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Impacto potencial desta pesquisa

Esta dissertagdo apresenta um estudo aprofundado sobre método de Bouché-
Thomas, que demonstra potencial para reduzir o tamanho de plantas de citros,
proposto como uma alternativa frente aos métodos utilizados atualmente na
citricultura. A pesquisa visa contribuir para o avango do conhecimento cientifico, além
de propor solugbes praticas, viaveis e sustentaveis para o manejo de pomares.
Espera-se que, no futuro, a adocdo do método de Bouché-Thomas possa ampliar as
op¢des de manejo disponiveis, promover maior autonomia ao citricultor e contribuir

para sistemas de produgao mais eficientes e sustentaveis.

Potential impact of this research

This dissertation presents an in-depth study of the Bouché-Thomas method, which
shows potential to reduce the size of citrus trees and is proposed as an alternative to
the methods currently used in citriculture. The research aims to contribute to the
advancement of scientific knowledge, as well as to propose practical, viable, and
sustainable solutions for orchard management. It is expected that, in the future, the
adoption of the Bouché-Thomas method may expand the range of available
management options, promote greater autonomy for citrus growers, and contribute to

more efficient and sustainable production systems.
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METODO DE BOUCHE-THOMAS PARA CONTROLE DO TAMANHO DE
PLANTAS DE CITROS EM CLIMA SUBTROPICAL

RESUMO - A maioria dos porta-enxertos comerciais induz alto vigor a copa e,
quanto mais altas sao as plantas, maiores sdo os custos de colheita e outros tratos
culturais. Algumas técnicas de manejo sao utilizadas objetivando-se diminuir o
tamanho das plantas, citando-se a poda e a adogédo de porta-enxertos menos
vigorosos. Uma alternativa promissora € o método de Bouché-Thomas (BT), que
consiste na inclinagdo do tronco no angulo de 30° em relagdo ao nivel do solo no
momento do plantio. Objetivou-se avaliar o potencial do método BT para controle do
vigor de plantas de citros em condi¢gdes de campo a longo prazo, além de investigar
os fatores fisioldgicos e morfoanatémicos associados. O experimento foi instalado em
2016 na Fundacdo Coopercitrus Credicitrus em Bebedouro - Sdo Paulo. A area
experimental permaneceu sem irrigacado até o ano de 2023. Utilizou-se a laranjeira
‘Pera’ enxertada em tangerineira ‘Sunki’ no espacamento de plantio 5,0 m x 2,0 m. Os
tratamentos corresponderam ao plantio das arvores em angulo reto (sistema
convencional, SC) e de 30° (BT), utilizando-se mudas palito podadas em duas alturas,
45 cm e 90 cm. O delineamento experimental foi em blocos casualizados em esquema
fatorial 2x2 (angulo de plantio x altura da muda), totalizando quatro tratamentos, cinco
repeticoes e dez arvores na parcela. Foram avaliadas variaveis biométricas,
fisiologicas, fitopatoldgicas e moleculares entre 2018 e 2025, com os dados
analisados pelo teste t de Student (p<0,05). Apds 9 anos de plantio, as plantas do
sistema BT apresentaram volume de copa 43% menor. Apesar da menor produgao
média de frutos por planta, observou-se maior eficiéncia produtiva por volume de
copa. Além disso, as plantas do sistema BT produziram, em média, frutos maiores,
mais pesados e com menores teores de agucar, independente da altura da pernada.
Independente da conducédo, houve tolerancia a seca e composi¢cao mineral de folhas
similares e alta incidéncia de HLB, sem diferenga para a quantidade de brotos entre
os tratamentos. A concentracdo hormonal foi semelhante entre os dois sistemas de
plantio, exceto para a citocinina isopenteniladenina (IP) que foi inferior no BT. De modo
geral, a expressao relativa dos genes avaliados ndo alterou significativamente em
meristemas apicais, mas se observou uma tendéncia de regulagdo negativa na via
biossintética das giberelinas para os genes KS e KO, e regulagao positiva para os
genes GA200X e GA30X em plantas conduzidas no sistema BT. Ademais, houve
regulagdo negativa para o gene NCED2 e auséncia de diferengas significativas em
todos os alvos avaliados para a via biossintética do AlA (TAR, YUCCAs e GH3.10 e
GH3.9). Em viveiro usando mudas do porta-enxerto ‘Sunki tropical’, o sistema BT
também reduziu o vigor das plantas, além de menor condutividade hidraulica em
relagao ao controle reto. Em campo, a velocidade e fluxo de seiva foram menores em
plantas do sistema BT. Com base no conjunto de resultados, conclui-se que o sistema
Bouché-Thomas controlou o tamanho de uma combinagéo vigorosa de copa/porta-
enxerto de citros em clima subtropical principalmente devido a redug¢ao do fluxo de
seiva, sendo mais eficaz associado as mudas palito de 90 cm. Maior necessidade de
desbrotas e incidéncia de gomose sao limitagdes a técnica.

Palavras-chave: laranja; analise fatorial; expressao génica; plantio.



BOUCHE-THOMAS METHOD FOR CONTROLLING THE TREE SIZE OF CITRUS
IN A SUBTROPICAL CLIMATE

ABSTRACT - Most commercial rootstocks induce large size to the canopy, and
the taller the plants, the higher the costs of harvesting and other cultural treatments.
For this, cultural practices are used to reduce the tree size, such as pruning and less
vigorous rootstocks. Aiming at viable alternatives for the producer, angle planting
systems such as the Bouché-Thomas (BT) method can be used. BT consists of training
the trunk at an angle of 30° in relation to the ground level at planting. The objective
was to evaluate the potential of the BT method for controlling citrus tree vigor under
long-term field conditions, as well as to investigate the associated physiological and
morpho-anatomical factors. The experiment was established in 2016 at the
Coopercitrus Credicitrus Foundation in Bebedouro, Sao Paulo, Brazil, in 2016, without
irrigation until 2023, using ‘Pera’ sweet orange grafted on ‘Sunki’ mandarin at the tree
spacing of 5.0 m x 2.0 m. The treatments corresponded to the planting of trees at right
angle (conventional system, SC) and at 30° (Bouché-Thomas method, BT) using
nursery trees pruned at 45 cm and 90 cm height at planting. The experimental design
was randomized blocks in a 2x2 factorial scheme (planting angle x nursery tree height),
with four treatments, five replications and ten trees in the plot. The variables evaluated
included biometric, physiological, phytopathological, and molecular variables from
2018 to 2025, and data were analyzed by Student's t-test (p<0.05). Nine years after
planting, BT system showed trees 43% smaller, in addition to lower mean fruit
production per tree, but higher production efficiency per canopy volume. In addition, in
average it produced larger and heavier fruits with lower sugar levels regardless of the
nursery tree height. Both planting systems showed intermediate tolerance to drought
and similar mineral leaf nutrient contents, besides overall high incidence of HLB, no
difference in the number of shoots among treatments. The hormone concentration was
similar between the two systems with the lowest content of the cytokinin
isopenteniladenin (PI) found in the BT system. As for relative expression, in general,
the expression for the evaluated genes was low for apices tissues under study with a
tendency for reduction of the gibberellin KS and KO genes, and an increase in
GA200X and GA30X in the BT treatment, in addition to a reduction of more than two
times for NCED2 and with a tendency to reduce in BT treatment in all targets evaluated
for IAA (TAR, YUCCAs and GH3.10 and GH3.9). In a nursery using seedlings of the
‘Sunki Tropical’ rootstock, the BT system resulted in smaller seedlings with lower
hydraulic conductivity in relation to the control (90° planting). In the field, sap velocity
and flow were lower in plants under the Bouché-Thomas system. In conclusion, the
Bouché-Thomas system controls the size of a vigourous scion/rootstock of citrus under
subtropical climate primarily due to a reduced sap flow, being more efficient with the
use of 90 cm-high nursery trees. Higher need of sprouting and incidence of gummosis
may limit BT method.

Keywords: orange; factorial analysis; gene expression; planting.



1. INTRODUGAO

O Brasil é o maior produtor de laranjas-doces [Citrus xsinensis (L.) Osbeck] do
mundo (FAO, 2023), sendo o Estado de S&do Paulo responsavel por 77% de toda
producao nacional (IBGE, 2023). Em 2023, a produgéo de laranja-doce, no estado, foi
de mais de 17,6 milhdes de toneladas (IBGE, 2023), sendo o suco de laranja o
principal produto da cadeia, destinado majoritariamente a exportagao agricola, com
70% da produgao destinada ao processamento e 30% ao mercado interno de fruta
fresca (USDA, 2023).

Apesar da grande produgdo, a citricultura enfrenta problemas fitossanitarios
que ameacam a cadeia produtiva, como é o caso de doengas como o huanglongbing
(HLB). Essa doenga €& associada a bactérias do género Liberibacter, sendo
Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) predominante no Brasil (Bové, 2014; Costa
et al., 2021; Alves et al., 2025). HLB nao possui cura, ndo ha variedades comerciais
resistentes e o controle preventivo depende do uso de mudas sadias, controle do
inseto vetor (o psilideo Diaphorina citri Kuwayama) e eliminacdo das plantas
infectadas em uma escala de manejo regional. O HLB compromete a produgéo de
frutos e sua qualidade, reduzindo a longevidade das plantas (Bassanezi et al., 2020).

Até o momento, ndo se conhecem genotipos de Citrus resistentes ao HLB,
apesar de algumas cultivares terem susceptibilidade diferenciada (Ramadugu et al.,
2016; Gao et al., 2023), sendo que a doencga afeta todas as combinagdes copa e porta-
enxerto comerciais (Rodrigues et al., 2020; Albrecht et al., 2020). No entanto, plantas
com menor vigor vegetativo apresentam menor incidéncia acumulada da doenga em
pomares com controle do vetor (Rodrigues et al.,, 2020), possivelmente devido a
dindmica de brotagdo nessas combinagdes (Carvalho et al., 2021).

A maioria dos porta-enxertos comerciais utilizados no cinturdo induzem grande
porte as copas e, quanto mais altas sao as plantas, maiores sdo os custos de colheita
e tratos culturais, pois demandam o uso de escadas e aumentam o tempo de trabalho
dos colhedores. Além disso, o tamanho, o formato e a arquitetura das arvores exercem
papel determinante na produtividade, influenciando desde a eficiéncia fotossintética
até aspectos de manejo da cultura como o arranjo de plantio (Teichmann e Mubhr,
2015). A poda € uma pratica de manejo utilizada para regular o crescimento e o porte



das plantas, mas pode causar queda de produgéao se for intensa ou frequente, além
de estimular brotagbes que favorecem a disseminagao de doengcas como o HLB
(Fonte et al., 2023). Uma alternativa a poda seria 0 uso de porta-enxertos ananicantes,
porém seu uso em larga escala ainda é limitado pela pequena oferta de material de
propagacao e, principalmente, pelo desconhecimento sobre sua resposta em
diferentes ambientes e copas (Castelo, 2010; Gonzatto; Griebeler; Schwarz, 2022).
Entre os porta-enxertos ananicantes, o trifoliata Flying Dragon é o mais conhecido,
porém & muito intolerante a seca (Girardi et al., 2021).

Diante dessa problematica, técnicas culturais que controlem o tamanho das
plantas de citros com menor necessidade de podas ou sem a troca por porta-enxertos
ananicantes sao demandadas. Desta forma, o método Bouché-Thomas de condugao
de plantas pode ser uma alternativa de manejo viavel, pois visa eliminar ou reduzir a
necessidade de poda e favorecer a producdo em detrimento do crescimento
vegetativo (Bouché-Thomas, 1953). Esse método consiste na condugdo dos ramos
das plantas em angulos de 30° em relagao ao nivel do solo, conforme a morfologia de
cada espécie (Inglez de Souza, 1983). Essa inclinagdo inibe o crescimento
meristematico apical e induz a brotagado de ramos laterais, que sao responsaveis pelo
desenvolvimento e frutificacdo, resultando em precocidade de produgcao em diversas
frutiferas (Moretti, 1950; Hopfl et al., 2021; Musacchi et al., 2021).

No entanto, ndo ha informacdes sobre o uso dessa técnica para citros em
condi¢cbes subtropicais como do cinturdo citricola brasileiro, nem se conhecem os
mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e genéticos envolvidos na regulagcdo do
tamanho das plantas de citros condicionados pela mudancga de inclinagdo do tronco.
Portanto, o objetivo com o presente trabalho foi avaliar o potencial do método Bouché-
Thomas para controlar o vigor de uma combinagéao vigorosa de copa/porta-enxerto de
citros em condi¢cdes de campo em longo prazo e esclarecer os fatores fisiolégicos e
genéticos que o determinam. Acredita-se que essa técnica de condugao de citros em
plantio com angulo de 30° reduza o tamanho da planta sem maiores danos ao

potencial produtivo e qualidade de frutos da copa.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos botanicos e importancia socioeconémica dos citros

O género Citrus integra a familia Rutaceae e a subfamilia Aurantioideae, sendo
subdividido em duas tribos: Clauseneae e Citreae, esta ultima responsavel por abrigar
as espeécies conhecidas como citros verdadeiros (Swingle e Reece, 1967). Sua origem
ainda € bastante estudada, porém, evidéncias filogenéticas mais recentes indicam que
a origem do género se localiza na regidao sudoeste da China, particularmente em
Yunnan, e no nordeste da india, na provincia de Assam (Wu et al., 2018). As espécies
pertencentes ao género Citrus sdo, em sua maioria, arboreas, perenes, apresentando
folhas tipicamente unifoliadas, com peciolos de dimensdes grandes, médias ou
pequenas e podendo apresentar espinhos situados nas axilas. As flores sao
pentdmeras, geralmente hermafroditas, de coloragdo branca com odor adocicado,
podendo ser solitarias ou em corimbos. Os frutos sdo bagas modificadas, conhecidas
como hesperidios, e se caracterizam pela diversidade morfoldgica, podendo assumir
formas esferoidais, oblatadas ou prolatadas. Quanto as sementes, estas, quando
presentes, sdo geralmente poliembridnicas, contendo multiplos pares de cotilédones,
entre os quais se distinguem um embrido zigdtico e diversos embrides nucelares
(Deng et al., 2020).

A cultura dos citros possui importancia socioeconémica mundial devido ao alto
consumo das frutas e seus derivados. O Brasil € o maior produtor de laranjas-doces
[Citrus xsinensis (L.) Osbeck] do mundo, seguido pela China, india, México e Estados
Unidos (USDA, 2025). A grande parte da producéo de laranjas-doces do Brasil esta
concentrada no Estado de Sao Paulo, que representou 77% de toda produg¢ao no ano
de 2023, com mais de 17,6 milhdes de toneladas (IBGE, 2023). Somando o Estado
de Sao Paulo com as regides do Tridngulo Mineiro e Sudoeste de Minas Gerais,
forma-se o cinturdo citricola brasileiro, que foi responsavel por uma produgao
estimada de 232,38 milhdes de caixas de laranja na safra 2024/2025. Apesar disso,
comparando a safra 2024/2025 com a safra anterior, houve uma reducgéo de 36,2 %
(Fundecitrus, 2025a). Essa reducao foi atribuida principalmente ao clima desfavoravel
com altas temperaturas e menos chuvas, além do aumento da incidéncia do HLB, o

que contribuiu para o menor numero de frutos por arvore (Fundecitrus, 2025b).
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O suco de laranja € o principal produto de exportagao agricola desta cadeia, em
que o pais é lider mundial, com 70% da produgao destinada ao processamento e 30%
ao mercado interno de fruta fresca (USDA, 2023). Além do suco e da fruta fresca para
consumo in natura, outros produtos como o6leo essencial da casca, polpa e bagago
para ragao e compostos organicos, e produtos processados como geleias e doces,
também sao usados demonstrando o aproveitamento integral da fruta e agregando
valor a cadeia produtiva (Andrade et al., 2022). A citricultura € um dos setores do
agronegocio brasileiro que mais geram empregos no pais. Nos primeiros seis meses
de 2024, este setor foi responsavel pela criacdo de 33.913 empregos, representando
um aumento de 10% em relagédo ao mesmo periodo de 2023, quando foram geradas
30.786 vagas. O estado de S&o Paulo concentrou a maior parte dessas contratagdes,
com 78% do total, o que corresponde a 45.112 novos postos de trabalho (Revista
Cultivar, 2025). Assim, o cenario atual da citricultura brasileira é caracterizado pela
busca de meios de frear o avanco do HLB, especialmente no estado de Sao Paulo,
visando manter o Brasil como protagonista no cenario mundial de produgéo de citros,

contribuindo com a economia e com a empregabilidade.

2.2. Propagacao e principais variedades de citros no Brasil

A propagagao dos citros € uma etapa fundamental na citricultura, onde sdo
utilizadas técnicas que visam garantir a perpetuagao das caracteristicas genéticas, a
uniformidade das plantas e a sanidade fitossanitaria (Hartmann et al., 2011; Castle,
2020). Exemplos dessas técnicas sao os métodos sexuados, pela utilizagcdo de
sementes, e assexuados, por meio da alporquia, estaquia e enxertia, sendo esta
ultima a técnica predominante no cultivo comercial (Sobrinho et al., 2017). O uso de
sementes poliembridnicas, contendo embrides nucelares que originam plantulas
geneticamente idénticas a planta-mae, € comum na multiplicagdo de porta-enxertos
(Albrecht et al., 2017). A facilidade da propagacao, transporte e viabilidade das
sementes ao longo do tempo foram primordiais na disseminagdo dos citros pelo
mundo. O uso da estaquia e da alporquia pode ser uma alternativa rapida para a
obtencdo de porta-enxertos de variedades cujas sementes apresentam baixa
viabilidade ou originam poucas plantulas nucelares; contudo, as plantas originadas

tendem a ser mais vulneraveis a seca e ao tombamento (Pompeu Junior, 2005).
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A muda comercial de citros é resultante da unido de duas variedades distintas,
enxerto e porta-enxerto, sendo que essa combinagdo visa a obtencdo de
produtividade mais precoce, frutos de excelente qualidade, menor incidéncia de
doencas e pragas de solo, maior tolerancia a seca, maior eficiéncia de absorgéo de
nutrientes, entre outras caracteristicas. Embora o cultivo dos citros seja uma pratica
bem antiga, sua propagagao por enxertia é relativamente recente. Trata-se de um
meétodo de propagacéo que consiste na unido de tecidos de duas plantas, promovendo
sua fus&o para originar um unico e novo individuo. O porta-enxerto fornece o sistema
radicular, enquanto o enxerto ou copa, que vem da borbulhia, resulta na parte aérea
(Sobrinho et al., 2017).

A producado de mudas de citros € realizada em estufas fechadas, com laterais
revestidas por telas antiafideos e cobertura plastica, garantindo a protegdo contra
vetores e contaminacgdes (Oliveira et al.,, 2016). A semeadura é feita em tubetes
plasticos, contendo substratos geralmente composto por casca de Pinus, fibra de
coco, vermiculita e carvao vegetal, com boa capacidade de retengédo e drenagem de
agua, favorecendo o desenvolvimento radicular, onde sdo semeadas de uma a quatro
sementes por recipiente. A emergéncia ocorre entre 15 e 45 dias apds a semeadura
e, cerca de trés a quatro meses depois, selecionam-se as plantulas mais vigorosas,
momento em que é realizado o transplantio para recipientes maiores, com volume
aproximado de 4,5 L (Bremer Neto et al., 2015).

A enxertia é realizada quando o caule do porta-enxerto atinge didmetro entre
0,5 e 0,8 cm, normalmente de trés a cinco meses apds o transplantio. As borbulhas
utilizadas nesse processo sdo provenientes de plantas matrizes cultivadas
exclusivamente para essa finalidade. Apos a enxertia, a brotacdo € conduzida em
haste unica, com o auxilio de tutores, até a completa maturagcdo da muda, o que ocorre
aproximadamente entre trés e cinco meses depois. Ao final, é realizado o desponte
da haste da copa a 45 cm do colo. Nesse estagio, a muda € denominada “palito”,
apresentando cerca de 10 a 12 meses e encontra-se pronta para comercializagao e
plantio (Bremer Neto et al., 2015; Oliveira et al., 2023).

Atualmente, as principais variedades de copa presentes nos pomares sao
‘Hamlin’, ‘Pera’, ‘Valencia’, ‘Natal’ e ‘Folha Murcha’, sendo que a ‘Pera’ se destaca

como uma das mais cultivadas, correspondendo a 36% das laranjas-doces produzidas
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no cinturdo citricola (Fundecitrus, 2023). Essa variedade apresenta bom desempenho
horticola, o que inclui boa qualidade dos frutos para processamento e mesa (Cruz et
al., 2023). Ja os porta-enxertos apresentam baixa diversidade no Brasil, mesmo
apresentando diversos gendtipos com grande potencial de uso. Atualmente, os mais
utilizados sao o citrumelo ‘Swingle’ (x Citroncirus spp.), o limoeiro ‘Cravo’ [Citrus x
limonia (L.) Osbeck], a tangerineira ‘Sunki’ [Citrus x aurantium L. var. chrysocarpa
(Hassk.) ined.] e o trifoliata ‘Flying dragon’ (Poncirus trifoliata var. monstrosa) (Girardi
et al., 2021). A tangerineira ‘Sunki’ € um porta-enxerto bastante vigoroso e vem se
destacando por induzir boa produtividade e alta qualidade aos frutos das copas de
laranjas, ser compativel para enxertia com a laranjeira ‘Pera’, apresentar boa
toleréncia a seca, além de ser tolerante a doencas como a tristeza dos citros, a morte
subita (MSC) e o declinio (Girardi et al., 2017).

2.3. Adensamento de plantio

O adensamento de plantio é uma estratégia que vem sendo utilizada desde o
final da década de 1970, com crescente expansédo nas décadas seguintes, visando
otimizar a produtividade e eficiéncia dos pomares citricos (Sobrinho et al., 2002).
Atualmente, o uso de pomares mais adensadas vem ganhando forga em funcao da
constante pressao do HLB sobre os pomares citricolas (Moreira et al., 2019). Para se
implementar um plantio adensado, é necessario levar em consideragao alguns fatores
importantes, como escolha adequada das variedades copa e porta-enxerto, demanda
nutricional, condigdes de solo e clima, além de tratos culturais como a poda, que
exercem influéncia sobre o vigor e crescimento vegetativo (De Negri, Stuchi e Blasco,
2005). Caso o planejamento de plantio ndo seja bem-feito, diversos problemas podem
ocorrer, principalmente quando as plantas estdo adultas, como a competi¢ao por luz,
que causa a reducao da capacidade reprodutiva na parte inferior e ocasiona maior
desfolhamento das plantas sombreadas (De Negri, Stuchi e Blasco, 2005). Além
disso, a competicdo por agua e nutrientes no solo também & um fator que limita a
producao individual das plantas. A escolha de porta-enxertos menos vigorosos € uma
estratégia eficiente para reducdo do vigor da planta e maior eficiéncia produtiva
(Stuchi et al., 2012).



7

Na india, em um experimento com tangerina ‘Nagpur’ (Citrus reticulata Blanco)
enxertada em porta-enxerto de limdo ‘Cravo’, observou-se que a produtividade de
frutos em area total, com base no espagcamento de 2 x 2 m, foi 26, 7,1 e 4,6 vezes
maior em comparagao ao plantio convencional durante o primeiro, segundo e terceiro
ano, respectivamente (Ladaniya et al., 2021). Em um pomar de laranjeira Valéncia em
Sao Paulo, Brasil, nas sete primeiras safras (2014 — 2020), foi observado que o
adensamento de 1000 plantas por hectare reduziu em 35% a produgéo por planta,
mas proporcionou aumento de 27% na produgdo acumulada por hectare em relacao
a densidade convencional de 513 plantas por hectare (Girardi et al., 2021).

As variedades Hamlin, Natal e Valéncia, todas enxertadas em porta-enxerto
trifoliata ‘Flying Dragon’, no espagamento de 4 m x 2 m (1250 plantas por hectare),
também apresentaram bons resultados de producido e qualidade dos frutos, com
destaque para a ‘Hamlin’ que apresentou produgcao acumulada (2004-2011) de 316,02
kg por planta, concentragao de sdlidos soluveis de 12,67 °Brix, ratio de 15,14 € 55,03 %
de conteudo de suco (Stuchi et al., 2012). Em estudo conduzido com laranjeira
‘Valéncia’ enxertada em trifoliata, avaliando diferentes densidades de plantio,
verificou-se que o maior adensamento, com 833 plantas por hectare, resultou na maior
produtividade média de frutos (47 t ha™), enquanto as densidades intermediarias (555
e 416 plantas por hectare) apresentaram produtividades de 36 e 33 t ha™,
respectivamente, e os menores adensamentos (333 e 277 plantas por hectare),
produziram de 27 a 25 t ha™ (Tedfilo Sobrinho et al. 2012). Dessa forma, os resultados
de estudos anteriores sugerem que maiores densidades de plantio favorecem a
produtividade por hectare, evidenciando o potencial do adensamento como alternativa

para aumentar a eficiéncia produtiva em pomares citricos.

2.4. Huanglongbing dos citros (HLB)

Uma das principais doengas que afetam a citricultura mundial atualmente é o
huanglongbing (HLB). O primeiro relato ocorreu na China por Reinking em 1919 e,
sete décadas depois, ja havia sido encontrado em 27 paises da Asia e na Africa do
Sul (Graga,1991). Atualmente, o HLB estd presente em praticamente todas as
principais regides citricolas do mundo, incluindo Américas, Asia e partes da Africa,

sendo relatado em paises como China, india, Estados Unidos, México e Brasil (EPPO,
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2025). No Brasil, a doenga foi relatada no ano de 2004 na regido de Araraquara
(Coletta Filho et al., 2004), estado de Sao Paulo e atualmente pode ser encontrada
também nos estados de Minas Gerais (Castro et al., 2010), Parana (Belasque Junior
et al., 2009), Mato Grosso do Sul, Santa Catarina (Mapa, 2021) e Goias (Agrodefesa,
2024). O HLB esta associado a bactérias do género Candidatus Liberibacter spp., que
pertencem a classe Alphaproteobacteria e sao inculturaveis, restritas ao floema e
transmitidas por insetos vetores, podendo causar infeccbes sintomaticas ou
assintomaticas em plantas (Hosseinzadeh e Heck, 2023). Entre elas, Candidatus
Liberibacter asiaticus (CLas) € a espécie predominante no Brasil (Bové, 2014).

O psilideo Diaphorina citri Kuwayama, vetor das bactérias associadas ao HLB
no Brasil, € um inseto que mede cerca de 2 a 3 mm. Seus ovos, de coloragdo amarela,
sdo depositados em gemas recém-brotadas, e as ninfas desenvolvem-se de forma
sincronizada com o crescimento dos ramos, em todos os citros e em especial em
hospedeiros da familia Rutaceae como a murta-de-cheiro (Murraya paniculata (L.)
Jack), frequentemente utilizada como cerca-viva ou planta ornamental no Brasil. As
fémeas podem colocar entre 200 e 800 ovos, geralmente em pequenos grupos nas
brotacdes jovens das plantas (Vengao Neto, Carvalho e Furlanetti, 2025).

O HLB compromete o funcionamento do floema, resultando em
enfraquecimento do sistema radicular e alteragdes nas relagdes fonte-dreno da planta,
0 que leva a deficiéncia nutricional, queda de produtividade e, por fim, a morte da
arvore. As plantas doentes apresentam sintomas caracteristicos, como frutos de
menor tamanho, formato irregular, sabor amargo e coloragdo anormal, além de folhas
com manchas irregulares e mosqueadas (Castro et al., 2010; Bassanezi et al., 2020).
Embora sintomas semelhantes possam ocorrer em casos de deficiéncia nutricional,
no HLB os frutos geralmente possuem coloragdo verde na regido do estilete e
amarelo-alaranjada na extremidade peduncular (Bové, 2014), variando conforme a
cultivar e o estagio de desenvolvimento, além da presenca de sementes abortadas.
De modo geral, a planta apresenta nas folhas estreitas e eretas dos brotos, veias
amareladas bem como sintomas de amarelecimento geral, crescimento lento, morte
de ramos e queda prematura de frutos, além do comprometimento das raizes, uma
vez que o patégeno Candidatus Liberibacter spp. causa a destruicdo do sistema

radicular, agravando o enfraquecimento da planta (Limayem, Martin e Shankar, 2024).



9

Até o momento, ndo se conhecem gendtipos de Citrus resistentes ao HLB
(Ramadugu et al., 2016), que afeta todas as combinag¢des copa e porta-enxerto
comerciais (Rodrigues et al., 2020; Albrecht et al., 2020). No entanto, observou-se que
a combinacgdo de copas com porta-enxertos menos vigorosos, ou seja, que reduzem
o tamanho da copa, apresentaram menor incidéncia acumulada da doencga do que
porta-enxertos vigorosos em um pomar sob manejo do vetor (Rodrigues et al., 2020).
Acredita-se que essa redugao esteja associada também a dinamica de brotagéo, que
€ menos frequente e com menor comprimento nas combinagdes nanicas (Carvalho et
al., 2021). Como o psilideo se alimenta e reproduz em brotagcbes jovens, a sua
presenca favorece a rapida disseminag¢ao do HLB em pomares citricos (Li et al., 2025),
sendo necessario prever e se possivel controlar os ciclos de brotacbes das plantas
que influenciam na dindmica populacional do vetor e da disseminagdo do patégeno
(Cifuentes-Arenas et al. 2022).

2.5. Fisiologia do crescimento dos citros

O crescimento das plantas de citros é fortemente influenciado pelas condi¢des
ambientais, com mudancas no tamanho da copa, area foliar e sistema radicular, assim
como alteragdes no sistema vascular (Santana-Vieira et al., 2016). A arquitetura
arredondada da copa esta associada ao crescimento dos ramos e € a disposigao das
gemas no caule que determina o angulo e o tipo de ramificagdo que os ramos terao,
se esses nao sofrerem a interferéncia da poda (Castro Neto, 2017). O tamanho, o
formato e a arquitetura da arvore tém, em conjunto, um papel determinante para a
produtividade, porque influenciam em diversos componentes da produgao, desde a
fotossintese até o manejo da cultura, como arranjo de plantio (Teichmann e Muhr,
2015). Os citros apresentam, de modo geral, crescimento do tipo simpodial, com dois
a cinco fluxos de crescimento por ano conforme o ambiente (Rey, 2000).

Os fitormoénios ou hormdnios vegetais também sao elementos que contribuem
fortemente para o desenvolvimento dos citros, pois sdo compostos quimicos
produzidos pelas plantas que desempenham papel essencial na regulagdo do
crescimento e da producdo e nas respostas aos fatores ambientais, atuando em
diferentes processos fisiolégicos, desde a germinagéo até a senescéncia (Vera et al.,
2024).
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Entre os fitorménios, as giberelinas (GAs) constituem uma familia de grande
relevancia. Embora muitas GAs tenham sido identificadas, apenas uma pequena
fracdo apresenta atividade bioldgica efetiva, destacando-se a GAs, também conhecida
como acido giberélico (Lavagnini et al., 2014). As demais GAs (GA1, GA4 e GA7), além
do ent-kaureno oxidase (KO) e ent-kaureno sintase (KS), atuam principalmente como
precursores ou intermediarios na biossintese da giberelina, podendo ainda constituir
compostos inativos (Hedden, 2020). No nivel celular, as giberelinas estdo envolvidas
em processos como germinagao de sementes, expansao foliar, florescimento,
desenvolvimento de frutos e estimulo ao alongamento e divisao celular (Almeida e
Rodrigues, 2016).

As auxinas, como o acido indol-3-acético (AlA), promovem o alongamento
celular, a diferenciacdo dos tecidos e a formacao de raizes, além de controlarem
processos como dominancia apical, fototropismo e geotropismo (Vera et al., 2024). Ja
0 acido abscisico (ABA) esta associado a respostas de estresse, especialmente no
fechamento estomatico sob déficit hidrico, além de atuar na dorméncia de sementes
e gemas e na maturagdo dos frutos (Zhang et al., 2021). O ABA é um derivado
oxigenado de carotenoides, cujo nivel nas plantas é regulado pelo equilibrio entre
biossintese e catabolismo. Na via biossintética, as enzimas 9-cis-epoxicarotenoide
dioxigenases (NCEDs) realizam a clivagem da xantofila (Tan et al., 2003), enquanto a
Aldeido Oxidase Abscisico 3 (AAO3) catalisa a etapa final (Taiz e Zeiger, 2007). O
catabolismo, entdo € mediado pela ABA 8'-hidroxilase (CYP707A), que oxida o ABA
ativo (Kushiro et al., 2004). De modo geral, ABA reduz o crescimento vegetal.

As citocininas (CK), por sua vez, regulam a senescéncia foliar, a mobilizagao
de nutrientes, a dominancia apical, a formacdo e atividade dos meristemas, o
desenvolvimento floral, a germinagcdo de sementes e a quebra da dorméncia de
gemas. A sua agao ocorre principalmente pela regulagao da expressao génica, sendo
que os genes mais conhecidos na via de biossintese codificam as enzimas
Transferase de Isopentenil (IPT) e “Lonely Guy” (LOG) (Wu et al., 2021). Tanto fatores
internos, como mutagdes genéticas e niveis hormonais, quanto fatores externos, como
luz, disponibilidade hidrica e temperatura, podem interferir diretamente no seu
funcionamento e, consequentemente, no crescimento e desenvolvimento das plantas
(Almeida e Rodrigues, 2016).
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O desenvolvimento vegetativo também é influenciado pelo fluxo de seiva. A
coordenagao entre xilema e floema permite a planta manter seu crescimento,
metabolismo e respostas a estimulos ambientais (Stanfield e Bartlett, 2022). De modo
geral, maiores fluxos de seiva estao relacionados a um crescimento mais intenso da
planta. Métodos de medi¢ao do fluxo de seiva permitem monitorar o funcionamento
hidrico das plantas em escala temporal em curtos intervalos de tempo em seu
ambiente natural e em condigdes ndo perturbadas, em periodos de longa duragao
(Vellame, Coelho Filho e Tolentino, 2012). A maioria dos trabalhos que visam estudar
o fluxo de seiva, principalmente de plantas lenhosas, utilizam métodos de dissipacao
de calor, como é o caso do método da Sonda de Dissipagdao Térmica (SDT),
desenvolvido por Granier (1985). Esse método determina a densidade de transporte
de fluxo de seiva no caule a partir da taxa de dissipacédo de calor ocasionada pelo
transporte (Delgado-Rojas et al., 2003), sendo muito utilizado para estimar o fluxo de
seiva em plantas lenhosas. Para esse método, a determinacado da area efetiva do
xilema é necessaria, pois a sonda de dissipacao térmica determina a densidade de
fluxo de seiva no local de insergédo da sonda (Vellame, Coelho Filho e Paz, 2009). Ja
o método do pulso de calor (HRM) mede a proporgéo do aumento de temperatura, em
pontos equidistantes, posicionados acima e abaixo de um aquecedor de linha, apds a
liberacdo de um pulso de calor (Bledy, Burgess e Adams, 2004). A capacidade de
medir taxas baixas de fluxos de seiva é fundamental para avaliar o uso de agua por
toda a planta. Medicdes precisas durante a noite ou em periodos de baixa transpiragao
sao essenciais para estudos de balango hidrico, especialmente em ambientes secos
(Burguess et al., 2001)

2.6. Controle de tamanho de plantas de citros

O controle do tamanho das plantas citricas € uma pratica cultural essencial para
0 avango e modernizacgao da citricultura, pois contribui para o aumento da eficiéncia
no manejo do pomar e possibilita plantios mais adensados, produtivos e funcionais
(Donadio et al., 2019; Stuchi et al., 2011). Os sistemas de plantios de alta densidade
trazem varios beneficios, dentre eles, a precocidade de producédo, baixo custo por
unidade de producgao e o potencial para maior mecanizagcdo com melhor eficiéncia no

uso de insumos, além de facilitar as operac¢des de colheita e pulverizagdes (Hayat et
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al., 2022). Porém, a implantacdo de um pomar adensado deve ser bem planejado,
levando em consideragao fatores como a escolha da copa e porta-enxertos,
espacamento de plantio, além de métodos para o controle do tamanho das plantas
que pode ser obtido por meio de diferentes estratégias, como o uso de porta-enxertos
menos vigorosos, a poda, o uso de viroides indutores de nanismo, interenxertia e o
uso de reguladores de crescimento (Stuchi, 2017, Hayat et al., 2022).

Castle e Phillips (1977) classificaram o porte das plantas de citros de acordo
com sua altura ou volume de copa, considerando uma planta ana quando apresenta
menos de 40% do tamanho da variedade padrao, o limao ‘Rugoso’; semi-ana, de 40
a 60%; semi-padrao, 60 a 80%, e padrao, 80 a >100%. Ja Bitters, Cole e McCarty
(1979), classificaram o tamanho das plantas levando em consideragcdo a arvore
padrao como tendo mais de 6,0 m de altura, uma subpadrédo, com 25% de reducéo,
uma semi-ana, com reducéo de 50% e uma ana, com redugao de 75%. Segundo
Stuchi (2017), o padrao adotado para cada regido deve ser baseado sempre nos
porta-enxertos que apresentem o maior desenvolvimento vegetativo nas condigdes
dadas.

O porta-enxerto possui grande influéncia sobre o vigor da planta, sendo
responsavel por modular o crescimento da copa, a arquitetura da planta e sua
resposta a estresses (Castle, 1995). O porta-enxerto 'Flying Dragon' vem se
destacando por induzir, na maioria das variedades de copa, de 2 a 3 m de altura
(Stuchietal., 2012). Outros gendtipos de citros podem ser ananicantes, como hibridos
do tipo citrandarin (tangerinas x Poncirus trifoliata) que reduziram o volume de copa
de laranjeira ‘Valéncia’ no Brasil, facilitando a penetragdo de luz, o que pode ser
considerado uma forma indireta de condugédo do pomar (Devite et al., 2025). Dessa
forma, a utilizagdo de porta-enxertos de menor vigor influencia o manejo do pomar,
facilitando a colheita e a aplicagcdo de defensivos agricolas, podendo contribuir
também para a reducao do crescimento excessivo das brotacbes e favorecendo o
controle e o monitoramento mais eficiente dos sintomas de HLB no campo (Stuchi e
Girardi, 2010).

A técnica de interenxertia tem sido aplicada em diversas frutiferas, incluindo os
citros, como uma estratégia sustentavel para evitar a incompatibilidade entre a copa

e o porta-enxerto, além de poder controlar o porte das plantas e influenciar a qualidade



13

dos frutos. O uso do ftrifoliata ‘Flying Dragon’ como interenxerto, promoveu redugao
significativa no vigor da copa quando combinado com porta-enxertos como o citrange
‘Troyer’ ou o Poncirus trifoliata. Essa redugdo de crescimento esta associada a
reducdo do fluxo de seiva, que pode resultar tanto em frutos menores quanto em
aumento no teor de solidos soluveis, especialmente sob condi¢gdes de elevada carga
produtiva (Yonemoto et al., 2004).

A poda € uma técnica de manejo bastante empregada em citros para controlar
o tamanho das plantas. Suas vantagens incluem além do controle do vigor vegetativo,
maior luminosidade e aeragdo no interior da copa, controle de pragas e doengas,
melhor eficiéncia de aplicagao de defensivos, facilidade na colheita, promove melhoria
na qualidade dos frutos, e melhora a relagéo entre a raiz e a parte aérea (Mendonga
et al., 2006; Azevedo et al., 2017). Porém, se a poda for feita de forma inadequada
pode levar a grandes prejuizos, como redugdo ou perda da produtividade, se for
intensa ou frequente demais, crescimento lento da planta, redugdo na area foliar,
diminuicao na producéo de carboidratos de reserva, além de queimaduras dos ramos
e excesso de brotagdes que favorecem a disseminacdo de doengas como o HLB
(Azevedo et al., 2017; Fonte et al., 2023). Além desses fatores, a poda também € uma
técnica que apresenta um elevado custo, devido a necessidade de mao de obra
especializada, e ao tempo demandado para sua execucao (Azevedo et al., 2017).

As podas séo realizadas em pomares citricos de acordo com o objetivo e idade
da planta. A poda de formacao, que geralmente é feita nos trés primeiros anos apos
o plantio, tem o objetivo de estruturar os ramos principais que formarao a copa. A
poda de limpeza, contribui para a sanidade do pomar, pois remove galhos secos,
doentes ou improdutivos, sendo mais indicada no inverno. Ja a poda de manutengao
ou frutificagéo, é realizada geralmente apds a colheita em plantas a partir do quarto
ano, estimulando novos ramos produtivos. Contudo, a escolha da época ideal para a
poda de frutificacdo depende da cultivar, do tipo de corte e da regidao, sendo
geralmente recomendada logo apds a colheita. E a poda de rejuvenescimento, que é
indicada para arvores velhas ou debilitadas, removendo grande parte da copa e
mantendo apenas o tronco e as pernadas principais. (Azevedo et al., 2017; Matias e
Duarte, 2021; Matias et al., 2023).
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Pesquisas recentes tém mostrado os beneficios da poda em pomares citricos.
Um estudo realizado por Al-Saif et al. (2023), mostrou que em plantas de laranjeiras
‘Valéncia’ conduzidas por meio de diferentes intensidades de poda, houve melhoria
na arquitetura da copa, aumento da interceptagao de luz e os frutos apresentaram
melhor qualidade em relagao as plantas controles sem poda. De forma semelhante,
Chaturvedi et al. (2024), em estudo sobre diferentes intensidades de poda em plantas
de tangerineira ‘Khasi’, relataram que a poda de intensidade média foi mais eficiente
para maximizar a produgao, enquanto a poda severa favoreceu a qualidade dos frutos
destinados ao mercado de mesa. Martin-Gorriz, Martinez-Barba e Torregrossa (2021),
em pesquisa realizada na Espanha com plantas de liméao ‘Fino 95’, avaliaram os
efeitos de podas mecanicas e manuais sobre a produtividade e os custos de operacao,
concluindo que a poda mecanica continua e a poda mecanica alternada anualmente
com poda manual reduziram o tempo e os custos de execugao, além de promoverem
aumento na produtividade da cultura.

Outro fator importante que vem se destacando € o uso de reguladores de
crescimento e controle hormonal, notadamente por giberelinas e auxinas, que por sua
vez esta diretamente relacionado a regulagao da elongacao celular, divisdo celular e,
consequentemente, ao tamanho final da planta (Zhao, 2010). Os reguladores de
crescimento vegetal modulam ativamente o crescimento e o desenvolvimento,
controlando processos endogenos e alterando a resposta do crescimento (Griebeler
et al., 2025).

2.7. Métodos de condugao de plantas perenes

Na fruticultura, sdo usados alguns métodos de condugao de plantas que visam
facilitar a colheita e tratos culturais, como a poda, a empa e o tutoramento, além de
obter um manejo do dossel posicionando adequadamente troncos, ramos, corddes e
varas para a absorg¢ao mais eficiente da radiacéo solar e, consequentemente, melhor
producao da cultura (Woldegebriel, 2025).

Plantas perenes como a videira (Vitis spp.), que naturalmente possui habito
trepador, necessitam de suportes para sustentacdo de sua copa e, nesse caso, €
necessario que métodos de condugao de seus ramos sejam aplicados (Leao e Chaves

2020). Um dos métodos de condugao mais utilizados na viticultura é a espaldeira, que
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consiste na conducgédo vertical das plantas, dispostas em fileiras paralelas, e
sustentadas por arames seguindo a linha de plantio (Miele e Mandelli, 2016). A
principal vantagem desse método, além do baixo custo de implantacéo, é a melhor
aeracao e reducado da umidade no interior do vinhedo, além de permitir a mecanizagao
de podas e colheitas (Ledao e Chaves, 2020).

As macieiras (Malus domestica (Suckow) Borkh.) e pereiras (Pyrus communis
L.), também sdo espécies perenes que necessitam de métodos de condugédo dos
ramos, como treinamento em vaso, palmetas ou fuste central, que € amplamente
utilizado, promovendo equilibrio entre frutificagdo e crescimento vegetativo, além de
melhorar a qualidade dos frutos, favorecida pelo aproveitamento mais eficiente da
radiacao solar (Amarante et al., 2007). Além disso, culturas como manga (Mangifera
indica L.) podem se beneficiar de condugédo em fuste central ou condugéo em piramide
para otimizar o dossel e reduzir o sombreamento interno (lbell et al., 2024).

Assim como as culturas citadas, os citros sdo favoravelmente beneficiados pelo
manejo de poda e condugado das plantas, pois estes manejos sao fundamentais para
a penetracdo de luz e aeracgédo interna da copa, embora ndo seja tdo difundido.
Segundo Vashisth et al. (2017), praticas de condug¢ao como topping (reducao da altura
das plantas) e hedging (ajuste das laterais da copa), por exemplo, sao indispensaveis
para o equilibrio no cultivo de citros, garantindo, assim, a penetracado de luz até o
interior do pomar e reduzindo a alterndncia de produgdo, ou seja, uma
homogeneidade maior da produc¢ao em diferentes safras.

Apesar do uso tradicional de condugéo, como em videiras por exemplo, néo ser
aplicado em citros, a condugao das plantas tem forte relagdo com o manejo de poda.
Assim, fica evidente que estudos voltados para a modificagdo da morfologia das
plantas, como € o caso do sistema Bouché-Thomas, pode ser uma alternativa a
manejos convencionais, mas que ainda precisam ser elucidados quanto ao verdadeiro

impacto a ser causado no desempenho dos pomares citricolas.

2.8. Meétodo de Bouché-Thomas

O plantio em angulo de Bouché-Thomas foi desenvolvido pelo arborista francés
Edmond Bouche-Thomas em Angers, na Bretanha - Franga em 1920 (Hopfl et al.,

2021). Foi inicialmente desenvolvido para frutiferas de clima temperado visando
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eliminar ou reduzir a necessidade de poda e favorecer a frutificagcdo e produgéo em
detrimento do crescimento vegetativo (Bouché-Thomas, 1953). Esse método consiste
na condugdo dos ramos das plantas em angulos de 30° em relagéo ao nivel do solo,
desde o plantio até ramificagdes sucessivas da copa, conforme a biologia de cada
espécie (Inglez de Souza, 1983). Essa inclinagao inibe o crescimento meristematico
apical e induz a brotagdo de ramos laterais, que sao responsaveis pelo
desenvolvimento e frutificagdo, induzindo a planta a precocidade de producdo em
diversas frutiferas (Moretti, 1950; Hopfl et al., 2021; Musacchi et al., 2021). Bouché-
Thomas utilizou a macieira como planta modelo em seu experimento. Além do tronco
principal, os ramos subjacentes também foram inclinados em angulo de 30° quando
atingiram entre 1,0 e 1,5 m de crescimento, com espagcamento de 0,30 m entre eles.
Ao final, esse arranjo resultou em uma espécie de cerca viva formada por ramos
entrelagados (Cuxac e Bernardin, 1962).

O plantio em angulo é uma pratica onde as arvores sao plantadas em angulos
que variam de 30° a 45° na horizontal, com a copa das arvores voltadas sempre para
a mesma diregéo, norte ou sul, em espagamento reduzido (Piner, 1988). Essa pratica
tem sido apontada como capaz de influenciar o desenvolvimento das plantas,
contribuindo para o controle do vigor. Burns et al. (1981), em estudos com toranjas e
limdes em plantio de 45°, relataram que as arvores mantiveram crescimento vigoroso,
sendo necessario a poda para controlar seu tamanho. Um estudo similar ao de
Bouché-Thomas foi conduzido na Africa do Sul, em 1977, com o plantio em angulo de
laranjas e toranjas obtendo altos rendimentos de producéao por hectare (Piner, 1988).
O estudo utilizou varios porta-enxertos tendo como destaque o citrange ‘Yuma’. No
entanto, o autor concluiu que o plantio em angulo ndo atribuiu o efeito de nanismo
desejado (Piner, 1988). O autor observou que, quando as arvores eram plantadas em
angulo, elas tendiam a retornar ao seu habito de crescimento ereto devido as
respostas geotropicas. Isso foi facilitado pelo comprimento menor do tronco da planta,
fazendo necessaria atencéo constante nos primeiros anos para evitar que elas voltem
ao angulo reto. Além disso, apresentaram numerosos brotos verticais que cresciam
na parte superior do tronco principal, sendo necessaria a retirada constante para que
nao se tornassem dominantes (Piner, 1988). Apesar do interesse na técnica e seus

potenciais beneficios, na cultura dos citros sdo poucos os estudos voltados para o
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plantio em angulo e, atualmente, pouco se sabe sobre as metodologias e
combinagdes de copa e porta-enxertos que podem ser adaptadas para plantios mais

adensados, nem sobre 0os mecanismos fisioldgicos envolvidos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Instalagdao e manejo da area experimental

O experimento foi instalado em marco de 2016 em area da Fundagao
Coopercitrus Credicitrus (FCC) localizada no municipio de Bebedouro, norte do estado
de Sao Paulo, Brasil (20° 53' 16" S, 48° 28' 11" W, 680 m de altitude). O clima da
localidade € do tipo Cwa (subtropical de montanha com inverno seco e verao quente
e chuvoso) segundo classificagdo de Kdppen (Rolim et al., 2007). O solo é classificado
como Latossolo Vermelho Distréfico tipico de textura média a moderada e hipoférrico
(Embrapa, 2006). A adubagdo média anual foi de 195,5g N, 22,6 gP e 154,8 g K por
planta. Dados climatolégicos foram obtidos diariamente por estagdo meteoroldgica
automatizada (Campbell Scientific Ltd., modelo CR-10) para o periodo em estudo
(2016 a 2025).

3.2. Plantio e tratos culturais

As mudas com aproximadamente um ano de idade foram produzidas em
sacolas plasticas de 5 L contendo substrato a base de casca de pinus decomposta
em viveiro protegido por telado antiafideos. Utilizou-se a laranjeira ‘Pera’ IAC como
variedade copa e a tangerineira ‘Sunki’ como porta-enxerto, porque essa combinagao
€ considerada vigorosa e tolerante a seca. O espagamento utilizado foi de 5,0 m entre
linhas de plantio e 2,0 m entre plantas, em regime de sequeiro até 2023, quando o
experimento passou a ser irrigado por gotejamento suplementar no periodo seco. Os
tratos culturais usuais para cultivo de citros na regido foram adotados (Mattos Junior
et al., 2014). O controle do psilideo foi realizado pela aplicagdo de inseticidas
sistémicos via drench até 3 anos de idade e aplicacdes foliares a cada 10 a 20 dias

com inseticidas de diferentes grupos quimicos em rotacao desde o plantio.
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3.3. Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental foi de blocos casualizados em esquema fatorial
2x2 (angulo de plantio x altura da muda), com quatro tratamentos, cinco repeticbes e
dez arvores na parcela.

Os tratamentos em avaliagao corresponderam ao uso do método de Bouché-
Thomas (BT) de condugéao de plantas em comparagéo ao sistema convencional (SC,
controle). No BT, as mudas foram plantadas em angulo de 30° em relagdo ao nivel do
solo, enquanto no SC as mudas foram plantadas em angulo reto. Além disso, as
mudas foram plantadas com haste unica, sendo que metade das mudas foram
podadas antes do transplantio a uma altura de 45 cm (SC, muda palito) e 90 cm (BT,
muda vara). A poda a 45 cm é realizada em rotina nos viveiros antes do transplantio
para estabelecimento das pernadas no campo, mas, no caso de altura a 90 cm, foi
realizado apenas um desponte, sem nenhuma outra alteragéo na produg¢ao da muda.

Todas as mudas com angulo de 30° foram plantadas com a inclinagdo no
mesmo sentido da linha (inclinadas em direcdo ao poente). Utilizou-se protetor de
tronco de Tetra Pak® com cerca de 30 cm de comprimento para evitar a brotagéo
lateral apds o plantio em campo, utilizando um protetor por muda de 45 cm de altura
e dois protetores (um acima do outro) em mudas de 90 cm. Até trés anos apds o
plantio, empregou-se empa com um cabo fino de ago amarrado a uma escora e ao
terco superior das plantas mantidas em BT, protegendo-se o tronco com uma
borracha, a fim de evitar o efeito do geotropismo. Mesmo assim, ao longo do estudo,
foram excluidas das analises algumas plantas do tratamento BT que apresentaram
maior perda do angulo, tornando-se muito vigorosas e fora do padrao da parcela, para

evitar influéncias nos resultados.
3.4. Variaveis analisadas

3.4.1. Crescimento vegetativo

As plantas foram medidas anualmente no periodo de 2017 a 2025, logo apds a
colheita da safra principal. A biometria das plantas considerou a altura (A, em metros),
medida do colo da planta ao apice da copa, e o didmetro (D, em metros), medido no

plano equatorial da copa nos sentidos paralelo e perpendicular a linha de plantio,
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utilizando régua graduada do tipo topografica. Em seguida, foi calculado o volume (V)

de copa de acordo com a seguinte equacao (Cantuarias-Avilés et al., 2011):
V=2/3x1mx(D?/4)x A
Sendo, V = volume (m3), D = diametro médio da copa (m) e A = altura da planta (m).

Em 2023, foram medidos os angulos dos troncos de todas as plantas em
relacdo ao nivel do solo com auxilio de um transferidor de madeira e, em seguida,
contado o numero de cicatrizes de brotos podados e de brotos ladrées presentes no

colo da planta.

3.4.2. Producao, eficiéncia produtiva e indice de alternancia de safra

A produgao por planta foi avaliada nas safras de 2019 a 2025, exceto 2021 que
nao foi incluido devido aos efeitos de seca severa. Em 2022, uma poda leve precisou
ser realizada nas plantas do tratamento convencional para permitir o trafego de
maquinario na entrelinha de 5 m, o que pode ter influenciado na safra seguinte.
Anualmente, frutos maduros foram colhidos manualmente de cada planta na parcela,
colocados em sacolas e pesados com uso de balanca eletrbnica, calculando-se a
produgao meédia por planta da parcela. A colheita da laranja ‘Pera’ na regido do estudo
em geral ocorre entre julho e setembro, com producdo eventual de frutos
extemporaneos entre janeiro e margo. A produ¢ado acumulada por planta foi calculada
para o periodo de 2019 a 2025. A produtividade média foi calculada pelo espagamento
de plantio utilizado, além de se estimar a produtividade para o espacamento tedrico
de plantio ajustado ao tamanho final das plantas conforme proposto por De Negri et

al. (2005). O indice de alternancia de safras (lA) foi calculado pela férmula:

IA= 1/ (n - 1) * [|(a2 - a1)|/(a2 + a1) + |(a3 - a2)|/(a3 + a2) + ... + |(an — a(n-
)l/(an +a(n-1))]

Sendo n = numero total de safras avaliadas, a = producao correspondente no
respectivo ano (Pearce e Dobersek-Urbanc, 1967).

A precocidade de producédo foi avaliada pela percentagem de frutos colhidos
nas duas primeiras safras em relacdo ao total de safras avaliadas no experimento

(sete safras) (Cantuarias-Avilés et al., 2011). A eficiéncia produtiva anual foi calculada
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pela razdo entre a produgéo e o volume de copa no ano correspondente, calculando-

se a eficiéncia média para o periodo do estudo.

3.4.3. Qualidade fisico-quimica de frutos

As avaliagbes de qualidade dos frutos foram realizadas de 2019 a 2025, sempre
que se realizou uma colheita. Foram coletadas amostras de 15 a 20 frutos maduros
tipicos e sem defeitos visuais, coletados aleatoriamente nas sacolas colhidas das
plantas de cada parcela. Os frutos foram caracterizados e processados no laboratério
de pés-colheita da FCC, conforme descrito por Cantuarias-Avilés et al. (2011). A
massa foi obtida pelo peso dos frutos em balanga digital (Filizola, MF-6) e expresso
em kg, equanto a altura e didametro dos frutos foram medidos com auxilio de uma
régua tipo calha, em centimetros. Posteriormente, os frutos foram processados em
extratora semicomercial (Otto 1800, OIC, Limeira, Sdo Paulo, Brasil). O suco extraido
foi pesado em balanca digital para o calculo do rendimento de suco (RS), obtido pela
razao entre a massa do suco e a massa do fruto e expressa em porcentagem (%). A
concentragcédo de solidos soluveis totais (SST) foi determinada usando refratdmetro
digital (Milwaukee Instruments, MA871, Rocky Mount, EUA). A acidez total titulavel
(AT) foi adquirida por titulagdo com hidréxido de sédio (0,3125 N) e os valores foram
expressos em porcentagem de acido citrico. O indice de maturagdo (ratio) foi
calculado pela razédo entre SST e acidez e o indice tecnolégico (IT) calculado pela

seqguinte férmula:
IT = RSxSSTx40,8 kg (caixa padrao industrial) / 10000
Sendo 40,8 kg o peso da caixa comercial de laranja.

3.4.4. Tolerancia ao déficit hidrico

A tolerancia a deficiéncia hidrica foi avaliada em todas as plantas nos anos de
2020, 2021, 2023 e 2024, sempre nos meses mais secos do ano (setembro e outubro).
Atribuiu-se uma escala de notas visuais para a planta inteira de acordo com o grau de
murchamento das folhas em condigbes de campo, conforme Fadel et al. (2018) e
Costa et al. (2020). As notas corresponderam a 1 (intoleréncia a deficiéncia hidrica,
com enrolamento total do limbo foliar e generalizado na copa com desfolha), 2
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(intolerancia intermediaria a deficiéncia hidrica, com murchamento parcial do limbo
foliar em parte da copa sem desfolha) e 3 (tolerancia a deficiéncia hidrica, com

auséncia de enrolamento do limbo foliar).

3.4.5. Incidéncia e severidade de HLB, incidéncia de gomose e mortalidade de
plantas

Todas as plantas foram inspecionadas anualmente, no periodo de outono-
inverno, para diagnéstico de sintomas visuais de HLB conforme Bassanezi et al.
(2011). A incidéncia acumulada foi calculada pelo numero acumulado de plantas
sintomaticas até o final do experimento dividido pelo total de plantas da parcela. Em
casos de necessidade de confirmacdo do diagndstico, amostras de folhas foram
coletadas para extracdo de DNA e detec¢cado das bactérias associadas ao HLB via
gPCR no laboratério do Fundecitrus, seguindo o protocolo de Li et al. (2016).

A severidade da doencga foi avaliada de 2022 a 2025 em todas as plantas no
momento da inspec¢ao, dividindo-se a copa da planta em quatro quadrantes nas duas
faces paralelas a linha de plantio e, em seguida, atribuindo-se notas em escala de 0,
1, 2, 3,4 e 5 que correspondem a 0, 20, 40, 60, 80 e 100%, respectivamente, da area
de cada quadrante com sintomas visuais de HLB. O indice de severidade foi obtido
através da média das notas dos oito quadrantes por planta, conforme Bassanezi et al.
(2011). Com esses valores, calculou-se a severidade conforme descrito por Cifuentes-
Arenas et al. (2022).

A incidéncia de gomose foi avaliada em 2025, observando-se sintomas tipicos
da doenga como machucados no tronco com exsudagdo de goma, além de
amarelecimento da planta. A incidéncia de gomose e a mortalidade de plantas foi
obtida pelo numero acumulado de plantas sintomaticas/mortas no experimento

dividido pelo total de plantas da parcela.

3.4.6. Dinamica de brotagao

Inicialmente, a dindmica de brotagdo foi avaliada em quatro plantas
assintomaticas por parcela, em delineamento em blocos casualizados, no periodo de
28 de fevereiro a 17 de julho de 2024, com as coletas sendo realizadas a cada 20
dias, totalizando nove coletas. Porém, com o avan¢o do HLB no pomar e, ndo tendo

a quantidade de no minimo trés plantas assintomaticas por parcela, adotou-se um
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delineamento inteiramente casualizado, escolhendo-se oito plantas assintomaticas e
oito plantas sintomaticas por tratamento, estas ultimas com nota inicial de severidade
menor que 1, no periodo de 15 de agosto de 2024 a 9 de janeiro de 2025, totalizando
nove coletas. Foi contado o numero de brotos nos estagios V1 (brotos emergentes)
até V4 (brotos com desdobramento de todas as folhas e a definicdo do numero final
de folhas), conforme classificado por Cifuentes Arenas et al. (2018). Os brotos foram
contados a cada 20 dias na superficie da copa delimitada por uma moldura de tubos
de PVC, com 0,5 m x 0,5 m (0,25 m?), colocada na regi&o central da copa nos dois
lados da planta (Carvalho et al., 2020). A frequéncia de brotagao foi calculada pela
razao entre o numero de dias de avaliagcdo com presencga de brotagcbes V1-V4 e o
numero total de avaliagbes no periodo do estudo (Rodrigues et al., 2020).

A contagem de brotos foi usada para calcular a area abaixo da curva,
considerando o numero total de brotos por m2 de copa (AACB) para cada repeticao,
empregando-se a formula para calculo da area do trapézio, sendo a base do trapézio
a média da soma de brotos (por planta e por data de avaliagdo), em dois lados da

copa, € a altura o numero de dias entre as avaliacdes, pela formula:

n-1

NB;,; + NB;
aace = Y () s (T - T
i=1

onde NB; & o numero de brotos entre os estagios V1 e V4 na iésima observagao

e Ti+ 1 - Ti € o numero de dias entre as observagdes (Campbell e Madden, 1990).

3.4.7. Concentragao de nutrientes em folhas

A concentragao de nutrientes em folhas da copa foi determinada com o objetivo
de comparar a composicao nutricional das plantas nos tratamentos em estudo e
relaciona-la ao efeito de reducao de tamanho das plantas. As coletas foram realizadas
em 2024 e 2025, entre os meses de fevereiro e margo, periodo recomendado para a
analise quimica de folhas da cultura dos citros (Mattos Junior et al., 2014). Para isso,
foram coletadas 20 a 30 folhas recém-maduras por parcela, uniformes e sem danos
ou sintomas de doencas/estresses por parcela, sendo coletadas a terceira ou quarta
folhna do ramo abaixo do fruto terminal com 2-4 cm de didmetro, ao redor da copa,
conforme recomendado por Mattos Junior et al. (2014). Em laboratério, as folhas

foram lavadas, secadas e moidas. Os nutrientes P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Zn,
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foram analisados por digestao nitrico-perclérica, sendo utilizado 500mg do material
moido. A concentragdo de N foi obtida pelo método de Kjeldahl, e a extragao foi feita
por acido sulfurico, utilizando-se 100mg do material moido. P, S e B foram
quantificados utilizando-se o método de colorimetria, sendo o Boro, por colorimetria
da azometina H. Os demais nutrientes foram quantificados por espectrofotometria de
absor¢cao atbmica, seguindo descrito por Malavolta, Vitti e Oliveira (1997) no

laboratério de solos da FCC.

3.4.8. Velocidade de fluxo de seiva

A velocidade de fluxo de seiva ou densidade do fluxo de seiva no xilema foi
avaliada como variavel de fisiologia vegetal relacionada as relagbes hidricas das
plantas, podendo ser correlacionada com a capacidade de transporte de agua do solo
para a atmosfera pelas plantas, por sua vez relacionada ao vigor vegetativo de plantas
de citros (Delgado-Rojas et al., 2007; Vellame et al., 2012). Para essa avaliagao, foram
selecionadas quatro plantas assintomaticas do sistema convencional (controle) na
altura de 90 cm e Bouché-Thomas na altura de 90 cm, constituindo as repeticdes
bioldgicas. A escolha desses tratamentos se justifica pelo melhor efeito do método de
Bouché-Thomas na altura de 90 cm.

Os procedimentos de avaliagdo seguiram a metodologia descrita por Burguess
et al. (2001). Os registros do fluxo de seiva se deram por um periodo de sete dias,
iniciando em 26 de outubro e finalizando em 01 de novembro de 2024, logo apds
precipitacbes que somaram 175,4 mm apos o periodo de seca, com as plantas
iniciando um novo fluxo vegetativo indicativo de retomada do crescimento. Para cada
planta estudada, sensores para determinacdo da velocidade de fluxo de seiva
(cm3cm?s, logo, cm's™) e fluxo de seiva (cm3s™') foram inseridos a 15 cm medidos
a partir do inicio das pernadas em dire¢cao ao solo. Dois sensores termopares foram
inseridos no tronco de plantas citricas, dispostos paralelamente acima e abaixo a uma
distancia de -0,6, 0, 0,6 cm de um aquecedor.

Os sensores utilizados na determinagao da temperatura simultanea do tronco
nas duas posicoes foram termopares de cobre-constantan, de 0,5 mm de diametro,
inseridos em agulhas hipodérmicas de 1 mm de didmetro interno e 2 cm de

comprimento. O aquecimento por meio de pulsos elétricos a cada 10 min com base
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em um resistor construido com fios resistivos de constantan 0,5 mm revestindo uma
agulha hipodérmica de 0,8 mm de diametro interno, com tamanho idéntico aos
sensores termopares acima e abaixo, 2 cm. As sondas foram instaladas usando
brocas de 1,8 mm de diametro externo guiadas por uma placa metalica com furos pre-
perfurados. Os sensores foram conectados a um datalogger (CR-1000X, Campbell
Scientific Inc., North Logan, UT, USA) para acionamento do pulso de calor e registro
dos dados de temperaturas em intervalos de 10 min.

ApOs cada pulso realizado, os aumentos de temperatura acima e abaixo do
aquecedor foram medidos com o método de compensacgao de pulso de calor, e as
relagdes v1/v2 foram registradas entre 60 e 90 s apds a liberagédo do pulso de calor

de acordo com a equacao:
V= Sin (ﬁ) 3600
X \vVy
Onde, k é a difusividade térmica da madeira verde (fresca), x € a distancia (cm) entre
0 aquecedor e qualquer sonda de temperatura, e v1 e v2 sdao aumentos de
temperatura (em relagcao as temperaturas iniciais) em pontos equidistantes a jusante
e a montante, respectivamente, x cm do aquecedor.

A velocidade do fluxo de seiva foi determinada em uma base real medindo as
fracbes de seiva e madeira no xilema e levando em consideracado suas diferentes
densidades e capacidades térmicas especificas de acordo com a equacao de Barrett
et al. (1995):

V. = chb(cw + mccs)
: PsCs ’

Sendo, Vs a velocidade do fluxo de seiva (cmh™'); V¢ a velocidade do pulso de calor
corrigida (cmh™"); pp: densidade da madeira (kg-.cm-3); cw o calor especifico da matriz
da madeira (1200 Jkg'°C™"); cs o calor especifico da seiva (4182 Jkg™' °C"); mc o
teor de agua no alburno; e ps a densidade da agua (kg-cm-3). A corregéo da velocidade

de pulso (V) foi seguida pela equagao: V, = bV, + cVZ + dV}?
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3.4.9. Condutividade hidraulica real da raiz (Krrm) de mudas de tangerineira
‘Sunki’

Com o objetivo de validar os resultados obtidos em condigdes de campo, a
condutividade hidraulica do sistema radicular foi medida através da pressao
hidrostatica do xilema por camara de pressao tipo Scholander (Soil Moisture model,
California, USA). Nesse caso, utilizaram-se mudas que simulassem a condigdo de
campo, ou seja, mudas conduzidas em angulo reto e mudas conduzidas em angulo
de 30°, pois, no caso dessa analise, foi necessario utilizar plantas com o sistema
radicular inteiro dentro da camara. De um lote composto por aproximadamente 100
mudas, foram selecionadas aleatoriamente 20 mudas para a caracterizagao inicial,
sendo avaliadas a altura da planta, o didmetro do caule, o nimero de folhas, a area
foliar e a massa seca da raiz. Em seguida, metade das plantas restantes foram
inclinadas com auxilio de um tutor metalico entortado a 30°, onde as mudas foram
amarradas com fitilhos, sendo necessario estabelecer essa inclinacéo a cerca de 10
cm do colo para que as plantas pudessem ser adequadamente inseridas na camara
de Scholander. A outra metade das plantas foi mantida em angulo de 90°. As mudas
de tangerineira ‘Sunki’ tinham aproximadamente 6 meses apos a semeadura, e foram
mantidas por seis meses sob inclinagdo em viveiro protegido e cultivadas em tubetes
de 75 mL com substrato comercial. Para a avaliacdo foram utilizadas 20 mudas
uniformes por tratamento.

A condutancia hidraulica da raiz (KR) foi obtida através da medi¢ao do fluxo de
seiva, conforme descrito por Tyree (1999). Antes do inicio dos tratamentos e antes da
avaliacéo de KR, foram obtidos os valores de altura (cm), didmetro do caule (mm) e
numero de folhas das mudas. Em seguida, elas foram retiradas do tubete e cortadas
a cerca de 15 cm acima do colo de forma que a parte inclinada nas mudas do sistema
BT pudesse ficar para fora da camara. Dentro do compartimento da bomba, foi
colocado um recipiente plastico contendo agua e a muda foi colocada dentro desse
recipiente, sendo entdo aplicadas pressdes crescentes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6
0,7 Mpa, permanecendo por 5 min em cada pressdo. Com o auxilio de papel
absorvente, todo o conteudo de agua exsudado no corte foi coletado e pesado em

uma balanga analitica (0,0001 g). Ao final, o didmetro do corte também foi medido.
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Apos a avaliagdo da condutancia hidraulica, a area foliar de cada muda foi
determinada utilizando um analisador de area foliar (LI-COR, LI-3100C, Nebraska,
EUA). Os sistemas radiculares de cada planta, assim como caule e folhas foram secos
a 65 °C até massa constante, em estufa com circulagao e renovagéao de ar (TE-394/3,
Tecnal, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). A condutividade hidraulica real pode ser obtida
através da normalizagdo de Kr por um valor dimensional de parte da planta ou planta
inteira. No presente trabalho a normalizagdo dos dados de condutividade hidraulica
foi realizada pela massa seca das raizes (Krrwv) (Frensch e Steudle 1989, North et al.,
1992).

3.4.10. Avaliagoes hormonais e expressao relativa

As gemas apicais e axilares (até a quarta gema axilar) foram coletadas de
ramos laterais, produtivos e uniformes de plantas consideradas sadias ou com poucos
sintomas visuais de HLB e outras doencas, evitando ainda coletar de ramos ladrbes e
secos. Para essa amostragem, foram considerados apenas dois tratamentos (sistema
convencional na altura de 90 cm e Bouché-Thomas na altura de 90 cm) nos cinco
blocos. A escolha de apenas dois tratamentos se justifica pelo melhor efeito do método
de Bouché-Thomas na altura de 90 cm. Um dia antes da coleta, as plantas foram
marcadas, excluindo qualquer planta atipica de cada tratamento. A coleta ocorreu no
periodo de 6 a 8 de agosto de 2024. Cada amostra foi constituida de centenas de
gemas apicais inchadas, em estagio de pré-brotacao, coletadas de oito a cinco plantas
por parcela. As gemas foram coletadas com auxilio de bisturis e colocadas em
microtubos de 2 mL e, em seguida, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
em -80°C.

3.4.10.1. Concentragao de hormoénios vegetais

Os perfis hormonais foram determinados para investigar a relagdo com o
desenvolvimento das plantas conduzidas pelo método de Bouché-Thomas. Para isso,
as amostras coletadas foram maceradas em nitrogénio liquido até se transformarem
em um po fino e depois foram liofilizadas. A quantificagao para os fitormdnios em
estudo foi realizada de acordo com o descrito por Custodio et al. (2025). Foram
utilizados 50 mg por amostra do material liofilizado para fins de determinagédo da

concentragdo endogena de acido indol-3-acético (AlA), giberelinas (GAs), acido
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abscisico (ABA), acido jasménico (JA), acido salicilico (AS) e citocininas (CKs). As
concentragbes endégenas dos horménios foram quantificadas por Cromatégrafo
Liquido de Ultra-alta Performance UHPLC - espectrometria de massa (Q-Exactive,
ThermoFisher Scientific), as concentragbes enddgenas de AIA e ABA foram
quantificadas por cromatografia gasosa por monitoramento de ions selecionados por
espectrometria de massa em tandem (GC-MS-SIM) seguindo os procedimentos
descritos por Custodio et al. (2025). enquanto as concentragdes de GAs foram
fracionadas em Cromatografia Liquida de Ultra Desempenho (UPLC) seguidas de
quantificacdo por GC-MS-SIM conforme os procedimentos analiticos adotados por
Mesejo et al. (2016). As CKs foram separadas por Cromatografo Liquido de Ultra-alta
Performance (UHPLC). Essa avaliagéo foi realizada em laboratério do Instituto de
Biologia Molecular e Celular de Plantas (IBMCP) da Universidade Politécnica de

Valéncia na Espanha.

3.4.10.2. Expressao génica relativa

Para verificar alteracbes de expressao nas rotas de biossinteses hormonais e
correlacionar com a quantificagao dos fitormonios, foi realizada a selecéao de alvos e
reagcdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa quantitativa (RT-qPCR).
Para a selecdo de genes das vias de biossintese de ABA, AlAs, GAs e CKs, foi
conduzida uma busca no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) e validacédo através da busca dos alvos em dados de RNA-Seq para
experimentos em que as amostras foram coletadas de maneira similar a metodologia
amostral do presente estudo (Alves et al., 2025). Foram selecionados ao todo 47
genes envolvidos na via biossintética dos fitormdnios, sendo nove pertencentes a via
de ABA, 16 da via de AlAs, oito da via das GAs, 12 da via de CKs e dois
normalizadores [DIM1 e ACT (Actina 2)] (Tabela suplementar 1). Os primers para RT-
gPCR foram desenhados utilizando o Primer 3.0 (Primer3, 2025) e a plataforma do
NCBI (NCBI, 2025) como ferramentas, sendo os parametros de qualidade analisados
pelo Oligoanalyzer IDT (IDT, 2025).

Como o horario da coleta € um fator importante para a analise da expressao
relativa de genes decorrente do ciclo circadiano das plantas, foram utilizadas as

amostras de apenas trés blocos coletados no periodo da manha (das 7h30 as 11h30).
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Em cada horario e bloco, foram coletados duas réplicas bioldgicas diferentes, que
corresponderam a dois microtubos com aproximadamente 1 g de gemas para cada
tratamento, totalizando, assim, 12 amostras (dois tratamentos, trés blocos e duas
réplicas por bloco, sendo 6 réplicas bioldgicas por tratamento). Em laboratério do
Instituto de Biologia da Universidade de Sdo Paulo, as amostras foram maceradas em
nitrogénio liquido até que se obtivesse um pé fino. Em seguida, pesou-se 75 mg do
macerado de cada amostra para a extragdo do RNA total. A extracao foi feita utilizando
o kit (RealiaPrep™ RNA Tissue Miniprep System — Cdédigo: Z6112) seguindo as
recomendagdes do fabricante. A qualidade e quantidade do RNA extraido foram
verificadas em espectrofotdmetro (NanoDrop 1000, Thermo Fisher Scientific) e as
amostras com razdes 260/280 entre 1,8-2,2 foram consideradas suficientemente
puras. Em seguida, as amostras selecionadas foram tratadas com DNAse | (Thermo
Fisher Scientific), seguindo as recomendacdes do fabricante para a remogao de
quaisquer residuos de material genético dupla fita. Aproximadamente 1 ug de RNA de
cada amostra foi transcrito reversivamente com Random primers pela SuperScript IV
reverse transcriptase (Thermo Ficher Scientific). Os cDNAs adquiridos foram testados
em RT-qPCR usando oligonucleotideos constitutivos.

A expressao relativa dos genes foi atestada por RT-gPCR no sistema
QuantStudio (Applied Biosystems). As reac¢des foram realizadas com 2 yL de cDNA
(1:10); 5uL de GoTaq Master mix (Promega®); 0,3 uL dos iniciadores a 10 nM; 2,4 uL
de agua e 0,2 yL de ROX/20uL reacéo e o seguinte ciclo: 95 °C por 2 min, seguido de
40 ciclos de 95 °C por 10 s e 60 °C por 1min. Todas as reag¢des foram realizadas em
duplicata técnica e a amplificacdo de um unico produto foi confirmada através da curva
de dissociagao (melting). Os valores do ciclo de quantificagdo (Cq) e a eficiéncia de
amplificagdo de cada par de primers foram determinados utilizando o software
LinRegPCR (Ruijter et al., 2009). Para os calculos de expressao relativa, foi
empregado o método 2(22CT) (Livak e Schmittgen, 2001) em que o tratamento controle
foi usado como normalizador e os valores de Cq offtarget foram normalizados contra
a média geométrica dos genes de referéncia (Vandesompele et al., 2002). Os
endogenos DIM1 (DIM1 homolog / YLS8) e ACT (Actina 2) foram utilizados como

normalizadores.
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3.5. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidancia e as meédias foram
comparadas pelo teste t de Student a 5% de probabilidade, usando os programas
estatisticos AgroEstat — Sistema para Analises Estatisticas de Ensaios Agrondmicos
(Barbosa e Maldonado Junior, 2015) e R versao 4.3.1 (R Core Team, 22, 2023). Por
ser de natureza ordinal, as notas de tolerancia ao déficit hidrico e a severidade de
HLB foram analisadas pelo teste ndo-paramétrico Wilcoxon-Mann-Whitney, utilizando
o programa Jamovi. As variaveis de crescimento vegetativo e nimero de brotos foram
correlacionadas ao angulo entre o tronco de cada planta com o nivel do solo utilizando-
se o coeficiente de Spearman, independentemente dos tratamentos, a fim de

determinar a relagao entre esses atributos.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados meteorolégicos

No periodo de margo de 2016 a julho de 2025, a precipitagdo anual média foi
de 1171,85 mm e as temperaturas médias maximas e minimas foram de 30,18 °C e
17,56 °C, respectivamente (Figura 1). Em todos os anos, nos meses de junho, julho e

agosto, a precipitagdo média mensal ficou abaixo de 60 mm, indicando déficit hidrico
acentuado para citros.
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Figura 1. Médias mensais de temperatura do ar (maxima, minima e média) e de
precipitagdo pluviométrica na area experimental obtidas entre margo de 2016 e julho

de 2025 na area experimental em Bebedouro, SP, Brasil. Estagdo meteoroldgica
automatizada Campbell CR-10.

4.2. Crescimento vegetativo

As plantas do sistema convencional (controle), apés nove anos de plantio,
atingiram a maior altura média (2,92 m), assim como diametro (2,98 m) e volume de
copa (13,74 m3). Ja o sistema de plantio Bouché-Thomas induziu plantas menores,
com altura, didmetro e volume médios de copa de 2,46 m, 2,33 m e 7,83 m?,
respectivamente, apresentando uma reducao de volume de copa de 43% em relagao

ao sistema convencional. Nao houve diferencga estatistica nas variaveis de tamanho
de planta entre as alturas 45 cm e 90 cm (Tabela 2).
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Tabela 2. Altura, didametro e volume de copa de laranjeira-doce ‘Pera’ enxertada em
tangerineira ‘Sunki’ em dois sistemas de plantio e duas alturas da muda depois de

nove anos de plantio. Bebedouro - SP, 2025.

Angulo A(I:;J];a Didmetro (m) Volume (m?3)
Controle (90°) 2,92 a 2,98 a 13,74 a
Bouché-Thomas (30°) 246 b 233 b 7,83 b
p-valor < 0,0001 0,0006 < 0,0001
Altura da muda
45 cm 2,72 a 2,69 a 11,29 a
90 cm 2,66 a 2,63 a 10,28 a
p-valor 0,2333 0,6949 0,0986
Angulo x Altura 3,85 ns 0,08 ns 0,18 ns
p-valor 0,0735 0,7881 0,6803
CV % 4,24 11,93 11,63

Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.

As andlises de correlagao revelaram associagao positiva entre os angulos dos

troncos e as variaveis de crescimento vegetativo, indicando que o aumento do angulo

esta relacionado a um maior crescimento das plantas. Porém, houve correlagao

inversa entre o angulo do tronco e o numero de brotos ladrdes, indicando aumento do

numero de brotos em fungdo dos menores angulos em plantas do tratamento BT

(Figura 2). Enquanto os tratamentos controle sempre apresentaram troncos com

angulos préximos de 90°, as mudas com 45 cm e 90 cm em BT apresentaram,

respectivamente, 57° e 33° de angulo médio e 3,40 e 8,60 brotos ladrdes.
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Figura 2. Coeficiente de Correlacdo de Spearman de brotos do tronco, angulo do
tronco, altura da planta, didametro médio de copa e volume de copa de laranjeira-doce
‘Pera’ enxertada em tangerineira ‘Sunki’ em dois sistemas de plantio e duas alturas
do tronco em Bebedouro-SP, **: p < 0,0001

4.3. Producao, eficiéncia produtiva e indice de alternancia de safra

As plantas do sistema de plantio convencional (controle) foram as que
apresentaram as maiores produgdes nos anos de 2019, 2020, 2022, 2024 e 2025
(Tabela 3). Em 2019, a maior produgéo foi encontrada para o sistema de plantio
convencional, com 21,97 kg/planta. Embora tenha mantido as maiores produgdes,
observou-se uma oscilagado, com 9,81 kg em 2020, um pico de 46,58 kg em 2022,
seguido por uma queda para 13,52 kg em 2024 e nova elevagao para 33,57 kg no
ciclo 2024/2025, refletindo as condigdes climaticas em cada safra. Em contrapartida,
o sistema de Bouché-Thomas foi o que proporcionou as menores produgdes, com a
menor produgédo sendo encontrada no ano de 2020 com 7,59 kg/planta. Apenas no
ano de 2023 nao houve diferenga na produgdo entre os dois sistemas (p=0,2311).
Para o fator altura da muda, apenas nos anos de 2019 e 2025 houve diferenga entre

a producéo.
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Para a produgao média ao longo dos anos, o sistema de plantio convencional
foi o que proporcionou maior média, com 29,46 kg/planta, e maior produgao
acumulada, com 176,80 kg/planta, diferindo do sistema de plantio Bouché-Thomas,
que proporcionou menor média de produgdo, com 20,67 kg/planta, e producéo
acumulada, com 123,94 kg/planta. Para o fator altura da muda, ndo houve diferenca
entre as alturas de 45 cm e 90 cm. Com relagao ao indice de alternancia de safra,
nao foram encontradas diferengas entre os sistemas de plantio e as alturas das
mudas, que obtiveram valores entre 0,47 e 0,53. Ja para a precocidade de producao,
houve diferenga tanto para o fator angulo como para o fator altura. O sistema
convencional apresentou maior precocidade de produgéo, com 17,99 % nas primeiras
duas safras e o sistema de Bouché-Thomas com 12,78 %. Para as alturas, 90 cm
obteve maior precocidade, com 17,91%, e a de 45 cm a menor, com 12,85%. Isso
evidencia que o sistema convencional de plantio associado a altura de 90 cm pode

apresentar produgcdo mais precoce do que os demais tratamentos.
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Tabela 3. Produgcdo média e acumulada ao longo dos anos, indice de alternacia e precocidade de producgao de laranjeira-doce 'Pera’
enxertada em tangerineira ‘Sunki’ em dois sistemas de plantio e duas alturas da muda nos anos de 2019, 2020, 2022, 2023, 2024 e

2025, em Bebedouro — SP.

Producéao
Angulo (kg/ planta) i Z’recoc;dage
2019 2020 2022 2023 2024 2025 Média  Acumulada al?e;r‘;’gnceia © p&)ugao
Controle (90°) 21,97 a 9,81 a 46,58 a 51,34 a 13,52 a 33,57 a 29.46 a 176,80 a 0,53 a 17,99 a
Boucr‘gofr)‘omas 840 b 759 b 3618 b 4624 a 963 b 1591 b 2067 b 12394 b 047 a 1278 b
p-valor <0,0001  0,0364 0,0058 0,2311 0,0451 <0,0001 <0,0001  <0,0001 0,2267 0,0011
Altura
45 cm 11,66 b 831 a 4166 a 49,39 a 1210 a 2784 a 25,16 a 150,96 a 0,49 g 12.85 b
90 cm 18,70 a 910 a 41,11 a 48,19 a 1105 a 2163 b 24,96 a 149,78 a 050 g 17.91 a
p-valor 0,0038 0,4220 0,8624 0,7726 0.5550 0,0281 0,8764 0,8754 0,8406 0,0014
Angulo x Altura 1,06 ns 0,45 ns 0,60 ns 0,00 ns 0,26 ns 0,70 ns 0,14 ns 0,14 ns 0,17 ns 1,29 ns
p-valor 0,3240 0,5166 0,4529 0,9894 0,6220 0,4207 0,7138 0,7141 0,6883 0,2784
CV % 28,97 24,25 16,79 18,56 33,55 2248 10,95 10,95 21,85 17,84

Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.
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Em 2019, o sistema de plantio que apresentou a maior eficiéncia produtiva foi
o sistema convencional (controle), com 6,11 kg/m3, enquanto o sistema de Bouché-
Thomas apresentou a menor, com 3,88 kg/m? (Tabela 4). Ja nos anos de 2020, 2022,
2023 e 2024, as maiores eficiéncias produtivas foram encontradas para o sistema de
Bouché-Thomas. Para o fator altura da muda, houve diferenga apenas no ano de
2019, com a altura de 90 cm apresentando maior eficiéncia, com 6,04 kg/m?3, e a altura

de 45 cm, a menor eficiéncia, com 3,95 kg/m3.

Tabela 4. Eficiéncia produtiva de laranjeira-doce ‘Pera’ enxertada em tangerineira
‘Sunki’ em dois sistemas de plantio e duas alturas de mudas no periodo de 2019,
2020, 2022, 2023, 2024 e 2025, em Bebedouro — SP.

Eficiéncia produtiva

Angulo (kg/m?® de planta)
2019 2020 2022 2023 2024 2025 Média

Controle (90°) 6,11 a 197 b 554 b 771 b 1,24 b 2,59 a 4,19 a
Bouché-

Thomas (30°) 3,88 b 248 a 6,49 a 11,22 a 1,86 a 2,42 a 4,73 a
p-valor 0,0033 0,0293 0,0414 0,0061 0,0492 0,6280 0,0538
Altura
45 cm 395 b 2,13 a 5,69 a 9,54 a 1,48 a 2,47 a 421 a
90 cm 6,04 a 2,32 a 6,34 a 9,39 a 1,62 a 2,55 a 471 a
p-valor 0,0052 0,3881 0,1412 0,8965 0,614 0,8171 0,0675

AnguloxAItura 0,03 ns 0,03 ns 3,70 ns 1,83 ns 0,51 ns 1,58 ns 0,06 ns

p-valor 0,8754 0,8608  0,7860 0,2010 0,4883 0,2333 0,9560

CV % 27,39 20,74 15,40 25,06 41,00 29,41 12,50

Médias seguidas de letras iguais nas colunas nao diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.

4.4. Qualidade dos frutos

A acidez, o indice de maturagao (ratio), o rendimento do suco e o indice
tecnolégico nao diferiram em termos médios entre os angulos controle e Bouché-
Thomas, nem entre as alturas das mudas 45 cm e 90 cm (Tabela 5). Ja para massa,
diametro e comprimento do fruto, foi observado que as plantas do sistema de plantio

Bouché-Thomas proporcionou as maiores médias, favorecendo a producao de frutos
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maiores e mais pesados, com 175,93 g, 6,79 cm e 7,42 cm, respectivamente, diferindo
do controle, que induziu frutos menores e com menor peso, com 164,70 g, 6,63 cm e
7,23 cm. Foram observadas também diferencas entre os angulos para o teor de
sélidos soluveis, com o sistema convencional (controle) apresentando frutos com
maior teor (12,33 °Brix), enquanto o sistema de Bouché-Thomas apresentou valor
estatisticamente menor, embora muito proximo (12,01 °Brix). Para a altura da muda,
foi observada diferenga significativa apenas para a variavel massa do fruto, com a
altura de 90 cm, apresentando a maior média (174,98 g), enquanto a de 45 cm
apresentou a menor (167,62 g). Para o diametro e comprimento do fruto, assim como
o teor de sélidos soluveis (°Brix), ndo houve diferencga entre as alturas. Para a variavel
comprimento do fruto, foi observada interagédo significativa e o desdobramento da
interacdo pode ser observado na Tabela 6. O controle apresentou diferenca
significativa entre as alturas de 45 cm (7,18 cm) e 90 cm (7,27 cm), evidenciando que
a variavel foi superior na maior altura da muda. Ja no sistema Bouché-Thomas, néo
se observou diferenga significativa entre as alturas (7,46 cm e 7,38 cm,
respectivamente). Comparando o comprimento do fruto entre os angulos para cada
altura, na de 45 cm o Bouché-Thomas apresentou valor significativamente superior ao
controle. Contudo, na altura de 90 cm, ndo houve diferenca significativa entre os

angulos.
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Tabela 5. Massa, didametro e comprimento do fruto, sélidos soluveis totais (°Brix), acidez, indice de maturagao (ratio), rendimento do
suco e indice tecnoldgico de laranjeira-doce ‘Pera’ enxertada em tangerineira ‘Sunki’ em dois sistemas de plantio e duas alturas de
muda em termos médios no periodo de 2019 a 2024, em Bebedouro — SP.

A Diametro Comprimento SOI,'dO.S Acidez . Rendimento Indlge_
Angulo Massa (g) (cm) (cm) soluveis (%) Ratio (%) Tecnologico
(°Brix) ° ° (kg SS/cx)
Controle (90°) 164,70 b 6,63 b 723 b 12,33 a 0,88 a 14,30 a 45,25 a 2,20 a
Boucr‘(gb?)‘omas 175,93 a 6,79 a 742 a 1201 b 085 a 1453 a 4583 a 2,20 a
p-valor 0,0012 0,0020 0,0003 0,0139 0,3038 0,6800 0,4270 1,0000
Altura
45 cm 167,62 b 6,69 a 7,32 a 12,29 a 0,87 a 14,27 a 44,83 a 219 a
90 cm 174,98 a 6,73 a 7,33 a 12,06 a 0,85 a 14,55 a 46,25 a 2,21 a
p-valor 0,1126 0,3461 0,8964 0,0668 0,3395 0,6234 0,0636 0,4772
Angulo x Altura 4,72 ns 1,80 ns 4,87 * 2,95 ns 0,00 ns 0,00 ns 2,45 ns 1,78 ns
p-valor 0,0507 0,2044 0,0475 0,117 0,9689 0,9668 0,1434 0,2069
CV % 3,52 1,29 1,14 2,09 6,52 8,41 3,43 3,05

Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.
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Tabela 6. Interacdo entre os fatores Angulo e Altura para a variavel comprimento
do fruto (cm)

Angulo Altura
45 cm 90 cm
Controle (90°) 7,18 bA 7,27 aA
Bouché-Thomas (30°) 7,46 aA 7,38 aA

Médias seguidas de mesma letra maiusculas nas linhas e minusculas nas colunas n&o diferem entre si pelo teste
t de Student a 5% de probabilidade.

4.5. Tolerancia ao déficit hidrico

Em 2020, houve diferenga entre os angulos para a tolerancia a deficiéncia
hidrica, com as plantas do sistema de Bouché-Thomas apresentando a maior nota
(2,17), e o sistema convencional (controle) a menor nota (1,98). Para os anos de 2022,
2023 e 2024, nao foi observada diferenga entre os angulos, embora sempre BT tenha
sido ligeiramente superior. Nao foi observada diferenga nos anos avaliados para as
alturas das mudas 45 cm e 90 cm. O sistema de Bouché-Thomas foi 0 que apresentou
as maiores notas médias de tolerancia ao déficit hidrico, com 2,17, diferindo
estatisticamente do sistema convencional, que apresentou média 2,00. Entre as

alturas, nao houve diferencgas (Tabela 7).
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Tabela 7. Notas visuais médias de tolerancia ao déficit hidrico de laranjeira-doce
‘Pera’ enxertada sobre tangerineira ‘Sunki’ em dois sistemas de plantio e duas alturas

de mudas nos anos de 2020, 2022, 2023 e 2024 em Bebedouro — SP.

Tolerancia ao défict hidrico

Angulo

2020 2021 2023 2024 Média

Controle (90°) 1,98 b 2,10 a 2,07 a 1,83 a 2,00 b
Bouché-Thomas (30°) 2,37 a 2,21 a 210 a 1,98 a 2,17 a
p-valor < 0,0001 0,3980 0,7280 0,1580 0,0170

Altura

45 cm 2,08 a 2,17 a 2,07 a 1,94 a 2,06 a

90 cm 2,27 a 2,15 a 2,11 a 1,88 a 2,10 a
p-valor 0,2710 0,9690 0,8770 0,8190 0,0170

Angulo x Altura 2,52 ns 0,83 ns 343 ns 0,08 ns 0,16 ns
p-valor 0,1383 0,3803 0,0887 0,7831 0,6962
CV % 8,75 11,04 10,17 16,63 6,71

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste nao-paramétrico Wilcoxon-

Mann-Whitney a 5% de probabilidade.

*Nota 1: menor tolerancia ao déficit hidrico, nota 2: tolerancia intermediaria ao déficit hidrico, nota 3: maior

tolerancia ao déficit hidrico com base visual no enrolamento do limbo foliar da planta e grau de desfolha.



40

4.6. Incidéncia e severidade do HLB, incidéncia de gomose e mortalidade de
plantas

Em 2025, todas as plantas vivas de todos os tratamentos apresentaram algum
sintoma visual de HLB, seja mosqueado das folhas, amarelecimento ou queda
prematura e deformidade nos frutos. Para a severidade de HLB, ndo foram
observadas diferengas estatisticas entre os tratamentos, que apresentaram notas
meédias que variaram de 3,23 a 3,42. Quanto a gomose, observaram-se as maiores
porcentagens de plantas doentes no sistema de Bouché-Thomas, com 10,80% de
incidéncia, e para a altura de 90 cm, com 10,90%. Ja para a mortalidade de plantas,
o sistema de plantio Bouché-Thomas com mudas de 90 cm apresentou o maior
percentual, com 7,50%, enquanto a altura de 45 cm apresentou 5,00%. Nao houve

morte de plantas para o sistema convencional nas duas alturas (Tabela 8).

Tabela 8. Incidéncia anual e nota de severidade de HLB, porcentagem de plantas com
gomose e mortalidade de plantas de laranjeira-doce ‘Pera’ enxertada em tangerineira
‘Sunki’ em dois sistemas de plantio e duas alturas de muda em Bebedouro — SP, 2025.

Incidéncia anual Nota de .
Angulo (%) Severidade GO(EI/“;SG Mort(acn)/hc)jade
2022 2023 2024 2025 2025 0 0
C‘(’g(t)io)'e 100 a 2300 b 8100 a 100,00 324 a 6,00 a 0,00
Bouché-
Thomas 1739 a 4875 a 7750 a 100,00 341 a 10,80 a 7.50
(30°)
p-valor 0,101 0,016 0,644 - 0,4209 0,852 -
Altura
45 cm 900 a 3130 a 7130 a 10000 323 a 5.90 a 5,00
90 cm 939 a 4050 a 8730 a 10000 342 a 10,90 a 2.50
p-valor 0,728 0,490 0,090 - 0,3648 0,456 -
Angulox 503 s 200 ns 184 ns - 073 ns - -
Altura
p-valor 0,8691 0,1826  0,1997 - 0,4103 0,4664 -
cV - - - - 13,62 - -

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste ndo-paramétrico Wilcoxon-
Mann-Whitney a 5% de probabilidade.

*Nota 0 = 0% de severidade no quadrante, nota 1 = 1% a 20% de severidade no quadrante, nota 2 = 21% a 40%
de severidade no quadrante, nota 3 = 41% a 60% de severidade no quadrante, nota 4 = 61% a 80% de severidade
no quadrante e nota 5 = 81% a 100% de severidade no quadrante conforme Cifuentes-Arenas et al. (2022).
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4.7. Dinamica de brotacao

A intensidade de brotagcdo (area abaixo da curva) monitorada em plantas
inicialmente assintomaticas, no periodo de 28 de fevereiro a 17 de julho de 2024, nao
apresentou diferenca entre os angulos nem entre as alturas, indicando que a
intensidade de brotacdo se comportou de maneira similar entre os tratamentos
(Tabela 9 e Figura 3). Porém, a partir do periodo em que foram monitoradas plantas
assintomaticas e plantas sintomaticas para o HLB, foram observadas diferencas entre

os angulos e entre as alturas (Tabela 10 e Figuras 4 e 5).

Tabela 9. Intensidade de brotacdo (AACB) em plantas assintomaticas, tomada em
area de 0,50 m? de copa de laranjeira-doce ‘Pera’ enxertada em tangerineira ‘Sunki’
no periodo de 28 de fevereiro a 17 de julho de 2024, e submetidas a diferentes
sistemas de plantio e alturas de muda. Bebedouro — SP.

Angulo Area abaixo da curva de brotagéo (AACB)
Controle (90°) 39,58 a
BT (30°) 36,09 a
p-valor 0,9642
Altura
45 cm 43,85 a
90 cm 31,82 a
p-valor 0,2681
Angulo x Altura 0,02 ns
p-valor 0,9022
CV % 4415

Médias seguidas de letra iguais nas colunas nao diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Intensidade de ocorréncia de brotos no dossel de plantas de laranjeira-doce
‘Pera’ enxertada sobre tangerineira ‘Sunki’ assintomaticas para os tratamentos
controle na altura de 45 cm (A); Bouché-Thomas na altura de 45 cm (B); controle na
altura de 90 cm (C) e Bouché-Thomas na altura de 90 cm (D), no periodo de 28 de
fevereiro a 17 de julho de 2024, em Bebedouro — SP.

No periodo de 15 de agosto de 2024 a 9 de janeiro de 2025, o Sistema de
plantio Bouché-Thomas foi o que apresentou intensidade de brotagdo maior, com a
média da soma das areas totais apresentando o valor de 1849,59, diferindo do sistema
convencional (controle), com valor de 1381,38. Para as alturas das mudas, a
intensidade de brotacao foi maior na altura de 45 cm (1908,69), enquanto a altura de
90 cm apresentou 1320,31. Para o fator HLB, que compara a intensidade de brotacao

de plantas assintomaticas e sintomaticas, ndo houve diferenca significativa.



43

Tabela 10. Intensidade de brotagao (AACB) em plantas assintomaticas e sintomaticas
de HLB em éarea de 0,50 m? de copa de laranjeira-doce ‘Pera’ enxertada sobre
tangerineira ‘Sunki’ no periodo de 15 de agosto de 2024 a 9 de janeiro de 2025, e
submetidas a diferentes sistemas de plantio e alturas de muda. Bebedouro — SP.

Area abaixo da curva de

Angulo brotagéo (AACB) p-valor
Controle (90°) 1381,38 b 0.0199
Bouché-Thomas (30°) 1849,59 a ’
Altura
45 cm 1908,69 a
0,0027
90 cm 1320,31 b
HLB
Assintomatica 1472,85 a
. iy ’ 0,1114
Sintomatica 1770,68 a
Angulo x Altura 0,20 ns 0,6517
Angulo x HLB 0,00 ns 0,9769
Altura x HLB 1,21 ns 0,2757
Angulo x Altura x HLB 2,84 ns 0,0976
CV % 43,85

Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.
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Figura 4. Intensidade de ocorréncia de brotos no dossel de plantas de laranjeira-doce
‘Pera’ enxertada sobre tangerineira ‘Sunki’ infectadas e assintomaticas para o HLB
(Candidatus Liberibacter asiaticus), para os tratamentos controle na altura de 45 cm
(A); Bouché-Thomas na altura de 45 cm (B); controle na altura de 90 cm (C) e Bouché-
Thomas na altura de 90 cm (D), no periodo de 15 de agosto de 2024 a 9 de janeiro de
2025, em Bebedouro — SP.
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Figura 5. Intensidade de ocorréncia de brotos no dossel de plantas de laranjeira-doce
‘Pera’ enxertada sobre tangerineira ‘Sunki’ infectadas e sintomaticas para o HLB
(Candidatus Liberibacter asiaticus), para os tratamentos controle na altura de 45 cm
(A); Bouché-Thomas na altura de 45 cm (B); controle na altura de 90 cm (C) e Bouché-
Thomas na altura de 90 cm (D), no periodo de 15 de agosto de 2024 a 9 de janeiro de
2025, em Bebedouro — SP.

4.8. Concentragao de nutrientes em folhas

Em relacdo a concentracdo de nutrientes nas folhas, ndo houve diferenca
significativa na concentracdo dos macros e micronutrientes analisados para os
angulos de plantio em duas safras avaliadas (dados médios apresentados). Ja para
as alturas de muda, apenas o cobre apresentou diferenga significativa, com a altura
de 90 cm apresentando 9,95 mg'kg™' e a altura de 45 cm, 8,35 mg'kg™' (Tabela 11). De
modo geral, a maioria dos nutrientes apresentaram teores considerados baixos para
a cultura, com excec¢ao do nitrogénio, fosforo, potassio, magnésio, cobre e ferro, que

apresentaram teores considerados adequados (Mattos Junior et al., 2014).
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Tabela 11. Concentragdo de macro e micronutrientes em folhas de laranjeira-doce ‘Pera’ enxertada em tangerineira ‘Sunki’
em dois sistemas de plantio e duas alturas de muda em Bebedouro — SP. Médias dos anos de 2024 e 2025.

N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn

Angulo
g/Kg™" mg/Kg™"

Controle (90°) 2663 a 1,46 a 1594 a 2890 a 4,82 a 187 a 2370 a 935 a 83,70 a 2310 a 15,90 a
Bouché-Thomas ;o a5 o 147 a2  1685a 2682 a 427 a 188 a 2375 a 895 a 7660 a 2100 a 1520 a

(30°)

p-valor 0,3964 0,0971 0,2901 0,0871 0,0611 0,7170 0,9776 0,5856 0,2546 0,1121 0,5456

Altura

45 cm 26,13 a 1,43 a 16,38 a 28,45 a 454 a 1,85 a 24,60 a 8,35 b 77,10 a 22,10 a 14,55 a

90 cm 26,35 a 1,44 a 16,40 a 26,82 a 455 a 1,90 a 22,85 a 9,95 a 83,20 a 22,00 a 16,55 a

p-valor 0,8083 0,9071 0,9810 0,3114 0,9706 0,4034 0,3361 0,0447 0,3242 0,9363 0,1009
AnguloxAItura 0,07 ns 0,00 ns 1,28 ns 1,44 ns 0,56 ns 0,29 ns 0,10 ns 0,18 ns 1,51 ns 0,54 ns 1,55 ns

p-valor 0,7913 0,9535 0,2801 0,2533 0,4669 0,6016 0,7582 0,6817 0,2422 0,4765 0,2373

CV % 7,56 5,23 11,22 8,96 13,11 5,78 16,46 17,45 16,55 12,42 16,18

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.
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4.9. Velocidade do fluxo de seiva

A velocidade de fluxo de seiva foi, em média, 19% maior nas plantas do sistema
convencional em comparacgao as plantas do BT, com picos acentuados durante a noite
e aumento gradual no periodo diurno (Figura 6A). O fluxo de seiva apresentou padréao
diario caracteristico, com valores reduzidos no periodo noturno, aumento gradual pela
manha e pico maximo as 12h, considerando-se que havia umidade no solo durante o
periodo de avaliagdo. Em média, o fluxo de seiva foi 77% superior nas plantas do

sistema convencional quando comparadas as plantas do BT (Figura 6B).
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Figura 6. Velocidade de fluxo de seiva (A) e fluxo de seiva (B) pelo método de pulso
de calor em plantas de laranjeira-doce ‘Pera’ enxertada em tangerineira ‘Sunki’ em

angulo de 90°(controle) e angulo de 30° (Bouché-Thomas) na altura de 90 cm da
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pernada, no periodo de 24 de outubro a 01 de novembro de 2024 em Bebedouro —
SP.

4.10. Condutividade hidraulica de mudas de tangerineira ‘Sunki’

Com o aumento da pressao exercida sobre o sistema radicular, foi possivel
observar um aumento na quantidade de agua exsudada pelo corte (Figura 7), porém,
de forma diferente entre os tratamentos. Notavelmente, o tratamento em angulo de
90° (controle) apresentou maior condutividade hidraulica das raizes, sendo possivel
observar a exsudacao de agua a partir da pressao 0,3 MPa, diferente do tratamento
em angulo de 30° (Bouché-Thomas), que apresentou menor condutancia, com
exsudagdao de agua a partir da pressao 0,4 MPa. Nao houve diferenca na
condutividade hidraulica entre os tratamentos até a pressao 0,3 MPa, sendo que para
ambos os tratamentos, ndo houve exsudagao de agua pelo corte nas pressdes 0,1 e
0,2 MPa (Tabela 12). Entretanto, a partir da pressao 0,4 MPa, o tratamento em angulo
de 90° apresentou maior exsudagdo de agua (0,0050 kg's™'kg'"MPa™"), diferindo do
tratamento em angulo de 30° (Bouché-Thomas), que apresentou valor de 0,0020 kg-s
kg"MPa'. O controle permaneceu superior nas pressdes seguintes, diferindo
significativamente do Bouché-Thomas até a ultima pressao (0,7 MPa), apresentando
0,0195 e 0,0146 kg's™kg'"MPa"!, respectivamente.
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Figura 7. Condutividade hidraulica do sistema radicular normalizada pela massa seca
de raiz (KrRrv) de mudas de tangerineira ‘Sunki’ conduzidas em &ngulo de
90°(controle) e de 30° (Bouché-Thomas) e submetidas a diferentes pressdes. N = 20.

Tabela 12. Condutividade hidraulica da raiz (Krrm, kg m™' MPa™! s'), em mudas de
tangerineira ‘Sunki’ conduzidas em angulo de 90°(controle) e de 30° (Bouché-Thomas)
e submetidas a diferentes pressdes.

Presséao
Tratamentos (MPa)

0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7

Controle (90°) 0,0000 a 0,0000 a 0,0018 a 0,0050 a 0,0102 a 0,0146 a 0,0195 a

Bouché-Thomas
(30°) 0,0000 a 0,0000 a 0,0000 a 0,0020 b 0,0057 b 0,0101 b 0,0146 b

Médias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem entre si pelo teste T de student a 5% de probabilidade.

As mudas apresentaram inicialmente valores médios de altura (28,64 cm),
diametro do caule (2,81 cm), nimero de folhas (33), area foliar (4,56 cm?) e massa
seca da raiz (0,631g) antes da inclinagdo. Os resultados das caracteristicas
biométricas das mudas apos seis meses de inclinagdo, assim como as massas secas
das raizes, caule e folhas, além da area foliar, podem ser encontrados na Tabela 13.
O tratamento controle diferiu significativamente do tratamento de Bouché-Thomas,
apresentando as maiores medias para todas as variaveis analisadas nas mudas apos
a conducgao dos tratamentos. Apenas 6 meses antes dos tratamentos, as plantas eram

uniformes, apresentando os seguintes valores médios: altura de 28,64 cm, didametro
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do caule de 2,81 mm, nimero de folhas 34, area foliar de 4,56 cm® e massa seca de
raiz de 0,631g.
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Tabela 13. Altura, didametro do caule, numero de folhas, area foliar e didametro do corte de mudas de tangerineira ‘Sunki’
conduzidas em angulo de 90°(controle) e de 30° (Bouché-Thomas), imediatamente antes de serem submetidas a cdmara de
pressado, e massa seca da raiz, caule e folhas das mudas depois de serem submetidas a camara de presséao.

Altura Diametro NUmero de Didmetro do Massa seca Massa seca Massa seca )
Tratamentos corte da raiz do caule da folha Area foliar (cm?)
(cm) (mm) folhas
(mm) (9) (9) (9)
Controle (90°) 52,2 a 493 a 41,00 a 3,78 a 2,42 a 2,69 a 2,73 a 6,29 a
Bouché-Thomas
(30°) 418 b 3,94 b 35,00 b 2,60 b 1,85 b 1,46 b 221 b 551 b
p-valor < 0,001 < 0,0001 0,0036 < 0,0001 0,0004 < 0,0001 0,0017 0,0088
CV% 12,04 7,61 15,98 11,96 21,86 23,29 19,55 14,95

Médias seguidas de letras minUsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.
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4.11. Concentragao de horménios vegetais

Na analise comparativa da concentragdo dos fitormbnios nos tratamentos
controle e Bouché-Thomas, foi observado diferenga na concentragcado de GAs (Figura
8A), para a qual o tratamento de Bouché-Thomas foi maior em comparagdo ao
controle. Além disso, também foi observado maior concentracdo de
isopenteniladenina (iP) (Figura 8C), sendo significativamente maior no tratamento
controle em relagcdo ao sistema Bouché-Thomas. Para os demais horménios
avaliados, n&do foram observadas diferengas significativas, indicando concentragdes

semelhantes entre os tratamentos.
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Figura 8. Concentrag¢des dos diferentes fitorménios. Giberelinas (A), acidos abscisico,
jasménico, indolacético e salicilico (B) e Citocininas, di-hidrozeatina (DHZ),
isopenteniladenina (iP) e zeatina (tZ) (C) em gemas apicais e laterais de laranjeira-
doce ‘Pera’ enxertada sobre tangerineira ‘Sunki’ em dois sistemas de plantio na altura
da muda de 90 cm. Diferengas significativas entre os tratamentos foram indicadas por
asteriscos (*, **), de acordo com o teste LSD de Fisher, ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0,05). As barras indicam o erro padrao das médias.
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4.12. Expressao relativa

Na analise da expressdo relativa dos genes associados a biossintese das
giberelinas, no geral, os transcritos apresentaram baixos niveis de expressao para o
tecido utilizado, em todos os genes avaliados, com diferenga estatistica apenas para

o Ent-caureno oxidase (KO) (Figura 9).
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Figura 9. Expressao relativa de genes relacionados a via de biossintese da giberelina
(GAs) em gemas apicais e laterais de laranjeira-doce ‘Pera’ enxertada sobre
tangerineira ‘Sunki’ em dois sistemas de plantio (Controle e Bouché-Thomas), na
altura da muda de 90 cm. Os niveis de expressao foram revelados por RT-qPCR. As
barras representam o desvio padrdo médio de seis repeticdes. Ent-caureno sintase
KS (A), Ent-caureno oxidase KO (B), Giberelina 20-oxidase GA200X1 (C), Giberelina
3-oxidase GA30X1 (D) e esquema resumido da via de biossintese da giberelina (E),
estando em vermelho as etapas da via de biossintese que foram avaliadas. Os valores

das colunas com letras diferentes séo significativamente diferentes pelo teste t para p
<0,05.

A via biossintética do acido abscisico (ABA) teve pouca alteragao no sistema
Bouché-Thomas em relagao ao grupo controle. Os alvos envolvidos na biossintese de
precursores (ZEP) e na formacéo final do ABA (ABA2, ABA3 e AAO3) ndo tiveram a
expressdo de seus genes alterada, enquanto NCED2, envolvido na produgdo de

xantoxina, teve expressao suprimida no tratamento Bouché-Thomas (Figura 10D).
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Figura 10. Expressao relativa de genes associados a via de biossintese do acido
abscisico (ABA) em gemas apicais e laterais de laranjeira-doce ‘Pera’ enxertada em
tangerineira ‘Sunki’ em dois sistemas de plantio (Controle e Bouché-Thomas), na
altura da muda de 90 cm. Os niveis de expressao foram revelados por RT-qPCR. As
barras representam os desvios padrao meédios de seis repeticbes. Zeaxantina
epoxidase variante X1 (ZEP_X1) (A), Zeaxantina epoxidase variante X2 ZEP_X2 (B),
9-cis-epoxicarotendide  dioxigenase @ (NCED1) (C), 9-cis-epoxicarotendide
dioxigenase-2 (NCED2) (D), 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenase-3 (NCED3) (E),
Desidrogenase alcéolica de cadeia curta (ABA2) (F), sulfurase do cofator molibdénio
(ABA3) (G), Aldeido abscisico oxidase 3 (AAO3) (H), ABA 8'-hidroxilase (CYP7) (l) e
esquema resumido da via de biossintese do acido abscisico (J) e em vermelho as
etapas da via de biossintese que foram avaliadas. Os valores das colunas com letras
diferentes sao significativamente diferentes pelo teste t para p < 0,05.

Nos genes envolvidos na via de biossintese do acido indolacético (AlA),
também ndo houve diferenca de expressdao no tratamento de Bouché-Thomas em
comparagao ao controle. Contudo, & possivel verificar uma tendéncia de supressao
da expressdo génica no tratamento de Bouché-Thomas na maioria dos alvos
avaliados (TAR, YUCCAs, GH3.10 e GH3.9) (Figura 11).
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Figura 11. Expressao relativa de genes associados a via de biossintese do acido
indolacético (AlA) em gemas apicais e laterais de laranjeira-doce ‘Pera’ enxertada em
tangerineira ‘Sunki’ em dois sistemas de plantio (Controle e Bouché-Thomas), na
altura da muda de 90 cm. Os niveis de expressao foram revelados por RT-qPCR. As
barras representam os desvios padrao médios de seis repeticdes. Triptofano
aminotransferase-2 (TAR2) (A), indol-3-piruvato monooxigenase-2 (YUCCA2) (B),
indol-3-piruvato monooxigenase-4 (YUCCA4) (C), indol-3-piruvato monooxigenase-5
(YUCCA5) (D), indol-3-piruvato monooxigenase-6 (YUCCAG) (E), indol-3-piruvato
monooxigenase-10 (YUCCA10) (F), auxina-amido sintetase de Gretchen Hagen 3;
(GH3.9) (G), auxina-amido sintetase de Gretchen Hagen 3 (GH3.10) (H), e esquema
resumido da via de biossintese do acido indolacético (I) e em vermelho as etapas da
via de biossintese que foram avaliadas.

Dos genes envolvidos na biossintese de citocininas, nenhum dos doze genes
avaliados teve expressdo induzida no sistema Bouché-Thomas, observando-se
apenas uma tendéncia para a expressao suprimida para os alvos LOG1 like2, LOG7,
LOGS8 e IPT3 (Figura 12). No entanto, ndo houve diferenga estatistica significativa em

relacdo ao controle.
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Figura 12. Expresséo relativa de genes associados a via de biossintese da citocinina
(CK) em gemas apicais e laterais de laranjeira-doce ‘Pera’ enxertada em tangerineira
‘Sunki’ em dois sistemas de plantio (Controle e Bouché-Thomas), na altura da muda
de 90 cm. Os niveis de expressdo foram revelados por RT-qPCR. As barras
representam os desvios padrdo médios de seis repeticoes. Lonely Guy 1 (LOG1) (A),
Lonely Guy 1 Like 1 (LOG1-Like1) (B), Lonely Guy 1 Like 2 (LOG1-Like2) (C), Lonely
Guy 3 (LOG3) (D), Lonely Guy 5 (LOG5) (E), Lonely Guy 7 (LOG7) (F), Lonely Guy 8
(LOGS8) (G), Lonely Guy 10 (LOG10) (H), Lonely Guy 10_cromossomo (LOG10_chr)
(), Isopentenil Transferase Like (IPT-like) (J), Isopentenil Transferase 3 (IPT3) (K),
Isopentenil Transferase 5 (IPT5 ) (L) e esquema resumido da via de biossintese da
citocinina (M) e em vermelho as etapas da via de biossintese que foram avaliadas.
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5. DISCUSSAO

Para a definicdo do espagcamento de plantio e, consequentemente, da
densidade de um pomar, a combinag¢ao copa e porta-enxerto € o principal fator levado
em consideragao, uma vez que essa combinacao determina as dimensdes das plantas
(Blumer; Pompeu Junior, 2005). A escolha de porta-enxertos ananicantes, como o
trifoliata ‘Flying Dragon’, € uma das alternativas, porém, ele é muito intolerante a seca
(Girardi et al., 2021), o que torna seu uso limitado. Outras variedades ananicantes
vém sendo disponibilizadas pelos programas de melhoramento genético, mas a sua
adocao é gradual, pois o conhecimento sobre seu desempenho ainda é restrito (Costa
et al., 2021). Além do uso de porta-enxertos que induzam baixo vigor, a poda também
€ um método bastante utilizado nos pomares para manter o tamanho das plantas,
contribuindo com a sanidade do pomar através da retirada de ramos doentes, focos
de inéculos, e, consequentemente melhorando a qualidade dos frutos (Azevedo et al.,
2017). No entanto, € um manejo cultural com custo frequente, exige conhecimento
técnico para evitar excessos que afetem a produtividade e fator importante para a
estimulagao de brotagdes, principal alimento do vetor do HLB, o psilideo. Buscando
avaliar alternativas viaveis para contornar essa problematica, foi estudado o método
de plantio em angulo de 30° (Bouché-Thomas, 1953). Para entender melhor como o
método influencia na planta como um todo, foram feitas diversas avaliagdes que
englobam os aspectos horticulturais, fisiolégicos, bioquimicos e moleculares.

Apos nove anos de plantio, as plantas manejadas pelo método de Bouché-
Thomas apresentaram alturas, didametro médio e volume de copa significativamente
menores que as plantas do sistema convencional, mesmo utilizando o mesmo porta-
enxerto. A tangerineira ‘Sunki’ € um porta-enxerto caracterizado por induzir maior
desenvolvimento vegetativo a laranjeira ‘Pera’ (Mourao Filho, Mischan e Salibe, 1991).
O manejo de arvores com menor tamanho facilita as praticas culturais e a colheita dos
frutos (Donadio et al, 2019). O fato do sistema de plantio Bouché-Thomas ter reduzido
em cerca de 40% o volume da copa, 22% sua largura e 15 % sua altura pode estar
relacionada a restricdo de agua e nutrientes translocados da raiz para a copa devido
a inclinagao do tronco, o que reduz a condutividade hidraulica no sistema. Embora
nao se tenha observada variagdo na composi¢ao de nutrientes minerais nas folhas,

as plantas inclinadas apresentaram fluxo de seiva mais lento em campo, o que foi
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corroborado na avaliagdo complementar com mudas em viveiro, mesmo submetidas
a um periodo curto, as mudas inclinadas em 30° também apresentaram uma reducgéao
expressiva em seu tamanho, seja da copa como do sistema radicular, evidenciando
que a alteragdo morfolégica no tronco tem um efeito pronunciado sobre o fluxo de
seiva da planta. De fato, a analise de correlagao revelou uma relagao direta entre o
angulo do tronco e o vigor da copa.

Outro fator que pode ser levado em consideracdo é a taxa de transpiragao.
Plantas de menor porte geralmente apresentam menor area foliar e,
consequentemente, menor taxa de transpiragao, o que pode promover a redugao da
taxa fotossintética pela planta. Considerando que as plantas submetidas ao método
apresentaram menor tamanho, os resultados sugerem que o método de Bouché-
Thomas, em condicdes de clima subtropical, pode contribuir para a reducao do porte
das plantas. Resultados opostos ao encontrado neste trabalho foram observados por
Piner (1988) em seu estudo na Africa do Sul com diferentes copas e porta-enxertos.
O autor concluiu que seria improvavel que o plantio em angulo resultasse em arvores
de pequeno porte. Burns et al. (1981) relataram em seu estudo com toranjas e limdes
que, mesmo plantadas em angulo de 45°, as plantas acabaram ficando muito
vigorosas, sendo necessario 0 uso da poda para controlar seu vigor. Nesse estudo,
adotou-se o0 angulo de 30° como referéncia para intensificar o efeito e as mudas foram
podadas a 45 cm e 90 cm com o objetivo de comparar os efeitos do eliotropismo, o
que se mostrou mais eficaz com as mudas mais longas no momento do plantio. As
mudas convencionais apresentaram grande quantidade de plantas que praticamente
retomara angulos proximos ao reto a partir das pernadas principais, enquanto as
plantas mais longas e inclinadas tiveram efeito mais pronunciado na redugao de vigor.

As mudas em angulo de Bouché-Thomas apresentaram menor condutividade
hidraulica, sendo possivel observar diferencga a partir da pressao 0,4 Mpa. Além disso,
as caracteristicas biométricas dessas mudas também foram inferiores as das mudas
controle, que apresentaram maior vigor. A condutividade hidraulica esta diretamente
relacionada a capacidade das plantas em suportar pressées negativas no sistema
vascular, contribuindo para a seguranca hidraulica frente a formacao de embolias ou
cavitagbes, fendmenos caracterizados pela entrada de bolhas de ar nos vasos

condutores, geralmente provocados por déficits hidricos (Fonti et al., 2012). No
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contexto radicular, uma elevada condutividade hidraulica € essencial para garantir o
suprimento hidrico da parte aérea da planta (Figueiredo et al., 2014), contribuindo para
o desenvolvimento da planta. No entanto, restricées fisicas como o confinamento e a
deformagéao das raizes podem prejudicar essa condigéo (Figueiredo et al., 2014). Em
citros, estudos mostram que a condutividade hidraulica das raizes varia de acordo
com o porta-enxerto, influenciando diretamente a taxa de transpiragao, a eficiéncia no
uso da agua e a tolerancia ao déficit hidrico (Wang et al., 2025; Castle, 1995; Forner-
Giner et al.,, 2014). Além disso, diferencas anatdbmicas e estruturais no sistema
radicular estdo associadas a maior ou menor capacidade de condugao de agua, o que
explica a variabilidade de respostas fisiologicas entre os gendtipos (Syvertsen e
Graham, 1985; Martinez-Alcantara et al., 2016).

Em campo, a velocidade de fluxo de seiva foi, em média, 19% maior nas plantas
do sistema convencional em comparagao as plantas do BT, indicando maior atividade
transpiratoria. Esse resultado esta diretamente relacionado ao tamanho da planta,
uma vez que individuos maiores tendem a apresentar maior transpiracao. De fato, o
fluxo de seiva foi, em média, 77% superior nas plantas do sistema convencional,
quando comparadas as plantas do BT. Esse comportamento reforga a relagao entre o
tamanho da copa, a demanda evaporativa € o consumo hidrico das plantas,
evidenciando que plantas de menor porte, como as BT, tendem a apresentar menor
fluxo de seiva devido a sua menor area de transpiracdo. Esse resultado também foi
observado em mudas do porta-enxerto Sunki, submetidas a inclinagédo do tronco em
30°, além das mudas ficarem menores, a condutividade hidraulica da raiz também foi
menor quando comparadas as mudas controle. Esses resultados indicam que a
inclinacdo do tronco principal no plantio foi o fator primario que desencadeou a
reducdo da condutividade hidraulica e, consequentemente, a alteracdo do fendtipo
quanto ao tamanho da copa. Isso sugere que o mecanismo de acdo do BT € de
natureza fisica. A técnica original previa a condugcao de ramos subsequentes em
angulo de 30° para que a técnica fosse mais efetiva. Isso, no entanto é de execugéao
muito dificil e custoso em citros, devido a sua arquitetura de copa e crescimento em
fluxos sucessivos de inUmeros ramos simpodiais (Rey, 2000). Sendo necessaria a
adaptagao do método para citros.
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A alta produtividade das plantas de citros € uma das principais caracteristicas
buscadas pelo produtor. Durante as seis safras avaliadas, o sistema de plantio
convencional foi 0 que proporcionou as maiores produgdes de frutos por planta, com
diferenca entre as alturas das mudas apenas no primeiro ano (2019) e ultimo ano
(2025). O sistema convencional proporcionou maior volume de copa, € esperado que
também possua maiores quantidades de frutos, podendo ser observado na
produtividade média e acumulada. A safra de 2023 foi a unica em que nédo houve
diferenga entre os angulos e entre as alturas para a produgao de frutos. A precocidade
de producédo é uma das caracteristicas apresentadas pela tangerineira ‘Sunki’. Apesar
de ser o mesmo porta-enxerto para os tratamentos, observou-se que as plantas do
sistema convencional e altura da muda de 90 cm apresentaram maiores
produtividades nos primeiros anos, indicando precocidade de producdo de frutos. E
importante considerar que o ano de 2019 foi o primeiro ano de safra plena, tendo o
pomar aproximadamente trés anos de idade. Rabe (2000) também observou na Africa
do Sul producao inicial mais elevada em pomares estabelecidos com mudas do tipo
vara mais longas, e relacionou as maiores reservas de amido e area foliar das mudas.

Observando os resultados da eficiéncia produtiva ao longo dos anos, o sistema
de Bouché-Thomas apresentou desempenho superior ao convencional nos anos de
2020 a 2024. Resultados parecidos foram encontrados por Silva et al. (2013) para o
porta-enxerto ‘Flying Dragon’, que € ananicante, onde este também apresentou
eficiéncia produtiva superior a porta-enxertos mais vigorosos, como o ‘Volkameriano’
e o ‘Cravo’. Apesar de serem porta-enxertos diferentes ao desse estudo, isso sugere
uma tendéncia de maior eficiéncia em plantas com menor vigor. E importante
destacar, dessa maneira, que as plantas manejadas pelo BT apresentaram fixagéo de
frutos similar ou superior ao controle, conforme o ano, o que sugere que a inclinagéo
do tronco nao interferiu nos mecanismos fisiolégicos de florescimento apesar da
redugao no vigor e no fluxo de seiva.

A massa, o didmetro e o comprimento dos frutos sdo paradmetros importantes
que sao utilizados como forma de classificacdo para a comercializacédo. O sistema de
Bouché-Thomas proporcionou frutos maiores, com 6,79 cm de didmetro e 7,42 cm de
comprimento, e mais pesados, com 175,93 g. Para as laranjas, frutos com diametro

maior que 7,1 cm, séo classificados como grandes, entre 6,5 e 7,1 cm como médios,
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e menor que 6,5 cm como pequenos (CEGESP, 2011; Oliveira, et al., 2023). Todos
os tratamentos apresentaram a quantidade minima de 45% de rendimento de suco
para consumo in natura, além de solidos soluveis totais superiores a 10,0 °Brix e
valores de ratio maiores que 9,5, parametros considerados para a variedade ‘Pera’
pela Ceagesp (2011). Os valores de sélidos soluveis totais encontrados foram, no
geral, superiores ao observados por Oliveira et al. (2023) para a mesma copa e porta-
enxertos utilizados neste estudo. Geralmente plantas de menor vigor tendem a
apresentar em seus frutos maiores quantidades de sélidos soluveis e acidos totais,
porém, nesse estudo foram observados resultados contrarios, com o sistema de
plantio convencional apresentando maior teor de sélidos soluveis. Como o tamanho
do fruto nesse estudo foi maior com a técnica de Bouché-Thomas, isso se relacionou
a concentragao de solidos soluveis ligeiramente menor. Tomando os resultados de
producao e qualidade de frutos como um todo, a técnica se mostrou mais interessante
para a finalidade de citros de mesa, devido a redugcéao do tamanho da planta que facilita
a colheita e aos frutos maiores. Considerando-se ainda que, apesar de ndo haver
praticamente diferenca na muda utilizada, o BT implica em trabalho adicional para as
desbrotas e empa (técnica usada para conter a planta em determinada posi¢ao), e na
necessidade de maior densidade de plantio, essa técnica parece menos interessante
para pomares industriais.

De modo geral, todos os tratamentos apresentaram toleréncia intermediaria ao
déficit hidrico, com o sistema de plantio Bouché-Thomas apresentando variacdo em
relagdo ao sistema convencional em 2020. Esse comportamento indica que, embora
o método de plantio possa influenciar a resposta fisioldgica das plantas em
determinadas condicdes, nao foi suficiente para promover diferencas consistentes em
termos de tolerdncia ao estresse hidrico ao longo do ano. Além disso, as
concentracbes de macro e micronutrientes mantiveram-se semelhantes entre os
tratamentos, indicando uniformidade no balango nutricional das plantas. Essa
uniformidade nutricional é relevante, pois reduz a possibilidade de que eventuais
diferengcas observadas estejam associadas a variagbes de disponibilidade ou
absorcéo de nutrientes. E importante frisar que a tangerina ‘Sunki’ € um porta-enxerto
mais adaptado ao plantio de sequeiro (Girardi et al.,, 2017), portanto, esse

comportamento pode ser diferente em outros porta-enxertos. De fato, a avaliagao da
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técnica de Bouché-Thomas em porta-enxertos menos vigorosos como o citrumelo
‘Swingle’ e alguns citrandarins € um objetivo interessante, pois poderia intensificar
ainda mais os efeitos na redugdo do tamanho da planta.

Até o momento, ndo existem variedades copa ou porta-enxertos que sejam
resistentes ao HLB, o que impulsiona varias pesquisas em busca de uma solugao para
essa doenca tado devastadora para a citricultura (Limayem, Martin e Shankar, 2024;
Cervantes-Santos et al., 2025). Apds nove anos de avaliagdo, o pomar apresentou
100% de incidéncia da doenca, sem diferenga entre os tratamentos avaliados. De
acordo com levantamento do Fundecitrus, a doenga ja atinge cerca de 50 % das
laranjeiras no cinturdo citricola de Sao Paulo e Minas Gerais (Fundecitrus, 2025c). O
avanco da doenca nas plantas e a intensificacdo dos sintomas comprometem a vida
econdmica dos pomares, resultando na redugao da produtividade ao longo dos anos
(Bassanezi et al., 2009). Nao houve evidéncia que a reducao de vigor resultante da
técnica de BT fosse suficiente para influenciar na incidéncia ou severidade da doenca.
Tanto a copa de ‘Pera’ e o porta-enxerto de ‘Sunki’ sdo suscetiveis, e estudos
anteriores observaram diferengas significativas entre plantas enxertadas em porta-
enxertos que condicionaram volumes de copa extremos opostos (Rodrigues et al.,
2020). Portanto, fica patente que o manejo preventivo do HLB e o controle eficaz do
seu vetor sdo imprescindiveis em qualquer circunstancia. O menor volume das plantas
sob BT poderia ser investigado em termos de maior eficiéncia no uso de inseticidas
ou caulim repelente.

De modo geral, as concentragdes hormonais ndo apresentaram diferencga entre
os tratamentos, com excecgao da citocinina iP, que apresentou maior teor no controle
e menor teor no tratamento de Bouché-Thomas. Dentre as varias funcdes das
citocininas, se destaca a quebra da dominancia apical que é promovida pelas auxinas,
0 que estimula o crescimento das gemas laterais formando ramificagdes (Daneluzzi,
2025). Além disso, estimulam a divisdo celular, contribuindo para um crescimento
vigoroso da planta (Taiz et al., 2017). Desse modo, o menor teor da citocinina iP no
tratamento de Bouché-Thomas pode estar diretamente relacionado ao crescimento
menos vigoroso das plantas promovido por sua menor concentragao.

Genes envolvidos na via de biossintese das auxinas, giberelinas, acido

abscisico e citocininas, fitormdnios relacionados ao crescimento vegetativo, foram
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estudados a fim de se obter respostas a nivel genético para o controle do vigor das
plantas. Nesse estudo, foram selecionados um total de 45 genes relacionados a esses
horménios. Desses, apenas 33 tiveram expressédo no tecido em estudo. De modo
geral, todos os transcritos apresentaram niveis baixos de expressdo. Ent-caureno
sintase KS e Ent-caureno oxidase KO apresentaram tendéncia de redugdo em suas
expressdes no tratamento de Bouché-Thomas, o que pode estar relacionado ao
menor vigor das plantas. Estudos em Arabidopsis thaliana demonstraram que
mutagdes nesses genes resultaram em plantas menos vigorosas, estéreis e incapazes
de germinar (Yamaguchi, 2008). Em macieiras, observou-se que a aplicagao exégena
de GA; induziu a expressdao de KS, KO e KAO, indicando relacdo direta com o
crescimento e vigor da planta (Tworkoski e Miller, 2007). O ABA atua negativamente
sobre o crescimento vegetal, inibindo a expansao celular e promovendo o fechamento
dos estébmatos (Zhang et al., 2006). A expressao suprimida do NCED2 no tratamento
de Bouché-Thomas pode estar relacionada ao ajuste hormonal e a fisiologia
adaptativa dessas plantas associada a menor necessidade de defesa contra
estresses. O baixo nivel de expressédo para TAR, YUCCAs, GH3.10 e GH3.9 em
plantas do tratamento de Bouché-Thomas sugere uma alteracdo no metabolismo da
auxina. Genes das familias TAR e YUCCA participam das etapas centrais da
biossintese de acido indolacético (AlA), e a tendéncia para uma menor expressao
indica uma diminuigdo na producédo de auxina enddgena, o que pode resultar em
menor alongamento celular e crescimento vegetativo reduzido (Zhao, 2010).
Verificou-se uma tendéncia de supressado da expressdo em KS e KO, o que
consequentemente, pode resultar na reducédo do conteudo de acido caurendico,
precursor direto da biossintese de giberelinas (Figura 9 A-B). Por outro lado, os genes
GA200X e GA30OX tendem a aumentar no tratamento de Bouché-Thomas (Figura 9
C-D), sugerindo um possivel mecanismo compensatério na via de sintese das
giberelinas. Interessantemente, uma resposta inversa foi identificada para LOG1, LOG
like1, LOG e IPT 5. Uma tendéncia de formacao de citocinina livre foi identificada pela
reducdo de IPTs em Bouché-Thomas, enquanto a conversido de ribotideos de
citocinina foram intensificadas nesse tratamento (Figura 8). Esses resultados
corroboram com a dosagem dos horménios obtidas (Figura 10), reforgcando a hipotese
de que o sistema de plantio influencia diretamente o balango hormonal entre
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giberelinas e citocininas. Tomado em conjunto, os resultados indicam que, apesar de
alteracgdes discretas que desfavorecem a biossintese de horménios relacionados a
maior vigor, esses mecanismos nao alteraram a capacidade de produgéo das plantas,

dada a alta eficiéncia das copas das plantas manejadas pelo método BT.
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Tabela suplementar 1. Genes envolvidos nas vias de biossintese de horménios vegetais relacionados ao crescimento

vegetativo de citros previamente selecionados para ensaios RT-qPCR e expressao relativa.

Nome do gene

Descrigcao

Sequéncia do primer Foward

Sequéncia do primer Reverse

Referéncia

Mouhaya (2008);

NCED1 9-cis-epoxicarotendide dioxigenase 1 GACCAGC AAGTGGTGTTCAA AGAGGTGGAAACAGGAGCAA Bassene et al., 2009;
Romero et al., 2012
NCED2 9-cis-epoxicarotendide dioxigenase 2 ACTTCCCAAAACAGCCGACC CCGTCACCGTCAAAGAAATGG ngji?:f‘(%'ég)oog;
NCED3 9-cis-epoxicarotendide dioxigenase 3 GTCCCCAAAATACCCTCCAT GACTGCGTCCAAGGCTAAAG Desenhado
ABA CYP7 Hidroxilase do &cido abscisico TTGGGAACGGGACGCATT CATAGGAAGGGCAAAAGGGC
ZEP_X1 zeaxantina epoxidase GGAAGAGGAATTGTACAGCA CTACATTTGTATACAAGGC
ZEP_X2 zeaxantina epoxidase GAAGATCAGAGTAGCGAGC CGTATACAGTTGTTCTGCC Zhang etal, 2021
AAO3 Aldeido abscisico oxidase 3 TTGGTGATGGCACAGAGAAAAT TTTGCACCCACTGCAAGAAG
ABA2 Desidrogenase alcdolica de cadeia curta CTTGGTCAGCAGGTCTGTCA GGTCAACAGCAGAGCAAACA
ABA3 Sulfurase do cofator de molibdénio (MoCo) =~ AGGCACGAAAATGGAGCTGA GCACCAGGATTGCAAAAGCA Desenhado
CitYUC8/ YUCCAS  indol-3-piruvato monooxigenase 8 YUCCA8 CTACAGGGTACCGCAGCAAT TCTTTCCAGACCTTGCCAAT
Cityucz indol-3-piruvato monooxigenase 2 YUCCA2 CTGCCAACTTCCTTATGTGCC CCCATTGAACCTCTTGTCCT
CitYUC8/YUCCAS5  indol-3-piruvato monooxigenase 8 YUCCA8 TGCCTGAGAGACCAAGGAGT CCTGTCGTAGGTGCGTTTTT Nehela etal, 2018
YUC3 indol-3-piruvato monooxigenase 3 YUCCA3 TGTTGGACATTGGTGCTTTGC ATACAGCCCTCCCTTGCCTT
YUc4 indol-3-piruvato monooxigenase 4 YUCCA4  CTACTCAGGTGGTTTCCGTT GACAGTGCTCCGACATCAAG
YUC5 indol-3-piruvato monooxigenase 5 YUCCA5 GAAGGATTGGCGGACTTTGG TGATGGAGAGGCATTGTGGTT
AA YUC6 indol-3-piruvato monooxigenase 6 YUCCA6 ~ AATGGGTGGAAAGGGGAAAGT CAACAGTGAGCGAGCAAAAGG
YUC10 heor S pilvato monooxigenase 10 CGGGAGGTTTCTGGTGGTT CGGGCTACGGACAACTAAAGA
Yuc11 [ndo 3 piuvato monooxigenase 11 ATTTCCTTCTCGCACACCAAC CCTTGACCGTTTTCACCAGTT Desenhado
TAR2 Triptofano aminotransferase 2 TAR2 TTTGATTTGGAGGGCTATGC CGAAGATGATGGTGATGGTG
TAR4 Triptofano aminotransferase 4 TAR4 AGATTTGGATGGGCGGTGAT GCTGGAGAAGGTGGTCTGATTT
GH3.1 acido indol-3-acético-amido sintetase GCGTTGATTCTTTCCAGAGC ATCATCGGCAAGTTGTTTCC
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GH3.1
acido indol-3-acético-amido sintetase
GH3.6_X1 GGTTGTTTCCTCCGAA TTCGTTACTACTACCTTGC
GH3.6
acido indol-3-acético-amido sintetase
GH3.6_X2 cHa6 GGCTGTTGAGATCGTGGAGT TTGCAACTGAGTCTCGCAAC
acido indol-3-acético-amido sintetase
GH3.9 GCCAGCACTCCCACTTGA AGCAAATCCATCAGCGTCTCA
GH3.9
acido indol-3-acético-amido sintetase
GH3.10 TTCTTTGGTGCCTCTTGCTT GCCAGCCTGAAAATCTGAAG
GH3.10
GA200x2 Giberelina 20 oxidase GGTGACACCTCCGAACAACT AATGCGTTGAGGGTTTTCAC
GA3ox1 Giberelina 3 oxidase CAACGCAAGATGTCAAATGG CAGGCCGGGTAGTAATTCAA Bermejo et al., 2016
GA20x1 Giberelina 2 oxidase TCCATTTCCAGGCTTGAATC ACATCACCATTCCGTCCAAT
Giberelina CcGA200x1 Giberelina 20 oxidase GCCCTAACCCAGACGCTTT TGTCACCACCTTGTCCATCTT Fagoaga et al., 2007
GA200x1 Giberelina 20 oxidase GTGGGTGGTCTTCAGGTGTT TTGGGCTGCTGTATGTGTCC Kotoda et al., 2016
KO Ent- Caureno oxidase TGAGGTGGACTGGAGAGACTT TTACTGCCTGCCTGCGG Desenhado
CuGA200x2 Giberelina 20 oxidase GTCGAAGATTATTTCTTCAACGTAA CATTCCTAACAGCTCCATGATCC  Kotoda et al., 2016
KS KS (ent-Caureno sintase) ATCGCCCTTCCTGGTTAGTT GCGTTTGTTGCTTCTCATCA Desenhado
LOG1 Lonely Guy 1 TGCCTGGTGGTTATGGAACA GCGTTGGGACTAATGAAGCC
LOGH1like1 Lonely Guy - like 1 GGTTCATCGTGGTGGCAGAC TGGCAAGGCAATAAAACAGTCAG
LOG1 like-2 Lonely Guy - like 2 TGTTTGTGTTTTCTGTGGTAGC ATCTCACGGGGCATAAGAGTC
LOG3 Lonely Guy 3 GCATTGGTTTGATGGGTTTGG TGAGAGCAAGGAGTTGTAGTATCC
L LOGS Lonely Guy 5 AGCACCAAACGCCAAAGAAC TTGTAGCCTTGAACCCCACT
Citocininas Desenhado
LOG7 Lonely Guy 7 GCGTGGGTTTGATGGGTCTT ACACCGTTTTCACTTCTCCAA
LOG8 Lonely Guy 8 TGGAGGAAGAAGGATACACCG CAAACCCATCAACCCAACGC
LOG10 Lonely Guy 10 GAGTTGGGTGGAGAGATTGCT CTTGCCGAGAAAAACCTGC
LOG10_chr Lonely Guy 10_cromossomo GGAGGAGGTGAACGAGGGTT TGGCAAGAAAATAAAAGCATCAGC
IPT-like

Isopentenil Transferase Like

GGCGAGGGGTCTATCAAGAGG

GTCTCCGTTCACCAACATCCT




IPT3
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Isopentenil Transferase 3 ATTACACCAACGCCAGCCA GTCGTGATTTTCCTGTTCCG
IPTS Isopentenil Transferase 5 GAGATGCTGCCGAGTTCCAA CGCCTAACACCCCTTGAGTA
_ Actina Actin-7 ATCTGCTGGAAGGTGCTGAG CCAAGCAGCATGAAGATCAA Wu et al, 2014
Normalizadores DIM1 DIM1 homologo / YLS8 CGAAACCTGTATGCAGATGG ACGGTTGAGGGATCGTAAAG Mafra et al, 2012
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6. CONCLUSAO

O método de Bouché-Thomas controla o tamanho das plantas de laranjeira ‘Pera’
enxertada em tangerineira ‘Sunki’ em clima subtropical, com redug¢ao de volume de
copa na ordem de 40% em relacdo a plantas do sistema convencional, com pequenas
variagdes na producgao, qualidade de frutos e bioquimicas na planta. A redu¢céo no
fluxo de seiva das plantas decorrente do plantio da muda em angulo de 30° parece
ser o principal fator determinante na reducéo do vigor, sendo que o uso de mudas de
90 cm no plantio foi mais favoravel a técnica pelo menor efeito de geotropismo e maior

precocidade de producio.
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