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tratamentos hidricos no mesmo POrta-enXerto..........eevveeerveeerveerneeenrneennne

Respiracdo foliar (Rd) de laranjeiras Valéncia enxertadas em limoeiro
Cravo (a) ou em citrumeleiro Swingle (b), mantidas irrigadas (80% de
CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no regime térmico de 35/20
°C (dia/noite). Avalia¢des realizadas apds 20 dias de déficit hidrico. Cada
histograma representa o valor médio (n=3) + desvio padrdo. Letras
maiusculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os
periodos na mesma condicdo hidrica e letras minusculas distintas
representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos no
MESMO PEITOAO....eeiuiiieriiiieeiiee ittt ettt ettt et e et e et eesbbeesbeeesareens
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Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Teores de acgucares soliveis (AS), sacarose (SAC), amido (AM) e
carboidratos metabolizaveis (AT) em folhas maduras (a,b), caules (c,d) e
raizes (e,f) de mudas de laranjeiras Valéncia enxertadas em limoeiro
Cravo (a,c,e) ou citrumeleiro Swingle (b,d,f) mantidas irrigadas (80% de
CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no regime térmico de 35/20
°C (dia/noite). Avaliag¢des realizadas apds 20 dias de déficit hidrico. Cada
histograma representa o valor médio (n=3) + desvio padrdo. Asteriscos
indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os tratamentos
DIATICOS ..ttt

Crescimento em matéria seca da brotacdo (MSg, em a), em drea foliar
(AFg, em b), em comprimento de brotagdes (Cg, em c) e nimero de
folhas das brotacdes (NFg, em d) de mudas de laranjeira Valéncia
enxertadas em limoeiro Cravo ou citrumeleiro Swingle, mantidas
irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no regime
térmico de 35/20 °C (dia/noite). Avaliagdes realizadas apds 20 dias de
déficit hidrico. Cada histograma representa o valor médio (n=3) + desvio
padrdo. Letras maidsculas distintas indicam diferengas estatisticas
(p<0,05) entre os porta-enxertos na mesma condi¢do hidrica e letras
mindsculas distintas representam diferengas estatisticas entre o0s
tratamentos hidricos no MesmMo POrta-enXerto..........eevveeerveeerveeesveersuneennne

Matéria seca de raizes (MSgr) de mudas de laranjeira Valéncia enxertadas
em limoeiro Cravo ou citrumeleiro Swingle, mantidas irrigadas (80% de
CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no regime térmico de 35/20
°C (dia/noite). Avaliag¢des realizadas apds 20 dias de déficit hidrico. Cada
histograma representa o valor médio (n=3) + desvio padrdo. Letras
maiusculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os
porta-enxertos na mesma condi¢do hidrica e letras minudsculas distintas
representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos no
MESMO POTTA-CNXEITO..e.uverureetenreeuterttenteeteetteneetesteesteetesseesseessesseenseensesaeens
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Temperatura e disponibilidade hidrica e os seus efeitos na fotossintese e no crescimento
de laranjeira Valéncia enxertada em limoeiro Cravo ou citrumeleiro Swingle

RESUMO

Variacdes nos regimes térmico e hidrico geram modificacdes no metabolismo da planta
resultando em mudancas no padrdo de crescimento e desenvolvimento. Considerando-se a
informacdo existente, este estudo foi desenvolvido com o objetivo de testar as seguintes
hipéteses: 1) em ambiente quente, maior fotossintese e maior crescimento seriam observados
em plantas enxertadas em limoeiro Cravo quando comparadas as enxertadas em citrumeleiro
Swingle, independente da condicdo hidrica; 2) em ambiente frio com boa disponibilidade
hidrica, o melhor desempenho fotossintético e crescimento ocorreriam em laranjeiras
enxertadas em ‘Swingle’ quando comparadas as enxertadas em ‘Cravo’. Quando ha restricao
de 4gua em ambiente frio, ndo foi possivel a elabora¢do de uma hipédtese sobre o desempenho
de laranjeiras, uma vez que sdo escassos os trabalhos que tratem da interagdo entre porta-
enxertos, regime hidrico e térmico. Desta forma, este estudo também objetivou avaliar qual
combinacdo copa/porta-enxerto teria melhor desempenho fisiolégico em condi¢des de
restri¢ao hidrica em ambiente frio. As plantas foram submetidas aos regimes de temperatura
(dia/noite) de 25/10 °C e 35/20 °C, por 20 dias. Em cada regime térmico, as mudas foram
agrupadas em dois lotes: um submetido a restri¢do hidrica (40% da capacidade maxima de
armazenamento de dgua do solo) e outro mantido sob disponibilidade hidrica adequada (80%
da capacidade maxima de armazenamento de dgua do solo). Foram avaliadas as trocas
gasosas, a atividade fotoquimica, as relacdes hidricas, a variacdo de carboidratos nas folhas,
ramos e raizes; teores de prolina, de clorofilas a e b e de nitrogénio foliar e algumas
caracteristicas biométricas. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e quando
detectada diferenca estatistica, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Em ambos os regimes térmicos foi possivel observar que o déficit hidrico
causou acimulo foliar de prolina, reducdo do potencial da 4gua na folha, reducdes na
condutancia estomatica, na respiragcao, reducao na assimilagao de CO, e consequentemente no
acumulo de fitomassa em ambos 0s porta-enxertos, sendo, entretanto, os efeitos da seca mais
severos em plantas enxertadas em ‘Swingle’. Independente do porta-enxerto ou regime
térmico, ndo houve alteracdes nos teores de clorofila, na atividade fotoquimica e no teor foliar
de nitrogénio devido ao déficit hidrico. Em ambiente frio e independente da condicao hidrica,
o melhor desempenho fotossintético das plantas enxertadas em ‘Swingle’ foi ocasionado pela

maior condutincia estomadtica, maior condutincia mesofilica e maior eficiéncia de
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carboxilacdo. Como conseqiiéncia, as plantas enxertadas em ‘Swingle’ apresentaram maior
crescimento em relacdo as enxertadas em ‘Cravo’. Mesmo sendo mais afetadas pelo déficit
hidrico do que as enxertadas em ‘Cravo’, as plantas enxertadas em ‘Swingle’ apresentaram
melhor desenvolvimento. Em ambiente quente e sob déficit hidrico, as plantas enxertadas em
‘Cravo’ mantiveram maior condutancia estomdtica o que resultou em maior fotossintese e
crescimento quando comparadas as enxertadas em ‘Swingle’. Sob boa disponibilidade hidrica,
a hipétese de melhor crescimento das plantas enxertadas em ‘Cravo’ ndo foi comprovada,
mesmo com estas apresentando maior desempenho fotossintético quando comparadas as

enxertadas em ‘Swingle’ no regime de 35/20 °C.

Palavras-chave: Citrus spp., déficit hidrico, frio, porta-enxertos, trocas gasosas.
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Temperature and water availability and their effects on photosynthesis and growth of
Valencia sweet orange plants grafted on Rangpur lime or Swingle citrumelo rootstocks

ABSTRACT

Variations in temperature and water regimes affect plant metabolism, changing the pattern of
growth and development. Considering the available information, this study was developed to
test the following hypotheses: 1) under warm condition, higher photosynthesis and higher
growth would be observed in plants grafted on Rangpur lime compared to those grafted on
Swingle citrumelo, regardless of water availability; 2) under cold condition with water
supplying, higher photosynthetic rates and higher growth would occur in orange plants
grafted on ‘Swingle’ compared to ones grafted on ‘Rangpur’. When there is water stress under
cold condition, any assumption regarding the performance of orange plants is not possible as
there are no studies that address the interaction between rootstocks, thermal and water
regimes. Thus, this study also aimed to evaluate which combination scion/rootstock would
have better physiological performance under water stress in a cold environment. The plants
were subjected to temperature regimes (day/night) of 25/10 °C and 35/20 °C for 20 days. In
each thermal regime, the plants were grouped into two lots: one that was submitted to water
restriction (40% of the maximum soil water storage capacity) and one that was maintained at
80% of the maximum soil water storage capacity. We evaluated leaf gas exchange,
photochemical activity, water relations, the concentrations of carbohydrates in leaves, stem
and roots, the leaf concentrations of proline, chlorophylls a and b, and nitrogen. Biometric
characteristics were also evaluated. The results were subjected to the analysis of variance and
when statistical differences were detected, mean values were compared by Tukey test at 5%
probability level. In both thermal regimes the water deficit caused leaf accumulation of
proline and reductions in leaf water potential, stomatal conductance, leaf respiration, and low
CO, assimilation. As a consequence, the production of phytomass in both rootstocks was
decreased. However, the most severe effects of drought were found in plants grafted on
‘Swingle’. Regardless of the rootstock or thermal regime, there were no changes in
chlorophyll concentration, photochemical activity and leaf nitrogen due to drought. Under
cold condition and regardless water availability, the higher photosynthetic performance of
plants grafted on ‘Swingle’ was caused by higher stomatal conductance, higher mesophyll
conductance and higher carboxylation efficiency. As a result, the plants grafted on ‘Swingle’
showed higher growth compared to ones grafted on ‘Rangpur’. Although most affected by

drought, plants grafted on ‘Swingle’ rootstock exhibited better shoot development as
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compared to ones grafted on ‘Rangpur’ rootstock. In a warm environment and under water
deficit, plants grafted on ‘Rangpur’ rootstock maintained higher stomatal conductance that
resulted in increased photosynthesis and growth when compared to those grafted on
‘Swingle’. Under adequate water supplying and 30/20 °C, the hypothesis of better growth of
plants grafted on ‘Rangpur’ rootstock was not confirmed, even with these plants showing

higher photosynthetic performance as compared to ones grafted on ‘Swingle’.

Key-words: Citrus spp., drought, cold, rootstock, gas exchange.
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1 INTRODUCAO

Oscilagdes nos regimes térmico e hidrico geram modificacdes no metabolismo das
plantas resultando em variagdes no padrdo de crescimento e desenvolvimento. Sabe-se que o
crescimento das plantas é conseqiiéncia de uma complexa cadeia de eventos relacionados a
producdo fotossintética, consumo de fotoassimilados e eficiéncia de utilizacdo de recursos
como dgua e nutrientes (BUENO et al., 2011; PRADO et al., 2007; RIBEIRO &
MACHADO, 2007).

Entre os fatores limitantes da producdo vegetal, o déficit hidrico é tido como o
principal, visto que um dos seus primeiros impactos fisioldgicos € a reducdo da fotossintese
(FLEXAS et al., 2004a). Sabendo-se que a fotossintese é a fonte primdria dos carboidratos
utilizados no crescimento e na manutencdo da planta (RIBEIRO & MACHADO, 2007) e que
o déficit hidrico ¢ um fendmeno que ocorre em grandes extensdes de dreas cultivdveis
(PASSIOURA, 2007) torna-se necessdrio entender como as plantas respondem a esta
condi¢do de estresse, possibilitando-se assim, o desenvolvimento de técnicas de manejo que
impecam prejuizos ao crescimento e desenvolvimento da planta, garantindo a manutencdo
e/ou o aumento da produtividade (CHAVES et al., 2009).

As respostas fotossintéticas ao estresse hidrico sdo complexas (FLEXAS et al., 2004a;
CHAVES et al.,, 2009) e os decréscimos da fotossintese em citros sdao ocasionados
primariamente pelo fechamento parcial dos estomatos (MAGALHAES FILHO et al., 2008).
Em condicdes mais severas de estresse, fatores relacionados ao metabolismo do carbono e a
atividade bioquimica sdo afetados (DAMOUR et al., 2008), tais como a atividade da enzima
ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), a regeneracdo da ribulose-1,5-
bifosfato (RuBP) e a distribui¢do de fotoassimilados na planta (FLEXAS et al., 2004b; VU,
1999). O estresse hidrico também pode causar comprometimento dos eventos fotoquimicos
nos tilacdides e conseqiiente reducao da eficiéncia quantica da fotossintese, com inativacdao do
fotossistema 1II e da cadeia de transporte de elétrons (FLEXAS et al., 2002; GARCIA-
SANCHEZ et al., 2007).

A temperatura também tem papel decisivo no padrido de crescimento dos citros
(BUENO et al., 2011; RAMOS, 2009). Como um dos fatores ambientais mais variaveis, a
temperatura pode suprimir a fotossintese em condi¢des extremas, fora da faixa 6tima para o

crescimento de espécies citricas, entre 22 e 30 °C (SUN & MA, 1999).



A baixa temperatura pode afetar praticamente todas as principais reacdes da
fotossintese, incluindo o transporte de elétrons, o ciclo de Calvin-Benson e a condutancia
estomdtica (ALLEN & ORT, 2001). Por outro lado, a exposi¢ao a alta temperatura também
pode levar a reducdes na assimilagdo de CO, devido ao fechamento estomdtico, a menor
eficiéncia de carboxila¢do da Rubisco e reducao da atividade fotoquimica (MACHADO et al.,
2005; RIBEIRO et al., 2006; RIBEIRO et al., 2009b).

Virios estudos tém demonstrado os efeitos da variacdo da temperatura na fisiologia
dos citros, sendo tratada a variacdo sazonal da fotossintese (MACHADO et al., 2002;
RIBEIRO & MACHADO, 2007; RIBEIRO et al., 2009a,b), a temperatura de crescimento
(RAMOS, 2009), os efeitos da baixa temperatura noturna e do substrato na fotossintese
(MAGALHAES FILHO et al., 2009; MACHADO et al., 2010; SANTOS et al., 2011) e da
amplitude térmica didria no metabolismo de carbono de plantas citricas (BUENO et al.,
2011). Embora a literatura seja rica em relacdo aos efeitos das condi¢des ambientais na
fotossintese, poucos sdao os trabalhos que relacionam o padrdo de variacao fotossintética com
o crescimento dos citros (RAMOS, 2009; BUENO et al., 2011), o que limita o alcance dos
resultados quando se considera o processo produtivo.

A resposta da fotossintese das laranjeiras a variagdo da temperatura e da condicdo
hidrica também ¢ afetada pelo porta-enxerto. Em fun¢do do porta-enxerto, héd alteragdes no
crescimento das plantas e na utilizacdo de nutrientes (FALLAHI et al., 2002; MAGALHAES
FILHO et al., 2008, 2009; MATTOS Jr. et al., 2008; POMPEU Jr., 2005; SETIN et al., 2009).
As diferentes combinacdes de porta-enxerto e copa causam ainda variagdo nas trocas gasosas
e afetam o grau de resisténcia a seca, a resposta as oscilacdes na temperatura (BUENO et al.,
2011; FALLAHI et al.,, 2002; MACHADO et al.,, 2010) e outros estresses abidticos
(SYVERTSEN & LEVY, 2005) e biéticos (MEDINA FILHO et al., 2003). O limoeiro Cravo
€ o principal porta-enxerto utilizado na citricultura brasileira por propiciar alta produtividade
e precocidade de producdo, além de apresentar resisténcia a seca (AMARO &
BAPTISTELLA, 2010; DONATO et al., 2007; POMPEU Ir., 2005; MAGALHAES FILHO
et al., 2008). Quanto ao citrumeleiro Swingle, o segundo porta-enxerto mais utilizado na
citricultura, tem-se a marcante resisténcia a Morte Subita dos Citros € ao Declinio, além de
proporcionar bom desenvolvimento das plantas em ambientes frios (POMPEU Jr., 2005;
MULLER et al., 2005; MACHADO et al., 2010).

Considerando-se a informacdo existente, este estudo foi desenvolvido para testar as
seguintes hipdteses: 1) em ambiente quente (regime 35/20 °C), maior fotossintese e maior

crescimento seriam observados em plantas enxertadas em limoeiro Cravo quando comparadas



as enxertadas em citrumeleiro Swingle, independente da condi¢do hidrica; 2) em ambiente
frio (regime 25/10 °C) com boa disponibilidade hidrica, o melhor desempenho fotossintético e
crescimento ocorreriam em laranjeiras enxertadas em citrumeleiro Swingle quando
comparadas as enxertadas em limoeiro Cravo. Quando hé deficiéncia de d4gua em ambiente
frio (regime 25/10 °C), nao foi possivel a elabora¢do de uma hipétese sobre o desempenho de
laranjeiras, uma vez que os trabalhos com a interacdo entre porta-enxertos, regime hidrico e
térmico sdo escassos. Desta forma, este estudo também objetivou avaliar qual combinagdo
copa/porta-enxerto teria melhor desempenho fisiol6gico em condigdes de restri¢do hidrica em

ambiente frio (regime 25/10 °C).

2 REVISAO DE LITERATURA

Os citros, por seu amplo cultivo, sao submetidos a grande variacdo sazonal das
condi¢gdes ambientais (MACHADO et al., 2002, 2010; RIBEIRO & MACHADO, 2007) e
qualquer fator ambiental que afete a fotossintese também afetard o acimulo de fitomassa pela
planta (MACHADO et al., 2005). Em condi¢Oes subtropicais de cultivo dos citros,
temperatura e disponibilidade hidrica s3o varidveis determinantes do crescimento e
produtividade (ALLEN & ORT, 2001; CERQUEIRA et al., 2004; COELHO et al., 2006;
RIBEIRO & MACHADO, 2007) sendo necessérios a planta, mecanismos fisioldgicos que se
ajustem as condi¢cdes climdticas a que estdo expostas e que permitam seu desenvolvimento

mesmo em condi¢des limitantes (MACHADO et al., 2010).

2.1 Respostas fisiolégicas das plantas citricas ao déficit hidrico

Plantas citricas, por serem perenes, sdo freqiientemente expostas a condicdes de baixa
umidade no solo e na atmosfera (CAMPOS et al., 2011; ORTOLANTI et al., 1991). Apesar de
apresentarem caracteristicas morfolégicas e mecanismos fisiolégicos que proporcionam
considerdvel tolerancia ao estresse hidrico quando comparadas a outras plantas perenes
(COELHO et al., 2006; PEREIRA et al., 2009; SILVA et al., 2006a), a produtividade esta
diretamente relacionada a disponibilidade de dgua. Uma vez que a capacidade fotossintética é
bastante afetada pela seca, hd decréscimos nos teores de carboidratos acumulados e de
fitomassa (CERQUEIRA et al., 2004; GARCIA-SANCHEZ et al., 2007; MAGALHAES
FILHO et al., 2008).



Entre os principais processos afetados pelo déficit hidrico, destacam-se a fotossintese e
o crescimento celular (BOTA et al., 2004; CHAVES et al., 2009; MAGALHAES FILHO et
al., 2008). Condicdes de seca afetam predominantemente a difusdo de CO, através das folhas
devido a uma queda da condutincia estomética e mesofilica (FLEXAS et al., 2004a). Os
estomatos se fecham em resposta ao declinio da turgescéncia das células, ao alto déficit de
pressdo de vapor na atmosfera ou a sinais quimicos gerados nas raizes (CHAVES et al., 2009;
MEDRANO et al., 2002; SILVA et al., 2006a). Ja a reducdo da condutancia mesofilica pode
ser causada por alteragdes fisicas na estrutura foliar ou por alteracdes na bioquimica e/ou
permeabilidade das membranas (CHAVES et al., 2009).

Além do aspecto difusivo, o estresse hidrico também pode reduzir a atividade
fotoquimica e o teor das clorofilas (GARCIA—SANCHEZ et al., 2007), a sintese de ATP
(FLEXAS et al., 2004b), limitar as reagdes de carboxilacdo e a regeneracdo da RuBP
(FLEXAS & MEDRANO, 2002; FLEXAS et al., 2004b; MEDRANO et al., 2002) e a sintese
e distribuicdo de fotoassimilados na planta (FLEXAS et al., 2004a; GARCIA-SANCHEZ et
al., 2007).

A utilizagcdo de carboidratos pelas plantas depende de varios fatores, como alteragdes
das condi¢des ambientais e ocorréncia de estresses (ITO et al., 2003). Em geral, hd uma
tendéncia de aumento no teor foliar de acticares soliveis enquanto o teor de amido € reduzido
sob estresse hidrico (CHAVES et al., 2009). Em condi¢des muito severas de seca, o teor de
acucares soliveis pode também ser reduzido. Essas respostas estdo relacionadas a menor
assimilacdo de CO, e a mobilizacdo de reservas para o crescimento e manutengao das plantas
sob estresse (MAGALHAES FILHO et al., 2008).

Em resposta ao déficit hidrico as plantas t€ém também diversos mecanismos para
amenizar a condi¢do estressante, tais como: aumento da relacdo raiz:parte aérea, folhas
menores e em menor nimero e acdmulo de solutos (GARCIA-SANCHEZ et al., 2007). Estas
respostas limitam o consumo de dgua pela planta e ajudam a manter o status da 4gua e,
portanto, o metabolismo da planta (CHAVES et al., 2009).

O actimulo de solutos para diminuir o potencial osmético da folha permite a planta
manter a hidratacdo da parte aérea quando o solo se torna mais seco. Logo, mantém-se o
turgor celular e por conseqiiéncia os estdmatos permanecem abertos, as trocas gasosas
ocorrem e o efeito do déficit hidrico no crescimento da planta é reduzido (CAMPOS et al.,
2011; CHAVES et al., 2009; GUIMARAES et al., 2008). O acimulo de prolina em plantas
em resposta a seca pode influenciar a resisténcia aos estresses, ajudando na manutengao da

atividade metabdlica dos tecidos (SZABADOS & SAVOURE, 2009). No entanto, hé



indicacdo de que o acumulo de prolina em condi¢cdes ambientais adversas estd mais
relacionado a distirbios metabdlicos do que ao ajuste osmético (LUTTS et al., 1999), sendo
um indicador bioquimico de estresse. Em algumas espécies vegetais, o acimulo de prolina é
resultante de alteracdes no metabolismo de aminoécidos associados com o aumento do
catabolismo de proteinas e a senescéncia vegetal (LUTTS et al., 1999; SILVEIRA et al.,
2003).

2.2 Respostas fisioldgicas das plantas citricas a variacoes térmicas

A temperatura ¢ um fator determinante da produtividade e da distribuicdo geografica
de muitas espécies de importancia agricola (ALLEN & ORT, 2001). Plantas citricas sdo
cultivadas em extensas dreas com varidveis condi¢des climdticas. No entanto, a faixa térmica
ideal para a atividade fotossintética dos citros estd entre 25 e 30 °C, com as plantas
apresentando maior abertura estomdtica e maior eficiéncia fotoquimica e bioquimica da
fotossintese (GUO et al., 2006; MACHADO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2004; SPIEGEL &
GOLDSCHMIDT, 1996). RAMOS (2009) observou que o metabolismo de laranjeiras € tao
fortemente afetado pelo regime térmico de crescimento que mesmo tecidos completamente
expandidos e maduros apresentaram modificacdes fisioldgicas relacionadas a fotossintese,
exportacdo de fotoassimilados e aos teores de carboidratos e pigmentos fotossintéticos.

Durante o inverno, as plantas citricas apresentam menor desempenho fotossintético,
principalmente em decorréncia de baixas temperaturas (ALLEN & ORT, 2001; RIBEIRO et
al., 2009a,b; SANTOS et al., 2011). A temperatura basal dos citros estd em torno de 13 °C, ou
seja, abaixo desta o metabolismo das plantas comeca a ser seriamente reduzido (SPIEGEL-
ROY & GOLDSCHMIDT, 1996). A baixa temperatura reduz a eficiéncia fotossintética
devido a menor condutdncia estomdtica e a menor eficiéncia aparente de carboxilagao,
resultante de limita¢des difusivas e metabolicas (MACHADO et al., 2002; 2010; MEDINA et
al., 2002; RIBEIRO et al., 2009a,b; SANTOS et al., 2011).

O frio, além de afetar o metabolismo fotossintético, causa altera¢des no estado hidrico
da parte aérea das plantas (RIBEIRO et al., 2009a). De acordo com ALLEN & ORT (2001),
redugdes da temperatura do ar e da folha normalmente diminuem a demanda evaporativa, no
entanto, com a reducdo da temperatura no solo as raizes tém menor condutincia hidraulica,
com inibi¢do substancial da captacdo de dgua do solo. Apds o frio, o solo se aquece muito

mais lentamente do que as folhas e o ar circundante, conseqiientemente, a demanda



evaporativa aumenta mais rdpido do que o abastecimento de 4gua e assim as plantas
permanecem em estado de déficit hidrico mesmo com umidade no solo.

O metabolismo de carboidratos é também modificado em resposta as baixas
temperaturas. Segundo RIBEIRO & MACHADO (2007), menores taxas fotossintéticas e,
portanto, menor fornecimento de fotoassimilados ocorre no inverno. As reagdes metabdlicas,
incluindo as de sintese de sacarose, sdo mais lentas sob baixas temperaturas (RUELLAND &
ZACHOWSKY, 2010). De fato, ALLEN & ORT (2001) relatam em seu estudo menor
acuimulo de sacarose enquanto os teores de agucares soliveis aumentaram em plantas em
ambiente frio.

Haé evidéncias de aclimatacdo térmica da fotossintese, que desempenha papel crucial
na determinacio da produtividade vegetal pelo ajuste da oferta e a demanda de carboidratos,
otimizando a capacidade de crescimento (CHU et al., 2011). Estes ajustes podem ocorrer em
escala de tempo varidvel e também em resposta a outras mudancas no meio ambiente, tais
como luminosidade, duracao do dia e disponibilidade de dgua (SMITH & STITT, 2007).

A atividade respiratoria, processo pelo qual os compostos energéticos e redutores sao
formados a partir de carboidratos ou outros substratos, também ¢ influenciada pela
temperatura (ATKIN et al., 2007; LLOYD & FARQUHAR, 2008). A respiracdo ¢ um
processo metabodlico chave, diretamente relacionado com o crescimento das culturas, sendo a
resposta da respiragdo a temperaturas abaixo ou acima da faixa 6tima pouco conhecida
(LOKA & OOSTERHUIS, 2010). A respiragao foliar € bastante sensivel a mudangas de curto
prazo da temperatura. No entanto, também ha evidéncias de um processo de aclimatacdo da
respiracdo foliar a alteragOes na temperatura de crescimento em longo prazo (CROUS et al.,
2011). Esse processo de aclimatacdo da respiracdo ao ambiente tem grande importancia na
manutencdo da produtividade vegetal, uma vez que pode ajudar na manutencdo de um
balango positivo de carbono, seja pela reducdo de perda de carbono em condi¢des quentes ou
manutenc¢do de taxas basais de respiragdao em periodos frios (CHU et al., 2011; CROUS et al.,
2011).

A exposi¢do de plantas citricas as altas temperaturas, fora da faixa 6tima, também
reduz a fotossintese e o metabolismo de carboidratos. Ha decréscimos significativos na
assimilacdo de CO, devido ao fechamento dos estomatos e a danos fotoquimicos causados por
injurias nas membranas fotossintéticas (GUO et al., 2006). O fechamento estomatico ¢ uma
estratégia para evitar a perda excessiva de dgua pelas plantas e ocorre mesmo com boa
disponibilidade hidrica no solo (MACHADO et al., 2002; RIBEIRO et al., 2004; RIBEIRO et
al., 2009a,b).



A redugdo da atividade fotoquimica em plantas expostas a alta temperatura (GUO et
al., 2006; MACHADO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2006) pode estar associada a fotoinibi¢cao
e limitar a regeneracio de RuBP dependente do transporte de elétrons (RIBEIRO &
MACHADO, 2007). A alta densidade de fluxo de f6tons pode induzir a fotoinibi¢do por uma
superexcitagao do fotossistema Il quando o fechamento dos estdmatos limita a entrada de CO,
(VESTE et al., 2000). Além disso, degradacdo de clorofilas também ja foi relatada sob alta
temperatura (GUO et al., 2006), situacdo em que também ocorre estimulo da atividade
oxigenase da Rubisco (fotorrespiracdo) e redugcdo da condutincia mesofilica (GUO et al.,
2006; PIMENTEL et al., 2007; RIBEIRO et al., 2009b).

Com o aumento da temperatura do ar e conseqiiente aumento da temperatura foliar ha
reducdo da taxa fotossintética, resultante de aumento na taxa respiratoria da planta (LLOYD
& FARQUHAR, 2008). LOKA & OOSTERHUIS (2010) observaram em algoddao que o
aumento da temperatura noturna provocou aumento significativo da respiracao e nos teores de

carboidratos foliares.

2.3 Porta—enxertos: influéncia no crescimento e metabolismo de plantas citricas

A resisténcia a muitos estresses abidticos e as relagdes hidricas dos citros variam com
o porta-enxerto utilizado de tal forma que eficientes combina¢des copa/porta-enxerto podem
garantir a manuten¢do do pomar mesmo sob condi¢cdes ambientais desfavoraveis (DONATO
et al.,, 2007; ERISMANN et al., 2008; RIBEIRO & MACHADO, 2007; SYVERSTEN &
LEVY, 2005). Os porta-enxertos de plantas citricas afetam caracteristicas da copa e de seus
frutos, como o desenvolvimento vegetativo (ESPINOZA—NUNEZ et al., 2011; FOCHESATO
et al., 2006), a eficiéncia de uso do nitrogénio (SORGONA et al., 2011) e a resposta a
disponibilidade de outros nutrientes (MATTOS Jr. et al., 2006; 2007; 2010), a resisténcia a
doencas (MEDINA FILHO et al., 2003) e a producdio e a qualidade dos frutos
(CANTUARIAS et al., 2009; SILVA et al., 2006b,c), tornando-se essenciais na citricultura
(NOGUEIRA et al., 2001; SCHAFER et al., 2001)

O limoeiro Cravo € o principal porta-enxerto utilizado na citricultura brasileira
(PRUDENTE et al., 2004; STUCHI et al., 2004). H4 relatos de que nos pomares do estado de
Sao Paulo, o seu emprego j4 era predominante desde a década de 1960 (POMPEU lJr., 2005).
Entre as vdrias qualidades que justificam seu expressivo uso, destaca-se a resisténcia a seca
(DONATO et al., 2007, MEDINA et al., 2005). Levando-se em conta que os pomares

brasileiros sdo na maioria manejados sem o uso de irrigacdo e que também estdo expostos a



periodos de déficit hidrico severo durante o ano, o uso de porta-enxertos resistentes a seca
torna-se muitas vezes indispensdvel (ERISMANN et al., 2008; SCHAFER et al., 2001). O
limoeiro Cravo também apresenta boa compatibilidade com todas as copas de maior uso no
Brasil, sua producdo é precoce bem como a maturagdo de seus frutos e apresenta alto
rendimento de frutos (AMARO & BAPTISTELLA, 2010; GIRARDI et al., 2010). Os
motivos pelo qual o limoeiro Cravo apresenta boa adaptacdo ao déficit hidrico ainda nio sdo
totalmente claros, mas hé fortes evidéncias de que isto esteja relacionado a arquitetura e
volume de seu sistema radicular e a capacidade de suas raizes em explorar melhor a dgua
disponivel no solo (MAGALHAES FILHO et al., 2008).

Ja o citrumeleiro Swingle é o segundo porta-enxerto de maior expressao no Brasil.
Atualmente, além das suas vantagens fitossanitdrias, ele também tem sido bastante utilizado
em regides com temperaturas mais baixas devido ao seu bom desempenho produtivo
(MACHADO et al., 2010; POMPEU Jr., 2005). Entretanto, ainda sdo pouco conhecidos os
aspectos fisiolégicos relacionados a resisténcia do ‘Swingle’ ao frio. MACHADO et al.
(2010) compararam ‘Swingle’ e ‘Cravo’ como porta-enxertos da laranjeira Valéncia em
condicdes de frio noturno (8 °C) e chegaram a conclusdo de que as laranjeiras enxertadas
sobre ‘Swingle’ apresentaram menor redugdo da efici€éncia fotossintética do que as enxertadas
sobre ‘Cravo’.

O aumento do uso do porta-enxerto ‘Swingle’ se deu a partir dos anos 80, motivado
pela sua resisténcia a Gomose e tolerancia ao Declinio (POMPEU Jr., 2005). Além destas,
também apresenta resisténcia a Tristeza, Morte Subita dos Citros e a nematdides; confere
melhor qualidade aos frutos e também proporciona producdo mais precoce (SCHAFER et al.,
2001; GIRARDI et al., 2010). Em contrapartida, o ‘Swingle’ é um porta-enxerto sensivel ao
déficit hidrico (MULLER et al., 2005; POMPEU Jr., 2005).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Mudas de laranjeira Valéncia [Citrus sinensis (L.) Osbeck] enxertada em limoeiro
Cravo (Citrus limonia Osbeck) ou citrumeleiro Swingle [Citrus paradisi Macft x Poncirus
trifoliata (L.) Raf.] com aproximadamente 5 meses de idade foram cultivadas em recipientes
plasticos com capacidade de 7,0 L contendo substrato organico comercial constituido de 80%

de casca de pinus, 5% de carvdo e 15% de vermiculita média (Multicitrus, Terra do Paraiso



Ltda., SP, Brasil). As mudas foram produzidas pelo sistema de formacdo de mudas
certificadas em viveiro comercial e permaneceram em casa de vegetacdo até o surgimento de
brotagdes.

As plantas foram irrigadas e adubadas freqiientemente até o inicio do periodo
experimental. A nutricdo das plantas foi realizada utilizando-se solug¢@o nutritiva comercial
(Brennfeed®, Brenntag, Brasil) constituida de 94,8 g N L'l, sendo 14,0 g L' na forma
amoniacal (N-NH4) e 80,8 g L' na forma nitrica (N-NO3); 24 g P L™ (P,0Os), 80 g K L™
(K,0), 81,5 g Ca L (Ca0), 9,2 g Mg L' (Mg0), 028 gMnL"',02gZnL", 1,5g CuL",
0,72 gFe L' e 0,12 g B L. Para a irrigacdo das mudas, usou-se 2,5 mL da solucdo comercial
por litro de agua destilada. A cada dois dias, as mudas foram irrigadas com 300 mL da

solugdo diluida.

3.2 Condicoes de crescimento

Mudas apresentando porte similar (altura, drea foliar e brotagdes) foram selecionadas e
transferidas da casa-de-vegetacdo para uma camara de crescimento modelo PGRI15
(Conviron, Canadd) onde permaneceram por um periodo de aclimatac¢do de cinco dias a 25/20
°C (dia/noite), com 12 horas de fotoperiodo. Apds este periodo, trés mudas de cada porta-
enxerto foram avaliadas quanto as caracteristicas biométricas e de assimilacdo de CO, (Tabela

1) para caracterizagdo inicial do lote.

Tabela 1 — Caracteristicas biométricas e assimilagdo de CO, das mudas de laranjeira Valéncia
enxertada em limoeiro Cravo ou citrumeleiro Swingle avaliadas antes dos tratamentos térmicos (25/10
°C e 35/20 °C), ao término da fase de aclimatacio.

L 25/10 °C 35/20 °C
Varidveis*
Cravo Swingle Cravo Swingle
Numero de folhas (unid.) 142 13+1 9+1 14+1
Numero de brotagdes (unid.) 1,804 2,4+0,5 2,0+1,0 1,8+0,8
Comprimento das brotagdes (cm) 0,620,3 1,8+1,4 2.1+1,9 3.8+1,6
Matéria seca das folhas (g) 8,5+1,9 8,2+2.0 2.7+0.,5 3,240,3
Matéria seca do caule (g) 10,2+2,0 17,0£2,6 10,0+4.5 11,8+2.9
Matéria seca da raiz (g) 17,7+2,4 34,7+7,7 7,6+0.9 10,9+1,3
Altura da planta (cm) 45,6+1,4 44,8+2.1 46,9+2,1 48,5+4.1
Diametro do caule (cm) 0,7+0,1 0,7£0,1 0,8+0,1 0,7+0,1
Assimilagio de CO, (umol m™s™) 99+1,6  10,0+1,2 93402 11,6407

*Valores médios de trés repeticdes + desvio padrao.



Apoés a aclimatacdo, em cada regime de temperatura as mudas foram agrupadas em
dois lotes: um foi submetido a restricdo hidrica, ou seja, umidade do substrato mantida
proxima a 40% da capacidade maxima de armazenamento de dgua do substrato (CMA) e no
outro a umidade foi mantida préxima a 80% de CMA durante todo o periodo experimental. A
rega foi suspendida até o conjunto planta+pote atingir o peso correspondente a 80% e 40% da
CMA. Quando atingiram os pesos desejados, considerado dia 0, foram submetidas ao
tratamento térmico. A umidade do substrato foi monitorada a cada dois dias pela pesagem de
trés potes de cada tratamento, com uma balanca eletronica. A reposi¢ao da dgua durante o
periodo experimental foi realizada de modo a manter a umidade do substrato entre 35% e 45%
de CMA (tratamento de restricao hidrica) e entre 75% e 85% de CMA (tratamento controle).

As mudas permaneceram por vinte dias em cada regime de temperatura, com a
amplitude térmica didria constante de 15 °C (BUENO et al., 2011): 25/10 °C e 35/20 °C. Esses
regimes simularam ambientes frios (temperatura média de 17,5 °C) e quentes (temperatura
média de 27,5 °C), nos quais foram avaliados o desempenho fotossintético e o acimulo de
fitomassa.

As demais condi¢des ambientais foram constantes: radiagao fotossinteticamente ativa
(Q) de 800 pmol m? s, déficit de pressdo de vapor do ar (DPV) menor que 1,5 kPa e
fotoperiodo de 12 h (7h00 as 19h00).

3.3 Avaliacoes biométricas

As avaliagOes biométricas e morfoldgicas foram realizadas no inicio (fim do periodo
de aclimatacdo) e apds 20 dias da imposicao dos tratamentos (DAIT). As fracdes de folhas
maduras e jovens, de caule e de raiz de cada planta foram coletadas e desidratadas em estufa
de circulagdo forcada (modelo MAO032, Marconi, Brasil) a 60 °C até obtencdo de peso
constante. Nesse momento, as matérias secas de raizes (MSg), de caule (MS¢), de folhas
maduras (MSgy) e de brotagdes (MSg) foram determinadas em balanca eletronica, sendo MSg
composto pela matéria seca dos ramos jovens e das folhas jovens.

A drea foliar das brotacdes (AFg) foi avaliada com o uso de um planimetro digital
modelo Li-3000 (Licor, EUA). O numero de folhas e de brotagdes foi determinado por
contagem e o comprimento das brotagcdes e a altura das plantas foram determinados com o
auxilio de uma trena. O didmetro do caule (a 3 cm do ponto de enxertia) foi determinado com

um paquimetro digital.
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3.4 Potencial da agua na folha, teor relativo de dgua e condutincia hidraulica da planta

O potencial da dgua na folha (V) foi medido com uma camara de pressao modelo 3005
(SoilMoisture, EUA) em folhas localizadas préximas aquelas utilizadas nas medidas de trocas
gasosas. Como no regime de temperatura de 35/20 °C observou-se crescimento mais rapido e

uniforme das brotacdes foi possivel a avaliacdo do potencial da dgua nas folhas jovens.

Figura 1 — Mudas de laranjeiras Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo ou citrumeleiro Swingle
utilizadas no experimento. Setas vermelhas indicam as folhas maduras utilizadas nas avaliagcdes do
regime térmico 25/10 °C (a) e as folhas jovens utilizadas nas avaliagdes do regime térmico 35/20 °C

(b).

Nas medidas de teor relativo de dgua (TRA), discos foliares foram excisados e
imediatamente pesados em balanga analitica de precisdo para obtencdo do peso fresco (Mf).
Ap6s a pesagem, os discos ficaram por trés horas imersos em dgua destilada para obtencdo do
peso tdrgido (Mt) e depois foram secos em estufa de ventilagdo forcada a 60 °C por 48 h para
obtencdo do peso seco (Ms). Os valores obtidos nestas pesagens foram utilizados na seguinte
expressdo: TRA(%)=[(Mf-Ms)/(Mt-Ms)]x100. Da mesma maneira foi calculado o teor
relativo de dgua das folhas jovens no regime térmico de 35/20 °C.

Tanto as medidas de potencial da 4gua como de teor relativo de dgua foram realizadas
no 20° DAIT. Medidas de TRA foram realizadas as 6h00 e as medidas de ¥ foram realizadas
as 6h00 (antes do inicio do fotoperiodo) e as 13h00 nos dias de avaliagdo.

A condutancia hidrdulica (kp) foi estimada de acordo com a seguinte equagdo:
ki=E/AY, em que E ¢ a transpiragdo avaliada as 13h00 e AY=%s-¥;3,sendo que ¥¢ e Vi3 sdo
respectivamente o potencial da dgua na folha medido as 6h00 e as 13h00 (RIBEIRO et al.,
2009a).
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3.5 Trocas gasosas e atividade fotoquimica

As trocas gasosas foliares foram avaliadas com um analisador de gases por radiacao
infravermelha modelo Li-6400F (Licor, EUA). As varidveis estudadas foram: assimilacdo de
CO, (Pn); condutancia estomatica (gs); transpira¢do (E) e concentracdo intercelular de CO,
(Cj). A respiracdo no escuro (Rd) também foi avaliada nas mesmas folhas. A partir dos
valores de Pn, gs, Ci e Rd foram calculadas a concentracdo de CO, no cloroplasto (Cc) e a
condutancia mesofilica (g,) de acordo com EPRON et al. (2005).

Medidas de Pn, gs, E e Ci foram realizadas em intervalos de 2 h apds o inicio do
fotoperiodo (7h00) e as avaliagdes de Rd foram realizadas as 6h00, 13h00 e 19h00, no 20°
DAIT. As avaliacdes foram realizadas com concentracdo de CO, no ar constante (380 pmol
mol'l) e Q de 800 umol m?2s! [radiacdo saturante de acordo com MACHADO et al. (2005)],
controlados respectivamente pelo misturador de gases e pela fonte de luz do Li-6400F. As
avaliacdes foram registradas quando o coeficiente de variacao (CV) total foi inferior a 0,5% e
sob estabilidade temporal.

Aos 20 DAIT, as folhas consideradas nas avaliacdes fisiol6gicas no regime de 25/10
°C foram as formadas no periodo anterior ao experimento, denominadas de maduras. J4 aos
20 DAIT do regime de 35/20 °C (ambiente quente) foram avaliadas as folhas na base das
brotagdes formadas durante o tratamento térmico, denominadas de jovens. Essa medida foi
possivel uma vez que as mudas do regime 35/20 °C apresentaram crescimento mais vigoroso.

A partir dos dados de Rd, estimou-se a respiracdo diurna e a noturna para folhas
jovens e maduras, considerando-se Rd constante durante o periodo diurno (medidas das
13h00) e noturno (medida das 6h00). Calculou-se a assimila¢do diurna de CO, (Pn;) pela
integracdo de Pn e a transpiracdo diurna (E;) pela integracdo de E ao longo do 20° DAIT, entre
7h00 e 19h00. Com os dados de Pn; e E; calculou-se a eficiéncia do uso da dgua (EUA) pela
relacdo Pnyi/E;.

Medidas da emissdo de fluorescéncia da clorofila a foram realizadas com um
fluordmetro modulado (6400-40 LCF) integrado ao Li-6400F. As folhas foram previamente
adaptadas ao escuro por 30 minutos para a determinacdo da fluorescéncia minima em tecidos
adaptados ao escuro (Fp), em seguida, um pulso de luz saturante (A= 630 nm, Q ~ 6000 pmol
m? s, 0,8 s) foi aplicado para determinacdo da fluorescéncia méxima em tecidos adaptados
ao escuro (Fy). A partir dos valores de Fp e de Fy, calculou-se a fluorescéncia varidavel no

escuro (Fy=Fy-Fo), determinando-se, entdo, a eficiéncia quantica potencial do fotossistema II
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(Fv/Fy). A fluorescéncia instantanea (Fs) e maxima (Fy’) em tecidos adaptados a
luminosidade também foram avaliadas com o método do pulso de saturagcdo. A fluorescéncia
minima em tecidos adaptados a luz (Fp’) foi avaliada apds a excitacdo do fotossistema I com
radiacdo vermelha distante (A= 740 nm, Q ~ 5 pumol m> s'l, 2,0 s). A partir dos valores de Fs e
Fa® calculou-se a fluorescéncia varidvel no claro (AF= F,’-Fs) e determinou a eficiéncia
quantica efetiva do fotossitema II (AF/Fy’). Foram também avaliados os coeficientes de
extingdo fotoquimica [qp=(Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’)] e nao-fotoquimica [NPQ=(Fy-Fyx’')/Fyv'] da
fluorescéncia e o transporte aparente de elétrons [ETR=QxAF/Fy'x0,5x0,84] (ROHACEK,
2002). No célculo de ETR foi adotado que as folhas absorvem 0,84 de Q (DEMMIG &
BJORKMAN, 1987) e que ha parti¢do idéntica de energia entre os fotossistemas, i.e., 0,5. O
indice ETR foi separado em dois componentes, que correspondem ao transporte de elétrons
destinados a carboxilagao (ETR() e a oxigenagao (ETR() da ribulose-1,5-bisfosfato (GENTY
et al., 1989):

ETR = ETRc + ETRg

ETRc=1/3[ETR+8(Pn+Rd)]

ETRo=2/3[ETR-4(Pn+Rd)]

em que: ETR¢ = transporte de elétrons destinados a carboxilagdo da RuBP; ETR = transporte
de elétrons destinados a oxigenacdo da RuBP, ETR = transporte aparente de elétrons; Pn =

assimilacdo de CO,; e Rd = respiragdo no escuro.

3.6 Teores de clorofila e de nitrogénio foliar

Determinacdes indiretas dos teores de clorofila a e b foram realizadas com um
clorofildmetro modelo CFL1030 (Falker, Brasil). As medidas foram realizadas no 21° DAIT
nas mesmas folhas utilizadas nas medidas de trocas gasosas, sendo os valores expressos como
indice de clorofila (adimensional).

A avaliacgdo do teor de nitrogénio (N) foi realizada em folhas maduras coletadas no 21°
DAIT. Apés a coleta, as folhas foram armazenadas em ultrafreezer (-80 °C), liofilizadas e o
teor de N determinado pelo método micro-Kjeldhal (BATAGLIA et al., 1983). As folhas
foram maceradas em almofariz e em um pequeno pedaco de lenco de papel foi pesado 0,1 g
do material vegetal. Esta amostra foi transferida para um tubo de digestdo (tipo Folin-Wu)
onde foi adicionado 1 g de mistura digestora (composta por 100 g de sulfato de potéssio, 100
g de sulfato de cobre e 1 g de selénio), 1 mL de H,O, e 3 mL de 4cido sulftrico p.a.. Esses

tubos foram cobertos com pequenos funis de vidro, colocados em um bloco digestor e
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aquecidos por 15 minutos a 60 °C, 30 minutos a 180 °C e 2 horas a 333 °C. As amostras foram
digeridas até o clareamento do liquido. Os tubos foram removidos do bloco digestor e
resfriados a temperatura ambiente. Apds o resfriamento adicionou-se 5 mL de d4gua
deionizada para evitar que o liquido se solidificasse. Posteriormente seguiu-se a destilacdo das
amostras: acrescentou-se ao tubo de digestdo, através da torneira colocada sobre o conjunto de
destilacdo, 15 mL de NaOH 10N. O volume destilado de 20 mL foi recolhido em um
erlenmeyer contendo 20 mL de solucdo de 4cido borico-indicador. O conteido do erlenmeyer
foi titulado com solugdo padronizada de H,SO4. O ponto de viragem foi lilds claro. Junto as
amostras também foram processados dois tubos brancos e um padrdo. Posteriormente
realizou-se o célculo do teor de nitrogénio pela féormula: N (mg g'l) = (amostra — branco) x
F/MS, em que: amostra = volume gasto na titulacio da amostra; branco = volume gasto na
titulagdo do branco; F = fator de correcao do acido (igual a 1) e MS = massa seca da amostra

utilizada.

3.7 Teores de carboidratos nas folhas, caules e raizes

A quantificac@o de carboidratos foi realizada em amostras de matéria seca obtidas de
folhas, ramos e raizes coletadas no 21° DAIT. As amostras foram coletadas e posteriormente
secas em estufa (modelo MA032, Marconi, Brasil) de circulagio forcada a 60 °C até obtengéo
de peso constante, sendo posteriormente armazenadas até o momento das andlises. As
amostras foram entdo maceradas em almofariz e armazenadas em recipientes plasticos.

Nas determinagOes dos teores de carboidratos foram considerados os agucares soluveis
(AS), sacarose (SAC), amido (AM) e carboidratos metabolizaveis (AT), sendo AT
determinado indiretamente (AT=AS+AM).

Para extracdo dos carboidratos foliares utilizou-se uma solu¢do composta por metanol,
cloroférmio e 4gua (MCW) na propor¢do de 15:5:3 v/v (BIELESKI & TURNER, 1966). Em
um tubo de rosca colocaram-se aproximadamente 75 mg de matéria seca com 3 mL de MCW.
Apbs 48 h sob refrigeracdo adicionou-se 1,2 mL de dgua e 1,8 mL de cloroférmio. Esta
solucdo foi novamente armazenada sob refrigeracao por 24 h. Apds esta etapa, o sobrenadante
foi coletado e concentrado a 55 °C em banho-maria (MA184, Marconi, Brasil). O volume
obtido foi mensurado e as amostras utilizadas para determinagdo de AS e SAC.

A fracdo AS foi determinada pelo método fenol-sulfirico (DUBOIS et al., 1956). Em
10 pL. de amostra, foram adicionados 490 pL. de dgua destilada, 500 pL de fenol 5% e 2 mL

de 4cido sulfdrico p.a., agitando-se a solucdo em vortex. Apds o resfriamento da solugdo,
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realizou-se a leitura da absorbancia a 490 nm, em espectrofotdmetro modelo B342I1
(Micronal, Brasil), em duplicata. Os valores foram transformados em teor de AS com o
auxilio de uma reta-padrdo obtida com concentragdes variadas de glicose (0, 5, 10, 20, 30, 40
e 50 ug).

A fracdo SAC foi determinada pelo método proposto por VAN HANDEL (1968). Em
tubos de ensaio, foram adicionados 15 pL. de amostra, 485 pL de dgua e 500 pL de solucdo de
hidréxido de potassio 30%. Os tubos foram vedados e incubados a 95 °C por 10 minutos em
banho-maria. Posteriormente, foram adicionados 500 pL de fenol 5% e 2 mL de 4acido
sulftrico p.a. A solucdo foi agitada em vortex e apds o resfriamento procedeu-se a leitura da
absorbancia a 490 nm, em espectrofotdmetro, em duplicata. Os valores foram transformados
em teor de SAC com o auxilio de uma reta-padrdo obtida com concentracdes variadas de
sacarose (0, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pg).

Para determinacdo de AM utilizou-se o método enzimatico proposto por AMARAL et
al. (2007). Amostras de 10 mg de matéria seca foram depositadas em microtubos de 2 mL.
Para obten¢do do precipitado foram feitas quatro extragdes com 500 pL de etanol 80% com
incubac@o em banho-maria por 20 minutos a 80 °C. O precipitado foi seco durante 72 horas a
temperatura ambiente. Adicionou-se ao precipitado 500 pL (110 U mL™) de a-amilase (EC
2.3.1.1) termoestavel de Bacillus licheniformis (c6d. E-ANAAM, Megazyme, Irlanda),
diluida em tampao MOPS 10 mM e pH 6,5. As amostras foram incubadas a 75 °C (em banho-
maria) por 30 minutos. Este passo foi repetido mais uma vez, totalizando 120 unidades da
enzima. Em seguida adicionou-se 500 pL (30 U mL'l) de amiloglucosidade (EC 3.2.1.3) de
Aspergillus niger (c6d. E-AMGPU, Megazyme, Irlanda) em tampao acetato de s6dio 100 mM
e pH 4,5. As amostras foram incubadas a 50 °C por 30 minutos. Este passo foi repetido mais
uma vez, totalizando 30 unidades da enzima. Apds, foram acrescentados 100 pL de dcido
perclérico 0,8 M. A quantificacdo de amido foi realizada em 50 plL da amostra adicionados a
750 uL de glicose PAP Liquiform (Labtest Diagndstica S.A., Brasil), com posterior incubagao
a 30 °C por 15 minutos. A absorbancia foi avaliada com um leitor de microplacas modelo
EL307C (Bio-Tek Instruments, EUA) a 490 nm, em triplicata. Os valores foram
transformados em teor de amido a partir da reta-padrdo obtida com as leituras de solucdes

contendo 5, 10, 15, 20, 25 e 30 pg de glicose.
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3.8 Teor foliar de prolina

A quantificacdo de prolina foi feita segundo os procedimentos descritos por RENA &
MASCIOTTI (1976). Utilizou-se o mesmo extrato purificado das andlises de AS e SAC.
Aliquotas de 100 pL do extrato purificado foram colocadas em um tubo de ensaio,
adicionando-se 100 pL de glicina 0,13 M e completando-se o volume de 3 mL com 4gua
destilada. Adicionou-se posteriormente 2 mL de soluc¢do de ninhidrina (600 mg de ninhidrina,
15 mL de 4cido acético p.a. e 10 mL de dcido fosférico 6 M). A solucgao foi agitada em vortex
para homogeneizacdo e incubada em banho-maria a 95 °C por 35 minutos. Apds a incubagdo
os tubos foram colocados em banho de gelo, adicionando-se 4 mL de tolueno p.a. e
novamente procedendo-se a agitacdo em vortex. A absorbancia da solugdo foi determinada a
515 nm em espectrofotdmetro, em duplicata. Os valores foram transformados em teor de
prolina com o auxilio de uma reta-padrao obtida com concentracdes variadas de prolina (0,2,

5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 pg). Os resultados foram expressos em pmol g'l.
3.9 Analise dos dados

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em esquema fatorial. As
causas de variacdo foram combinacdo copa/porta-enxerto e disponibilidade hidrica, em cada
regime térmico. Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (teste F) e quando

houve diferenca significativa, as médias (trés repeticdes) foram comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.

4 RESULTADOS
4.1 Ambiente frio (25/10 °C)
4.1.1 Potencial da agua na folha, condutancia hidraulica, teor relativo de agua e prolina
Tanto em medidas realizadas na antemanha quanto em medidas realizadas no inicio da
tarde, observou-se reduc¢do significativa do potencial da dgua na folha (W) devido ao déficit

hidrico em ambos os porta-enxertos (Figura 2). No periodo da tarde, plantas enxertadas em

‘Swingle’ apresentaram menor ¥ quando comparadas as enxertadas em ‘Cravo’,
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independente da condi¢do hidrica. Em condicdes de adequada disponibilidade hidrica os
valores de ¥ em ‘Swingle’ foram 25% mais baixos quando comparadas as plantas enxertadas
em ‘Cravo’. Em plantas submetidas ao déficit hidrico, ¥ foi 18% menor em ‘Swingle’ quando

comparado a ‘Cravo’ (Figura 2b).

Porta-enxerto Porta-enxerto
Cravo Swingle Cravo Swingle

0,0 0,0
E 0,6 £ = 0,6
E ’ Aa Aa / ’ / T
=~ Ab Ab Aa = i /
B~ -1,2 -1,2 Ab Ba EEF

1.8 Irrigado 1.8 Bb

*© " (a) Antemanha Déficit hidrico *® (b) 13h00

Figura 2 - Potencial da 4gua na folha de mudas de laranjeira Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo
ou citrumeleiro Swingle mantidas irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no
regime térmico de 25/10 °C (dia/noite). Avaliacdes realizadas na antemanha (a) e as 13h00 (b) apds 20
dias de déficit hidrico. Cada histograma representa o valor médio (n=3) + desvio padrdo. Letras
maidsculas distintas indicam diferengas estatisticas (p<0,05) entre os porta-enxertos na mesma
condicdo hidrica e letras mintisculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos
hidricos no mesmo porta-enxerto.

Em plantas enxertadas em ‘Cravo’, o teor relativo de dgua (TRA) foi reduzido pelo
déficit hidrico, o que ndo ocorreu em plantas enxertadas em ‘Swingle’ (Figura 3a). A
condutancia hidraulica (ki) foi reduzida pelo déficit hidrico independente do porta-enxerto
considerado. Todavia, a redu¢do foi mais acentuada em plantas enxertadas em ‘Cravo’ (-
74%). As plantas dessa combinacdo apresentaram valores de ki bem superiores (+69%) aos
das plantas enxertadas em ‘Swingle’ em condicdo de adequada disponibilidade hidrica (Figura
3b).

Houve aumento no teor de prolina foliar em plantas submetidas ao déficit hidrico,
independente do porta-enxerto utilizado. O teor de prolina em plantas sob déficit hidrico foi

maior nas enxertadas em ‘Swingle’ quando comparadas as enxertadas em ‘Cravo’ (Figura 3c).
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Figura 3 - Teor relativo de 4gua (TRA, em a), condutincia hidrdulica (k;, em b) e teor foliar de
prolina (c) em folhas de laranjeiras Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo ou citrumeleiro Swingle
mantidas irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no regime térmico de 25/10
°C (dia/noite). Avaliacdes realizadas apds 20 dias de déficit hidrico. Cada histograma representa o
valor médio (n=3) % desvio padrdo. Letras maidsculas distintas indicam diferengas estatisticas
(p<0,05) entre os porta-enxertos na mesma condi¢do hidrica e letras minusculas distintas representam
diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos no mesmo porta-enxerto.

4.1.2 Trocas gasosas e atividade fotoquimica

Nas medidas de trocas gasosas realizadas no 20° DAIT, observou-se que o déficit
hidrico causou reducdo na assimilagdo de CO, (Pn) nas plantas de ambos os porta-enxertos
(Figura 4a). Indiferente a condi¢do hidrica, plantas enxertadas em ‘Swingle’ apresentaram
maior Pn quando comparadas as enxertadas em ‘Cravo’ na mesma condicdo hidrica. Plantas
enxertadas em ‘Swingle’ ndo apresentaram redugdo da condutdncia estomdtica devido ao

déficit hidrico, no entanto, em plantas sobre ‘Cravo’ houve redugdo (Figura 4b). Tanto em
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plantas enxertadas em ‘Cravo’ quanto em ‘Swingle’, o déficit hidrico causou reducdo também
da condutancia mesofilica (gy) e da eficiéncia de carboxilagdo (Pn/Cc). Entretanto, as plantas
enxertadas em ‘Swingle’ apresentaram sempre maiores valores de g, e Pn/Cc quando

comparadas as enxertadas em ‘Cravo’, na mesma condi¢do hidrica (Figura 4c,d).
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Figura 4 - Assimilacdo de CO, (Pn, em a), condutincia estomatica (gs, em b), condutancia mesofilica
(gm, em c) e eficiéncia de carboxilacido (Pn/Cc, em d) em laranjeiras Valéncia enxertadas em limoeiro
Cravo ou citrumeleiro Swingle, mantidas irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de
CMA) no regime térmico de 25/10 °C (dia/noite). AvaliagOes realizadas as 13h00 apds 20 dias de
déficit hidrico. Cada histograma representa o valor médio (n=3) + desvio padrdo. Letras maiusculas
distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os porta-enxertos na mesma condi¢do hidrica e
letras mindsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos no mesmo
porta-enxerto.

Plantas enxertadas sobre ambos os porta enxertos apresentaram reducdo da
assimilac@o diurna de CO, (Pn;) devido ao déficit hidrico, no entanto, essa redu¢do foi mais
acentuada em plantas enxertadas em ‘Swingle’ (Figura 5a). No tratamento com
disponibilidade hidrica, plantas enxertadas em ‘Swingle’ apresentaram maior Pn; quando
comparadas as enxertadas em ‘Cravo’ (Figura 5a). Houve reducdo da transpiracdo diurna (E;)
devido ao déficit hidrico tanto em plantas enxertadas em ‘Cravo’ quanto em ‘Swingle’,
porém, as plantas enxertadas em ‘Cravo’ apresentaram menor E; quando comparadas as
enxertadas em ‘Swingle’ em condi¢des de déficit hidrico (Figura 5b). A reduc¢do da eficiéncia

do uso da dgua (EUA) devido ao déficit hidrico ocorreu somente em plantas enxertadas em
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‘Swingle’. Nesta condi¢ao hidrica, as plantas enxertadas em ‘Cravo’ apresentaram maior
EUA quando comparadas as enxertadas em ‘Swingle’. No entanto, estas apresentaram maior
EUA quando comparadas as enxertadas em ‘Cravo’ em condi¢des de adequada

disponibilidade hidrica (Figura 5c).
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Figura 5 - Assimilagdo diurna de CO, (Pn;, em a), transpiragdo diurna (E;, em b) e eficiéncia do uso
da dgua (EUA, em c) em laranjeiras Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo ou citrumeleiro Swingle,
mantidas irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no regime térmico de 25/10
°C (dia/noite). Avaliacdes realizadas as 13h00 apds 20 dias de déficit hidrico. Cada histograma
representa o valor médio (n=3) + desvio padrdo. Letras maiudsculas distintas indicam diferencas
estatisticas (p<0,05) entre os porta-enxertos na mesma condi¢do hidrica e letras mindsculas distintas
representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos no mesmo porta-enxerto.

Em plantas enxertadas em ‘Cravo’ houve redugdo tanto da respiracdo diurna (-48%)
quanto da respiragdo noturna (-75%) devido ao déficit hidrico (Figura 6a). Em plantas

enxertadas em ‘Swingle’ a reducdo ocorreu somente na respiracdo noturna (Figura 6b).
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Plantas enxertadas em ‘Cravo’ apresentaram maior respiracdo durante o dia quando
comparada a respiracido noturna, independente da condi¢do hidrica (Figura 6a). Nas plantas
enxertadas em ‘Swingle’ ndo houve diferenca na respiracdo entre os periodos diurno e
noturno nas plantas mantidas sob adequada disponibilidade hidrica, o que ndo foi observado

nas plantas sob déficit hidrico (Figura 6b). Nestas, a respira¢ao foi 50% maior durante o dia.
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Figura 6 - Respiracdo foliar (Rd) de laranjeiras Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo (a) ou em
citrumeleiro Swingle (b), mantidas irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no
regime térmico de 25/10 °C (dia/noite). Avaliagdes realizadas apds 20 dias de déficit hidrico. Cada
histograma representa o valor médio (n=3) + desvio padrdo. Letras maitsculas distintas indicam
diferencas estatisticas (p<0,05) entre os periodos na mesma condi¢do hidrica e letras minudsculas
distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos no mesmo periodo.

Os teores de clorofila nao foram influenciados pelos porta-enxertos ou pelo déficit
hidrico. Quanto a atividade fotoquimica, ndo foram observadas alteracdes significativas na
eficiéncia quantica potencial (Fy/Fy) e efetiva (AF/Fy’) do fotossistema II, nos coeficientes
de extin¢do fotoquimica (q,) e ndo fotoquimica (NPQ) da fluorescéncia, no transporte
aparente de elétrons (ETR) e no transporte de elétrons para a oxigenacdo da Rubisco (ETRp)
devido ao déficit hidrico ou aos porta-enxertos. Com relag@o ao transporte de elétrons para a
carboxilacdo da Rubisco (ETR(), observou-se reducdo devido ao déficit hidrico em plantas

enxertadas em ‘Cravo’ (Tabela 2).
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Tabela 2 — Teores de clorofila a e b, eficiéncia quantica potencial (Fy/Fy) e efetiva (AF/Fy’) do
fotossistema II, coeficientes de extingdo fotoquimica (q,) € ndo fotoquimica (NPQ) da fluorescéncia,
transporte aparente de elétrons (ETR), transporte de elétrons destinados a carboxilacdo (ETRc) e a
oxigenacdo (ETRp) da Rubisco em mudas de laranjeira Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo ou
citrumeleiro Swingle mantidas irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) e
crescidas no regime térmico de 25/10 °C.

Porta-enxerto / Condi¢do hidrica

Varidveis Cravo Swingle

Irrigado Déficit hidrico Irrigado Déficit hidrico
Clorofila a 41,6+0,3 Aa 40,8+0,5 Aa 40,8+0,2 Aa 40,6+2,0 Aa
Clorofila b 40,4+1,2 Aa 40,6+2,0 Aa 40,2+0,2 Aa 39,7+0,7 Aa
Fyv/Fy 0,82+0,02 Aa  0,82+0,01 Aa 0,83+0,01 Aa 0,83+0,01 Aa
AF/F\y 0,29+0,05 Aa  0,26+0,04 Aa 0,29+0,02 Aa 0,29+0,02 Aa
dp 0,67£0,09 Aa  0,66+0,08 Aa 0,69+0,04 Aa 0,67+0,04 Aa
NPQ 1,93+0,14 Aa  2,1240,31 Aa 2,0240,22 Aa 1,86+0,24 Aa
ETR (umol m™s™) 94,6+18,4 Aa  90,9£16,5 Aa 100,1+8,7 Aa 97,449,0 Aa
ETR¢ (umol m?s™) 50,2+6,4 Aa 39,3+£5,3 Ab 52,043,7 Aa 47,3+3,5 Aa
ETR, (umol m™s™) 44,5+12,4 Aa  51,6%11,1 Aa 48,1+5,1 Aa 50,145,7 Aa

Letras maidsculas distintas nas linhas indicam diferenga estatistica entre os porta-enxertos na mesma condicao
hidrica e letras mintsculas distintas representam diferenca estatistica entre os tratamentos hidricos no mesmo
porta-enxerto. Média (n=3) + desvio padrdo. Medidas realizadas apds 20 dias de déficit hidrico.

4.1.3 Teores de nitrogénio foliar

Os teores foliares de nitrogénio ndo foram afetados pelo déficit hidrico. Quanto aos
porta-enxertos, os teores foliares em plantas enxertadas em ‘Swingle’ foram maiores do que
nas plantas enxertadas em ‘Cravo’, com valores de 32,6+0,8 g kg'1 e 30,6+0,7 g kg'l,

respectivamente.

4.1.4 Teores de carboidratos nas folhas, caules e raizes

Em plantas enxertadas em ‘Cravo’, os teores de agucares soliveis (AS) aumentaram
no caule e na raiz em funcdo do déficit hidrico, ao passo que nas folhas AS manteve-se
inalterado (Figura 7a,c,e). Em plantas enxertadas em ‘Swingle’ observou-se menor AS nas
folhas das plantas sob déficit hidrico e no caule e na raiz ndo houve variagao no teor de AS

em funcdo da condicao hidrica (Figura 7b,d,f).
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Figura 7 — Teores de agucares soliveis (AS), sacarose (SAC), amido (AM) e carboidratos
metabolizdveis (AT) em folhas maduras (a,b), caules (c,d) e raizes (e,f) de mudas de laranjeiras
Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo (a,c,e) ou citrumeleiro Swingle (b,d,f) mantidas irrigadas
(80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no regime térmico de 25/10 °C (dia/noite).
Avaliagdes realizadas apds 20 dias de déficit hidrico. Cada histograma representa o valor médio (n=3)
+ desvio padrdo. Asteriscos indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos hidricos no

mesmo porta-enxerto.

O teor de sacarose (SAC) em plantas enxertadas em ‘Cravo’ também aumentou no
caule e na raiz devido ao déficit hidrico, ao passo que nas folhas ndo houve alteracdo (Figura
7a,c,e). J4 em plantas enxertadas em ‘Swingle’, a tnica alteracdo em funcdo do tratamento
hidrico ocorreu no caule, com aumento de SAC devido ao déficit hidrico (Figura 7d).

O déficit hidrico ndo causou alteracdao no teor de amido (AM) nas folhas, caule ou
raizes de plantas enxertadas em ‘Cravo’ (Figura 7a,c,e). J& em plantas enxertadas em

‘Swingle’, AM aumentou nas folhas (+52%) e nas raizes (+78%) em plantas sob restricao

hidrica (Figura 7b,f).
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Quanto aos carboidratos metabolizaveis (AT), houve aumento de AT no caule e nas
raizes de plantas enxertadas em ‘Cravo’ em resposta ao déficit hidrico (Figura 7c,e). Em
plantas enxertadas em ‘Swingle’ houve alteracdo em funcao da condicdo hidrica somente nas

raizes, com aumento de AT em plantas submetidas ao déficit hidrico (Figura 7f).

4.1.5 Biometria

O déficit hidrico causou uma reducdo de 54% na producgao de fitomassa das brotagdes
(tecidos jovens) das plantas enxertadas em ‘Swingle’, enquanto que nas enxertadas em
‘Cravo’ essa varidvel ndo foi afetada (Figura 8a). Tanto em plantas enxertadas em ‘Cravo’
quanto em ‘Swingle’, o déficit hidrico reduziu o crescimento em 4rea foliar (Figura 8b) e em
comprimento da brotacdo (Figura 8c), e o nimero de folhas das brotacdes (Figura 8d), sendo

esse efeito mais severo nas plantas sobre ‘Swingle’.
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Figura 8 - Crescimento em matéria seca da brotacdo (MSg, em a), em area foliar (AFg, em b), em
comprimento de brotagdes (Cg, em c) e nimero de folhas das brotacdes (NFp, em d) de mudas de
laranjeira Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo ou citrumeleiro Swingle, mantidas irrigadas (80%
de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no regime térmico de 25/10 °C (dia/noite). Avaliagdes
realizadas apds 20 dias de déficit hidrico. Cada histograma representa o valor médio (n=3) + desvio
padrdo. Letras maidsculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os porta-enxertos na
mesma condicdo hidrica e letras minusculas distintas representam diferencas estatisticas entre os

tratamentos hidricos no mesmo porta-enxerto.
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Além das alteragdes na parte aérea (brotagdes), observou-se que a matéria seca das

raizes (MSg) das plantas enxertadas em ‘Cravo’ aumentou em 24% sob déficit hidrico, ndo

havendo alteracdes significativas nas plantas enxertadas em ‘Swingle’ (Figura 9). Quanto a

matéria seca do caule (MSc) e das folhas maduras (MSgv), ndo foram observadas

modificagdes devido aos regimes hidricos.
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Figura 9 — Matéria seca de raizes (MSg) de mudas de laranjeira Valéncia enxertadas em limoeiro
Cravo ou citrumeleiro Swingle, mantidas irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de
CMA) no regime térmico de 25/10 °C (dia/noite). AvaliacOes realizadas apds 20 dias de déficit
hidrico. Cada histograma representa o valor médio (n=3) + desvio padrdo. Letras maidsculas distintas
indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os porta-enxertos na mesma condi¢@o hidrica e letras
minusculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos no mesmo porta-

enxerto.

4.2 Ambiente quente (35/20 °C)

4.2.1 Potencial da agua na folha, condutancia hidraulica, teor relativo de agua e prolina

Tanto em medidas realizadas na antemanha quanto em medidas realizadas no inicio da

tarde, observou-se reducao significativa de ¥ devido ao déficit hidrico em ambos os porta-

enxertos (Figura 10). Na antemanha, o ¥ de plantas sob déficit hidrico enxertadas em ‘Cravo’

foi 17% maior do que o observado nas plantas enxertadas em ‘Swingle’ na mesma condi¢do

hidrica.
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Figura 10 - Potencial da dgua (¥) na folha jovem de mudas de laranjeira Valéncia enxertadas em
limoeiro Cravo ou citrumeleiro Swingle mantidas irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico
(40% de CMA) no regime térmico de 35/20 °C (dia/noite). AvaliagGes realizadas na antemanha (a) e
as 13h00 (b) no 20° dia apds imposi¢ao do déficit hidrico. Cada histograma representa o valor médio
(n=3) + desvio padrdo. Letras maitdsculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os
porta-enxertos na mesma condi¢do hidrica e letras mindsculas distintas representam diferencas
estatisticas entre os tratamentos hidricos no mesmo porta-enxerto.

O TRA foi maior em plantas sob déficit hidrico em ambos os porta-enxertos (Figura
11a), ao passo que ki, foi reduzido em 40% devido ao déficit hidrico apenas em plantas
enxertadas em °‘Cravo’ (Figura 11b). Houve aumento do teor foliar de prolina devido a
restri¢ao hidrica em plantas enxertadas sobre ambos os porta-enxertos. No entanto, o teor de
prolina foi 62% maior em plantas enxertadas em ‘Swingle’ quando comparadas as enxertadas
em ‘Cravo’ com adequada disponibilidade hidrica e 57% maior em plantas sob déficit hidrico

(Figura 11c).
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Figura 11 - Teor relativo de dgua (TRA, em a), condutancia hidraulica (k;, em b) e teor foliar de
prolina (c) em folhas de laranjeiras Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo ou citrumeleiro Swingle
mantidas irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no regime térmico de 35/20
°C (dia/noite). Avaliacdes realizadas apds 20 dias de déficit hidrico. Cada histograma representa o
valor médio (n=3) * desvio padrdo. Letras maitsculas distintas indicam diferencas estatisticas
(p<0,05) entre os porta-enxertos na mesma condi¢do hidrica e letras minusculas distintas representam
diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos no mesmo porta-enxerto.

4.2.2 Trocas gasosas e atividade fotoquimica
Nas medidas de trocas gasosas realizadas no 20° DAIT observou-se que plantas em

ambos os porta-enxertos apresentaram reducdo de Pn devido ao déficit hidrico. Indiferente a

condicdo hidrica, plantas enxertadas em ‘Cravo’ apresentaram maior Pn quando comparadas
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as enxertadas em ‘Swingle’ na mesma condicdo hidrica (Figura 12a). Tanto em plantas
enxertadas em ‘Cravo’ quanto em plantas enxertadas em ‘Swingle’ houve reducdo de g
devido ao déficit hidrico. Todavia, plantas enxertadas em ‘Cravo’ apresentaram maior g
quando comparadas as enxertadas em ‘Swingle’ na mesma condi¢do hidrica (Figura 12b).
Somente em plantas enxertadas em ‘Cravo’, g, foi reduzido devido ao déficit hidrico (Figura
12¢). Quanto a Pn/Cc ndo houve diferencas devido aos porta-enxertos ou ao tratamento

hidrico (Figura 12d).
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Figura 12 - Assimilagdo de CO, (Pn, em a), condutincia estomdtica (gs, em b), condutincia
mesofilica (g, em c) e eficiéncia de carboxilagdo (Pn/Cc, em d) em laranjeiras Valéncia enxertadas
em limoeiro Cravo ou citrumeleiro Swingle, mantidas irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico
(40% de CMA) no regime térmico de 35/20 °C (dia/noite). Avaliacdes realizadas as 13h00 apds 20
dias de déficit hidrico. Cada histograma representa o valor médio (n=3) + desvio padrdo. Letras
maidsculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os porta-enxertos na mesma
condi¢do hidrica e letras minudsculas distintas representam diferengas estatisticas entre os tratamentos
hidricos no mesmo porta-enxerto.

Em plantas enxertadas sobre ambos os porta enxertos houve reducdo de Pn; e de E;
devido ao déficit hidrico (Figura 13a,b). Plantas enxertadas em ‘Cravo’ apresentaram maior
Pn; e E; quando comparadas as enxertadas em ‘Swingle’ na mesma condi¢d@o hidrica, tanto no
tratamento irrigado quanto sob déficit hidrico. EUA ndo foi afetado pelo déficit hidrico nos
porta-enxertos utilizados, porém, plantas enxertadas em ‘Swingle’ apresentaram maior EUA

quando comparadas as enxertadas em ‘Cravo’ na mesma condicao hidrica (Figura 13c).
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Figura 13 - Assimilagdo total CO, (Pn;, em a), transpiragdo total (E;, em b) e eficiéncia do uso da
dgua (EUA, em c) em laranjeiras Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo ou citrumeleiro Swingle,
mantidas irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no regime térmico de 35/20
°C (dia/noite). Avaliacdes realizadas as 13h00 apés 20 dias de déficit hidrico. Cada histograma
representa o valor médio (n=3) + desvio padrdo. Letras maidsculas distintas indicam diferencas
estatisticas (p<0,05) entre os porta-enxertos na mesma condi¢cdo hidrica e letras minudsculas distintas
representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos no mesmo porta-enxerto.

Em plantas enxertadas em ‘Cravo’ ndo houve mudanca de Rd devido ao déficit hidrico
ou entre os periodos diurno e noturno (Figura 14a). Em plantas enxertadas em ‘Swingle’
também nao houve alteracdo em fungdo do déficit hidrico, porém, no periodo diurno as
plantas apresentaram maior Rd, independente da condi¢do hidrica (Figura 14b). Durante a
noite, plantas enxertadas em ‘Cravo’ apresentaram maior Rd (+51%) que as enxertadas em

‘Swingle’ (Figura 14).
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Figura 14 - Respiracdo foliar (Rd) de laranjeiras Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo (a) ou em
citrumeleiro Swingle (b), mantidas irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no
regime térmico de 35/20 °C (dia/noite). Avaliagdes realizadas apds 20 dias de déficit hidrico. Cada
histograma representa o valor médio (n=3) + desvio padrdo. Letras maidsculas distintas indicam
diferencas estatisticas (p<0,05) entre os periodos na mesma condi¢do hidrica e letras mindsculas
distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos no mesmo periodo.

Os teores de clorofila ndo foram influenciados pelo déficit hidrico em plantas
enxertadas em ‘Swingle’ ou em ‘Cravo’. Quanto a atividade fotoquimica, ndo foram
observadas alteracOes significativas em Fyv/Fy, AF/Fy’, qp, NPQ, ETR e ETRq devido ao
déficit hidrico ou aos porta-enxertos. Quanto a ETR(, observou-se reducao devido ao déficit

hidrico em plantas enxertadas tanto em ‘Cravo’ quanto em ‘Swingle’ (Tabela 3).
4.2.3 Teores de nitrogénio foliar
Os teores foliares de N também nao foram afetados pelo déficit hidrico. Quanto aos

porta-enxertos, estes também ndo influenciaram significativamente os teores foliares de N.

Em ‘Cravo’ o teor foi de 26,2+1,3 g kg e em ‘Swingle’ foi de 28,1+0,3 g kg™
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Tabela 3 — Teores de clorofila a e b, eficiéncia quantica potencial (Fy/Fy) e efetiva (AF/Fy’) do
fotossistema II, coeficientes de extingdo fotoquimica (q,) € ndo fotoquimica (NPQ) da fluorescéncia,
transporte aparente de elétrons (ETR), transporte de elétrons destinados a carboxilacdo (ETRc) e a
oxigenacdo (ETRp) da Rubisco em mudas de laranjeira Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo ou
citrumeleiro Swingle mantidas irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) e
crescidas no regime térmico 35/20 °C.

Porta-enxerto / Condi¢ao hidrica

Varidveis Cravo Swingle

Irrigado Déficit hidrico Irrigado Déficit hidrico
Clorofila a 38,6+0,2 Aa 37,7+0,2 Aa 39,6+0,3 Aa 39,1+0,1 Aa
Clorofila b 17,740,5 Ba 19,6+0,9 Ba 39,1+1,0 Aa 40,1+0,6 Aa
Fy/Fy 0,79+0,01 Aa  0,78+0,02 Aa  0,80+0,02 Aa  0,81+0,01 Aa
AF/Fyp- 0,2240,02 Aa 0212001 Aa  025+0,02Aa  0,21+0,01 Ab
b 0,54+0,04 Ba  0,54+0,02 Aa  0,6720,02 Aa  0,60+0,06 Aa
NPQ 2,2240,14 Aa 2254026 Aa  2,43+020 Aa  2,47+0,12 Aa
ETR (umol m”s™) 76,2+6,2 Aa 71,1+4,5 Aa 84,6+7,2 Aa 72,7+4.8 Aa
ETR¢ (umol m™s™) 51,842,5 Aa 44,3+0,9 Ab 51,542,2 Aa 43,1+2,0 Ab
ETR, (umol m™s™) 24,3+3.8 Aa 28,843,6 Aa 33,145,6 Aa 29,543,0 Aa

Letras maiudsculas distintas nas linhas indicam diferenga estatistica entre os porta-enxertos na mesma condi¢do
hidrica e letras mintusculas distintas representam diferenga estatistica entre os tratamentos hidricos no mesmo
porta-enxerto. Média (n=3) + desvio padrdo. Medidas realizadas apds 20 dias de déficit hidrico.

4.3.4 Teores de carboidratos nas folhas, caules e raizes

Em plantas enxertadas em ‘Cravo’, ndo houve alteracdo nos teores de AS, SAC, AM
ou de AT em folhas em fun¢do do déficit hidrico (Figura 15a). J4 em plantas enxertadas em
‘Swingle’, maiores teores AS e AT foram observados em folhas de plantas submetidas a
restricao hidrica (Figura 15b).

No caule, observou-se reducao dos teores de SAC, AM e AT devido ao déficit hidrico
em plantas enxertadas em ‘Cravo’ (Figura 15c). J4 em plantas enxertadas em ‘Swingle’ e
submetidas a restri¢ao hidrica, houve reducao dos teores de AS, AM e AT (Figura 15d).

Observou-se nas raizes de plantas enxertadas em ‘Cravo’ um aumento do teor de AS,
SAC e AT em plantas sob déficit hidrico (Figura 15¢), ao passo que em plantas enxertadas em

‘Swingle’ houve reducdo nos teores de todos os carboidratos analisados.
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Figura 15 — Teores de acucares soliveis (AS), sacarose (SAC), amido (AM) e carboidratos
metabolizdveis (AT) em folhas maduras (a,b), caules (c,d) e raizes (e,f) de mudas de laranjeiras
Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo (a,c,e) ou citrumeleiro Swingle (b,d,f) mantidas irrigadas
(80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no regime térmico de 35/20 °C (dia/noite).
Avaliagdes realizadas apds 20 dias de déficit hidrico. Cada histograma representa o valor médio (n=3)
+ desvio padrdo. Asteriscos indicam diferengas estatisticas (p<0,05) entre os tratamentos hidricos no

mesmo porta-enxerto.

4.2.5 Biometria

O déficit hidrico causou reduc@o no crescimento em MSg, AFg, Cg e NFp tanto de
plantas enxertadas em ‘Cravo’ quanto em ‘Swingle’ (Figura 16). A reducdo em MSg e AFg
em plantas enxertadas em ‘Swingle’ foi mais acentuada, em torno de 71% e 66%,
respectivamente, enquanto que em ‘Cravo’ essa redugao foi de 46% e 44%, respectivamente.

Em condi¢des de déficit hidrico, plantas enxertadas em ‘Cravo’ apresentaram maior
crescimento em MSg e em AFp e maior NFg quando comparadas as enxertadas em ‘Swingle’

na mesma condi¢ao hidrica (Figura 16a,b,d).
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Figura 16 - Crescimento em matéria seca da brotacdo (MSg, em a), em drea foliar (AFg, em b), em
comprimento de brotagdes (Cg, em c) e nimero de folhas das brotacdes (NFp, em d) de mudas de
laranjeira Valéncia enxertadas em limoeiro Cravo ou citrumeleiro Swingle, mantidas irrigadas (80%
de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de CMA) no regime térmico de 35/20 °C (dia/noite). Avaliagdes
realizadas apds 20 dias de déficit hidrico. Cada histograma representa o valor médio (n=3) + desvio
padrdo. Letras maidsculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os porta-enxertos na
mesma condicdo hidrica e letras mintsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os
tratamentos hidricos no mesmo porta-enxerto.

Além das alteracdes na parte aérea (brotacdes), observou-se que MSg das plantas
enxertadas em ‘Cravo’ aumentou sob déficit hidrico (+44%), ndo havendo alteracdes
significativas nas plantas enxertadas em ‘Swingle’ (Figura 17). Quanto a MSc e MSr nado

foram observadas modificagdes devido aos regimes hidricos.
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Figura 17 — Matéria seca de raizes (MSg) de mudas de laranjeira Valéncia enxertadas em limoeiro
Cravo ou citrumeleiro Swingle, mantidas irrigadas (80% de CMA) ou sob déficit hidrico (40% de
CMA) no regime térmico de 35/20 °C (dia/noite). Avaliacdes realizadas apds 20 dias de déficit
hidrico. Cada histograma representa o valor médio (n=3) + desvio padrdo. Letras maidsculas distintas
indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os porta-enxertos na mesma condi¢do hidrica e letras
minusculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos no mesmo porta-
enxerto.

5 DISCUSSAO

5.1 Ambiente frio (25/10 °C)

Os dois parametros mais utilizados para medir a intensidade do estresse hidrico em
plantas s@ao ¥ e TRA (FLEXAS et al., 2004b). A partir do estudo desses parametros (Figuras
2 e 3b) foi possivel verificar que o déficit hidrico foi efetivo e modificou o estado hidrico de
plantas enxertadas em ambos os porta-enxertos, no entanto, as enxertadas em ‘Swingle’ ndo
apresentaram reducdo do TRA devido a restri¢do hidrica.

A capacidade de manter a atividade fisiolégica a medida que a dgua se torna menos
disponivel implica em alguns custos. Esses custos, por exemplo, podem se expressar na forma
de actimulo de solutos para manter a pressio de turgor (GARCIA-SANCHEZ et al., 2007).
De acordo com CAMPOS et al. (2011), a prolina desempenha vérios papéis importantes
durante a aclimatacdo ao estresse, como mediador de ajuste osmético e de armazenamento de
carbono, nitrogénio e energia. De fato, foi possivel verificar que os niveis de prolina
aumentaram nas plantas submetidas a seca (Figura 3c). As plantas enxertadas em ‘Swingle’
apresentaram teores mais elevados de prolina sob estresse hidrico quando comparadas as
enxertadas em ‘Cravo’. Levando-se em conta a acdo no ajuste osmético (CAMPOS et al.
2011), o aumento do teor de prolina em ‘Swingle’ pode ter contribuido para uma melhor

manutencdo da &4gua nos tecidos, levando a manutencdo de TRA nessas plantas e
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conseqiientemente menor queda de g, e de Pn (Figura 4a,b) (CHAVES et al., 2009;
SZABADOS & SAVOURE, 2009).

A reducdo de TRA em plantas enxertadas em ‘Cravo’ foi provavelmente ocasionada
pelo decréscimo acentuado de ki (Figura 3). Além dos efeitos da falta de dgua reduzindo ki,
(Figura 3a), hd a influéncia da baixa temperatura, aumentando a viscosidade da 4gua e
reduzindo a permeabilidade do protoplasma e o fluxo de dgua na planta (SELLIN &
KUPPER, 2007).

O menor ¥ nas plantas sob estresse hidrico, como também verificado por
MAGALHAES FILHO et al. (2008), causa redugdo de g, resultando em menor E e Pn
(Figura 4a; 5a,b). A deficiéncia hidrica diminui a capacidade fotossintética das plantas e isso é
atribuido em grande parte ao decréscimo de g, (FLEXAS et al., 2004a; MAGALHAES
FILHO et al., 2008). O controle da abertura e fechamento dos estdmatos é essencial para
regulacdo do equilibrio entre a perda de dgua pela transpiragdo e a assimilacdo de CO, pela
planta (PIMENTEL, 2004). Um componente importante na regulacdo estomdtica € o balango
hormonal, e dentre os hormonios, o dcido abscisico (ABA) assume destacada funcido no
controle estomatico em condicdes de déficit hidrico (POPKO et al., 2010). O ABA funciona
como mensageiro quimico entre a raiz e a parte aérea, induzindo o fechamento estomético e a
economia de dgua antes mesmo de variagdes no ¥ da folha. Sob estresse hidrico, hd estimulo
da biossintese e distribuicio de ABA entre os diferentes compartimentos da folha,
promovendo-se a regulacdo estomadtica por mudangas do potencial osmético da célula guarda.
Qualquer reduc¢do do estado hidrico na folha aumenta a resposta estomdtica ao ABA,
diminuindo assim a transpiracdo e retornando o estado hidrico da planta a valores adequados
(POSPISILOVA & DODD, 2005).

Em adi¢do a redugdo da difusdo do CO, através dos estOmatos, o estresse hidrico
também resulta em reducdo da difusdo de CO, pelo mesofilo das folhas (CHAVES et al.,
2009). Plantas enxertadas sobre ambos os porta enxertos apresentaram redu¢do de g, (Figura
4c) o que leva a conclusdo de que menor Pn (Figura 4a e 5a) em plantas submetidas a déficit
hidrico foi causado por limitacdo difusiva. Plantas enxertadas em ‘Swingle’ apresentaram
maior g, ¢ Pn quando comparado as enxertadas em ‘Cravo’, indiferente a condic@o hidrica.
Esse fato pode estar relacionado ao melhor desempenho das plantas enxertadas em ‘Swingle’
em ambientes frios (MACHADO et al., 2010).

Em ambos os porta-enxertos houve reducdo de Pn/Cc (Figura 4d) devido ao déficit
hidrico, ou seja, menor Pn teve como provavel causa ndo somente aspectos difusivos como

também bioquimicos. A taxa fotossintética depende da atividade carboxilase da Rubisco e da
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sintese/regeneracdo de RuBP (FLEXAS et al., 2004b). Varios estudos sugerem que redugdes
na capacidade fotossintética em condi¢des de déficit hidrico resultam de decrécimos no
contetido e atividade da Rubisco, bem como de comprometimentos da regeneracdo da RuBP e
menor fosforilizacgio (MEDRANO et al., 2002). Entretanto, a quantidade de Rubisco ¢é
geralmente pouco afetada pelo estresse hidrico, mesmo prolongado. No caso, a atividade da
proteina € mais afetada pela falta de 4gua do que sua concentracdo. J4 redugdes no conteido
de RuBP, substrato da Rubisco, em tecidos com baixo teor relativo de dgua pode resultar de
limitagdes em uma ou mais enzimas do ciclo de Calvin-Benson (HUCHZERMEYER &
KOYRO, 2005).

Com relacdo a atividade fotoquimica (Tabela 2), esta se mostrou bastante resistente ao
estresse hidrico em ambos os porta-enxertos, o que também tem sido observado em outros
estudos (FLEXAS et al., 2004a). O tnico parametro afetado foi o ETRc, que foi reduzido em
plantas enxertadas em ‘Cravo’ sob déficit hidrico, este fato pode ter contribuido para a menor
eficiéncia de carboxilacio nessas plantas. Os elétrons produzidos pelos processos
fotoquimicos sdo utilizados para fixacdo do carbono. Porém, em condi¢cdes em que a fixacdo
de carbono € limitada, como sob déficit hidrico ou baixas temperaturas, outros processos
como a fotorrespiracdo, reacdo de Mehler (ciclo da dgua-dgua) e metabolismo do nitrogénio
passam a ser importantes drenos desses elétrons (BAKER et al., 2007). Incremento na relagdao
ETR/Pn € indicio de utilizacdo de elétrons em drenos alternativos de elétrons, i.e., rotas
alternativas a reducgdo fotossintética do CO, (ALLEN & ORT, 2001). Em plantas enxertadas
sobre ambos os porta-enxertos houve aumento na relagcio ETR/Pn, no entanto em ‘Cravo’
esse incremento foi maior (21,6 para 45,1) do que em ‘Swingle’ (18,7 para 27,0). Como
Pn/Cc e ETR¢ foram reduzidos e ETR/Pn aumentou em plantas sob ‘Cravo’, podemos
considerar que a menor eficiéncia de carboxilacdo estd associada a menor regeneracdo de
RuBP dependente do transporte de elétrons que ocorre em paralelo ao aumento do fluxo de
elétrons para processos ndo-assimilatdrios (drenos alternativos). Em plantas sob ‘Swingle’,
houve apenas o aumento no direcionamento dos elétrons para drenos alternativos, mecanismo
que protegeu as plantas de uma possivel fotoinibi¢ao induzida pela falta de dgua ou baixa
temperatura (KOZAKI & TAKEBA, 1996; OSMOND et al., 1997).

Nao houve variacdo dos teores de clorofila em funcdo do déficit hidrico (Tabela 2).
Este fato pode ser justificado pelo estado nutricional das plantas, sabendo-se que N é um dos
componentes da molécula de clorofila (EPSTEIN & BLOOM, 2006) e que os teores de
nitrogénio nao foram limitantes e nao diferiram entre os tratamentos hidricos em nenhum dos

porta-enxertos. De acordo com FAQUIN (2002), para citros a faixa critica de N estd entre 25
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e 27 g kg'!, ou seja, detectados niveis abaixo dessa faixa, o nutriente passa a ser limitante 2
producdo.

A respiracdo também foi afetada pela deficiéncia hidrica (Figura 6), com excecao as
plantas enxertadas em ‘Swingle’ que ndo apresentaram reducao de Rd durante o dia. Este fato
pode ter contribuido, como serd apresentado a diante, para o maior crescimento das plantas
enxertadas em ‘Swingle’ sob déficit hidrico, uma vez que altas taxas de respiracdo estdo
associadas ao maior crescimento (AMTHOR, 2000).

O metabolismo de carboidratos na planta € outro fator diretamente relacionado ao
crescimento e sua dindmica também ¢ alterada em condic¢des de estresses (CHAVES et al.,
2004; ITO et al., 2003). Houve aumento de teores de carboidratos no caule e raizes tanto de
plantas enxertadas em ‘Cravo’ quanto em ‘Swingle’ (Figura 7). Essa estratégia de acimulo de
reservas pode ter importancia na retomada do crescimento quando as condi¢des ambientais se
tornarem adequadas, i.e., houver disponibilidade hidrica. De acordo com SMITH & STITT
(2007), os produtos imediatos da assimilacio de CO, durante o dia sdo divididos entre
sacarose e amido. Sacarose deve estar imediatamente disponivel para o crescimento, enquanto
o amido é acumulado na folha durante o dia e degradado durante a noite para produzir
sacarose. Em situacdes de severa reducdo na disponibilidade de carbono, como sob estresse
hidrico, hd um ajuste no balan¢o diurno de carbono e uma reducio da taxa de crescimento
(CHAVES et al., 2009). Em folhas de plantas enxertadas em ‘Cravo’, ndo houve alteracdo nos
teores de carboidratos devido ao déficit hidrico (Figura 7a). J4 nas plantas enxertadas em
‘Swingle’, o aumento no teor foliar de amido concomitante a reducdo no teor de sacarose
indica reducao do crescimento (Figuras 7b e 8).

A matéria organica acumulada em uma planta durante o seu crescimento tem origem
no processo fotossintético de fixa¢do de carbono atmosférico, o que representa 95% de toda
sua fitomassa seca (MACHADO et al., 2005). Desta fitomassa, em torno de 60% estd nas
raizes e 40% na parte aérea em mudas de laranjeira (SANTOS et al., 2011). O crescimento
observado no regime térmico 25/10 °C (Figura 8) respondeu ao padrdo de assimilacdo de CO,
das plantas, ou seja, maior Pn em plantas enxertadas em ‘Swingle’ resultou em maior
crescimento em MSg, Cg e em AFp em plantas com adequada disponibilidade hidrica quando
comparadas as plantas enxertadas em ‘Cravo’. Sob déficit hidrico, o maior Pn também esteve
associado ao maior crescimento em MSg e Cg.

Com a reducdo do suprimento hidrico, muitas plantas apresentam inibi¢do do
crescimento do caule e da expansdo foliar e estimulo do crescimento das raizes (GARCIA-

SANCHEZ et al., 2007). Essas sdo respostas de aclimatagio que limitam o gasto de dgua
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pelos tecidos, ajudando a manter o estado hidrico da planta (CHAVES et al., 2009). Ambos os
porta-enxertos apresentaram reducdo do NFg, da AFg e do Cp em condi¢des de deficiéncia
hidrica (Figura 8). Com relacdo ao sistema radicular (Figura 9), plantas enxertadas em
‘Swingle’ ndo apresentaram modifica¢des devido ao déficit hidrico. J4 plantas enxertadas em
‘Cravo’, apresentaram aumento significativo do sistema radicular em resposta a baixa
disponibilidade de 4gua no solo, sendo essa uma evidéncia de que a caracteristica de
tolerancia a seca atribuida a este porta-enxerto se relaciona ao vigor de seu sistema radicular
(MAGALHAES FILHO et al., 2008).

Avaliando a reducao relativa de Pn e Rd (controle vs. déficit hidrico) em ambos os
porta-enxertos, pode-se constatar que as plantas enxertadas em ‘Cravo’ foram mais afetadas
se comparadas as enxertadas em ‘Swingle’ (Figuras 4 e 6). No entanto, a reducdo relativa no
crescimento foi maior nas plantas enxertadas em ‘Swingle’ (Figura 8). Esses resultados
sugerem que a producdo de fitomassa foi regulada por outro fator, com provével influéncia do
balanco hormonal.

Em condicdes de boa disponibilidade hidrica, o maior crescimento das plantas
enxertadas em ‘Swingle’ justifica-se pelo melhor desempenho fisioldgico em ambiente frio se
comparadas as plantas enxertadas em ‘Cravo’. Embora plantas enxertadas em ‘Swingle’
sejam mais suscetiveis a restri¢do hidrica (POMPEU Jr., 2005), o crescimento observado nas
plantas estressadas foi similar ao crescimento das enxertadas em ‘Cravo’ com boa

disponibilidade hidrica.

5.2 Ambiente quente (35/20 °C)

As medidas de ¥ evidenciam o fato de que a imposi¢do do déficit hidrico também
afetou as relacdes hidricas das plantas no regime térmico 35/20 °C (Figura 10). Foi possivel
constatar que plantas enxertadas em ‘Cravo’ sob déficit hidrico amanheceram mais hidratadas
quando comparadas as enxertadas em ‘Swingle’, o que provavelmente favoreceu as trocas
gasosas em ‘Cravo’. O TRA, ao contrario do que € esperado em condi¢des de déficit hidrico,
foi mais elevado nas plantas submetidas a restricdo hidrica em ambos os porta-enxertos
(Figura 11a). Essa resposta € um indicio de possivel ajuste osmoético e pode estar relacionada
aos altos teores de prolina em plantas submetidas ao déficit hidrico (CAMPOS et al., 2011).
Em plantas enxertadas em ‘Swingle’ o teor de prolina foi maior quando comparado ao teor de

plantas enxertadas em ‘Cravo’ (Figura 11c), o que também foi observado no regime térmico
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25/10 °C. A producdo mais elevada desse aminodcido tem origem genética e plantas mais
sensiveis ao déficit hidrico podem acumular mais prolina (PIMENTEL, 2004).

O baixo ¥ nas plantas sob déficit hidrico ocasionou limita¢do na difusdo de gases
pelos estdmatos, havendo reducdo de g em ambos os porta-enxertos (Figuras 12b). Porém,
essa reducdo foi maior em plantas enxertadas em ‘Swingle’, o que estd de acordo com o
menor ¥ nas plantas sobre esse porta-enxerto quando comparado ao ‘Cravo’. A reducdo da g
determinou menor Pn (Figuras 12a), com menores valores de Pn e g, em plantas enxertadas
em ‘Swingle’ em ambos os regimes hidricos. Em plantas enxertadas em ‘Cravo’, além da
reducdo de g, também houve reducdo de g, (Figura 12c).

Durante a fotossintese, o0 CO, tem que se mover da atmosfera em torno da folha para a
cavidade interna dos estdmatos e de 14 para o local de carboxilacdo no estroma do cloroplasto,
através do mesofilo da folha (TAIZ & ZEIGER, 2009). Trabalhos mostram que ha diferencas
na concentracdo de CO, entre os espacos intercelulares (Ci) e os cloroplastos (Cc), ou seja, a
condutancia estomdtica se difere da condutancia mesofilica, com evidéncias de que Cc é
geralmente menor do que Ci (FLEXAS et al., 2008). Essa diferengca em condicdes de estresse
hidrico aumenta uma vez que ha reducao de g,, uma resposta de aclimatacdo importante na
regulacdo da fotossintese frente as mudancas ambientais (CHAVES et al., 2009).

Em ambiente quente, o menor Pn devido ao déficit hidrico teve como provdavel causa
somente fatores difusivos, uma vez que ndo houve redugdo na eficiéncia de carboxilacio
(Pn/Cc) em plantas submetidas ao déficit hidrico (Figura 12d). Nesse regime térmico também
foi possivel observar a resisténcia fotoquimica ao estresse hidrico (Tabela 3), como também
relatado em outros trabalhos (FLEXAS et al., 2004a). Com exce¢do de ETRc, que apresentou
reducdo devido ao déficit hidrico em plantas enxertadas sobre ambos 0s porta-enxertos, as
demais varidveis fotoquimicas nao foram alteradas. Mesmo ocorrendo reducdo de ETRc, a
eficiéncia de carboxilacdo ndo foi prejudicada conforme ja discutido, o que leva a conclusdo
que os elétrons eram suficientes para a fixacdo de CO, sob estresse.

Em relacdo ao teor de carboidratos, enquanto em plantas enxertadas em ‘Cravo’ houve
aumento do teor de carboidratos nas raizes devido ao déficit hidrico, em ‘Swingle’ o padrao
foi inverso, ou seja, houve redugdo (Figura 15). Se a maior disponibilidade de reservas for
considerada uma estratégia fisiolégica para a retomada do crescimento apds eventos
estressantes (SMITH & STITT, 2007), pode-se considerar que as plantas enxertadas em
‘Cravo’ serao favorecidas. Com a reducdo de Pn devido ao déficit hidrico, seria esperada
reducgdo no teor de carboidratos nas folhas (MAGALHAES FILHO et al., 2008), o que nao foi

observado (Figura 15a). Aparentemente, a manutencdo ou mesmo aumento dos teores de
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carboidratos nas folhas das plantas sob déficit hidrico ocorreu as custas do consumo de
reservas do caule (Figura 15b).

O maior Rd noturno em plantas enxertadas em ‘Cravo’ sob déficit hidrico pode estar
relacionado ao maior crescimento dessas plantas se comparadas as enxertadas em ‘Swingle’
na mesma condi¢ao hidrica (Figura 14). Quando comparadas as plantas enxertadas em
‘Swingle’, pode-se sugerir que os maiores Pn e Rd observados nas plantas enxertadas em
‘Cravo’ tiveram relacdo com o maior actimulo de fitomassa em condi¢do de déficit hidrico, ou
seja, maior crescimento em MSg, em AFp e também maior NFp (Figura 16). Esses resultados
indicam o melhor desempenho das plantas sobre o porta-enxerto ‘Cravo’ em condi¢des de
baixa disponibilidade hidrica no solo, se comparadas as plantas enxertadas em ‘Swingle’.
Enquanto em ‘Swingle’ ndo houve alteragdes em MSg sob déficit hidrico, em ‘Cravo’ o
aumento de 44% em MSg evidencia o crescimento do sistema radicular sob seca (Figura 17),

uma estratégia de resisténcia a seca.

5.3 Fotossintese e crescimento vs. regime de temperatura

Os regimes de temperatura de 25/10 °C e 35/20 °C induziram efeito marcante na
assimilacdo de CO; e no crescimento das brotagdes de laranjeiras. Ao comparar os regimes
térmicos € possivel observar que ¥ em ambiente frio € mais baixo, o que possivelmente
causou menor g € gy, € consequentemente, menor Pn. No regime de 35/20 °C, os valores de
gn foram maiores do que os observados no regime de 25/10 °C, especialmente nas plantas
enxertadas em ‘Cravo’. Baixa temperatura do ar noturno tem sido apontada como causadora
do fechamento estomatico devido a uma disfuncdo das células guardas ou por uma disfun¢do
no estado hidrico da planta, visto que o frio no solo diminui ki, e g; (RIBEIRO et al., 2009a).
A reducdo observada em todas essas varidveis foi menos drastica em plantas enxertadas em
‘Swingle’, o que comprova a maior tolerdncia da laranjeira a ambientes com temperaturas
mais baixas quando enxertada em ‘Swingle’. Esses resultados estdo de acordo com o trabalho
de MACHADO et al. (2010), que testando os mesmos porta-enxertos em condi¢cdes de apenas
frio noturno (8 °C), observaram que as plantas apresentaram reduc¢do da efici€ncia
fotossintética em conseqiiéncia de menor g; e menor eficiéncia aparente de carboxilacdo.
Além de menor Pn, houve também menor Rd no ambiente frio (com temperatura média de
17,5 °C), estando ambos os processos relacionados ao menor crescimento de plantas nesse

ambiente.
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As brotacdes cresceram de forma vigorosa e uniforme no regime de maior temperatura
média (27,5 °C), havendo folhas totalmente expandidas aos 20 DAIT. No regime de menor
temperatura, embora ainda tenha havido produgdo de fitomassa, principalmente em plantas
enxertadas em citrumeleiro Swingle, o crescimento entre as plantas foi bastante desuniforme e
aos 20 DAIT mesmo com muitas folhas jovens, a maioria ainda ndo se apresentava
completamente expandida, o que inviabilizou a avaliagdo de tecidos jovens no regime de
25/10 °C. Essa alteracdo no crescimento entre os regimes térmicos € justificada pela maior Pn;
no regime 35/20 °C em relagdo ao regime 25/10 °C em plantas enxertadas em ‘Cravo’ e em
‘Swingle’ (Figuras 5 e 13). Em relagdo ao regime de 25/10 °C, o crescimento em MSg das
plantas enxertadas em ‘Swingle’ foi praticamente o dobro do crescimento observado no
ambiente com 35/20 °C, revelando que (i) o crescimento das laranjeiras é sensivelmente
alterado pelo porta-enxerto e (ii) que o uso do ‘Swingle’ deve ser priorizado em ambientes
frios.

Independente do porta-enxerto e da condi¢dao hidrica, as plantas apresentaram maior
nimero de folhas em ambiente frio, porém, estas eram menores em tamanho se comparadas as
folhas produzidas no ambiente quente, que eram em menor numero (Figuras 8d e 16d). A
relacdo parte aérea/raiz também diferiu entre os regimes térmicos. No regime de 35/20 °C,
plantas enxertadas em ‘Cravo’ apresentaram uma reducdo de 51% da relacdo parte aérea/raiz
sob déficit hidrico e plantas enxertadas em ‘Swingle’ uma reducdo em 34%. Esta mudanca na
particdo de massa seca em ‘Cravo’ foi ocasionada pelo significativo incremento em MSg e
pela reducdao de MSg. Em ‘Swingle’, porém, a mudanca da particdo ocorreu somente em
funcdo de menor MSg, uma vez que ndo houve modificagdo significativa no sistema radicular
(Figuras 16a e 17). Ja no regime de 25/10 °C a reducdo da relacdo parte aérea/raiz foi de 21%
das plantas enxertadas em ‘Cravo’ e de 30% das plantas enxertadas em ‘Swingle’, pelos
mesmos motivos observados no regime de 35/20 °C (Figuras 8a e 9). A reducdo da relacdo
parte aérea/raiz em ‘Cravo’ devido ao déficit foi menor em 25/10 °C quando comparado ao
regime de 35/20 °C (21% vs. 51%), ja em ‘Swingle’ os valores foram bem préximos. Isto se
justifica pelo fato de que no regime 25/10 °C a reducdao de MSg ndo foi significativa e o
aumento de MSg de plantas enxertadas em ‘Cravo’ sob déficit hidrico foi menor no regime de
25/10 °C quando comparado ao de 35/20 °C. Essas mudang¢as morfolégicas sdo mecanismos
de escape a seca e variam entre 0s porta-enxertos (GARCfA—SANCHEZ, 2007; SILVA et al.,
2006a), permitindo a maior interceptacdo da dgua no substrato (sistema radicular mais
desenvolvido) e reduzindo a perda de dgua pela transpiracdo (menor drea transpirante devido

a reducdo da massa da parte aérea).
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6 CONCLUSAO

Em ambiente frio e independente da condicdo hidrica, o melhor desempenho
fotossintético das plantas enxertadas em ‘Swingle’ foi ocasionado pela maior condutincia
estomdtica, maior condutincia mesofilica e maior eficiéncia de carboxilagdo. Como
conseqiiéncia, as plantas enxertadas em ‘Swingle’ apresentaram maior crescimento em
relacdo as enxertadas em ‘Cravo’. Mesmo sendo mais afetadas pelo déficit hidrico do que as
enxertadas em ‘Cravo’, as plantas enxertadas em ‘Swingle’ apresentaram melhor
desenvolvimento.

Em ambiente quente e sob déficit hidrico, as plantas enxertadas em ‘Cravo’
mantiveram maior condutancia estomadtica o que resultou em maior fotossintese e crescimento
quando comparadas as enxertadas em ‘Swingle’. Sob boa disponibilidade hidrica, a hipdtese
de melhor crescimento das plantas enxertadas em ‘Cravo’ ndo foi comprovada, mesmo com

estas apresentando maior desempenho fotossintético.
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