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ESTIMATIVA DO TAMANHO OTIMO DE AMOSTRA NA ANALISE DE
CARACTERES AGRONOMICOS EM PROGENIES DE CITROS, CONSIDERANDO
O GRAU DE HOMOZIGOSIDADE DOS PARENTAIS

Autor: Leandro Ribeiro dos Santos
Orientador: Walter dos Santos Soares Filho

Co-orientador: Carlos Alberto da Silva Ledo e Abelmon da Silva Gesteira

RESUMO: No melhoramento genético de citros, a obtencdo de individuos de
interesse agrondmico, mediante hibridacdo, exige a geracdo de progénies com
elevado numero de individuos. Para isso, diversos caracteres sdo avaliados,
incluindo aqueles relacionados ao vigor de planta, tolerancia a seca, grau de
poliembrionia, entre outros. Portanto, metodologia que permita determinar com
precisdo o tamanho ideal de amostra se torna muito importante. O objetivo desse
trabalho foi determinar o tamanho 6timo de amostra para caracteres agrondmicos
em trés progénies de citros. O trabalho foi realizado na Embrapa Mandioca e
Fruticultura, no municipio de Cruz das Almas-Ba. Avaliou-se as progénies TRKFL x
(LCR x TR), TSKFL x CTSW e TSKFL x TRBK no periodo de 2009 a 2016. O
tamanho o6timo de amostra foi calculado pelo Método da Maxima Curvatura
Modificada, pela ferramenta estatistica R. Avaliou-se: diametro do tronco, altura de
planta, vigor visual, poliembrionia, enrolamento foliar e brotacdo. Os maiores
tamanhos de amostras foram de seis plantas para o carater vigor visual para a
progénie TSKFL X (LCR x TR) e TSKFL x CTSW nos anos de 2015 e 2011,
respectivamente; seis plantas para o carater altura de planta no ano de 2010 nas
duas progénies; diametro do tronco com 15 plantas no ano de 2010 para a progénie
TSKFL x CTSW,; sete plantas para poliembrionia no ano de 2016 na progénie TSKFL
x CTSW; sete plantas para enrolamento foliar no ano de 2010 para a progénie
TSKFL X (LCR x TR) e nove plantas para o carater brotacdo para a progénie TSKFL
x CTSW no ano de 2013. Concluiu-se que fatores, como heterozigosidade dos
parentais, base genética dos caracteres, além de fatores climaticos influenciam

diretamente no tamanho 6timo de amostra.

Palavras-chave: Heterozigosidade, caracteres agrondmicos, melhoramento
genético.



ESTIMATED SIZE GREAT SAMPLE THE ANALYSIS AGRONOMIC
CHARACTERS IN CITRUS PROGENIES, WHEREAS THE PARENTAL
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Adviser: Walter dos Santos Soares Filho
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ABSTRACT: In the genetic improvement of citrus, the obtaining of individuals of
agronomic interest, through hybridization, requires the generation of progenies with
high number of individuals. For this, several characters are evaluated, including
those related to plant vigor, drought tolerance, degree of polyembryony, among
others. Therefore, a methodology that allows the precise determination of the ideal
sample size becomes very important. The objective of this work was to determine the
optimal sample size for agronomic traits in three citrus progenies. The work was
carried out at Embrapa Mandioca and Fruticultura, in the municipality of Cruz das
Almas-Ba. The progenies TRKFL x (LCR x TR), TSKFL x CTSW and TSKFL x TRBK
were evaluated in the period from 2009 to 2016. The optimum sample size was
calculated by the Modified Maximum Curvature Method, by the statistical tool R. It
was evaluated: Trunk diameter, plant height, visual vigor, polyembryony, foliar
winding and sprouting. The largest sample sizes were of six plants for the visual vigor
character for the progeny TSKFL X (LCR x TR) and TSKFL x CTSW in the years of
2015 and 2011, respectively; Six plants for the character plant height in the year
2010 in the two progenies; Trunk diameter with 15 plants in the year 2010 for
progeny TSKFL x CTSW, Seven plants for polyembryony in the year 2016 in the
progeny TSKFL x CTSW; Seven plants for foliar winding in the year 2010 for the
progeny TSKFL X (LCR x TR) and nine plants for the sprouting character for the
progeny TSKFL x CTSW in the year 2013. It was concluded that factors, such as
heterozygosity of the parents, genetic basis Character, as well as climatic factors

directly influence the optimal sample size.

Keywords: Heterozygosity, agronomic characters, genetic improvement.



INTRODUCAO

Tamanho 6timo da amostra: conceitos e métodos

No melhoramento genético dos citros, a exemplo de outras culturas perenes,
a obtencdo de individuos de interesse agrondmico, mediante hibridacdo, exige a
geracdo de progénies com elevado numero de individuos, em razdo da alta
heterozigosidade presente na maioria das espécies, situagdo agravada pelo longo
periodo pré-reprodutivo apresentado por boa parte dos individuos obtidos, que néo
raramente dao inicio a producdo de frutos apds cinco ou mais anos de idade
(SOARES FILHO et al., 2013).

A avaliacao de progénies, visando identificar cruzamentos promissores, da-
se com base em diversos caracteres, incluindo aqueles relacionados a resisténcia a
doencas, tolerancia a fatores abiéticos, como tolerancia a seca, vigor de planta, grau
de poliembrionia, entre outros (SOARES FILHO et al., 2013). Nesse sentido, a
determinacdo do tamanho oOtimo da amostra de individuos dentro de progénies,
minimo necessario para a caracterizacdo do comportamento destas em relacdo a
caracteres de interesse agrondmico, constitui uma demanda de grande importancia.
Metodologias que permitam essa determinacéo facilitardo em muito a identificacao
de cruzamentos que melhor atendam aos interesses do melhoramento genético,
com economia de tempo e de trabalho.

O tamanho O6timo da amostra pode ser entendido como um recurso
estatistico capaz de determinar o numero de individuos necessarios para
representar uma determinada progénie ou populacdo de individuos, em
conformidade com o carater analisado. Segundo Silva et al. (2012) o
estabelecimento do tamanho 6timo se configura como uma das maneiras de
aumentar a precisdo experimental e maximizar as informa¢des obtidas. De acordo
com Oliveira e Estefanel (1995) o aumento da precisdo no experimento é decorrente
da reducdo do erro experimental, que pode ser alcancada pelo uso da técnica
experimental do tamanho 6timo da amostra.

Vale salientar que a maioria dos trabalhos publicados com a técnica que da
base a esta dissertacdo tem por objetivo definir tamanhos e formas de parcelas e

nao tamanho de amostras. Todavia, tais métodos podem ser utilizados em ambas as



finalidades, sem quaisquer prejuizos a precisdo matematica no tratamento dos
dados, somente dependendo da influéncia ambiental sobre o0s caracteres
focalizados e da constituicdo genética (nivel de homozigosidade) dos parentais
empregados nos cruzamentos que dardo origem as progénies que se pretende
obter.

Portanto, as explicagcbes e exemplos apresentados neste estudo, embora
embasados em processos estatisticos que em principio tratam da determinacédo do
tamanho 6timo de parcelas experimentais, também servirdo a definicdo de tamanhos
6timos de amostras de individuos que representem uma dada progénie em relacéo a
manifestacdo de um determinado carater.

Os métodos utilizados para determinar o tamanho 6timo da parcela tém
como base o coeficiente de variacdo (CV = % 100), que € uma medida que relaciona

0 desvio padrdao em termos de porcentagem da meédia aritmética e as médias
obtidas (BANZATTO e KRONKA, 2008). Ou seja, o CV € uma estimativa do erro
experimental, em relacdo a média geral do ensaio (CARGNELUTTI FILHO e
STORK, 2007). Trata-se de uma estatistica bastante utilizada como medida de
avaliacdo da qualidade experimental (CARGNELUTTI FILHO e STORK, 2007;
BANZATTO e KRONKA, 2008). Entende-se que a medida que o CV diminui,
aumenta-se 0 ganho na precisdo do experimento e vice-versa. Assim, quanto maior
a precisao experimental (maior qualidade), menores diferencas entre estimativas de
médias serdo significativas (CARGNELUTTI FILHO e STORK, 2007). De modo
geral, o pesquisador deve buscar sempre o equilibrio entre a precisdo experimental
e 0 custo da avaliacao, sendo essa equidade um dos objetivos de tal método.

Apesar da importancia do procedimento, os pesquisadores ainda hoje usam
da experiéncia e do conhecimento que possuem a respeito da cultura com a qual
trabalham para definir o tamanho e as formas das parcelas. Entretanto, muitos
trabalhos ja utilizam e recomendam tais ferramentas estatisticas para auxiliar neste
processo.

Smith (1938) foi um dos primeiros a utilizar o método do tamanho 6timo de
parcelas. Seu método consiste na lei da variancia, no qual se calcula um coeficiente
de regressdo entre o logaritmo da variancia da unidade basica e do namero de
unidades:

Vi
VU (X) = )ﬁ



Em que: VU(x) corresponde a variancia por unidade basica, calculada entre
as parcelas de X unidades basicas; Vi a variancia dos valores de parcelas
constituidas de uma unidade basica; X € o numero de unidades basicas que
compdem a parcela no i-ésimo tamanho de parcela considerando,i=1,2,3,neb =
indice de heterogeneidade do solo, sendo 0 < b <1 (ZANON e STORCK, 2000).
Apés as contribuicdes de Smith muitos outros autores utilizaram e modificaram a
metodologia original, aperfeicoando-a e permitindo sua utilizacdo para diversas
culturas de plantas.

O Método da Maxima Curvatura Modificado

Sado mencionados na literatura diferentes meétodos para definicdo do
tamanho otimo de parcelas em culturas diferentes, cada um com sua especificidade.
Zanon e Storck (2000) citam varios metodos para determinacdao do tamanho 6timo,
tais como: Método da Maxima Curvatura, Método de H. Fairfield Smith, Método da
Méaxima Curvatura Modificado, Método da Informacdo Relativa, Método da
Regresséo Mudltipla, Método de W. H. Hatheway, Método de Pimentel Gomes etc.

Apesar dessa diversidade de métodos, a determinagcédo do tamanho 6timo de
parcela parte de um principio basico que € comum a todos 0os métodos propostos.
Primeiramente, todos levam em consideracdo o coeficiente de variacdo da unidade
basica. Posterior a isso 0 método consiste em montar e conduzir um experimento em
branco (LORENTZ et al., 2012), onde se avaliam os dados, define-se a unidade
basica (UB) do experimento e com base nos dados das UBs obtém-se as médias.

Em seguida sédo calculados os coeficientes de variancia em funcdo das
simulacdes de parcelas de tamanhos e formas diferentes, por meio da soma da
producédo das parcelas contiguas (LORENTZ et al., 2012). A leitura dos dados se faz
a partir de graficos onde é apresentada uma curva de disperséo, adotando-se como
tamanho 6timo da parcela o valor correspondente ao ponto de inflexdo da curva
(LORENTZ et al., 2012; PARANAIBA et al., 2009).

Importante estimativa do tamanho 6timo de parcela é dada pelo Método da
Méaxima Curvatura, que consiste em encontrar o ponto da maxima distancia entre a

curva formada pelos valores estimados com base na Lei de Variancia de Smith



(1938) (LORENTZ et al.,, 2012). Uma variacdo desse método foi proposta por
Lessman e Atkins (1963), o Método da Maxima Curvatura Modificada, que tem por
base representar graficamente os coeficientes de variacao de cada parcela contra os
respectivos tamanhos (LUIZ da SILVA et al.,, 2003). O tamanho 6timo é definido
algebricamente, relacionando-se o coeficiente de variancia e o tamanho de parcela
(NETO et al., 2004). Segundo Viana et al (2005), esse método pode proporcionar
resultados mais confiaveis, por levar em consideracdo uma equacado de regressao
para explicar a relacdo entre os coeficientes de variagdo e os respectivos tamanhos
de parcelas.

De acordo com Lessman e Atkins (1963), o Método da Maxima Curvatura
Modificada caracteriza-se pela representacdo da relacdo entre o coeficiente de
variagdo (CV experimental) e o tamanho da parcela, a partir da equacdo de
regressao do tipo Y = aX-b, onde a variavel Y representa o coeficiente de variagao
experimental e a variavel X representa o tamanho da parcela. De acordo com a
funcdo de curvatura, determina-se o valor da abscissa, ponto em que se observa a
maxima curvatura, conforme apresentado por Meier e Lessman (1971), por meio da

equacao:

1
(b-2)

a?b? (2b-1)
Xmc [ (b-2)

Na qual Xyc representa o valor da abscissa no ponto de maxima curvatura,
gue corresponde a estimativa do tamanho 6timo da parcela experimental, o valor de
a € uma constante da regressdo e b é o coeficiente de regressao (SILVA et al.,
2003).

Diversos estudos foram publicados utilizando tais métodos em diferentes
culturas como: Eucalipto (Eucalyptus saligna Smith), batata-doce [Ipomoea batatas
(L.) Lam. var. batatas], café (Coffea arabica L.), milho (Zea mays L.), arroz (Oryza
sativa L.), rabanete (Raphanus sativus L.) e citros (Citrus spp) (respectivamente,
ZANON e STORCK, 2000; OLIVEIRA e ESTEFANEL, 1995; PIRES et al., 2009;
RESENDE e JUNIOR, 1997; PARANAIBA et al., 2009; OLIVEIRA da SILVA et al.,
2012; SANTOS et al., 2015). Apesar da existéncia de varios artigos publicados com
diversas culturas ainda sdo escassos na literatura relatos sobre estratégias de

planejamento experimental para progénies de citros.



De modo geral tais métodos utilizam algoritmos para calcular o tamanho e
forma das parcelas no programa Excel (Microsoft office). Entretanto propde-se
utilizar o Método da Maxima Curvatura Modificada com o auxilio de programa
estatistico R para definir o tamanho da amostra em progénies de citros. Acredita-se
gue essa proposta possa tornar esse método ainda mais confiavel, justamente por
utilizar um programa estatistico em detrimento dos utilizados em planilhas de Excel.
E possivel que com a utilizagdo do programa R obtenha-se mais rapidez de
execucdo e maior confiabilidade nos trabalhos direcionados a definicdo do tamanho

6timo de amostras.

Altura de planta, diametro do tronco e vigor visual em progénies de citros

Os caracteres altura de planta, didametro do tronco e vigor s&o altamente
correlacionados (BORDIGNON et al., 2003). Tais caracteres sao governados por
varios genes, 0 que os tornam altamente influenciados pelo ambiente. Isso permite
antever que grandes variacbes na expressao fenotipica desses caracteres podem
ser observadas a campo. Assim, variacdes nutricionais do solo, na disponibilidade
de agua e luz, bem como fatores bioticos, podem ser cruciais no comportamento
dessas variaveis, em razdo da grande influéncia de fatores ambientais em

caracteres guantitativos.

Estudos realizados em citros por Scivittaro et al. (2004), tendo por base o
trifoliata como porta-enxerto [Poncirus trifoliata (L.) Raf.], demonstraram que a
elevacdo na dose de fertilizantes de liberacéo lenta e o uso de fertilizantes soltveis
promoveram aumento no diametro do tronco e de outras caracteristicas nas plantas
estudadas. O diametro do tronco pode sofrer influéncia direta da escassez de agua
na planta. Segundo Taiz e Zeigar (2009), o didmetro de caule é resultado do
crescimento do meristema secundario, que € formado por vasos condutores.
Portanto, menor suprimento de agua na planta leva a um menor diametro, por
resultar em uma menor formacdo dos vasos condutores. Soares et al. (2015)
observaram que o menor percentual de evapotranspiracdo real, que representa

menor disponibilidade de agua para cultura, em porta-enxertos de limoeiro ‘Cravo



Santa Cruz’ (Citrus limonia Osbeck) e hibrido trifoliado HTR-069, limitou o
crescimento secundéario em diametro de tais porta-enxertos.

Em citros, e em outras culturas que se baseiam em combinacdes
copa/porta-enxerto, as interacdes porta-enxerto e copa também se configuram como
fatores importantes na determinagéo de vigor, altura e diametro de planta. Segundo
Scharfe et al. (2001), os porta-enxertos afetam diretamente o vigor das variedades
copa enxertadas, influenciando seu tamanho. Reportando-se ao vigor de progénies,
Soares Filho et al. (2007) mostraram que a tangerineira ‘Sunki’ [C. sunki (Hayata)
hort. ex Tanaka], selecbes comum e ‘da Flérida’, como parentais femininos,
possibilitaram a producao de progénies vigorosas.

Esposti e Siqueira (2004) verificaram, em relagdo ao crescimento de alguns
limoeiros e tangerineiras, utilizados como porta-enxertos, que doses de nitrogénio,
aplicadas em cobertura na forma de ureia, determinaram maiores altura de planta e
diametro do caule nos primeiros, que alcancaram mais rapidamente o ponto de
enxertia, sendo os limoeiros, nesse caso, considerados mais vigorosos que as
tangerineiras nesse sistema de cultivo. Porta-enxertos como o trifoliata e alguns dos
seus hibridos induzem menor vigor a copa, em comparagcdo com porta-enxertos
como o limoeiro ‘Cravo’ (SCHARFE et al., 2001). Segundo Carlos et al. (1997), o
citrumelo ‘Swingle’ (C. paradisi Macfad. x P. trifoliata) relaciona-se a formacéo de
individuos vigorosos.

Alguns porta-enxertos, como hibridos de microtangerinas, a exemplo da
‘Sunki’ e da ‘Cledpatra’ (C. reshni hort. ex Tanaka) cruzadas com P. trifoliata, séo
conhecidos por seu comportamento ananicante, em combinacdo com diferentes
variedades copa (POMPEU JUNIOR e BRUMER, 2009). Tais individuos,
naturalmente, ddo formacdo a plantas de porte baixo, condicdo genética a eles
associada, caracteristica esta de interesse agronémico, pois permite maiores
adensamentos de plantio e reducdes no uso de mao de obra, especialmente na
colheita de frutos.

Espera-se que as variacdes, encontradas nesses carateres, tenham
influéncia direta no tamanho da amostra. Pois, pelo que se sabe, o tamanho 6timo
sofre influéncias tanto de fatores ambientais, como dos materiais biolégicos em si,

assim como em funcao da base genética do carater analisado.



Estresse hidrico e brotagdo em progénies de citros

A citricultura nordestina esta concentrada nos Tabuleiros Costeiros, onde o
déficit hidrico é presente em boa parte do ano, de novembro a marco, periodo esse
associado a altas temperaturas (PEIXOTO et al., 2006). Além disso, devido a
camada de impedimento, formada pela prépria génese dos solos dessa grande
unidade de paisagem, as plantas citricas desenvolvem um sistema radicular pouco
profundo, o que as tornam mais susceptiveis a esse estresse abidtico (PEIXOTO et
al., 2006). Sabe-se que a utilizacdo de porta-enxertos tolerante a seca, necessarios
em regides com escassez hidrica regular, situacao esta potencializada no semiéarido,
séo essenciais a sustentabilidade econdmica dos pomares citricos (PEIXOTO et al.,
2006).

O conhecimento das relacdes hidricas, das interacdes causadas pelo déficit
hidrico no desenvolvimento das plantas e dos processos fisioldégicos envolvidos é de
fundamental importancia, uma vez que o entendimento dos efeitos do déficit hidrico
sobre o0s processos fisiolégicos das plantas pode levar a identificacdo de
mecanismos de adaptacéo.

Com base em diferencas relacionadas ao consumo de agua pela planta, em
diferentes estadios de desenvolvimento, é possivel realizar inferéncias sobre
aspectos fisiologicos envolvidos nesse processo, assim como sobre suas
consequéncias (PEIXOTO et al., 2006). Sendo o estresse hidrico um carater
multigénico, quantitativo, € desafiador o entendimento de sua interferéncia nas
reacdes das plantas (AMUDHA e BALASUBRAMANI, 2011).

Em se tratando da cultura dos citros, faz-se necessario conhecer a influéncia
do porta-enxerto, na combinacdo copa/porta-enxerto, em relacdo a reacdo ao
estresse hidrico. E interessante, também, avaliar a interferéncia do porta-enxerto na
manifestacdo de brotacbes da variedade copa em periodo imediato a incidéncia de
déficits hidricos.

As respostas observadas podem possibilitar inferéncias a respeito do
aproveitamento da agua disponivel, partindo-se do pressuposto de que porta-
enxertos, per se, ou combinacdes copa/porta-enxerto, que emitem brotacdes mais
prontamente e em maior intensidade relacionem-se a uma maior eficiéncia no uso
da agua (SOARES FILHO et al., 2013).



O limoeiro ‘Cravo’ € conhecido, dentre outros atributos agronédmicos, por sua
tolerancia ao estresse hidrico, devido ao vigor, profundidade efetiva de seu sistema
radicular e condutividade hidraulica das raizes (POMPEU JUNIOR, 2005). Em
relagdo a esse limoeiro, a tangerineira ‘Sunki’, segundo Pompeu Junior (2005),
possui menor tolerancia a seca, enquanto que o trifoliata e o citrumelo ‘Swingle’ séo
mais suscetiveis (BASTOS et al., 2014; POMPEU JUNIOR et al., 2001). Quanto ao
citrumelo ‘Swingle’, cabe acrescentar, o estresse hidrico severo leva variedades
copa nele enxertadas a uma massiva queda de folhas, embora as plantas se
recuperem muito bem durante as primeiras chuvas apds a seca (brotacdes),
caracteristica esta importante para porta-enxertos (CARLOS et al., 1997).

Os estresses provocados pela insuficiéncia de agua nas plantas levam a
uma seérie de reacgdes fisiologicas, principalmente queda na producédo de frutos,
enrolamento foliar, abscisdo das folhas e redugédo da area foliar (TAIZ e ZEIGAR
2009). Em espécies de citros essa reducao da area foliar e o enrolamento das folhas
séo caracteristicas marcantes quando submetidas a longos periodos de tempo sem
chuva e calor intenso, o que pode ocasionar reducdo da taxa fotossintética e,

consequentemente, diminui¢cado na producéo de frutos (LECHINOSKI et al., 2007).

Poliembrionia em progénies de citros

A taxa de poliembrionia € um carater de extrema importancia na escolha de
um porta-enxerto comercial. Quanto mais elevada, maiores sdo as chances de um
porta-enxerto, quando propagado por semente, originar individuos de origem
nucelar, semelhantes, portanto, a planta-mae (PASSOS et al., 2006). Portanto, na
formacdo de mudas comerciais de citros, onde se procura a maior uniformidade
possivel entre plantas, porta-enxertos cujas sementes possuam elevadas taxas de
poliembrionia sdo de grande importancia (PASSOS et al.,, 2006). Além disso,
elevadas taxas de poliembrionia, devido a embriogenia nucelar, sdo uma garantia da
formacdo de porta-enxertos que preservam as caracteristicas da variedade que se
guer propagar (CARLOS et al., 1997).

Segundo Aleza et al. (2010), o fendmeno da poliembrionia foi originalmente

identificado por Leeuwenhoek em 1719, que percebeu a formagéo de duas ou mais



plantulas em uma mesma semente de citros. De acordo com esses autores, a
poliembrionia pode ser dividida em gametofitica, onde se incluem a apogamia e a
aposporia, e em esporofitica, que engloba a clivagem nucelar, integumentar,
monozigGtica e a poliembrionia de endosperma.

Trata-se de um fendmeno que ocorre em varias espécies citricas,
caracterizado pela diferenciagédo de células sométicas do nucelo (tecido que envolve
0 saco embrionario), formando, a par do embrido zigético, um ou mais embrides,
denominados nucelares, que possuem a mesma constituicdo genética da planta-
mée (CARLOS et al., 1997).

Kepiro e Roose (2010) estudaram a heranca da frequéncia de poliembrionia
em 88 progénies de um cruzamento de [Citrus maxima (Burm.) Merr.] (espécie
monoembriénica) x Poncirus trifoliata (espécie poliembridnica) e deduziram que esse
carater € dominado por poucos genes. Portanto, pode se tratar de um carater
oligogénico, que por consequéncia tende a sofrer reduzidas influéncias ambientais.
A esse respeito, Soost e Roose (1996) indicaram que as espécies de Citrus (L.), em
sua maioria, sdo poliembridnicas, sendo esse carater controlado por um ou dois
genes dominantes.

Em estudos realizados por Rodrigues et al. (2015) foram encontrados 100%
de poliembrionia para citrandarins ‘Indio’ e 87,5% a 58,53% para citrumelo ‘Swingle’
e limoeiro ‘Cravo Santa Cruz’, respectivamente. Entretanto, de acordo com Soares
Filho et al. (2000) o limao ‘Cravo’, possui em média e 1,5 embrido por semente e
35,2% de sementes poliembridnicas. J4 para o P. trifoliata a porcentagens de
poliembrionia é por volta de 31,5%, e numeros de embrides por semente de 1,4
(RAMOS et al., 2006).

Geralmente, gendtipos com poliembrionia intermedidria tendem a apresentar
maiores variagbes em seus valores, tendendo a ser mais estavel quando
apresentam poliembrionia alta (acima de 90%) ou baixa (igual ou inferior a 10%).
Apesar de ser dominado por poucos genes, um ou dois genes, existem variacfes
ambientais interferindo nas porcentagens de poliembrionia, possivelmente devido a
acao de genes menores. Fatores ambientais sdo relatados como responsaveis pela
variacdo no numero de embrides por semente, o que possivelmente pode explicar as
diferencas nas taxas de poliembrionia encontradas pelos mencionados autores,

conforme Soares Filho et al. (2000).



10

Santos et al. (2015), estudando o tamanho 6timo de amostra de frutos e
sementes para determinagdo da poliembrionia separaram os genoétipos estudados
em cinco grupos com base nas porcentagens: 12% a 30%: tangerineira ‘Sunki da
Florida’; 31% a 49%: limoeiro ‘Cravo Santa Cruz’ e 50% a 68%: hibridos HTR-001 e
HTR-054; 69% a 87%: limoeiros ‘Rugoso’ (C. jambhiri Lush.) comum e ‘Jambhiri’; e
88% a 100%: limoeiro ‘Rugoso da Florida’ e tangerineiras ‘Cledpatra’, ‘Sunki
Maravilha’, ‘Sunki Tropical’ e ‘Dancy’ (C. reticulata Blanco).

Assim, variedades como o limoeiro Rugoso da Flérida e as tangerineiras
Cleopatra, ‘Sunki Maravilha’, ‘Sunki Tropical’ e ‘Dancy’, cujas sementes apresentam
alta poliembrionia, possuem capacidade de dar formacgéo a elevadas quantidades de
seedlings (pés-francos ou plantas oriundas da germinacdo de sementes) de origem
nucelar (SANTOS et al., 2015). Todavia, para fins de melhoramento genético, onde
0 interesse é a obtencdo de hibridos, ou individuos de natureza zigotica, tais
genotipos mostram-se inadequados, ao contrario da tangerineira ‘Sunki da Flérida’,
por exemplo, cujas sementes possuem baixas taxas de poliembrionia, 0 que a
gualifica como bom parental feminino, em razdo de sua capacidade de, em
hibridacdes, dar formacédo a elevadas quantidades de individuos zigéticos (SANTOS
et al., 2015).

Origem, classificacdo dos citros e niveis de homozigosidade

O género Citrus e seus parentes sdo nativos do sul e do leste da Asia,
Malasia, Nova Caleddnia e Australia (RAMADUGO et al., 2013). As espécies de
tangerineiras (C. reticulata) tém sua provavel origem no sul da China e Indonésia, a
limeira acida [C. aurantiifolia (Christm.) Swingle] e a toranjeira (C. maxima) sdo
oriundas do Arquipélago Leste Indiano e o limoeiro verdadeiro [C. limon. (L.) Burm.f.]
e o0 pomeleiro (C. paradisi) tém seus centros de origem ainda indefinidos. As demais
espécies de Citrus e outros géneros tém como centro de origem a provincia chinesa
de Yunnan e éareas adjacentes do sul da China e norte da Indochina (CUNHA
SOBRINHO et al., 2013).

O termo citros engloba espécies de seis géneros intimamente relacionados,
Citrus, Poncirus (Raf.), Fortunella (Swingle), Eremocitrus (Swingle), Microcitrus

(Swingle) e Clymenia (Swingle), que fazem parte da familia Rutaceae (KIM et al.,
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2007). Os principais representantes desses grupos sao: laranjeira doce [C. sinensis
(L.) Osbeck], tangerineira (C. reticulata, C. deliciosa Ten., C. unshiu Marcow. e C.
clementina hort. ex Tanaka), limoeiros verdadeiros, limeiras acidas, como o ‘Tahit/’
[C. latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka] e o galego (C. aurantiifolia), limeiras doces, como a
lima-da-Pérsia (Citrus limettioides Tanaka), pomeleiros, cidreira (C. medica L.),
laranjeira azeda (C. aurantium L.) e toranjeiras (POMPEU JUNIOR et al., 2005).

A classificacdo botanica atual é: “divisdo Magnoliophyta, subdivisdo
Magnoliophytina, classe Magnoliopsida, subclasse Rosidae, ordem Sapindales
subordem Geranineae, familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae, tribo Citreae e
subtribo Citrineae” (PASSOS et al., 2006).

Segundo alguns autores, existem apenas trés espécies verdadeiras ou
espécies basicas no género Citrus sensu Swingle: citrons (C. medica L.) e
mandarinas (C. reticulata Blanco) Pummelos (Citrus maxima (L.) Osb.) (SCORA,
1975; RAMADUGU et al., 2013). Estando as demais espécies existentes resultantes
de cruzamentos dessas trés espécies ou com espécies de outros géneros. Estudos
da fracdo | das proteinas de folhas também levaram Handa et al. (1986) a chegarem
a essa afirmacdo. Mais recentemente em estudos feito com bandeamento
cromossomico constatou-se que existem, na verdade, quatro espécies biologicas
verdadeiras: C. sunki, C. reshni, C. deliciosa e C. reticulata 'Cravo’ (MAHONEY e
SPRINGER, 2009).

A espécie C ‘sunki’, parental feminino estudado neste trabalho, demonstra
grande uniformidade em campo, resultado do seu maior grau de homozigosidade.
Condicao constatada por Soares Filho et al. (2007), com estudos relacionados a
frequéncia e vigor de hibridos. Os autores acreditam que essa espécie deve possuir
niveis de homozigose mais elevados em relacdo a maioria das espécies do género
Citrus. Estudos baseados em técnicas de bandeamento cromossémico, realizados
por Cornélio et al. (2003), confirmam essa alta homozigosidade.

A alta variabilidade encontrada por Barrett e Rhodes (1976), entre selecdes
de P. trifoliata, além da predominancia de reproducfes apomicticas levaram os
autores a sugerirem que o P. trifoliata pode ser uma espécie oriunda de pelo menos
duas racas distintas. Isso permite sugerir que possui um maior grau de
heterozigosidade em relacdo a C. ‘sunki’, por exemplo. Por fim, acredita-se que o
hibrido de limoeiro ‘Cravo’ comum com P. trifoliata (LCR x TR), parental masculino

estudado, apresente o maior grau de heterozigosidade entre os parentais estudados.
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Acredita-se que a grande diversidade observada nas diferentes espécies
cultivadas de citros seja proveniente de mutagOes e de alteragbes cromossdmicas
estruturais ancestrais, conservada através da embrionia nucelar (IWAMASA e NITO,
1988). Em adicdo a essa observacgéo, cabe destacar que a quase totalidade das
espécies botanica de Citrus tem natureza hibrida, o que confirma a alta

heterozigosidade observada nas diversas especies.

Parentais das progénies estudadas

As progénies de citros que fundamentaram este estudo provieram de
cruzamentos tendo como parental feminino a tangerineira ‘Sunki’, selecédo ‘da
Flérida’. Como parentais masculinos foram utilizados o citrumelo ‘Swingle’ (CTSW),
a selecao ‘Benecke’ de P. trifoliata (TRBK) e hibrido de limoeiro ‘Cravo’ comum com
P. trifoliata (LCR x TR).

A tangerineira ‘Sunki’, supostamente originaria da india, trata-se de uma
microtangerina (CUNHA SOBRINHO et al., 2013). E tolerante a tristeza-dos-citros e
seus frutos apresentam poucas sementes (1 a 3), tendo estas baixa poliembrionia,
da ordem de 8% (CASTLE e GMITTER JUNIOR, 1999; SOARES FILHO et al.,
2003). Esta entre as variedades porta-enxerto alternativas ao limoeiro ‘Cravo’, em
virtude de sua tolerancia ou resisténcia ao declinio e a morte-subita-dos-citros e de
manifestar bom comportamento agrondémico em combinacdo com diversas
variedades copa. Sua suscetibilidade a gomose-de-Phytophthora, entretanto, limita
seu uso como porta-enxerto (CARVALHO et al., 1997).

Essa tangerineira, a exemplo de diversas outras variedades de citros, possui
variagcbes ou selegcdes, em geral resultantes de mutagcbes naturais. A ‘Sunki da
Florida’ € uma delas, ao lado de outras, como a ‘Sunki Maravilha’ (SOARES FILHO
et al., 2002) e a ‘Sunki Tropical’ (SOARES FILHO et al., 2003).

Referindo-se ao citrumelo ‘Swingle’, este resultou de cruzamento envolvendo
o pomelo ‘Duncan’ (C. paradisi) e P. trifoliata, tendo sido obtido por Walter Tennyson
Swingle, em 1907 (HUTCHISON, 1974; CUNHA SOBRINHO et al., 2013). Trata-se
de porta-enxerto resistente ao virus-da-tristeza-dos-citros, a nematdides e a gomose
de Phytophthora, além de tolerante ao frio (CASTLE e STOVER, 2001). Tem sido
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muito utilizado pela citricultura brasileira, notadamente no Estado de S&o Paulo, em
raz8o de sua tolerdncia a morte-subita-dos-citros, entre outros atributos
agrondmicos. A susceptibilidade a seca é um de seus maiores entraves (MOLINARI
et al.,, 2003). A planta tem porte médio e seus frutos possuem grande numero de
sementes, 20 a 24, com alta poliembrionia (85% a 95%) (HUTCHISON, 1974).

O hibrido LCR x TR tem como parental feminino o limoeiro ‘Cravo’, porta-
enxerto mais utilizado no Brasil, devido a diversas caracteristicas desejaveis, como
inducdo de precocidade de producdo de frutos, bom desempenho em solos
arenosos e argilosos, compatibilidade com a maioria das variedades copa, além da
tolerancia a tristeza e a seca (POMPEU JUNIOR, 2005; CUNHA SOBRINHO et al.,
2013).

Quanto ao parental masculino trifoliata (P. trifoliata), sua utilizagdo como
porta-enxerto é expressiva no Rio Grande do Sul. As copas nele enxertadas
apresentam diametro de tronco menor que a do porta-enxerto, 0 que nao significa
exatamente incompatibilidade (POMPEU JUNIOR, 2005). A resisténcia a gomose-
de-Phytophthora é uma de suas principais caracteristicas, além de menor tolerancia
a seca (CUNHA SOBRINHO et al., 2013). Conforme ja mencionado, € comum, em
citros, a ocorréncia, em nivel de uma dada variedade, de diferentes selecbes. Os
trifoliatas, nesse sentido, apresentam dezenas de selecdes, dentre as quais uma é a

‘Benecke’.
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Capitulo 1

TAMANHO OTIMO DE AMOSTRA EM FUNCAO DOS CARACTERES: ALTURA
DA PLANTA, DIAMETRO DO TRONCO E VIGOR VISUAL EM PROGENIES DE
CITROS
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TAMANHO OTIMO DE AMOSTRA EM FUNCAO DOS CARACTERES: ALTURA
DA PLANTA, DIAMETRO DO TRONCO E VIGOR VISUAL EM PROGENIES DE
CITROS

Autor: Leandro Ribeiro dos Santos
Orientador: Walter dos Santos Soares Filho
Co-orientador: Carlos Alberto da Silva Ledo e Abelmon da Silva Gesteira

RESUMO: As progénies de citros apresentam base genética ampla, muito refletida
em caracteres quantitativos, tais como: altura de planta e diametro do tronco, que
possuem grandes variabilidades em pomares de citros. A alta heterozigosidade das
espécies citricas e a base genética do carater poligénico tem influéncia direta no
tamanho 6timo de amostra. Objetivou-se definir o tamanho 6timo de amostra para as
variaveis altura de planta, diametro do tronco e vigor visual em trés progénies de
citros. O trabalho foi realizado na Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizado no
Municipio de Cruz das Almas-Ba. Avaliaram-se trés progénies oriundas dos
cruzamentos do parental feminino ‘Sunki da Flérida’ com os respectivos parentais
masculinos: o hibrido limoeiro ‘Cravo’ comum x Poncirus trifoliata TRKFL x (LCR X
TR), citrumelo ‘Swingle’ (CTSW) e P. trifoliata seleg¢édo ‘Benecke’ (TRBK) no periodo
de 2009 a 2016. O tamanho 6timo de amostra foi calculado pelo Método da Maxima
Curvatura Modificada, com o auxilio do programa estatistico R. O maior tamanho de
amostra para a variavel altura de planta foi de seis, seis e cinco plantas no ano de
2010 para as trés progénies. Para o carater diametro do tronco o maior tamanho de
amostra foram de sete e quinze plantas no ano de 2010 nas trés progénies,
respectivamente. Ja a variavel vigor visual apresentou tamanhos de amostras iguais
a seis, seis e cinco plantas nos anos de 2015, 2011 e 2016 para as trés progénies,
respectivamente. Concluiu-se que fatores genéticos, homozigosidade, fatores

ambientais e idade das plantas podem influenciar no tamanho 6timo da amostra.

Palavras-chave: homozigosidade, carater quantitativo e progénies.
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GREAT SAMPLE SIZE IN CHARACTER FUNCTION: PLANT HEIGHT, TRUNK
DIAMETER AND VISUAL VALIDITY IN CITRUS PROGENIES

Author: Leandro Ribeiro dos Santos
Adviser: Walter dos Santos Soares Filho

Co-adviser: Carlos Alberto da Silva Ledo and Abelmon da Silva Gesteira

ABSTRACT: The citrus progenies have a broad genetic base, much reflected in
guantitative traits such as: plant height and trunk diameter, which have great
variability in citrus orchards. The high heterozygosity of the citrus species and the
genetic basis of the polygenic character have a direct influence on the optimal
sample size. The objective of this study was to define the optimal sample size for
plant height, trunk diameter and visual vigor in three citrus progenies. The work was
carried out at Embrapa Mandioca and Fruticultura, located in the Municipality of Cruz
das Almas-Ba. Three progenies from the crosses of the 'Sunki' female parental of
Florida were evaluated with the respective male parentheses: the common 'Cluster’
lemon hybrid x Poncirus trifoliata TRKFL x (LCR x TR), 'Swingle' citrumelo (CTSW)
and P. Trifoliate 'Benecke' (TRBK) in the period from 2009 to 2016. The optimum
sample size was calculated by the Modified Maximum Curvature Method, with the aid
of the statistical program R. The largest sample size for the plant height variable was
Six, six and five plants in the year 2010 for the three progenies. For the trunk
diameter character the largest sample size were seven and fifteen plants in the year
2010 in the three progenies, respectively. The visual vigor variable presented sample
sizes of six, six and five plants in the years of 2015, 2011 and 2016 for the three
progenies, respectively. It was concluded that genetic factors, homozygosity,

environmental factors and plant age may influence the optimal sample size.

Keywords: homozygosity, quantitative character and progenies.
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INTRODUCAO

O melhoramento genético de citros possui particularidades que o diferem de
outros programas de melhoramento. As espécies de citros, em geral, possuem alta
heterozigosidade, mantida, ao longo do tempo, pelo fenémeno da embrionia nucelar,
além da inexisténcia de barreiras reprodutivas entre espécies de alguns géneros,
longo periodo reprodutivo das plantas oriundas de sementes e a ocorréncia de
vérias mutagBes que foram fixadas nas diversas espécies de citros ao longo do seu
processo evolutivo (SOARES FILHO et al., 2013).

O parental ‘Sunki da Flérida® é considerado uma espécie de citros
verdadeira, conhecido por apresentar alta homozigosidade, o que reflete na grande
uniformidade de suas plantas em campo (CORNELIO et al., 2003; SOARES FILHO
et al., 2007). O Poncirus trifoliata, apesar de apresentar boa uniformidade em suas
plantas, acredita ser mais heterozigoto em comparagdo a ‘Sunki da Florida’,
possivelmente um hibrido proveniente do cruzamento entre, pelo menos, duas racas
distintas (BARRETT e RHODES, 1976). Acredita-se que o hibrido de limoeiro ‘Cravo’
comum com P. trifoliata (LCR x TR), apresente o maior grau de heterozigosidade
entre os parentais estudados. Por serem heterozigoticas, as espécies de citros, com
raras excecOes, apresentam alta taxa de segregacdo genética (BASTIANEL et al.,
2006). Como consequéncia, é grande a desuniformidade das progénies a campo,
além das variacfes encontradas em muitos descritores agronémicos.

Sabe-se que caracteristicas como altura de planta, diametro do tronco e
vigor visual, este Ultimo por levar em conta todo o aspecto da planta, s&o
caracteristicas determinadas por varios genes e, portanto, apresentam grande
variacdo. Além dos efeitos que diferentes genes somam para a variacdo de um
fendtipo poligénico de importancia agronémica, fatores ambientais diversos também
podem contribuir para essa variabilidade (BENIN et al., 2005; PIMENTEL et al.,
2013).

Usualmente € impraticavel observar uma populacéo inteira de plantas, seja
pelo alto custo ou por dificuldades operacionais. Além disso, € limitante a avaliacdo
de grande numero de gendtipos devido a disponibilidade de tempo, méo de obra,
recursos financeiros e humanos (SANTOS et al., 2015). Sobre tudo quando se trata

de avaliacbes de experimentos em programas de melhoramento genético de citros,
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em que é comum a analise de muitos caracteres em cada genétipo e que a
quantidade de individuos é quase sempre muito grande. Por isso existe a
necessidade do uso de técnicas de amostragem, que deve ser bastante
representativa para que assim possa ser generalizada para toda a populacdo de
forma eficiente.

Na determinacdo do tamanho da amostra visam-se justamente a reducgéo do
erro experimental além da reducdo do namero de individuos a serem avaliados, o
gue facilita e agiliza o processo de medi¢des dos caracteres (STORCK et al., 2006).

Varios fatores influenciam na determinacdo do tamanho 6timo da amostra.
De modo geral fatores como heterogeneidade do solo, do material vegetal,
competicdes intraparcelar e interparcelar, amostragem na parcela além do caracter a
ser analisado sdo alguns dos muitos fatores que podem influenciar nesse indice
(STORCK et al., 2006).

Existem véarios métodos citados na literatura, entretanto, o da maxima
curvatura modificada proposto por Lessman e Atkins (1963) € o mais indicado para
este trabalho por gerar resultados mais confiaveis (LUIZ da SILVA et al., 2003). Este

método é fundamentado na modificacdo do método de Smith (1938), por meio do
A

ajuste da equagao geral CV (x) = 7 .

A partir desse meétodo, a relacdo entre o coeficiente de variacdo (CV) e o
tamanho de amostra com X unidades basicas é explicado pelo modelo CV=aX — b,
em que a e b sdo os parametros a serem estimados. A partir da funcéo de curvatura
dado por esse modelo determina-se o valor da abscissa onde ocorre o ponto de
maxima curvatura. Em que Xo é o valor da abscissa no ponto de Maxima Curvatura,
o qual corresponde a estimativa do tamanho 6timo da parcela experimental (LIMA et
al., 2007).

Portanto, a fim de determinar o tamanho 6timo de amostra em trés progénies
de citros, tendo-se por base o grau de homozigosidade dos parentais destas
progénies o objetivo deste trabalho foi determinar o tamanho 6timo da amostra, a
partir do Método da Maxima Curvatura Modificada, para os caracteres altura de

planta, diametro do tronco e vigor visual de planta.
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MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado na Embrapa Mandioca e Fruticultura, situado no
Municipio de Cruz das Almas, Recdncavo Baiano nas coordenadas geograficas
12°40°19” de latitude sul, 39°06’23” de longitude oeste com altitude de 226 m, em
ambiente representativo da grande unidade de paisagem de Tabuleiros Costeiros.
Sendo que o plantio foi iniciado no més de outubro de 2007 através de polinizagbes
controladas, mantendo a individualidade dos parentais femininos e masculinos,
utilizando os acessos do Banco Ativo de Germoplasma de citros (BAG citros).

O solo da area experimental é considerado bastante profundo, bem
intemperizado, oriundo de sedimentos da formagdo Capim Grosso de baixa
fertilidade quimica, classificado como Latossolo Amarelo distrofico tipico, textura
argilosa a moderada, acido, com declividade entre 10% e 15% (SOARES FILHO et
al,. 2007). O clima da regido € com evapotranspiracdo potencial média anual maior
do que a precipitacdo média anual, estacdo seca de verdo e temperatura média
superior a 22°C no més mais quente do ano, onde a umidade relativa média anual
se encontra em torno de 80% (D'ANGIOLELLA et al., 1998 apud SOARES FILHO et
al,. 2007).

Foram utilizadas trés progénies de citros oriundas dos cruzamentos do
parental feminino ‘Sunki da Flérida’ com os respectivos parentais masculinos: 1 - 0
hibrido (limoeiro ‘Cravo’ comum x Poncirus trifoliata) ou TSKFL x (LCR x TR), 2 -
Citrumelo ‘Swingle’ (CTSW) e 3 - P. trifoliata selecao ‘Benecke’ (TRBK).

Foram avaliados no periodo de 2009 a 2016 os caracteres: vigor visual,
mediante o uso de uma escala de notas apresentada na Figura 1, altura da planta,
com o auxilio de uma régua graduada (cm) e o diametro do caule, medida a 10 cm
do colo da planta (zona de transicédo entre o sistema radicular e a parte aérea), com

o auxilio de um paquimetro de madeira graduado (cm).
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Figura 1: Escala de notas para avaliagdo do vigor visual considerando como mais
vigorosos os individuos que, independente do tamanho da planta, apresentavam-se com
muitas folhas, sem deficiéncia nutricional e sintomas de doencas. 1 (plantas
independente da altura com vigor ruim), 2 (plantas independente da altura com vigor

médio) e 3 (plantas independente da altura com vigor bom).

O espacamento do experimento foi 2 x 3 metros, totalizando uma area de
2880 m2. O delineamento foi inteiramente casualizado. Foram avaliadas 76 plantas
para o cruzamento TRKFL x (LCR x TR), 195 plantas para o cruzamento TRKFL x
CTSW e 50 plantas para o cruzamento TSKFL x TRBK. Em que cada planta foi
considerado uma unidade basica.

Para a confirmacéo do grau de homozigosidade dos parentais foi realizado a
analise molecular, utilizando-se 12 primers do tipo microssatélites (k36, k54, k66,
k72, k74, k76, k78, k 36, 109, 226, k28 e k30). A extracdo de DNA seguiu o
protocolo Murray e Thompson (1980) com modificacbes. Foram coletadas em campo
folhas jovens dos quatros parentais, as mesmas foram levadas ao laboratério onde
foram lavadas com agua corrente, enxaguada com agua destilada e seca em papel
toalha. Foram utilizados 10 amostras de DNA com trés repeticdes totalizando 30
amostras. O programa de Power Marker foi utilizado para estimacdo numero de
alelos, frequéncia alélica e heterozigosidade (LIU e MUSE, 2005).

O tamanho 6timo de amostra foi calculado pelo Método da Maxima
Curvatura Modificado, proposto por Lessman e Atkins (1963), realizadas com o
auxilio do programa estatistico R (R CORE TEAM, 2014).

Por esse método, a relacdo entre o coeficiente de variacdo (CV) e o
tamanho da parcela com X unidades basicas é explicado pelo modelo CV = aX - b,
em que a e b sdo os parametros a serem estimados. A partir da funcdo de curvatura

dada por esse modelo, determinou-se o valor da abscissa onde ocorre o ponto de
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maxima curvatura, dada por: X= exp {[1/(2b+2)] log [(ab)2(2b+1)/(b+2)]}, em que X é
o valor da abscissa no ponto de maxima curvatura, o qual corresponde a estimativa
do tamanho 6timo da parcela experimental (MEIER e LESSMAN, 1971).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

O valor de F (coeficiente de endogamia) diz o quanto um gendtipo é
homozigoto a partir de uma escala que varia de zero a um, onde um € 0 maior grau
de homozigose. Os estudos moleculares mostraram que o parental ‘Sunki da Florida’
foi quem apresentou o maior grau de homozigosidade, com maior endogamia,
condicao esperada ja que se trata de uma espécie verdadeira, seguido pelo P.
trifoliata selegéo ‘Benecke’, o hibrido LCR x TR e por ultimo o citrumelo ‘Swingle’
(Tabela 1).

Tabela 1. — Resultado da analise molecular dos parentais estudados apresentando nimero

de alelos encontrado, frequéncia alélica e coeficiente de endogamia.

Genotipos* Numero de AMa.lor - Valor de F**
Alelos frequéncia alélica
TSKFL 3 0,375 1,000
CTSW 3 0,556 0,297
TRBK 2 0,750 0,615
LCRXx TR 4 0,500 0,379
Média 3 4,000 0,580

*Tangerineira ‘Sunki’, selegdo ‘da Florida’ (TSKFL), citrumelo ‘Swingle’ (CTSW), selecao
‘Benecke’ de P. trifoliata (TRBK) e hibrido de limoeiro ‘Cravo’ comum com P. trifoliata (LCR x

TR). **Coeficiente de endogamia.

Foi observado que o maior tamanho da amostra para a progénie TSKFL x
(LCR x TR) foi obtido no ano de 2010, para o carater diametro do tronco com sete
plantas (Tabela 2). Resultado parecido foi encontrado por Zanon e Storck (2000),

para o0 mesmo carater com a espécie Eucalyptus saligna Smith.
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Tabela 2 - Estimativas dos pardmetros a e b , tamanho étimo da amostra (Xo) de individuos
da progénie tangerineira ‘Sunki da Flérida’ com o hibrido de limoeiro ‘Cravo’ comum com
P. trifoliata TSKFL x (LCR x TR) relativo ao carater vigor, altura e diametro de planta e

coeficiente de variagdo CV%.

Vigor Altura Diametro

Anos
a b Xo CV% a b Xo CV% a b Xo CV%

2010 13,22 0,48 3,2 7,5 34,19 0,50 6,2 13,8 3799 050 6,6 14,7
2011 852 0,51 25 5,3 31,07 0,49 5,8 13,1 34,46 050 6,2 13,8

2015 30,60 0,49 5,7 12,8 1756 0,50 3,9 8,9 32,24 0,50 5,9 13,2
2016 23,90 0,49 48 111 27,60 0,50 5,3 12,0 3045 051 5,7 12,3

** Estimativas dos parametros da equacdo de Smith (1938), por meio do ajuste da equacgéo
A

geral CV (x) = .

Para o cruzamento TSKFL x CTSW e TSKFL x TRBK o maior tamanho da
amostra foi também para o carater diametro do tronco com 15 plantas para o ano de
2010 (Tabela 4 e 5). Conhecer o maior tamanho de amostra pode ser interessante,
pois a partir deste pode se ter inferéncias sobre a maior ou menor influéncias dos

fatores sobre o carater avaliado.

De modo geral caracteristicas como essas tendem a sofrer maior influéncia
do ambiente por se tratar de um carater poligénico. Sahin-Cevik e Moore (2012),
estudando caracteristicas quantitativas no género Citrus, comprovaram se tratar de
uma variavel determinada por varios genes. De certa forma o tamanho da amostra
tende a variar em funcdo da base genética do carater e dos fatores ambientais,

principalmente precipitacdo e temperatura (Tabela 3).

Tabela 3 - Dados climaticos para os anos de 2009 a 2015, referentes a precipitacéo,

umidade relativa do ar (UR) e temperatura média.

Anos/Média Precipitacao Umidade relativa Temperatura
2009 2,46 81,47 25,67
2010 3,1 82,13 23,26
2011 3,44 85,1 24,61
2012 1,92 80,17 24,85
2013 6,52 82,1 25,19
2014 2,99 84,17 24,82
2015 2,95 76,28 25,47

Fonte: Embrapa Mandioca e Fruticultura - Setor de climatologia.
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O carécter altura de planta, que na literatura apresenta como diretamente
relacionado com diametro do tronco, apresentou resultados diferentes destes com
tamanho 6timo de seis plantas para o ano de 2011, seis plantas para o ano 2010 e
cinco plantas para o ano 2010 nas progénies TSKFL x (LCR x TR), TSKFL x CTSW
e TSKFL X TRBK, respectivamente (tabelas 2, 4 e 5).

Esses dados corrobora com Lima et al. (2007) que encontrou como nimero
otimo igual a seis plantas, para a mesma variavel com a espécie de mamoeiro
(Carica papaya L.). Freitas et al. (2001) realizando estudos com algodoeiro
(Gossypium hirsutum) chegaram a conclusdo de que tamanhos de amostras iguais a
seis ou mais plantas representam bem o carater altura de planta o que condiz com
os resultados obtidos neste trabalho. Toda via vale salientar que cada cultura pode
apresentar tamanhos de amostras diferentes em fungdo do delineamento
experimental, tratos culturais, expassamentos etc.

Observa-se ainda que tanto para a variavel altura de planta quanto para o
diametro do tronco ao longo desses quatros anos de avaliacbes os tamanhos de
amostras foram diminuindo, com o maior tamanho de amostra, justamente, no ano

de 2010 (primeiro ano de avaliacdo) (Tabelas 2, 4, 5 e 6).

Tabela 4 - Estimativas dos parametros a e b** do tamanho 6timo de amostra, (Xo) de
individuos da progénie tangerineira ‘Sunki da Florida’ com citrumelo ‘Swingle’ (TSKFL x
CTSW), relativamente aos caracteres vigor e altura de planta e diametro do tronco e

coeficiente de variacao.

Vigor Altura Diametro

Anos
a b Xo CV% a b Xo CV% a b Xo CV%

2010 27,56 0,48 5,3 12,2 36,18 0,50 6,4 14,3 1,25 4,81 14,7 34,3
2011 37,14 0,49 6,5 1438 35,02 0,50 6,3 14,0 38,50 0,51 6,7 14,6
2015 34,84 0,550 6,2 139 27,23 0,50 5,3 11,9 39,88 0,50 6,9 15,6
2016 33,62 0,49 5,8 13,7 22,31 0,50 4,6 10,4 34,32 0,49 6,2 13,9

** Estimativas dos pardmetros da equacdo de Smith (1938), por meio do ajuste da equacao

geral CV (X) = %.

Acredita-se que isso se deve a idade das progénies quatro e trés anos,

respectivamente. Justifica-se que nos primeiros anos de vida das plantas, elas
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possuem um crescimento mais acelerado, se estabilizando & medida que véo
chegando a fase adulta (frutificacdo). E sabido também que as plantas citricas
apresentam um longo periodo de juvenilidade e isso pode interferir no tamanho da
amostra.

Tabela 5 - Estimativas dos parametros a e b e tamanho 6timo de amostra (Xo) da progénie
tangerineira ‘Sunki’, sele¢do ‘da Flérida’ com o parental masculino P. trifoliata selecdo
‘Benecke’ TSKFL X TRBK, para os caracteres vigor, altura e diametro de plantas e

coeficiente de variagdo CV%.

Vigor Altura Diametro

Anos
a b Xo CV% a b Xo CV% a b Xo CV%

20100 81 0,48 25 57 2834 050 55 11,9 1,33 5,08 15,2 33,3
2011 10,62 0,47 28 65 21,24 0,49 41 10,0 29,09 0,49 55 125
2015 27,16 0,49 53 11,9 19,61 0,48 42 9.8 36,63 0,49 6,4 14,7
2016 28,62 0,51 55 11,9 18,06 0,48 40 9.2 32,82 0,50 6,0 13,2

** Estimativas dos parametros da equacdo de Smith (1938), por meio do ajuste da equacéo

geral CV (X) = 4

xb*

Embora boa parte das caracteristicas avaliadas em uma planta apresente
heranca mendeliana simples (monogénica), é importante salientar que para a
maioria dos fenotipos observados, a exemplo de caracteres de interesse
agrondémico, nas populacdes naturais ndo segregam de forma monogénica, 0 que
significa que a variabilidade fenotipica observada em varios tracos hereditarios é
resultado da acdo de varios genes, por exemplo, altura de planta e diametro do
tronco, e ndo apenas da interacdo de um par de alelos (PIMENTEL et al., 2013).

E pertinente distinguir ainda herancas quantitativas continuas, ou seja, se
distribuem de maneira gradual entre dois extremos, altura de planta e diametro do
tronco, por exemplo, de herancas quantitativas categoricas, em outras palavras
podem ser separadas em classes, é 0 que ocorre com o carater vigor visual avaliado
neste trabalho.

O vigor visual é avaliado a partir do aspecto da planta e € dado nota trés
para o vigor considerado bom, dois para vigor médio e um para vigor ruim. Foi
possivel observar que esta variavel apresentou comportamentos diferentes nas trés
progénies.

A progénie TSKFL x (LCR x TR) apresentou trés plantas como tamanho

6timo de amostra para o ano de 2010 e duas plantas para o ano de 2011, ja para o
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ano de 2015 foram seis plantas, demonstrando o maior tamanho de amostra para
este ultimo ano.

Tamanho de amostra muito pequena significa que houve pouca ou nenhuma
variacao entre as plantas avaliadas. A progénie TSKFL X TRBK, por exemplo, para
0os anos de 2010 e 2011 apresentou baixo tamanho de amostra. Essas progénies
para os dois anos em questao exibiu um vigor elevado (igual a trés), que de acordo
com a escala de notas de avaliagé@o € considerada um vigor bom.

Esse baixo valor de tamanho de amostra pode ser um reflexo também da
alta homozigosidade dos parentais, uma vez que a ‘Sunki da Flérida’, como parental
feminino, possui alta homozigosidade e o Poncirus trifoliata selecdo ‘Beneke’ possui
relativa homozigosidade (Tabela 1). Isso parece ter influenciado nos valores do
tamanho 6timo de amostra.

Entretanto, a progénie TSKFL x CTSW apresentou maiores tamanhos de
amostras para todos os anos avaliados. Isso se deve, possivelmente, ao maior grau
de heterozigosidade do parental masculino citrumelo ‘Swingle’ em comparacéo aos
outros parentais (Tabela 1). Essa progénie apresenta grande desuniformidade em
campo, o0 que leva a considerar esse o fator principal para tamanhos oOtimos de
amostra mais elevados nos quatro anos de avaliacoes.

De modo geral as trés variaveis estudadas, nas trés progénies, nos quatro
anos de avaliacdes, ndo apresentaram tamanhos de amostras elevados, o que
demonstra uma uniformidade nos dados coletados (Tabela 6). E isso permite inferir
um unico tamanho 6timo da amostra para as trés progénies (Tabelas 2, 4 e 5).
Considerando-se o maior tamanho 6timo de amostra como o ideal.

Quando analisadas as trés progénies em conjunto, foi possivel identificar
gue a caracteristica diametro do tronco continuou sendo a que apresentou 0 maior
tamanho 6timo de mostra (14 plantas) (Tabela 6). Talvez por ser influenciada pelos
tamanhos de amostras das progénies analisadas individualmente (Tabelas 2, 4 e 5).

A progénie TSKFL x TRBK foi a que apresentou os menores tamanhos de
amostras quando considerado as trés variaveis, exceto para o carater diametro do
tronco no ano de 2010 (Tabela 5). Esses resultados ja eram esperados, pois sdo 0s
parentais com maiores graus de homozigosidade. A progénie TSKFL x (TR x LCR)
também apresentou pouca variacdo onde se observa que apenas sete plantas € o

suficiente para representar essa progénie para os trés caracteres avaliados (Tabela
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4). Por fim, acredita-se que a progénie TSKFL x CTSW foi a que demonstrou
maiores tamanhos de amostra em cada variavel analisada (Tabela 4).

Vale salientar que a quantidade de plantas avaliadas nas progénies de citros
foram muito maiores do que os tamanhos 6timos de amostras encontrados neste
trabalho. A progénie TSKFL x TRBK, por exemplo, foram avaliadas 50 plantas, mas
apresentou apenas 15 plantas como tamnho 6timo de amostra, o que demonstra
uma reducdo na quantidade de plantas necessarias. Essa reducao na quantidade de
plantas necessérias ja era esperada, tendo em vista que a utilizacdo do método é
justamente essa. Com isso, constata-se que o Método da Maxima Curvatura
Modificada possibilita uma reducdo de mao de obra, espaco, tempo e, por

consequéncia, menor custo.

Tabela 6 - Estimativas dos parametros a e b** e tamanho 6timo de amostra (Xo) das trés
progénies TSKFL x (LCR X TR)*; TSKFL X CTSW*, TSKFL X TRBK* para os caracteres

vigor, altura de planta e didmetro do caule e coeficiente de variagdo CV%.

Vigor Altura Diametro

Anos
a b Xo CV% a b Xo CV% a b Xo CV%

2010 24,73 0,50 50 11,0 41,08 0,49 7,0 15,6 1,21 5,09 14,3 31,3
2011 31,07 0,50 58 128 3455 0,50 6,2 13,9 39,88 0,50 6,8 15,0

2015 32,93 0,50 6,0 134 2542 0550 5,1 11,2 39,88 0,50 6,8 15,3
2016 31,15 049 58 13,1 23,43 0,50 4,8 10,6 32,97 0,49 6,0 13,6

*Tangerineira ‘Sunki’, selecdo ‘da Florida’. Como parentais masculinos foram utilizados o
citrumelo ‘Swingle’ (CTSW), P. trifoliata selecdo ‘Benecke’ (TRBK) e hibrido de limoeiro

‘Cravo’ comum com P. trifoliata (LCR x TR). ** Estimativas dos parametros da equacéo de

Smith (1938), por meio do ajuste da equacao geral CV (x) = %.

As avaliacBes envolvendo tamanho 6timo de amostra sofrem a influéncia de
variacfes ambientais, em funcdo da base genética do carater avaliado, bem como
do nivel de homozigosidade do material genético estudado, o que torna necessaria a
realizacdo de diversas avaliacbes ao longo do tempo, até que o material vegetal
tenha seu desenvolvimento estabilizado.

Fatores ambientais e genéticos podem influenciar o tamanho 6timo da

amostra como foi observado nos caracteres altura de planta e didmetro do tronco
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para o ano de 2010, principalmente, que apresentou o maior tamanho da amostra
(Tabela 6).

Fatores como homozigosidade, condi¢Bes climaticas e idade das plantas
também séo fatores muito relevantes no momento de definir-se o tamanho 6timo da
amostra. Por exemplo, para os caracteres avaliados: vigor visual, altura de planta e
didmetro do tronco o tamanho 6timo de amostra foi de seis, sete e 15 plantas,
respectivamente. Entretanto, se considerar as trés variaveis em conjunto
recomenda-se um tamanho de amostra em torno de 18 plantas, nas condi¢des
ambientais e genéticas apresentadas.

Todavia, se considerar cada progénie individual para os trés caracteres
pode-se dizer que sete plantas séo suficientes para representar a progénie TSKFL x
(LCR x TR) (Tabela 2). Ja para as progénies TSKFL x CTSW e TSKFL x TRBK
necessitam de 15 plantas para que se representem as trés variaveis estudadas (
Tabelas 4 e 5).

CONCLUSAO

O Método da Maxima Curvatura Modificada possibilitou tamanho de amostra
muito menor do que o numero de plantas avaliadas, 0 que comprova a eficiéncia em
reduzir custo, espaco, mao de obra e tempo.

O tamanho 6timo de amostra para o carater vigor visual foi igual a seis
plantas, para o carater altura de planta foi igual a sete plantas e para o carater
diametro do tronco foi igual a 15 plantas.

A grau de homozigosidade dos parentais além da base genética dos
parentais também sdo fatores que podem influenciar nos tamanhos 6timos de

amostras.
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TAMANHO OTIMO DE AMOSTRA EM FUNCAO DO CARATER POLIEMBRIONIA
EM PROGENIES DE CITROS
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TAMANHO OTIMO DE AMOSTRA EM FUNGCAO DO CARACTER POLIEMBRIONIA EM
PROGENIES DE CITROS

Autor: Leandro Ribeiro dos Santos
Orientador: Walter dos Santos Soares Filho
Co-orientador: Carlos Alberto da Silva Ledo e Abelmon da Silva Gesteira

RESUMO: A poliembrionia € um fen6meno pelo qual embrides adventicios originam-
se a partir de tecidos nucelares da semente, com mesma constituicdo genética da
planta-mée. Caracteristica de grande importancia para cultura do citros, em que a
alta porcetagem é indicada para propagacdo, via sementes, de genotipos
promissores, ao passo que para obtencao de hibridos a poliembrionia € um fator
dificultador. Portanto, buscou-se definir o tamanho 6timo da amostra para o carater
poliembrionia em duas progénies de citros. O trabalho foi realizado na Embrapa
Mandioca e Fruticultura, localizado no Municipio de Cruz das Almas-BA. Avaliaram-
se duas progénies oriundas dos cruzamentos do parental feminino ‘Sunki da Flérida’
com os respectivos parentais masculinos: o citrumelo ‘Swingle’ (CTSW) e P. trifoliata
selecao ‘Benecke’ (TRBK) no periodo de 2009 a 2016. Foi coletado dez frutos de
cada planta, retiradas e abertas as sementes para contagem dos embrides, por
contagem direta. O tamanho 6timo de amostra foi calculado pelo Método da Maxima
Curvatura Modificado no programa estatistico R. O maior tamanho de amostra foi de
sete plantas para a progénie TSKFL X CTSW e cinco para a progénie TSKFL x
TRBK, ambas para o ano de 2016. Conclui-se que poliembrionia intermediaria, entre
10% a 90%, sofre maiores variacbes ambientais e por consequéncia apresenta
maiores tamanhos de amostra e que porcentagens de poliembrionia altas ou baixas

apresentaram menores tamanhos de amostra.

Palavras-chave: niumero de plantas, embrionia nucelar e citricultura.
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GREAT SIZE OF SAMPLE BASED CHARACTER POLYEMBRYONY IN CITRUS
PROGENIES

Author: Leandro Ribeiro dos Santos
Adviser: Walter dos Santos Soares Filho

Co-adviser: Carlos Alberto da Silva Ledo and Abelmon da Silva Gesteira

ABSTRACT: Polyembryony is a phenomenon by which adventitious embryos
originate from nucellar tissues of the seed, with the same genetic constitution of the
mother plant. Characteristic of great importance for citrus cultivation, in which the
high porcetacion is indicated for propagation, via seeds, of promising genotypes,
whereas for hybrids the polyembryony is a difficult factor. Therefore, we attempted to
define the optimal sample size for the polyembryonic character in two citrus
progenies. The work was carried out at Embrapa Mandioca and Fruticultura, located
in the Municipality of Cruz das Almas-BA. Two progenies from the crosses of the
female parental 'Sunki of Florida' with the respective male parents were evaluated:
the citrumelo 'Swingle' (CTSW) and P. trifoliata selection 'Benecke' (TRBK) from
2009 to 2016. It was collected Ten fruits of each plant, removed and opened to the
seeds to count the embryos, by direct counting. The optimal sample size was
calculated by the Modified Maximum Curvature Method in the statistical program R.
The largest sample size was seven plants for the TSKFL X CTSW progeny and five
for the TSKFL x TRBK progeny, both for the year 2016. Concludes Intermediate
polyembryony, between 10% and 90%, suffers from greater environmental variations
and therefore has larger sample sizes and higher or lower polyembryony

percentages presented smaller sample sizes.

Key words: number of plants, nucellar embryo and citriculture.
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INTRODUCAO

A elevada producdo de sementes € uma caracteristica de grande valor para
programas de melhoramento genético de citros, principalmente quando se tem o
interesse de propagar um determinado genoétipo promissor. Essa elevada producéo,
geralmente, esta atrelada a capacidade de frutificacdo do gendtipo que, por sua vez,
é intimamente ligado a polinizacdo, horménios envolvidos no processo e o teor de
carboidratos da planta (GOLD SCHMIDT,1999).

O numero de sementes em uma planta é determinado tanto por fatores
ambientais quanto por biologicos. Siviero et al. (2002) estudou o mapeamento de
QTLs associados a producao de frutos e sementes em hibridos de Citrus ‘sunki’ [C.
sunki (Hayata) hort. ex Tanaka] x Poncirus trifoliata (Raf.) e constataram que se
tratava de uma caracteristica de natureza oligogénica.

A poliembrionia é um tipo de apomixia muito comum nas espécies citricas,
sendo seu carater, determinado por dois genes dominantes, em que a poliembrionia
€ dominante sobre a monoembrionia. Todavia, acredita-se que existem outros genes
com pequenos efeitos sobre essa dominancia, exercendo variacdes na poliembrionia
de acordo com a natureza do material genético e influéncias ambientais (SOARES
FILHO et al., 2014).

Em culturas perenes, como € o caso dos citros, a alta producdo de
sementes, além do caracter poliembrionia constituem-se como importantes
caracteristicas em variedades candidatas a porta-enxerto (Guerra et al., 2012;
SOARES FILHO et al., 2003). A poliembrionia € um fenbmeno no qual as sementes
sdo originadas a partir do tecido nucelar do ovario, situado em volta ao saco
embriondrio, em que se iniciando por crescimentos irregulares, as sementes
poliembriénicas penetram no interior do saco embrionario, adquirindo, finalmente, a
forma esférica (SILVIO MOREIRA et al., 1947; SOARES FILHO et al., 2014).

Relatos indicam que Strasburger foi o primeiro a investigar fenbmenos
citolégicos no género Citrus, estudando, dentre outras caracteristicas, processos de
formacdo de embrides adventicios (BACCHI, 1943). Trés formas de poliembrionia
podem ser identificadas: poliembrionia nucelar (da4 origem a um numero variavel de
plantas idénticas), clivagem poliembriénica (originaria a partir do embrido gerador) e

a poliembrionia causada por mais de um gametéfito normal (BACCHI, 1943).
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A taxa de poliembrionia é um caracter de extrema importancia na escolha de
um porta-enxerto comercial, a qual, quanto mais elevada, aumentam as chances de
um porta-enxerto, quando propagado por semente, originar sementes de origem
nucelar, semelhantes, portanto, a planta - mae (PASSOS et al., 2006). Na conducédo
de um pomar comercial, onde se procura obter maior uniformidade, a poliembrionia
torna-se de grande importancia. Entretanto, a principal vantagem mesmo esti
relacionada a manutencédo de caracteristicas de interesse em um determinado porta-
enxerto conhecido (CARLOS et al., 1997).

Observacgdes feitas em algumas progénies do BAG de citros da Embrapa
Mandioca e Fruticultura (CNPMF) mostraram que geralmente genoétipos com
poliembrionia intermediaria tendem a apresentar maiores variacdes em seus valores,
tendendo a ser mais estavel quando apresentam poliembrionia alta (acima de 90%)
ou baixa (abaixo de 10%).

O estudo da poliembrionia em citros torna-se muito importante por se tratar
de uma caracteristica que determinara a maior ou menor facilidade para multiplicar
um determinado genotipo de interesse a partir de sementes, a depender do grau de
poliembrionia do mesmo (PASSOS et al., 2006). Sendo assim, espera-se que um
determinado porta-enxerto apresente alta poliembrionia, elevado nuamero de
embrides por sementes e alta producdo de sementes por fruto (JESUS SANTOS et
al., 2015). Todavia, quando se objetiva a obtencdo de hibridos, materiais com baixa
poliembrionia € o mais recomendavel.

Os programas de melhoramento genético geralmente costumam realizar as
avaliacbes para varios descritores e com numero suficientemente grande de
gendtipos, o que demanda muito tempo, mao de obra e custo. No caso de carater
como a poliembrionia, os trabalhos sdo ainda mais minuciosos e demandam mais
tempo para serem realizados. Sendo assim, o uso do método da definicdo do
tamanho 6timo de amostra, a partir de programas estatisticos, pode ajudar a definir
um tamanho de amostra que seja suficiente para representar toda a progénie para o
carater em questdo e assim reduzir o dispéndio de trabalho e tempo além de
aumentar a precisdo experimental.

Existem véarios métodos citados na literatura, entretanto, o da maxima
curvatura modificada proposto por Lessman e Atkins (1963) € o mais indicado para

este trabalho por gerar resultados mais confiaveis (LUIZ da SILVA et al., 2003). Este
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método é fundamentado na modificacdo do método de Smith (1938), por meio do
ajuste da equacéo geral CV (x) = % :

A partir desse método, a relacdo entre o coeficiente de variacdo (CV) e o
tamanho de amostra com X unidades béasicas é explicado pelo modelo CV= aX — b,
em que a e b sdo os parametros a serem estimados. A partir da fungéo de curvatura
dado por esse modelo determina-se o valor da abscissa onde ocorre o ponto de
maxima curvatura. Em que X, € o valor da abscissa no ponto de Maxima Curvatura,
o qual corresponde a estimativa do tamanho 6timo da parcela experimental (LIMA et
al., 2007).

Vale salientar que nesse trabalho de pesquisa procura-se estimar o tamanho
da amostra e ndo o numero nem formas de parcelas. Todavia, 0 Método da Maxima
Curvatura Modificada serve para ser utilizado em ambos o0s objetivos. Portanto,
busca-se no presente estudo definir o tamanho 6timo de amostra para o carater

poliembrionia em duas progénies de citros TSKFL x CTSW e TSKFL x TRBK.
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MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado na Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizado no
Municipio de Cruz das Almas, Recéncavo Baiano, nas coordenadas geograficas
12°40°19” de latitude sul, 39°06’23" de longitude oeste com altitude de 226 m, em
ambiente representativo da grande unidade de paisagem de Tabuleiros Costeiros,
Sendo que o plantio foi iniciado no més de outubro de 2007 através de polinizagbes
controladas, mantendo a individualidade dos parentais femininos e masculinos,
utilizando os acessos do Banco Ativo de Germoplasma de citros (BAG citros).

O solo da area experimental é considerado bastante profundo, bem
intemperizado, oriundo de sedimentos da formacdo Capim Grosso de baixa
fertilidade quimica, classificado como Latossolo Amarelo distréfico tipico, textura
argilosa a moderada, acido, com declividade entre 10% e 15% (SOARES FILHO et
al., 2007). O clima da regido € com evapotranspiracdo potencial média anual maior
do que a precipitacdo média anual, estacdo seca de verdo e temperatura média
superior a 22°C no més mais quente do ano, estando a umidade relativa média
anual em torno de 80% (D'ANGIOLELLA et al., 1998 apud SOARES FILHO et al.,
2007).

Foram utilizadas duas progénies de citros oriundas dos cruzamentos do
parental feminino ‘Sunki da Flérida’ com os respectivos parentais masculinos: 1 -
Citrumelo ‘Swingle’ (CTSW) e 2 - P. trifoliata selecao ‘Benecke’ (TRBK).

O caractere poliembrionia foi avaliado no periodo de 2009 a 2016. Foram
coletados 10 frutos de cada planta, levados ao laboratério onde foi realizado um
corte longitudinal no fruto com auxilio de uma faca, porém tomando o cuidado para
nao danificar as sementes, apds abertos, foram retiradas as sementes e feito a
contagem de todas as que estavam viaveis em cada fruto.

As sementes foram lavadas em agua para a retirada da mucilagem e
armazenadas em congelador para posterior avaliagdo em laboratorio.
Posteriormente foram caracterizadas quanto ao niumero de embrides por semente
(NES), determinado por contagem direta, com auxilio de bisturi e lente de aumento
10x.

A taxa de poliembrionia (TP) foi calculada pela percentagem de sementes

com mais de um embrido. Para determinar a TP foram selecionadas vinte e cinco



43

sementes, aleatoriamente, quantidade a mais do que recomendaram Santos et al.
(2015).

O espacamento do experimento foi 2 x 3 m totalizando uma area de 2880
m2. O delineamento foi inteiramente casualizado. Foram avaliadas 195 plantas para
o cruzamento TRKFL x CTSW e 50 plantas para o cruzamento TSKFL x TRBK.

Para a confirmacéo do grau de homozigosidade dos parentais foi realizado a
analise molecular, onde se utilizou 12 primers microssatélite. A extragdo de DNA
seguiu o protocolo Murray e Thompson (1980). Foram coletadas em campo folhas
jovens dos quatros parentais, as mesmas foram levadas ao laboratério onde foram
lavadas com agua corrente, enxaguada com agua destilada e seca em papel toalha.
Foram utilizados 10 amostras de DNA com trés repeti¢cdes totalizando 30 amostras.
O programa de Power Marker foi utilizado para estimagdo numero de alelos,
frequéncia alélica e heterozigosidade (LIU e MUSE, 2005).

O tamanho 6timo de amostra foi calculado pelo Método da Maxima
Curvatura Modificado, proposto por Lessman & Atkins (1963), realizadas com o
auxilio do programa estatistico R (R CORE TEAM, 2014). Por esse método, a
relacdo entre = o coeficiente de variacdo (CV) e o tamanho da parcela com X
unidades bésicas é explicado pelo modelo CV = aX®, em que a e b sdo os
parametros a serem estimados. A partir da funcdo de curvatura dada por esse
modelo, determinou-se o valor da abscissa onde ocorre o0 ponto de maxima
curvatura, dada por: X= exp {[1/(2b+2)] log [(ab)2(2b+1)/(b+2)]}, em que X € o valor
da abscissa no ponto de maxima curvatura, o qual corresponde a estimativa do
tamanho 6timo da parcela experimental (MEIER e LESSMAN, 1971).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

O valor de F (coeficiente de endogamia) diz o quanto um gendtipo é
homozigoto a partir de uma escala que varia de zero a um, onde um € 0 maior grau
de homozigose. Os estudos moleculares mostraram que o parental ‘Sunki da Florida’
foi quem apresentou o maior grau de homozigosidade, com maior endogamia,
condicao esperada ja que se trata de uma espécie verdadeira. Esse elevado grau de
homozigosidade ja foi confirmado por alguns autores (CORNELIO et al., 2003;
HANDA et al. 1986; MAHONEY e SPRINGER, 2009). Seguido do P. trifoliata
selecdo ‘Benecke’, o hibrido LCR x TR e por ultimo o citrumelo ‘Swingle’ que
apresentou menor endogamia e por consequéncia possui maior heterozigosidade

entre todos os parentais (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultado da analise molecular dos parentais estudados apresentando nimero

de alelos encontrado, frequéncia alélica e coeficiente de endogamia.

Genotipos* Numero de AMa.'Or - Valor de F**
Alelos frequéncia alélica
TSKFL 3 0,375 1,000
CTSW 3 0,556 0,297
TRBK 2 0,750 0,615
LCRXx TR 4 0,500 0,379
Média 3 4,000 0,580

*Tangerineira ‘Sunki’, selegdo ‘da Florida’ (TSKFL), citrumelo ‘Swingle’ (CTSW), selecao
‘Benecke’ de P. trifoliata (TRBK) e hibrido de limoeiro ‘Cravo’ comum com P. trifoliata (LCR x

TR). **Coeficiente de endogamia.

Acredita-se que a progénie TSKFL x TRBK possua maior grau de
homozigosidade quando comparada a progénie TSKFL x CTSW. E por isso, 0 que
se espera é que apresente maior regularidade nos dados apresentados, por ser
mais uniformes (Tabela 1). Isso em resposta a niveis mais altos de homozigosidade
apresentada pelo parental feminino ‘Sunki da Florida’, quando comparado as outras
espécies do género Citrus. Cornélio et al. (2003) estudaram essa espécie com
técnicas de bandeamento cromossémico e confirmam que a C. ‘sunki’ possui, de

fato, maior homozigosidade em comparagédo com outras espécies de Citrus.
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As duas progénies estudadas apresentaram taxas de poliembrionia
diferentes quando observados os dados nos trés anos de avaliagdes realizadas. A
Tangerineira ‘Sunki da Florida’ (TSKFL) utilizada como parental feminino é
monoembrionica, quando cruzada com outro parental, poliembrionico, tende a
apresentar baixa poliembrionia, enquanto que o0s parentais citrumelo ‘Swingle’
(CTSW) (C. paradisi Macfad. x P. trifoliata) e o P. trifoliata selecdo ‘Beneke’(TRBK)
sdo poliembriénicos, sendo que o primeiro possui poliembrionia intermediaria e este
ultimo alta taxa de poliembrionia (GUERRA et al 2012; SOARES FILHO et al., 2014).

A progénie ‘Sunki da Flérida’ com citrumelo ‘Swingle’ (TSKFL x CTSW)
apresentou o maior tamanho 6timo de amostra, igual a sete plantas para o ano 2016
(Tabela 3). Essa progénie apresenta taxa de poliembrionia intermediaria, 0 que de
acordo com as observacdes feitas em campo, acredita-se sofrer maiores variacdes
nas taxas de poliembrionia, o que gera maiores valores de CV (coeficiente de
variacao) e por consequéncia maior tamanho de amostra.

Variedades que apresentam porcentagens de poliembrionia altas ou baixas
parecem ser menos susceptivel as mudancas ambientais, e provavelmente
requerem menores tamanhos o6timos de amostras. Contudo, quando se avaliam
gendtipos com taxa de poliembrionia intermediaria, mais sujeita as variacdes
ambientais, tais como temperatura, puviosidade além da genética, o tamanho 6timo
de amostra apresentam-se maiores (JESUS SANTOS et al., 2015) (Tabela 2). Nesse
caso, € necessario maior quantidade de plantas para que represente o carater

analisado.

Tabela 2 - Dados climéaticos para os anos de 2009 a 2015, referentes a precipitacéo,

umidade relativa do ar (UR) e temperatura média.

Anos/Média Precipitacao Umidade relativa Temperatura
2009 2,46 81,47 25,67
2010 3,1 82,13 23,26
2011 3,44 85,1 24,61
2012 1,92 80,17 24,85
2013 6,52 82,1 25,19
2014 2,99 84,17 24,82
2015 2,95 76,28 25,47

Fonte: Embrapa Mandioca e Fruticultura - Setor de climatologia.
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A diferenca encontrada em espécies de citros, a respeito do caracter
poliembrionia, deve-se a varios fatores. Garcia et al. (1999) concordam com essa
afirmacdo quando diz que as diferentes propor¢cédo de embrides nucelares parece
variar entre as espécies citricas. Eles afirmam ainda que os fatores ambientais,
nutricdo da planta, cultivar, forma de polinizacdo e variedade polinizadora atuam
diretamente tanto no tamanho quanto no numero de embrides presentes na
semente, como também pode ocorrer em funcdo das variagdes em frutos da mesma
planta no mesmo ano e entre as plantas em anos distintos (AMANTO MOREIRA et
al., 2010).

Percebe-se que a mesma progénie pode apresentar diferentes tamanhos de
amostras em funcdo das variagdes nas porcentagens de poliembrionia. E o que se
observa, por exemplo, na progénie TSKFL x TRBK que apresentou significativa
variacdo nos diferentes anos. Para o ano de 2013 apresentou tamanho de amostra
igual a trés plantas, no ano de 2014 apresentou duas plantas e no ano de 2016 seis
plantas (Tabela 3). Possivelmente devido as influéncias de fatores ambientais.
Quando observadO os valores climaticos da tabela 3, percebe-se que houve
VAriacdo entre os anos de 2013 e 2014 que pode ter contribuicdo na variacédo

encontrada nos tamanhos de amostras.

Tabela 3 - Estimativas dos parametros a e b**, tamanho 6timo de amostra (X,) das duas
progénies TSKFL X CTSW*; TSKFL X TRBK* para o carater poliembrionia e coeficiente de

variacdo CV%.

TSKFL X CTSW TSKFL X TRBK GERAL
(Anos) a b Xo CV% a b Xo CV% a b X, CV%
2013 37,84 051 66 14,3 13,63 051 3,4 7,3 2872 049 55 12,4
2014 32,84 050 6,0 133 51 046 1,7 40 2035 049 44 97
2016 41,04 050 7,0 154 31,37 050 58 12,8 38,73 051 6,7 14,7

*Tangerineira ‘Sunki’, selegdo ‘da Flérida’. Como parentais masculinos foram utilizados o

citrumelo ‘Swingle’ (CTSW) e o P. trifoliata selegédo ‘Benecke’ (TRBK). ** Estimativas dos

parametros da equacado de Smith (1938), por meio do ajuste da equacéo geral CV (x) = %.
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Nota-se que o maior tamanho 6timo de amostra para a progénie TSKFL x
TRBK foi de seis plantas para o0 ano de 2016. Um tamanho de amostra considerado
alto ja que essa progénie possui alta poliembrionia e consequentemente espera-se
qgue apresentem menores variacdes dos dados. Além de ser uma progénie com
relativa homozigosidade, que confere maior uniformidade nos caracteres.

Quando se observam os graficos com os tamanhos de amostras para os trés
anos de avaliagbes e compara-os com 0s respectivos CVs apresentados, nota-se
gue o ano de 2016 foi o que gerou maior o CV (12,8) (Anexo 2). O que se espera de
tamanhos de amostras maiores € que apresentem CVs menores, conforme
encontrados por Bispo dos Santos et al. (2015).

Esses autores estudando tamanho 6timo de parcela em trés hibridos de
girassol (Helianthus annus L.) notaram, para todas as variaveis estudadas, que o
maior valor de coeficiente de variagcdo (%) foi observado no menor tamanho de
parcela, ou seja, com o menor numero de unidades bésicas, verificando-se redugéo
continua desse coeficiente com o tamanho da unidade experimental.

O ano de 2014 apresentou o menor tamanho 6timo de amostra igual a duas
plantas (Tabela 2). O que significa que para esse ano em questao apenas duas
plantas seria o0 suficiente para representar essa progénie para o0 carater
poliembrionia. Observando os dados brutos notou-se que quase todas as plantas
apresentaram grau de poliembrionia acima de 80% o que pode justificar um tamanho
menor de amostra.

E valido salientar ainda que a diferenca encontrada nos tamanhos 6timos de
amostras, para as duas progénies, se deve, além de outros fatores, a natureza do
carater. Soost e Roose (1996) acreditam que a poliembrionia seja dominante em
relacdo a monoembrionia, para a maioria das espécies de Citrus e que 0 traco
genético, possivelmente, seja controlado por dois genes dominantes. Além dos
genes dominantes, estudos realizados em 88 progénies de citros para a heranca da
frequéncia de poliembrionia demonstraram que esse carater pode ser dominado por
mais de um par de alelos gerando efeitos aditivos e por consequéncia variacées nas
porcentagens de poliembrionia (KEPIRO e ROOSE, 2010).

A avaliacdo do numero de embribes em uma semente e a taxa de
poliembrionia em cada semente por contagem direta é uma atividade que exige
trabalho minucioso, isso demanda tempo e esfor¢co prolongado. Além disso, quando

se pensa em programas de melhoramento genético que geram uma quantidade
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elevada de novos gendtipos anualmente, como € o caso do programa de
melhoramento genético de citros, cuja avaliacao para fins de selecao de individuos
promissores se da tanto para variedades porta-enxerto quanto para variedades
copa, nota-se a real importancia de se avaliar esse carater nas diferentes plantas.

Portanto, a determinagdo de um tamanho 6timo de amostra de plantas para
o carater poliembrionia é importante para minimizar trabalho com avaliacdes,
reduzindo assim recurso com mao de obra, tempo e espac¢o. Além do mais, quando
se pensa em producdo de sementes para fins de obtencdo de porta-enxerto em
campos comerciais, determinar a taxa de poliembrionia pode ser necessario, para
fins de previsdo de colheita e planejamento de semeadura de porta-enxertos, onde
determinar o tamanho 6timo da amostra se torna muito pertinente.

Dessa forma observa-se que o Método da Maxima Curvatura Modificada
possibilitou uma reducédo significativa do niumero de plantas, o que permite maior
reducdo de custos com mao de obra, espaco e tempo gasto com avaliagoes.
Acredita-se que tamanhos de amostra em torno de dez plantas sejam suficientes
para representar o carater nas duas progénies. Vale salientar que a poliembrionia é
um carater que apresentou variagcbes ao longo dos anos, portanto, € importante
realizar avaliacbes ao longo do tempo para maior acuracia do tamnho 6timo de

amostra.

CONCLUSAO

Os maiores tamanhos 6timo de amostras para o carater poliembrionia foram
de sete plantas e seis plantas para o ano de 2016 para a progénie TSKFL x CTSW e
TSKFL x TRBK, respectivamente.

Maiores valores de tamanho de amostra podem estar relacionados com a
porcentagem de poliembrionia intermediarias, entre 10% a 90%, pois tendem a
sofrer maiores variacdes genéticas e ambientais.

Progénies que possui poliembrionia alta ou baixar apresentaram tamanhos
Otimos de amostras menores.

O tamanho 6timo de amostra variou em diferentes anos, o que torna
necessarias avaliagbes ao longo do tempo, a fim de obter resultados mais

confiaveis.
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Por fim, o Método da Maxima Curvatura Modificada possibilitou menor
guantidade de planta do que é atualmente utilizada, sendo passivel de reducdo de
espaco para avaliagdes futuras com poliembrionia, assim como méo de obra e
custo.
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RESUMO: Devido a importancia econdmica que o0 estresse hidrico causa nos
pomares de plantas citricas, objetivou-se determinar o tamanho 6timo da amostra
para os caracteres estresse hidrico e brotacdo em trés progénies de citros, utilizando
o Método da Maxima Curvatura Modificada. O trabalho foi realizado na Embrapa
Mandioca e Fruticultura, localizado no Municipio de Cruz das Almas — Ba. Avaliou-se
trés progénies oriundas dos cruzamentos do parental feminino ‘Sunki da Flérida’
com 0s respectivos parentais masculinos o hibrido limoeiro ‘Cravo’ comum X
Poncirus trifoliata TRKFL x (LCR x TR), citrumelo ‘Swingle’ (CTSW) e P. trifoliata
selecao ‘Benecke’ (TRBK) no periodo de 2009 a 2016. Os caracteres avaliados
foram: enrolamento foliar e brotacdes a partir de escalas de notas. O tamanho 6timo
de amostra foi calculado pelo Método da Maxima Curvatura Modificado, proposto por
Lessman & Atkins (1963) com auxilio do programa estatistico R. O maior tamanho
de amostra para enrolamento foliar foi de sete plantas para a progénie TSKFL x
(LCR x TR) no ano de 2009 e de nove plantas para a progénie TSKFL x CTSW no
ano de 2013. Acredita-se que dez plantas possa ser suficiente para representar os

dois carateres.

Palavra-chave: citricultura, enrolamento foliar e estresse hidrico.
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GREAT SIZE OF SAMPLE BASED CHARACTER: SPROUTING AND
TOLERANCE TO DROUGHT IN CITRUS PROGENIES
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Co-adviser: Carlos Alberto da Silva Ledo and Abelmon da Silva Gesteira

ABSTRACT: Due to the economic importance that water stress causes in citrus
orchards, the objective was to determine the optimal sample size for water stress and
sprouting characteristics in three citrus progenies, using the Modified Maximum
Curvature Method. The work was carried out at Embrapa Mandioca and Fruticultura,
located in the Municipality of Cruz das Almas - Ba. Three progenies from the crosses
of the female parental 'Sunki of Florida' with the respective male parentheses were
the Common Clavier 'Cluster' hybrid x Poncirus trifoliata TRKFL x (LCR x TR),
'‘Swingle' citrumelo (CTSW) and P. trifoliata Selection 'Benecke' (TRBK) in the period
from 2009 to 2016. The characters evaluated were foliar winding and sprouting from
scales of notes. The optimal sample size was calculated by the Modified Maximum
Curvature Method, proposed by Lessman & Atkins (1963) with the aid of the
statistical program R. The largest sample size for foliar winding was seven plants for
the progeny TSKFL x (LCR x TR) In the year 2009 and nine plants for the progeny
TSKFL x CTSW in the year 2013. It is believed that ten plants may be sufficient to

represent the two characters.

Key words: citriculture, foliar winding and water stress.
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INTRODUCAO

O organismo vegetal esta em constante interagdo com o ambiente em sua
volta, de tal forma que fatores climaticos como o0s gases atmosféricos, luz,
temperatura, umidade, precipitacdo, sdo significativamente importantes para seu
perfeito crescimento e desenvolvimento (SUASSUNA et al., 2012; SHIMAZAKI et al.,
2007; TAIZ e ZEIGER, 2009). A homeostase do vegetal pode ser afetada pela
simples alteragcdo na oferta desses fatores. Dentre esses citados acima, o que
provoca expressiva acdo na planta é a umidade (dgua). A falta desta gera inUmeras
reacg0es fisioldgicas e morfoldgicas na planta.

‘O crescimento e o desenvolvimento das plantas podem ser
significativamente afetados pelo estresse hidrico” (SANTOS e CARLESSO, 1998).
Este € um dos principais fatores dentre os disturbios abidticos que afeta todos os
organismos vivos (AKINCI e LOSEL, 2012). Esse fendbmeno ocorre quando a oferta
de 4&gua no solo é insuficiente para a planta, umidade relativa do ar se torna baixa e
a temperatura elevada (AKINCI e LOSEL, 2012). Sendo que um dos primeiros
efeitos da deficiéncia hidrica nas plantas vasculares manifesta-se sobre os
estdmatos (CASAROLI e LIER, 2015).

Fisiologicamente, o déficit hidrico causa nas folhas uma reducéo no turgor
(w p) e nos volumes celulares, o que esta associado a desidratagéo celular e ao
potencial hidrico (g ) do apoplasto, que vai se tornando cada vez mais negativo que
o do simplasto. Isso faz com que a célula concentre mais ions em células
especificas ocasionando a cessacédo da expansao celular (TAIZ e ZEIGER, 2013).

JA o estresse térmico pode causar danos em membranas e enzimas
celulares, além de reduzir ou inibir a fotossintese (TAIZ e ZEIGER, 2013). Além
desses fatores citados existe ainda a reducéo da area celular, modificacdo na forma
da folha e abscisédo foliar, quando, neste ultimo caso, a planta € submetida a longos
periodos de estresse.

Em espécies de citros essa reducdo da area foliar e o enrolamento das
folnas séo caracteristicas marcantes quando submetidas a longos periodos de
tempo sem chuva e calor intenso, 0 que pode ocasionar reducdo da taxa
fotossintética e consequentemente diminuicdo na producgéo de frutos (LECHINOSKI
et al., 2007).
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A citricultura nordestina encontra-se assentada principalmente no
ecossistema de Tabuleiros Costeiros, onde as plantas citricas desenvolvem um
sistema radicular pouco profundo, tornando-as mais vulneraveis a déficits hidricos,
comuns nos meses de novembro a marco (PEIXOTO et al., 2006).

Outras caracteristicas como sistema de plantio, estadio de desenvolvimento,
idade da planta e condi¢Bes climaticas, que afetam a absorcdo e o transporte de
agua na planta, movimentos estomaticos e transpiracao, todas essas interferem na
reacdo da planta ao estresse hidrico e variam com a espécie (MATTOS JUNIOR et
al., 2005).

Estudos referentes as relacdes hidricas e interacfes causadas pelo déficit
hidrico temporéario nos processos fisiolégicos, sdo de fundamental importancia visto
gue o déficit hidrico tem efeitos em diversos processos fisiologicos das plantas,
muitos dos quais refletem mecanismos de adaptacdo e de producdo da cultura
(JIFON e SYVERTSEN, 2003; JAIMEZ et al., 2005; GARCIA-TEJERO et al., 2010).

Dessa forma, definir o tamanho da amostra para esses caracteres pode ser
importante, pois permite inferir a quantidade 6tima de plantas necessarias para
determinar esses caracteres em progénies de citros, com reduzido custo e espaco
experimental. Existem varios métodos citados na literatura, entretanto, o da maxima
curvatura modificada proposto por Lessman e Atkins (1963) € o mais indicado para
este trabalho por gerar resultados mais confiaveis (LUIZ da SILVA et al., 2003). Este
método é fundamentado na modificacdo do método de Smith (1938), por meio do
ajuste da equacao geral CV (x) = % .

A partir desse método, a relacdo entre o coeficiente de variacdo (CV) e o
tamanho de amostra com X unidades basicas é explicado pelo modelo CV= aX — b,
em que a e b sdo os parametros a serem estimados. A partir da funcéo de curvatura
dado por esse modelo determina-se o valor da abscissa onde ocorre o ponto de
maxima curvatura. Em que Xo é o valor da abscissa no ponto de Maxima Curvatura,
o qual corresponde a estimativa do tamanho 6timo da parcela experimental (LIMA et
al., 2007).

Portanto, objetiva-se determinar o tamanho Otimo da amostra para o0s
caracteres estresse hidrico e brotacdo em trés progénies de citros, utilizando o

Método da Méaxima Curvatura Modificada.
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MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado na Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizado no
Municipio de Cruz das Almas, Recbncavo Baiano, nas coordenadas geograficas
12°40°19” de latitude sul, 39°06’23” de longitude oeste com altitude de 226 m, em
ambiente representativo da grande unidade de paisagem de Tabuleiros Costeiros.
Sendo que o plantio foi iniciado no més de outubro de 2007 através de polinizagbes
controladas, mantendo a individualidade dos parentais femininos e masculinos,
utilizando os acessos do Banco Ativo de Germoplasma de citros (BAG citros).

O solo da area experimental € considerado bastante profundo, bem
intemperizado, oriundo de sedimentos da formagdo Capim Grosso de baixa
fertilidade quimica, classificado como Latossolo Amarelo distrofico tipico, textura
argilosa a moderada, acido, com declividade entre 10% e 15% (SOARES FILHO et
al., 2007). O clima da regido € com evapotranspiracdo potencial média anual maior
do que a precipitacdo média anual, estacdo seca de verdo e temperatura média
superior a 22°C no més mais quente do ano, estando a umidade relativa média
anual em torno de 80% (D'ANGIOLELLA et al ., 1998 apud SOARES FILHO et al.,
2007).

Foram utilizadas trés progénies de citros oriundas dos cruzamentos do
parental feminino ‘Sunki da Flérida’ com os respectivos parentais masculinos o
hibrido (limoeiro ‘Cravo’ comum x Poncirus trifoliata) ou TRKFL x (TR x LCR),
Citrumelo ‘Swingle’ (CTSW) e P, trifoliata selecdo ‘Benecke’ (TRBK). Foram
avaliados no periodo de 2009 a 2016 os caracteres: estresse hidrico (enrolamento
foliar) e brotacdes a partir de escalas de notas (Figuras 1 e 2).

Depois de um prolongado déficit hidrico, geralmente no periodo de
dezembro a fevereiro, realizaram-se avaliacGes visuais de sensibilidade a seca, por
meio de notas 5 (N), 4 (S-), 3 (S), 2 (S+), 1 (S++), onde N = normal, sem
enrolamento foliar, S- = poucas folhas levemente enroladas, S = folhas enroladas,
S+ = folhas bastante enroladas, S++ = todas as folhas fechadas, com aspecto de
secas e antecipacdo da abscisao de folhas, respectivamente. As avaliacdes visuais

levaram-se em conta: cor das folhas, enrolamento foliar e queda das folhas.
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Foram coletados também dados relacionados as normais climaticas do ano
de 2009 a 2016 com o intuito de observar o comportamento dos caracteres em
fungéo de cada ano de avaliagéo.

O espacamento do experimento foi 2 x 3 m totalizando uma &rea de 2880
m2, O delineamento foi inteiramente casualizado. Foram avaliados 76 plantas
oriundas do cruzamento TRKFL x (LCR x TR), 195 plantas da progénie TRKFL x
CTSW e 50 plantas TSKFL x TRBK.

Para a confirmacéo do grau de homozigosidade dos parentais foi realizado a
analise molecular, onde se utilizou doze primers microssatélite. A extragdo de DNA
seguiu o protocolo de Murray e Thompson (1980). Foram coletadas em campo
folhas jovens dos quatros parentais, as mesmas foram levadas ao laborat6rio onde
foram lavadas com agua corrente, enxaguada com agua destilada e seca em papel
toalha. Foram utilizadas 10 amostras de DNA com trés repeti¢cdes totalizando 30
amostras. O programa Power Marker foi utilizado para estimagdo numero de alelos,
frequéncia alélica e heterozigosidade (LIU e MUSE, 2005).

O tamanho 6timo de amostra foi calculado pelo Método da Maxima
Curvatura Modificado, proposto por Lessman e Atkins (1963), realizadas com auxilio
do programa estatistico R (R CORE TEAM, 2014). Por esse método, a relacdo entre
o coeficiente de variacdo (CV) e o tamanho da parcela com X unidades basicas é
explicado pelo modelo CV = aX”, em que a e b sdo os parametros a serem
estimados. A partir da funcédo de curvatura dada por esse modelo, determinou-se o
valor da abscissa onde ocorre o ponto de maxima curvatura, dada por: X= exp
{[1/(2b+2)] log [(ab)2(2b+1)/(b+2)]}, em que X é o valor da abscissa no ponto de
maxima curvatura, o qual corresponde a estimativa do tamanho 6timo da parcela
experimental (MEIER e LESSMAN, 1971).
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Figura 1 - Escala de notas para avaliacdo de estresse hidrico (enrolamento foliar), 5 (N) =
sem enrolamento foliar; 4 (S-) = folhas levemente enroladas em poucos ramos da planta; 3
(S) = folhas levemente enroladas em todos os ramos das planta; 2 (S+) = Todas as folhas
da planta muito enroladas, mas com pouca queda de folhas; 1 (S++) = todas as folhas da

planta muito enroladas, com aspecto de secas e com muita queda de folhas.

Figura 2 - Escala de notas para avaliacdo de emissdo de brotacdes: 1 (SB) - sem brotagdes,

2 (B-) — com brota¢des em apenas um quadrante da planta, 3 (B) — com brotagbes em dois

a trés quadrantes da planta e 4 (B+) - com brota¢gbes em todos os quadrantes da planta.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

O valor de F ( coeficiente de endogamia) diz o quanto um gendtipo €
homozigoto a partir de uma escala que varia de zero a um, onde um € 0 maior grau
de homozigose. Os estudos moleculares mostraram que o parental Sunki da flérida’
foi quem apresentou o maior grau de homozigose, com maior endogamia, condicéo
esperada ja que se trata de uma espécie verdadeira. Seguido do P. trifoliata selecéo
‘Benecke’, o hibrido LCR x TR e por ultimo o citrumelo ‘Swingle’ (Tabela 1). Pode-se
dizer, portanto, que a progénie de ‘Sunki da Flérida’ com ‘Swingle’ apresente
maiores variacdes genéticas.

O maior tamanho de amostra para o carater enrolamento foliar (epinastia) foi
de sete plantas no ano de 2009 para a progénie TSKFL x (LCR x TR) (Tabela 2).
Esse resultado permite entender que houve maior variacdo em relacdo a resposta
das plantas ao estresse hidrico nesse ano quando comparado com 0S outros anos.
Isso pode estar relacionado com as diferencas nas respostas das plantas ao déficit
hidrico como também da base genética do carater. Segundo Mattos Janior et al.
(2005) a intensidade do estresse hidrico nas plantas pode variar com a espécie,
sistema de plantio, estadio de desenvolvimento da planta, idade e condicbes
climaticas, que afetam as caracteristicas de absorcdo e o transporte de agua na

planta, movimento dos estématos e transpiracao.

Tabela 1. — Resultado da analise molecular dos parentais estudados apresentando: hamero

de alelos encontrado, frequéncia alélica e coeficiente de endogamia.

Genotipos* Numero de AMa.'Or - Valor de F**
Alelos frequéncia alélica
TSKFL 3 0,375 1,000
CTSW 3 0,556 0,297
TRBK 2 0,750 0,615
LCRXx TR 4 0,500 0,379
Média 3 4,000 0,580

*Tangerineira ‘Sunki’, selecao ‘da Florida’ (TSKFL), citrumelo ‘Swingle’ (CTSW), selecao
‘Benecke’ de P. trifoliata (TRBK) e hibrido de limoeiro ‘Cravo’ comum com P. trifoliata (LCR X

TR). **Coeficiente de endogamia.
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O deficit hidrico nas plantas leva a reducédo nas taxas fotossintéticas por
meio de limitacdes estomaticas e ndo estoméaticas. A principal resposta adaptativa
das plantas a seca com efeito na produtividade € o ajuste osmaético, proporcionado
pelo acumulo de solutos, como a prolina (CARVALHO et al., 2016). Isso permite que
as plantas mantenham o turgor foliar necessario a abertura estomatica mesmo com
baixo potencial hidrico, além de favorecer a absor¢éo de agua pelas raizes (BLUM,
2009).

Os graus de tolerancia a seca dos parentais que originaram essa progénie
pode possibilitar melhor inferéncia do comportamento referente ao caracter
analisado. A tagerineira ‘Sunki da Floérida’ apresenta boa tolerdncia a seca, da
mesma forma que o limoeiro ‘cravo’, porta-enxerto conhecido, dentre outros fatores,
devido ao vigor, profundidade efetiva de seu sistema radicular e condutividade
hidraulica das raizes (POMPEU JUNIOR e BLUMER, 2005).

Entretanto, o Poncirus trifoliata € considerado um porta-enxerto susceptivel a
seca (BASTOS et al.,, 2014). Portanto, acredita-se que a progénie na qual esse
parental faca parte, deva apresentar moderada toleréncia a seca, o que pode levar a
uma variacdo no comportamento das plantas em funcdo deste carater e por
consequéncia nos valores de tamanho 6timo de amostra.

Donato et al. (2008) afirmam que o tamanho ideal da amostra pode variar
com o solo, caracteristicas avaliadas, local do ensaio, época da avaliacdo, recursos
e praticas de manejo no local de experimentacdo e método de estimativa.

Foi possivel observar também que houve certa variagdo no tamanho de
amostra ao longo dos anos (Tabela 2). Acredita-se que devido o estresse hidrico nas
plantas ser dominado por varios genes, isso pode ter levado a uma grande variacéo
nas respostas fisiologicas das plantas em relacdo a esse fator, 0 que possivelmente
pode ter gerado resultados diferentes (sete plantas 2009, quatro plantas 2011 e
cinco plantas 2015) nos trés anos de avaliacdes (Tabela 2).

Esses resultados corroboram com Martin et al. (2005) e Storck et al. (2006),
ambos trabalhando com espécies de milho, que encontraram diferentes tamanhos
de parcela utilizando o Método da Maxima Curvatura Modificada e constataram que
tais diferencas foram devidas as caracteristicas genéticas.

Quando se observa os dados climaticos dos trés anos, nota-se que o ano de

2009 apresentou maior temperatura, menor umidade relativa (UR) e menor
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precipitacdo, o que pode justificar o maior tamanho 6timo de amostra para esse ano
(Tabela 4).

Tabela 2 - Estimativas dos parametros a e b**, tamanho 6timo da amostra das duas
progénies; TSKFL x (LCR x TR); TSKFL x CTSW e TSKFL x TRBK para o carater
enrolamento foliar (epinastia) e coeficiente de variacdo CV%.

TSKFL X (LCRxTR)* TSKFL X CTSW* TSKFL X TRBK* GERAL
ANOS

a b Xo CV% a b Xo CV% a b Xo CV% a b Xo CV%

2009 43,39 050 7,216,1 3626 049 64144 778 049 53 122 37.01 049 6.5 14.6
2011 20,86 050 4,4 9,9 1447 050 35 7,7 1852 049 41 94
2012 18,22 0,51 4,1 89 20,55 0,50 4,4 9,7 1513 0,49 3,6 80 19,66 0,50 43 9,2
2015 26,21 0,49 52115 32,13 049 59 133 26,19 0,49 51 11,7 1852 0,49 41 9,2

*Tangerineira ‘Sunki’, sele¢do ‘da Fldrida’. Como parentais masculinos foram utilizados o
citrumelo ‘Swingle’ (CTSW), a selecéo ‘Benecke’ de P. trifoliata (TRBK) e hibrido de limoeiro

‘Cravo’ comum com P. trifoliata (LCR x TR). ** Estimativas dos parametros da equacao de
Smith (1938), por meio do ajuste da equacéo geral CV (x) = %.

A estimativa do tamanho otimo de amostra resultou em valores bastante
proximos entre as progénies TSKFL x CTSW e TSKFL x (TR x LCR). A partir destes
valores, pode-se verificar que 0s gendtipos possuem desempenhos semelhantes
guanto aos tamanhos de amostra obtidos e por isso pode ser definido um dnico
tamanho de amostra para as duas progénies. Contudo, seria mais indicada a
utilizacdo do maior tamanho de amostra de cada uma das progénies, para desta
forma, ter maior confiabilidade. Sendo assim, os tamanhos 6timos de amostra iguais
a seis e sete plantas seria o recomendado para as progénies TSKFL x (LCR x TR) e
TSKFL x CTSW, respectivamente (Tabela 2).

Quando se observa a progénie TSKFL x TRBK nota-se que apresentou o
menor tamanho 6timo de amostra em relacdo as outras progénies. Analisando as
avaliacbes realizadas ao longo dos anos percebe-se que apresentou pouco
enrolamento foliar.

De acordo com a escala de notas (Figura 1), em que quase todas as plantas
receberam notas quatro e cinco (pouco e nenhum enrolamento foliar), exceto para o

ano de 2009 que apresentou maiores variagdes nas notas. O que explica o maior



63

tamanho 6timo de amostra justamente para esse ano. Possivelmente, a maior
disponibilidade de chuvas, umidade relativa do ar e temperaturas mais amenas
podem ter influénciado nesses resultados.

Entende-se que o maior tamanho de amostra vai ser encontrado justamente
nos dados que apresentarem maiores variacdes. Pois, o Método da Maxima
Curvatura leva em conta os CVs calculados para cada tamanho de amostra, que
guanto maior variacdo nos dados apresentados, maior tamanho de amostra sera
necessario para representar o carater na progénie. Dessa forma, progénies que
apresentam a maioria das plantas com baixo ou nenhum enrolamento foliar tende a
ter menores tamanhos 6timos de amostras.

Todas as progénies apresentaram 0s menores tamanhos de amostra para
0os anos de 2011 e 2012 (Tabela 3). Esses valores coincidem com as melhores
condi¢cbes ambientes, em relacdo aos outros anos de avaliagcbes. Em que a umidade
relativa do ar apresentou valores satisfatorios, assim como os valores para

precipitacdo de chuvas e temperatura maxima (Tabela 4).

Tabela 3 - Parametros a e b** sdo estimadores do tamanho 6timo de amostra (X,), tamanho
6timo da amostra das trés progénies e coeficiente de varianca: TSKFL X (LCR x TR); TSKFL

x CTSW e TSKFL x TRBK para o carater brotacdo e coeficiente de varianca CV%.

A TSKFL X (TR X LCR)* TSKFL X CTSW* TSKFL X TRBK* Geral
nos

a b Xo CV% a b Xo CV% a b Xo CV% a b Xo CV%
2012 32,48 0,50 6,013,2 3346 0,49 6,113,7 32,32 0,49 59 13,4

2013 33,63 0,46 6,0 146 58,83 0,49 88 20,0 34,88 0,50 6,313,8 53,19 0,49 8,3 18,6
2015 39,87 0,50 6,8 154 34,24 0,49 6,2 139 37,30 0,48 6,515,0 3555 0,48 6,3 14,4
2016 52,38 0,50 8,2 18,0 46,97 0,49 7,6 17,1 51,80 0,50 8,118,0 49,38 0,49 7,9 175

*Tangerineira ‘Sunki’, selecdo ‘da Flérida’. Como parentais masculinos foram utilizados o
citrumelo ‘Swingle’ (CTSW), a selecao ‘Benecke’ de P. trifoliata (TRBK) e hibrido de limoeiro

‘Cravo’ comum com P. trifoliata (LCR x TR). ** Estimativas dos parametros da equacéo de

Smith (1938), por meio do ajuste da equacao geral CV (x) = %.

Para a variavel brotacéo todas as progénies apresentaram valores ajustaveis
aos coeficientes de variacdo (%) apresentaveis a cada amostra (Anexo B). Esse

carater mede a eficiéncia e a rapidez das plantas em emitir quantidades de
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brotacdes, logo apds as primeiras chuvas, quando estavam submetidas a um longo

periodo de estresse hidrico.

by

Tabela 4 - Dados climaticos para os anos de 2009 a 2015, referentes a precipitacao,
umidade relativa do ar (UR) e temperatura média.

Anos/Média Precipitacao Umidade relativa Temperatura
2009 2,46 81,47 25,67
2010 3,1 82,13 23,26
2011 3,44 85,1 24,61
2012 1,92 80,17 24,85
2013 6,52 82,1 25,19
2014 2,99 84,17 24,82
2015 2,95 76,28 25,47

Fonte: Embrapa Mandioca e Fruticultura - Setor de climatologia.

Foi possivel notar uma correlagdo entre os anos de avaliagbes dos
individuos das progénies, em que a maioria apresentou notas iguais a um, com 0s
menores tamanhos de amostra, independe da progénie. Os anos que apresentaram
0s maiores tamanhos de amostras tiveram maior influéncia ambiental, demonstrando
ser um fator, possivelmente, com caracteristica poligénica. Stork et al. (2006)
estudando tamanho 6timo de parcelas em batata encontraram variacées entre 0s
ensaios realizados com diferentes tamanhos em funcdo das variacdes ambientais.
Acredita-se que atencdo maior deve ser dada para esses fatores, tendo em vista que
todas as progénies apresentaram variacdes diferenciadas ao longo dos anos.

Entretanto, € pertinente apontar a uniformidade dos resultados apresentado
pela progénie TSKFL x TRBK com tamanho 6timo de planta igual a seis em todos o0s
anos, exceto para o ano de 2016 com oito plantas. Portanto, a utilizagdo do maior
tamanho de amostra encontrado, nesse caso, para cada genoétipo é o mais indicado,
a fim de garantir maior confiabilidade das dados (MARTIN et al., 2005).

Quando comparadas as duas variaveis estudas, observa-se que O0S
tamanhos O6timos de amostras ndo foram iguais. Leite et al. (2009) também
verificaram que as estimativas do tamanho de amostra variaram de acordo com a
variavel em estudo.

Apesar de ndo se notar uma relacdo direta nos valores apresentados para o

tamanho 6timo de amostra entre enrolamento foliar e brotacdo, sabe-se que séo
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caracteristicas intimamente interligadas e, portanto, no momento de definir o
tamanho da amostra deve-se optar pelo o maior valor apresentado entre as duas.

O déficit hidrico € uma caracteristica muito estudada em culturas perenes e
por apresentar impactos diretos e significativos no crescimento e desenvolvimento
das plantas além de provocar diversas alteracbes fisiol6gicas, cuja tolerancia
depende da constituicdo genética do material vegetal avaliado, duracéo, severidade
e estadio de desenvolvimento, torna-se pertinente entender melhor seu
comportamento. Aliar esse carater a brotacdo pode ser interessante por possibilitar
uma visdo mais pormenorizada da resposta da planta em funcdo dos efeitos
apresentados por cada um, consequentemente, melhor determinagédo do tamanho
otimo da amostra. Entretanto, se tratando de um carater muito influenciado pelo
ambiente recomendam-se avaliacfes ao longo dos anos, para obter melhor acuracia

no tamanho 6timo da amostra.

CONCLUSAO

O Meétodo da Maxima Curvatura Modificada apresentou tamanhos de
amostras diferenciadas para cada variavel estudada ao longo dos anos analisados.

Ao se utilizar o Método da Maxima Curvatura Modificada para determinar o
tamanho 6timo de amostra € preciso estar atento aos fatores que levam a uma maior
variagdo nos valores apresentados, tais variacbes podem estar relacionados ao
carater analisado, ao genoétipo da planta e efeitos ambientais.

O maior tamanho de amostra foi igual a sete plantas para a progénie TSKFL
X (LCR x TR) no ano de 2009 para o carater enrolamento foliar

O maior tamanho de amostra foi igual a nove plantas para o carater brotacéo
na progénie TSKFL x CTSW no ano de 2013.

Dez plantas pode ser suficiente para representar os dois carateres em todos
0s anos avaliados, levando em consideracdo os fatores que interferiram nesse
tamanho de amostra.

Por fim, vale salientar ainda que a determinacdo do tamanho de amostra

deve ser feita para cada cultura, cada local em que ocorram condi¢des climéticas e
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de solo diferentes das que ja tenham sido determinadas e para cada carater

analisado com intuito de obter maior preciséo experimental.
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CONSIDERACOES FINAIS

O Meétodo da Maxima Curvatura Modificada foi eficiente para a cultura de
citros. Observou-se que os tamanhos de amostras foram diferenciados para cada
variavel estudada ao longo dos anos analisados nas trés progénies.

Fatores ambientais e genéticos podem influenciar no tamanho 6timo de
amostra em menor ou maior grau, a depender do carater. Fatores como
homozigosidade, condi¢cdes climaticas e idade das plantas também séo relevantes
no momento de definir-se o tamanho 6timo de amostra.

Salienta-se que avaliacdes realizadas em anos diferentes sdo necessarias
para maior acuracia do método. Dessa forma, recomenda-se, considerando o
carater altura de planta, diametro do tronco e vigor visual para as trés progénies
TSKFL x (LCR x TR). TSKFL x CTSW e TSKFL x TRBK, tamanho de amostra em
torno de 18 plantas, nas condi¢cdes ambientais e genéticas apresentadas.

Para o carater poliembrionia as maiores variagcdes foram encontradas para
progénies com poliembrionia intermediarias (10% a 90%), em que as progénies com
poliembrionia alta ou baixa apresentaram tamanhos 6timos de amostras menores.
Deve-se levar em consideracao fatores ambientais, nutricAo da planta, cultivar,

forma de polinizagédo e variedade polinizadora, pois podem influenciar no tamanho
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otimo de amostra. Por fim, para os caracteres enrolamento foliar e brotacao,
acredita-se que uma superestimacao de dez plantas seja suficiente para representar
os dois carateres em todos os anos avaliados.
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Anexo 1. Script criado para rodar no programa R para determinar o tamanho 6timo de
amostra.

calc.amostra <- function(a, Reamostra = NULL) {
if(is.null (Reamostra)) reamostra <- seq(50,150, by=25)

tamanho.dados <- length (a)
trocas <- 2:(tamanho.dados-1)
cv <- NULL

desv <- NULL

cv.fim <- NULL

desv.fim <- NULL

for(i in l:length (reamostra)) {
for(j in l:length(trocas)) {
amostras <- lapply(l:reamostral[i], function (x)
sample (a, trocas[j], replace=TRUE))
med.amos <- sapply(amostras,mean)
cv[j] <- sd(med.amos) /mean (med.amos)*100
desv[]j] <- sd(med.amos)
}
cv.fim <- c(cv.fim, cv)
desv.fim <- c(desv.fim, desv)

}

result.saida <- data.frame (Reamostra=rep (reamostra,
each=length (trocas)),
Tamanho = trocas, CV=cv.fim,
Desv=desv.fim)

modelo <- Im(CV ~ Reamostra + Tamanho + I (Tamanho”2),
data=result.saida)

predito <- predict (modelo)

saida <- list (result.saida=result.saida, predito=predito,
modelo=modelo)

}

library(lattice)
library(latticeExtra)

plot.amostra <- function(x, pl=2) {
result.saida <- xSresult.saida

shade.col.fun <- trellis.par.get("shade.colors") $palette
shade.colors <- shade.col.fun(0.5,0.5,seg(0,1,1length=100))
if (pl==1) {
print (wireframe (x$predito ~ Reamostra + Tamanho,
data=result.saida,
shade=TRUE, colorkey=1list (col=shade.colors,
at=do.breaks (c(0,max (result.saidasSCvVv)), 100)),
col="'transparent',
scales = list(arrows = FALSE,
y=1list (at=seq(2,max (result.saida$Tamanho), by=4)),
x=1list (at=unique (result.saida$Reamostra))),
screen = list(z = 55, x = -65),
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ylab=1list ("Tamanho da amostra", rot=-25,
cex=1),
xlab=1ist ("Reamostragem", rot=45, cex=1),
zlab=1list ('CV', rot=95, cex=1),
par.box = list(col=c(1,1,NA,NA,1,NA,1,1,1))))
}
if(pl==2) {

nonlinear <- nls(CV ~ a*Tamanho” (-b), data=result.saida,
start=list (a=7, b=1l))
coefc <- coef (nonlinear)

Xc <-
round ( (((coefc[1l]72) * (coefc[2]72) * (2*coefc[2]+1))/ (coefc[2]+2)) "~ (1/ (2+2
*coefc([2])),1)
yt <- round(coefc[l]*Xc” (-coefc[2]),1)
print (yt)
print (Xc)

t.max <- max(result.saida$Tamanho)
y.max <- max(result.saida$CV)
print (xyplot (predict (nonlinear) ~ Tamanho,
data=result.saida, type="a", col="black", ylab="CV", xlab="Tamanho da
amostra",

scales=list (x=list (at=c(Xc,round(seq(0,t.max, by=t.max/3),1))),
y=1list (at=c(yt,
round (seq (0, y.max, by=y.max/7),1)))))+
as.layer (xyplot (CV ~ Tamanho, data=result.saida, type="p",
col="black",
panel=function(...){
panel.xyplot(...)
panel.segments (x0=c (Xc, Xc) ,y0=c (0, yt) ,xl=c (Xc, -
10) ,yl=c(yt,yt),...)
1))
print (summary (nonlinear))

}

# 1f (pl==3) {

# xyplot (Desv ~ Tamanho, data=result.saida, type="a",
col="black", ylab="Desvio-padrAfo", xlab="Tamanho da amostra")

o}

}

a = rnorm(80, 100, 40)
teste <- calc.amostra(a)
plot.amostra (teste)

plot.amostra (teste, pl=1l)
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Figura 1. Apresentando os tamanhos 6timos de amostras para
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a progénie

TSKFL x (TR x LCR) nos diferentes anos. As letras A, B, C e D sdo para o

carater altura de planta para os anos 2010, 2011 e 2015 e 2016; E, F,

G e H para

o carater diametro do tronco para os anos de 2010, 2011, 2015 e 2016; I, J, L e
M para o carater vigor visual para os anos de 2010, 2011, 2015 e 2016.
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carater diametro do tronco para os anos de 2010, 2011, 2015 e 2016; I, J,Le M

para o carater vigor visual para os anos de 2010, 2011, 2015 e 2016.
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o carater diametro do tronco para os anos de 2010, 2011, 2015 e 2016; I, J, L e M para o

carater vigor visual para os anos de 2010, 2011, 2015 e 2016.
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Figura 5. Apresentando os tamanhos 6timos de amostras para a progénie TSKFL X CTSW

referente ao carater poliembrionia nos anos 2013, 2014 e 2016, letras A, B, C,

respectivamente.
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Figura 6. Apresentando os tamanhos 6timos de amostras para a progénie TSKFL X TRBK
referente ao carater poliembrionia, nos anos 2013, 2014 e 2016, letras A, B, C,

respectivamente.
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Figura 7. Apresentando os tamanhos 6timos de amostras para as progénies TSKFL x
CTSW e TSKFL X TRBK referente ao carater poliembrionia, nos anos 2013, 2014 e 2016,

letras A, B, C, respectivamente.
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Figura 8. Apresentando os tamanhos 6timos de amostras para a progénie TSKFL x (TR x

LCR) referente ao carater enrolamento foliar, nos anos 2009, 2012 e 2015, letras A, B, C,

respectivamente.
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Figura 9. Apresentando os tamanhos 6timos de amostras para a progénie TSKFL x CTSW
referente o carater enrolamento foliar, nos anos 2009, 2012 e 2015, letras A, B, C,

respectivamente.



20.7

i
af
178
©

14.8

BT )

oV (%)

a3

5.8

Tamanho da amastra

10.3 +

OV [%)
4
e
-

L
i agd? .4
® a8l
LY
2 °°
&
i
34 o
o
17 1
T T T T
Lo 385 163 27 46.0

Tamanho da amosira

%)

cY

86

LR
77

48

32 4

16

00 35 163 a7 430

Tamanha da amaostra

87

Figura 10. Apresentando os tamanhos 6timos de amostras para a progénie TSKFL x TRBK

referente ao carater enrolamento foliar, nos anos 2009, 2012 e 2015, letras A, B, C,

respectivamente.
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Figura 11. Apresentando os tamanhos 6timos de amostras para as trés progénies TSKFL x
(TR x LCR), TSKFL x CTSW e TSKFL x TRBK referente ao carater enrolamento foliar, nos
anos 2009, 2012 e 2015, letras A, B e C, respectivamente.
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Figura 12. Apresentando os tamanhos 6timos de amostras para a progénie [TSKFL x (TR x
LCR)] referente ao carater brotagcdo nos anos 2013, 2015 e 2016, letras A, B e C,

respectivamente.
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Figura 13. Apresentando os tamanhos 6timos de amostra para a progénie TSKFL x CTSW

referente ao carater brotacdo nos anos 2012, 2013 e 2015, 2016 letras A, B, C e D,

respectivamente.
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Figura 14. Apresentando os tamanhos 6timos de amostra para o cruzamento TSKFL x
TRBK referente ao carater brotagdo, nos anos 2012, 2013 e 2015, 2016 letras A, B, C e D,

respectivamente.
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Figura 15. Apresentando os tamanhos 6timos de amostra para as trés progénies TSKFL x
(TR x LCR), TSKFL x CTSW e TSKFL x TRBK BK referente ao carater brotacdo, nos anos
2012, 2013 e 2015, 2016 letras A, B, C e D, respectivamente.



