sustentar um metabolismo mais intenso.
Considerando que a assimilagdo de nitrogénio em aminodcidos precisa de cetodcidos originados
da respiracdo dos carboidratos (Matt et al., 2002), elas podem consumir suas proprias reservas a
fim de manter sua funcionalidade durante os periodos de alta demanda de nutrientes (Eissenstat

& Duncan, 1992) (Figura 17B e 19A).

Nas raizes de 1 a 5 mm de diametro houve variacdo sazonal no teor de AT, que foi devido
a variacao tanto no teor de AR como de Am (Figura 17D e 19B). Os AT reduziram-se, vagarosa e
progressivamente, em 15% até o inverno, no amadurecimento dos frutos (Figura 17C-D). Os AR
tiveram oscilacdes ao longo do periodo, com redu¢do na PFl, no FQ e no A dos frutos (Figura
17D). As variacdes no teor destes carboidratos em raizes de 5 mm didmetro, t€ém demostrado
func¢des reguladoras da expressdo génica de algumas enzimas associadas com o metabolismo do
carbono (Li et al., 2003b). Nas raizes maiores que 10 mm de diametro, houve decréscimo de
aproximadamente 30% no teor de AT entre D e FQ, mas a reducdo foi consequéncia de consumo
de amido, que representou 65% dos carboidratos metabolizaveis, pois ndo houve variacdo nos AR

e na SAC (Figura 17E e F, Figura 18 e 19).

Para o teor de amido ndo houve diferenca entre as raizes de 1 mm até 5 mm com as
maiores de 10 mm e em todas elas houve consumo de amido durante o desenvolvimento das
brotacdes e fixacdo dos frutos. O teor de amido reduziu entre D e CL (Figura 23), com maior
consumo no estadio de FQ nas PCD, que apresentaram frutificacdo mais intensa. O padrao de
consumo de amido foi similar ao observado nas folhas (Figura 13) e nos ramos (Figura 15),
indicando que a floracdo e fixacdo dos frutos consomem a maior parte dos recursos produzidos
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anualmente (Bustan & Goldschimidt, 1998), e que as raizes podem aportar assimilados, caso a

demanda ndo possa ser satisfeita pela producdo didria.
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Figura 19: Teor de amido em raizes de laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’
coletadas as 13:00 h em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e
plantas sem desbaste de frutos (PSD). Avaliadas no desbaste (D) e nos estddios fenolégicos
de: plena floracao (PFl), maxima frutificacdo (MFr), fim de queda fisioldgica dos frutos
(FQ), crescimento linear dos frutos (CL) e amadurecimento dos frutos (A). Raizes menores a
1 mm didmetro (A), raizes maiores a 1 mm de didmetro (B). *Indica diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos em cada estaddio fenoldgico (p< 0,05).

Média de trés repeticdes + erro padrao.

Eissenstat € Duncan (1992) observaram, em raizes menores que 2 mm de diametro de
citros, que hd consumo das proprias reservas a fim da recuperacdo da massa foliar perdida em
tratamentos de remocao da copa. Por outro lado, em raizes de plantas de laranjeira adultas, apds
um ano sem frutos, houve grande incremento no teor de amido e no teor de acucares soluveis
(Goldschmidt & Golomb, 1982). Em caquizeiro com desbaste total de frutos, o sistema radicular
como um todo acumulou 72% do amido que foi armazenado nos 5 meses depois do desbaste, e na
floracao seguinte exportou 83% do amido requerido para a floracdo e estabelecimento dos frutos

(Park, 2011). Contudo observou-se que os carboidratos nio estruturais, constituidos pelas fragoes
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de amido e dos carboidratos soluveis, formam um ‘pool’ de reserva que pode ser usado pelas

plantas para o crescimento vegetativo ou reprodutivo.

4.6. TEORES DE NITROGENIO E COMPOSTOS ASSOCIADOS
4.6.1. Nitrogénio total em folhas e raizes

Em plantas sempre verdes o teor de nitrogénio e compostos associados presentes nas
folhas e outros tecidos podem apresentar variacdo sazonal, ocasionada por diferencas na
intensidade de absorcao e atividade metabdlica durante o ano (Moreno & Garcia-Martinez, 1983;
1984; Sanz et al., 1987; Legaz et al., 1995). No teor de nitrogénio total (Nt) foram observadas
diferencas entre os distintos estddios fenoldgicos e na interacdo com os tratamentos (p<0,05)
(Anexo 7). Os menores teores de Ny foram observados no outono de 2009 (16,3 g kg™ MS), no
momento do D dos frutos (Figura 20A), a semelhangca do que foi observado em pomares de
laranjeira ‘Baianinha’ no estado de Sao Paulo (Gallo er al., 1960). Estes autores também
resaltaram que o baixo teor no outono pode ser associado, com o envelhecimento foliar e
remobilizacdo, com o0s menores requerimentos neste momento, o por efeito das reduzidas
temperaturas (Gallo et al., 1960). A eficiéncia de absor¢do de nitrogénio tem uma correlagdo
positiva e linear com a variacdo de temperatura entre 16 e 26 °C, e uma temperatura base de 10
°C (Scholberg et al., 2002). O frio pode provocar também alteracdes no balanco hidrico na
planta, reduzindo a transpiracdo (Machado, 2009), o que poderia prejudicar a eficiéncia de

absorcdo de N-NOj do solo (Fidalski & Auler, 2007).

Além disso, durante este periodo frio havia nas plantas frutos no estadio 74 a 75 da escala
BBCH (40 a 50% do tamanho final). Estes frutos encontravam-se, aproximadamente, entre o fim
da queda fisiologica e a fase de incremento linear do didmetro (Guardiola & Garcia-Luis, 2000;
Agusti, 2003). A demanda de Nt durante o crescimento dos frutos € proporcional a carga e pode
ser, parcialmente, fornecido pelas folhas, causando o decréscimo no seu teor (Reis et al., 2009),
isto pode ser agravado quando a demanda ocorre durante um periodo com condicdes climaticas
limitantes a absor¢ao. Em plantas citricas, os frutos extraem entre 6% e 32% do Nr, dependendo

da variedade, idade da planta e condi¢ao de adubagdo (Dasberg, 1987; Legaz et al., 1995).
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Figura 20: Teor de nitrogénio total (Nt) em folhas do dltimo fluxo (A), raizes de
primeira ordem (B) e raizes maiores a 10 mm de didmetro (C) de laranjeira
‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’, coletadas as 13:00 h em plantas com desbaste
total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste de frutos
(PSD). Avaliacdes realizadas no desbaste (D) e nos estddios fenoldgicos de:
repouso vegetativo aparente (R), plena floragdo (PFl), maxima frutificacdo (MFr),
fim de queda fisioldgica dos frutos (FQ), crescimento linear dos frutos + brotagéo
(CL+Br), crescimento linear dos frutos (CL) e amadurecimento dos frutos (A).
*Indica diferenca significativa entre os tratamentos em cada estdgio fenoldgico

(p<0,05). Média de trés repeti¢des + erro padrio.

Entre o D e PFI houve aumento no teor de Nt nas folhas de 53% em PCD e de 28% em
PSD, assim neste estadio houve diferenca na concentracdo de N (p<0,05), sendo 5,6 g kg™' MS

maior nas PCD (Figura 20A). Este aumento quase continuo no teor de Nt durante o inverno é
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contrdrio ao observado por outros autores em citros que registraram queda entre julho e outubro
em paralelo ao desenvolvimento das brotacdes e fixacdo dos chumbinhos (Gallo et al., 1960;
Moreno & Garcia-Martinez, 1984; Sanz et al.,1987; Legaz et al., 1995). No entanto, Gallo et al.
(1960) registraram aumento no Nt nas folhas entre maio e junho, que logo depois foi consumido
nas brotacoes. Kim ez al. (2009), que avaliaram o teor de Nt no inverno em plantas adubadas e
nio adubadas no comec¢o do outono; observaram que, sempre que houver disponibilidade de N-
NOj3™ no solo ha absorc¢ao, no entanto prejudicada pela baixa temperatura. Estas diferencgas entre o
observado por distintos autores podem indicar que existe a possibilidade de absorcdo de
nutrientes no outono-inverno, mas que ¢ a demanda junto aos fatores ambientais e
disponibilidade de nitrogénio no solo que controlariam o processo. A diferenca observada no teor
de Nt na PFI coincidiu com a maior demanda em PCD que produziram sete vezes mais flores que
PSD, necessitando de 8,5 g de planta{1 para a formagdo das mesmas (Bustan & Goldschimidt,

1998), sendo relatado que a demanda induz maior eficiéncia de absor¢do (Choi et al., 2010b).

Logo depois houve aumento no teor de Nt até o FQ, quando em PSD observou-se teor
17% maior que em PCD (p<0,05) (Figura 20A). Neste momento hd também efeito da maior
demanda de Nt pela maior carga de frutos em PSD, produto de duas floragdes ainda presentes
nas plantas, com uma carga total de frutos de 115 frutos planta” contra 78 frutos planta’ em
PCD. Durante o verdo observou-se a maior concentracdo sazonal, em coincidéncia com o
mencionado por alguns autores (Gallo et al., 1960; Fidalski et al., 1999; Fidalski & Auler, 2007),
com teores de 25 a 30 g kg’1 MS, o que € caraterizado como adequado para a producdo (Grupo
Paulista de Adubacdo e Calagem para Citros, 1994, GPACC) (Figura 20A). Assim como
mencionado por alguns autores, logo no inicio do outono houve redugdo do teor de Nt foliar, sem

diferencas entre os tratamentos (Gallo et al., 1960; Fidalski et al., 1999; Fidalski & Auler, 2007).

Nas raizes observaram-se diferencas entre os dois tamanhos de raizes e entre os estddios
fenologicos (p<0,01) (Anexo 8). As raizes de primeira ordem apresentaram teor médio de 12,9 g
kg™ MS, maior que as raizes maiores a 10 mm de didmetro com teor de 7,7 g kg”' MS (Figura
20B, C). Pregitzer et al. (1998) em raizes de Acer saccharum, e Makita et al. (2009) em raizes de
Quercus serrata, observaram que ha uma correlacdo inversa entre o didmetro da raiz e o teor de

Nr, e a0 mesmo tempo este nutriente € positivamente correlacionado com a taxa respiratoria e
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com a atividade metabdlica. Assim, raizes absorventes tém maior gasto de energia que as raizes

condutoras.

Nas raizes de primeira ordem observou-se que houve interacio entre os tratamentos e 0s
estadios fenoldgicos (p<0,01) (Anexo 8), como consequéncia disto houve maior teor de Nt nos
estddios fenoldgicos de maior demanda da planta. Os menores teores de Nt observaram-se no
outono-inverno, no D; com progressivo aumento até o FQ, no inicio do verdo e redugdo apds até
teores similares ao inverno precedente (Figura 20B). Houve dois estddios fenoldgicos com
diferencas entre os tratamentos: na PFl em PCD, com quatro vezes mais flores em antese, o teor
de Nt foi 80% maior que em PSD. Contrariamente, em MFr foram as PSD, com frutos em
crescimento € chumbinhos em processo de fixacdo, que tiveram 34% mais Nt que as PCD
(Figura 20B). Observa-se que a forca de demanda da maior carga de flores ou frutos, induz
aumento na eficiéncia de absor¢do e no teor de Nt (Mattos Jr et al., 2003a; Choi et al., 2010b).
Nas raizes maiores que 10 mm de diametro houve somente diferencas entre os estddios
fenoldgicos (p<0,01) (Anexo 8). O teor de Nt nestas raizes aumentou 82% entre o D e o CL dos

frutos, em marco do ano seguinte, e nao sofreu reducdo depois disso (Figura 20C).

As raizes sdo o segundo 6rgdo de reserva de Nt na planta, e podem representar entre 10 e
45% do total do nitrogé€nio contido na planta toda (Dasberg, 1987; Legaz et al., 1995; Mattos Jr.
et al., 2003b). A pesar das raizes finas terem maior teor de Nt que as raizes mais grossas elas
representam uma propor¢do muito pequena (20 a 25%, do armazenado no sistema radicular) e
observou-se pouca remobilizacdo durante os processos dependentes destas reservas (Legaz et al.,
1995). No presente estudo, somente entre 8% e 15% da massa seca do total do sistema radicular
foi de raizes finas, o que significa que acumularam entre 12% e 19% do total de nitrogénio no
sistema radicular. Tanto nas raizes de primeira ordem quanto nas raizes maiores a 10 mm o
acimulo de Nt seguiu 0 mesmo padrao que observado nas folhas, aumentando desde a saida do
inverno até o FQ ou CL dos frutos, acompanhando tanto o aumento de temperatura quanto o
aumento da demanda dos drenos em crescimento (Mattos Jr et al., 2003a; Choi et al., 2010b). A
curva de aumento no teor de nitrogénio foi similar a observada para a atividade fotossintética

(Figuras 9 e 20), e associada ao padrdo de consumo de carboidratos (Figuras 13, 15 e 17).
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4.6.2. Compostos nitrogenados protéicos e nao protéicos

No teor de proteina nas folhas maduras do dltimo fluxo foram observadas diferencas nos
estadios fenoldgicos, nos tratamentos e também na interagdo entre os fatores (p<0,05) (Anexo 7).
A variacdo sazonal no teor de proteina foi similar a observada no N, onde os teores foram
minimos no outono, no D, aumentando progressivamente até o mdximo na MFr, na primavera
(Figura 21A). Em PSD, que produziram ao longo do ciclo duas safras, apresentaram 20% mais de
proteina solivel total que em PCD (Figura 21A). A maior concentracdo total foi devida a
diferenga observada durante o estddio de MFr quando em PSD havia 56 frutos e mais de 700
chumbinhos em processo de fixacdo (maior demanda), consequéncia desta maior demanda em
PSD houve 69% mais proteina soluvel que em PCD. Martinez-Fuentes et al. (2010), também
observaram que plantas com carga de frutos mantém o teor de proteinas mais alto ao longo do
inverno, quando comparadas com plantas sem frutos. No entanto, estes autores mencionam
também que hd queda na concentracdo de proteinas no amadurecimento dos frutos, o que foi

também observado no presente estudo (Figura 21A).

Contrariamente, Moreno e Garcia-Martinez (1984) quantificaram reducdo do teor de
proteina foliar de 30% entre o inicio do inverno e plena floracdo, estes autores atribuiram a
diminuicdo ao consumo de nitrogénio para as novas brotacdes. Em outro estudo, Moreno e
Garcifa-Martinez (1983) observaram que a degradacdo das proteinas foliares coincide com o
periodo de grande aumento do fluxo de seiva e do transporte de substancias nitrogenadas no
xilema. Estas evidéncias podem indicar que, no mencionado estudo, a baixa temperatura limitou

a absorc¢do e transporte de NO;3™ desde o solo.

No teor de proteinas soliveis nas raizes de primeira ordem somente foram observadas
diferengas entre os estadios fenoldgicos (p<0,05) (Anexo 9), e da mesma forma que observado
nas folhas, a concentracdo aumentou at€ a MFr e neste momento em PSD houve o dobro de
proteina que em PCD. A partir deste estddio fenoldgico a concentracdo se manteve sem
mudancas significativas até o A, no inverno seguinte (Figura 21B). Similarmente ao observado
com o teor de Nr, a dinAmica sazonal nos teores de proteina, tanto em folhas quanto em raizes,
tiveram uma variagdo sazonal que acompanhou a assimilagdo de CO,, demonstrando que a

demanda dos drenos afeta tanto ao metabolismo do carbono quanto do nitrogénio.
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Figura 21: Teor de proteinas totais (A e B), aminoacidos livres totais — N-aNH, (C e D) e N-NO5’
solivel (E e F) em folhas (A, C e E) e raizes de primeira ordem (B, D e F) em laranjeira
‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’, coletadas as 13:00 h em plantas com desbaste total de frutos
em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste de frutos (PSD). Avaliacdes realizadas no
desbaste (D) e nos estadios fenoldgicos de: repouso vegetativo aparente (R), plena floracio (PFl),
maxima frutificacdo (MFr), fim de queda fisiolégica dos frutos (FQ), crescimento linear dos frutos
+ brotagdo (CL+B), crescimento linear dos frutos (CL) e amadurecimento dos frutos (A). *Indica
diferenca significativa entre tratamentos em cada estidgio fenoldgico (p<0,05). Média de trés

repeti¢cdes + erro padrao.



No teor de aminodacidos livres (N-aNH,) nas folhas somente houve efeito dos estddios
fenolégicos (p<0,05) (Anexo 7), sendo varidvel desde 70 até 120 pumol g’ MS. O teor foi
aproximadamente constante, entre 100 e 110 pmol g' MS a maior parte do ano e somente
registrou queda, até 71,9 umol g’ MS no estiddio de CL+Br (Figura 21C). Contrariamente,
Moreno e Garcia-Martinez (1984) observaram acimulo durante o inverno e, desde pouco tempo
antes do inicio da brotacdo até o fim da queda fisiolégica dos frutos, redu¢do no teor de N-aNH;
ao mesmo tempo que hd reducdo do teor de proteinas soliveis nas folhas maduras. Sendo que
estes autores associaram a reducdo no teor de proteinas e N-aNH, com a translocac¢do para o
desenvolvimento das novas estruturas. No presente experimento a concentracdo de N-aNH; foi
alta tanto no outono quanto no inverno e ndo houve reducdo durante a brotacio e
desenvolvimento das flores. Isso poderia indicar que a absor¢do de nitrogénio do substrato nao
teve limitagdes climdticas durante o inverno, ou que os N-aNH, requeridos para as novas
estruturas provém da protedlise em outros 6rgdos diferentes das folhas maduras. No verdo a
reducdo no teor de N-aNH, pode ser devida a competi¢ao dos frutos em crescimento com o
desenvolvimento das novas brotacdes, além da maior necessidade de nitrogénio no

desenvolvimento das brotagdes vegetativas.

Nas raizes de primeira ordem o teor de N-aNH, apresentou diferencas entre os estadios
fenologicos, entre os tratamentos e na interagao (p<0,05) (Anexo 9). Da interacdo entre os fatores
observou-se que em PSD houve aumento gradual entre o D e o FQ de 60%, e posterior reducao
até o A no inverno seguinte (Figura 21D). Em PCD, somente foi observado em PFl um grande
aumento que quase triplicou o teor de N-aNH,, mantendo nos restantes estddios teores similares
aos observados em PSD (Figura 21D). Este aumento nos N-aNH;nas PCD coincide com o
periodo de intensa demanda de energia e nutrientes para as flores em antese, e floracdo sete vezes
mais intensa que em PSD (Figura 7). O aumento nos N-aNH; em PSD, é correspondido com
aumento no teor de proteinas nas proprias raizes, que provavelmente ndo significa aumento nas
reservas de nitrogénio, e sim aumento nas estruturas funcionais devido ou como consequéncia do
aumento na atividade metabdlica. Nestas plantas, durante o verdo, quando a atividade metabdlica
¢ mais intensa, o teor de aminodcidos livres nas raizes foi mais elevado (Figura 21D), assim

como observado por Kato e Kubota (1982), tanto para raizes quanto para folhas.
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No teor de nitrato (N-NOs') nas folhas foram observadas diferencas entre os estddios
fenoldgicos, entre os tratamentos e na interagdo (p<0,05) (Anexo 7). Da interacdo entre os fatores
surgiu que em PCD n@o houve variagdo no teor de N-NOj™ nos distinots estddios fenoldgicos,
com média de 26,4 umol g’ MS (Figura 21E). Em PSD o teor de N-NOj3 foi maior ao longo do
ano, 33,6 umol g’ MS e observou-se aumento gradativo desde o D até FQ, duplicando o teor
neste estadio fenoldgico (Figura 21E). Esta resposta diferencial entre os tratamentos, relativas aos
teores de N-NOj foliar, € contrdria a observacdes de alguns autores que associam negativamente
altos teores de N-NO3™ com a brotacdo e floracdo. Martinez-Fuentes et al. (2010) relataram que
em plantas com frutos houve aumento no teor de N-NOj3™ durante o amadurecimento dos mesmos,
enquanto em plantas desbastadas houve tendéncia a diminui¢do no teor de N-NO;". Em péssego e
outros frutos de carogo, foi também observada uma correlagdo negativa entre o teor de N-NO;3™ na
casca e a intensidade da brotagdo e floracdo em ramos destacados submetidos a tratamento de frio
artificial (Reig et al., 2006; Gonzédlez-Rossia et al., 2008). Estes autores atribuem esta
acumulacgdo diferencial de N-NO3™ a algum tipo de desbalanco que acontece no metabolismo do
nitrogénio durante o amadurecimento dos frutos e que teria efeito na inducao. No entanto o efeito
contrdrio sobre a brotacdo e floragdo, a razdo para acumulacdo de N-NO; como resultado do
tratamento de desbaste de frutos poder-se-ia encontrar no controle no nivel de ativacdo da
atividade da RN in vivo, o que ndo seria evidente na atividade quantificada in vitro (Purcino et
al., 2007). Porém, a origem da diferenca poderia ser também menor disponibilidade de poder

redutor (NADH) ou alteracdes nos fotosistemas prejudicando a sintese de poder redutor.

4.6.3. Enzimas do metabolismo do nitrogénio

A RN nas folhas apresentou grandes variacdes na atividade ao longo do ano, com valores
maximos de 0,97 pumol g‘1 MF h!' em outubro; e minimo dez vezes menor, no inverno (0,097
umol g MF h') (Figura 22A). A andlise estatistica revelou que a variabilidade nos dados foi
superior a 50% e que com o modelo estatistico utilizado ndo foi possivel quantificar o efeito do
tratamento de desbaste de frutos sobre a atividade da RN (Anexo 10). A atividade foi minima em
D e R, nos meses mais frios, e aumentou entre 8 € 10 vezes até o maximo no momento de MFr e
reduziu novamente depois, durante o verdo, entre FQ e Cl+Br, quando houve elevada temperatura
e reducao da fotossintese (Figura 22A). A atividade da enzima, além de ser induzida pela

presenca do substrato NOs; (Bar-Akiva & Sternbaum, 1965; Reis et al., 2009), também ¢&
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controlada pela luz devido ao fato de ser dependente da energia da fotossintese por precisar de
NADH ou NADPH procedente do fotossistema I para reduzir o NOs', sendo neste caso afetada
pelos mesmos fatores ambientais que afetam a assimilacdo de CO, (Xu & Zhou, 2006). Tem sido
também destacado o efeito da temperatura, sendo observado que em tangerineira satsuma a
atividade da RN no inverno, tanto em folhas quanto em raizes, ¢ no maximo 30% do observado

no verdo (Kato & Kubota, 1982).

Em café também foi observado que a atividade nas folhas é mais elevada no verdo e tem
uma tendéncia decrescente com o crescimento e amadurecimento dos frutos entre janeiro e junho;
porém, nestes meses além da reducdo da temperatura ambiente hd progressiva reducdo da
demanda dos drenos e envelhecimento e senescéncia foliar (Reis et al., 2009). Na reducdo da
atividade sazonal € necessario considerar, ndao somente as condi¢des ambientais, mas também a
idade dos tecidos, pois a atividade € maior em espécies de rapido crescimento e tecidos novos
(Bar-Akiva & Sagiv, 1967; Min et al., 1998). Em vista que a atividade da enzina é regulada por
vérios fatores que afetam também a assimilacdo de CO, (Figura 9), e da similaridade entre a
sazonalidade observada na fotossintese e a sazonalidade na atividade in vitro da RN confirma-se
que existe uma relacdo direta entre estes processos metabolicos, devido a necessidade de NADH

procedente dos fotosistemas como doador de H".

Nas raizes ndo foi observado diferencas entre os estddios fenolégicos nem efeito dos
tratamentos sobre a atividade da RN (Anexo 11). A constancia na atividade in vitro desta enzima
nas raizes sugere que sua expressdo ndo foi modificada ao longo do ano, porém o controle
poederia ser do tipo post-transcripcional, havendo mudancas no estado de ativagdo, determinando
uma sazonalidade na atividade in vivo (Figura 22B). Esta sazonalidade foi relatada por Kato e
Kubota (1982) em plantas de tangerineira satsuma, avaliando a atividade de enzima in vivo. A
atividade por grama de massa fresca nas raizes foi em alguns estddios fenoldgicos similar a
observada nas folhas e em outros foi até 15 vezes maior nas folhas (Figura 22A e B). Em citros a
atividade da enzima foi constatada em diferentes 6rgdos, com atividades que variam desde 9% até
150% do observado em folhas maduras, para o flavedo dos frutos e sementes em germinagao,
respectivamente (Bar-Akiva & Sagiv, 1967). Em raizes a atividade medida in vivo foi entre 10%

(Bar-Akiva & Sagiv, 1967) e 35% (Hippler et al., 2011) do observado nas folhas.
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Figura 22: Atividade de enzimas do metabolismo do nitrogénio em folhas (A, C e E) e raizes de primeira
ordem (B, D e F) de laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ coletadas as 13:00 h em plantas com
desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste de frutos (PSD). Avaliacdes
realizadas no desbaste (D) e nos estadios fenolégicos de: repouso vegetativo aparente (R), plena floragdo
(PFl), maxima frutificacdo (MFr), fim de queda fisiolégica dos frutos (FQ), crescimento linear dos frutos
+ brotagdo (CL+B), crescimento linear dos frutos (CL) e amadurecimento dos frutos (A). Enzimas
avaliadas: redutase do nitrato (RN em A, B), glutamine sintetase (GS em C, D) e glutamato sintase
(GOGAT em E, F). * Indica diferenca significativa entre os tratamentos em cada estdgio fenolégico
(p<0,05). Média de 3 repeticdes + erro padrio.
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Para as enzimas do complexo GS/GOGAT em folhas observaram-se somente diferencas
entre os estddios fenoldgicos (p<0,05) (Anexo 10). Somente no caso da GS, a interacdo foi
significativa (p<0,05), havendo efeito do tratamento no estddio de MFr quando a atividade foi
maior em PCD (Figura 22C e E). As duas enzimas particapantes deste complexo apresentaram
uma variagdo sazonal similar, com maior atividade no inverno e mais reduzida no verdo. Esta
dindmica inversa a observada para a RN pode indicar que este aumento de atividade ndo esta
associado com aumento da redu¢do de NOj™ absorvido do substrato. No inverno, a atividade do
complexo GS/GOGAT poderia estar associada com a remobilizacdo de proteinas das folhas
velhas, devido que a glutamina, produto da reducdo do NH," pela GS, é o principal aminoécido
de transporte no floema (Yu et al., 2012). Porém, nao foi estudada a dinamica das reservas e
atividades enzimdticas nestas folhas velhas, no entanto foi observado que apresentaram
pronunciada abscisdo previamente a PF] (Figura 11). Além disso, tém sido observado aumento da
atividade em tecidos senescentes de trigo (Berger et al., 1984) e em laranjeiras com CVC
(Purcino et al., 2007) como consequéncia de processos de protedlise. Purcino et al. (2007)
mencionaram também a posibilidade que o incremento na atividade da GS, ndo associado com
aumento na atividade da RN, fosse também consequéncia da reassimilagio do NH," originado na
fotorrespiracdo. No entanto, isto no explica o aumento na atividade da GOGAT dependente do
NADH, a qual, devido a sua localiza¢ao no citoplasma celular, ndo participa deste processo e sem
faz parte da reassimila¢do do nitrogénio apds a protedlise (Yamaya et al., 1992). A atividade da
GS foi de 1 até 3 vezes maior que a atividade da GOGAT, o que também foi observado em feijao

por Sanchez et al. (2009).

Nas raizes, somente no caso da atividade da GS houve diferenca entre os estddios
fenoldgicos (p<0,05), e sem efeito dos tratamentos de desbaste de frutos. Esta enzima apresentou
baixa atividade no outono-inverno, entre o D e PFl, para aumentar quase 80% na MFr (Figura
22D). Para a GOGAT nao houve efeito dos estddios fenoldgicos e dos tratamentos (Anexo 11),
sendo que a presenga desta enzima nas raizes parece ser constante, assim como foi observado
para a RN (Figura 22E). A atividade da GS nas folhas foi de 1 até 10 vezes a observada nas
raizes; ja no caso da GOGAT a relagdo foi mais proxima e a atividade nas folhas foi no méximo 3
vezes a quantificada na raiz. Com relacdo a razdo entre as atividades quantificadas na raiz, a

razdo entre as atividades GS/GOGAT foi de 0,5 até 1 (Figura 22).
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Das trés enzimas participantes da cadeia de reducdo do NOj™ estudadas, a RN foi a de menor
atividade, sendo aparente que ela limita a taxa de assimilacdo e reducdo do NO;3™ absorvido. A
atividade da GS foi de 50 até mais de 100 vezes superior a RN, entanto em varias espécies foi
relatado que a atividade da GS € de 10 até 30 vezes maior (Lillo, 1984; Xu & Zhou, 2006; Reis et
al., 2009; Sanchez et al., 2009).

4.7. BALANCO GLOBAL DE CARBONO E NITROGENIO

Os citros, assim como todas as plantas sempre verdes, tém a capacidade de fixar carbono
o ano todo, porém as variagdes sazonais nas condi¢cdes do ambiente determinam uma
sazonalidade na assimilacdo de CO,, afetando desta forma a producdo de massa seca € o
crescimento. Além disso, o ambiente tem um efeito sobre as respostas fisioldgicas da planta em
cada estadio fenoldgico, determinando uma sazonalidade também na demanda de energia e
nutrientes. Desta interacdo, surge uma dindmica entre produ¢do de assimilados e consumo que é

ajustada pela planta através do armazenamento e remobilizacdo das reservas.

Foi observado que os frutos inibem a floracdo por mecanismos ndo associados com a
disponibilidade de carboidratos, visto que a floragdo em PCD foi sete vezes mais intensa, ainda
com altos teores de carboidratos em folhas, ramos e raizes e sem diferencas entre os tratamentos
(Figuras 6, 7, 13, 15 e 17). Desta forma aportando evidéncias sobre a importancia dos
mecanismos de regulacdo hormonal (Goldschmidt et al., 1985; Garcia-Luis et al., 1988; Koshita
et al., 1999; Martinez-Fuentes et al., 2010) ou do efeito dos frutos sobre a propria expressao dos
genes envolvidos na evocagdo floral (Mufioz-Fambuena et al., 2011). A floracdo mais intensa
resultou em maior competicio por carboidratos entre as estruturas e maior abscisdo, em
consequéncia, maiores perdas de massa seca (carboidratos e nutrientes) e menor eficiéncia de uso
dos carboidratos disponiveis. Assim, em PCD que fixaram somente 4,8% das flores produzidas,
houve uma perda liquida estimada de 640 g MS planta’ pela abscisio das flores; enquanto em
PSD a perda por abscisdo das flores foi 118,8 ¢ MS planta”. Finalmente, a producio de frutos

resultante desta fixacao foi somente 39% maior em PCD (Tabela 2).

O periodo entre PFl e FQ foi o de maior consumo de recursos durante o ciclo produtivo,
sendo a remobilizacdo de carboidratos metabolizdveis de todos os 6rgaos da planta similar em

ambos os tratamentos, sendo somente 5,1% maior em PSD (Figura 23A). Porém, em PCD a
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remobilizacdo foi maior entre PFl e MFr, o que resultou em maiores perdas na abscisio; enquanto
em PSD foi gradual entre PFl e FQ. Considerando as duas safras colhidas em PSD durante o

periodo experimental a produgdo nestas plantas foi 60% maior que em PCD (Figura 23B).
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Figura 23: Remobilizacao de agucares totais metabolizaveis (AT) no periodo entre plena floracdo (PFl) e
fim de queda fisiolégica dos frutos (FQ), nos distintos 6rgdos da planta (A), e massa seca acumulada nos
distintos 6rgaos, produzida no periodo entre o desbaste (D) e o amadurecimento dos frutos (A) em julho
de 2010 (B); em plantas de laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ com desbaste total de frutos em
14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste (PSD).

Em PSD houve maior forca de dreno, devido a superposicdo de duas safras, isto
determinou: assimilacdo de CO, 5,8% maior ao longo do periodo experimental; teores de
acucares totais metabolizdveis (AT) 10%, 18%, 26% e 9% maiores em folhas, ramos, raizes finas
e raizes maiores, respectivamente (Figuras 13, 15 e 17). Finalmente, no amadurecimento dos
frutos em julho de 2010, as PSD tinham acumulado 7,7% mais aguicares totais metabolizdveis
(AT) em toda planta, estando mais de 50% destes alocado nas raizes (Figura 24). Com isto, ha
evidéncias que a maior demanda ao longo do ciclo produtivo estudado determinou maior
eficiéncia de producido de massa seca e na utilizacdo dos assimilados corroborando os trabalhos

de Léchaudel et al. (2005) e Ribeiro et al. (2012). Porém, diferentemente do relatado por Iglesias
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et al. (2002) que associa altos teores de agicares metabolizdveis com redu¢@o na assimilacdo de

CO,.

PCD PSD

Rz maiores Rz maiores
8.6%

Rz fina 5.9%
7.58%

Rz fina
6.91%

Rm velho
23.7%
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Figura 24: Particdo do contetdo de carboidratos totais metabolizdveis (AT) nos distintos
orgaos avaliados, raizes (Rz) e ramos (Rm) no momento de amadurecimento dos frutos, em
plantas de laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ com desbaste total de frutos em 14
de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste (PSD).

Quanto aos teores de Nt nas folhas e raizes, os mesmos tiveram aumento gradual e
constante desde o periodo de repouso das plantas (R) até o inicio do verdo, no FQ e observado
incremento ainda com baixas temperaturas. A atividade da RN, enzima chave na assimilacdo do
NOjs’, apresentou em folhas uma resposta sazonal similar a observada na assimilacdo de CO,,
devido a necessidade de NADH ou NADPH. Nao houve diferenca no teor de Nt entre as plantas
nos dois tratamentos, porém o teor de proteina foliar foi 20% maior em PSD ao longo do ciclo,
indicando que estas plantas mantiveram um metabolismo mais ativo, conforme observado por
Reis et al. (2009). O conteido de Nt na planta aumentou na maioria dos 6rgdos devido ao
aumento na massa seca e nao pelo aumento nos teores. Em PSD o Nt nos frutos representou mais
do 40% do contetido total, enquanto em PCD foi quase 30%. O contetido de N nas folhas
representou entre 30% e 35% do N, considerando somente a massa vegetativa (Figura 25),
valores intermedidrios comparados com os observados em laranjeira ‘Valéncia’ de trés anos

(Boaretto et al., 2010) e em laranjeira ‘Hamlin’ (Mattos Jr. et al., 2003a; Morgan et al., 2006).
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Figura 25: Conteddo de nitrogénio acumulado em raizes (Rz), ramos (Rm), folhas e

frutos de plantas de laranjeira 'Valéncia' sobre limoeiro 'Cravo' com desbaste total de
frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste (PSD). Quantificacdes
realizadas no desbaste e no estddio de amadurecimento dos frutos (Amad), em julho

de 2010.
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5. CONCLUSOES

- A presenca de frutos tem um efeito inibitdrio da floragdo, e este efeito ndo é exercido
pela competicao por carboidratos, devido que mesmo com altos teores em folhas, ramos e raizes

ainda ha inibi¢do da brotacao.

- O estado fisiolégico da planta em cada estddio fenoldgico condiciona o aumento da
assimilacdo de CO, em momentos de alta demanda dos drenos. Isto acontece no inverno, durante
o periodo de inducdo e desenvolvimento das gemas, mesmo com baixas temperaturas, hd
incremento na fotossintese. Também durante o verdo, quando as temperaturas sdo elevadas, a
demanda dos frutos em crescimento determina aumento na assimilacdo de CO,. As plantas que
apresentam frutos e desenvolvem brotacdes simultaneamente estdo submetidas a maior demanda

pelos drenos, assimilam mais CO,, e sdo mais eficientes no uso dos carboidratos.

- A floracdo € o processo de desenvolvimento de maior consumo de energia. H4 intensa
hidrélise de amido principalmente em folhas, durante o desenvolvimento das flores e na antese. A
hidrélise do amido continua até o fim da queda fisiol6gica dos frutos, sendo que ramos e raizes
apresentam reducdo nas reservas durante o desenvolvimento reprodutivo. Porém € o sistema
radicular que apresenta a maior remobilizagdo de amido. O nitrogénio e proteinas, tanto foliares
quanto radiculares, mostram um incremento associado com o incremento da atividade metabdlica

determinado pelo desenvolvimento das estruturas reprodutivas e a floragao.

- A atividade in vitro da RN nas folhas responde também a este aumento no metabolismo.
Das trés enzimas participantes da cadeia de reducdo do NOj3 estudadas, a RN € a de menor
atividade, indicando que € ela que limita a taxa de assimilacdo do nitrogénio absorvido do

substrato.
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7. ANEXOS
Anexo 1

Andlise de variancia da drea foliar total (Area foliar) e de 4drea de folhas novas (Area foliar novas) formadas na brota¢do de dezembro
09-Janeiro 10, massa seca total de folhas e didmetro do tronco em laranjeira Valéncia sobre limoeiro ‘Cravo’, em plantas com desbaste
total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste de frutos (PSD), nos estddios fenoldgicos avaliados. Onde: G.L.
indica graus de liberdade; Q.M., quadrados médios; %V .E., porcentagem da variabilidade explicada; ™, ndo significativo, * e **

diferenca estatistica para p<0,05 e p<0,01, respectivamente.

Area foliar Area foliar nova Massa seca folhas Diametro tronco
m’ folha pl” g MS folha pl” mm

Fonte de variacdo GL QM. % V .E. Q.M. %V .E. Q.M. % V.E. Q.M. % V .E.
Estadio Fenoldgico (A) 5 0,513 9,185 ** 37,1 194.059 ** 67,5 9,30
Residuo a 10 0,854 1,599 16.231 7.4 7,39
Tratamento (B) 1 1,676 * 6,6 3,864 * 4.8 105.777 ** 43,31 ** 18,6
AxB 5 1,736 ** 34,0 0,852 12.951 3,25
Residuo b 14 0,363 0,750 9.542 3,74
Total/Média geral 35 5,06 7,87 823,2 47,22
CV1% 18,2 % 16,0 % 15,5 % 5.8
CV2% 11,9 % 11,0 % 119 % 4,1
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Anexo 2

2

Célculo estimativo da produ¢ao e consumo maximo de assimilados pelas flores no momento de plena floragdo em laranjeira ‘Valéncia

sobre limoeiro ‘Cravo’ com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste de frutos (PSD).

'Aq Area Produgio F. madura  Area F.velha Producdo F.velha Total
mmol CO, m>d”' F.maduram® mmol CO, pl” dia™ m’ mmol CO, pl™ dia™ mmol CO, pl”' dia™
PCD 202,2 5,53 1071,7 1,05 (202,2*0,4) = 80,9 1152,6
PSD 196,1 4,70 921,7 2,27 (196,1%¥0,4) =78,4 1000,1

" Onde A, = assimilacdo didria de CO,
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Anexo 3

Andlise de variancia para a massa seca dos ramos do dltimo fluxo de crescimento (MS udltimo fluxo), dos ramos velhos (MS ramos
velhos) e da massa seca de raiz de laranjeira Valéncia sobre limoeiro ‘Cravo’, em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio
de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste de frutos (PSD), nos estddios fenoldgicos avaliados. Onde: G.L. indica graus de liberdade;
Q.M., quadrados médios; %V .E., porcentagem da variabilidade explicada; ™, ndo significativo, * e ** diferenca estatistica para p<0,05

e p<0,01, respectivamente.

MS ultimo fluxo MS ramos velhos MS raizes
g MS pl'!

Fonte de variagdo G.L Q.M. % V .E. Q.M. % V .E. Q.M. % V .E.
Estadio Fenoldgico (A) 5 11875,4 261813,0 * 50,5 % 1720904,8
Residuo a 10 5220,7 59197,0 21887977
Tratamento (B) 1 7502,7 312760 ,0%* 12,1 % 770199,0
AxB 5 5232,5 37840,0 1244274,6
Residuo b 14 2678,4 13509,0 844804,2
Total/Média geral 35 240,0 1700,4 4212,1
CV1% 30,1 14,3 35,1
CV2% 21,6 6,8 21,8
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Anexo 4

Andlise de variancia para concentragdo de actcares totais, agicares redutores, sacarose e amido em folhas de laranjeira Valéncia sobre

limoeiro ‘Cravo’, coletadas as 13:00 h, em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste

de frutos (PSD), nos estddios fenoldgicos avaliados. Onde: G.L. indica graus de liberdade; Q.M., quadrados médios; % V.E.,

porcentagem da variabilidade explicada; ™, ndo significativo, * e ** diferenga estatistica para p<0,05 e p<0,01, respectivamente.

Acucares totais Acitcares redutores Sacarose Amido
mg GLU g' MS

Fonte de variagdo G.L Q.M. % V .E. Q.M. % V .E. Q.M. % V .E. Q.M. % VE.
Estadio Fenoldgico (A) 7 5841,1 ** 64,1 4207,7 ** 69,6 664,9 ** 69,2 4006,9 ** 81,7
Residuo a 21 322,1 207,4 38,9 109,5
Tratamento (B) 1 2231,6 ** 3,73 17952 ** 425 117,7™ 358"™
AxB 7 678,6 ™ 3282"™ 53,11™ 253,3 * 5,16
Residuo b 24 2914 171,0 31,4 78,1
Total/Média geral 63 116,7 61,6 29,3 28,8
CV1% 15,4% 23.4% 21,3% 40,5%
CV2% 14,6% 21,2% 19,1% 34,2%
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Anexo 5

Andlise de varidncia para concentragdo de actcares totais, acicares redutores, sacarose € amido em dois tipos de ramos (diferentes
idades) de laranjeira Valéncia sobre limoeiro ‘Cravo’, coletados as 09:00 h, em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de
2009 (PCD) e plantas sem desbaste (PSD), nos estddios fenoldgicos avaliados. Onde: G.L. indica graus de liberdade; Q.M., quadrados

médios; %V.E., porcentagem da variabilidade explicada; ™, ndo significativo, * e ** diferenga estatistica para p<0,05 ¢ p<0,01,

respectivamente.

Aciicares totais Aciicares redutores Sacarose Amido

mg GLU g' MS

Fonte de variacdo G.L Q.M. 9% V .E. Q.M. 9% V .E. Q.M. 9% V .E. Q.M. 9% V .E.
Estadio Fenoldgico (A) | 4 2418,3 ** 37,9 502,4™ 91,0 ** 26,9 1345,7 ** 46,0
Residuo a 8 1677 184,5 8,9 85,3
Tipo ramo (B) 1 577,8™ 1327,2 ** 9,41 1254 * 9,3 1,43™
AxB 4 6642™ 1170,0 ** 33,0 91,9 * 27,2 308,2 * 10,5
Residuo b 10 22273 123,1 15,5 61,01
Tratamento (C) 1 3006,6 ** 11,8 76,9 ™ 51™ 1919,8 ** 16,4
AxC 4 386,1™ 719™ 0,11 ™ 184,5 ** 6,3
BxC 1 1541™ 4194 ™ 042™ 76,0 ™
Residuo ¢ 26 1675 101,7 10,1 41,0
Total/Média geral 59 7172 36,8 14,7 25,6
CV1% 16,8% 36,9% 20,2% 36,0%
CV2% 19,3% 30,1% 26,7% 30,4%
CV3% 16,8% 27,4% 21,6% 24.9%
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Anexo 6

Andlise de variancia para concentragdo de actucares totais, agicares redutores, sacarose e amido em raizes de quatro tipos (diferentes

tamanhos) de laranjeira Valéncia sobre limoeiro ‘Cravo’, coletados as 09:00 h, em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio
de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste (PSD), nos estddios fenoldgicos avaliados. Onde: G.L. indica graus de liberdade; Q.M.,

quadrados médios; %V .E., porcentagem da variabilidade explicada; ™, ndo significativo, * e ** diferenga estatistica para p<0,05 e

p<0,01, respectivamente.

Actcares totais Actcares redutores Sacarose Amido
mg GLU g MS

Fonte de variacdo GL QM. % V .E. Q.M. % V .E. Q.M. % V .E. Q.M. % V .E.
Estadio Fenolédgico (A)| 4 122224 * 19,2 19844 * 11,1 2404 ™ 6658,3 ** 20,0
Residuo a 1848.,0 316,8 58,9 895,5
Tipo raiz (B) 3 39973,8 ¥* 47,2 9349,8 ** 40,4 200,3 ™ 12854’4 44,7
AxB 12 1355,1 * 6,4 9925 ** 17,2 116,0™ 7914 ** 7.1
Residuo b 30 513,8 214,2 46,0 263,4
Tratamento (C) 348,8™ 3939™ 36,8™ 1988,0 * 1,5
AxC 4 9659 ™ 519,2 * 3,0 20,6 ™ 2737"™
BxC 320,7 ™ 832™ 38,1™ 166,9 ™
Residuo ¢ 54 625,5 185,8 59,2 348,9
Total/Média geral 119 1247 36,1 24,7 63,8
CV1% 34,5% 49,3% 31,0% 46,9
CV2% 18,2% 40,5% 27,4% 25,4
CV3% 20,1% 37,7% 31,1% 29,2
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Anexo 7

Andlise de variancia para concentracao de nitrogénio total, nitrato soldvel, proteina total e aminoécidos livres totais em folhas de
laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’, coletadas as 13:00 h, em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009
(PCD) e plantas sem desbaste (PSD), nos estddios fenoldgicos avaliados. Onde: G.L. indica graus de liberdade; Q.M., quadrados

médios; %V.E., porcentagem da variabilidade explicada; ™ ndo significativo, * e ** diferenca estatistica para p<0,05 e p<0,01,

respectivamente.

NTotal N-NO5 Proteina Total Aminoacidos Livres

g kg umol NO; g MS umol BSA g MF umol leucina g’ MS

Fonte de variagdo GL QM. % V .E. Q.M. % V .E. Q.M. % V .E. Q.M. % V .E.
Estadio Fenoldgico (A) 7 85,9 ** 55,4 404,2 ** 36,5 150,2 ** 54,3 1745,5 ** 43,6
Residuo a 21 9.4 40,7 11,3 378.,0
Tratamento (B) 1 1,1 818,3 ** 10,5 116,0 ** 6,0 717,7 2,6
AxB 7 19,4 ** 12,5 220,7 ** 19,9 34,2 * 12,4 311,2
Residuo b 27 5,6 63,2 10,8 183,6
Total/Média geral 63 23,2 29,9 14,7 105,5
CV1% 10,2 21,4 22,8 18,4
CV2% 10,2 26,6 22,3 12,8
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Anexo 8

Andlise de variancia para concentragdo de nitrogé€nio total em dois tipos de raizes (diferentes
tamanhos) de laranjeira Valéncia, em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009
(PCD) e plantas sem desbaste de frutos (PSD), nos estddios fenoldgicos avaliados. Onde: G.L.
indica graus de liberdade; Q.M., quadrados médios; %V.E., porcentagem da variabilidade

explicada; ™, ndo significativo, * e ** diferenca estatistica para p<0,05 e p<0,01, respectivamente

Raizes
g Kg' MS

Fonte de variacdo G.L Q.M. % V .E.
Estadio Fenologico (A) 3 42,0 ** 22,0
Residuo a 6 1,16

Tipo de amostra (B) 1 413,86 ** 54,1
AxB 3 8,97

Residuo b 8 5,27

Tratamento (C) 1 1,09

AxC 3 3,30

BxC 1 3,08

Residuo ¢ 21 2,36

Total/Média geral 10,3

CV1% 10,4

CV2% 22,2

CV3% 14,8
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Andlise de variincia para concentracdo de nitrogénio total em raizes de primeira ordem e maiores

que 10 mm de diametro de laranjeira Valéncia, em plantas com desbaste total de frutos em 14 de

maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste de frutos (PSD), nos estddios fenoldgicos avaliados.

Onde: G.L. indica graus de liberdade; Q.M., quadrados médios; %V.E., porcentagem da

variabilidade explicada; ™, ndo significativo, * e ** diferenca estatistica para p<0,05 e p<0,01,

respectivamente.

Raizes primeira ordem

Raizes maiores 10 mm

g Kg' MS
Fonte de variacdo G.L QM. % V .E. G.L QM. % V .E.
Estadio Fenoldgico (A) 5 25,6 ** 41,5 4 19,2 ** 61,7
Residuo a 10 3,1 8 0,8
Tratamento (B) 1 33 1 0,25
AxB 5 19,5 ** 31,6 4 0,5
Residuo b 14 3,5 12 3.4
Total/Média geral 35 12,9 29 7,7
CV% 14,5 240
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Anexo 9

Andlise de variancia para concentracio de nitrato soldvel, proteina total e aminodcidos livres totais em raizes de primeira ordem de
laranjeira Valéncia, coletadas as 13:00 h, em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste
de frutos (PSD), nos estddios fenoldgicos avaliados. Onde: G.L. indica graus de liberdade; Q.M., quadrados médios; %V.E.,

porcentagem da variabilidade explicada; ™, ndo significativo, * e ** diferenga estatistica para p<0,05 e p<0,01, respectivamente

N-NO;5 Proteina Total Aminoacidos Livres
umol NO5 g MS umol BSA ¢! MF umol leucina g MS
Fonte de variacdo G.L QM. % V .E. Q.M. % V .E. Q.M. % V .E.
Estadio Fenoldgico (A) 5 12093,5 ** 62,5 5,54 ** 59,9 2040,5 ** 37,0
Residuo a 10 334,5 0,35 181,9
Tratamento (B) 1 466,7 0,01 897,6
AxB 5 5629,8 ** 29,1 1,01 2395,0 ** 434
Residuo b 13 326,2 0,77 2074
Total/Média geral 34 49,6 1,94 60,0
CV1% 36,8 30,4 22,5
CV2% 36,4 453 24,0
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Anexo 10

Andlise de variancia para atividade das enzimas redutase do nitrato (RN), glutamine sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT) em

folhas de laranjeira Valéncia sobre limoeiro ‘Cravo’, coletadas as 13:00 h, em plantas com desbaste total de frutos em 14 de maio de

2009 (PCD) e plantas sem desbaste (PSD), nos estddios fenoldgicos avaliados. Onde: G.L. indica graus de liberdade; Q.M., quadrados

médios; %V .E., porcentagem da variabilidade explicada; ™, ndo significativo, * e ** diferenga estatistica para p<0,05 e p<0,01,

respectivamente.

Redutase do nitrato

umol NO, g’ MF h'!

Glutamine sintetase

umol Glu-Hidrox g' MF h™!

Glutamato sintase

umol NADH g' MF h'!

Fonte de variagdo G.L Q.M. 9% V .E. Q.M. % V .E. Q.M. % V .E.
Estadio Fenoldgico (A) 7 0,789 ** 59,8 2130,9 ** 66,1 125,7 ** 48,1
Residuo a 21 0,043 166,7 13,3

Tratamento (B) 1 0,030 159,2 2,8

AxB 7 0,1248 2249 * 7,0 15,8

Residuo b 27 0,0703 88,9 20,6

Total/Média geral 63 0,376 28,8 13,4

CV1% 553 449 27,1

CV2% 70,5 32,8 33,7
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Anexo 11

Andlise de variancia para atividade das enzimas redutase do nitrato (RN), glutamine sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT) em
raizes de primeira ordem em laranjeira ‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’, coletadas as 13:00 h, em plantas com desbaste total de frutos
em 14 de maio de 2009 (PCD) e plantas sem desbaste de frutos (PSD), nos estddios fenoldgicos avaliados. Onde: G.L. indica graus de
liberdade; Q.M., quadrados médios; %V .E., porcentagem da variabilidade explicada; ™, ndo significativo, * e ** diferenca estatistica

para p<0,05 e p<0,01, respectivamente

Redutase do nitrato Glutamine sintetase Glutamato sintase
umol NO, g’ MF h'! umol Glu-Hidrox g' MF h™! umol NADH g' MF h!
Fonte de variagdo G.L Q.M. % V .E. Q.M. % V .E. Q.M. % V .E.
Estadio Fenoldgico (A) 5 6,6 x 10* 18,10 ** 61,0 16,61
Residuo a 10 4,6 x 10 1,69 8,21
Tratamento (B) 1 2,0 x 10* 1,72 0,16
AxB 5 6,8 x 10° 3,80 7,44
Residuo b 13 1,9x10* 1,55 4,65
Total/Média geral 34 0,067 5,83 6,62
CV1% 32,3 22,3 43,3
CV2% 20,8 21,4 32,6
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