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Meu ar

Es o meu ar, és minha vida

Tu és tudo para mim

Es insondavel e é sem medida
Tua gléria e poder

Que amor é esse capaz de dar
A prépria vida pra me salvar?
Mas sobre a morte ele triunfou
Reina pra sempre e é Senhor

Todo dominio e poder o Pai lhe deu
E hoje sou livre pra adorar

Pra viver e dizer que...

Tu és o Cordeiro, Digno de louvor
Rei e Senhor pra sempre

Te adoraremos porque sO Tu és
E ndo ha outro em Teu lugar

Digno é o Cordeiro que foi morto e reviveu
A ele a honra, a ele a gldria
O dominio e o poder
CASSIANE
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que vocé nao conhece como eu mergulhei.
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ultrapassa qualquer entendimento”.
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RESUMO
A familia Rutaceae, conhecida principalmente pelas espécies cultivadas do
género Citrus, possui aproximadamente 1730 espécies distribuidas em 158
géneros. Destacam-se na familia as espécies Citrus sinensis (laranjas) e Citrus
reticulata (tangerinas) por sua grande importancia econémica. Mundialmente, o
Brasil se sobressai como o principal produtor de laranjas e maior exportador do
suco da fruta. O objetivo deste trabalho foi de avaliar o potencial para consumo
in natura e industrial de 14 variedades de laranjas (C. sinensis) e 12 variedades
de tangerinas (C. reticulata) nas condigdes da microrregido de Garanhuns, no
Agreste Pernambucano, como também realizar a analise comparativa de
sequéncias completas de Plastomas de 18 espécies pertencentes a familia
Rutaceae. Para o potencial in natura e industrial de variedades de laranja e
tangerina foram analisadas as seguintes caracteristicas morfo-agronémicas:
altura da planta; diametro e volume da copa; diametro do caule acima e abaixo
da linha de enxertia; indice de compatibilidade; e as caracteristicas de qualidade
fisicas e quimicas dos frutos. O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso
com trés repeticbes e uma planta por parcela. Os resultados foram submetidos
ao teste de médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Genomas plastidiais
completos de 18 espécies de Rutaceae foram recuperados de bancos de dados
e utilizados para uma analise comparativa do grupo. As variedades atendem as
exigéncias para o consumo in natura. As variedades Hamlin 02, Sunstar,
Pineapple, Péra D6, Péra D9 e Valéncia Tuxpan apresentaram tamanho dos
frutos, rendimento do suco e acidez titulavel adequados aos padrées minimos
exigidos para a industria. Nas tangerinas as variedades ‘Nova’, Minneola,
Ponkan e Piemonte atendem os requisitos miminos para o consumo in natura ja
as variedades Mexerica, Robinson, Lee, Dancy, Murcott, Kinnow, Swatow e
Fortune Iniasel apresentaram potencial industrial. Com base nos resultados das
analises filogenéticas, recomenda-se a inclusédo da espécie Merrilia caloxylon na
tribo Citreae, resolvendo desta forma o parafiletismo de Clauseneae.
Adicionalmente recomenda-se a inclusdo das espécies Orixa japonica, Ptelea
trifoliata e Bauforodendron riedelianum, que eram previamente classificadas

como membros da subfamilia Toddalioideae, dentro de Amyridoideae.

Palavras-chaves: Porta-enxerto, acidez, filogenia, bioinformatica



ABSTRACT

The Rutaceae family, known mainly for cultivated species of the genus Citrus,
has approximately 1730 species distributed in 158 genera. Citrus sinensis
(oranges) and Citrus reticulata (tangerines) are notable for their great economic
importance. Worldwide, Brazil stands out as the main producer of oranges and
the largest exporter of fruit juice. The objective of this work was to evaluate the
potential for in natura and industrial consumption of 14 varieties of oranges (C.
sinensis) and 12 varieties of tangerines (C. reticulata) under the conditions of the
Garanhuns microregion and perform acomparative analysis of complete
Plastome sequences of 18 species belonging to the Rutaceae family. For the in
natura and industrial potential of orange and mandarin varieties, the following
morpho-agronomic characteristics were analyzed: plant height; shoots diameter
and volume; stem diameter above and below the grafting line; compatibility index;
and the physical and chemical quality characteristics of the fruits. The
experimental design was in randomized blocks with three replications and one
plant per plot. The results were submitted to the Scott-Knott averages test at 5%
probability. Complete plastid genomes from 18 species of Rutaceae were
retrieved from public databases and used for a comparative analysis of the group.
Varieties meet the requirements for in natura consumption. The varieties Hamlin
02, Sunstar, Pineapple, Pear D6, Pear D9 and Valencia Tuxpan presented fruit
size, juice yield and titratable acidity, which were adequate to the minimum
standards required for the industry. Regarding the tangerines, the 'Nova',
Minneola, Ponkan and Piemonte varieties meet the requirements for fresh
consumption, and the varieties Mexerica, Robinson, Lee, Dancy, Murcott,
Kinnow, Swatow and Fortune Iniasel presented industrial potential. Based on the
results of the phylogenetic analyzes, the inclusion of the species Merrilia
caloxylon in the Citreae tribe is recommended, thus solving the Clauséaeae
paraphyletism. In addition, it is recommended to include the species Orixa
Japonica, Ptelea trifoliata and Bauforodendron riedelianum, which were
previously classified as members of the subfamily Toddalioideae, within
Amyridoideae.

Key-words: Rootstock, acidity, phylogeny, bioinformatics.
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1 INTRODUGAO GERAL

As espécies do género Citrus ocorrem em diversas regides do globo, sendo
encontradas em mais de 140 paises, com a maior parte em regides de clima
tropical e subtropical. As espécies mais encontradas s&o da laranja doce (Citrus
sinensis) que dentre as espécies do género Cifrus € a mais cultivada
mundialmente, seguido de tangerina (Citrus reticulata), limao (Citrus limon), lima
(Citrus aurantiifolia), pomelo (Citrus paradisi) e toranja (Citrus grandis) (Donadio
et al. 2005).

O setor citricola brasileiro € um dos mais representativos do mundo, logo
seguido pelos Estados Unidos cujo setor se ocupa, majoritariamente, em produzir
laranjas para o fornecimento de matérias-primas para as industrias de sucos,
enquanto a Europa se destaca na producao de frutos de alta qualidade para o
mercado de frutas frescas (FAO 2015).

No Brasil, a regido sudeste tem participagdo nacional de 70,2% na
producgao de citros, sendo o estado de Sdo Paulo o maior produtor de frutas do
género. Embora o estado de Sao Paulo seja o maior produtor, o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), reporta que outros estados também contribuem
para aumentar a producao brasileira no cenario da citricultura mundial, sdo eles:
Bahia (7,5%), Minas Gerais (6,1%), Parana (5,1%), Sergipe (3,3%) e Rio Grande
do Sul (2,7%). Sendo estes estados responsaveis por 95,0% da produgao de
laranja do pais (IBGE 2017).

Com grande potencial para o cultivo de citros, o Nordeste, com area
colhida, quantidade produzida e rendimento médio de 125.803 ha, 1.751.295 t de
frutas e 13,9 t ha™', respectivamente, é a regido que responde por 10,77% da
producdo nacional de laranja doce, e tem como principais produtores a Bahia e
Sergipe (IBGE 2017). No entanto, devido as condigdes edafoclimaticas, altitude,
amplitude térmica e disponibilidade de grandes areas para o cultivo, 0 municipio
de Garanhuns com uma altitude de 750 m apresenta grande potencial para estudo
e desenvolvimento de variedades citricas visando a aumento da economia para
todo o estado (Almeida e Passos 2011).

Outro grande problema da citricultura no Brasil sdo as condigdes de cultivo
utilizadas, pois a maioria dos pomares brasileiros sdao baseados em plantas
enxertadas, em que atributos favoraveis da copa sdo combinados com aqueles
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pelo uso do porta-enxerto. No entanto, um numero restrito de variedades-copa é
utilizado nos pomares e um menor ainda de porta-enxertos (Carvalho et al. 2016).
Portanto esses fatores tornam obrigatério um maior incentivo a diversidade e
proporciona com isso uma nova vertente a exploragao e produgao de citros de
mesa para o mercado interno e externo, ndo dependendo apenas do mercado de
suco (Almeida e Passos 2011).

O uso do porta-enxerto exerce uma fungdo muito importante principalmente
sobre as caracteristicas relacionadas aos frutos, como rendimento de suco,
soélidos soluveis, tamanho dos frutos, coloragao dos frutos e produtividade (Castle
1995, Fadel 2015). Diante disso muitas instituicdes de pesquisa voltadas para o
melhoramento de citros vém fazendo selecdo e cedendo diversas variedades de
porta-enxerto, como também de copa e suas combinagdes, buscando aqueles
materiais mais adaptaveis a regido Nordeste, com diversas pesquisas
relacionadas a avaliagdo de potenciais genotipos de variedades-copa e porta-
enxertos, principalmente relacionadas a producao de citros de mesa para dar uma
continuidade ao desenvolvimento do setor citricola brasileiro (Nascimento Junior
2012, Medeiros et al. 2013).

As relagdes taxondmicas tanto no género Cifrus como na familia Rutaceae
tem sido discutidos por varios autores, com base em caracteres morfoldgicos
(Engler 1931), bioquimicos (Appelhans et al. 2018) e moleculares (Chase et al.
1999, Poon et al. 2007, Groppo et al. 2008, Morton e Telmer 2014). As relagbes
filogenéticas dentro da familia Rutaceae constituem um tema de extrema
importancia nos estudos de biologia evolutiva devido a controvérsias com relagao
a taxonomia e filogenia. Estudos evidenciaram que a problematica € devido a
longa historia de cultivo, poliembrionia na maioria das espécies, altas taxas de
mutacdo e a ampla compatibilidade sexual entre o género Cifrus e géneros
relacionados (Handa et al. 1986, Nicolosi et al. 2000, Pang et al. 2003).

Nos ultimos anos novas técnicas de sequenciamento com o uso da
plataforma bioinformatica permitiram que estudos evolutivos e comparativos
fossem realizados em larga escala, como também foi possivel a obtencédo de
marcadores filogenéticos para plantas a um estagio superior, produzindo
informagdes gendmicas acuradas, rapidas e a baixos custos (Metzker 2010).

Diversos estudos de evolugdo e comparagdo gendmica tem sido realizados com
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o objetivo de aumentar a resolugao filogenética em diversos niveis tanto em
angiospermas (Yang et al. 2013, Erguiluz et al. 2017, Zhu et al. 2018) como para
a familia Rutaceae (Groppo et al. 2012, Morton e Telmer 2014, Appelhans et al.
2018).

Diante do exposto o trabalho tem como objetivos: 1) classificar variedades
citricas quanto ao seu potencial de uso industrial e consumo in natura, visando
dar suporte a selegcdo para diversificagdo de pomares brasileiros; 2) comparar
os plastomas de espécies da familia Rutaceae.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Origem, introdugao e aspectos botanicos

A origem dos citros esta compreendida entre 20 e 30 milhdes de anos,
nas regides subtropicais e tropicais da Asia e no arquipélago Malaio, de onde
foram dispersos para as diversas regides do mundo. As principais plantas de
interesse comercial dentro do grupo dos citros pertencem aos géneros Citrus,
Poncirus e Fortunella. O género Poncirus tem seu provavel centro de origem no
norte da China e o género Fortunella tem seu centro de origem no Sul da China
(Swingle e Reece 1967, Araujo e Roque 2005, Donadio et al. 2005).

As plantas do género Citrus, tem seu provavel centro de origem em
regides umidas tropicais e subtropicais do Sudeste asiatico, com extensdes que
véo do centro da China, Africa Tropical ao Leste da india. Pesquisas indicam que
a laranja azeda (Citrus aurantium) é nativa do Sul da Asia, possivelmente da
india e a laranja doce (C. sinensis) tem provavel centro de origem na Indochina
e no sul da China. A lima acida (C. aurantiifolia) é provavelmente oriunda do leste
da india, enquanto o limao da parte oriental do Himalaia, india e areas adjacentes
(Davis e Albrigo 1994, Donadio et al. 2005, Soriano et al. 2010).

As principais areas citricolas situam-se em regides com climas tropicais e
subtropicais entre os paralelos 20° e 40° de latitudes norte e sul, onde possuem
condigbes que favorecem a producdo e a qualidade de frutos, pois em regides
com baixas temperaturas pode se apresentar um fator limitante tanto para o
desenvolvimento das plantas, baixa qualidade de frutos, reducdo na

produtividade e morte das plantas (Koller 2006).

18



SILVA, A. D. F. da. Potencial para uso industrial e consumo in natura de variedades citricas...

No mundo a introdu¢do dos citros ocorreu através das forcas armadas
mugulmanas, comerciantes arabes e invasores. Estudos indicam que a cidra (C.
medica L.) foi a primeira espécie citrica a ser introduzida na Europa ha
aproximadamente 310 anos a.C. Estudos relatam que sé por volta do ano de
1.150 d.C., a laranja doce (C. sinensis (L.) Osbeck) e os limdes (C. limon (L.)
Burm.F.) foram introduzidos nos continentes Europeu e Africano, entretanto,
suas origens continuam desconhecidas. As tangerinas (C. reticulata Blanco)
foram introduzidas na Europa no século XIX (Webber et al. 1967, Koller 1994,
Donadio et al. 2005), através das sementes trazidas pelos portugueses e laranja-
doce foi introduzida nas ilhas Madeira, ilhas Canarias e em outras colbnias do
leste do Atlantico (Almeida e Passos 2011).

No continente Americano, a laranja-doce foi introduzida em meados de
1493 por Cristovédo Colombo onde na sua segunda viagem, levou sementes
desta espécie, que se encontravam nas ilhas Canarias, para a ilha do Haiti
(Almeida e Passos 2011), dispersando-se por todo o continente americano. No
Brasil a primeira introdugao foi feita pelos jesuitas portugueses no século XIV,
provavelmente por volta de 1530 nos estados da Bahia e Sdo Paulo (Almeida e
Passos 2011). Entretanto aqui, com melhores condigdes para vegetar e produzir
do que nas proéprias regides de origem, as citrinas se expandiram para todo o
pais (Lopes et al. 2011, Oliveira et al. 2012).

O género Citrus pertence a familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae e
tribo Citreae, na qual envolve quase a totalidade das espécies comerciais
cultivadas, como as laranjas doces (Citrus sinensis L. Osbeck), a mais
importante de todas as frutas citricas; laranjas azedas (C. aurantium), tangerinas
e mexericas (C. reticulata Blanco), limas acidas (C. aurantiifolia S.), lima Tahiti
(C. latifolia Tanaka), limdes verdadeiros (C. limon Burn), pomelos (C. paradisi
Macf), cidra (C. medica) e toranjas (C. grandis) (Lopes et al. 2011). O género
Citrus no geral apresenta um conjunto cromossémico x = 9, sendo sua condi¢cao
mais frequente a diploidia (2n = 2x = 18), embora que estudos indicam que
existem individuos tripldides e tetraploides (Araujo e Roque 2005).

A taxonomia do género Citrus é bastante controvérsia, onde ainda n&o
existe um consenso estabelecido, porém a classificagdo mais utilizada pelos

pesquisadores € o sistema Swingle (Swingle e Reece 1967) que reconhece 16
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espécies, agrupadas em dois subgéneros: Citrus que inclui as espécies de valor
econdmico e Papeda que se constituem das espécies mais primitivas e sem valor
econdmico. Por outro lado, existe o sistema de classificagcdo proposto por
Tanaka (1977), que reconhece 162 espécies, agrupadas em segmentos dentro
de dois subgéneros: Archicitrus e Metacitrus.

Estudo realizado por Asins et al. (1998) baseado na diversidade
isoenzimatica de 198 variedades de Citrus, acarretou a separacgao informal das
especies citricas de acordo com a afinidade das variedades entre si em dois
grupos: tangerinas e laranjas (C. reticulata, C. sinensis, C. aurantium) e o das
limas, limbdes, cidras e pomelos (C. aurantiifolia, C. limon (L.) Burm, C.
limettioides Tan., C. medica, C. maxima, e C. paradisi).

O género Citrus no geral apresenta-se como plantas de porte médio,
arboreas ou arbustivas, copas com ramos angulares e com presenga de
espinhos axilares, folhas do tipo coriacea, alternada e simples, flores de
coloragao branca e aromaticas, hermafroditas, solitarias ou na forma de racimo,
com 4-5 sépalas, e de 4-8 pétalas, com numeros que podem variar entre 100.000
a 200.000 flores/planta, porém estes n&o s&o garantia de uma o6tima produgéo.
Os frutos de coloragédo e formas variadas sao do tipo baga, com epicarpo de
espessura fina a média quase lisa, mesocarpo constituido pela parte branca da
casca denominada de albedo, endocarpo dividido em um numero variavel de
segmentos ou gomos reunidos ao redor de um eixo central denominado columela
e a semente (Swingle e Reece 1967, Simao 1971, Castro et al. 2001, Lorenzi et
al. 2006).

O sistema radicular € geralmente distribuido, em sua maior parte, cerca
de 80%, no primeiro metro de profundidade sendo responsavel pela absorgéo de
nutrientes do solo. O crescimento vegetativo das plantas citricas é influenciado
principalmente pelo efeito residual do crescimento da estag&o anterior sendo que
em plantas jovens, esse efeito exerce fungdo no tamanho final e a futura
capacidade de frutificagdo (Ortolani et al. 1991, Castro et al. 2002).

Para os citros terem um bom desenvolvimento e producdo das plantas é
desejavel regides de climas mais amenos, com temperaturas diurnas em torno
de 25 a 30 °C, e noturna de 10 a 15 °C, com precipitacdo minima em torno de
1.200 mm anuais, distribuidos durante todo o ano, em condi¢des climaticas
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favoraveis ocorrem o favorecimento da transpiragao pela abertura dos estématos
(Rodriguez 1991, Carneiro et al. 2010).

No entanto, o clima exerce grande influéncia sobre os citros, dentre esses
podemos citar adaptacdo das variedades, na taxa de crescimento, no
comportamento fenoldgico, nas caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos,
quantidade e qualidade dos frutos e na produtividade (Rodriguez 1991, Carneiro
et al. 2010). Dentre os fatores climaticos podemos citar a temperatura que além
de exercer influéncia sobre a qualidade dos frutos, também exerce efeito
significativo sobre a duragdo do florescimento, onde sob condi¢gdes de climas
mais quentes os botdes florais se abrem em poucos dias, com isso ocorre a
concentracdo da floragdo, queda e pegamento dos frutos, portanto em
temperaturas mais amenas esse periodo de abertura pode se estender,
resultando em um florescimento distribuido durante o ano (Spiegel-Roy e
Goldschimidt 1996).

A propagagao comercial dos citros envolve a propagagao assexuada para
a copa e sexuada para o porta-enxerto devido principalmente ao melhor
desenvolvimento do sistema radicular, no entanto tratando-se de mudas
certificadas, os porta-enxertos podem ser produzidos também a partir da
estaquia ou micropropagacéo, porém, sempre, em ambiente protegido, portanto
esses meétodos so estdo sendo notadamente observados em experimentos de
pesquisa (Oliveira et al. 2008). Outra caracteristica importante € a poliembrionia
que permite que propagacado sexuada seja considerada assexuada devido a
obtencédo de pléantulas de origem nuclear (Carvalho et al. 2005).

2.2 Familia Rutaceae

A familia Rutaceae € wuma familia de Ilarga distribuigcéo,
predominantemente tropical e subtropical, possuindo cerca de 160 géneros e
1900 espécies, distribuidas em regides umidas e temperadas, com grande
ocorréncia na Ameérica tropical, sul da Africa e Australia. No Brasil a familia é
representada por 32 géneros, sendo cinco endémicos, e 195 espécies sendo
107 pertencentes ao pais (Groppo et al. 2008, Pirani e Silva-Luz 2018). A familia
é formada em sua maioria por arbustos e arvores e tem como caracteristicas

folnas alternadas, simples ou compostas com presenga de glandulas
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translucidas formadas por pequenos reservatérios produtores de oleos volateis
aromaticos a depender da espécie podem ser encontrados aculeos nas folhas
ou no caule (Groppo et al. 2008, Aguiar 2013, Pirani e Silva-Luz 2018).

A familia apresenta uma grande importancia no que se refere a aspectos
ecologicos e econdmicos, no que diz respeito a frutas comestiveis estando
incluidas espécies do género Citrus (laranjas, tangerinas, limas e limdes). Na
producdo de 6leos aromaticos se destacam as espécies dos géneros Boronia e
Ruta, com finalidades ornamentais temos os géneros Boronia, Ravenia, Choisya,
Correa, Murraya, Triphasia, como fonte de madeiras se destacam os géneros
Flindersia, Zanthoxylum, Balfourodendron e Euxylophora e na producédo de
bebidas amargas utilizadas para fins medicinais temos como representantes
espécies dos géneros Angostura, Galipea, Pilocarpus e Ruta graveolens
(Yildizoglu-Ari et al. 1991, Abreu et al. 2005, Januario et al. 2009, Groppo et al.
2012).

Além das importancias mencionadas acima a familia também é importante
devido a presenga de uma composi¢cao quimica bastante abrangente, sendo
capaz de produzir uma ampla variedade de metabdlitos secundarios como
podemos citar as cumarinas, alcaloides e ligninas (Oliveira et al. 2016),
flavondides (Arruda et al. 2012), limonoides (Sun et al. 2015), amidas (Cerqueira
et al. 2012) e terpenos (Barrera et al. 2014).

Essa grande quantidade de metabdlitos fornece substancias com variadas
atividades biologicas, diante disso atualmente vem sendo realizado diversos
estudos envolvendo principalmente a fitoquimica de espécies desta familia com
objetivo de encontrar espécies com fontes potenciais de compostos quimicos
para a obtencdo de novos medicamentos de interesse terapéutico (Barrera et al.
2013, Matos et al. 2014, Silva et al. 2014, Marin et al. 2018).

A familia também conta com géneros entre eles o género Citrus que além
de ter sua importéncia na industria de suco, também apresenta importancia
alimentar e no que diz respeito a extragao de diversos subprodutos da laranja os
quais incluem fabricagdo de produtos quimicos e solventes, aromas, fragrancias,
tintas, cosméticos e complementos para ragdo animal (Embrapa 2003, Silva et
al. 2011).
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2.3 Citricultura no Brasil

A Citricultura brasileira teve seu inicio nos estados de Sdo Paulo e Rio de
Janeiro, com o principal objetivo de atender o mercado de exportagéo, portanto
em 1930 com o apoio da Secretaria de Agricultura e Abastecimento, e também
com alguns fatos historicos como a decadéncia do setor cafeeiro, a crise
ocasionada pela segunda guerra mundial e o aparecimento da mosca-do-
mediterraneo levaram a expansao da citricultura paulista. Deste momento em
diante configurava-se o potencial da citricultura para a balanga comercial
agricola, com um aumento exponencial das areas plantadas em Sao Paulo
(Donadio et al. 2005).

Na estrutura socioecondmica brasileira a citricultura representa um
importante segmento, podendo ser constituida como uma das importantes
atividades agroindustriais (Silva et al. 2016). A importancia brasileira, como
produtora de citros, esta focada principalmente na laranja, onde o Brasil
responde com 60% da produ¢do mundial de suco de laranja recebendo o titulo
de maior produtor e exportador de suco concentrado de laranja, com safra para
os anos de 2017/18 estimada em 364,47 milhdes de caixas, e também um total
de 191,69 milhdes de plantas na safra incluindo as produtivas e em formacéo.
De acordo com o Fundo da Defesa da Citricultura (FUNDECITRUS) e o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos-United States Department of
Agriculture (USDA), dentre os paises importadores de suco concentrado em
ordem decrescente estdo: Unido Europeia (66,7 %), Estados Unidos (20,7 %),
Japao (4,7 %) e por ultimo a China com (2,9 %) (Fundecitrus 2017, USDA 2018).

A regidao Sudeste se caracteriza como a principal regido produtora de
laranja com cerca de 520 mil hectares plantados e uma produgéo de 11 milhdes
de toneladas, seguido da regido Nordeste com 116 mil ha e produgéo de 1,5
milhdo de toneladas, em terceiro temos a regido Sul com 50 ha e
aproximadamente 1 milhdo de toneladas em quarto aparece a regiao Norte com
area de 21 ha e 284 mil toneladas e por ultimo temos a regido Centro-Oeste com
area de 355 ha e producgao de 181 toneladas (IBGE 2017).

Segundo as informacgdes do Instituto de Economia Agricola do Estado de
S&o Paulo (IEA), a producéo de tangerina brasileira nos ultimos anos vem se
ampliando e ganhando mercado, sendo responsavel por cerca de 3,5 % da
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producdo mundial. No Brasil as principais regides em ordem decrescente s&o:
Sudeste (61%), Sul (31%), Nordeste (3%), Norte (3%) e Centro-Oeste (2%). O
cultivo da tangerina no Brasil contrapde a laranja devido a sua produgao ser
voltada principalmente para o consumo in natura, visando atender
principalmente o mercado interno (IBGE 2017, IEA 2018).

Com relagéo a area plantada e producédo de laranja nas regiées do Brasil
merece destaque o estado de S&o Paulo com aproximadamente 471 mil ha
plantados e uma produgédo de 10 milhdes de toneladas, seguido do estado de
Minas Gerais com uma area de 43 mil ha plantados e uma producao de 918 mil
toneladas. O mesmo pode ser observado na tangerina onde temos o estado de
S&o Paulo caracterizado como maior produtor com area plantada de 10 mil ha e
uma produgao em torno de 370 mil toneladas, seguido de Minas Gerais com area
colhida de 9 mil ha e uma produtividade média de 149 mil toneladas (IBGE 2017).

A regido Nordeste é a segunda maior regido produtora de laranja e a
terceira maior produtora de tangerina no Brasil, nela se destacam os estados da
Bahia com uma area de aproximadamente 61 mil ha plantados e uma producao
de 930 mil toneladas de laranja, seguido do estado de Sergipe com uma area de
45 mil ha plantados e uma producdo de 490 mil toneladas. Em relacdo a
tangerina temos como principais produtores os estados da Paraiba com uma
area de aproximadamente mil hectares e uma producédo de 13 mil toneladas,
seguido da Bahia com 946 hectares e uma produgdo em meédia de 10 mil
toneladas. O estado de Pernambuco contribui com aproximadamente 494 ha e
uma produgdo de aproximadamente 2.842 mil toneladas de laranja nas safras
de 2016/2017 (Pereira et al. 2014, IBGE 2017).

Segundo Passos et al. (2002), a regido Nordeste apresenta-se como uma
regido de grande potencial ndo s6 pelos estados da Bahia e Sergipe, mas
também pela auséncia de doengas endémicas, pela sua proximidade dos
principais mercados importadores como a Europa e os Estados Unidos. O estado
de Pernambuco apesar de n&o ser o principal produtor na regido Nordeste,
possui uma grande extensdo de areas que apresentam alto potencial para a
produgao citricola, como, por exemplo, podemos citar o municipio de Garanhuns
como também municipios vizinhos, que devido a altitude acima de 750 metros e

temperaturas amenas, apresenta grande potencial principalmente para o cultivo
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de citros para o consumo in natura (Passos et al. 2005, Almeida e Passos 2011).
Contudo as areas de produ¢cdo em Pernambuco somam um contingente de 150
a 200 mil pessoas envolvidas, ressaltando a importancia econémica e social da
citricultura para a regiao (Agrianual 2010).

Uma alternativa para os produtores consiste na diversificacdo da
comercializagdo principalmente com variedades que atendam as exigéncias do
mercado para 0 consumo in natura, com isso o mercado interno vem se firmando
nos ultimos anos como uma alternativa rentavel para o futuro da citricultura no
Brasil. Entretanto essa alternativa de escoamento de produtos para o mercado
interno ainda enfrenta desafios como, por exemplo, a concorréncia com outros
tipos e frutas de excelente qualidade (Boteon e Neves 2005).

No entanto, a melhoria na qualidade dos frutos, organizagdo na
comercializacdo, reducdo das barreiras tarifarias e fitossanitarias e o
aproveitamento das aberturas do mercado externo sdo condi¢gdes essenciais
para um bom desenvolvimento tanto do mercado interno como para a exportagao

de frutas frescas (Boteon e Neves 2005).

24 Qualidade dos frutos citricos

A qualidade de um produto € atribuida a diversas caracteristicas que
diferenciam unidades individuais, as quais determinam o grau de aceitabilidade
do produto pelo consumidor. Portanto devem-se considerar os atributos
sensoriais, fisicos e a composicdo quimica dos produtos, além disso,
associagbes devem ser realizadas entre medidas diretas e indiretas, para um
melhor conhecimento das transformacdes que ocorrem, afetando ou ndo os
atributos de qualidade do produto final (Chitarra e Chitarra 1990). Os
consumidores selecionam frutos considerando uma correlagdo de alguns
atributos com a qualidade, estes atributos constituem o sabor, odor, aparéncia,
valor nutritivo e textura (Rabelo 2000, Pereira et al. 2014).

No Brasil, a maior parte da producdo é destinada a industria de suco,
porém autores vém destacando a importéncia do mercado de citros in natura
principalmente por se constituir um mercado dinamico (Borges e Pio 2003,
Donadio et al. 2005). Contudo diversas caracteristicas s&o estabelecidas tanto

para o mercado de consumo in natura quanto para o processamento industrial,
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sendo as mais relevantes: textura, tamanho apropriado, coloragao e espessura
da casca que deve ser fina para facilitar o descascamento, relacado entre sélidos
soluveis e acidos (ratio), rendimento do suco, cor intensa e uniforme, indice
tecnoldgico, conservagédo pos-colheita e resisténcia ao transporte (Auler et al.
2008, Tazima et al. 2009).

Uma das principais caracteristicas que afetam na qualidade dos frutos
seja para processamento industrial ou consumo in natura € o numero de
sementes, no entanto, os citrinos apresentam particularidade dentro de suas
espécies onde sao classificadas em funcdo do numero meédio de sementes
observadas por fruto, em cinco categorias: variedades sem sementes,
praticamente sem sementes, poucas sementes, com sementes e com muitas
sementes. No entanto vale ressaltar que para atender os requisitos de qualidade
os frutos devem possuir auséncia ou baixo numero de sementes (Oliveira e
Svitarro 2011).

O consumo de frutas in natura ou de seus sucos proporciona a ingestéao
de metabdlitos secundarios, ou seja, compostos com atividades antioxidante
como acido ascorbico, compostos fendlicos, flavondides e limondides (Barbasso
et al. 2005, Couto e Canniatti-Brazaca 2010). De acordo com a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa 2003) e Silva et al. (2011), além
da produgao de suco e do consumo in natura, se investe também, em pequena
escala, na extracdo de diversos subprodutos da laranja os quais incluem
fabricagdo de produtos quimicos e solventes, aromas, fragrancias, tintas,
cosméticos e complementos para ragdo animal.

Os atributos quimicos, fisicos e fisico-quimicos dos frutos influenciam
diretamente na qualidade final de seus produtos seja para o consumo in natura
ou subprodutos (Medina 2005, Sousa 2009). No entanto, para atender as
exigéncias estabelecidas pelo mercado consumidor, as industrias processadoras
de sucos além de analisarem os parametros fisico-quimicos de acidez, pH, ratio,
sélidos soluveis, acido ascérbico, 6leo essencial, cor e viscosidade, est&o
também adicionando a essas analises a analise sensorial, pois esta
proporcionara dados relevantes para definir melhor as expectativas do
consumidor (Janzantti et al. 2011). A composigao quimica dos frutos influencia

significativamente os atributos sensoriais, como aroma, sabor, textura e cor,
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sendo tais atributos influenciados, principalmente, pelos acidos e acucares
(Pacheco et al. 2014).

2.4.1 Sdlidos soluveis (SS)

O teor de solidos soluveis € um valor que tem sido utilizado como indice
de maturidade para os frutos e sdo quantificados com o auxilio de um
refratbmetro expresso em °Brix. Os sdlidos soluveis indicam a quantidade em
gramas de todos os sdlidos (agucares, sais, proteinas, acidos organicos)
dissolvidos na agua do suco, onde a leitura consiste no somatoério do total desses
solidos.

A concentragao de sélidos soluveis do fruto pode variar em funcdo de
fatores genéticos e ambientais, mesmo se colhidos com aparente maturidade
fisiologica (Ting 1983, Martinsen e Schaare 1998, Moura 1998, Chitarra e
Chitarra 2005, Moraes 2006). No entanto, os agucares s&o o0s mais
representativos dentro dos sdlidos soluveis apresentando-se na forma de
glicose, sacarose e frutose. S&o preferiveis frutos que apresentem altos teores
de sélidos soluveis tanto para o consumo in natura quanto para a
industrializagado, pois propiciam maior rendimento no processamento, em raz&o
da maior quantidade de glicose, sacarose e frutose produzidas por quantidade
de polpa (Chitarra 2001, Santos 2009).

O Programa Brasileiro para Modernizagdo da Horticultura
(HORTIBRASIL) que instrui as normas de classificagdo dos citros, publicados
pela Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP)
estabelece os requisitos minimos para o teor de sdlidos soluveis, 10 °Brix para
laranjas, 9,0-10,5 °Brix para tangerinas e 7 °Brix para a lima acida Tahiti
(CEAGESP 2011).

2.4.2 Acidez titulavel (AT)

A acidez titulavel se constitui como principal fator que indica a qualidade
dos frutos. A concentracdo de acidos nos frutos aumenta no inicio do
desenvolvimento, se tornam constantes nas fases iniciais de crescimento e
diminui durante o amadurecimento. Esse decréscimo durante o amadurecimento

se da pela sua utilizacdo como substrato da respiracdo ou como estrutura de
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outras substancias sintetizadas (Medina 2005, Sousa 2009, Salaya 2011). Para
0 consumo in natura sao preferiveis frutos que tenham uma acidez titulavel
menor que um e para a industria esse valor tem que ser maior que um

(Montenegro et al. 1958).

2.4.3 Ratio (SS/AT)

O ratio ou relagdo solidos soluveis (SS) e a acidez titulavel (AT) € o
indicador utilizado em pesquisas que envolvem qualidade de frutos por
determinar o estagio de maturagdo comercial dos frutos, determinando o balango
entre o doce:acido, sendo mais representativa que as analises isoladas da
acidez e dos sodlidos soluveis (Chitarra e Chitarra 2005, Couto e Canniatti-
Brazaca 2010). A faixa de ratio nos frutos pode sofrer variagédo entre 6 e 20,
sendo que o intervalo entre 15 e 18 sédo os preferidos pelos consumidores, ja
para o processamento a faixa varia entre 12 e 13 (Viégas 1991). O aumento do
ratio verificado em laranjas doces pode ser explicado pela idade das plantas,
relagdo copa/porta-enxerto, variagdes climaticas, floradas e produtividade (Volpe
2002, Shoffele e Barbosa 2002). Sartori et al. (2002) em um estudo para
determinacdo da maturagdo de seis cultivares de laranjas doces consideraram
maduros e adequados para 0 consumo in natura, frutos que obtiveram valores

situados na faixa entre 8,8 e 15,4 para a relagao SS/AT.

2.4.4 Acido ascérbico

O acido ascorbico (vitamina C) além de ser um poderoso antioxidante pela
facilidade de oxidagéo, também faz parte de um grupo de substancias quimicas
complexas necessarias para o adequado funcionamento do organismo.
Caracteriza-se como uma vitamina hidrossoluvel, sendo encontrada
principalmente em hortalicas e frutas citricas (Bobbio e Bobbio 1992, Zhang e
Hamauzu 2004).

O teor de vitamina C nas frutas pode variar em detrimento de diversos
fatores como: variagbes genéticas, espécie, manuseio poés-colheita, tipo de
processamento, condigdes de estocagem e estadio de maturagdo na época da
colheita (Silva et al. 2006). O teor de vitamina C em variedades de laranja podem
variar de 35 a 70 mg de acido ascorbico/100 mL" de suco, enquanto em
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tangerinas esses valores variam entre 20 a 50 mg de acido ascoérbico 100 mL""
de suco (Varsel 1980, Detoni 2009).

A qualidade do fruto também é influenciada pela diversificagao
agroclimatica do pais e principalmente suas condigdes de cultivo, ressaltando
uma grande quantidade de locais e ambientes onde sao cultivados (Cerqueira et
al. 2004). A composigdo das diversas variedades dos frutos citricos tem
influéncia principalmente do porta-enxerto, clima, altitude e tratos culturais,
justificando assim as analises de cultivares nas diversas condi¢gdes regionais
para atender aos padrées do mercado nacional de frutas frescas e/ou de
processamento industrial (Oliveira et al. 2005).

2.5 Melhoramento genético dos citros

No mundo o primeiro programa oficial de melhoramento genético dos
citros foi iniciado na Florida, em 1983 coordenado pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA). Apés sua criagao muitos avangos foram
obtidos, sobretudo nos Estados Unidos, Brasil, Espanha, Francga, Italia, China,
Japao, Israel, Australia, Africa do Sul, dentre outros paises (Soost e Roose 1996,
Oliveira et al. 2014). O melhoramento genético classico para os citros consiste
principalmente na selegdo de mutantes espontaneos ou induzidos e de hibridos
naturais e na hibridagdo sexual controlada. Ja as estratégias para o
melhoramento via uso de ferramentas de biotecnologia temos: a fusdo de
protoplasto, mapeamento genético, transformagao genética e sequenciamento
de genoma (Oliveira et al. 2014). O melhoramento genético de citros é dirigido
tanto a cultivares porta-enxertos, como a cultivares-copa e suas interagoes, com
relagdo ao porta-enxerto buscam caracteristicas como compatibilidade com as
cultivares copa, indugao de alta produtividade e qualidade de frutos, redugcao de
porte, tolerdncia a fatores abidticos, como seca, salinidade e frio,
tolerancia/resisténcia a fatores bioticos, tais como tristeza dos citros, gomose de
Phytophthora, declinio e morte subita-dos-citros e com o de modernas técnicas
de biotecnologia, envolve também a introducdo e selecdo de gendtipos
superiores, adaptados as diferentes condi¢gbes edafoclimaticas (Oliveira et al.
2011a, Oliveira et al. 2011b, AGENCIA FAPESP 2016).
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Outra vertente consiste no estudo da poliembrionia e apomixia nuclear
que tem importancia tanto no melhoramento e selegcdo de porta-enxertos, como
para multiplicagdo comercial, pois a depender do grau de poliembrionia das
sementes esse atributo vai determinar maior ou menor facilidade para a
multiplicagdo por sementes. Sendo assim, um porta-enxerto comercial deve
apresentar diversas caracteristicas como: alto numero de sementes por embrido,
alta produgao de sementes/fruto e alta taxa de poliembrionia. No que se refere a
producao de hibridos utilizando métodos convencionais de melhoramento a
preferéncia é pela monoembrionia do parental feminino devido a formacao de
individuos zigdticos (Passos et al. 2006, Nakano et al. 2013, Santos et al. 2015).

A variedade copa por ser responsavel pelas caracteristicas dos frutos &
escolhida de acordo com o mercado a ser explorado, seja ele para o mercado
de suco ou de consumo in natura, ou variedades com ambas as finalidades. O
porta-enxerto, nesse contexto exerce influéncia importante sobre a copa, como
vigor, produtividade, precocidade de produgdo, composi¢cbes organica e
inorganica das folhas e frutos e absorcao de nutrientes. Na escolha de um bom
porta-enxerto além de caracteristicas principais outras também devem ser
consideradas como a adaptabilidade as caracteristicas edafoclimaticas regionais
e a tolerancia e/ou resisténcia a pragas e doencas (Bastos et al. 2014).

Em relagdo as cultivares-copa para producdo de frutos de mesa, o
melhoramento genético de citros busca gendtipos que produzam frutas
saborosas, faceis de descascar, sem sementes, de coloragdes intensas da
casca, da polpa e do suco, com épocas de produgdo mais precoces € mais
tardias, com alto teor de sdlidos soluveis e acidez equilibrada (Oliveira et al.
2011a, Oliveira et al. 2011b). Quanto as cultivares-copa para industria, tém-se
direcionado o melhoramento genético para maior produgao de solidos soluveis
(SS) por area cultivada, maior porcentagem de suco por fruto e ampliagdo do
periodo de colheita (Spiegel-Roy e Goldschmidt 2008, Oliveira et al. 2014).

Os citros apresentam grande diversidade, em fungdo de sua genética e
biologia, parte dessa diversidade encontra-se armazenada em importantes
bancos de germoplasma, localizados no Centro APTA Citros Sylvio Moreira,
vinculado ao Instituto Agronémico de Campinas (IAC), em Cordeirépolis, SP, na
Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas, BA, no Instituto
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Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), em Valéncia, na Espanha, no
USDA, em Riverside, na Califérnia, Estados Unidos, no National Citrus
Germplasm Repository (NCGR), em Beibei, na China dentre outros (Machado et
al. 2005, Oliveira et al. 2014).

A ampliagdo do numero de variedades com potencial para utilizagdo em
plantios comerciais tem sido responsabilidade do Instituto Agronémico de
Campinas (IAC), através do Centro APTA Citros Sylvio Moreira, aonde vem
desenvolvendo pesquisas com o objetivo de avaliar e ampliar acessos
pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de Citros, com o objetivo de
ampliar a oferta de variedades para o segmento tanto industrial como para o
consumo in natura (Petry 2017). O Centro APTA Citros Sylvio Moreira/IAC realiza
também melhoramento genético de citros via cruzamentos dirigidos. Novos
hibridos entre tangor (Citrus reticulata x Citrus sinensis) cv. ‘Murcott’ e laranja
(Citrus sinensis) cv. ‘Pera’ tem sido obtida pelo IAC. As novas variedades se
encontram em fase de avaliagdo agrondmica e de qualidade de frutos e de suco
(Petry 2017).

Devido a elevada ocorréncia de mutagdes somaticas, culminando no
surgimento de novos alelos favoraveis com caracteristicas desejaveis e que se
adaptam aos sistemas de producéo utilizados pelos produtores, um dos métodos
tradicionais mais utilizados objetivando o alcance mais rapido de tais
caracteristicas refere-se a introdugdo de material genético visando a posterior
aplicacao da selegado massal (Sobrinho et al. 2003).

Devido a particularidade das condigdes climaticas do Nordeste brasileiro,
alguns autores recomendam para a citricultura a utilizagdo de uma interagéo
porta-enxertos/copa com boas caracteristicas de adaptacdo as condicbes
climaticas, principalmente tolerantes a seca, o que possibilita diversidade de
respostas a deficiéncia hidrica, fato que possibilitara a diversificagao de materiais
que sustentem a citricultura (Brito et al. 2008).

Nesse cenario o sucesso de um pomar citrico passa diretamente pela
escolha do porta-enxerto. No entanto, ao se escolher o porta-enxerto deve-se
considerar principalmente o surgimento futuro de pragas e doengas. A histéria
da citricultura brasileira mesmo com seus problemas vem demostrando a

importancia advinda da diversificagado de variedades. E se observamos o atual
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cenario mundial com graves mudancgas climaticas, associado a globalizag&o
ressalta a importancia em se diversificar os pomares dentro da citricultura
levando em consideragao tanto variedades copas quanto variedades porta-
enxertos (Fialho Costa 2017).

2.6 Bioinformatica

A bioinformatica consiste em um campo interdisciplinar que une a
informatica a biologia e tem como meta aplicar e desenvolver técnicas
computacionais que possam ser utilizados em estudos da biologia molecular, da
genética e da bioquimica. Esse novo campo é de extrema importancia para a
construcédo de bases de dados contendo informagdes sobre genes e proteinas
dos organismos. O uso da bioinformatica além de permitir que novas técnicas
para o armazenamento e mapeamento das informac¢des extraidas dos genes
sejam estudadas e estruturadas, proporciona analises mais rapidas de diferentes
DNAs, no processo comparativo de variabilidade e na previsao de resultados de
analises (Wieczorek e Leal 2002, Gasparino et al. 2008).

Essas informagdes tais como: sequéncias de aminoacidos, nucleotideos
e proteinas que foram geradas ao longo de varios anos, sejam disponibilizadas
a comunidade cientifica através de grandes bancos de dados sendo eles
publicos ou privados, permitindo interagao entre diferentes grupos como também
0 acesso e adicdo de novos dados uteis para a manipulagdo. Sequéncias de
nucleotideos na ordem de milhdes de pares de bases sdo adicionadas ao banco
de dados publicos recebendo identificagdo unica chamada de acessos, evitando
a repeticdo de dados que serdo disponibilizados aos pesquisadores (Moraes
2003, Reis et al. 2011).

O principal banco de dados é o banco de genes sediado nos EUA
(GenBank), que disponibiliza todas as sequéncias publicamente disponiveis de
DNA, RNA e proteinas de diversos organismos, estando acessivel através do
National Center for Biotechnology Information (NCBI). O GenBank além de
informagdes com relagcdo a genes e proteinas, também fornece dados sobre
genomas completos, mapas génicos, taxonomia e informagdes sobre estruturas
proteicas (Benson et al. 2000, Reis et al. 2011). As analises computacionais

também tém sido utilizadas em estudos de taxonomia, filogenia e na busca por
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marcadores microssatélites de diferentes espécies (Tambarussi et al. 2009,
Melotto-Passarin et al. 2011, Sorkheh et al. 2016, Liu et al. 2016, Moraes Filho e
Martins 2016).

Varias sao as ferramentas que podem ser utilizadas dentro do NCBI
dentre elas temos o Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) que serve para
realizar comparagdes entre as diferentes sequéncias de DNA estando envolvido
em analises locais de similaridade e o Open Reading Frame Finder (ORF-Finder)
que consiste em uma ferramenta grafica responsavel pela tradugdo de
sequéncias de DNA/RNA. O algoritimo CLUSTAL diferentemente do BLAST tem
como fungdo a execugao de alinhamentos multiplos no qual as sequéncias
envolvidas sdo analisadas em niveis globais de similaridade (Altschul et al. 1990,
Page 1996, Thompson et al. 1997, NCBI 2018).

Estudos relacionados com a analise comparativa de sequéncias tém sido
realizados com o objetivo de avaliar as similaridades entre as sequéncias como
propiciar a reconstrugdo da historia evolutiva das espécies e das familias
multigénicas, nesse ambito foi desenvolvido o Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA), um programa importante para analise de caracteres
relacionados com a evolugdo, que pode ser utilizado para analises com
sequéncias nucleotidicas, proteicas e marcadores moleculares (Kumar et al.
2004, Tamura et al. 2007). Dentro do programa MEGA podem ser encontrados
algoritmos como Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means
(UPGMA), maxima parcimbnia e Neighbor-doinning (NJ) que possibilita a
verificagdo de dados filogenéticos através da obtengao de dendrogramas (Eck e
Dayhoff 1965, Fitch 1971, Sneath e Sokal 1973, Saitou e Nei 1987, Kumar et al.
2004).

O conjunto de genes de um organismo € denominado genoma. Nas ultimas
décadas grandes avangos nessa area tém sido obtidos com o desenvolvimento
da bioinformatica e de métodos de sequenciamento automatico de DNA cada
vez mais eficientes. Os primeiros trabalhos de sequenciamento do genoma no
mundo para as especies de Citrus e de géneros proximos, foi realizado em
diversos paises para variedades de laranja-doce, “Clementinas”, na Espanha,

tangerineira “Ponkan”, Poncirus trifoliata e limoeiro “Cravo”, no Brasil e nos
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Estados Unidos, Brasil para variedades de toranja, e para o citrangeiro “Carrizo”,
nos Estados Unidos (Oliveira et al. 2014).

A primeira espécie pertencente a familia Rutaceae a ter o sequenciamento
do genoma concluido foi a espécie Citrus sinensis cv. Valéncia no ano de 2013,
sendo selecionado por se tratar de uma das laranjeiras mais importantes,
cultivada no mundo todo e destinada principalmente para a produg¢ao de suco de
laranja (Xu et al. 2013). O Consorcio Internacional do Genoma de Citrus (ICGC)
no ano de 2014, publicou o sequenciamento de nove espécies do género Citrus
incluindo a sequéncia de Citrus sinensis e Citrus clementina selecionada para
sequenciamento no ano de 2009 (Aleza et al. 2009, Wu et al. 2014). Em 2015 foi
sequenciado o genoma completo da espécie Zantoxylum piperitum uma espécie
de planta com o6leos aromaticos uteis na familia Rutaceae (Lee et al. 2016).
Atualmente existem no National Center for Biotechnology Information (NCBI)
cerca de oito géneros e dezoito espécies pertencentes a familia Rutaceae, com

sequenciamento completo do genoma disponivel no banco de dados.

2.7 Genoma plastidial

Os plastidios se caracterizam por possuir organelas com fungdes
armazenadoras, e sao classificados de acordo com a coloragdo que adquirem
quando maduros em cloroplastos, cromolasto, amiloplastos e leucoplastos,
possuem uma membrana dupla, da origem dos plastideos em decorréncia de
uma relagdo endossimbidtica entre uma célula nao-fotossintetizante e uma
cianobactéria resultando nas duas membranas (Cavalier-Smith 2000, Raven et
al. 2001).

O cloroplasto € uma organela presente em algas e plantas, tendo como
principal funcdo a realizacdo da fotossintese. O genoma dessa organela
citoplasmatica € independente do genoma nuclear e a herangca é
predominantemente materna, possui seu proprio DNA genémico (cpDNA) e
conformacgao circular (Palmer 1991, Timmis et al. 2004, Raubeson e Jansen
2005, Bock 2007, Xiong et al. 2009). No entanto, os cloroplastos também s&o
responsaveis por diversas vias metabdlicas essenciais para planta, como

biossintese de aminoacidos, pigmentos e vitaminas (Taiz e Zeigler 2004).
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No estudo da evolugdo das plantas, uma ferramenta muito util e
amplamente utilizada € o DNA de cloroplasto (cpDNA). Genomas de cloroplasto
geralmente variam de 100 a 200 kb sendo composto por duas regides repetidas
e invertidas denominadas IRA e IRB que separam as duas regides de copia
unica: uma curta (SSC) e uma regido longa (LSC). Essas regides incluem genes
ribossomais e genes plastidiais e se caracterizam por apresentar um alto grau
de conservagdo em tamanho, estrutura, ordem linear dos genes e conteudo
genético (Provan et al. 2001, Chumley et al. 2006, Shaw et al. 2007, Avise 2009,
Green et al. 2011).

Os genomas plastidiais geralmente possuem os genes 16S, 23S, 5S e 27-
31 genes de RNA transportador (tRNA) que sdo suficientes para a tradugao de
todos os aminoacidos, trés genes para a subunidade da RNA polimerase, genes
para o fotossistema |, fotossistema II, citocromo e sintese de ATP com
aproximadamente 80 proteinas (Green et al. 2011, Huang et al. 2013).

O cpDNA contém uma capsula extracelular além de informagdes
genéticas que sdo codificadas nas proteinas enzimaticas e estruturais. Suas
sequéncias nucleotidicas sdo consideradas conservadas tornando esse DNA
uma importante fonte de evidéncia no que tange as relagdes evolutivas entre
taxas fotossintéticas. O cpDNA se tornou uma ferramenta bastante importante
no que diz respeito a sua utilizagdo principalmente em estudos que envolvem
filogenia e evolugdo de espécies pois oferece diversas vantagens como possuir
natureza ndo recombinante, heranga uniparental e abundéancia na célula (Provan
et al. 2001, Nishikawa et al. 2002, Dhingra e Folta 2005, Provan 2008).

Os genomas plastidiais tém sido alvo de diversos estudos principalmente
como em trabalhos de filogeografia com uso de genes e espacgadores
intergénicos (Pfeil et al. 2008, Scarcelli et al. 2011, Apeelhans et al. 2018, Wu et
al. 2018), como em trabalhos de filogenia com o objetivo de determinar as
relagdes entre as espécies como para a identificagdo molecular de plantas
(Chumley et al. 2006, Groppo et al. 2008, Tambarussi et al. 2009, Penjor et al.
2013, Morton e Telmer 2014, Fu et al. 2017) geralmente utilizando os genes rbcL,
matK e o trnH-psbA (CBOL 2009).
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2.8 Filotaxonomia

A familia Rutaceae pertence a ordem Sapindales que consta de nove
familias, sendo representada no Brasil por seis familias incluindo: Burseraceae
com 18 géneros e 540 espécies. No Brasil ocorrem 104 espécies sendo 21 delas
de ocorréncia restrita ao pais. Meliaceae com cerca de 50 géneros e 550
espéecies, no Brasil consta de 88 espécies sendo 32 espécies endémicas do pais,
Simaroubaceae com cerca de 22 géneros e 109 espécies, no Brasil ocorrem 6
géneros e 30 espécies, sendo 14 delas endémicas ao pais, com diversidade
concentrada na Amazdénia e na Mata Atlantica, Anacardiaceae com 81 géneros
e 800 espécies, sendo representada no Brasil por 14 géneros e 55 espécies e
Sapindaceae com aproximadamente 133 géneros e 1.450 espécies, e no Brasil
ocorrem 22 géneros e 380 espécies. A ordem é composta por plantas lenhosas
e um grande potencial secretor como, por exemplo, 6leos, latex e resinas s&o
observados dentro do grupo (Barroso et al. 1991, Daly e Perdiz 2017, Flores
2017, Silva-Luz e Pirani 2017, Pirani et al. 2017b; Pirani e Silva-Luz 2018).

A subfamilia Aurantioideae pertence a familia Rutaceae sendo composta
por 33 géneros e cerca de 200 espécies, com ampla distribuicdo mundial, mais
especificamente em zonas tropicais e subtropicais (Swingle e Reece 1967). Em
um estudo realizado por Carpenter e Reece (1969) com base em dados
morfolégicos e anatdémicos dividiram a subfamilia em duas tribos: Clauseneae e
Citreae. A tribo Citreae é composta por trés géneros de interesse econémico
(Citrus, Poncirus e Fortunella), e esses géneros se caracterizam por apresentar
semelhancgas entre si, como por exemplo, fraca barreira reprodutiva culminando
na geragao de hibridos tornando-os taxonomicamente complexos (Guerra et al.
2000).

A familia Rutaceae €é wuma familia de Ilarga distribuigéo,
predominantemente tropical e subtropical, possuindo cerca de 160 géneros e
1900 espécies, distribuidas em regides umidas e temperadas, com grande
ocorréncia na América tropical, sul da Africa e Australia (Groppo et al. 2008,
Pirani e Silva-Luz 2018).

Devido a ampla distribuicdo geografica aliada a sua diversidade
morfolégica que inclui uma grande variedade de flores, frutos e habitos de

crescimento, os membros da familia Rutaceae tém sido tradicionalmente
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divididos em subfamilias, tribos e subtribos (Engler 1931). Embora estudos
filogenéticos com base em dados moleculares tenham mostrado o monofiletismo
da subfamilia Aurantoideae que envolve o género Citrus (Chase et al. 1999,
Poon et al. 2007, Groppo et al. 2008, Groppo et al. 2012, Morton e Telmer 2014),
no entanto todas as outras subfamilias com mais de um género como ocorre em
Flindersioideae, Rutoideae e Toddalioideae quase todas as tribos ndo sao
monofiléticas e a partir dessas constatagdes varios rearranjos foram propostos
com base em dados moleculares (Chase et al. 1999, Poon et al. 2007, Groppo
et al. 2008, Salvo et al. 2008, Morton e Telmer 2014).

Filogenia molecular de acordo com Li (2000), € definida como sendo o uso
de sequéncias de acidos nucleicos e aminoacidos, elementos transponiveis, e
outros marcadores para a obtengao de informacdes sobre as relagdes evolutivas
entre os organismos e seus genes. O resultado de uma analise filogenética
molecular é expresso numa arvore filogenética, sendo esta uma das principais
formas de se representar a filogenia dentro de um grupo, outra forma seria
através de uma matriz numérica onde esses numeros expressariam o quanto
cada uma das espécies esta proxima da outra dentro do grupo analisado (Hillis
e Moritz 1996, Felsentein 2004).

A aplicagao de analises filogenéticas iniciou como uma ferramenta usada
principalmente por taxonomistas na classificacdo de organismos. No entanto,
esses sistemas filogenéticos procuram utilizar todas as informagdes disponiveis
a respeito das espécies envolvidas, como também relacionar essas espécies
segundo sua afinidade baseada em ancestralidade e descendéncia (Amorim
2002, Hall 2008).

Os tipos de analises utilizadas no desenvolvimento de arvores
filogenéticas sdo as fenéticas e cladisticas (Avise 1994). A metodologia
cladistica se baseia na histéria evolutiva comum entre membros do mesmo
grupo, sendo correlacionado mais com membros do mesmo grupo do que com
outros organismos (Marouelli 2009). Entre os métodos cladisticos mais utilizados
na reconstrugcédo filogenética pode-se citar o método de Maxima parciménia
(Farris 1983), Maxima verossimilhanga (Edwards e Cavalli-Sforza 1964), e
analise bayesiana (Huelsenbeck et al. 2001). Portanto, o uso da metodologia

cladistica, com dados moleculares somados com os avangos na computacao
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tem sido bastante importante na realizagdo de diversos trabalhos nos ultimos
anos principalmente na area de sistematica vegetal, sendo responsaveis por
mudangas no panorama da visao interna de varias familias botéanicas, como por
exemplo, a familia Rutaceae (Bruniera 2010).

O método de maxima parciménia faz a busca por arvores que minimiza o
comprimento total da arvore ou o numero de passos que se faz necessario para
explicar os padrdes verificados nos dados (Swofford et al. 1996). A analise de
maxima parcimdnia faz avaliagdes nas arvores, tracando perfis até a obtencao
de uma arvore com menor escore. Como essas analises geram normalmente
mais de uma arvore, deve-se escolher pela arvore de maior consenso que
apresente o maior grau de concordancia entre as arvores obtidas em uma dada
analise filogenética (Marouelli 2009).

O método ainda permite que durante a busca sejam realizados diversos
rearranjos com o objetivo de aumentar a probabilidade de efetuar todo o arranjo
parcial das arvores obtidas (Marouelli 2009). A melhor arvore € aquela que
apresenta um menor numero de mudangas ao longo dos ramos e os testes de
confianga para as arvores resultantes de uma analise filogenética e realizado
geralmente pelo bootstrap (Yang e Rannala 2012).

A taxonomia e filogenia que envolve os géneros da familia Rutaceae, além
de diversos estudos e ainda controversas devido, principalmente, a fatores
como: longa histéria de cultivo, poliembrionia na maioria das espécies, altas
taxas de mutagdo e a ampla compatibilidade sexual entre o género Citrus e
géneros relacionados (Handa et al. 1986, Nicolosi et al. 2000, Pang et al. 2003).

Devido a isto estudos realizados com marcadores moleculares vém sendo
explorados principalmente em espécies de Cifrus, pois os sistemas de
classificagao tradicionais que sado baseados em caracteres morfolégicos s&o
incapazes de resolver a historia evolutiva da familia (Swingle 1943, Tanaka 1977,
Chase et al. 1999, Poon et al. 2007, Groppo et al. 2008, Morton e Telmer 2014).

Apesar de amplamente usados, marcadores baseados em caracteristicas
dos frutos n&o sdo adequados para estabelecer grupos em Rutaceae (Groppo et
al. 2008). O estudo com marcadores moleculares tem mostrado grandes

avancgos na compreensao do status de classificacdo de numerosas espécies de
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Citrus (Pang et al. 2003, Groppo et al. 2008, Groppo et al. 2012, Morton e Telmer
2014).

Os dados da sequéncia molecular revolucionaram os estudos evolutivos
e aumentaram imensamente a resolugdo das arvores filogenéticas (Patil et al.
2015). Esses marcadores podem ser do tipo genes nucleares que s&o os introns
ITS (Intenal Transcibed Spacer) do DNA ribossomal nuclear (nrDNA), que
correspondem aos espagadores ITS1 e ITS2, os quais separam os genes 18S;
5,8S e 26S ou marcadores plastidiais (matK, rbcL, trnL, trnl-F, ndhF e atpB)
(Soltis et al. 1998). Genes mitocondriais, nucleares e de cloroplastos tem sido
bastante empregado para o estudo da variagcdo de sequéncias em nivel de
género entre esses podemos citar o gene rbcL analisado em diversos estudos
para abordar a sistematica de plantas (Chase 1993, Groppo et al. 2008, Morton
e Telmer 2014).

Os introns ITS por evoluirem rapidamente e apresentar um alto grau de
polimorfismo sdo bastante utilizados em estudos filogenéticos com consideravel
resolucdo em niveis taxondmicos mais baixos como género e espécie. Ja as
regides codificadoras do DNA ribossomal (rDNA) evoluem lentamente e s&o
altamente conservadas com isto a resolugao se da em niveis taxondmicos mais
elevados (Baldwin et al. 1995, Doyle e Luckow 2003). A utilizagdo de sequéncias
de ITS também tem sido bastante util em estudos filogenéticos em niveis
infragenéricos em plantas de varias familias, devido as suas rapidas taxas de
evolugdo de sequéncias como também alta taxa de substituicdo nucleotidica
(Baldwin 1992, Baldwin et al. 1995).

O gene rbcl, que codifica a maior subunidade da ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase oxidase (RuBisCO) &€ um gene bastante utilizado em estudos que
envolvem a sistematica de plantas, por possuir taxa de evolucao lenta, com isso
apresenta uma consideravel resolugdo em niveis taxonémicos mais elevados,
como familia (Chase et al. 1993, Pinto 2015). O gene rbcL também apresenta a
vantagem de ser facilmente amplificado e sequenciado na maioria das plantas
terrestres sendo considerado como um Jocus de referéncia em estudos
filogenéticos, resultando em um posicionamento confiavel de um taxon num

género e/ou familia (Kress e Erickson 2007).
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A filogenia baseada em marcadores plastidiais tém revelado informacdes
importantes para a compreenséo da familia Rutaceae. Além do rbcL o gene matK
esta sendo visto como potencial candidato para o estudo da sistematica e
evolugdo das plantas. Esse gene apresenta um tamanho de 1500 pb e se localiza
dentro do intron do trnK e codifica para a proteina maturase, que por conseguinte
esta envolvida no processamento dos introns do grupo Il. Os exons do gene trnK
que flanqueiam o matK foram perdidos deixando o gene intacto (Notredame et
al. 2000, Selvaraj et al. 2008).

Penjor et al. (2013) conseguiram informagdes uteis a partir de um estudo
filogenético utilizando o gene matK em espécies de Citrus. A analise do gene
matk pode ser util para estudar a filogenia dos géneros incluidos em
Aurantioideae, devido a possuir um tamanho ideal, alta taxa de substitui¢ao,
grande propor¢ao de variagao no nivel de acido nucleico na primeira e segunda
posicao do codon e taxas de mutacdo mais rapida em comparagdo com outros
marcadores utilizados para reconstrugdes filogenéticas, como o gene rbcL.
Essas caracteristicas do gene matK s&o exploradas para resolver os
relacionamentos entre a familia e a espécie (Olmstead et al. 1994, Hilu et al.
1997, Selvaraj et al. 2008).
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Potencial para uso industrial e consumo in natura de laranja na Microrregiao de
Garanhuns

Allan Deyws Francisco da Silva'; Mairon Moura da Silva?; Jesuito Bernardo de
Araujo®; Romulo Maciel de Moraes Filho!; Rosimar dos Santos Musser!

RESUMO

O Brasil ¢ atualmente o principal produtor mundial de laranjas e o maior exportador do
suco da fruta, sendo esta cultura de grande importancia social e econdmica para o pais. O
Nordeste brasileiro apresenta grande potencial para o cultivo de espécies do género
Citrus, no entanto nao apresenta grande representatividade nacional, onde a producao ¢
monopolizada pelo Estado de Sao Paulo. O presente trabalho teve como objetivo avaliar
o potencial para consumo in natura e industrial de 14 variedades de laranjas (Citrus
sinensis) nas condigdes da microrregido de Garanhuns, no agreste pernambucano. Para
tal, foram analisadas as seguintes caracteristicas morfo-agrondmicas: altura da planta;
didmetro e volume da copa; didmetro do caule acima e abaixo da linha de enxertia;
indice de compatibilidade; caracteristicas de qualidades fisicas e quimicas dos frutos. O
delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso com trés repeti¢des € uma
planta por parcela. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As variedades atendem as
exigéncias para o consumo in natura exibindo como principais vantagens o tamanho dos
frutos e s6lidos soliveis com valores superiores ao exigido pelo mercado. As variedades
Hamlin 02, Sunstar, Pineapple, Péra D6, Péra D9 e Valéncia Tuxpan apresentaram
tamanho dos frutos, rendimento do suco e acidez titulavel adequados aos padrdes
minimos exigidos para a industria, com restri¢do apenas no nimero de sementes que

revelaram valores superiores ao exigido pelas industrias de suco.

Palavras-chave: Citrus sinensis, Qualidade de Frutos, Fruticultura.
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ABSTRACT

Brazil is currently the world's largest producer of oranges and the largest exporter of fruit
juice, and this crop is of great social and economic importance for the country. The
Brazilian Northeast presents great potential for the cultivation of species of the genus
Citrus, however it does not present great national representability, where the production
is monopolized by the State of Sdo Paulo. The objective of this work was to evaluate the
potential for in natura and industrial consumption of 14 oranges (Citrus sinensis) in the
Garanhuns microregion in the Pernambuco State. For this, the following morpho-
agronomic characteristics were analyzed: plant height; shootsdiameter and volume; stem
diameter above and below the grafting line; compatibility index; characteristics of the
physical and chemical qualities of the fruits. The experimental design was in randomized
blocks with three replications and one plant per plot. The results were submitted to
analysis of variance and the means were compared by the Scott-Knott test at 5%
probability. The varieties meet the requirements for the in natura consumption, exhibiting
as main advantages the size of the fruits and soluble solids with values superior to the one
demanded by the market. The varieties Hamlin 02, Sunstar, Pineapple, Pear D6, Pear D9
and Valencia Tuxpan presented fruit size, juice yield and titratable acidity adequate to the
minimum standards required for the industry, with restriction only in the number of seeds

that revealed higher values than required by the juice industries.

Key Words: Citrus sinensis, Fruits Quality, Fruticulture

INTRODUCAO

O Brasil se destaca no cendrio mundial como principal produtor de laranjas, com
aproximadamente 14 milhdes de toneladas produzidas anualmente, sendo também no ano
de 2016 o maior exportador do seu suco, detendo 55% do mercado internacional (885 mil
toneladas por ano), resultando em um rendimento para o pais de cerca de US$ 860 (MAPA
2016, IBGE 2017). Os principais importadores do suco brasileiro de laranja sdo a Unido
Europeia (66,7%), Estados Unidos (20,7%), Japao (4,7%) e China (2,9%) (USDA, 2017).
No contexto atual, o Brasil possui uma area plantada de 738,658 mil ha ressaltando sua
grande importancia social com a geracdo de 500 mil empregos no ano de 2017 (IBGE

2017).
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No Brasil, o Estado de Sao Paulo se caracteriza como o principal polo citricola,
respondendo por 70,2% da produgao nacional, seguido de outros cinco estados que também
detém uma parcela significativa de produtores de laranja, sendo eles: Bahia (7,5%), Minas
Gerais (6,1%), Parana (5,1%), Sergipe (3,3%) e Rio Grande do Sul (2,7%). Unidos somam
cerca de 100% da producdo de laranja do pais (IBGE 2017). O Nordeste brasileiro
apresenta um alto potencial para a produgdo de citros, no entanto, ¢ responsavel por pouco
mais de 10% da producdo nacional onde sua producdo se concentra principalmente nos
Estados da Bahia, com 83 mil ha e 1,28 milhdo de toneladas anuais, ¢ no do Estado de
Sergipe (3,3%), com 44,7 mil ha cultivados e producao anual de 508 mil toneladas (IBGE
2017).

A identificagdo de novas variedades adaptadas a regido Nordeste ¢ de grande
importancia e se justifica pela grande diversidade de clima da regido. Como também por
problemas fitossanitarios, a baixa incidéncia de doencas em relacdo a outras regioes do pais
e a vulnerabilidade no que se refere ao mercado de suco, que entre os anos de 2003 a 2016
apresentou uma queda de 18,54% (Almeida e Passos 2011, Anuario da citricultura 2017).

Devido as exigéncias do mercado, tanto para o consumo in natura como para o
processamento industrial, acompanhado da necessidade de diversifica¢do de cultivares, o
citricultor estd cada vez mais buscando a inovagdo de seus pomares através de variedades
que atendam as demandas de qualidade do mercado com boas caracteristicas. A avaliacao
da qualidade do fruto ¢ uma tarefa essencial, principalmente, na obtencdo de cultivares com
alta produtividade, coloracdo atraente, alto teor de suco, frutas com poucas sementes, bem
como um equilibrio entre o teor de agucar e acidez, com o objetivo de obter uma melhor
aparéncia e qualidade sensorial elevada (Machado et al. 2011, Schwarz 2011, Almeida et
al. 2012, Negreiros et al. 2014, Couto et al. 2018).

Estudos que envolvem a produgdo de frutas citricas bem como a avaliacdo de
caracteres quantitativos se referem a caracteristicas diretas de qualidade quanto a forma,
tamanho e peso dos frutos, solidos soluveis, acidez e rendimento em suco. Em paralelo
esses trabalhos visam a caracterizagdo dessas diversas espécies em diferentes condigdes
ambientais a fim de aumentar a eficiéncia no manejo da cultura (Fidalski et al. 2007,
Medeiros et al. 2013).

A colecdo de germoplasma de Citrus do Instituto Agronémico de Pernambuco

(IPA), Brejao-PE retine gendtipos que podem ser de grande importancia para a citricultura
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nordestina devido a sua alta diversidade genética (Moraes Filho et al. 2011) e de
caracteristicas morfoagronomicas (Moreira et al. 2013).

No citros os porta-enxertos afetam diversas caracteristicas horticolas e patolégicas
onde pode-se destacar: porte, longevidade das plantas, maturagdo, permanéncia dos frutos
na planta, peso, coloragdo do suco, teores de aglicares, acidos e outros componentes do
suco, absorcdo, sintese e utilizagdo de nutrientes, tolerdncia a pragas e doencas como
também fatores abidticos, como salinidade, seca, frio, produtividade; conservacao pos-
colheita e qualidade das frutas (Pompeu Junior 2005, Oliveira 2008).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo a avalia¢do de variedades
citricas quanto ao seu potencial industrial e consumo in natura, visando dar suporte a

selecdo para diversificagdo de pomares brasileiros.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada em um pomar com dez anos de idade e em plena produgao,
na Estacdo Experimental de Brejao do IPA, localizado no municipio de Brejao que pertence
a Microrregido de Garanhuns. Esta Microrregido apresenta altitude média de 820 m,
latitude 8° 53” S, longitude 36° 31° W, clima seco sub-imido, temperatura do ar média
mensal que varia entre 17 e 22°C ao longo do ano, com amplitude térmica média mensal
variando de 7 a 12°C e precipitacdo anual entre 850 a 1.300 mm. A microrregido possui
como solo predominante o Argissolo Vermelho Amarelo (Secretaria de Ciéncia,
Tecnologia e Meio Ambiente de Pernambuco 2006, INMET 2011).

No experimento foram utilizadas 14 variedades de laranjeiras (Tabela 1) enxertadas
sobre diversos porta-enxertos (Tabela 2), provenientes do Centro Nacional de Pesquisa de
Mandioca e Fruticultura Tropical (Embrapa-CNPMF). O experimento foi irrigado por
microaspersao, com base no monitoramento da agua no solo. Os tratos culturais e
operagdes de manejo foram realizados de acordo com as recomendagdes para a cultura.

O experimento foi conduzido de mar¢co de 2016 a novembro de 2016 com
delineamento em blocos ao acaso, trés repeticdes e uma planta por parcela, em
espacamento 6x4m. Em abril de 2016 foram realizadas mensuragdes do crescimento das
diversas variedades estudadas. As avaliagdes compreenderam:

Altura da planta (AP): tomada desde o solo até o topo da copa com o auxilio de

uma régua graduada em centimetros (cm), expresso em metros (m).
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Diametro da copa (DC): obtido através da mensuracdo no sentido paralelo e
perpendicular a linha de plantio, com uma régua graduada em centimetros, de acordo com
a metodologia proposta por Stenzel et al. (2005), expresso em metros (m).

Diametro acima (DAc) e diametro abaixo (DAb) da linha de enxertia: a avaliagao
da relacdo enxerto/porta-enxerto foi realizada a cinco centimetros acima e abaixo da linha
de enxertia com o auxilio de uma fita métrica. Obtendo-se a circunferéncia sendo
transformada, posteriormente, em diametro pela formula C = 2 @R, expresso em
centimetros (cm).

Volume da copa (VC): com base nos dados de altura da planta e didmetro da copa
foi calculado o volume da copa pela formula VC = AP x (DC/2)? x (2/3 x ), expresso em
m’,

indice de compatibilidade (IC): com base nos dados de didmetro do caule obteve-
se o indice de compatibilidade, consistindo na razdo aritmética entre porta-enxerto e
enxerto.

As andlises fisicas, fisico-quimicas e quimicas foram realizadas em quatro frutos
colhidos por parcela, de forma aleatoria, nos quatro quadrantes das plantas, na parte externa
da copa, a partir do inicio da maturacdo fisiologica segundo a metodologia adaptada
(Stenzel et al. 2005).

O periodo de colheita dos frutos compreendeu de abril a setembro de 2016. A
colheita dos frutos foi realizada mensalmente, a partir do inicio da maturagdo do fruto,
sendo observadas pela coloragdo uniformemente amareladas, semanalmente durante um
ano de producao.

As amostras de frutos foram acondicionadas em sacos plasticos transparentes
devidamente identificados e levadas ao Laboratdrio de Biologia Vegetal da UFRPE-UAG,
em Garanhuns-PE para as respectivas analises. As amostras foram transportadas em sacolas
térmicas para evitar o aquecimento e consequente perda de qualidade. As avaliagdes fisicas
compreenderam:

Massa do fruto (MF): medido com balanca digital com capacidade para 10 Kg,
expresso em gramas (g).

Diametro transversal (DTF) e Didmetro longitudinal do fruto em milimetros (mm)

(DLF): obtido com auxilio de um paquimetro digital, expresso em centimetros (cm).
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Espessura do endocarpo (EEN) e espessura do pericarpo mais mesocarpo
(EP+EM): realizada em quatro pontos distintos e semelhantes perfazendo a circunferéncia,
expresso em milimetros (mm).

Numero de sementes (NS): contagem e pesagem do niimero de sementes de cada
repeti¢do, expresso em gramas (g).

Rendimento do suco (RS): obtido através de esmagamento dos frutos em extratora
manual, posteriormente foi obtido o rendimento do suco por meio da relagdo massa do
suco/massa do fruto x 100, expresso em porcentagem (%).

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas e quimicas dos frutos, as analises
compreenderam:

Soélidos soluveis (SS): obtido através da leitura direta de uma aliquota de
aproximadamente 2 mL em refratometro manual (RHB-32ATC), expresso em °Brix.

Acidez titulavel (AT): determinada segundo metodologia descrita pelo AOAC
Official Methods of Analysis (AOAC, 2005), que utiliza 5 g de suco para ser titulado com
solu¢do de hidroxido de so6dio (NaOH) a 0,IN e indicador fenolftaleina 1% sendo o
resultado expresso em percentagem de 4cido citrico.

Teor de vitamina C (&cido ascorbico): determinado pelo método titulométrico,
utilizando 2,6 diclofenol indofenol, segundo metodologia descrita pela AOAC Official
Methods of Analysis (AOAC 2005) em triplicata, sendo expresso em mg de acido
ascorbico por 100 mL de suco.

Ratio (ou indice de maturacdo): que ¢ a razdo aritmética entre os solidos soluveis
totais e a acidez, calculado pela féormula (SS/AT);

Potencial Hidrogenidnico (pH): obtido pelo método direto em potencidometro (Modelo
Jenway) higienizado e calibrado.

Os dados de crescimento das plantas e das andlises fisicas, fisico-quimicas e
quimicas dos frutos foram submetidos a analise de variancia e teste de comparagiao de
médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade, processados pelo software SISVAR versdo
5.6 (Ferreira 2011).

RESULTADOS E DISCUSSOES
Com base na ANOVA observaram-se diferencgas significativas (p<0,05) pelo teste
de Scott-Knott para as varidveis: altura da planta, didmetro abaixo da linha de enxertia e

indice de compatibilidade (Tabela 3).
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A avaliacdo realizada em abril de 2016 em relagao a altura da planta (AP) mostrou
valores que variaram entre 2,40 m e 4,20 m (Tabela 3). Com destaque para a variedade
Salustiana com maior crescimento em abril/2016 em contrapartida temos e a Westin com
o menor crescimento (Tabela 3). O maior crescimento observado na variedade Salustiana,
estd de acordo com suas caracteristicas morfologicas que segundo Agusti (2000) apresenta
porte médio e tendéncia a crescer verticalmente. O menor crescimento da variedade Westin
(Tabela 3), pode ser confirmado também por suas caracteristicas morfologicas que de
acordo com Oliveira et al. (2014), apresenta copa de grande porte e que cresce mais no
didmetro do que na altura. Vale ressaltar a importancia da obten¢do de plantas com porte
baixo a médio devido principalmente a facilidade nos tratos culturais e colheita, pois esta
exerce influéncia principalmente na producao (Westephalen 2008).

Para os parametros, didmetro de copa (DC), volume de copa (VC) e diametro acima
da linha de enxertia (DAc), ndo houve diferencas significativas entre as variedades
estudadas, mostrando a estabilidade das plantas com relagdo a esses parametros,
evidenciando que os mesmos ndo podem contribuir para a escolha de variedade (Tabela 3).

Na avaliagdo de abril/2016 para o DAb houve a formacao de dois grupos, sendo o
maior didmetro obtido pela variedade Valéncia Tuxpan (17,55 cm), revelando que houve
um maior crescimento do porta-enxerto, € o menor didmetro obtido pela variedade Péra D6
(12,12 cm), mostrando que houve uma pequena variagao no crescimento do porta-enxerto
(Tabela 3).

Valores de indice de compatibilidade (IC) mais préximos a um reflete um bom
pegamento entre o porta-enxerto e a copa (Negreiros et al. 2010), e os resultados mostraram
que as variedades Hamlin 02, Lima, Péra D6, Péra D9 e Péra D12 (Tabela 3) apresentaram
um indice mais proximo de um, indicando um maior grau de compatibilidade na relagdo
enxerto/porta-enxerto.

Para massa dos frutos (MF), as variedades Baianinha 03 ¢ Midsweet apresentaram
a maior média (237,50 g) entre as variedades (Tabela 4). Para o mercado de laranjas in
natura os frutos ndo devem apresentar peso menor que 150 g (Domingues et al. 2003),
portanto neste estudo pode-se observar que a laranjeira Péra D6 (137,08 g) ndo atendeu ao
padrdo exigido (Tabela 4).

Para o rendimento do suco (RS) foi observado uma variacao entre 65,22% a 78,94%
(Tabela 4), estando acima da média, de acordo com Negreiros et al. (2014). Os valores

observados na Tabela 3 indicam que os frutos apresentaram valores superiores a0 minimo
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exigido pela industria que ¢ de 40% (Koller 1994), e também mostraram valores superiores
ao minimo exigido para o consumo in natura que de acordo com o Programa Brasileiro
para Modernizagao da Horticultura ¢ de 35% (CEAGESP, 2011).

Nao foram observadas sementes nos frutos nas variedades Bahia 101 e Baianinha
03 (Tabela 4). Em um estudo realizado por Medeiros et al. (2013) com as variedades
Bahia 101 e Baianinha 03, foi evidenciada a auséncia de sementes em seus frutos. E
importante destacar que o pequeno niimero ou a auséncia de sementes ¢ um dos requisitos
de qualidade de frutos citricos (Oliveira e Scivittaro 2011).

A avaliacdo externa dos frutos engloba atributos geométricos e fisicos, os quais
influenciam diretamente a aceitabilidade por parte dos consumidores (Reis et al. 2016). As
dimensdes externas apresentaram diferencas significativas entre as variedades. O didmetro
transversal do fruto (DTF) variou entre 60,09 mm (Péra D6) a 74,90 mm (Baianinha 03) e
o didmetro longitudinal dos frutos (DLF) entre 63,53 mm (Péra D6) a 78,78 mm
(Midsweet) (Tabela 4). Todas as variedades estdo dentro dos limites satisfatorios de
comercializacdo que ¢ de 53 mm (Irtwange 2006). Com base nos dados os frutos se
mostraram promissores tanto a industria que tém preferéncia por frutos com valores por
volta de 70 mm, quanto ao consumo in natura que tem preferéncia por frutos maiores que
70 mm (Petto Neto e Pompeu Junior 1991).

Frutos com menor espessura de casca exibem um maior aproveitamento do produto
tanto para a induastria no que diz respeito ao rendimento de suco como também para o
consumo in natura, atribuido a facilidade no descascamento (Oliveira et al. 2010). A menor
espessura do epicarpo mais mesocarpo (EP+EM), foi obtida pela variedade Péra D6 (2,74
mm) e a maior espessura foi obtida na variedade Midsweet (4,98) (Tabela 4). Na espessura
do endocarpo (EEN) ndo foi observada diferenga significativa entre as variedades
estudadas, portanto esse parametro ndo serve para auxiliar na classificacdo das variedades
em questdo (Tabela 4).

Os valores para solidos soluveis (SS) evidenciaram a laranjeira Bahia 101 (12,93
°Brix) (Tabela 5) com a maior média entre as variedades. Os resultados apresentados na
Tabela 4 indicam que todas as variedades estdo dentro do minimo estabelecido para o
consumo in natura que ¢ de 9,0 °Brix (CEAGESP 2011). Para frutos com finalidades
industriais o padrao minimo exigido ¢ de 10,50° Brix (Brasil 2009). De acordo com os
resultados as variedades Lima (9,86 °Brix), Péra D6 (9,93 °Brix) e Valéncia Tuxpan (9,46

°Brix) ndo se enquadram nos padrdes minimos exigidos (Tabela 5).
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A acidez titulavel (AT) minima observada foi de 0,07% de acido citrico para a
variedade Lima, e maxima de 1,62% de acido citrico para a variedade Hamlin 02 (Tabela
5). Esse valor minimo observado para a variedade Lima confirma sua classificagdo de
laranja de baixa acidez de acordo com o Programa Brasileiro para Modernizagdo da
Horticultura (CEAGESP 2011). Com base na AT as variedades Bahia 101, Baianinha 03,
Lima, Péra D12, Westin, Salustiana e Rubi se enquadram no mercado de fruta in natura
devido ao valor menor que um para a AT. J4 as variedades Hamlin 02, Sunstar, Pineapple,
Péra D6, Péra D9, Valéncia Tuxpan e Midsweet, se direcionam mais para a indudstria por
apresentar porcentagens de acido citrico acima de um (Pereira et al. 2006).

Os valores recomendados para a relacdo SS/AT se dao entre 10,0 a 18,0 para a
industria e 8,0 a 15,4 para o consumo in natura diante disto apenas a variedade Hamlin 02
(6,89) ndo se enquadrou dentro do intervalo estabelecido tanto para a industria como para
o consumo in natura. Ja as variedades Bahia, Rubi, Sunstar, Péra D12, Westin, Salustiana
e Pineapple com valores entre 10,42 a 17,47, estdo dentro dos limites estabelecidos para
ambas as finalidades. No entanto as variedades Baianinha 03, Péra D6, Péra D9, Valéncia
Tuxpan e Midsweet com valores que variaram de 8,56 a 9,65 (Tabela 5), se enquadram nos
limites estabelecidos apenas para frutas de mesa (Salibe 1977, Chitarra e Chitarra 2005,
Ceagesp 2011). Devido a sua baixa acidez, a variedade Lima (133,33) obteve um alto valor
na relacdo solidos soluveis/acidez tituldvel (Tabela 5), resultado que também foi observado
por Medeiros et al. (2013).

O teor de vitamina C (4cido ascorbico) variou entre 31,45 mg/100 mL e 48,41
mg/100 mL de suco (Tabela 5), resultado que difere do observado por Medeiros et al.
(2013) trabalhando com as mesmas variedades. Os autores observaram um maior teor de
acido ascorbico na variedade Péra D9 (69,71 mg/100 mL de suco) e o menor teor na
variedade Hanlim 02 com 25,16 mg/100 mL de suco. Em um estudo com seis variedades
citricas Couto et al. (2018) observaram na variedade Baianinha um valor de 55, 36 mg/100
mg de suco, diferindo do valor para a variedade observada no estudo.

Nos citros os porta-enxertos exercem influéncias significativas sobre as diversas
caracteristicas morfo-agrondmicas € no que tange aspectos fisicos, quimicos e fisico-
quimicos (Pompeu Junior 2005). Portanto com base nos dados apresentados nas Tabelas 3;
4 e 5 verificasse que os porta-enxertos utilizados exerceram influéncias positivas nas

variedades estudadas, com destaque para o porte das plantas, tamanho dos frutos,
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rendimento do suco, teores de aglicar e acidez acima do padrdo minimo exigido para o

consumo in natura e/ou processamento industrial.

CONCLUSOES

Existe diversidade fenotipica nas variedades estudadas com possibilidades de ganho
genético pela sele¢do de individuos superiores.

Para as condi¢des edafoclimaticas da Microrregido de Garanhuns as variedades
Bahia 101 e Baianinha 03 enxertadas sobre o hibrido CLEO-SW-264, as variedades Westin
e Lima enxertadas sobre o hibrido LVK-CLEO-264, a variedade Salustiana enxertada sobre
o hibrido LCR-CLEO-264, e a variedade Péra D12 enxertada sobre o hibrido LVK-CLEO-
226 atendem as exigéncias para o consumo in natura exibindo como principais vantagens
competitivas que elevam o potencial dessas variedades.

Apesar do niimero de sementes dos frutos das variedades Hamlin 02, Sunstar,
Pineapple, Péra D6, Midsweet e Rubi enxertadas sobre o hibrido LVK-CLEO-264, a
variedade Péra D9 enxertada sobre o hibrido LCR-LVK-CLEO e a Valéncia Tuxpan
enxertada sobre o hibrido LVK-CLEO-226 encontradas nao serem adequados, o tamanho
dos frutos, rendimento do suco e acidez tituldvel sdo adequados aos padrdes minimos

exigidos pela industria.
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431  Tabela 1. Caracteristicas morfoagronomicas de 14 variedades da cole¢do de Citrus do

432 IPA - Brejao/PE

N°  Variedades

Caracteristicas*

1 Bahia 101

Conhecida como laranja de umbigo, maturacdo precoce sem
sementes, casca amarela, polpa suculenta, sabor acido e adocicado.
Alto teor de vitamina C.

2 Baianinha 03

Semelhante a Bahia 101, porém com fruto menor.

Apresenta fruto pequeno, maturagdo precoce, casca fina e amarelada,

3 Hamlin 02 baixo teor de suco, poucos agucares e ligeiramente acido. Indicada
para producdo de suco concentrado. Altamente produtiva.
Pertence ao grupo das laranjas sem acidez, maturag@o precoce, casca
4 Lima fina, amarela esverdeada, doce e suculenta. Indicada para consumo in
natura.
Apresenta frutos esféricos, maturagdo precoce, casca pouco espessa,
5 Rubi cor laranja intensa, com suco bastante saboroso, servindo para o
consumo ao natural ou industrializado. Altamente produtiva.
6  Sunstar Maturacdo em meia-esta¢do, frutos com acidez, muitas sementes,
7  Pineapple produtividade alta.
8 PéraDé6 As trés variedades apresentam maturagdo tardia, formato alongado
9 Péra D9 casca lisa, fina, amarela. Polpa suculenta, de sabor adocicado e
10 PéraD 12 levemente acido. Indicado para consumo in natura.
11 Valéncia Casca grossa suco amarelo forte e adocicado, frutos ovalados.
Tuxpan Indicados para consumo in natura e producao de suco concentrado.
Frutos esféricos casca pouco espessa, cor laranja intensa, suco
12 Westin bastante saboroso, servindo para o consumo ao natural ou

industrializado. Altamente produtiva.

13 Midsweet

Frutos de meia-estagdo, com acidez, muitas sementes, produtividade
alta.

14  Salustiana

Maturagdo precoce, frutos com acidez, produtividade alta.

433 *Caracteristicas descritas por Mattos Junior et al. (2005), Embrapa Mandioca e Fruticultura (2003) e Bastos

434 etal. (2014).
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Tabela 2. Copa e porta-enxerto de laranjeiras da cole¢do de citros do Instituto
Agronomico de Pernambuco, Brejao- PE

Laranjeiras Porta-enxerto

Bahia 101 Tangerina Cleopatra x Citrumelo Swingle - 264
Baianinha 03 Tangerina Cledpatra x Citrumelo Swingle - 264
Hamlin 02 Limao Volkameriano x Tangerina Cledpatra -264
Lima Limao Volkameriano x Tangerina Cledpatra - 264
Rubi Limao Volkameriano x Tangerina Cledpatra - 264
Sunstar Limao Volkameriano x Tangerina Cledpatra - 264
Pineapple Limao Volkameriano x Tangerina Cledpatra - 264
Péra D6 Limao Volkameriano x Tangerina Cledpatra - 264
Péra D9 Limoeiro Cravo x Limao Volkameriano x Tangerina Cledpatra
Péra D 12 Limao Volkameriano x Tangerina Cledpatra - 226

Valéncia Tuxpan
Westin
Midsweet
Salustiana

Limao Volkameriano x Tangerina Cledpatra - 226
Limao Volkameriano x Tangerina Cledpatra - 264
Limao Volkameriano x Tangerina Cledpatra - 264
Limoeiro Cravo x Tangerina Cledpatra - 264
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438  Tabela 3. Caracteristicas morfoagronomicas de variedades de laranja da colecdo de
439  Citrus em Brejdo-PE

. AP DC vVC DAc DAb

Variedades (m) (m) (m?) (cm) (cm) IC

Bahia 101 3,32 a* 3,66 a 24,14 a 13,89 a 17,18 a 1,27 a
Baianinha 03 2,86 a 3,69 a 21,16 a 9,76 a 16,56 a 1,75 a
Hamlin 02 3,14b 3,78 a 25,59 a 12,89 a 1521 b 1,18 b
Lima 3,58a 3,6la 2524 a 1341 a 14,28 b 1,08 b
Rubi 3,00 b 3,13a 16,39 a 10,31 a 13,74 b 1,40 a
Sunstar 3,05b 3,83 a 2348 a 12,25 a 14,59 b 1,19a
Pineapple 3,46 a 3,83 a 27,19 a 10,85 a 14,17 b 1,33 a
Péra D6 2,55b 2,99 a 12,17 a 11,98 a 12,12b 1,01 b
Péra D9 2,67b 2,83 a 1243 a 10,74 a 13,49 b 1,28 b
Péra D12 3,13b 334 a 18,73 a 13,46 a 13,22 b 0,98 b
Valéncia Tuxpan 3,72 a 3,96 a 30,65 a 16,02 a 17,55 a 1,09 a
Westin 2,40 b 3,08a 12,88 a 10,74 a 14,09 b 1,31 a
Midsweet 347 a 324 a 19,19 a 12,84 a 15,63 a 1,21 a
Salustiana 420a 3,54 a 28,41 a 14,37 a 16,18 a 1,14 a
CV (%) 13,91 17,11 40,61 16,30 11,33 17,88

440 AP: altura da planta, DC: didmetro da copa, VC: volume de copa, DAc: didmetro acima da linha de
441 enxertia, DAb: diametro abaixo da linha de enxertia, IC: indice de compatibilidade entre enxerto e porta-
442 enxerto. *Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de comparagdo de
443  médias de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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444  Tabela 4. Caracteristicas dos frutos de variedades de laranja da cole¢do de Citrus em
445  Brejao-PE

Variedades MF MS RS NS DTF DLF EP+M EEN

(2 (2 (%0) (mm) (mm) (mm) (mm)

Bahia 101 211,75a* 153,19a 72,33b 0,16d 68,71a 73,04a 3,49b 6532a
Baianinha 03 237,50 a 171,19a 7241b 050d 7490a 7627a 4,16a 67,30a
Hamlin 02 162,50 b 119,85b 73,83b  525¢ 66,08b 66,11b 3,55b 59,60a

Lima 160,00 b 107,33b 6743c¢ 11,66b 63,50b 66,70b 3,67b 58,00a
Rubi 187,50 b 127,61 b 68,05¢ 1091b 6722b 7205a 430a 62,10a
Sunstar 16541b 11505b 6990c¢ 10,75b 62,38b 69,40b 3,69b 60,41a
Pineapple 192,50 b 13892a 71,67b 1430a 66,43b 7298a 390a 6327a
Péra D6 137,08 b 101,80b 73,87b  6,25¢ 60,09b 63,5b 2,74b 5839a
Péra D9 161,25b 123,00b 76,66a 6,08c 6505b 684b 3,12b 60,74a
Péra D12 17541b 137,61a 7894a 841b 6834a 688b 281b 63,77a
Valéncia

Tuxpan 210,00 a 161,19a 77,02a 7,50c 66,18b 75,02a 331b 6790a

Westin 22833 a 166,17a 72,70b 4,16¢ 72,13a 76,76a 326b 64,03a
Midsweet 237,50 a 155,59a 6522c¢ 1391a 72,20a 78,78a 498a 6549a
Salustiana 219,58 a 150,82a 68,89¢c 191d 71,36a 7525a 4,64a 65,60a

CV (%) 17,23 17,38 4,11 25,25 6,01 6,24 19,15 6,46

446 MF: massa do fruto, MS: massa do suco, RS: rendimento de suco, NS: nimero de sementes, DTF:
447  diametro transversal do fruto, DLF: didmetro longitudinal do fruto, EP+EM: espessura do epicarpo mais
448  mesocarpo, EEN: espessura do endocarpo. *Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
449  significativamente pelo teste de comparagio de médias de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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450  Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas de variedades de laranja da cole¢do de Citrus
451  em Brejdo-PE

Variedades SS (°Brix) pH AT (%) SS/AT (nY;Ebgg)
Bahia 101 12,93 a* 371 ¢ 0,97 b 13,33 b 41,47 a
Baianinha03 11,33 a 3,66 ¢ 0,87 b 9,65b 42,42 a
Hamlin 02 11,00 a 3,26d 1,62 a 6,89 b 36,13 a
Lima 9,86 b 5,96 a 0,07 d 133,33 a 41,87 a
Rubi 11,33 a 3,73 ¢ 0,98 b 11,60 b 39,40 a
Sunstar 11,60 a 3,61c 1,12b 10,42 b 48,21 a
Pineapple 11,26 a 3,67 c 1,01 b 11,65b 44,17 a
Péra D6 9,93 b 3,56d 1,08 b 8,97 b 3498 a
Péra D9 10,20 b 3,47d 1,07 b 9,55b 37,47 a
Péra D12 10,13 b 3,76 ¢ 0,88 b 11,58 b 3528 a
Valéncia Tuxpan 9,46 b 3,32d 1,17b 8,53b 48,41 a
Westin 10,60 b 4,09b 0,69 ¢ 1546 b 3145a
Midsweet 11,26 a 3,52d 1,19b 9,55b 41,74 a
Salustiana 12,26 a 3,76 ¢ 0,70 ¢ 17,47 b 35,56 a
CV (%) 9,42 4,53 18,04 22,08 15,74

452 SS: solidos soluveis, pH: potencial hidrogenidnico, AT: acidez titulavel, SS/AT: razdo solidos
453 soluveis/acidez titulavel e teor de vitamina C. *Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
454  significativamente pelo teste de comparagio de médias de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Potencial industrial e consumo in natura de variedades de tangerina na

Microrregido de Garanhuns

CAPIiTULO lll

Artigo a ser enviado para a revista Ciéncia Rural Qualis B1 — Agrarias
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Potencial para uso industrial e consumo in natura de variedades de tangerina na
Microrregido de Garanhuns

Allan Deyws Francisco da Silva'; Mairon Moura da Silva?; Jesuito Bernando de
Araujo®; Romulo Maciel de Moraes Filho!; Rosimar dos Santos Musser!

RESUMO

O trabalho objetivou a selecdo e classificacio de variedades de tangerineiras nas
condi¢des edafoclimaticas do Agreste Meridional de Pernambuco tendo em vista a
diversificacdo de pomares brasileiros no que tange aspectos agrondmicos e caracteristicas
fisicas, fisico-quimicas e quimicas visando a classifica¢ao das variedades com finalidades
industriais e/ou consumo in natura. Utilizou-se na experimentacdo 12 variedades de
tangerinas cedidas pela Embrapa Mandioca e Fruticultura implantadas na Estagdo
Experimental do Instituto Agronomico de Pernambuco (IPA), Brejao-PE. Foram
avaliadas a altura da planta; didmetro e volume da copa; didmetro do caule acima e
abaixo da linha de enxertia; indice de compatibilidade e as caracteristicas de qualidades
fisicas e quimicas dos frutos. O delineamento foi em blocos ao acaso com trés repeticdes
e uma planta por parcela. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e teste
de comparacao de médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As variedades, Nova,
Minneola, Ponkan e Piemonte atendem os requisitos para o consumo in natura, ja as
variedades Mexerica, Robinson, Lee, Dancy, Murcott, Kinnow, Swatow e Fortune Iniasel
apresentaram potencial industrial.

Palavras-chave: Rendimento; variedades; vitamina C, fruticultura.

"Programa de P6s-Graduagdo em Melhoramento Genético de Plantas; Departamento de
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ABSTRACT

The objective of this work was the selection and classification of mandarin varieties in
the soil and climatic conditions of the Southern Agreste of Pernambuco, considering the
diversification of Brazilian orchards in terms of agronomic aspects and physical, chemical
and chemical characteristics aiming at the classification of varieties with industrial and /
or in natura consumption. Twelve varieties of mandarins ceded by Embrapa Mandioca
and Fruticultura were used in the experimentation at the Experimental Station of the
Agronomic Institute of Pernambuco (IPA), Brejao-PE. The height of the plant was
evaluated; shoots diameter and volume; stem diameter above and below the grafting line;
compatibility index and the characteristics of physical and chemical qualities of the fruits.
The design was in randomized blocks with three replications and one plant per plot. The
results were submitted to analysis of variance and Scott-Knott averages comparison test
at 5% probability. The varieties New, Minneola, Ponkan and Piedmont meet the
requirements for in natura consumption, since the varieties Mexerica, Robinson, Lee,
Dancy, Murcott, Kinnow, Swatow and Fortune Iniasel presented industrial potential.

Key words: Income; varieties; vitamin C, fruit growing.

INTRODUCAO

O Brasil se destaca como o maior produtor mundial de frutas citricas, e o terceiro
maior produtor mundial de tangerina, com aproximadamente 52 mil hectares plantados e
produ¢do de um milhdo de toneladas/ano, contribuindo com 3% da producdo mundial,
seguido da China, India e Estados Unidos (Turra et al. 2014a, FAO 2015, Turra e Santos
2016, FAOSTAT 2017). As principais caracteristicas que fazem com que o Brasil seja
considerado o maior produtor sdo suas dimensdes continentais, diversidades
agroclimaticas, particularidades de solos, aspectos fisiologicos das espécies, incidéncia
de doencas e pragas e umidade local (Cerqueira et al. 2004, Turra et al. 2014b).

A citricultura brasileira nos ultimos anos vem apresentando uma expansao, pois
além da laranja, o cultivo da tangerina vem crescendo e ganhando mercado nos ultimos
anos. Os principais pomares estdo nos estados do Sudeste que contribui com 61% e Sul
com 31 % da producdo nacional de tangerina, onde os maiores produtores sdo os estados
de Sao Paulo (38%), Minas Gerais (15%) e Parana (15%). A regido Nordeste contribui
com apenas 3% da produg¢@o nacional, seus maiores produtores sdo os estados da Bahia,

Sergipe e Ceard (IBGE, 2017). A produ¢do da tangerina no Brasil diferentemente da
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laranja, esta voltada principalmente para o consumo in natura devido principalmente
casca mais fina e pouco aderente resultando em facilidade para descascar, sabor e odor
suaves, casca e polpa de coloracdo alaranjada que conferem ao fruto uma melhor
aceitacdo pelo consumidor (Detoni et al. 2009, Michielin et al. 2016).

No que se refere aos aspectos de mercado tanto para o consumo in natura como
para industrializa¢do deve-se considerar fatores intrinsecos e extrinsecos, como: tamanho,
peso, espessura da casca, cor, textura, rendimento em contetido de suco, solidos soltveis,
acidez titulavel, relagdo solidos soluveis/acidez (ratio) (Borges e Pio 2003, Pacheco et al.
2014).

O cultivo da tangerina apresenta uma pequena variabilidade a respeito das
variedades que sdo comercializadas tanto para a industria quanto para o mercado de frutas
frescas, sendo a tangerina Ponkan e o tangor Murcott as mais notaveis, ficando assim os
produtores com poucas alternativas no momento de escolher a variedade a ser cultivada,
tornando sua cultura bastante vulneravel principalmente aos problemas fitossanitarios.
Contudo com a demanda de maior oferta do produto, para minimizar o problema se faz
necessario o cultivo de novas variedades comerciais, somadas a boas caracteristicas
morfoldgicas (Santos 2011, Michiellin et al. 2016, Pacheco et al. 2017).

O porta-enxerto afeta diversas caracteristicas morfoldgicas como também aspectos
fisicos, quimicos e fisico-quimicos que incluem o porte, longevidade das plantas,
maturacdo, peso, permanéncia dos frutos na planta, colora¢do do suco, teores de agucares,
acidos, absor¢do, sintese e utilizacdo de nutrientes, tolerdncia a pragas e doengas,
produtividade e conservagao pds-colheita e na qualidade das frutas (Pompeu Junior 2005,
Oliveira 2008).

Diante do contexto, o objetivo deste trabalho foi classificar variedades de
tangerineiras nas condi¢des edafoclimaticas do Agreste Meridional de Pernambuco

quanto ao seu potencial para a industrializagdo e o consumo in natura.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada na colegdo de citros com doze anos de idade localizada na
Estacdo Experimental de Brejado - PE, pertencente ao Instituto Agrondmico de
Pernambuco (IPA). Esta Microrregido apresenta altitude média de 820 m, latitude 8° 53°

S, longitude 36° 31° W, clima seco sub-imido, temperatura do ar média mensal que varia
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entre 17 e 22°C (Figura 7) ao longo do ano e precipitacio média anual de 782,4 mm, de
acordo com os dados da Agéncia Pernambucana de Aguas e Climas (APAC).

Os tratamentos foram compostos por 12 variedades de tangerinas (Tabela 1)
enxertadas sobre diversos porta-enxertos (Tabela 2). O experimento foi irrigado por
microaspersao, com base no monitoramento da agua no solo. Os tratos culturais e
operagdes de manejo foram realizados de acordo com as recomendagdes para a cultura.

A condugdo do experimento foi compreendida entre margo de 2016 a novembro de
2016 com delineamento experimental em blocos ao acaso, trés repeticdes e uma planta
por parcela, em espagamento 6 x 4 m. As mensuracdes do crescimento das diversas
variedades de tangerineiras estudadas foram realizadas em abril de 2016. As avaliagdes
compreenderam:

Altura da planta (AP): obtida desde o solo até o topo da copa com o auxilio de uma
régua graduada em centimetros, expresso em metros (m);

Diametro da copa (DC): obtido através da mensuracdo no sentido paralelo e
perpendicular a linha de plantio, com uma régua graduada em centimetros, de acordo com
a metodologia proposta por Stenzel et al. (2005), expresso em metros (m);

Diametro acima da linha de enxertia (DAc) e didmetro abaixo da linha de enxertia
(DAD): a avaliacdo da relagdo enxerto/porta-enxerto foi realizada a cinco centimetros
acima e abaixo da linha de enxertia com o auxilio de uma fita métrica. Obtendo-se a
circunferéncia, esta foi transformada, posteriormente, em diametro pela formula C=2n.R,
expresso em centimetros (cm).

Volume da copa (VC): com base nos dados de altura da planta e diametro da copa
foi calculado o volume da copa pela formula VC = AP x (DC/2)? x (2/3 x ), expresso em
m>,

Indice de compatibilidade (IC): com base nos dados de didgmetro do caule obteve-
se o indice de compatibilidade, consistindo na razdo aritmética entre enxerto e porta-
enxerto.

O inicio da maturacao fisioldgica dos frutos serviu de indicativo para a colheita e
posterior avaliagdo da qualidade fisica, quimica e fisico-quimica dos frutos, onde foram
coletados quatro frutos por planta, de modo aleatério por toda a extensdo da copa. A
colheita ocorreu entre abril a setembro de 2016, sendo observada a uniformidade da

coloracdo nos frutos.
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Imediatamente ap0s a colheita as amostras de frutos foram acondicionadas em sacos
plasticos transparentes devidamente identificadas e transportadas para o Laboratdrio de
Biologia Vegetal da UFRPE-UAG, em Garanhuns-PE. As amostras foram transportadas
em sacolas térmicas para evitar o aquecimento e consequente perda de qualidade. Foram
realizadas as seguintes analises fisicas nos frutos:

Massa do fruto (MF): medido com balanga digital, expresso em gramas (g).

Diametro transversal (DTF) e Didmetro longitudinal do fruto (DLF): obtido com
auxilio de um paquimetro digital, expresso em milimetros (mm).

Espessura do endocarpo (EEN) e espessura do pericarpo mais mesocarpo
(EP+EM): realizada em quatro pontos distintos e semelhantes perfazendo a
circunferéncia, expresso em milimetros (mm).

Numero de sementes (NS): contagem e pesagem do nimero de sementes de cada
repeti¢do, expresso em gramas (g).

Rendimento do suco (RS): obtido através de esmagamento dos frutos em extratora
manual, posteriormente foi obtido o rendimento do suco por meio da relagdo massa do
suco/massa do fruto x 100, expresso em porcentagem (%).

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas e quimicas dos frutos, as analises
compreenderam:

Solidos soluveis (SS): obtido através da leitura direta de uma aliquota de
aproximadamente 2 mL em refratometro manual (RHB-32ATC), expresso em °Brix.

Acidez titulavel (AT): determinada segundo metodologia descrita pelo Official
Methods of Analysis of Internacional (AOAC, 2005), que utiliza 5 g de suco para ser
titulado com solugdo de hidréxido de sodio (NaOH) a 0,1N e indicador fenolftaleina 1%.,
sendo o resultado expresso em percentagem de acido citrico.

Teor de vitamina C (&cido ascorbico): determinado pelo método titulométrico,
utilizando 2,6 diclofenol indofenol, segundo metodologia descrita pela Official Methods
of Analysis of Internacional (AOAC 2005) em triplicata, sendo expresso em mg de 4cido
ascorbico por 100 mL de suco.

Relagao solidos soluveis/acidez titulavel (SS/AT): que ¢ a razdo aritmética entre os
solidos soluveis e a acidez.

Potencial Hidrogenidnico (pH): obtido pelo método direto em potenciometro

(Modelo Jenway) higienizado e calibrado.
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Os dados de crescimento das plantas e das andlises quimicas e fisicas dos frutos
foram submetidos a andlise de varidncia e teste de comparagao de médias de Scott-Knott

a 5% de probabilidade, processados pelo programa SISVAR versao 5.6 (Ferreira 2011).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Na avaliacdo de abril/2016, a altura da planta variou entre 2,78 m a 5,08 m entre as
variedades estudadas. A variedade Swatow (5,08 m) obteve a maior média diferindo
significativamente de todas as variedades estudadas (Tabela 3). Para o didmetro de copa
em abril/2016 as variedades ndo apresentaram diferenca significativa, portanto este ndo
pode ser um parametro decisivo na classificacdo das variedades de tangerineiras
estudadas (Tabela 3).

As variedades Swatow (51,91 m?®) e Ponkan (48,78 m?) obtiveram as maiores
médias com relagdo ao volume de copa diferindo significativamente de todas as outras
variedades estudadas (Tabela 3). Em um estudo com base no vigor, produtividade e
qualidade de frutos de quatro tangerineiras e hibridos sobre quatro porta-enxertos, foi
encontrado um maior volume de copa para a variedade Swatow enxertada sobre a
tangerina Cledpatra (Stuchi et al. 2008). O menor valor para o volume de copa foi
observado na variedade Nova (18,03 m?), mais ndo diferindo de outras variedades (Tabela
3). De acordo com Donadio e Stuchi (2001), plantas com menor volume de copa, reflete
em diversas vantagens como facilidade no controle de pragas e doencas, melhor
manutencdo da planta, eficdcia na colheita e consequentemente permitindo um maior
adensamento no plantio.

Nao foi observado diferengas significativas entre as variedades para o didmetro
acima da linha de enxertia (DAc) em abril/2016. Entretanto para o didmetro abaixo da
linha de enxertia (DAb), mostrou a formagao de dois grupos com valores variando entre
12,57 cm (Murcott) a 18,46 cm (Lee e Swatow) (Tabela 3).

Valores do indice de compatibilidade (IC) mais préximos a um reflete um bom
pegamento entre o porta-enxerto e a copa (Negreiros et al. 2010). Os resultados
mostraram que as variedades por ndo apresentarem diferencas significativas mostraram
bons resultados de IC, indicando um maior grau de compatibilidade na relacdo
enxerto/porta-enxerto entre as tangerineiras.

Para a variavel massa dos frutos merece destaque a variedade Minneola (317,50 g)

com o maior média, ndo diferindo significativamente das variedades Nova, Ponkan,
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Piemonte e Swatow (Tabela 4). No entanto, todas as variedades se encontram dentro dos
padrdes estabelecidos para a comercializagdo que ¢ de 138 g (Mendonga et al. 2006).

O rendimento do suco apresentou médias que variaram entre 61,64% (Kinnow) a
81,82% (Mexerica), no entanto todas estdo dentro dos padrdes estabelecidos tanto para o
consumo in natura que ¢ de 35% (Ceagesp 2011), como para a industria que prefere frutos
com rendimento de suco superior a 40% (Koller et al. 1994).

As variedades Kinnow e Piemonte apresentaram o maior niimero de sementes/fruto
com valores de 36,50 e 28,83, respectivamente, diferindo significativamente de todas as
outras variedades estudadas. No entanto, podemos ressaltar que todas as variedades
apresentaram um alto nlimero de sementes por fruto.

De acordo com Miranda e Campelo Junior (2015), essa alta quantidade de
sementes/fruto pode ser devido a polinizacao cruzada que ocorre em plantas de colegdo,
que diferentemente de plantios comerciais com o controle da polinizagdo esse nimero de
sementes tenderia a ser menor.

A avaliagdo externa dos frutos engloba atributos geométricos e fisicos, os quais
influenciam diretamente na aceitabilidade por parte dos consumidores (Reis et al. 2016).
A variedade Minneola apresentou a maior média para o didmetro transversal e diametro
longitudinal dos frutos, com valores de 73,17 mm e 92,01 mm respectivamente, mas ndo
diferindo de outras variedades (Tabela 4). No entanto, todas as variedades estdo dentro
dos padrdes exigidos tanto para a industria que prefere frutos com até 70 mm (Miranda
et al. 2012), como para citros de mesa que prefere frutos acima de 70 mm (Petto Neto e
Pompeu Junior 1991).

A maior espessura do epicarpo mais mesocarpo (EP+EM) foi observada na
variedade Minneola (4,79 mm). A menor espessura foi obtida pela variedade Murcott
(1,92 mm), no entanto ndo diferindo de outras variedades pertencentes a0 mesmo grupo.
Na espessura do endocarpo (EEN) a variedade Ponkan (83,25 mm) obteve a maior média
dentre as variedades (Tabela 4). A importancia desses parametros se da principalmente
pelo maior aproveitamento no rendimento de suco quer seja para a industria como para o
consumo in natura, pois frutos com maior espessura do epicarpo mais mesocarpo resultam
em baixo aproveitamento da matéria-prima (Oliveira et al. 2010).

Os valores de solidos soluveis (SS) variaram entre 9,20 °Brix a 12,60 °Brix (Tabela
5), no entanto todas estdo dentro dos padrdes minimos estabelecidos para citros de mesa

que ¢ de 9 °Brix (Ceagesp 2011). Os valores observados nesse trabalho para as variedades
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Kinnow (11,66 °Brix) e Nova (10,53 °Brix) diferem de um estudo realizado por Singh et
al. (2016) que encontraram nas mesmas variedades valores de 9,76 °Brix para a variedade
Kinnow e 9,59 °Brix para a variedade Nova. Os so6lidos soluveis representa um
importante fator de qualidade por estar diretamente relacionado com o sabor do produto,
sendo utilizado como medida indireta do teor de agucares presentes nos frutos, pois a
partir do momento em que os teores de agucares vao se acumulando no fruto, os solidos
soltveis também tendem a aumentar (SILVA et al. 2014).

De acordo com o potencial hidrogénionico (pH) os alimentos sdo classificados
como de baixa acidez (pH > 4,5), 4cidos (pH de 4,0 a 4,5) e muito acidos (pH < 4,0). Essa
classificagdo se baseia no pH minimo para a multiplicagdo e producdo de toxina do
Clostridium botulinum (pH=4,5) e no pH minimo para a multiplicacdo da grande maioria
das bactérias (pH=4,0). Desta forma todas as variedades foram classificadas como acidas
e muito acidas (Tabela 5) favorecendo a estabilidade microbioldgica do suco (Dionisio et
al. 2016).

De acordo com Brunini et al. (2013) o ph também se caracteriza como grande aliado
tanto do consumidor como da agroindustria, principalmente por estar relacionado com a
estabilizacdo da vitamina C. Nesse estudo através dos dados da tabela 5 pode-se verificar
que o pH variou entre 2,94 para a variedade Fortune Iniasel e 4,05 para a variedade Lee.

A acidez titulavel variou entre 1,99 % a 0,60% de acido citrico (Tabela 5). De
acordo com Montenegro (1958) o mercado de fruto in natura prefere frutos com acidez
menor que um, se enquadrando nesse parametro as variedades (Lee, Nova, Robinson,
Minneola, Ponkan, Mexerica, Piemonte e Swatow), ja para a industria a preferéncia € por
uma acidez tituldvel maior que um e se encaixa nesse padrdo as variedades (Dancy,
Murcott, Kinnow e Fortune Iniasel) (Tabela 5).

O ratio ¢ a relacao entre o teor de sélidos soluveis (°Brix) e o teor acidez titulavel
(AT), sendo este um indicador utilizado para determinar o estagio de maturagdo,
determinando o balanco do sabor doce/acido (Texeira et al. 2017). A literatura estabelece
valores acima de 8,5 para o consumo in natura, no entanto todas as variedades estdo
dentro dos padrdes minimos exigidos para citros de mesa (Ceagesp 2011), ja a industria
requer valores entre 12 e 15 segundo Steger (1990), no entanto as variedades Robinson e
Minneola estdo dentro dos limites estabelecidos.

O teor de vitamina C (4cido ascorbico) variou entre 13,04 mg/100 mL e 39,34

mg/100 mL de suco (Tabela 3). De acordo com Detoni (2009) tangerinas apresentam em
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média de 20 a 50 mg de acido ascorbico por 100 mL™! de suco. Nesse estudo com base
nos dados da tabela 5 podemos observar que as variedades Nova, Robinson, Minneola,
Ponkan, Dancy, Piemonte, Kinnow Swatow e Fortune Iniasel estdo dentro do limite
estabelecido.

Os porta-enxertos utilizados para as doze variedades de tangerinas além de
apresentarem um bom indice de compatibilidade (Tabela 3), exerceram influéncias
positivas sobre diversas caracteristicas (Tabelas 3; 4 e 5) incluindo como vantagem uma
boa longevidade por se tratar de um pomar com treze anos de idade, peso, tamanho,
rendimento de suco, SS e acidez dos frutos que foram superiores ao padrao de

aceitabilidade tanto para o consumo in natura quanto para o processamento industrial.

CONCLUSOES

Nas condicdes edafoclimaticas da Microrregido de Garanhuns as variedades,
Novas, Minneola, Ponkan e Piemonte atendem os requisitos minimos exigidos para o
consumo in natura, com atributos importantes que as diferenciam e as tornam
competitivas dentro do mercado estando o tamanho dos frutos e solidos soluveis
adequados.

Nas condi¢des edafoclimaticas da Microrregido de Garanhuns as variedades de
tangerina: Mexerica, Robinson, Lee, Dancy, Murcott, Kinnow, Swatow e Fortune Iniasel
apresentaram tamanho do fruto, rendimento de suco e acidez titulavel dentro dos padrdes
minimos exigidos para o processamento industrial.

As variedades Lee, Robinson e Murcott enxertadas sobre o hibrido LVK-CLEO-
264, Nova enxertada sobre o hibrido LVK- 264-256, Minneola enxertada sobre o hibrido
LVK-SKT-264, Ponkan enxertada sobre o hibrido LVK-264, Dancy enxertada sobre o
hibrido LVK-CLEO -SKT, Piemonte enxertada sobre o hibrido CLEO-SKT-264, Kinnow
enxertada sobre o hibrido LVK —SW-264, Swatow enxertada sobre o hibrido CLEO-SW-
264 e Fortune Iniasel enxertada sobre o hibrido CLEO-264 apresentam diversas

caracteristicas agronomicas dentro do esperado para esse grupo de citros na referida regido.
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420  Tabela 1. Caracteristicas morfoagrondmicas de 12 variedades da colecdo de Citrus do
421  IPA - Brejao/PE
N° Variedades Caracteristicas*®
Planta de porte alto, copa globosa, frutos de tamanho médio, forma
intermediaria entre oblata e globosa, casca lisa e aderente, coloragdo
externa e polpa laranja-avermelhado, com média de 18 sementes por fruto.
Maturacdo precoce.
As plantas apresentam porte de médio alto, sdo vigorosas, bem
desenvolvidas e frondosas, frutos sdo de tamanho médio e de forma
2 Nova achatada com coloragdo laranja-avermelhado muito atrativa casca lisa,
porém aderente, o que dificulta o descascamento, mas facilita o transporte
a longas distancias. Maturagdo precoce a meia-estacao.
Planta de porte alto, copa globosa, fruto de tamanho médio, casca lisa e
3 Robinson aderente, com média de 17 sementes, coloracdo externa e polpa laranja-
avermelhado. Maturagao precoce.
Planta com porte médio a alto, fruto com coloracdo laranja, facil de

1 Lee

4  Minneola descascar, gosto apurado e com poucas ou nenhumas sementes. Maturagao
precoce.
Plantas de porte médio, com crescimento ereto, produtivas, frutos grandes,
5  Ponkan com casca solta e sabor bastante doce, o que os torna muito apreciados

para consumo in natura ¢ maturagdo meia-estagao.

Planta de porte médio, copa arredondada a aberta, possuem frutos
pequenos a médios, pouco achatados, ¢ uma variedade que apresenta
muitas sementes, a fruta apresenta polpa de coloragdo laranja clara,
sucosa, com sabor tipico, adocicado, mas forte e bastante aromatica.
Planta de porte alto, copa com crescimento ereto, fruto de tamanho médio,
forma achatada e sabor doce, com média de 16 sementes. Possui casca lisa,

6 Mexerica

7. Dancy facil de descascar, de cor alaranjado-intenso, uniforme, polpa fortemente
alaranjada. Maturacdo meia-estacdo a tardia.
Planta de porte médio, copa ereta, possui fruto achatado, amarelo, com
8 Murcoft casca aderente e fina com peso médio de 226 g, com sementes, com alta

aderéncia da casca resultando em uma maior dificuldade no
descascamento. Maturagdo tardia.

Planta de pequeno a médio porte, copa arredondada, frutos de tamanho
9  Piemonte médio, de forma achatada, com cerca de 20 sementes, casca lisa e aderente,
coloracdo laranja avermelhada. Maturagao tardia.

Planta com crescimento vigoroso, de porte alto, apresenta frutos grandes,
coloracdo laranja, com peso aproximado de 200 g, casca lisa e brilhante,

Ki . . ~
10 fnow cor laranja amarelo e aproximadamente 24 sementes por frutos. Maturaga@o

precoce.

Planta de porte baixo e copa frondosa. A produgdo de frutos ¢ intensa,

11 Swatow porém seus frutos apresentam gomos secos, mesmo antes de completar a
maturacao.

Fortune Planta de porte. médio a grande apresgnta frutgs de tamanh? médio, com

12 Iniasel um peso aproximado de 100 g, possui casca lisa com adesao ao fruto de

leve a moderada.
422  *Caracteristicas descritas por Donadio et al. (1998), IAC (2003), Ishfaq et al. (2004), Medina et al. (2005),
423 Silvaetal. (2007), Altaf et al. (2008), Rubén (2010), Almeida e Passos (2011), e Bastos et al. (2014).

88



424
425

426

SILVA, A. D. F. da. Potencial para uso industrial e consumo in natura de variedades citricas...

Tabela 2. Copa e porta-enxerto de tangerineiras da colecdo de citros do Instituto
Agronomico de Pernambuco, Brejao- PE

Tangerineiras Porta-enxerto

Lee Limao Volkameriano x Tangerina Cle6patra -264

Nova Limao Volkameriano - 264 - 256

Robinson Limao Volkameriano x Tangerina Cle6patra -264

Minneola Limao Volkameriano x Sunki Tropical - 264

Ponkan Limao Volkameriano - 264

Mexerica Tangerina Cledpatra - 264 - 256

ey (Lim?lo Volkameriano x Tangerina Cledpatra) x Tangerina Sunki
Tropical - 264

Murcott Limao Volkameriano x Tangerina Cle6patra - 264

Piemonte Tangerina Cledpatra x Tangerina Sunki Tropical - 264

Kinnow Limao Volkameriano x Citrumelo Swingle - 264

Swatow Tangerina Cledpatra x Citrumelo Swingle - 264

Fortune Iniasel

Tangerina Cledpatra - 264
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Tabela 3. Caracteristicas morfoagronomica de variedades de tangerina da cole¢do de
Citrus em Brejao-PE

DAb

Variedades AP (m) DC (m) VC(m®) DAc (cm) (cm) IC

Lee 3,59 c* 3,71 a 26,55 b 15,06 a 18,46 a 1,23 a
Nova 2,78 ¢ 3,47 a 18,03 b 12,36 a 15,49 a 1,28 a
Robinson 3,10 ¢ 3,56 a 21,03 b 15,54 a 15,59 a 1,23 a
Minneola 3,97b 3,80 a 30,12 b 15,16 a 17,66 a 1,15a
Ponkan 4,46 b 451 a 48,78 a 12,74 a 15,75 a 1,25a
Mexerica 2,86 ¢ 4,04 a 24,63 b 9,49 a 12,94 b 1,37 a
Dancy 3,71 ¢ 3,76 a 27,94 b 13,74 a 14,53 b 1,06 a
Murcott 321c 3,36 a 19,01 b 11,35a 12,57 b 1,10 a
Piemonte 2,90 ¢ 3,8la 22,59b 11,03 a 13,74 b 1,24 a
Kinnow 419 ¢ 3,94 a 34,48 b 12,83 a 16,28 a 1,28 a
Swatow 5,08 a 442 a 51,91 a 14,58 a 18,46 a 1,30 a
Fortune Iniasel 2,96 ¢ 426 a 31,53 b 12,41 a 17,13 a 1,38 a
CV% 12,06 11,77 29,71 19,41 10,40 15,20

AP-altura da planta, DC-diametro da copa, VC-volume da copa Dac-didmetro acima da linha de enxertia,
DAb- didmetro abaixo da linha de enxertia, IC-indice de compatibilidade entre enxerto e porta-enxerto.
*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de comparagdo de médias de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Caracteristicas dos frutos de variedades de tangerina da cole¢dao de Citrus em
Brejao- PE

Variedades MF MS RS NS DTF DLF EP+M EEN
(2 (2 (%) (mm) (mm) (mm) (mm)

Lee 162,08 b* 127,81b 78,29a 14,66b 63,17a 67,76b 2,87b 62,81b

Nova 270,00a  201,74a 74,65b 10,02c¢ 66,61a 858la 345a 7560a

Robinson 155,00b  121,29b 78,31a 8,00c 51,21b 74,06b 2,34b 69,65b
Minneola 317,50a  219,11a 68,87c¢ 17,50b 73,17a 92,0la 4,779a 80,74a

Ponkan 24833a 166,02a 67,22c 19,33b 63,46a 89,55a 4,17a 8325a
Mexerica 126,66 b 102,18b 81,23a 10,33c¢ 58,02a 63,96b 227b 60,71b
Dancy 120,00 b 87,31b 7391b 16,58b 47,47b 69,53b 2,56b 62,20b
Murcott 129,58b 106,06 b 81,82a 22,00b 49,05b 66,35b 1,92b 62,24b
Piemonte 230,83a  178,54a 7725a 28,83a 60,77a 80,90a 2,86b 74,94a
Kinnow 143,33 b 89,56b 61,64c 36,50a 53,41b 70,81b 4,50a 62,59b
Swatow 222,08a 144,70b 65,26 ¢ 12,83c¢ 60,69a 88,06a 3,83a 80,56a
Fortune Iniasel 183,75b  133,32b 72,53b 17,16b 57,87a 77,10b 3,16b 7132a
CV (%) 20,63 21,84 396 27,83 9,88 8,10 17,46 8,14

MF-massa do fruto, MS-massa do suco, RS-rendimento de suco, NS-niimero de sementes, DTF-didmetro
transversal do fruto DLF-didmetro longitudinal do fruto, EP+EM-espessura do epicarpo mais mesocarpo,
EEN-espessura do endocarpo. *Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste
de comparacao de médias de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas de variedades de tangerinas da colecdo de
Citrus em Brejao-PE

Variedades SS (°Brix) pH AT (%) SS/AT (IXgI/legg)
Lee 9,20 b* 4,01 a 0,60 ¢ 17,00 a 18,28 ¢
Nova 10,53 b 3,94 a 0,69 ¢ 16,71 a 39,34 a
Robinson 11,26 a 3,65b 0,78 ¢ 14,79 a 37,11 a
Minneola 10,06 b 3,82a 0,79 ¢ 13,49 a 21,78 b
Ponkan 11,46 a 3,70b 0,74 ¢ 15,56 a 24,69 b
Mexerica 9,40 b 3,50b 0,96 ¢ 9,93 b 13,04 ¢
Dancy 11,20 a 3,00 ¢ 1,18 ¢ 9,63 b 38,31 a
Murcott 10,26 b 3,37b 1,13 ¢ 9,03 b 19,51 ¢
Piemonte 11,00 a 3,48 b 0,98 ¢ 11,22 b 34,30 a
Kinnow 11,66 a 2,99 ¢ 1,99 a 6,14b 2991 b
Swatow 12,60 a 3,62b 0,85 ¢ 16,14 a 29,01 b
Fortune Iniasel 12,06 a 294 ¢ 1,47b 8,59b 27,11b
CV (%) 6,54 5,58 27,48 24.17 7,71

SS-sélidos soluveis, pH-potencial hidrogenionico AT-acidez titulavel, SS/AT-razao sélidos soluveis/acidez
titulavel e teor de vitamina C. *Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste

de comparacao de médias de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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RESUMO

Objetivo: Conhecida principalmente pelas espécies cultivadas do género Citrus, a familia
Rutaceae possui aproximadamente 1730 espécies distribuidas em 158 géneros. A gendmica
comparativa de genomas plastidiais fornece informagdes para compreender as relagdes entre as
espécies de um grupo através de analises filogenéticas com uso diversos, dentre os quais, de
aplicabilidade para o melhoramento genético vegetal.

Métodos: Genomas plastidiais completos de 18 espécies de Rutaceae foram recuperados de
bancos de dados e utilizados para uma analise comparativa do grupo.

Resultados Os plastomas das 18 espécies exibiram alta similaridade tanto em sequéncias
quanto na organiza¢ao de suas regides génicas, nao sendo observado nenhum grande rearranjo.
Foi observada a presenga de microssatélites em quatro genes (rpoC2, ndhD, ndhF e psbC). Nao
foi observado polimorfismo de tamanho nestes microssatélites, sendo observadas substitui¢cdes
em dois dos microssatélites observados. As arvores filogenéticas obtidas por meio do
alinhamento dos plastomas completos, e do gene plastidial matK, revelaram consisténcia com
a proposta de classificagdo para a familia, observada na literatura.

Conclusdo Com base nos resultados das andlises filogenéticas, recomenda-se a inclusdo da
espécie M. caloxylon na tribo Citreae, resolvendo desta forma o parafiletismo de Clauseneae.
Adicionalmente recomenda-se a inclusdo das espécies Orixa japonica, Ptelea trifoliata e
Bauforodendron riedelianum, que eram previamente classificadas como membros da
subfamilia Toddalioideae, dentro de Amyridoideae.

Assunto Geral: Genomica, Citrus, melhoramento genético, biotecnologia

Palavras Chave: Filogenia, Aurantioideae, Amyridoideae, Citreae, Clauseneae.

ABSTRACT

Background: Known mainly by cultivated species of the genus Citrus, the Rutaceae family has
approximately 1730 species distributed in 158 genera. A comparative genome of plastid
genomes provides information to understand how the species of a group through phylogenetic
analyzes can be found, among which, of applicability to plant genetic improvement

Methods: Complete plastid genomes from 18 species of Rutaceae were retrieved from
databases and used for a comparative analysis of the group.

Results: The plastomas of the 18 species exhibited high similarity both in sequences and in the
organization of their gene regions, and no large rearrangement was observed. The presence of
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microsatellites in four genes (rpoC2, ndhD, ndhF and psbC) was observed. No size
polymorphism was observed in these microsatellites, with substitutions observed in two of the
observed microsatellites. Phylogenetic trees obtained through alignment of complete plastomas
and plastidial matK gene revealed consistency with the family classification proposal, observed
in the literature.

Conclusion: Based on the results of the phylogenetic analyzes, it is recommended the inclusion
of the M. caloxylon species in the Citreae tribe, thus solving Clauséaeae para-ilery. In addition,
it is recommended to include the species Orixa japonica, Ptelea trifoliata and Bauforodendron
riedelianum, which were previously classified as members of the subfamily Toddalioideae,
within Amyridoideae.

Subjects: Genomic, Citrus, genetic improvement, biotechnology

Keywords: Phylogeny, Aurantioideae, Amyridoideae, Citreae, Clauseneae.

INTRODUCAO

A familia Rutaceae ¢ constituida por cerca de 160 géneros e, aproximadamente, 1900
espécies (Pirani et al. 2017a), em sua maioria arvores e arbustos (Aziz et al. 2010). Citrus se
constitui como o mais conhecido género da familia, devido a seus frutos comercialmente
importantes ¢ amplamente consumidos. E caracterizada como uma grande familia com
distribuicdo mundial e ampla diversidade de caracteres morfoldgicos. Esse género encontra-se
distribuido em regides tropicais e subtropicais do sudeste asiatico, com extensdes que vao do
centro da China, Africa Tropical ao Leste da India (Donadio et al. 2005, Groppo et al. 2008).

No estudo da evolucdo das plantas, uma ferramenta muito util e amplamente utilizada ¢
o DNA de cloroplasto (cpDNA). Genomas de cloroplasto geralmente variam de 108 e 218 kb
e se caracterizam por apresentar um alto grau de conservagdo em tamanho, estrutura, ordem
linear dos genes e contetido genético (Provan et al. 2001, Chumley et al. 2006, Shaw et al.
2007). As principais caracteristicas que tornam ideal a utilizagdo do DNA plastidial, em analises
filogenéticas e evolutivas, sdo a sua natureza ndo recombinante, heranga uniparental e
abundancia na célula, enquanto os genomas nucleares tém heranga biparental e variacdes em
ploidia que podem causar dificuldades para estas analises (Provan et al. 2001, Nishikawa et al.
2002, Provan 2008). O plastoma, no geral, ¢ constituido por duas repeti¢des invertidas idénticas
(IV, 20-76 kb) que separam uma grande copia unica (LSC, 60-90 kb) e uma pequena regido de
copia unica (SSC, 7-27 kb) (Chumley et al. 2006).

Sequéncias completas de plastomas podem fornecer informagdes relacionadas a historia
evolutiva e servir de base para o desenvolvimento de marcadores genéticos moleculares que
além de favorecer estudos ecoldgicos, sdo uteis na identificacdo das espécies (Hand et al. 2013).
Essas sequéncias vém sendo usada no estudo de gendmica comparativa (Hand et al. 2013, Talat

et al. 2015, Erguiluz et al. 2017), estudos filogenéticos (Bayer et al. 2009, Penjor et al. 2013,
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Mittapelli et al. 2014, Yang et al. 2015) e na busca por marcadores microssatélites (Varshney
et al. 2002, Cheng et al. 2005, Tambarussi et al. 2009).

A filogenia e taxonomia que envolve os géneros da familia Rutaceae ainda sdo
controversas devido, principalmente, a fatores como: longa histdria de cultivo, poliembrionia
na maioria das espécies, altas taxas de mutagdo e a ampla compatibilidade sexual entre o género
Citrus e géneros relacionados (Handa et al. 1986, Nicolosi et al. 2000, Pang et al. 2003).
Marcadores moleculares vem sendo explorados em estudos taxondmicos de espécies de Citrus,
devido principalmente aos sistemas de classificacdo tradicionais que sdo baseados em
caracteres morfoldgicos e que sdo incapazes de resolver a histdria evolutiva da familia (Chase
et al. 1999, Poon et al. 2007, Groppo et al. 2008, Monton e Telmer 2014, Swingle 1943, Tanaka
1977). Apesar de amplamente usados, marcadores baseados em caracteristicas dos frutos nao
sdo adequados para estabelecer grupos em Rutaceae (Groppo et al. 2008). Os estudos com
marcadores moleculares tém mostrado grandes avancos na compreensdo do status de
classificacdo de numerosas espécies de Citrus (Handa et al. 1986, Nicolosi et al. 2000, Pang et
al. 2003).

A familia Rutaceae ¢ dividida em sete subfamilias (Engler 1931), baseada principalmente
em caracteristicas morfoldgicas como caracteristicas dos frutos, grau de conotacdo e numero
de carpelos (Groppo et al. 2008). Essa divisao proposta por Engler (1931) tem sido revista por
diversos estudos envolvendo principalmente dados moleculares, revelando que varias
subfamilias ndo sdo monofiléticas. Desde entdo novas classificacdes foram sugeridas para a
subfamilia de Rutaceae (Chase et al. 1999, Scott et al. 2000, Groppo et al. 2008, Salvo et al.
2008).

A filogenia baseada em marcadores plastidiais tém revelado informagdes importantes
para a compreensao da familia Rutaceae. Penjor et al. (2013) conseguiram informagdes uteis a
partir de um estudo filogenético utilizando o gene matK em espécies de Citrus. A andlise do
gene matk pode ser Util para estudar a filogenia dos géneros incluidos em Aurantioideae, devido
a taxa de mutacdo mais rdpida em comparacdo com outros marcadores utilizados para
reconstrugdes filogenéticas, como o gene rbcL (Olmstead et al. 1994, Hilu et al. 1997, Penjor
et al. 2013).

Metodologias in silico para analises filogenéticas tém sido usadas com sucesso para
diversos grupos botanicos e tem refletido precisamente a filogenia e historia evolutiva das
espécies estudadas (Ouzounis 2002, Groppo et al. 2008, Hand et al. 2013, Morton e Telmer
2014, Erguiluz et al. 2017).
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Uma excelente ferramenta para a avaliagdo da distancia genética entre populagdes, para
a identificagdo de cultivares, esta baseada em marcadores microssatélites (Priolli et al. 2002).
A importancia desses marcadores microssatélites estd em sua contribuicdo no acesso a
informagdes genéticas, permitindo a construcdo de mapas genéticos e para a compreensao de
padrdes de fluxo génico e parentescos e, por ultimo, o estabelecimento da selecdo assistida por
marcadores (SAM), superando as limitacdes da selecao fenotipica (Zucchi 2002, Oliveira et al.
2008).

A grande desvantagem na utilizagdo de marcadores microssatélites consiste no processo
trabalhoso e de alto custo, no entanto sequenciamento de DNA das diferentes espécies aliados
a plataforma bioinformatica vem facilitando o processo, pois permitiu que o desenvolvimento
de primers de sequéncias simples repetidas (SSRs), ocorra sem que as etapas que tornavam o
processo trabalhoso e de alto custo, necessite ser realizado, tornando o processo com um custo
menor e menos trabalhoso do que o da estratégia tradicional (Caixeta et al. 2013).

Diante do exposto, sequéncias de DNA plastidial de 18 espécies pertencentes a familia
Rutaceae, disponiveis em bancos de dados publicos, foram analisadas com base em ferramentas
in silico com os seguintes objetivos: 1) realizar uma analise comparativa entre os genomas
plastidiais de espécies de Rutaceae, com base no levantamento de sequéncias completas de
genoma plastidial no banco de dados do GenBank; 2) observar a ocorréncia de SSRs em
genomas plastidiais; 3) realizar uma reconstrucdo filogenética de espécies da familia Rutaceae,
com base em sequéncias de genoma plastidial para compreender as relagdes entre as espécies
do grupo; 4) realizar analise filogenética com base na ordem Sapindales a fim de compreender
as relagdes entre as espécies dessa ordem; 5) realizar analise filogenética com base em um gene
plastidial (matK) para espécies da familia Rutaceaec e compreender suas relagdes a nivel de

subfamilia.

MATERIAL E METODOS
Recuperacio e caracterizacido de sequéncias de genomas de cloroplasto de espécies da
familia Rutaceae

As sequéncias de genoma de cloroplasto foram recuperadas do banco de dados da NCBI
(National Center for Biotechnology Information) em formato FASTA, totalizando dezoito
espécies pertencentes a familia Rutaceae e duas espécies Spondias bahiensis e Mangifera indica
(nimeros de acesso do GenBank NC 0305261 e NC 0352391) que pertencem a familia

Anacardiaceae incluidos como grupo externo.
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Anotac¢io do genoma e identificacio de regioes microssatélites

Para localizagdo das regides de microssatélites foram utilizadas as sequéncias de
genomas de cloroplasto das espécies de Rutaceae obtidas pelo GenBank. Os microssatélites
foram identificados e localizados usando o servidor Gramene SSRtool (Temnykh et al. 2001),
que identifica repeti¢des de di-, tri-, tetra e pentanucleotideos. Para o estudo foram consideradas
apenas dimeros com no minimo cinco repetig¢des e tri, tetra e pentanucleotideos com no minimo
quatro repeticdes. As repeticdes em regides génicas e intergénicas foram identificadas com base
nas informacdes de anotagdo de sequéncias disponiveis no servidor DOGMA (Dual Organellar
Genome Annotation) (Wyman et al. 2004). As sequéncias dos genes, onde foram localizados
os microssatélites foram analisadas através do servidor ORFfinder (Open Reading Frame
Finder), para verificar as regides codificantes (ORFs) e a presenca de microssatélites nessas
regides. O alinhamento dos genes contendo os microssatélites foi realizado, utilizando o
software usando o algoritmo de alinhamento multiplo CLUSTAL W (Thompson et al. 1994).
Alinhamento e Reconstrucao filogenética

Os plastomas foram alinhados usando o algoritmo mLAGAN baseado no servidor
mVISTA (Brudno et al., 2003). Os parametros padrdes foram aplicados, e a estrutura de
anota¢do do genoma do cloroplasto de C. aurantiifolia foi utilizada como referéncia. A
porcentagem de identidade entre cada plastoma, todas relativas a C. aurantiifolia, foram
posteriormente visualizadas através de um grafico VISTA (Frazer et al. 2004). A filogenia
baseada em plastoma foi reconstruida para as dezoito espécies de Rutaceae, usando o
alinhamento de plastoma total gerado por mLAGAN. Plastomas da espécie S. bahiensis e M.
indica (Anacardiaceae) também foram incluidos como grupo externo. Por meio do software
MEGA 7.0 foi calculado o niumero de sitios variaveis, de acordo com a espécie C. aurantiifolia
utilizada como referéncia.

O alinhamento foi importado para software MEGA7, versao 7.0 (Kulmar et al. 2016),
para a analise filogenética pelo método de Maxima Parsimonia (MPsearch level 3). O suporte
estatistico foi obtido por meio de bootstrapping, usando 1000 replicatas (Felsenstein 1985). Os
bootstrap de 90-100 foram considerados fortemente suportados, 80-89 moderadamente
suportados e 50-79 fracamente suportados. Uma analise filogenética distinta foi estimada pela
maxima parcimonia com as 20 espécies.

A verificacdo da escala evolutiva do tempo entre as espécies da familia Rutaceae foi
realizada utilizando o método Realtime (Tamura et al. 2012) e o modelo de Tamura-Nei

(Tamura et al. 1993).
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A arvore foi avaliada utilizando trés pontos de calibragdo obtidos pelas escalas
disponiveis no site Timetree (http://www.timetree.org/).

A andlise filogenética da ordem Sapindales com base em genoma plastidiais completos
incluiu além das espécies da familia Rutaceae, dez sequéncias de espécies pertencentes as
familias: Simaroubaceae, Meliaceae, Burseraceae, Anacardiaceae e Sapindaceae e como grupo
externo foram incluidas trés espécies das familias Vitaceae, Myrtaceae e Lythraceae. A arvore
foi gerada pelo software MEGA7, usando o método de méxima parcimonia, e o suporte de
bootstrap foi calculado usando 1000 replicatas.

Para a filogenia da familia Rutaceae, com base na sequéncia do gene plastidial MatK,
além das dezoito sequéncias obtidas dos genomas completos, foram utilizadas mais cinquenta
sequéncias, todas pertencentes as familias Aurantioideae, Rutoideae ¢ Amyridoideae e duas
como grupo externo. As sequéncias foram alinhadas com o uso do algoritimo ClustalW e uma
arvore filogenética foi gerada utilizando o software MEGA7, usando o método de méaxima

parcimodnia e o suporte estatistico foi calculado usando 1000 replicatas.

RESULTADOS

Dezoito espécies pertencentes a familia Rutaceae com suas respectivas caracteristicas
recuperadas do banco de dados da NCBI, estao apresentadas na Tabela 1. Quanto ao contetido
de GC observou-se uma variagdo de 38,3% a 38,5%, para os genes que codificam proteinas
com valores que variaram de 85 a 93, e espago génico variou de 88672 pb a 90217 pb. O nimero
de pares de bases variou de 158.154 pb (Zanthoxylum piperitum) a 160.416 pb (Micromelum
minutum).

Os plastomas das 18 espécies foram analisados quanto a presenca de regides de
microssatélites. Observou-se a presenca de 282 regides de SSRs das quais 37 estavam presentes
dentro de genes. Na andlise do tamanho da unidade, o tipo com maior nimero de repeti¢do para
todos os plastomas na regido génica foram os dinucleotideos, com um total de 27 SSRs, com
frequéncias que variam de 17% a 100%, e para a regido intergénica o maior numero foi de
trinucleotideos, com um total de 178 SSRs com frequéncia variando de 86% a 100%. As
repeticdes tetras e pentanucleotideos s6 apresentaram microssatélites na regido intergénica.
Portanto, na familia Rutaceae o nimero de SSRs nas regides intergénicas ¢ maior do que o
SSRs nas regides génicas (Tabela 2).

Alinhamento das sequéncias
Das sequéncias de microssatélites localizadas nos genomas das espécies selecionadas

(Tabela 2) foi possivel observar a presenca de quatro microssatélites génicos (rpoC2, ndhD,
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ndhF e psbC) (Tabela 3; Figura 1). Os SSRs foram classificados quanto ao tipo, como perfeito
(P) as sequéncias com motivos ininterruptos e imperfeitos (I) as sequéncias com motivos
interrompidos. Nao foram observados polimorfismos de tamanho dentre os microssatélites
analisados, apenas polimorfismos de sequéncias, como transi¢des e transversdes. Os
microssatélites génicos presentes nos genes rpoC2 e ndhD foram classificados como perfeitos
para todas as espécies estudadas. O microssatélite presente no gene ndhF se apresentou de
forma perfeita apenas para a espécie M. koenigii, apresentando uma transversdo de uma
Adenina (A) por uma citosina (C) nas espécies C. aurantiifolia, C. depressa, C. limon, C.
platymamma, C. excavata, C. sinensis, C. reticulata, C. maxima e M. minutum, uma transicao
de uma adenina (A) por uma guanina (G) nas espécies G. mauritiana, G. pentaphylla. Nas
espécies M. caloxylon, P. amurense, Z. bungeanum, Z. Piperitum, Z. schinifolium, Z.simulans
foi observado dois pontos de mutagdo, o primeiro consta de uma transi¢do de uma timina (T)
para uma citosina (C) e uma tranversao de uma adenina (A) por uma citosina (C). O psbC foi
classificado como perfeito em oito espécies da familia Rutaceae, nas espécies C. excavata, G.
mauritiana, G. pentaphylla, M. minutum ocorreu uma transi¢cdo de uma timina (T) por uma
citosina (C), na M. caloxylon foi observado uma transversdo de uma citosina (C) por uma
adenina (A) e dois pontos de mutacao foi observado nas espécies P. amurense, Z. bungeanum,
Z. piperitum, Z. schinifolium, Z.simulans, o primeiro envolve uma transi¢do de uma timina (T)
por uma citosina (C) e o segundo envolve uma transversao de uma citosina (C) em uma adenina
(A) (Figura 1). Os microssatélites presentes nos genes rpoC2 e psbC foram localizados dentro
da regido da ORF, e os genes ndhD e ndhf foram localizados na regido fora da ORF.
Comparacio gendomica das sequéncias do plastoma de espécies da familia Rutaceae
De acordo com grafico mVISTA (Figura 2), a comparacdo do genoma plastidial das

espécies revelou um alto nivel de conservacdo. O niimero de sitios variaveis, em relacdo a C.
arauntiifolia variou de 316 a 5593. Como mostrado na Figura 2, as regides em azul sdo as areas
codificantes e as regides rosa indicam as areas ndo codificantes conservadas de acordo com a
anotacdo da espécie C. aurantiifolia, obtida através do servidor DOGMA. Os maiores pontos
de divergéncia ocorrem entre os genes rpoC2e ycf2. As espécies S. bahiensis e M. indica foram
utilizadas como grupo externo apresentando grande divergéncia em comparagdo com as outras
espécies estudadas. A semelhanca da organizacdo dos plastomas das dezoito espécies da familia
Rutaceae ¢ aparente a partir do grafico mVISTA.
Analises filogenéticas

A filogenia das espécies da familia Rutaceae revelou uma arvore monofilética e bem

suportada com prevaléncia de um suporte robusto de bootstrap de 100%. Houve a formacgao de
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trés clados, onde o clado maior (BS=100%) comportou as seguintes espécies C. aurantiifolia,
C. depressa, C. limon, C. platymamma, C. sinensis, C. reticulata, C. maxima, M. caloxylon. O
segundo clado (BS= 100%) englobou as espécies C. excavata, M. koenigii, M. minutum, G.
mauritiana, G. pentaphylla todas pertencentes a subfamilia Clauseneae. Um terceiro clado
observado constou das espécies P. amurense, Z. bungeanum, Z. piperitum, Z. schinifolium, Z.
simulans. As espécies do grupo externo S. bahiensis e M. indica, formaram um clado separado
e com suporte bootstrap de 100% (Figura 3).

Através do método Realtime (Tamura et al., 2012) e pelo modelo de Tamura-Nei (Tamura
et al., 1993), foi obtido o tempo de divergéncia entre as espécies analisadas, com base em trés
pontos de calibracdo obtidos pelo site Time tree. Os tempos relativos sao mostrados acima dos
pontos de ramificagdo. O primeiro clado englobou sete espécies pertencentes a tribo Citreae, da
subfamilia Aurantioideae e uma espécie da tribo Clauseneae, revelando um tempo de
divergéncia compreendido entre 28,32 a 0,73 milhdes de anos. Cinco espécies da tribo
Clauseneae formaram o segundo clado com um tempo de divergéncia de 7,67 a 29,92 milhdes
de anos. A espécie P. amurense, pertencente a subfamilia Amyridoidae, foi agrupada junto a
quatro espécies do género Zanthoxylum, tendo um tempo de divergéncia estimado de 56,00
destas espécies. O clado que inclui as espécies de Zanthoxylum e P. amurense (Subfamilia
Amyridoidae), por sua vez, tem um tempo estimado de divergéncia das demais espécies,
estimado em 74,00 milhdes de anos (Figura 3).

A filogenia da ordem Sapindales revelou uma arvore monofilética, com clado forte (BS=
100%) incluindo representantes das familias Rutaceae, Simaroubaceae, Meliaceae, Buseraceae,
Anacardiaceae e Sapindaceae. Foi possivel observar que as espécies da ordem Sapindales
ficaram bem definidas dentro das suas respectivas familias. Os trés primeiros clados englobam
representantes da familia Rutaceae, e incluem espécies das tribos Citreae, Clauseneae,
Toddaliecae e Zanthoxyleaee. Rutaceae aparece como clado monofiletico e fortemente
suportado (BS = 100%), bastante proximo as espécies Alianthus altissima e Leitneria floridana
pertencentes a familia Simaroubaceae. As espécies do grupo externo formaram dois clados um
englobou a espécie Vitis vinifera (Vitaceae), e o segundo englobou as espécies Psidium guajava
(Myrtaceae) e Punica granatum (Lythraceae), e resultaram em clados separados e bem
resolvidos (BS= 100%) (Figura 4).

A filogenia da familia Rutaceae baseada em sequéncias do gene plastidial MatK, revelou
uma arvore filogenética robusta e monofiletica, onde foi possivel observar a separacao das trés
subfamilias Aurantioideae, Rutoideae ¢ Amyridoideae. Dentro da subfamilia Aurantioideae

houve a divisdo em duas tribos Citreae e Clauseneae, distribuidos em seis clados. A espécie
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Cneoridium dumosum, da subfamilia Rutoideae, resultou em um clado isolado localizado entre
as subfamilias Aurantioideae e Amyridioideae. As espécies Orixa japonica, Ptelea trifoliata e
Bauforodendron riedelianum estao ausentes na analise de Morton & Telmer (2014), e, portanto,
ainda possuem sua classificagdo baseada em Swingle & Reece (1964) como membros da extinta
subfamilia Toddalioideae, aparecem agrupados com espécies da subfamilia Amyridoideae

(Figura 5).

DISCUSSAO

O tamanho do genoma em pares de bases, observado para as espécies analisadas foi de
(158.154 — 161.172 pb) e foi semelhante ao observado em outras dicotiledoneas como em
Eugenia uniflora (158.445 pb) (Eguiluz et al., 2017) e em espécies da ordem Cornales (156.598
- 157.895 pb). Em contrapartida, Zhu et al. (2018), em um estudo com espécies do complexo
Cupressus-Juniperus-Xanthocyparis encontrou um valor muito inferior (126.993 - 129.150 pb)
ao obtido para as espécies da familia Rutaceae. O niimero de genes que codificam proteinas
também foi semelhante ao observado em Cornales onde foram encontrados 79 genes (Fu et al.,
2017) e no complexo Cupressus-Juniperus-Xanthocyparis com 82 genes que codificam
proteinas (Zhu et al., 2018). Os genomas plastidiais mostraram valores de conteudo GC%
variando de 38,4 — 38,5 semelhantes a outras espécies de dicotiledoneas, como observado no
trabalho de Fu et al. (2017) trabalhando com espécies de Cornales observou uma variacao de
(39,9 — 40,4%) e no complexo Cupressus-Juniperus-Xanthocyparis com variagdo de (34.6 —
34.9%) (Zhu et al., 2018) e Jena et al. (2009) trabalhando com espécies de Citrus encontrou
porcentagens entre 36,4 - 39,2% (Jena et al., 2009).

Dentre as 282 regides com microssatélites observadas, 188 correspondem as repeticdes
de trinucleotideos, deste total de 10 foram identificados em regides génicas e 178 foram
observados em regides intergénicas. Em relacdo aos dinucleotideos, 27 microssatélites em
regides génicas e 46 em regides intergénicas. As repeticdes tetra e pentanucleotideos
apresentaram repeticdes apenas em regides intergénicas, com um valor absoluto observado de
19 e 2 respectivamente (Tabela 2), esse resultado difere de alguns estudos envolvendo outras
dicotiledoneas como em espécies da familia Solanaceae (Tambarussi et al., 2009), Gossipyum
(Talat et al., 2015), que obtiveram uma maior abundincia na repeticdo do tipo
mononucleotideos e na espécie Citrus clementina com um maior numero de repeticdes do tipo
dinucleotideo (Ollitrault et al., 2010).

O alinhamento dos genes contendo microssatélites resultou em regides com alta

similaridade (Figura 1). A variacdo observada dentre os microssatélites génicos foi
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exclusivamente do tipo substituicdo, ndo ocorrendo polimorfismos de tamanho (Tabela 3;
Figura 1), o que também foi observado para espécies da familia Solanaceae (Tambarussi et al.,
2009). Marcadores microssatélites fornecem dados bastante relevantes para o entendimento de
processos filogenéticos, na compreensdo de aspectos evolutivos, unidade de conservagao,
analises de identificagdo individual e em estudos genéticos populacionais (Heywood & Iriondo,
2003; Oliveira et al., 2006). No entanto, dos microssatélites génicos observados no presente
estudo, apenas os presentes nos genes ndhF e psbC apresentaram polimorfismos, sendo de
pouco valor para analises filogenéticas, devido a sua alta conservagao.

Genes de cloroplastos como ycfl, ycf2, accD, matK, rpoC2 e ndhF sdo mais utilizados
para estudar a relagdo das espécies proximas e os genes psbC, psbB, rbcL, ndhB, psbA, psbD,
psaB e pasA s3o mais utilizados no estudo da relag@o entre plantas superiores (Kim et al., 2009).
No entanto, para espécies da familia Rutaceae o estudo com ambas as relagdes podem ser
exploradas.

O genoma de C. aurantiifolia ¢ semelhante em ordem genética as outras espécies da
familia Rutaceae, resultando em regides de alta similaridade no que diz respeito a identidade e
organizagdo das sequéncias. Os pontos de divergéncias ocorreram em sua maioria em regides
ndo codificantes (Figura 2). Trabalhos recentes envolvendo a gendmica comparativa em E.
uniflora (Erguiluz et al., 2017) e membros do complexo Lolium-Festuca (Hand et al., 2013),
demonstram similaridades tanto na identidade como na organizagao das sequéncias, e também
observaram que a localizagdo dos pontos de divergéncias foi em sua maioria em regides
intergénicas. As diferencas relatadas entre os genomas de angiospermas sao devidas a uma série
de fatores como: inversdes, perda de genes, expansdo e contragdo de regides de repeti¢do
invertidas (Erguiluz et al., 2017).

Estimativas obtidas por estudos prévios (Appelhans et al., 2010; Salvo et al. 2010),
disponiveis na plataforma time tree, indicam que a provavel separacdo entre as subfamilias
Aurantioidae e Amyridoidae se deu ha 74 milhdes de anos. Com base na andlise do relogio
molecular, utilizando pontos de calibracdo obtidos na plataforma timetree, observou-se que a
separagdo entre as tribos Citreae e Clausenae se deu provavelmente ha 33,4 milhdes de anos.
C. excavata e M. koenigii divergiram entre si ha aproximadamente de 29,92 milhdes de anos,
resultado que se aproxima ao sugerido por Pan (2010), que atribuiu a idade de 27,2 milhdes de
anos as folhas fossilizadas de espécie do género Clausena.

Os resultados mostraram que a provavel origem do clado com as espécies de Zanthoxylum
¢ de aproximadamente 56 milhdes de anos e da tribo Zanthoxyleae de 28 milhdes de anos. Esses

resultados sdo muito semelhantes aos obtidos por Appelhans et al. (2018), onde foi indicado
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que o grupo do clado Zanthoxylum originou-se no inicio do Eoceno (50,5 milhdes de anos;
48,5-53,9 milhdes de anos) e a separagdo nos quatro clados principais ocorreu relativamente
pouco depois da formacao deste grupo.

Os resultados também sugerem o género Citrus se originou provavelmente ha 7,7
milhdes de anos. Esses resultados sdo muito semelhantes aos obtidos por Xie et al. (2013), em
um estudo baseado em um fossil da espécie Citrus linczangensis. Por meio da comparagdo de
caracteres arquitetonicos de folhas, os autores discutem que a espécime fossil da época tardia
do Mioceno de Lincang em Yunnan, C. linczangensis tem caracteristicas dos principais grupos
citricos atuais. O uso da datagdo molecular forneceu evidéncias definitivas da origem desta
espécie em aproximadamente 8 milhdes de anos atras. No entanto, uma pesquisa recente sobre
a evolucdo dos Citrus (Schwartz et al., 2015) concorda com a datacdo proposta por Pfeil &
Crisp (2008) e sugere uma idade minima para o Citrus (3,6 — 6,1 milhdes de anos). C. reticulata
aparece como a espécie mais basal dentro de Citrus, estando provavelmente relacionada com a
origem e evolugdo do género. C. reticulata, pois possui caracteristicas unicas e criticas das
principais espécies que deram origem a maioria dos citrinos cultivados, sendo provavelmente
uma das mais antigas do género Citrus (Wu et al., 2018).

A filogenia com base no genoma de cloroplasto para as espécies da familia Rutaceae
revelou monofiletismo com relagdes bem definidas entre suas espécies e totalmente separado
do grupo externo (BS = 99%). Foram encontrados quatro clados em Rutaceae pertencentes as
subfamilias Aurantioideaec ¢ Amyridoideae onde todos eles se mostraram monofiléticos com
relacdes bem consistentes (BS =100%) (Figura 3). Morton &Telmer (2014), baseados em
estudo com dados moleculares em espécies de Rutaceae, propuseram a reclassificacdo da
familia, resolvendo o parafiletismo da subfamilia Toddalioideae, classificando todo o grupo
como Amyridoideae. Esta nova classificacdo resolve a problematica observada por Chase et al.
(1999) e Scott et al. (2000), que mostraram continuadamente que os grupos de Toddalioideae
ndo sdo monofiléticos.

O primeiro clado (BS= 100%) apresentou membros da tribo Citreae (C. aurantiifolia, C.
depressa, C. limon, C. platymamma, C. sinensis, C. reticulata, C. maxima), com monofiletismo
bem definido. Este resultado esta de acordo com o observado em estudos prévios com DNA
plastidial para o género (Bayer et al., 2009; Wu et al., 2018).

O segundo clado (BS= 100%) englobou representantes da tribo Clauseneae (M.
caloxylon, C. excavata, M. koenigii, M. minutum, G. mauritiana ¢ G. pentaphylla), onde foi
observado o parafiletismo devido a proximidade da espécie M. caloxylon da tribo Citreae. Estes

resultados sdo semelhantes aos obtidos por Groppo et al. (2008) em um estudo com filogenia
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da familia Rutaceae, que observou agrupamentos entre espécies da tribo Citreae e da tribo
Clauseneae (Glycosmis, Merrillia, Micromelum, Murraya). Outros resultados por meio de
dados filogenéticos (Chase et al., 1999; Scott et al., 2000), nimero de cromossomos (Stace et
al., 1993), alcaldides (Waterman, 1975) e outros metabdlitos secundarios (Waterman, 1975;
Grieve & Scora, 1980; Silva et al., 1988) confirmam essa semelhanga. No estudo filogenético
com base na subfamilia Aurantioideae foi observada a proximidade do género Merrillia com
membros da tribo Citreae, com base nos resultados o autor sugere que o género Merrillia seja
transferido para Citreae para a obtencdo de monofiletismo nas tribos (Morton, 2009). As
espécies M. minutum, G. mauritiana e G. pentaphylla apresentaram proximidade onde o mesmo
foi observado no estudo com filogenia de Rutaceae (Groppo et al., 2008).

A subfamilia Aurantioideae compreende um grupo fortemente suportado. Semelhanca
encontrada em alguns estudos envolvendo filogenia da subfamilia Aurantioideae (Bayer et al.,
2009; Morton, 2009; Morton & Telmer, 2014). A subfamilia Aurantioideae em comparagao
com outras espécies da familia Rutaceae representa uma base muito forte com relagdo ao
monofiletismo, e € caracterizada como presenca de glandulas oleosas nas folhas e frutos, flores
aromaticas e de coloracdo branca, fruto do tipo baga (carnoso) e sementes sem endosperma
(Morton e Telmer, 2014).

O terceiro clado (BS=100%) apresentou membros da tribo Toddaliaca (P. amurense) e
Zanthoxyleae (Z. schinifolium, Z. piperitum, Z. bungeamon e Z. simulans). Os géneros
Phellodendron e Zanthoxylun sdo diferenciados pela presenga de alcaloides tais como 1-
benziltetrahidroiso quilona, que apenas ¢ visto em representantes de Raninculales (Fish &
Waterman, 1973; Waterman 1975; Waterman 1983; Waterman 2007; Appelhans et al., 2018)
que ¢ um dos grupos filogeneticamente distante de Rutaceae. A presenca deste alcaldide nas
Rutaceae ¢ uma forte indicagdo de sinapomorfia para as relacdes proximas entre os géneros
Phellodendron e Zanthoxylun, enquanto a presenca dos alcaldides em Rutaceae e Ranunculales
deve ser considerada como uma convergéncia (Appelhans et al., 2018).

A estreita relacdo de Phellodendron e Zanthoxylum diverge profundamente da taxonomia
tradicional das Rutaceae, que ressalta os caracteres dos frutos. Enquanto Phellodendron tém
frutas drupacea e foram inferidas na subfamilia Toddalioideae, Zanthoxylum tém frutos
foliculares e foram agrupados em Rutoideae (Engler, 1931). Estudos filogenéticos moleculares
mostraram que a classifica¢do tradicional da subfamilia ndo demonstra a historia evolutiva
dentro de Rutaceae (Chase et al., 1999 ; Poon et al., 2007; Groppo et al., 2008; Morton &
Telmer, 2014), que as caracteristicas dos frutos ndo sdo adequadas para estabelecer grandes

grupos da familia (Groppo et al., 2008) e que a filotaxia, habito e protuberancias actiteis nos
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ramos sao de valor taxondmico mais interessantes. Enquanto Phellodendron tém folhas opostas,
crescem como arvores ou arbustos, € ndo t€m protuberancias nos galhos, Zanthoxylum tém
folhas alternadas, sdo arvores ou arbustos escandentosos para trepadeiras lenhosas, e sdo
caracterizados por ramos actleos (Kubitzkiet al., 2011). O numero de 6vulos por carpelo
também tem valor taxondmico. Enquanto, Zanthoxylum tem dois Ovulos por carpelo,

Phellodendron tém um 6vulo por carpelo (Kubitzki et al., 2011).

CONCLUSAO

As arvores filogenéticas das espécies da familia Rutaceae revelaram consisténcia com a
proposta de classificacdo para a familia. Com base nos resultados das andlises filogenéticas,
recomenda-se a inclusdo da espécie M. caloxylon na tribo Citreae, resolvendo desta forma o
parafiletismo de Clauseneae. Esta recomendagdo ¢ suportada tanto pela filogenia baseada no
alinhamento completo de plastomas, que mostrou a maior proximidade de M. caloxylon com
espécies de Citrus, em relagdo as outras espécies da tribo Clauseneae, quanto pela filogenia
baseada no gene matK, onde similarmente, M. caloxylon aparece agrupada com espécies da
tribo Citreae.

Adicionalmente, recomenda-se a reclassificagdo dentro de Amyridoideae, das espécies
Orixa japonica, Ptelea trifoliata e Bauforodendron riedelianum, que eram previamente
classificadas como membros da subfamilia Toddalioideae, seguindo a reclassificagdo de

Morton e Telmer (2014).
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Tabela 1. Numero de pares de bases (PB), conteudo de guanina e citosina (GC), genes que
codificam proteinas (Protein), RNA ribossomico (rRNA), RNA transportador (tRNA), nimero

de genes (Gene) Espago génico de Espécies da familia Rutaceae

Espécie Ref. seq PB  GC% Proteina rRNA tRNA Gene P;zll’li‘f(‘)’
G NC 0249291 159.893 384 93 8 37 138 88672
aurantiifolia -
Citrus depressa NC_0318941 160.120 38,5 87 8 45 139 89011
Citrus limon NC 0346901 160.101 38,5 93 8 37 138 89011
Citrus NC 0301941 160.121 38,5 89 8 37 137 89009
platymamma -
Citrus sinensis ~ NC_0083341 160.129 38,5 87 8 45 140 89588
Citrus reticulata NC_0346711 160.100 38,5 89 8 37 134 89287
Citrus maxima ~ NC_0342901 160.133 38,5 89 8 37 134 89153
Clausena NC 0326851 161.172 383 86 8 33 127 90217
excavata -
Glycosmis NC 0326861 160.131 38,5 85 8 29 122 90022
mauritiana -
Glycosmis NC 0326871 159.844 384 85 8 29 122 89674
pentaphylla -
Loyl NC 0326881 159.969 38.5 85 8 29 122 89458
caloxylon -
Micromelum NC 0326891 160416 38,5 86 8 29 123 89158
minutum -
Bty NC 0326841 159.402 38.5 85 8 29 122 89395
koenigii -
Phellodendron (355511 158442 384 88 8 37 134 89884
amurense -
Zanthoxylum NC 0313861 158401 38,5 87 8 37 132 89722
bungeanum -
Zanthoxylum NC 0279391 158.154 38,5 86 8 37 131 89128
Ppiperitum -
Lestlo i NC 0307021 158.963 384 87 8 37 132 88844
schinifolium -
Zanthoxylum NC 0374821 158461 38.5 87 8 37 132 89009
simulans -
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739  Tabela 2. Numero absoluto de microssatélites. Os niimeros entre parénteses representam a
740  frequéncia (%) dos SSRs dos cloroplastos génicos e intergénicos com base no tamanho do
741  motivo para cada espécie da familia Rutaceae

Espécie Di Tri Tetra Penta
YGen “Int YGen “Int YGen “Int YGen “Int
C. aurantiifolia 2 (50) 2(50) 0 12 (100) 0 1(100) O 2 (100)
C. depressa 2(100) 0 0 13 (100) 0 2(100) O 0
C. limon 1(33) 2(67) 0 13 (100) 0 2(100) O 0
C. platymamma 1(33) 2(67) 1(7) 13 (93) 0 2(100) O 0
C. excavata 1 (20) 4(@80) 0 9 (100) 0 0 0 0
C. sinensis 2 (67) 133) 1) 13 (93) 0 2(100) O 0
C. reticulata 1 (20) 4(@80) 1) 12 (92) 0 2(100) O 0
C. maxima 1(33) 2(67) 1) 12 (92) 0 2(100) O 0
G. mauritiana 2 (50) 2(50) O 12 (100) 0 0 0 0
G. pentaphylla 2 (50) 2(50) 0 12 (100) 0 0 0 0
M. caloxylon 2 (50) 2(50) 0 8 (100) 0 1(100) O 0
M. minutum 2 (50) 2(50) 0 7 (100) 0 0 0 0
M. koenigii 2 (67) 1(33) 2(22) 7 (78) 0 0 0 0
P. amurense 2 (40) 3(60) O 8 (100) 0 2(100) O 0
Z. bungeanum 1 (20) 4(80) 1(12,5) 7875 0 1(100) O 0
Z. piperitum 1(20) 4(80) 1014 6 (86) 0 0 0 0
Z. schinifolium 1(20) 4(80) 1(12,5) 7875 0 1(100) O 0
Z. simulans 1(17) 5(83) 17125 7@1L5 0 1(100) O 0
TOTAL 27 46 10 178 0 19 0 0

742 YGen- Génico; “Int- Intergénico
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Tabela 3. Microssatélites génicos encontrados nos genomas plastidiais de espécies da familia

Rutaceae
Espécies Nome do gene
poC2 ndhD ndhF psbC

C. aurantiifolia ATs(P) ATs(P) I CTT4 (P)
C. depressa ATs(P) ATs(P) I CTT4 (P)
C. limon ATs (P) ATs (P) I CTT, (P)
C. platymamma ATs(P) ATs(P) I CTT4 (P)
C. sinensis ATs (P) ATs (P) I CTTs (P)
C. reticulata ATs(P) ATs(P) I CTT4 (P)
C. maxima ATs (P) ATs (P) I CTTs (P)
C. excavata ATs(P) ATs(P) I I

G. mauritiana ATs(P) ATs(P) I I

G. pentaphylla ATs(P) ATs(P) I I

M. caloxylon ATs(P) ATs (P) I I

M. minutum ATs(P) ATs(P) I I

M. koenigii ATs(P) ATs(P) TTA4 (P) CTT4 (P)
P. amurense ATs(P) ATs(P) I I

Z. bungeanum ATs (P) ATs(P) I I

Z. piperitum ATs(P) ATs(P) I I

Z. schinifolium ATs(P) ATs (P) I I

Z. simulans ATs(P) ATs(P) I I

P (perfeito); I (imperfeito).
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NDHD - AT(5)
1410

CATATATATATTGTATAT
CATATATATATTGTATAT)
ACACATATATATATTGTATAT
CATATATATATTGTATAT)
CATATATATATTGTATAT
CATATATATATTGTATAT
CATATATATATTGTATAT

Citrus aurantiifolia
Citrus depressa
Citrus limon

Citrus sinensis
Citrus:reticulata
Citrus maxima
Citrué_platymamma
Clausena excavata
Glycosmi;_mauritiana
Glycosmis pentaphylla
Merrillia:caloxylon
Micromelum minutum ACACATATATATATTGTATAT)
Murraya_koenigii ACACATATATATATTGTATAT)
Phellodendron amurense CATATATATATTGTATAT)
Zanthoxylum bungeanum CATATATATATTGTATAT)
Zanthoxylum piperitum ACACATATATATATTGTATAT)
Zantbaxylunischinifblium CACATATATATATTGTATAT)
Zantbaxylum_simulans ACACATATATATATTGTATAT

ACACATATATATATTGTATAT

NDHF - TTA(4)

740

TTTTATTATTATTCATTGTTAA

TTTTATTATTATTCATTGTTAA
TTTTATTATTATTCATTGTTAA
TTTTATTATTATTCATTGTTAR
TTTTATTATTATTCATTGTTAA
TTTTATTATTATTCATTGTTAA
TTTTATTATTATTCATTGTTAA
TTTTATTATTATTCATTGTTAA
TTTTATTATTATT GSTTGTTAA
TTTTATTATTATT @8TTGTTAA
TTTRATTATTATTCATTGTTAR
TTTTATTATTATTCATTGTTAA
TTTTATTATTATTSATTGTTAR
TTTRATTATTATTCATTGTTAR
T ——
T ——
TTTNATTATTATTCATTGTTAR
TTTNATTATTATTCATTGTTAR

PSBC - CTT (4)

1350

RPCO2 - AT(5)

CTTCTTCTTCTTCGTA
CICTTCGIRGG
CTT

SCTTCT BGG

CTTCTTCCTCTTCGTAGG

CATATATATAT

ATATATATAT
CATATATATAT
CATATATATAT
CATATATATAT

SCTTCTTCTTCTTCGTAGG!
SCTTCTTC

Figura 1. Alinhamento multiplo de sequéncias dos genes contendo microssatélites, em estudos

da familia Rutaceae.
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Figura 2. Alinhamento de sequéncias completas de plastomas de 20 espécies da familia
Rutaceae. Regides em azul identificam regides codificantes segundo anotagcdo para C.
arautiifolia, obtida pelo servidor DOGMA. A representagdo linear do Plastoma de C.
aurantiifolia foi obtida pelo servidor OGDRAW (Lohse et al. 2013). Regides em rosa
representam regides nao-codificantes conservadas. As espécies, M. indica e S. bahiensis foram
utilizadas como grupo externo, representando a familia Anacardiaceae SV = Sitios varidveis.
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Citrus limon

Citrus sinensis

Citrus platymamma
Citrus maxima

Citrus depressa

Citrus aurantiifolia

Citrus reticulata

Merrillia caloxylon
Clausena excavata
Murraya koenigii
Micromelum minutum
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Glycosmis pentaphylla
Phellodendron amurense
Zanthoxylum schinifolium
Zanthoxylum piperitum
Zanthoxylum bungeanum
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QOutgroup

Figura 3. Filogenia ¢ Arvore do tempo de 18 espécies da familia Rutaceae, baseada em
genomas plastidiais completos. Plastomas de duas espécies foram incluidas como grupo
externo. A arvore filogenética foi gerada pelo software MEGA7, usando o método de maxima
parcimonia, e o suporte de bootstrap foi calculado usando 1000 replicatas. Valores de suporte
de bootstrap (%) sdo mostrados abaixo da interse¢do de cada ramo. A arvore do tempo foi
inferida pelo método Realtime (Tamuraet al. 2012) e pelo modelo de Tamura-Nei (Tamura et
al. 1993). A arvore foi computada utilizando trés pontos de calibracdo obtidos pelas escalas
disponiveis no site Time tree (http://www.timetree.org/). Classificagdo taxondmica de
subfamilias e tribos Segundo Groppo et al. (2008). Valores de divergéncia do tempo entre as
espécies sdo mostradas acima da interse¢do de cada ramo.
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Tribo Subfamilia Familia Ordem

Citrus sinensis
Citrus platymamma

Citrus limon

Citrus maxima Citreae
Citrus depressa
Citrus aurantifolia

Citrus reticulata Aurantioideae

Merrillia caloxylon
Y Rutaceae

Clausena excavata

1
_[ Murraya koenigii

00
76 Micromelum minutum
100 . .
1 Glycosmis mauritiana
100 Glycosmis pentaphylla
00

Clauseneae

Sapindales
Phellodendron amurense Toddalieae i

99
9 Zanthoxylum schinifolium
— 100 . Amyridoideae
Zanthoxylum piperitum
100 Zanthoxyleae | Toddalioideae
100 Zanthoxylum bungeanum
1

Zanthoxylum simulans

100

— Ailanthus altissima

Simaroubaceae
100 L Leitneria floridana

- — Azadirachta indica Meliaceae

100 L— Carapa guianensis

Boswellia sacra
100 Burseraceae
100 Commiphora wightii

100 L[ Spondias bahiensis Anacardiaceae
100 Spondias tuberosa
— Acer davidii Sapindaceae
100L— Dipteronia sinensis
Vitis vinifera | Vitaceae Vitales
— Psidium guajava | Wyrtaceae Myrtales
100L— Punica granatum | Lythraceae

Figura 4. Filogenia da ordem Sapindales baseada em genomas plastidiais completos. Plastomas
de Spondias bahiensis (NC_0305261), Alianthus altissima (NC_0376961), Leitneria floridana
(NC 0304821), Azadirachta indica (NC _0237921), Carapa guianensis (NC_0374421),
Boswellia sacra (NC _0294201), Commiphora wightii (NC _0369781), Spondias tuberosa
(NC _0305271), Acer davidii (NC 0303311), Dipteronia sinensis (NC_0293381). Foram
incluidas como grupo externo as espécies Vitis vinifera (NC_0079571), Psidium guajava
(NC 0333551) e Punica granatum (NC 0352401). A arvore filogenética foi gerada pelo
software MEGA7, usando o método de maxima parciménia, ¢ o suporte de bootstrap foi
calculado usando 1000 replicatas. Valores de suporte de bootstrap (%) sdo mostrados na
interse¢do de cada ramo. Ordens e familias indicadas seguem a classificagdo de APG-1V (2016).
Subfamilias Aurantioidae ¢ Amyridoideae seguem a classificacdo de Morton e Telmer (2014).
Os clados em vermelho sdo referentes a proposta de Engler (1931), e as subtribos indicadas em
azul seguem a classificacdo de Swingle e Reece (1967).
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pr) Citrus wintersii AB762363.1
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Atalantia ceylanica AB762382.1
93 Atalantia spinosa AB762379.1
%6 Atalantia bilocularis AB762383.1
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74 Paramignya lobata AB762387.1
| b s Aegle marmelos AB762358.1
4% Afraegle paniculata AB762357
48 Swinglea glutinosa AB762359.1
Naringi crenulata AB762385.1
38 Citropsis gabunensis AB762380.1
93 Citropsis schweinfurthii AB762376.1
Merrillia caloxylon
a7 Clausena excavata
84 Clausena anisata AB762395.1
£2 Clausena harmandiana AB762394.1
o) Murraya koenigii Clauseneae
55 Micromelum minutum
Glycosmis mauritiana
100 Glycosmis pentaphylla
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100 L Simarouba berteroana EU546237

Figura 5. Filogenia da familia Rutaceae baseada em sequéncias do gene plastidial MatK. A
arvore filogenética foi gerada pelo software MEGA7, usando o método de maxima parciménia
e o suporte estatistico foi calculado usando 1000 replicatas. Valores de suporte de bootstrap
(%) sao mostrados na intersecdo de cada ramo. A arvore mais parcimoniosa foi obtida
utilizando-se o método SPR (Subtree-Pruning-Regrafting) em nivel de busca 3. E mostrada
apenas a arvore mais parcimoniosa das trés obtidas (Indice de consisténcia=0,64; Indice de
retengdo = 0,87, N° de passos = 909). Classificacdo de Subfamilia de acordo com Morton e
Telmer (2014) ¢ indicada pelas barras a direita. Espécies indicadas pelo ponto vermelho estdo
ausentes na analise de Morton e Telmer (2014), mas aparecem agrupadas com espécies da
subfamilia Amyridoideae. Classificagdo de tribo indicada dentro da familia Aurantioideae sdao
de acordo com o proposto por Swingle e Reece (1967).
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Figura 6. Médias acumuladas mensalmente de Precipitagdo na Colecdo de Citros da

Estacdo Experimental de Brejao - PE, entre o periodo de janeiro/2015 a dezembro/2017.
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Figura 7. Grafico de temperatura na Estacdo Experimental de Brejao - PE.
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Figura 8. Vista aérea da Colecdo de Citros da Estacao Experimental de Brejao - PE.
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Universidade Federal Rural de Pernambuco
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao
Programa de P6s-Graduagdo em Agronomia
“‘Melhoramento Genético de Plantas”

ANEXO IV - NORMAS DE REDAGAO DE TESE

1. Normas Gerais

1.1. Dissertagdo constitui o produto final de pesquisas desenvolvidas em
cursos de Mestrado e a Tese constitui o produto final de pesquisas
desenvolvidas em cursos de Doutorado. Exigem investigagdes proprias a area
de especializagdo e métodos especificos.

1.2. A Dissertacdo ou Tese € de responsabilidade do discente, da Comissao
Orientadora e da Banca Examinadora.

2. Estrutura

2.1. A Dissertagdo ou Tese devera ser composta de: (i) capa, (ii) paginas
prétextuais, (iii) corpo propriamente dito e, (iv) anexo (paginas pos-textuais).

2.2. A capa devera conter a autoria, titulo, local e ano da aprovacéo. As capas
encadernadas em mais de um volume deverdo conter as mesmas
informagdes acrescidas da identificagdo do respectivo volume. Dois (2)
exemplares devem ser de capas duras de cor preta e letras amarelas.

2.3. As paginas pre-textuais serdo compostas:

2.3.1. Primeira folha interna (pagina de rosto), contendo; (i) autoria, (ii)
titulo; (iii) nota explicativa de que se trata de um trabalho de Dissertagao ou
Tese, mencionando o Programa de Pds-Graduagado, a Universidade e o
grau pretendido (Mestrado ou Doutorado); (iv) comité de orientagdo e (v)
local e ano de aprovagdo. Contara, no verso desta folha, a ficha
catalografica.

2.3.2. Segunda folha interna deve conter, o titulo, o nome do pos-
graduando(a), a data de aprovagédo, os nomes e as assinaturas do
orientador e dos participantes da Banca Examinadora, local e data.

2.3.3. Opcionalmente, poderao ser incluidas paginas adicionais contendo:
(i) agradecimento (ii) oferecimento, (iii) dedicatoria e (iv) biografia do autor,
obrigatoriamente, deve conter (v) lista de simbolos, figuras, tabelas e
sumario.

2.3.4. Folha (s) em que conste (m) o resumo em portugués, palavras-chave,
o abstract em inglés e key words. O resumo com no maximo 800 palavras
deve destacar: o local da pesquisa, delineamento estatistico,
caracterizagdo do problema, focalizar o(s) objetivo(s), sintese da
metodologia, resultados obtidos e conclusdes.
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2.4. O corpo da Dissertacdo ou Tese contera todo o trabalho impresso,
avaliado e aprovado pela Banca Examinadora. O corpo podera ser organizado
na forma de capitulos.

2.5. O corpo em capitulos sera composto das seg¢des: Capitulo I: Introducéo
e Referencial Tedrico; Capitulos (I ou mais a depender do numero de artigos
cientificos); e Consideragdes Finais (opcional). As referéncias bibliograficas e
citagbes seguirdo as normas da Crop Breeding and Applied Biotechnology. As
referéncias bibliograficas deverao aparecer ao final de cada capitulo.

26. O anexo (paginas poOs-textuais) contera material pertinente e
suplementar.

2.7. Inserir cabecalho com citagdo do autor e nome da dissertagao ou tese,
sendo a fonte tipo arial e tamanho 10, a partir do Capitulo | até a pagina inicial
da folha anexo(s).

. Editoracao

3.1. Composicao tipografica. As dissertacbes ou teses deverdo ser
impressas em forma permanente e legivel, com caracteres de alta definicéo e
de cor preta no tipo Arial tamanho 12, com espagamento 1,5.

3.2. Notagao cientifica e medidas. A nomenclatura cientifica devera ser
diferenciada contextualmente, de acordo com as normas internacionais. As
unidades métricas deverdo seguir o padrao do Sistema Internacional de
Unidades.

3.3. Papel. Utilizar papel A-4 (210 x 297 mm) branco, e suficientemente opaco
para leitura normal.

3.4. Margens. A margem esquerda deve ser de 3 cm e as outras margens de
2.cm.

3.5. Paginagao. Todas as paginas textuais e pos-textuais deverdo ser
numeradas em sequéncia continua, isto &, desde a pagina do Capitulo | (texto
corrido), até a ultima pagina, em algarismos arabicos. A sequéncia devera
incluir tudo que estiver como mapas, diagramas, paginas em branco e outros.
As paginas pré-textuais deverdo ser numeradas, sequencialmente, como
algarismos romanos minusculos.

3.6. llustragdes. Fotografias e outras ilustragées deverdo ser montadas de
forma definitiva e incluidas no corpo da Dissertacdo ou Tese. E admitido o uso
de cores nas figuras e ilustragcbes. Em nenhuma circunstancia dever-se-a
empregar fita adesiva ou material similar para afixagédo de ilustragdes no corpo
da Dissertacédo ou Tese. Folhas de tamanho superior a A4 serdo aceitaveis,
desde que dobradas, de forma a resultar em dimensdes inferiores ao tamanho
do papel adotado.

As referéncias bibliograficas e as citagdes da tese (capitulo I) seguirdo o padrao

da revista Crop Breeding and Applied Biotecnology.
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BAB CROP BREEDING AND %

» o=
APPLIED BIOTECHNOLOGY ‘N/< \

References cited in the text by the last name of the author and the year (for
instance, Liu 1998, Pereira and Amaral Junior 2001, William et al. 1990) are to
be alphabetically listed in the item References, according to the following
examples:

Article in journals

Pereira MG and Amaral Juanior AT (2001) Estimation of genetic components in
popcorn based on the nested design. Crop Breeding and Applied
Biotechnology 1: 3-10.

Book Hallauer AR, Carena MJ and Miranda Filho JB (2010) Quantitative
genetics in maize breeding. Springer, New York, 664p.

Book chapter

Morais PPP and Borem A (2017) GM cultivars. In Silva FL, Borem A, Sediyama
T and Ludke WH (eds) Soybean breeding. Springer, New York, p. 174-189.

Congress Frey KJ (1992) Plant breeding perspectives for the 1990s. In Stalker
HT and Murphy JP (eds) Proceedings of the symposium on plant breeding in
the 1990s. CAB, Wallingford, p. 1-13.
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CiENcias RUrals

ISSN Eletrénico: 1678-4596

Normas para publicacio

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas
referentes a area de Ciéncias Agrarias, que deverdo ser destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisdes ¢ notas devem ser encaminhados via eletronica e
editados preferencialmente em idioma Inglés. Os encaminhados em Portugués poderdo
ser traduzidos apoés a 1° rodada de avaliacdo para que ainda sejam revisados pelos
consultores ad hoc e editor associado em rodada subsequente. Entretanto, caso nao
traduzidos nesta etapa e se aprovados para publicacdo, terdo que ser obrigatoriamente
traduzidos para o Ingléspor empresas credenciadas pela Ciéncia Rural e
obrigatoriamente terdo que apresentar o certificado de tradugdo pelas mesmas para seguir
tramitacdao na CR.

Empresas credenciadas:

- Alexandre Paulino Loretti (aploretti@gmail.com)

- American Journal Experts (http://www.journalexperts.com/)

- Bioedit Scientific Editing (http://www.bioedit.co.uk/)

- BioMed Proofreading (http://www.biomedproofreading.com)

- Edanz (http://www.edanzediting.com)

- Editage (http://www.editage.com.br/) 10% discount for CR clients. Please inform
Crurall0 code.

- Enago (http://www.enago.com.br/forjournal/) Please inform CIRURAL for special
rates.

- GlobalEdico (http://www.globaledico.com/)

- JournalPrep (http://www.journalprep.com)

- Liberty Medical Communications (http://libertymedcom.com/)

- Paulo Boschcov (paulo@bridgetextos.com.br, bridge.textecn@gmail.com)

- Proof-Reading-Service.com (http://www.proof-reading-service.com/pt/)

- Readytopub (https://www.readytopub.com/home).

O trabalho apés traducdo e o respectivo certificado devem ser enviados para:
rudiweiblen@gmail.com

As despesas de traducao serdo por conta dos autores. Todas as linhas deverao ser
numeradas e paginadas no lado inferior direito. O trabalho deverd ser digitado em
tamanho A4 210 x 297mm com, no maximo, 25 linhas por pagina em espaco duplo, com
margens superior, inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e
tamanho 12. O maximo de paginas serd 15 para artigo cientifico, 20 para revisio
bibliografica e 8 para nota, incluindo tabelas, graficos e figuras. Figuras, graficos e
tabelas devem ser disponibilizados ao final do texto e individualmente por pagina, sendo
que ndo poderdo ultrapassar as margens ¢ nem estar com apresentagio paisagem.
Tendo em vista o formato de publicacio eletronica estaremos considerando
manuscritos com paginas adicionais além dos limites acima. No entanto, os trabalhos
aprovados que possuirem paginas além do estipulado terdo um custo adicional para a
publicacdo (vide taxa).
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3. O artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo com
Revisdo de Literatura; Material ¢ Métodos; Resultados e Discussdo; Conclusdo;
Referéncias e Declaragcdo de conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentagdo;
Contribui¢do dos autores; Fontes de Aquisi¢do; Informe Verbal; Comité de Etica e
Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres
humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovacio de
um comité de ética institucional ja na submissdo. Alternativamente pode ser enviado
um dos modelos ao lado (Declaragdo Modelo Humano, Declaragdo Modelo Animal).

4. A revisao bibliogriafica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes
topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words;
Introdugdo; Desenvolvimento; Conclusdo; Referéncias e Declaracdo de conflito de
interesses. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Contribui¢do dos autores; Fontes de
Aquisigdo e Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranga devem aparecer antes das
referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem
apresentar parecer de aprovacio de um comité de ética institucional ja na
submissio. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaragdo
Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

5. A nota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes tépicos: Titulo (Portugués e
Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém
com introdu¢do; metodologia; resultados e discussdo e conclusdo; podendo conter tabelas
ou figuras); Referéncias e Declaracdo de conflito de interesses. Agradecimento(s) e
Apresentagdo; Contribui¢do dos autores; Fontes de Aquisicao e Informe Verbal; Comité
de Etica e Biosseguranga devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo
seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovaciao
de um comité de ética institucional ja na submissdo. Alternativamente pode ser
enviado um dos modelos ao lado (Declaragio Modelo Humano, Declaracdo Modelo
Animal).

6. O preenchimento do campo "cover letter" deve apresentar, obrigatoriamente, as
seguintes informagdes em inglés, exceto para artigos submetidos em

portugués (lembrando que preferencialmente os artigos devem ser submetidos em
inglés).

a) What is the major scientific accomplishment of your study?

b) The question your research answers?

¢) Your major experimental results and overall findings?

d) The most important conclusions that can be drawn from your research?

e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for review?

Para maiores informagdes acesse o seguinte tutorial.

7. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf
no enderego eletronico da revista www.scielo.br/cr.

8. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e
portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve
ser maiuscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos
no titulo. O nome cientifico s6 deve ser empregado quando estritamente necessario. Esses
devem aparecer nas palavras-chave, resumo e demais se¢des quando necessarios.

9. As citacdes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras maiusculas seguidas do
ano de publicagdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os

128



SILVA, A. D. F. da. Potencial para uso industrial e consumo in natura de variedades citricas...

reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma
formagdo congénita (MOULTON, 1978).

10. Nesse link ¢  disponibilizado o arquivo de estilopara uso com o
software EndNote (0 EndNote ¢ um software de gerenciamento de referéncias, usado
para gerenciar bibliografias ao escrever ensaios e artigos). Também ¢ disponibilizado
nesse link o arquivo de estilo para uso com o software Mendeley.

11. As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme
normas proprias da revista.

11.1. Citacdo de livro:

JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders,

1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas téxicas da Amazonia a bovinos
e outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

11.2. Capitulo de livro com autoria:

GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH,
D.E. The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

11.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques.
3.ed. New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirurgicas

em animais de grande porte. S3o Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

11.4. Artigo completo:

O autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e o nimero de identificagdo
DOI (Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different
stages of the stored product pests Tribolium  confusum(Coleoptera:
Tenebrionidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus
granarius (Coleoptera: ~ Curculionidae) and Plodia  interpunctella (Lepidoptera:
Pyralidae). Journal of Stored Product Research, Amsterdam (Cidade opcional), v.37,
p.153-164, 2001. Available from: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00016-3>.
Accessed: Mar. 18, 2002. doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Response of Sitophilus
oryzae (L.), Cryptolestes ferrugineus (Stephens) and Oryzaephilus surinamensis (L.) to
different concentrations of diatomaceous earth in bulk stored wheat. Ciéncia Rural ,
Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov. 2008 . Available from:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2009. doi: 10.1590/S0103-
84782008000800002.

SENA, D. A. et al. Vigor tests to evaluate the physiological quality of corn seeds cv.
'Sertanejo'. Ciéncia Rural, Santa Maria , v. 47, n. 3, €20150705, 2017 . Available from:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782017000300151&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2017. Epub 15-Dez-2016.
doi: 10.1590/0103-8478cr20150705 (Artigo publicado eletronicamente).

11.5. Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliacao de cultivares do ensaio nacional
de girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1.,
1992, Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pro-reitoria de Pos-graduacao e Pesquisa,
1992. V.1. 420p. p.236. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacio).
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11.6. Tese, dissertacao:

COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre
bovinos (Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f.
Monografia/Dissertagdo/Tese (Especializagao/ Mestrado/Doutorado em Zootecnia) -
Curso de Pés-graduacdo em Zootecnia, Universidade Federal de Santa Maria. (OBS.:
tentar evitar esse tipo de citagdo).

11.7. Boletim:

ROGIK, F.A. Indistria da lactose. Sdo Paulo : Departamento de Produ¢do Animal,
1942. 20p. (Boletim Técnico, 20). (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacio).

11.8. Informagao verbal:

Identificada no proprio texto logo apds a informacao, através da expressao entre
parénteses. Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao
final do texto, antes das Referéncias Bibliograficas, citar o endereco completo do autor
(incluir E-mail), e/ou local, evento, data e tipo de apresentagdo na qual foi emitida a
informacao

11.9. Documentos eletronicos:

MATERA, J.M. Afecc¢des cirurgicas da coluna vertebral: analise sobre as
possibilidades do tratamento cirdrgico. Sdo Paulo : Departamento de Cirurgia,
FMVZ-USP, 1997. 1 CD. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citagao).

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In. WORLD SMALL
ANIMAL VETERINARY CONGRESS, 31, 2006, Prague, Czech
Republic. Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Online. Available from:
<http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1>.
Accessed: Mar. 18, 2005 (OBS.: tentar evitar esse tipo de citagao).

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais.
Online. Available from: <http://www.zh.com.br/especial/index.htm>. Accessed: Mar. 18,
2001(OBS.: tentar evitar esse tipo de citagdo).

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and
conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas, (Ireland),
v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000.
Online. Available from: <http://www. Medscape.com/server-java/MedlineSearchForm>.
Accessed: Mar. 18, 2007.

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Andlise comparativa entre duas técnicas de
recuperagdo de tulcera de cornea ndo infectada em nivel de estroma médio. In:
SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997,
Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE,
1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC. (OBS.: tentar evitar esse tipo de
citacdo).

12. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero de
ordem em algarismos ardbicos. A revista ndo usa a denominacdo quadro. As figuras
devem ser disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos figuras e graficos
(com largura de no maximo 16cm) devem ser feitos em editor grafico sempre em
qualidade méaxima com pelo menos 300 dpi em extensdo .tiff. As tabelas devem conter a
palavra tabela, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e ndo devem exceder
uma lauda.

13. Os conceitos e afirmagdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade do(s)
autor(es).
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14. Seré obrigatdrio o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O artigo
ndo tramitard enquanto o referido item nao for atendido. Excepcionalmente, mediante
consulta prévia para a Comissao Editorial outro expediente podera ser utilizado.

Lista de verificagdo (Checklist .doc, .pdf).

16. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovagao.

17. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o encaminhamento
de uma justificativa pelo indeferimento.

18. Em caso de duvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se a
Comissao Editorial.

19. Todos os artigos encaminhados devem pagar ataxa de tramitacdo. Artigos
reencaminhados (com decisdo de Reject and Ressubmit) deverdo pagar a taxa de
tramitacdo novamente. Artigos arquivados por decurso de prazo ndo terdo a taxa de
tramita¢do reembolsada.

20. Todos os artigos submetidos passardo por um processo de verificagdo de plagio
usando o programa “Cross Check”.

21. Contribuicao dos autores

Para se qualificar para a autoria do manuscrito submetido, todos os autores listados
deveriam ter contribuicdes intelectuais substanciais tanto para a pesquisa quanto para
sua preparacdo. Por favor, use um dos exemplos abaixo ou faga o seu.

Exemplo um

RW, RA e RCNO conceberam e projetaram experimentos. WC, LM e AA realizaram os
experimentos, BB realizou as anélises laboratoriais. BB supervisionou e coordenou os
experimentos com animais e forneceu dados clinicos. BB realizou analises estatisticas
de dados experimentais. WC, MB e NO prepararam o rascunho do manuscrito. Todos

0s autores revisaram criticamente o manuscrito e aprovaram a versao final.

Exemplo dois

Todos os autores contribuiram igualmente para a concepcao e redagdo do manuscrito.
Todos os autores revisaram criticamente o manuscrito e aprovaram a versao final.
Exemplo trés

Os autores contribuiram igualmente para o manuscrito.

2 R Acwe Y vl - IS B
G RQcves N\ \ FAPERGS 3‘ -

pre—adrasndaty

60 ANOS

Ciéncia Rural
Universidade Federal de Santa Maria - Centro de Ciéncias Rurais
Prédio 42, Sala 3104 97105900 - Santa Maria RS, Brasil
E-mail: cienciarum|@mail ufsm br
Fone/Fax: (55) 32208698
Fax: (55) 32208695
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Peer

((5) YEARS PUBLISHING

Por favor, use o inglés claro, inequivoco, tecnicamente e gramaticalmente correto por
toda parte.
Arquivos:
Manuscrito
Figuras
Tabelas
Dados brutos ou arquivos de codigo
Dados ou codigo sdo quase sempre necessarios para revisao e publicagao.
Os autores que ndo enviam seus dados brutos corretamente sdo o principal motivo para o
atraso.
Escolha como vocé deseja enviar seus dados brutos:
e Envie para o Peer] como um arquivo suplementar.
e Faca o upload para um repositério on - line e envie os detalhes de acesso
(necessarios para arquivos com mais de 30 MB).
e Se de propriedade de terceiros, por favor, envie permissdo por escrito para
publicar.
e Se vocé ndo puder enviar por motivos de privacidade ou seguran¢a, envie uma
declaracao dos proprietarios dos dados brutos ou do codigo explicando o motivo.
e Os arquivos devem ser legiveis por maquina, isto ¢, imagens, PDFs, Powerpoints
etc. ndo aceitos.
Arquivos suplementares
Arquivos que nao fazem parte do seu manuscrito principal:
Arquivos para o pessoal (conforme apropriado)
« Ftica / participante humano / estudo de campo / documentos de aprovagdo de
animais vertebrados.
e Exemplo de formulario de consentimento de participante humano.
o Diagrama de fluxo e lista de verificagdo do CONSORT.
o Diagrama de fluxo e lista de verificagdo PRISMA.
o Lista de verificagdo COREQ.
e Protocolo de avaliagao
e Formulério de consentimento de foto / video.

Arquivos para publicagio

e Dados brutos ou codigo (obrigatorio).

e Grandes conjuntos de dados suplementares.

o Figuras e tabelas.

e Artigos.

e Video e audio.

e Os arquivos suplementares ndo devem exceder 50 MB no total (limite de arquivo
individual de 30 MB). Se vocé precisar de mais espago, entre em contato conosco.
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Formata¢ao do manuscrito:

e Carta dos EUA.

e Use numeros de linha.

e Margem de 2,5 cm em todas as bordas.

o Fonte do Times de 12 pontos para facilitar a leitura.

o Estilo 'Normal' para texto, estilos 'Heading' para titulos.

e Nao use estilos / modelos de documentos 'incomuns' (por exemplo, 'Normal
(Web)").

e Esquerda justifique todo o texto para a margem esquerda. Nao 'largura total'
justificar.

Orientacio de titulo:

Seja claro, atraente, interessante e especifico.

Corresponda as consultas de pesquisa usadas para encontrar artigos semelhantes.
Seja conciso: idealmente 20-60 caracteres (limite maximo de 250 caracteres).
Evite siglas, abreviaturas e jargdes.

Descreva com precisdo o trabalho.

Dados brutos ou codigo enviados como:

e Um link para um repositério onde os dados e / ou codigo estdo acessiveis (por
exemplo , Github , Gitlab ).
ou arquivo (s) suplementar (ais) contendo os dados ou codigo brutos.
E legivel por maquina (PDF, Powerpoint, imagens, etc. ndo aceitas).
Dados ou codigo sdo quase sempre necessarios:
Se os dados forem de propriedade de terceiros, obtenha permissdo para
publicar. Alternativamente, envie uma declaracdo dos proprietarios explicando
por que eles ndo podem publicar em razio de privacidade ou seguranga.
Se for muito grande, faga o upload para um repositério on-line (por
exemplo , Figshare, Dryad , etc).

Sessoes Padrio
o Pagina de rosto do autor
Incluido como a primeira pagina do seu manuscrito.
As informagdes do autor inseridas on-line devem corresponder exatamente as
informagdes do autor listadas na pagina de rosto do autor.

o Estrutura da pagina de rosto do autor:

Titulo do artigo

Autores
e Primeiros nomes (ou primeiras iniciais em combinacdo com os nomes do meio
completos).

e Nome do meio inicial (s).
e Sobrenomes (sobrenome, nome da familia).
Afiliagdes (indicar varias afiliagdes ou enderegos atuais, quando apropriado).
e Departamento, universidade ou afiliagdo organizacional.
e Localizacdo: cidade, estado / provincia (se aplicavel).
o Pais.

133



SILVA, A. D. F. da. Potencial para uso industrial e consumo in natura de variedades citricas...

Autor correspondente
e Primeiro e tltimo nome.
e Endereco de e-mail.
ou
e Se for de autoria de um consoércio, liste nomes e afiliagdes na ordem correta na
secdo Agradecimentos.
e Todos os autores devem  atender aosrequisitos de  autoria
de autoria do ICMJE . Inclua outros contribuidores na se¢cdo Agradecimentos.
Abstrato
e Limite de 500 palavras (3.000 caracteres).
e Descri¢do concisa, auto-contida da razio para o trabalho, metodologia, resultados
e conclusdes.
e Abreviagdes incomuns devem ser explicitadas no primeiro uso.
e Nao ha notas de rodapé ou referéncias (exceto quando se faz referéncia a uma
publicacdo criticada pela DOI).
e Os subtitulos devem estar em negrito, seguidos de um periodo e iniciar um novo
paragrafo.
Introduciao
Materiais e Métodos
Resultados
Discussao
Conclusoes
Agradecimentos
e Nao reconheca os financiadores aqui, existe uma Declara¢do de Financiamento
separada para isso. Todos nomeados na secdo de agradecimentos devem ser
informados de que sdo nomeados.
Referéncias
Escolha seu estilo
Peer] prefere que vocé gaste seu tempo fazendo ciéncia, ndo formatando referéncias!
Envie suas referéncias em qualquer estilo que vocé gosta.
Apenas certifique-se de que estejam cheios, claros e consistentes, e padronizemos a
producdo.
Citagoes no texto
Para trés ou menos autores, liste todos os nomes dos autores (por exemplo, Smith, Jones
& Johnson, 2004) . Para quatro ou mais, abrevie com "primeiro autor' et al. (por exemplo,
Smith et al., 2005) .
Multiplas referéncias ao mesmo item devem ser separadas por um ponto-e-virgula (;) e
ordenadas cronologicamente.
Referéncias do mesmo autor no mesmo ano devem ser diferenciadas por letras (Smith,
2001a; Smith, 2001b) .
Citar artigos aceitos para publicagdo como 'in press'. Inclua na se¢@o de referéncia e faca
o upload como um arquivo suplementar.
Cite o trabalho ndo publicado, em preparacdo ou sob revisdo como 'dados ndo publicados'
. Use as iniciais e o sobrenome do autor apenas no texto. Nao inclua na se¢do de
referéncia.
Evite referenciar comunicacgdes pessoais. Referéncia como 'pers. comm.
nome € ano.

, incluindo o
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Exemplo de referéncia do livro:

James FY. 2010. Compreendendo milho e trigo . Oxford: Oxford University Press.
Exemplo de trecho do livro:

Smith PG. 2011. Comportamento nas formigas. Em: Jones HY, ed. Comportamento de
insetos nos Andes. Berlim: Springer Verlag, 101-200.

Exemplo de tese:

Blair HJ. 1989. Modifica¢des estruturais do género Lecanopteris (Polypodiaceae). D.
Phil. Tese, Universidade de Cambridge.

Exemplo de pagina da Web:

Johnson S. 2010. Plantas italianas. Disponivel em http://www.italianplants.com
(acessado em 22 de margo de 2011).

Resumo de exemplo:

Thomas D, Scharfenecker U, Schiltmeyer B. 2006. Baixo potencial de interagao
medicamentosa da lacosamida. [Abstract 2.235] Epilepsia 47 (Suppl 4): 200.

Figuras
Use o formato de arquivo original e o tamanho da imagem sempre que possivel.
Imagens vetoriais (por exemplo, graficos, diagramas):

e PDF (preferencial)

e EPS
e PNG
Imagens raster / bitmap (por exemplo, desenhos, screenshots):
e PNG (preferencial)
e JPEG (apenas fotografias)
e PDF
e EPS

Tamanho ideal de 3000px de largura (minimo: 900 x 900px)
Por favor carregue como arquivos separados (isto ¢, ndo incorpore no manuscrito).
e 'Figura' refere-se a graficos, graficos, desenhos de linhas e fotografias.
e Imagens de qualidade inferior podem ser aceitas para revisdo, mas elas devem ser
substituidas por imagens de alta qualidade (300 dpi) no reenvio.
¢ Inclua numeros de figuras em nomes de arquivos, por exemplo, "Figura 1.png"
e Os titulos sdo obrigatorios para todas as figuras (as legendas sdo opcionais):
e Todas as figuras devem ser citadas no texto principal.

Ordem de figura:

e A figura 1 aparece primeiro no texto e primeiro citada.

e A figura 2 aparece em segundo lugar e a proxima ¢ citada apos a figura 1.

e Ao citar, use a abreviacdo "Fig." Ao iniciar uma frase com uma citagdo, use
'Figura 1'.

e Espacgo em branco minimo ao redor de cada figura / figura.

e Etiquete com uma fonte legivel e uniforme. Altura vertical de 2 mm sugerida.

e Figuras de vérias partes enviadas em um arquivo e organizadas conforme elas
serdo publicadas. Etiquete cada parte com uma letra maitiscula.

Tabelas

Formatos de documentos de tabela:
e .DOCX (preferencial) e . DOC
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.TeX (+ PDF com figuras e tabelas incorporadas).

.ODT

.PDF (somente a primeira submissao)

Por favor carregue como arquivos separados (isto €, ndo incorpore no manuscrito).
Inclua numeros de tabelas em nomes de arquivos, por exemplo, "Tabela 1.png"
Os titulos sdo obrigatorios para todas as tabelas (as legendas sdo opcionais)

Ordem da tabela:

A Tabela 1 aparece primeiro no texto e primeiro citada.

A Tabela 2 aparece em segundo lugar e a proxima citada apos a Tabela 1.

etc ...

Citar tabelas no texto como "Tabela 1 ", "Tabela 2" etc.

Inclua unidades nos cabegalhos de coluna e linha, entre parénteses.

As mesas devem caber em uma unica pagina de 21,6 x 28 cm com margens de 2,5
cm.

Coloque notas de rodapé abaixo da tabela; estes podem ser usados para explicar
abreviagoes.

Para figuras, videos ou tabelas contendo material com direitos autorais ndo criados
por um dos autores (por exemplo, fotografias, mapas):

Faga o upload de um documento com a permissdo do proprietario dos direitos
autorais para publicar sob uma licenga CC BY (faca o download do modelo de
carta de permissdo de foto / video ).

Adicione uma atribui¢ao de crédito na legenda.

Ao enviar fotografias, indique a identidade do fotografo.

Consideracoes sobre o estilo
Texto manuscrito

Por favor, use um inglés claro, inequivoco, tecnicamente e gramaticalmente
correto.

Artigos com mais de 45 paginas (apds a composi¢ao) incorrerdo em uma taxa de
servigo adicional. Este ndo ¢ um APC adicional e os cddigos de desconto nio
podem ser usados para pagar esta taxa. Se vocé tiver um manuscrito desta
extensdo, envie um e-mail para editor@peerj.com para discutir.

As normas estabelecidas de escrita académica dentro de seu campo devem ser
seguidas.

A ortografia em inglés ou americano ¢ aceitavel, desde que seja usada de forma
consistente em todo o texto.

Nomenclatura: A nomenclatura bioldgica e médica deve aderir as diretrizes
reconhecidas estabelecidas por regulamentos de comités internacionais ou 6rgaos
competentes para campos especificos, conforme aplicavel.

Tabelas

O texto da tabela deve ser texto em preto romano.

Um significado especial pode ser colocado em determinados valores da tabela
(por exemplo, valores-p) em negrito, italico ou sublinhado do texto. Explique na
legenda da tabela o que a formatagao representa.

Figuras

Manipulacao de imagem:
As figuras devem ser minimamente processadas / manipuladas, para adicionar
rétulos, setas ou alterar o contraste (aplicado a toda a imagem inc. Controles).
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e Naio ajuste de forma alguma que possa levar a interpretagdes erradas da
informag¢@o na imagem original.

e Arquivos de figuras e dados ndo processados devem ser mantidos para revisdo
editorial, mediante solicitagao.

e Descrigoes de alteragdes e hardware e software usados para tirar as imagens e
fazer ajustes também devem ser fornecidas.

e Manipulacio inadequada de dados ¢ motivo para retragdo de artigos e relatorios
para os conselhos de supervisdo institucionais.

e (G¢is, borrdes e cromatogramas eletroforéticos: Use géis cortados, borrdes,
cromatografos de papel e de camada delgada, etc. em seu artigo somente se
melhorar a claridade. Carregue imagens completas de géis, borrdes e
cromatogramas como Arquivos Suplementares se fizer isso.

e Titulos e legendas abaixo da imagem podem ser incluidos no arquivo de imagem
para a primeira revisdo. Titulos e legendas devem ser removidos para uma nova
revisao.

e Inclua escalas, abreviaturas, limites, etc. na area grafica da imagem.

e As legendas de figuras devem ser auto-contidas e descrever claramente a figura e
seu conteudo.

e Ao criar figuras e imagens, considere a acessibilidade dos esquemas de cores
escolhidos para aqueles com visdo de cores ndo normal. Sempre que possivel,
evite utilizar apenas cores para distinguir partes de imagens. Quando a cor ¢ usada,
sugerimos que vocé consulte os seguintes recursos para garantir acessibilidade
maxima: J * FLY , Mapbox e ColorBrewer .
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