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RESUMO 
 
 

ALVES, Tainã Fernanda Oliveira Alves, Universidade Estadual de Santa Cruz, 

Ilhéus, abril de 2019. Osmoproteção, expressão gênica e fluxo de seiva em 

combinação copa/porta-enxerto de plantas de citros submetidas à 

desidratação/reidratação em condições de campo. Orientador: Alex-Alan Furtado 

de Almeida. Coorientadores: Abelmon da Silva Gesteira, Carlos Priminho Pirovani, 

Márcio Gilberto Cardoso Costa. 

 

A deficiência hídrica no solo pode afetar importantes funções celulares, alterando a 

homeostase e induzindo o ajuste em todos os níveis metabólicos das plantas para 

responder ao fator estressor. Citrus apresentam alta diversidade genética e é uma 

das fruteiras de grande importância econômica e social no cenário mundial. A 

seleção de porta-enxertos com potencial diversificação e manutenção dos pomares 

de citros com resistência a deficiência hídrica e que mantenha uma alta 

produtividade é de fundamental importância para a citricultura. O estudo foi 

conduzido em condição de campo e avaliado o fluxo de seiva, os teores de 

carboidratos e prolina, bem como a expressão de genes envolvidos na biossíntese e 

degradação de carboidratos e na biossíntese de prolina em combinações 

copa/porta-enxerto de citros em resposta a um ciclo de desidratação/reidratação. O 

estudo foi conduzido em condição de campo e foram avaliadas as combinações 

[Limão „cravo‟ (RL) enxertada em RL (RL/RL), Laranja Valência (VO) enxertada em 

RL (VO/RL), Tangerina Sunki „Maravilha‟ (SM) enxertada em SM (SM/SM) e VO/SM. 

A diminuição do potencial hídrico do solo (ΨWS) e a combinação copa/porta-enxerto 

reduzem a velocidade total do fluxo de seiva tendo as combinações copa/porta-
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enxerto resposta diferencial da taxa de fluxo quando submetidas à deficiência hídrica 

principalmente na combinação VO/SM enquanto a combinação VO/RL apresentou a 

menor variação entre o controle e o estresse. Observou-se o decréscimo nos teores 

de amido em folhas e raízes seguido de aumento nos teores de açúcares solúveis 

totais durante o processo de deficiência hídrica moderada e severa, principalmente 

em raízes da combinação VO/SM. Pode-se verificar que VO/SM exibiu menores 

teores de prolina em condições de deficiência hídrica severa em folhas e raízes 

utilizando como mecanismo preferencial de proteção o acúmulo de carboidratos 

simples ao invés de osmoproteção por acúmulo de prolina. As combinações com 

porta-enxerto RL apresentaram maiores teores de amido com maior expressão de 

genes associados à biossíntese e degradação de amido, principalmente nas raízes 

na combinação RL/RL. SM/SM exibiu maior expressão de genes ligados à 

biossíntese e degradação de sacarose nas raízes, ao passo que para as 

combinações RL/RL e VO/SM a maior expressão se verificou nas folhas. Em suma, 

os maiores teores de prolina bem como uma maior expressão dos genes de 

biossíntese de prolina foram combinações com o porta-enxerto RL e pode ser 

considerado como uma estratégia metabólica das plantas sob deficiência hídrica 

para a manutenção da homeostase celular. Em contrapartida, plantas com o porta-

enxerto SM acumularam maiores teores de açúcares solúveis e a expressão do 

gene que catalisam a biossíntese de sacarose teve uma maior associação com os 

teores de açúcares. 

 

 

 

Palavras-chave: Citrus spp, estresse hídrico, carboidratos, prolina, respostas 

moleculares. 
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ABSTRACT  
 

ALVES, Tainã Fernanda Oliveira Alves, Universidade Estadual de Santa Cruz, 

Ilhéus, april 2019. Advisor: Alex-Alan Furtado de Almeida. Osmoprotection, gene 

expression and sap flow in scion/rootstock combination of citrus plants 

submitted to dehydration/rehydration under field conditions. Co-advisors: 

Abelmon da Silva Gesteira, Carlos Priminho Pirovani, Márcio Gilberto Cardoso 

Costa. 

 

Drought in soil can affect important cellular functions by altering homeostasis and 

inducing plant adjustment at all metabolic levels to respond to stress. Citrus species 

have high genetic diversity and are the most important economic and social genus in 

the world scenario. The selection of rootstocks with potential diversification and 

maintenance of citrus orchards with resistance to stress and maintaining a high 

productivity is fundamental importance for citriculture. The aim of present work was 

evaluate the sap flow, carbohydrate and proline contents, as well as expression of 

genes involved in carbohydrate biosynthesis and degradation and proline 

biosynthesis in citrus scion/rootstock combinations submitted to a 

dehydration/rehydration cycle. The study was conducted under field conditions and 

the   Rangpur lime (RL)/RL, Valencia Orange (VO)/RL Mandarina Sunki Maravilha 

(SM)/SM, and VO/SM combinations were evaluated. The decrease in soil water 

potential (ΨWS) and the scion/rootstock combination reduce total sap flow velocity, 

with scion/rootstock combinations presenting a differential response when submitted 

to water deficit mainly in combination VO/SM while VO/RL presents a least variation 

between control and stress. Decrease in starch contents in leaves and roots was 
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followed by increase in total soluble sugars contents during moderate and severe 

drought, especially in roots of VO/SM combination. VO/SM accumulated lower 

proline content in leaves and roots using as a preferential protection mechanism the 

accumulation of simple carbohydrates instead of osmoprotection by proline 

accumulation. Combinations with rootstock RL presents greater starch contents with 

higher gene expression associated with biosynthesis and starch degradation, 

especially in roots in RL/RL combination. SM/SM showed higher expression of genes 

linked to biosynthesis and degradation of sucrose in roots, whereas for the RL/RL 

and VO/SM highest expression occurred in leaves. In short, highest levels of proline 

as well as a greater expression of proline biosynthesis genes were combinations with 

rootstock RL and can be considered as a metabolic strategy of plants under water 

deficiency for the maintenance of cellular homeostasis. In contrast, plants with SM 

rootstock accumulated higher levels of soluble sugars and expression of gene that 

catalyzes sucrose biosynthesis had a greater association with levels of sugars. 

 

Key words: Citrus spp, water stress, carbohydrates, proline, molecular responses. 
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INTRODUÇÃO 
 

  
A obtenção de porta-enxertos resistente ou tolerante a estresses bióticos 

e abióticos é o foco dos programas de melhoramento de citros (Zaher-Ara et 

al., 2016). Em condições de campo, as plantas são frequentemente expostas a 

ciclos de deficiência hídrica e reidratação no solo, sendo uma das principais 

causas de redução e perda da produtividade das culturas (Amini et al., 2015; 

Argamasilla et al., 2014; Chen et al., 2016). A enxertia é amplamente utilizada 

em plantas de citros (Mudge et al., 2009), sendo um fator determinante para 

limitar o crescimento da copa, bem como a taxa de sobrevivência da planta 

enxertada (Johkan et al., 2009). A interação entre copa e porta-enxerto pode 

ser uma barreira para a translocação de água e de nutrientes, podendo afetar, 

o fluxo de seiva, a condutividade hidráulica, sinalização química (Martínez-

Ballesta et al., 2010) e consequentemente a produção.  

O porta-enxerto Limão Cravo (RL) é amplamente utilizado na citricultura 

brasileira devido ao seu alto potencial produtivo mesmo em condições de 

deficiência hídrica ou sob estresse causado pelo vírus da tristeza dos citros e 

também por conferir maior vigor e longevidade das copas (Magalhães-Filho et 

al., 2008). No entanto, apesar da fácil obtenção de sementes, rápido 

crescimento e indução precoce, esse porta-enxerto é susceptível a estresses 

abióticos como o declínio e a morte súbita dos citros (Pedroso et al., 2014). Por 

outro lado, a Tangerina Sunki „Maravilha‟ (SM) é uma alternativa para uso em 

programas de diversificação de porta-enxertos (Santana-Vieira et al., 2016). 

Esta variedade apresenta número elevado de sementes por fruto, uniformidade 

das mudas, bem como  compatibilidade com a maioria das mudas comerciais 

(Soares Filho et al., 2003). Além disso, SM apresenta alta eficiência produtiva, 

elevada qualidade dos frutos, resistência a doenças, como a gomose causada 

pelo fungo Phytophthora e adaptação a ambientes sujeitos a estresse hídrico 

(Stuchi, 2015). 

A seca altera o balanço hídrico e de carbono (Filippou et al., 2014), 

iniciando pela redução do potencial hídrico (Ψw) celular, afetando a integridade 

das membranas e proteínas, que por sua vez, pode levar a danos metabólicos 

pelo acentuado decréscimo no turgor celular (Benitez et al., 2016; Filippou et 
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al., 2014; Munns, 2011). Essa perda do turgor celular acarreta o declínio da 

taxa fotossintética (A) por reduções na condutância estomática (gs) devido a 

alterações hormonais, tais como o teor de ácido abscisico - ABA (García-

Sánchez et al., 2007). Tais respostas são evidenciadas por diminuição no 

crescimento (Smith e Stitt, 2007), mudança na proporção raiz/parte aérea, 

antecipação do processo reprodutivo, aceleração da senescência (Rodríguez-

Gamir et al., 2010; Shao et al., 2008), e alteração no metabolismo do amido. 

Este último leva amudanças na alocação de carbono entre fonte e dreno, e 

pode favorecerpelo ajuste osmótico, a proteção contra estresses ambientais 

(Dong e Beckles, 2019).  

O acúmulo de solutos também é um mecanismo de resposta às 

variações ambientais, que se estabelece mediante o acúmulo de solutos 

compatíveis como trealose, manitol, sorbitol, e prolina, glicina e etc., que 

podem ser encontrados em organelos como  vacúolo, mitocôndrio, cloroplasto  

ou no citosol (Verbruggen e Hermans, 2008), que promovem a contínua 

absorção de água, por ajuste osmótico (Filippou et al., 2014). Esses 

metabólitos atuam como osmoprotetores, eliminando ERO, estabilizando o 

sistema antioxidativo, protegendo a integridade e estabilizando as membranas 

celulares (Laxa et al., 2019; Per et al., 2017; Valluru e Den Ende, 2008). Além 

disso, induz importantes alterações na expressão gênica levando a percepção 

do sinal com a mudança no status hídrico. Essas são seguidas por alterações 

transcricionais que ativam respostas adaptativas e conferem uma maior 

tolerância, que vai depender do genótipo ou do estádio de desenvolvimento de 

um mesmo genótipo (Kuromori et al., 2014).  

Nas células, o CO2 assimilado pela fotossíntese é utilizado para a 

formação de trioses-P, que é direcionada para a biossíntese de amido no 

cloroplasto ou é exportada para o citosol para a síntese de sacarose. O 

acúmulo de carboidratos complexos serve como estoque de energia para um 

período de fornecimento energético limitado e, ou para aumentar a demanda 

de energia (Iglesias et al., 2002; Krasensky e Jonak, 2012). Durante períodos 

de estresse ambiental, quando a assimilação de CO2 e a biossíntese de triose-

P fica comprometida, o metabolismo do amido pode tamponar os efeitos 

adversos da redução de carbono induzida pelo estresse. O amido pode atuar 

como fonte de carboidratos simples quando o carbono é necessário, ou como 
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um dreno quando os açúcares estão em excesso, o que pode permitir um uso 

otimizado dessas reservas de carbono (Macneill et al., 2017). Estímulos 

internos e externos vão controlar a partição entre amido e sacarose (Dong e 

Beckles, 2019). Trabalhos recentes apontam a importância do amido para a 

tolerância e como pode melhorar a resposta ao estresse (Macneill et al., 2017; 

Thalmann e Santelia, 2017) e como os açúcares acumulados afetam os 

processos fisiológicos de maneiras distintas, atuando como moléculas 

sinalizadoras (Ruan, 2014), fornecendo carbono e energia, atuando como 

osmólitos compatíveis (Krasensky e Jonak, 2012) ou detoxificando ERO (Asami 

et al., 2018; Keunen et al., 2013).   

A prolina é um dos aminoácidos mais estudados em plantas sob 

deficiência hídrica (Ashraf e Foolad, 2007; Filippou et al., 2014; Marijuan e 

Bosch, 2013; Vives-Peris et al., 2017). Além do seu papel como osmólito, 

contribui para a estabilização de estruturas subcelulares, tamponando o 

potencial redox celular sob condições de estresse (Hayat et al., 2012). A 

quebra rápida da prolina para a redução do estresse pode fornecer agentes 

redutores suficientes que suportam a fosforilação oxidativa mitocondrial e a 

geração de ATP para recuperação e reparo de danos induzidos pela deficiência 

hídrica. Ademais, pode ativar várias funções celulares como: a reserva de 

carbono e nitrogênio, utilizado no crescimento para restabelecimento após 

estresse, desintoxicação do excesso de amônia, estabilizador de proteínas e 

membranas e eliminadores de radicais livres (Ashraf e Foolad, 2007).  

Os programas de melhoramento vêm realizando cruzamentos dirigidos à 

obtenção de novas variedades, principalmente porta-enxertos, que vem sendo 

validadas em campo, junto ao setor produtivo, em uma complexa rede de 

experimentos distribuídos pelo país (Stuchi, 2015) com a participação de 

instituições públicas e privadas servindo de apoio aos projetos. Dentre os 

principais objetivos desses programas podem ser citados: a seleção de 

genótipos, principalmente porta-enxertos, mais tolerante à seca e ao alumínio, 

redução do período juvenil, aumento da longevidade dos pomares, obtenção de 

variedades mais resistentes aos estresses bióticos como a gomose de 

Phytophothora spp. e ao complexo do Vírus da Tristeza dos Citros – CTV 

(Citrus Tristeza Vírus).  
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A compreensão das respostas ao estresse hídrico em plantas tem sido 

alvo de muitos estudos e as bases morfofisiológicas da tolerância à deficiência 

hídrica em citros não são totalmente compreendidas (Gonçalves et al., 2016).  

O desenvolvimento da citricultura vem mostrando a importância da 

diversificação na utilização de porta-enxertos, além da necessidade de 

variedades melhoradas visando à tolerância e, ou resistência a estresses 

bióticos e abióticos, pois o predomínio de um único porta-enxerto é 

preocupante à medida que torna o parque citrícola vulnerável (Espinoza-Nunez 

et al., 2011).  

O emprego de um único porta-enxerto para todas as variedades copa 

não permite atender ao máximo o potencial inerente de cada variedade, 

impedindo que a planta manifeste toda sua capacidade produtiva (Pompeu 

Júnior, 2005). Ao diversificar, além de facilitar o controle de problemas 

relacionados aos estresses, os produtores e consumidores tem novas opções 

de mercado. Deste modo, o trabalho teve como objetivo avaliar diferentes 

combinações copa/porta-enxerto de citros submetidos a regimes de 

desidratação e reidratação em condição de campo por meio de análise do fluxo 

de seiva, dos teores de carboidratos e prolina bem como a expressão de genes 

relacionados à biossíntese e degradação de amido e sacarose e biossíntese de 

prolina.  
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REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
Citros 

 

As plantas cítricas pertencem à família Rutaceae, subfamília 

Aurantioidaea, tribo Citreae sendo esta composta por três subtribos. A subtribo 

Citrinae apresenta 13 gêneros e 65 espécies, contendo as principais espécies 

de interesse comercial dentro dos gêneros Poncirus, Fortunella e Citrus, bem 

como os gêneros, Eremocitrus, Clymenia, Microcitrus (Nicolosi et al., 2000). 

Esses gêneros são originários de regiões úmidas tropicais e subtropicais do 

continente asiático, onde é considerado o seu centro de origem (Moore, 2001). 

Foram introduzidas no Brasil por volta da metade do século XVI, por navios 

portugueses e a rápida disseminação do cultivo das plantas cítricas pelo país 

se deu graças às condições climáticas que permitiram que as plantas 

vegetassem e produzissem (Boteon e Neves, 2005). 

O gênero Citrus é o de maior importância econômica mundial e 

apresenta quatro espécies ditas verdadeiras, identificadas como C. maxima 

(Burn) Merril (toranjas), C. medica L. (cidras), C. reticulata Blanco (tangerinas) 

e C. micrantha (papeda) de acordo com estudos isoenzimáticos, taxonomia 

numérica e análise de DNA. Os citros apresentam uma alta diversidade 

genética, abrangendo laranjas doces (C. sinensis), a laranja azeda (C. 

aurantium), tangerinas (C. reticulata e C. deliciosa), limões (C.limon), limas 

ácidas como o Tahiti (C. latifolia) e o Galego (C. aurantiifolia), e doces como a 

lima da Pérsia (C. limettioides) (Figura 1). A grande complexidade na filogenia 

e taxonomia dos citros é devida à alta variabilidade do gênero, decorrente de 

hibridizações naturais interespecíficas, mutações espontâneas, alterações 

cromossômicas estruturais, apomixia e cultivo em ampla área geográfica desde 

a antiguidade (Garcia-Lor et al., 2013; Moore, 2001; Nicolosi et al., 2000). 

Assim, sempre existiu muita divergência quanto à origem e classificação dos 

citros, principalmente no que diz respeito ao número de espécies conhecidas 

(Oliveira, 2006).  
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Figura 1 – Relação filogenética entre os diferentes tipos de Citrus 
(Stone, 2017). 

 

 

A citricultura brasileira exerce grande importância econômica e social no 

cenário mundial, é um dos mais tradicionais setores do agronegócio brasileiro e 

gera milhares de empregos diretos e indiretos em diversos setores como 

serviços, transportes e comércio (FAO, 2019; CitrusBr, 2019). A laranja é a 

principal fruta cultivada e produzida no mundo, sendo destinada ao consumo in 

natura, como fruta de mesa, e principalmente, na forma de sucos 

concentrados, pasteurizados ou frescos. Durante o processo de obtenção do 

suco de laranja, vários outros subprodutos com aplicação comercial são 

obtidos, como d'limonene, terpenos, líquidos aromáticos e farelo de polpa 

cítrica. Estes subprodutos estão principalmente relacionados com a fabricação 

de produtos químicos, solventes, aromas, fragrâncias, substâncias para 

aplicação em indústrias de tintas, cosméticos, complemento para ração animal, 

entre outros. Este uso comercial diversificado expande ainda mais o número de 
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pessoas influenciadas direta e indiretamente pelo agronegócio do citros (Neves 

e Trombin, 2017). 

O Brasil se destaca como maior produtor e exportador de suco de 

laranja concentrado e congelado correspondendo a aproximadamente 61% da 

produção mundial sendo seguido pela China, União Europeia e Estados Unidos 

(USDA, 2019). A safra brasileira 2017/2018 de laranja bateu um recorde de 

produtividade com 1.033 caixas por hectare, 60% maior que a safra anterior, 

2016/2017, que rendeu 634 caixas por hectare. O aumento da produção 

ocorreu principalmente devido as abundantes chuvas de 2017 e início de 2018 

em todas as regiões produtoras (1.373 mm, em média) acarretando em 

aumento do peso dos frutos de maio a julho que provocou menor crescimento 

dos frutos (CitrusBr, 2019; Fundecitrus, 2019).  

O estado de São Paulo, na região Sudeste, é o principal produtor sendo 

responsável por aproximadamente 72,1% da produção nacional de laranjas. 

Constituído como o maior polo citrícola do mundo, também se destaca na 

produção de lima ácida „Tahiti‟ e tangerinas, como Ponkan e o tangor „Murcott‟. 

A produção da Região Nordeste corresponde a 10,2% da produção nacional de 

laranja, e a Bahia é o estado que mais produz laranjas na região, ocupando 

grande destaque na produção nacional (IBGE, 2018).  

Os pomares nacionais são predominantemente sustentados pelo porta-

enxerto Limão „Cravo‟ (C. limonia Osbeck), cerca de 85% dos pomares, exceto 

no Rio Grande do Sul, onde predomina a espécie Poncirus trifoliata (L.) Raf., e 

em Sergipe, o Limão „Cravo‟ divide espaço com o Limão „Rugoso‟ (C. jambhiri 

Lush.). Nesse sentido, o estudo e a introdução de novos porta-enxertos com 

potencial de diversificação dos pomares tem sido uma tarefa constante para os 

programas de melhoramento genético de citros (Pompeu Júnior, 2005). De 

acordo com o Fundecitrus (2019), os principais porta-enxertos alternativos ao 

Limão „Cravo‟ são o citrumelo „Swingle‟, a tangerina „Cleópatra‟ e a tangerina 

„Sunki‟.  

Os Programas de melhoramento realizam cruzamentos dirigidos à 

obtenção de novas variedades, principalmente porta-enxertos, que vem sendo 

validadas em campo, junto ao setor produtivo, em uma complexa rede de 

experimentos distribuídos pelo país (Stuchi, 2015). O predomínio de um único 

porta-enxerto é preocupante, à medida que torna o parque citrícola vulnerável, 
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problema semelhante ao que ocorreu na década de 40, quando o vírus da 

„tristeza‟ dos citros (CTV) dizimou a maioria dos pomares cítricos, enxertado 

sobre um único porta-enxerto, a laranja azeda (C. aurantium L.) (Pompeu 

Júnior, 2005).  

 

 

Interação copa/porta-enxerto 

 

O cultivo de citros ocorre com o uso de enxertia. É uma antiga prática 

agrícola utilizada em várias culturas e na citricultura desde o século V, porém a 

prática só passou a ser utilizada comercialmente no Brasil no século XX 

(Pompeu Júnior, 2005). A técnica une o sistema radicular de uma planta (porta-

enxerto) com a parte aérea de outra (copa) de modo que seja mantida a 

continuidade vascular entre eles, resultando em uma única planta (Martinez-

Ballesta et al., 2010). Assim, a arquitetura hidráulica se torna de fundamental 

importância, uma vez que o fluxo contínuo de água controla muitos processos 

vegetais, como crescimento, nutrição mineral, fotossíntese e transpiração 

(Warschefsky et al., 2016).  

A escolha das variedades copa e porta-enxerto são de fundamental 

importância para o bom desempenho da planta e crucial para o aumento da 

produtividade. As copas são selecionadas pela qualidade e a quantidade de 

frutos produzidos. As influências da copa sobre o porta-enxerto, embora menos 

visíveis, são responsáveis pela captação de luz solar e realização da 

fotossíntese, contribuindo para o crescimento da planta a partir da assimilação 

de CO2, síntese e translocações de carboidratos e também se relacionam com 

tolerância ao frio, à seca, a pragas e doenças (Hsiao; Xu, 2000; Pompeu 

Júnior, 2005). Enquanto o porta-enxerto, é responsável pela fixação da planta 

ao solo, absorção e transporte de água e minerais, síntese e transporte de 

reguladores de crescimento e armazenamento de nutrientes, cujas interações 

ainda se estendem a rizosfera (Warschefsky et al., 2016). O porta-enxerto 

também pode interferir diretamente nas características da copa como: 

tamanho, peso e produtividade de frutos, precocidade na produção, época de 

maturação, coloração da casca e da polpa, teor de açúcares e de ácidos, 

permanência dos frutos na planta, conservação do fruto após a colheita, 
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transpiração e composição química das folhas, fertilidade do pólen, tolerância à 

seca, à salinidade e ao frio, resistência e/ou tolerância a pragas (Pompeu 

Júnior, 2005). 

Estudos são realizados com plantas lenhosas para a seleção de porta-

enxertos que forneçam os mais variados tipos de resistência e estresses 

bióticos e abióticos (Santos et al., 2019; Tworkoski e Fazio, 2016; Dória, 2015; 

Jones, 2012). Em citros muitos estudos são realizados para avaliar a influência 

e a relação entre copa e porta-enxerto sob deficiência hídrica. Santos et al. 

(2017) mostraram os impactos da deficiência hídrica no solo no crescimento, 

no balanço hormonal e no perfil de flavonoides dependente das combinações 

copa/porta-enxerto. Gonçalves et al. (2016) observaram ajuste osmótico e 

elástico, bem como o controle do estresse oxidativo em porta-enxertos com 

tolerância contrastante a seca. Santana-Vieira et al. (2016) revelaram que os 

porta-enxertos, RL e SM exibiram diferentes estratégias de tolerância e seca e 

foram capazes de transmitir suas estratégia para a copa (Limão Cravo, Laranja 

Valência e Limão Tahiti). 

 Neves et al. (2017) verificaram que diferentes combinações copa-porta-

enxerto submetidas a deficiência hídrica sucessiva exibiram alterações 

hormonais, moleculares e fisiológicas sugerindo a aquisição de tolerância 

progressiva ao estresse. Oliveira et al. (2015) sugeriram que a aclimatação a 

seca envolve respostas específicas em Cravo e Sunki e que os níveis de 

proteínas envolvidas em várias vias celulares são afetadas nas raízes sob 

deficiência hídrica. Romero et al. (2006), Argamasilla et al. (2006) e Pedroso et 

al. (2014) também relataram a importância do genótipo do porta-enxerto na 

resposta das plantas. 

A citricultura brasileira é em grande parte mantida sob um único porta-

enxerto, o Limão Cravo, devido a sua adaptação a diferentes condições 

edafoclimáticas. Este apresenta características excepcionais relacionadas à 

facilidade de produção de mudas, compatibilidade com todas as cultivares 

copas, tolerância à tristeza e resistência à seca, fácil obtenção de sementes, 

grande vigor no viveiro, bom pegamento de mudas no plantio, rápido 

crescimento, produção precoce, frutos de boa qualidade e alta produção, média 

tolerância ao frio e bom comportamento em solos arenosos (Pompeu Júnior, 

2005).  
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A utilização de um único porta-enxerto torna a cultura susceptível, e a 

diversificação é um tema bastante discutido por pesquisadores e citricultores, 

pois uma citricultura sustentável tem base na diversificação de suas variedades 

(Stuchi, 2015). Deste modo, a seleção Tangerina Sunki „Maravilha‟, obtida pela 

Embrapa Mandioca e Fruticultura, tem sido indicada como alternativa de uso 

em programas de diversificação de porta-enxertos. Essa variedade apresenta 

bom comportamento agronômico, principalmente em função de seu 

relativamente elevado número médio de sementes por fruto e de sua previsível 

uniformidade de mudas decorrente da elevada porcentagem de poliembrionia 

que manifesta (100%), bem como a compatibilidade com a maioria das mudas 

comerciais (Soares Filho et al., 2003), além de eficiência produtiva, elevada 

qualidade dos frutos e resistência a doenças, como a gomose de Phytophthora 

e adaptação a ambientes sujeitos a estresse hídrico (Stuchi, 2015). 

O desenvolvimento da citricultura vem mostrando a necessidade da 

diversificação dos porta-enxertos, além da necessidade de variedades 

melhoradas visando a tolerância a estresses, o que vem sendo realizado em 

diversos centros de pesquisa (Schafer et al., 2001). O emprego de um único 

porta-enxerto para todas as variedades copa não permite atender ao máximo o 

potencial inerente de cada variedade, impedindo que a planta manifeste toda 

sua capacidade produtiva (Pompeu Júnior, 2005).  

 

 

Respostas de plantas de citros à deficiência hídrica 

 

Desde a implantação até a colheita, a citricultura brasileira, em sua 

maioria ocorre em regiões com baixa disponibilidade hídrica. A água é um dos 

fatores limitantes para a produção da cultura em áreas com distribuição 

irregular de chuvas, determinado por épocas de alta e baixa precipitação 

(Ribeiro e Machado, 2007). Nas áreas cultivadas com citros, no Brasil, é 

comum ocorrer deficiência hídrica no solo, associada a elevados deficits de 

pressão de vapor (DPV), aumentando as limitações para a produtividade 

(Peixoto et al., 2006).  

A citricultura nordestina encontra-se localizada sob o ecossistema de 

Tabuleiros Costeiros, com solos profundos, horizontes coesos, com estrutura 
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maciça e consistência dura a extremamente dura quando secos, o que reduz a 

profundidade efetiva, prejudicando a dinâmica da água no perfil e 

principalmente o aprofundamento das raízes (Souza et al., 2008). Deste modo, 

as plantas cítricas desenvolvem um sistema radicular pouco profundo, 

tornando-as mais vulneráveis a deficits hídricos, comuns nos meses de 

novembro a março (Peixoto et al., 2006). 

A deficiência hídrica é uma das principais causas de redução do 

crescimento e desenvolvimento de plantas, diminuindo o rendimento das 

culturas na maioria das regiões agrícolas do mundo (Arbona et al., 2005; Taiz e 

Zeiger, 2017). O potencial hídrico foliar (ΨwF) indica o seu estado energégico, 

cujos gradientes explicam os fluxos da água no sistema solo-planta-atmosfera. 

Variações nos valores de ΨwF podem afetar a assimilação de carbono da 

planta. Isso ocorre, pois quando a planta perde água a uma taxa superior a sua 

capacidade de absorção e transporte, o Ψw diminui, levando ao fechamento 

dos estômatos e redução da fotossíntese (Bergonci et al., 2000). Todo os 

processos citados estão diretamente relacionado à disponibilidade de água no 

solo próximo as região das raízes e aos elementos meteorológicos que afetam 

o processo de transpiração e abertura estomática (Pires et al., 2005). 

A seca altera as relações e o balanço de água e as plantas respondem 

com várias modificações através de uma cascata de sinais (Mahdieh et al., 

2008; Reis et al., 2012). Inicialmente a redução do potencial hídrico do solo 

acarreta a redução do ΨwF, a sinalização de hormônios (ácido absícico – ABA, 

ácido indolacético – AIA, ácido salicílico – AS e etileno) por meio de uma 

cascata de sinalização. Há indução do fechamento estomático, inibição da 

fotossíntese, diminuição dos pigmentos cloroplatídicos, produção aumentada 

de espécies reativas de oxigênio (ERO), resultando em danos à membrana 

celular causada pela peroxidação lipídica, afetando a atividade respiratória nos 

mitocôndrios, extravazamento do conteúdo celular e, eventualmente, morte 

celular (Benitez et al., 2016; Fariduddin et al., 2009; Filippou et al., 2014; 

Munns, 2011). Também como efeito da deficiência hídrica, as plantas realizam 

ajuste osmótico por meio do acúmulo de solutos compatíveis (Filippou et al., 

2014).  

O ajuste osmótico é uma resposta adaptativa das plantas à deficiência 

hídrica para a manutenção da turgescência celular, auxiliando na manutenção 
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da abertura estomática e funcionamento do aparelho fotossintético em 

condições de baixo potencial hídrico (Marijuan e Bosch, 2013). Esses 

mecanismos se estabelecem mediante o acúmulo, no vacúolo e no citosol, de 

solutos compatíveis, como prolina e carboidratos simples, como glicose, frutose 

e trealose (Monteiro et al., 2014), atuando como osmoprotetores, eliminando 

ERO, estabilizando o sistema antioxidativo através da atividade de enzimas 

antioxidantes, protegendo a integridade e estabilizando as membranas 

celulares (Per et al., 2017).  

A deficiência hídrica afeta os processos como a distribuição de raízes, a 

eficiência na absorção de água e nutrientes, o fluxo de seiva, o transporte de 

substâncias pelos elementos de vaso no tronco do porta-enxerto e diferenças 

associadas à condutividade hidráulica da raíz (Arbona et al., 2015; Munns, 

2011; Siemens; Zwiazek, 2004). A capacidade de fornecer água à planta e o 

aumento na absorção de nutrientes pode ser determinadas pelo porta-enxerto, 

que influencia no desenvolvimento de frutos, determinando o vigor da cultivar e 

sua tolerância ao estresse hídrico (Romero et al., 2006).   

Existem poucas informações sobre as respostas de plantas de citros 

cultivadas em campo e isso, se deve, provavelmente, à alta complexidade da 

interação das plantas cítricas com o meio ambiente, variando da temperatura 

do solo e metabolismo das raízes até a variação na exposição das folhas à luz 

(Ribeiro; Machado, 2007). Um grande número de estudos relacionados com 

plantas cítricas está disponível, porém, a maioria dos resultados diz respeito às 

respostas de plantas a um fator ambiental específico obtido sob condições 

controladas ou semi-controladas (Gonçalves et al., 2016; Machado et al., 2013; 

Mesquita et al., 2016; Neves et al., 2017; Santana-Vieira et al., 2016).  

Para superar o período com restrição hídrica as plantas desenvolvem 

mecanismos para sobreviver ao estresse, e estas respostas vão depender da 

duração, da intensidade e do período induzindo modificações fisiológicas, 

bioquímicas e morfológicas. As plantas podem adotar diferentes estratégias de 

sobrevivência para evitar ou tolerar a desidratação (Santana-Vieira et al., 2016; 

Verslues et al., 2006). Para evitar a desidratação o ponto principal é o balanço 

entre a absorção de água do solo e a perda de água por transpiração levando a 

alterações fisiológicas como o aumento do sistema radicular, favorecendo a 

busca de novas fontes de água em regiões mais profundas do solo (Rodrigues-
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Gamir et al., 2010). Indução do fechamento estomático que leva a redução das 

taxas fotossintéticas devido à limitação da entrada de CO2 no mesofilo foliar 

(Chaves et al., 2009) objetivando um uso mais eficiente da água (Munns, 2011; 

Verslues et al., 2006).  

A tolerância à desidratação está ligada a proteção aos danos celulares 

ocasionados pelo estresse hídrico. Alguns dos mecanismos desenvolvidos 

nessa estratégia incluem a desintoxicação causada por ERO, assim 

preservando a integridade de proteínas, enzimas e membranas celulares 

(Krasensky e Jonak, 2012) bem como de solutos compatíveis, que contribuem 

para a redução do potencial osmótico celular e consequente manutenção da 

turgescência celular (Lehmann et al., 2010), ajuste osmótico e elástico das 

paredes celulares (Gonçalves et al., 2016). 

Plantas tolerantes à seca são capazes de regular o potencial osmótico 

para compensar períodos curtos ou longos de deficit hídrico. Esse processo 

resulta em um acúmulo de solutos na célula em resposta a uma queda do 

potencial hídrico da planta. Consequentemente, o potencial osmótico da célula 

é reduzido, o que por sua vez atrai água para a célula, para manutenção da 

pressão de turgor. Um potencial de pressão (turgor) é importante para o 

crescimento, expansão e rigidez mecânica das paredes e tecidos celulares, um 

papel particularmente importante para tecidos jovens sem lignina que não pode 

ser sustentada mecanicamente sem um potencial de pressão interna mais 

elevado (Molinari et al., 2004).  

 

 

O papel fisiológico do acúmulo de amido em plantas sob deficiência 

hídrica  

 

O amido é o carboidrato de reserva mais abundante nas plantas, 

podendo representar até 90% do peso seco (Stitt e Zeeman, 2012). Um 

homopolímero de glicose unido por ligações glicosídicas. Seu metabolismo e 

função dependem do tipo de célula a partir do qual é derivado (Horrer et al., 

2016), consiste da mistura de dois diferentes componentes, amilose (20-30%) e 

amilopectina (70-80%). Amilose é um polímero linear de resíduos de glicose 

unidos por ligações glicosídicas α-1,4 enquanto a amilopectina é um polímero 
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de glicose altamente ramificado com ligações glicosídicas α-1,6 ligando as 

cadeias lineares (Cheng et al., 2012). Nas plantas superiores, é produzido e 

armazenado nos cloroplastos e então degradado à noite para fornecer carbono 

para sustentar a respiração foliar e produzir açúcares que são exportados via 

tecidos vasculares para sustentar o crescimento das plantas mesmo na 

ausência de luz (Zeeman et al., 2007).  

Em condições de deficiência hídrica, quando a assimilação de carbono 

fica comprometida, o metabolismo do amido pode tamponar os efeitos 

adversos causados (Dong e Beckles, 2019). O amido pode ser rapidamente 

mobilizado para fornecer açúcares que são muito sensíveis às mudanças 

ambientais (Xie et al., 2017) e que são transportados via tecido vascular para 

sustentar o crescimento das plantas mesmo na ausência de fotossíntese 

(Zeeman et al., 2007). Também pode atuar como fonte de açúcares quando o 

carbono for necessário, ou como dreno quando os açúcares estiverem em 

excesso, o que permite um uso otimizado dessas reservas de carbono 

(MacNeill et al., 2017).  

O crescimento das plantas é regulado pela síntese (fotossíntese) e 

consumo (respiração) de substâncias orgânicas, bem como pela partição de 

fotoassimilados (Bueno et al., 2012). A depender da disponibilidade de carbono 

e a diferença de sensibilidade do crescimento da planta ao deficit hídrico há 

uma associação entre a remobilização e o consumo das reservas de 

carboidratos nas condições limitantes da água (Barry et al., 2004; Pedroso et 

al., 2014). Com menor assimilação de carbono e redução significativa da 

fotossíntese (Ashraf e Harris, 2013), há aumento da respiração da parte aérea 

para a manutenção da atividade metabólica e uma redução nas reservas de 

carboidratos nos órgãos de armazenamento (Smitt; Stitt, 2007). Para suprir a 

demanda da planta, o amido pode ser remobilizado e a sacarose sintetizada 

nos órgãos fotossintéticos ou originada pela degradação do amido, podendo 

ser usado para manter a atividade metabólica da planta (Pedroso et al., 2014).  

Para a síntese ou hidrólise do amido é necessária a ação de enzimas.  

GBSSI atua na biossíntese do amido (Chen et al., 2017), liga-se firmemente ao 

grânulo de amido e é responsável pela síntese da amilose. O GBSS transfere 

os resíduos glicosil a partir da ADP-glicose para o seu substrato de glucano 

processivamente, gerando longas cadeias, a síntese de amilose pode tornar o 
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amido mais denso e melhorar a eficiência do armazenamento de carbono, 

explicando a conservação do GBSS em plantas superiores (Zeeman et al., 

2010). β-amilase (BAM) está envolvida na degradação do amido (Krasensky; 

Jonak, 2012) hidrolisando as cadeias lineares, ligações glicosídicas α, 1-4, 

liberando maltose das extremidades não redutores exposta da cadeia, que 

pode ser incorporada no metabolismo do açúcar (Peng et al., 2014; Zeeman et 

al., 2010). Estudos demonstram que o estresse osmótico pode aumentar a 

atividade total de BAM e diminuir o conteúdo de amido estimulado pela luz em 

Arabidopsis de tipo selvagem, mas não em mutantes bam1, que pareciam ser 

hipersensíveis a estresse osmótico (Valério et al., 2011).  

De acordo com Peng et al. (2014), no trabalho onde avaliou o gene 

PtrBAM1 de Poncirus trifoliata exibiu um aumento nos níveis de expressão de 

PtrBAM1. As isoamilases (ISA) são enzimas desrramificadoras que hidrolisam 

as ligações glicosídicas α-1,6, importantes determinantes da estrutura da 

amilopectina. Theerawitaya et al. (2012) mostram o aumento da expressão de 

genes OsISAIIa e OsISAIIb em plantas de arroz sob estresse salino. 

 

 

Figura 2 – Via de biossíntese e degradação do amido e sacarose em tecidos 
fonte e dreno (Dong e Beckles, 2019). 
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Osmoproteção  

 

Estresses abióticos, particularmente a deficiência hídrica, são 

responsáveis por disfunções que limitam o crescimento da planta e a 

produtividade, levando a uma série de mecanismos de resposta adaptativos 

(Amini et al., 2015). Induzem a redução do potencial osmótico que é 

responsável pela manutenção da absorção de água e do turgor celular 

podendo contribuir para o crescimento e expansão das raízes (Tardieu et al., 

2018). As plantas acumulam grandes quantidades de solutos compatíveis, 

moléculas de baixo peso molecular, compostos orgânicos altamente solúveis, 

normalmente não tóxicos em altas concentrações na célula (Filippou et al., 

2014). Estes protegem as plantas contra a desidratação, porém não interferem 

nos processos bioquímicos (Zou et al., 2013), mas contribuem com o ajuste 

osmótico, com a detoxificação das ERO, com a proteção da integridade da 

membrana e a estabilização de enzimas/proteínas (Ashraf et al., 2013; 

Marijuan e Bosch, 2013).  

Dentre os solutos compatíveis destacam-se a prolina, sacarose, 

trealose, polióis, e compostos amônio quaternários (Qs) como a glicina betaína, 

alanina betaína, prolina betaína e pipecolato betaína, os quais estão presentes 

no vacúolo ou no citosol (Benitez et al., 2016). Como alguns desses solutos 

protegem os componentes celulares dos danos causados pela desidratação 

eles são comumente conhecidos como osmoprotetores. Embora o papel dos 

osmorreguladores sob a osmotolerância seja controverso, acredita-se que 

esses compostos tenham efeitos positivos sobre a integridade de enzimas e 

das membranas juntamente com papéis adaptativos na mediação do ajuste 

osmótico em plantas cultivadas sob condições de estresse (Ashraf e Foolad, 

2007).  

Os porta-enxertos de citros possuem capacidades diferenciais de 

fornecimento de água e carbono aos tecidos da parte aérea, melhorando a 

resistência a estresses bióticos e abióticos e afetando o estado hídrico das 

plantas (Machado et al., 2013; Pedroso et al., 2014). As plantas podem usar 

carboidratos armazenados para superar condições de estresse, pois baixas 

taxas fotossintéticas não são adequadas para suprir a demanda metabólica da 

planta (Shao et al., 2008). Aumentos na concentração foliar de carboidratos 
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solúveis e reduções na concentração de amido são observados sob deficit 

hídrico moderado, enquanto há reduções nas frações solúveis e amido sob 

deficit hídrico severo (Chaves et al., 2009). A interconversão amido-açúcar nos 

tecidos fonte e dreno desempenha um profundo papel fisiológico em todas as 

plantas (Dong e Beckles, 2019). Nas células, o CO2 assimilado pela 

fotossíntese é utilizado para a formação de amido no cloroplasto ou é 

exportado para o citosol para a síntese de sacarose (Figura 2). Estímulos 

internos e externos controlam a partição entre amido e sacarose. As trioses 

fosfato sintetizadas no ciclo de Calvin-Benson podem ser utilizadas para a 

síntese de ADP-glicose (doador glicosil para síntese de amido) ou translocado 

para o citosol para a síntese de sacarose (Sami et al., 2016).  

Os açúcares solúveis são amplamente aceitos como osmoprotetores, 

pois podem funcionar para estabilizar as membranas celulares substituindo as 

moléculas de água quando as plantas são expostas ao estresse abiótico, 

mantendo as superfícies das membranas hidratadas e sustentando o espaço 

entre as moléculas de fosfolipídios para evitar danos à membrana (Valluru e 

Den Ende, 2008). Os açúcares desempenham papel ativo na regulação do 

crescimento, desenvolvimento, armazenamento, fotossíntese, partição de 

carbono, metabolismo de carboidratos e lipídios, homeostase osmótica, 

transdução de sinais, síntese de proteínas e expressão gênica durante vários 

estresses abióticos (Sami et al., 2016; Salerno e Curatti, 2003). O aumento na 

concentração de açúcares solúveis como glicose, sacarose e frutose aumenta 

a tolerância da planta a vários estresses abióticos, como seca, salinidade e frio 

(Rathinasabapathi, 2000). 

Durante o estresse, os açúcares protegem a membrana e eliminam o 

excesso dos radicais livres (Krasensky e Jonak, 2012). O acúmulo de ERO 

está diretamente correlacionado com o acúmulo de açúcar para proteger as 

plantas dos efeitos danosos do estresse ambiental. Desempenham uma dupla 

função, pois estão associados ao anabolismo e ao catabolismo das ERO, como 

a via oxidativa da pentose fosfato envolvida na produção de NADPH envolvida 

na eliminação de ERO além de atuarem como osmoprotetores na regulação do 

ajuste osmótico (Keunen et al., 2013; Singh et al., 2015). Mantêm a turgidez 

das folhas e previnem a desidratação de membranas e proteínas (Sawhney e 

Singh, 2002), impede a oxidação da membrana celular (Arabzadeh, 2012), 
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reduz a taxa de fotossíntese sob estresse hídrico (Liu et al., 2004), também 

mantém o teor de água foliar e o ajuste osmótico das plantas frente às 

condições de estresse hídrico (Xu et al., 2010) (Figura 3). 

A sacarose é sintetizada a partir do ciclo de Calvin pela ação sequencial 

de sacarose fosfato sintase (SPS). Além da biossíntese, a sacarose é 

catabolizada reversivelmente pela sacarose sintase (SUS), produzindo UDP-

glicose e frutose, ou catabolizada irreversivelmente pelas invertases (INV) 

produzindo glicose e frutose. A sacarose e seus produtos hidrolíticos, glicose e 

frutose atuam como moléculas de sinalização que induzem a biossíntese de 

outras substâncias osmoprotetoras em resposta a condições desfavoráveis, e 

influenciam o crescimento e o desenvolvimento das plantas (Bolouri-

Moghaddam et al., 2010; Ruan et al., 2010). Além disso, há integração do 

mecanismo de catabolismo e sinalização da sacarose, mediada pela invertase 

e ativada por hormônio. A invertase é uma enzima chave para o 

desenvolvimento de plantas e resposta ao estresse (Tauzin e Giardina, 2014). 

 

 

 

Figura 3 – Diagrama representativo do papel dos açúcares solúveis em 
condições de deficiência hídrica. Adaptado de Sami et al. (2016). 
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No ajustamento osmótico, a prolina é um dos aminoácidos mais 

estudados em plantas submetidas ao deficit hídrico (Marijuan e Bosch, 2013), 

amplamente distribuído em plantas superiores, e pode ser acumulada como um 

metabólito comum em resposta ao ajuste osmótico (Verbruggen e Hermans, 

2008). Além do seu papel como osmólito, a prolina contribui para a 

estabilização de estruturas subcelulares e tamponando o potencial redox 

celular em condições de estresse. A utilização rápida da prolina para a redução 

do estresse pode fornecer agentes redutores suficientes que suportam a 

fosforilação oxidativa mitocondrial e a geração de ATP para recuperação e 

reparo de danos induzidos pela seca (Ashraf e Foolad, 2007). Além disso, pode 

ativar várias funções celulares como a reserva de carbono e nitrogênio utilizado 

no crescimento para restabelecimento após estresse; desintoxicação do 

excesso de amônia; estabilização de proteínas e membranas; e eliminação de 

radicais livres (Kavi Kishor et al., 2005).   

A síntese da prolina em plantas superiores acontece por duas vias: a via 

Ornitina (Orn) e a via Glutamato (Glu), que são os principais precursores da 

biossíntese da prolina. Este processo é mediado pelas enzimas D1-pirrolina-5- 

sintetase (P5CS) e redutase (P5CR). A principal rota para a biossíntese de 

prolina durante o estresse osmótico em plantas usa o glutamato, que é 

reduzido a glutamato-Ɣ-semialdeído (GSA) pela enzima D1-pirrolina-5-

carboxilato sintetase (P5CS). O GSA é convertido espontaneamente por 

ciclização a D1-pirrolina-5-carboxilato (P5C), que é finalmente reduzido a 

prolina (Pro) pela D1-pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR). O acúmulo de 

prolina sob estresse pode ocorrer devido ao aumento da P5CS, a enzima 

limitante da biossíntese de prolina (Spoljarevic et al., 2011) e uma diminuição 

da atividade da prolina desidrogenase (PDH) (Filippou et al., 2014). A 

biossíntese da prolina geralmente ocorre constitutivamente no citosol ou no 

estroma dos cloroplastos, e é controlada pelo gene P5CS2. Por outro lado, sob 

o estresse, a biossíntese de prolina é aumentada nos cloroplastos e é 

controlada principalmente pelo gene P5CS1 (Szabados e Savouré, 2010) 

(Figura 4). 

A produção de prolina é ativada e seu catabolismo reprimido durante o 

estresse. Uma vez que a condição ideal é restabelecida, a regulação oposta é 

desencadeada (Amini et al., 2015). Em geral, o ciclo de degradação e 
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biossíntese de prolina são necessários para o equilíbrio do potencial redox em 

condições de deficiência hídrica (Verbruggen e Hermans, 2008). A distribuição 

da prolina intra e intercelular, também desempenha um papel crítico na 

resistência osmótica de vários tecidos em condições de estresse, sendo 

acumulada no citosol para induzir a difusão da água nas células. Na ausência 

de estresse, a prolina é transportada para os orgânulos celulares, 

principalmente vacúolos e plastídios. O vacúolo distribui a prolina para o 

citosol, na falta de água. Na reidratação, a prolina é transportada para os 

mitocôndrios (Verbruggen e Hermans, 2008), onde é degradada por duas 

reações de oxidação. A primeira é oxidada pela prolina desidrogenase/oxidase 

(ProDH) a P5C e depois convertida em GSA espontaneamente para Glu. Além 

disso, pode percorrer longas distâncias, desde as folhas até as raízes através 

do xilema e, ou floema. É amplamente sintetizada e se acumula em folhas e 

raízes sob deficiência hídrica (Amini et al., 2015). 

 

 

  
Figura 4 – A - Esquema da via metabólica da biossíntese de prolina (Pro) a 
partir de glutamato (Glu) em plantas. GSA (Glutamate semialdehyde); P5C 
(Pirroline-5-carboxylate); P5CS (Pirroline-5-carboxylate synthase); P5CR 
(Pirroline-5-carboxylate reductase); P5CDH (Pirroline-5-carboxylate 
dehydrogenase); PDH (Proline dehydrogenase). B - Compartimentos celulares 
envolvidos no processo. Adaptado de Verbruggen e Hermans (2008). 
 

Estudos apontam o acúmulo de prolina como uma resposta geral ao 

estresse, atua como um marcador que protege a planta atuando como um 

osmoprotetor (Monteiro et al., 2014; Zandalinas et al., 2017). Fillipous et al. 

(2014) mostrando o aumento do acúmulo de prolina em plantas estressadas 

sob deficiência hídrica. Em estudos com plantas de citros Molinari et al. (2004) 

verificaram a superprodução de prolina em folhas de Carrizo citrange em 

condição de deficiência hídrica.  



  

40 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 
Material vegetal e condições de cultivo 

 

O experimento foi realizado de janeiro a maio de 2015, em condições de 

campo na EMBRAPA Mandioca e Fruticultura no município de Cruz das Almas, 

Bahia, Brasil, (Latitude: 12°40‟39‟‟S, 123 Longitude; 39°06‟23‟‟O, Altitude; 225 

m). A partir do Banco Ativo de Germoplasma de Citros (BAG) foram 

selecionados três genótipos a saber:  o limoeiro „Cravo Santa Cruz‟ (Citrus 

limonia Osbeck) e a tangerineira „Sunki Maravilha‟ [C. sunki (Hayata) hort. ex 

Tanaka], e um genótipo com copa produtiva, a laranjeira doce „Valência‟ [Citrus 

sinensis (L.) Osbeck].  Os porta-enxertos foram produzidos a partir de embriões 

nucelares oriundos de sementes de frutos coletados das plantas matrizes. Os 

enxertos foram provenientes de gemas axilares de plantas nucelares, 

enxertadas por borbulhia.  

As combinações copa/porta-enxerto apresentavam-se com 2,5 anos de 

idade e estavam cultivadas com o espaçamento de 2,0 x 1,5m, em uma área 

correspondendo a 11 hectares. Foram avaliados os seguintes tratamentos: (i) 

limoeiro „Cravo Santa Cruz‟ enxertado nele próprio (RL/RL); (ii) laranjeira 

„Valência‟ enxertada em limoeiro „Cravo Santa Cruz‟ (VO/RL); (iii) tangerineira 

„Sunki Maravilha‟ enxertada nela própria (SM/SM) e (iv) laranjeira „Valência‟ 

enxertada em tangerineira „Sunki Maravilha‟ (VO/SM). 

As plantas foram irrigadas por um sistema de gotejamento com três 

emissores por planta com vazão de 4,8L com a linha de gotejamento localizada 

a 30 cm do tronco da planta. O conteúdo de água do solo foi monitorado 

durante todo o período experimental usando reflectometria no domínio do 

tempo (TDR). O tratamento controle foi irrigado por gotejamento pelo menos 

três vezes por semana com base em estimativas de transpiração da planta (T = 

ETo x K x AF), em que K = 0,32, segundo a Coelho Filho et al. (2004). A 

evapotranspiração (ETo) foi calculada a partir de uma estação meteorológica 

automática próxima a área experimental.  

Curvas de retenção de água foram construídas por Santos et al. (2017) 

para 10, 30, 50 e 70 cm de profundidade de acordo com Van Genuchen (1980). 
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As sondas TDR foram construídas manualmente de acordo com Coelho et al. 

(2005). Cada sonda era formada por três barras paralelas de aço inoxidável de 

0,09 m de comprimento e 0,4 cm de diâmetro. As sondas foram instaladas a 25 

cm do caule de cada planta e nas diferentes profundidades citadas acima. As 

curvas de calibração foram obtidas em laboratório utilizando amostras de solo 

coletadas em cada planta (Santos et al., 2019). As medições da TDR foram 

realizadas a cada dois dias.  

O potencial hídrico foliar (ΨWF) foi determinado no terceiro ou quarto 

ramo a partir do ápice, na segunda ou terceira folha madura e totalmente 

expandida para todos os tratamentos utilizando câmara de pressão (Modelo 

1000, PMS Instrument Company, Albany, OR, USA), de acordo com 

metodologia descrita por Scholander et al. (1965). As medições de ΨWF foram 

realizadas no período antemanhã, a cada dois dias, a partir da aplicação dos 

tratamentos.  

As plantas dos diferentes tratamentos foram submetidas à desidratação 

pela suspensão da irrigação, ao passo que o tratamento controle foi mantido 

próximo da capacidade de campo. A princípio, foram definidas quatro classes 

de ΨWF para a coleta do material vegetal: (A) tratamento controle com valores 

de ΨWF entre - 0,1 e - 0,5 MPa; (B) tratamento sob estresse moderado, com 

valores deΨWF entre - 0,6 e - 1,5 MPa; (C) tratamento sob estresse severo, 

com valores de ΨWF entre - 1,6 e - 2,5 MPa) e (D) Reidratado. Após 48 h de 

reidratação até o solo atingisse a capacidade de campo e as plantas voltassem 

a apresentar ΨWF das plantas controle. As coletas foram realizadas quando as 

plantas se encontravam dentro da faixa de ΨWF desejado.  

Para todas as combinações foram coletadas folhas e raízes de dez 

plantas. A coleta das folhas foi padronizada para que fossem coletadas folhas 

maduras do 3º ao 4º ramo a partir do ápice. Após a coleta, as folhas foram 

congeladas em nitrogênio líquido e depois transferidas para um ultrafreezer - 

80ºC. Para as raízes, foram coletadas raízes finas com até 30 cm de 

produndidade do solo para todas as combinações. As raízes foram lavadas 

com água destilada, secas em papel absorvente e congeladas em nitrogênio 

líquido e, em seguida, acondicionadas em ultrafreezer - 80ºC.  
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Fluxo de seiva  

 

A densidade de fluxo de seiva foi determinada por meio do método de 

dissipação térmica de Granier (1987) com adaptações (Vellame et al., 2009; 

Coelho Filho et al., 2005). O registro dos dados de diferença de temperatura 

entre as sondas foi realizado usando um datalogger (CR10X Campbell SCi) 

com armazenamento da média dos sinais emitidos a cada 15 min. A densidade 

de fluxo de seiva foi obtida pontualmente no caule da planta a uma altura de 

0,30 m do solo e na profundidade de 2 cm, considerando a espessura da 

casca. Esta foi calculada pela razão entre a diferença de temperatura dos 

sensores instalados no tronco (K), baseado na equação empírica desenvolvida 

por Granier (1987): u = 118,99 x 10-6 K 1,231. Sendo u a densidade de fluxo de 

seiva, dado em L dia-1 e K= (ΔTM – ΔT)/ ΔT, sendo o ΔTM a diferença máxima 

de temperatura (oC) no dia entre os sensores e ΔT a diferença instantânea de 

temperatura entre os sensores. As avaliações foram realizadas usando os 

dados climatológicos coletados diariamente por uma estação meteorológica 

automática localizada ao lado da área experimental. As análises de fluxo de 

seiva foram realizadas utilizando a média de três plantas para cada 

combinação copa/porta-enxerto. 
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Figura 5 – Radiação solar global (A), temperatura e umidade relativa do ar (B) 
registradas durante o período de seca e de coleta das plantas. Dados 
coletados em intervalos de 1 h. 
 

 

Amido e Açúcares solúveis totais (AST) 

 

O teor de carboidratos foi determinado em folhas e raízes liofilizadas, 

para todos os tratamentos, de acordo com metodologia descrita por McCreaddy 

et al. (1950),  e quantificado pelo método antrona-ácido sulfúrico de acordo 

com Clegg (1956) adaptado para microplaca. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro UV/Visível (Spectramax Paradigm - Molecular Devices) a 

620 nm. Os teores de amido e acúcares solúveis totais (AST) foram calculados 

tomando-se por base os dados da curva-padrão obtida com D-glicose. Para as 

amostras obtidas pela extração com ácido perclórico, o valor encontrado foi 

multiplicado pelo fator 0.9 para conversão da glicose em amido.  
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Açúcares redutores por GC-MS 

 

Os teores de açúcares redutores foram determinados em amostras de 

folhas e raízes frescas (50-100 mg MF) de todos os tratamentos. Foram 

extraídas e analisadas de acordo com protocolo descrito por Lira et al. (2016). 

As concentrações de metabólitos endógenos foram obtidas comparando as 

áreas de pico dos cromatogramas com os padrões comerciais. 

 

Prolina 

A determinação do teor de prolina foi realizada em folhas e raízes 

liofilizadas, de acordo como protocolo descrito por Bates et al. (1973) com 

modificações adaptadas para leitura em microcubeta de quartzo e  volumes de 

tolueno. A leitura foi realizada em espectrofotômetro UV/Visível (Spectramax 

Paradigm - Molecular Devices) a 520 nm, usando tolueno como branco. A 

curva-padrão foi preparada com L-prolina e o teor de prolina foi calculado. Os 

resultados foram expressos em µmoles g-1 MS. 

 

Expressão Gênica por qPCR 

 

Os níveis de mRNA foram analisados por meio de Real Time qRT-PCR 

(qPCR). Extração de RNA total de folhas e raízes foi realizada utilizando o 

Trizol Reagent (Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. Em 

seguida o RNA foi tratado com DNase I (Thermo Scientific) a 37°C durante 30 

min. e a qualidade das amostras foi avaliada em gel de eletroforese a 1%. A 

síntese de cDNA foi realizada utilizando o kit High Capacity RNA-to-Cdna Kit 

(Applied Biosystems), de acordo com as instruções do fabricante. 

Posteriormente, as amostras de cDNA foram quantificadas em 

espectrofotômetro NanoDrop 2000 UV-Vis (Thermo Scientific) e diluídas a 

concentração  10 ηg μL-1.  

A fim de avaliar a expressão de genes da via de biossíntese e 

degradação de amido e sacarose e biossíntese de prolina, primers gene-

específicos foram delineados com base nas suas sequências disponíveis em 

bancos de dados públicos (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Lista de primers específicos de citros utilizados em qPCR.  
 

 

 

O qRT-PCR foi realizada em termociclador Stratagene Mx3005p 

(Stratagene, La Jolla, Califórnia, USA) usando o kit Power SYBR Green PCR 

Master Mix 2X (Applied Biosystems) de acordo com recomendações do 

fabricante. O mix para a reação foi composto por 100 ng de cDNA como molde, 

0,5 µM de cada primer e uma quantidade suficiente de Power SYBR Green 

PCR Master Mix 2X para completar o volume final da reação para 20 µL. As 

reações de amplificação foram realizadas sob as seguintes condições: (1) pré-

tratamento a 50ºC por 2 min, (2) ativação da Taq polimerase a 95ºC por 10 min 

(3) desnaturação a 95ºC por 30 s, (4) anelamento a 60ºC por 60 s e (5) 

extensão a  72ºC por 40 s, sendo repetido o processo por 40 ciclos. Para 

verificar se apenas um produto de PCR foi gerado para os transcritos 
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amplificados foi gerada a curva de dissociação de 95ºC por 60 s, 60ºC por 30 s 

e 95ºC por 30 s (PCR Stratagene Mx3005P – Agilent Technologies). Todas as 

reações foram submetidas às mesmas condições de análise.  

Os dados de fluorescência foram normalizados pelo sinal de referência 

passiva de ROX para corrigir as flutuações do sinal de fluorescência devido a 

variações no volume ou evaporação. As curvas de fluorescência foram 

analisadas com o software MxPro QPCR e os valores do ciclo Threshold (CT) 

foram determinados. Os valores de expressão gênica para cada gene de 

interesse foram calculados como uma variação (fold change) da amostra do 

tratamento em relação à amostra controle (calibrador) usando o método 2-ΔΔCt 

(Livak e Schmittgen, 2001) e os genes desidrogenase Gliceraldeido-3-fosfato 

C2 (GAPC2) e Ubiquitina-proteína ligase 7 (UPL7) como controle endógeno 

(Mafra et al., 2012). 

 

 

Análise Estatística  

 

O delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados, 

em esquema fatorial 4 x 4, totalizando 16 tratamentos correspondentes a 4 

combinações copa/porta-enxerto (RL/RL, VO/RL, SM/SM e VO/SM), 4 regimes 

hídricos (controle, estresse moderado, estresse severo e reidratado). Os 

resultados dos experimentos foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA), a comparação entre médias dos tratamentos foram realizadas pelo 

teste de Tukey (p<0,05). 

Para análise biplot, baseada em análise de componentes principais, foi 

utilizada uma tabela de dupla-entrada contendo as médias das combinações 

copa/porta-enxerto em cada regime de desidratação e reidratação e em cada 

variável bioquímica analisada em folhas e raízes (amido, AST, sacarose, 

glicose, frutose e prolina). Inicialmente, devido as diferenças nas unidades de 

medida, as médias foram padronizados para média 0 e variância 1 por meio da 

fórmula Zij = (Xij - µj)/Sj, onde Xij é o valor da i-ésima observação da variável j; 

µj é a média da variável j; e Sj é o desvio-padrão da variável j. As médias 

padronizadas foram submetidas à decomposição em valores singulares e as 

coordenadas das duas primeiras componentes principais (PC1 e PC2) das 
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combinações copa/porta-enxerto e das variáveis foram utilizadas para a 

projeção do biplot. 
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RESULTADOS 
 
 
Fluxo de seiva  
 
 

A diminuição do potencial hídrico do solo (ΨWS) e a combinação 

copa/porta-enxerto reduzem a velocidade total do fluxo de seiva tendo as 

combinações copa/porta-enxerto resposta diferencial da taxa de fluxo quando 

submetidas à deficiência hídrica e após a reidratação (Figura 6). O porta-

enxerto RL, na condição controle, reduziu drasticamente a taxa de fluxo 

quando combinada com a copa VO, o que não foi verificada para o porta-

enxerto SM. Para a deficiência hídrica, as plantas controle da combinação 

RL/RL tiveram os valores mais altos de fluxo de seiva (0,75 L min-1) com uma 

redução da velocidade de fluxo de seiva de aproximadamente 4x quando 

comparadas com a deficiência hídrica (0,15 L min-1). As plantas da combinação 

VO/RL quando submetidas à deficiência hídrica (0,20 L min-1) apresentaram as 

menores variações quando comparadas ao controle (0,30 L min-1). A 

combinação SM/SM apresentou um fluxo de seiva de 0,37 L min-1 para o 

tratamento controle e uma redução do fluxo para 0,10 L min-1 em condições de 

deficiência hídrica. A combinação VO/SM apresentou os menores valores de 

fluxo de seiva, de 0,20 L min-1 e 0,9 L min-1, no controle e em condições de 

deficiência hídrica, respectivamente. Após a reidratação as plantas submetidas 

à deficiência hídrica tiveram aumento no fluxo de seiva para valores próximos 

ao controle, exceto para RL/RL que embora tenha apresentado um aumento do 

fluxo, este não chegou a valores próximos ao controle (Figura 6). 
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Figura 6 – Variação do fluxo de seiva de quatro diferentes combinações copa/porta-
enxerto de plantas de citros submetidas a quatro regimes hídricos. VO: Laranja 
Valência; RL: Limão Cravo; SM: Tangerina Sunki „Maravilha‟. Controle (C) (ΨWF = - 
0,1 a - 0,5 MPa); Seca severa (D) (ΨWF = - 1,6 a - 2,5 MPa); Reidratação (48 h). 
Valores médios de quatro réplicas biológicas. Dados médios a intervalos de 15 min. 
 

  

Amido, Açúcares Solúveis e Prolina  

 

Os teores de amido e de açúcares solúveis totais (AST) apresentaram 

variações significativas em folhas e raízes nas diferentes combinações 

copa/porta-enxerto de citros submetidos a regimes de desidratação/reidratação 

(Figura 7). Nas folhas, as combinações RL/RL, VO/RL, SM/SM e VO/SM sob 

deficiência hídrica moderada e severa reduziram os teores de amido em 

relação aos controles. Contudo, VO/SM no estresse moderado teve uma 

redução mais tênue, em torno de 17,4% quando comparadas ao seu controle. 

Após a reidratação, apenas VO/RL e SM/SM observou-se um aumento 

significativo de 39% e 50% em relação ao déficit hídrico severo (Figura 7A). 

Para as raízes, as combinações com o porta-enxerto RL acumularam os 

maiores teores de amido e VO/RL acumulou os maiores teores para todos os 

tratamentos avaliados. A combinação SM/SM apresentou menor amplitude de 
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variação entre os tratamentos enquanto VO/SM acumulou os menores teores 

de amido com maior valor médio para o tratamento de deficiência hídrica 

severa (20,1 mg g-1 MS) (Figura 7B).  

Os teores de AST nas folhas foram maiores para as combinações com o 

porta-enxerto SM. SM/SM teve os valores aumentados com o aumento da 

deficiência hídrica e esse aumento permaneceu mesmo após a reidratação. 

Enquanto VO/SM apresentou maior teor de AST sob deficiência hídrica 

moderada e severa (Figura 7C). Nas raízes os teores de AST foram com a 

deficiência hídrica em todas as combinações avaliadas (Figura 7D). 

Nas folhas os teores de sacarose no porta-enxerto RL apresentou 

pequenas variações para as suas combinações, enquanto que o SM 

apresentou aumento significativos para a deficiência severa para ambas as 

combinações. Por outro lado, incrementos MD e R foram verificados apenas 

em VO/SM (Figura 7E). Nas raizes para todas as combinações do MD houve 

incrementos significativos quando comparado ao controle. Tal comportamento 

foi mantido no SD apenas nas combinações do porta-enxerto SM. Na 

reidratação apenas a combinação VO/RL não teve aumento significativo 

quando comparado ao controle (Figura 7F). 

Para os teores de glicose na folha a SD favoreceu incrementos em todas 

as combinações quando comparado ao controle, porém tal resposta não é  

verificada após a reidratação (Figura 7G). De maneira contrária, para as raizes 

nos tratamentos MD e SD não houve aumentos nos teores de glicose, mas 

após a reidratação os valores médios foram equiparados ao controle (Figura 

7H). 

Os teores de frutose nas folhas exibiu o mesmo padrão apresentado nos 

teores de glicose (Figura 7I). Nas raízes as combinações com o porta-enxerto 

RL não exibiram um padrão de resposta em contrapartida para as combinações 

com o porta-enxerto SM os teores de frutose aumentaram com o aumento do 

estresse (Figura 7J) 

 

 



  

51 

 

 

Figura 7 – Variação nos teores de amido e açúcares em folhas e raízes de 
citros, em diferentes combinações copa/porta-enxerto, submetidos a regimes 
de desidratação/reidratação. Amido (A e B), AST (C e D), sacarose (E e F), 
glicose (G e H) e frutose (I e J). VO: Laranja Valência, RL: Limão Cravo, SM: 
Tangerina Sunki „Maravilha‟. Controle (C) (ΨWF = - 0,1 a - 0,5 MPa), Estresse 
Moderado (MD) (ΨWF = - 0,6 a - 1,5 MPa), Estresse Severo (SD) (ΨWF = - 1,6 a 
- 2,5 MPa), Reidratação (R) após 48 h até que o solo atingisse a capacidade de 
campo. Letras maiúsculas comparam as médias entre as combinações 
copa/porta-enxerto para o mesmo regime hídrico e as letras minúsculas 
comparam as médias entre os regimes hídricos para as mesmas combinações 
copa/porta-enxerto. As médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas ou 
minúsculas não diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p 
<0,05). Valores médios de quatro réplicas biológicas e oito repetições técnicas 
± EP. 
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Os teores de prolina em folhas e raízes de todas as combinações 

copa/porta-enxerto aumentaram com o avanço da deficiência hídrica e 

apresentaram redução dos teores após o período de reidratação (Figura 8). 

Nas folhas, a deficiência hídrica (SM, SD) levou a um aumento nos teores de 

prolina para todas as combinações em comparação ao controle, porém o 

impacto no teor desse aminoácido foi em média 11 vezes maior para SD. Após 

a reidratação, o teor de prolina nas folhas teve redução nos valores médios 

para todas as combinações, sendo 59% menor quando comparado a SD e 90% 

maior em comparação ao controle (Figura 8A). As raízes apresentam resposta 

similar as folhas em que o déficit hídrico promoveu aumentos significativos no 

teor de prolina independentemente do porta-enxerto e de suas combinações 

(Figura 8B). No entanto foi a SD que promoveu o maior incremento, variando 

de 4x até 7x para RL/RL, SM/SM, respectivamente em comparação ao controle 

(Figura 8B). 

 

 

Figura 8 – Teores de prolina em folhas e raizes das diferentes combinações 
copa/porta-enxerto de citros submetidos a regimes desidratação/reidratação. 
VO: Laranja Valência, RL: Limão Cravo, SM: Tangerina Sunki „Maravilha‟. 
Controle (C) (ΨWF = - 0,1 a - 0,5 MPa), Estresse Moderado (MD) (ΨWF = - 0,6 a 
- 1,5 MPa), Estresse Severo (SD) (ΨWF = - 1,6 a - 2,5 MPa), Reidratação (R) 
após 48 h até que o solo atingisse a capacidade de campo. Letras maiúsculas 
comparam as médias entre as combinações copa/porta-enxerto para o mesmo 
regime hídrico e as letras minúsculas comparam as médias entre os regimes 
hídricos para as mesmas combinações copa/porta-enxerto. As médias 
seguidas pelas mesmas letras maiúsculas ou minúsculas não diferem 
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Valores médios de 
quatro réplicas biológicas e oito repetições técnicas ± EP.  
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Expressão gênica 

 

A expressão do gene da via de biossíntese do amido, GBSSIb, 

apresentou uma redução na expressão em folhas e raízes, quando 

comparadas ao controle, para as combinações copa-porta enxerto avaliadas 

(Figura 9 A e B). Entretanto, a combinação RL/RL apresentou um aumento na 

expressão durante a reidratação em folhas (Figura 9A) e sob deficiência hídrica 

moderada e severa nas raízes (Figura 9B). A combinação VO/RL apresentou 

aumento da expressão sob deficiência hídrica moderada nas raízes (Figura 

9B). 

A expressão dos genes BAM1, ISA1 e ISA2 da via de degradação do 

amido apresentaram expressão, de modo geral, induzida em folhas e raízes 

(Figura 9 C, D, E, F, G e H). Em maior estresse osmótico a expressão de 

BAM1 foi maior para o porta-enxerto RL. A expressão dos genes GBSSIb, 

BAM1 e ISA1 apresentaram comportamento similar nas raízes para a 

combinação RL/RL, com aumento de expressão em condições de deficiência 

hídrica e de redução da expressão  após a reidratação (Figura 9 B, D e F).  

A expressão dos genes da via de biossíntese e degradação do amido 

foram maiores para as combinações com porta-enxerto RL exibindo um ajuste 

mais rápido do que as combinações com o porta-enxerto SM.  
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Figura 9 – Expressão relativa dos genes da via de biossíntese e degradação de 
amido em folhas e raízes de diferentes combinações copa/porta-enxerto de 
citros submetidas a regimes de desidratação/reidratação. GBSSIb (A e B)  
BAM1(C e D), ISA1 (E e F) e ISA2 (G e H). Controle (C) (ΨWF = - 0,1 a - 0,5 
MPa), Estresse Moderado (MD) (ΨWF = - 0,6 a - 1,5 MPa), Estresse Severo 
(SD) (ΨWF = - 1,6 a - 2,5 MPa), Reidratação (R) após 48 h até que o solo 
atingisse a capacidade de campo. Letras maiúsculas comparam as médias 
entre as combinações copa/porta-enxerto para o mesmo regime hídrico e as 
letras minúsculas comparam as médias entre os regimes hídricos para as 
mesmas combinações copa/porta-enxerto. Médias seguidas pelas mesmas 
letras maiúsculas ou minúsculas não diferem significativamente entre si pelo 
teste de Tukey (p<0,05).  
 

 
Houve indução da expressão do gene SPS1 da via de biossíntese da 

sacarose em condições de deficiência hídrica moderada e severa para tanto 

sendo maior nas raízes. (Figura 10 A e B). Por outro lado, para o gene SUS1 

da via de degradação da sacarose, pode-se verificar um aumento da expressão 

nas folhas em condições de deficiência hídrica severa para as combinações 
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RL/RL, VO/RL e SM/SM e para a combinação VO/SM em condições de 

deficiência hídrica moderada. Nas raízes, a expressão deste gene foi reprimida 

para todos os tratamentos, quando comparada aos respectivos controles. 

Entretanto, para combinação SM/SM, houve um aumento da expressão deste 

gene após a reidratação (Figura 10 C e D). Já para o gene SUS6 da via de 

degradação de sacarose, a expressão também foi, de modo geral, reprimida 

nas folhas, sendo induzida apenas para a combinação SM/SM no estresse 

moderado (Figura 10 E). Nas raízes, a expressão foi induzida na deficiência 

hídrica severa para a combinação RL/RL e para a combinação SM/SM sob 

estresse severo e na reidratação (Figura 10 F). 

A expressão dos genes A/N INV-B e A/N INV-D, associados à 

biossintese das enzimas invertases, apresentou um perfil semelhante de 

indução nos órgãos avaliados, com uma maior expressão nas folhas e menor 

expressão nas raízes (Figura 10 G, H, I e J). Nas folhas, a combinação RL/RL 

apresentou uma maior expressão destes genes em condições de deficiência 

hídrica severa. O gene A/N INV-E em condições de deficiência hídrica 

moderada e severa para a combinação RL/RL teve expressão induzida (Figura 

10K). Já as combinações RL/RL, SM/SM e VO/SM apresentaram indução da 

expressão deste gene nas raízes, em condições de deficiência hídrica severa 

(Figura 10L).  
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Figura 10 – Expressão relativa dos genes da via de biossíntese e degradação 
de sacarose em folhas e raízes de diferentes combinações copa/porta-enxerto 
de citros submetidas a regimes de desidratação/reidratação. SUS1 (A e B), 
SUS 6 (C e D), SPS1 (E e F) A/N INV-B (G e H), A/N INV-D (I e J) e A/N INV-E 
(K e L). Controle (C) (ΨWF = - 0,1 a - 0,5 MPa), Estresse Moderado (MD) (ΨWF 
= - 0,6 a - 1,5 MPa), Estresse Severo (SD) (ΨWF = - 1,6 a - 2,5 MPa), 
Reidratação (R) após 48 h até que o solo atingisse a capacidade de campo. 
Letras maiúsculas comparam as médias entre as combinações copa/porta-
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enxerto para o mesmo regime hídrico e as letras minúsculas comparam as 
médias entre os regimes hídricos para as mesmas combinações copa/porta-
enxerto. As médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas ou minúsculas 
não diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
 

 
Nas folhas, em condições severas de deficiência hídrica, houve um 

aumento na expressão do gene P5CS para as combinações RL/RL e SM/SM. 

A expressão do gene P5CS nas raizes foi induzida quando as plantas foram 

submetidas à deficiência hídrica moderada e severa, especialmente na 

combinação SM/SM. Em contraste, houve redução na expressão após o 

período de reidratação para todos os tratamentos (Figura 11 A e B). 

Em relação ao gene P5CR, verificou-se que sua maior expressão 

ocorreu em nível foliar para a combinação SM/SM submetida à deficiência 

hídrica moderada e para a combinação VO/SM após a reidratação, quando 

comparadas ao controle. A maior expressão nas raízes foi apresentada pela 

combinação RL/RL em condições de deficiência hídrica moderada e severa. A 

combinação SM/SM também teve indução na expressão desse gene somente 

na deficiência hídrica severa, quando comparada ao controle (Figura 11 C e D). 

 

 

 

Figura 11 – Expressão relativa dos genes da via de biossíntese de prolina em 
folhas e raízes de diferentes combinações copa/porta-enxerto de citros 
submetidas a regimes de desidratação/reidratação. P5CS (A e B) E P5CR (C e 
D). Controle (C) (ΨWF = - 0,1 a - 0,5 MPa), Estresse Moderado (MD) (ΨWF = - 
0,6 a - 1,5 MPa), Estresse Severo (SD) (ΨWF = - 1,6 a - 2,5 MPa), Reidratação 
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(R) após 48 h até que o solo atingisse a capacidade de campo. Letras 
maiúsculas comparam as médias entre as combinações copa/porta-enxerto 
para o mesmo regime hídrico e as letras minúsculas comparam as médias 
entre os regimes hídricos para as mesmas combinações copa/porta-enxerto. 
As médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas ou minúsculas não 
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
 

 

Análise Multivariada 

 

A fim de avaliar o relacionamento entre combinações copa/porta-enxerto 

de citros sob condições de desidratação e reidratação, entre variáveis, bem 

como o interrelacionamento entre combinações e variáveis, fez-se a análise 

biplot baseada em componentes principais (Figura 12). Observou-se que as 

variáveis que mais contribuiram para formação da primeira componente 

principal (54.7%) os teores de prolina e frutose em raízes e folhas, de AST em 

raízes e de glicose em folhas. Para formação da segunda componente principal 

(14.5%) a variável sacarose, em raízes e folhas, apresentou a maior 

contribuição. 

As combinações copa/porta-enxerto que se localizam no mesmo 

quadrante das variáveis estão positivamente associadas a elas, sendo as 

combinações que formam os vértices do polígono consideradas as mais 

responsivas. Assim, em relação ao teor de amido, em folhas, e de glicose, em 

raízes, a combinação RL/RL, submetida à condição controle, apresentou a 

melhor resposta. Em contraste, SM/SM e VO/RL, nas mesmas condições, 

apresentou a melhor resposta para teor de amido em raízes.  

A combinação VO/SM, em condições de estresse moderado e severo, 

apresentou a melhor resposta para teor de AST, sacarose e frutose, tanto em 

folhas quanto em raízes. Já as combinações RL/RL, VO/RL e SM/SM 

apresentaram resposta mais positiva para teor de prolina, em folhas e raízes, e 

teor de glicose, em folhas. O agrupamento das combinações copa/porta-

enxerto dentro do polígono, próximas à origem do gráfico, indica maior 

estabilidade na resposta aos diversos tratamentos de desidratação e de 

reidratação. Nesse caso, as combinações apresentaram médias, para cada 

variável próxima à média da variável e, consequentemente, contribuiram pouco 
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significativamente pouco significativa para a variação total observada no 

conjunto de dados.  

 

 

 

 
Figura 12 – Biplot para teores de amido, TSS, glicose, sacarose, frutose e 
prolina em folhas e raízes de combinações copa/porta-enxerto de citros 
submetidas a regimes de desidratação/reidratação em condições de campo. 
VO: Laranja Valência; RL: Limão Cravo; SM: Tangerina Sunki „Maravilha‟; (●) 
controle (ΨWF = - 0,1 a - 0,5 MPa); (●) Estresse moderado (ΨWF = - 0,6 a - 1,5 
MPa); (●) Estresse severo (ΨWF = - 1,6 a - 2,5 MPa); (●) Reidratação, após 48 
h até que o solo atingisse a capacidade de campo. 
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DISCUSSÃO 

 

A diminuição da disponibilidade de água no solo leva a redução do 

potencial hídrico das plantas e induz ajustes metabólicos e moleculares 

(Nakashima e Yamaghuchi, 2013). O melhoramento de citros tem como foco, 

além da seleção de copas e porta-enxertos com tolerância ou resistência a 

estresses bióticos e abióticos, a busca de porta-enxertos com potencial 

diversificação e manutenção dos pomares, com tolerância a deficiência hídrica 

e boa produtividade (Stuchi, 2015). A deficiência hídrica no solo induziu o 

aumento do fluxo de seiva das diferentes combinações de copa/porta-enxerto 

de citros avaliadas bem como as respostas diferenciais no acúmulo de amido, 

acúcares solúveis e prolina, e na expressão de genes envolvidos na 

biossíntese e degradação de carboidratos e prolina. Estudos prévios com os 

porta-enxertos RL e SM mostraram que as plantas exibem diferentes padrões 

de resposta e estratégia de tolerância quando submetidos à deficiência hídrica 

(Neves et al., 2013; Oliveira et al., 2015; Santana-Vieira et al., 2016; Santos et 

al., 2017; Santos et al., 2019).  

As plantas ajustam o metabolismo para lidar com as condições 

desfavoráveis, induzindo (i) alterações no fluxo de seiva do xilema (She et al., 

2013), (ii) ajustes na alocação de carbono e energia e no acúmulo de amido 

(Pedroso et al., 2014) e no crescimento de raízes (Santos et al., 2017), (iii) 

síntese e acúmulo de solutos compatíveis como prolina (Zaher-Ara et al., 2016, 

Filippou et al., 2014) e acúcares solúveis (Neves et al., 2018; Santana-Vieira et 

al., 2017) e (iv) alterações na expressão de genes (Amini et al., 2015; Islam et 

al., 2014; Peng et al., 2014; Li et al., 2003) em resposta ao estresse.  

Um menor potencial hídrico no solo reduziu a velocidade do fluxo de 

seiva das combinações copa/porta-enxerto de citros avaliadas (Figura 6). O 

potencial hídrico foliar indica o estado energético da planta. A capacidade das 

plantas em manter o potencial hídrico elevado e uma alta assimilação de 

carbono durante a transpiração ativa está relacionada à capacidade de 

transporte de água pelo caule da planta (condutância hidráulica) e a eficiência 

no suprimento de água das raízes as folhas (Siddiq et al., 2019). A água e 

alguns metabólitos produzidos nas raízes e transportados para a parte aérea, 

através da seiva do xilema, são vitais para a manutenção do status de 
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hidratação da copa, sinalização e aclimatação ou adaptação ao estresse 

ambiental (Alvarez et al., 2008). Em condições ambientais estressantes, como 

a redução dos níveis de água do solo, geralmente estimulam o aumento dos 

níveis de hormônios como ácido abscísico (ABA), o ácido salicílico (AS) e o 

decréscimo do ácido indolacético (AIA) que estão envolvidos em resposta ao 

estresse (Santana-Vieira et al., 2016; Neves et al., 2017; Santos et al., 2017; 

Santos et al., 2019).  

A menor variação entre os valores de fluxo de seiva entre controle e 

deficiência hídrica para a combinação VO/RL está em consonância com o 

maior volume e comprimento de raízes finas (<0,5 mm), conforme verificado 

por Santos et al. (2017). As raízes finas são a principal rota de absorção de 

água e nutrientes dissolvidos para as plantas, e a redução do fluxo de seiva 

pode ter sido afetado tanto pelo menor número de raízes finas para as 

combinações SM/SM e VO/SM (Santos et al., 2017), quanto pelo processo de 

enxertia (Zobel et al., 2007; Martinez-Ballesta et al., 2010). Quarenta e oito 

horas após a reidratação do solo, os valores de fluxo de seiva se aproximaram 

daqueles do controle, exceto para a combinação RL/RL (Figura 6). Com o 

aumento da umidade do solo esses valores podem aumentar rapidamente (She 

et al., 2013).  

A deficiência hídrica exerce importante influência nos teores de 

carboidratos. As flutuações entre o acúmulo e redução nos teores de 

carboidratos em plantas de citros atuam como uma importante estratégia de 

sobrevivência, podendo reduzir a oferta de fotoassimilados em condições de 

deficiência hídrica (Ribeiro e Machado, 2007; Dong e Beckles, 2019). O amido 

foi degradado nas raízes e folhas de todas as combinações copa/porta-enxerto 

avaliadas, em condições de deficiência hídrica no solo (Figura 7 A e B). O 

aumento da hidrólise do amido permite a utilização do carbono de reserva para 

o crescimento, bem como fornece energia e esqueletos de carbono para vários 

processos metabólicos, como respiração, síntese de aminoácidos, lipídios e 

açúcares (Zeemam et al., 2010; Ruan, 2010). As combinações com o porta-

enxerto RL acumularam maiores teores de amido nas raízes do que nas folhas, 

em comparação às combinações com o porta-enxerto SM. O porta enxerto RL 

é capaz de alterar a capacidade da copa sob deficiência hídrica, mantendo a 

disponibilidade de carboidratos e o crescimento das raízes em condições 



  

62 

 

desfavoráveis (Santos et al., 2017; Santos et al., 2019). Um maior acúmulo de 

amido nas raízes pode estar relacionado à maior disponibilidade de 

carboidratos complexos e pode atuar como uma fonte de açúcares simples 

como glicose e frutose. Isso permite um aumento na respiração e 

disponibilidade de ATP para o crescimento radicular e maior emissão de raízes 

finas, visando uma melhor absorção de água do solo. Ao mesmo tempo, a 

disponibilidade de amido em órgãos não-senescentes seria uma forma de 

garantir o suprimento de energia e esqueletos de carbono para a retomada do 

crescimento após a reidratação das plantas.  

Deste modo, a manutenção dos teores de carboidratos solúveis e o 

investimento no crescimento das raízes, em condições desfavoráveis, indicam 

a capacidade do limão Cravo em coordenar a relação fonte e dreno, e com isso 

estabelecer um equilíbrio entre síntese e consumo de carboidratos por meio de 

alterações na fotossíntese, respiração e partição de carboidratos. A análise 

biplot mostrou que a combinação RL/RL apresentou melhor resposta para o 

teor de amido nas folhas em condição de controle, ao passo que a combinação 

VO/RL teve melhor resposta para o teor de amido nas raízes. Pedroso et al. 

(2014) constataram que o acúmulo de carboidratos nas raízes está associado à 

maior degradação de amido e redução na concentração de carboidratos no 

tecido foliar, um indício de aumento da exportação de carboidratos das folhas 

para as raízes. Resultados semelhantes foram observados em plantas de citros 

em condições de deficiência hídrica (García-Sanchez et al., 2007; Pérez-Péres 

et al., 2007; Zaher-Ara et al., 2016). 

A redução dos teores de amido em raízes e folhas durante a deficiência 

hídrica das plantas, para as combinações copa/porta-enxerto de citros, 

coincidiu com a redução da expressão dos genes da via de biossíntese de 

amido e com o aumento da expressão dos genes associados à via de 

degradação nos tecidos. O gene GBSS, responsável pela síntese de amilose 

(Stitt e Zeeman, 2012), teve sua expressão reduzida em folhas e raízes com o 

aumento da deficiência hídrica. A expressão do gene BAM1 das vias de 

degradação de amido, juntamente com os genes das isoamilases (ISA1 e 

ISA2) que catalisam a hidrólise dos grãos de amido (Kotting et al., 2010) 

tiveram um aumento nas suas expressões, apresentado uma correlação 

inversa com o acúmulo de amido. O mesmo fato se observou para os genes 
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GBSSI, BAM1 e ISA1, que apresentaram comportamento similar em raízes 

para a combinação RL/RL, exibindo aumento da expressão com a redução do 

potencial hídrico (Figura 9). Isto demonstra que durante períodos de estresse, 

as plantas remobilizam suas reservas na forma de amido para liberar energia, 

açúcares e metabólitos, atuando como mecanismo de proteção e auxiliando a 

mitigar o estresse causado pela seca. A expressão dos genes da via de 

biossíntese e degradação do amido foram maiores para as combinações com 

porta-enxerto RL exibindo um ajuste mais rápido. 

Os teores de açúcares solúveis aumentaram em folhas para a maior 

parte das combinações de citros e em raízes para todas as combinações em 

condições de deficiência hídrica (Figura 7). Esse acúmulo ocorre devido a um 

maior grau de conversão de amido em carboidratos simples. Além de estarem 

envolvidos na regulação e sinalização, os açúcares atuam como 

osmoprotetores, estabilizando as membranas celulares e mantendo a 

turgescência das células de todos os tecidos da planta (Bolouri-Moghadddam 

et al., 2010; Zaher-Ara et al., 2016). A contribuição osmótica dos açúcares 

também pode ser essencial para o acúmulo de uma força motriz para as raízes 

absorverem a água do solo (Gomes Silveira et al., 2003). 

O acúmulo de sacarose foi aumentado em condições de deficiência 

hídrica em folhas e raízes e as combinações com o porta-enxerto SM 

acumularam mais sacarose (Figura 7). Evidenciado, principalmente, na 

combinação VO/SM, que, em deficiência hídrica moderada e severa, 

apresentou o melhor desempenho em relação ao acúmulo de sacarose, frutose 

e AST em folhas e raízes (Figura 12). Logo, esta combinação se apresentou 

com maior fonte de carbono, melhor sinalização e regulação de processos 

metabólicos, bem como melhor osmoproteção contra radicais livres gerados 

em resposta à escassez de água no solo (Neves, et al., 2017; Santos, et al, 

2019). A sacarose é o principal produto da fotossíntese, o fotoassimilado mais 

transportado via floema pelas plantas, que desempenha um papel central para 

as plantas, fornecendo esqueletos de carbono dos tecidos fontes para os 

tecidos drenos, afetando o desenvolvimento, o crescimento, o armazenamento, 

a sinalização e a aclimatação ao estresse (Ruan, 2014).  

Em citros, a ausência da atividade de órgãos dreno resulta em aumento 

da concentração de sacarose no floema, redução na taxa fotossintética e 
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acúmulo de amido nas folhas. Quando os drenos estão ativos, uma relação 

positiva entre fotossíntese e aumento da exportação/consumo de 

fotoassimilados é estabelecida, o que resulta no crescimento do órgão dreno 

(Ribeiro et al., 2012). De acordo com Santana-Vieira et al. (2016), o porta-

enxerto RL adota a estratégia de evitar a seca, focada na manutenção do 

crescimento, enquanto que o porta-enxerto SM apresenta estratégia de 

tolerância à seca focando na sobrevivência, o que pode conferir uma vantagem 

sob deficiência hídrica prolongada. 

Numa visão geral, os teores de hexoxes foram maiores nas raízes do 

que nas folhas das combinações de citros avaliadas. Os teores de glicose 

foram aumentados nas folhas e reduzido nas raízes para todas as 

combinações copa-porta-enxerto avaliadas. Os teores de frutose, sob condição 

de deficiência hídrica moderada e severa, foram maiores que no controle 

(Figura 7). Uma das respostas das plantas a deficiência hídrica é o aumento da 

concentração de açúcares solúveis. E estudos sugerem que plantas com maior 

capacidade de tolerância a deficiência hídrica acumulam maiores teores de 

açucares. Os açúcares atuam como moléculas sinalizadoras, como fonte de 

energia e também estão envolvidas em uma ampla gama de eventos 

fisiológicos (Yamada e Osakabe, 2017), como a redução do crescimento 

durante o estresse metabólico para a manutenção da homeostase celular (Tsai 

e Gazzarrini, 2014; Naëgele e Weckwerth 2014). A hidrólise da sacarose em 

hexoses (glicose e frutose) duplica a contribuição osmótica, contribuindo para o 

fluxo de hexoses na célula, o que pode sugerir o fornecimento de açúcares 

para osmoproteção em condições de deficiência hídrica. As hexoxes estão 

envolvidas na substituição da perda de água se ligando as extremidades 

polares da membrana e mantendo o turgor celular. O aumento dos teores de 

açúcares durante o estresse osmótico pode levar a um menor acúmulo de 

radicais livres e redução do estresse oxidativo, além de uma maior atividade do 

metabolismo enzimático e não enzimático (Santos et al., 2019; Neves et al., 

2017; Santana-Vieira et al., 2016; Gonçalves et al., 2016).  

O aumento da expressão dos genes envolvidos na biossíntese de 

enzimas associadas à síntese de sacarose contribuiu para o acúmulo de 

sacarose em folhas e raízes das combinações de citros avaliadas. Em citros, a 

sacarose é a principal forma de carboidrato transportado. Sendo assim, a força 
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de dreno é determinada pela atividade das enzimas de clivagem da sacarose 

nos drenos, a sacarose sintase (SUS) e as invertases. Ambas são 

responsáveis pela clivagem da sacarose em locais de descarregamento do 

floema, com os produtos gerados seguindo rotas bioquímicas variadas 

(Coleman et al., 2009). O gene SPS1, que catalisa a biossíntese de sacarose 

(Winter; Huber, 2000), teve uma maior associação com os teores de açúcares 

e foi mais expresso nas raízes do que em folhas em condições de deficiência 

hídrica, principalmente para a combinação SM/SM em condições de deficiência 

hídrica severa (Figura 10). Por outro lado, os genes SUS e invertases, que 

catalisam a conversão de sacarose em glicose e frutose, demonstraram ter 

expressão tecido-específica. O gene SUS1 teve expressão induzida em folhas 

em condições de deficiência hídrica severa para as combinações com porta-

enxerto RL (Figura 10). A hidrólise da molécula de sacarose é vital em plantas, 

não só na alocação do carbono, mas na sinalização a base de hexoses nos 

drenos, desempenhando um papel positivo na tolerância ao estresse abiótico, 

promovendo o ajuste osmótico, a detoxificação de ERO e a eficiência da 

fotossíntese (Ruan, 2012; Bolouri-Moghaddam et al., 2010; Ruan et al., 2010). 

As hexoses, liberadas a partir da hidrólise de sacarose, podem ser utilizadas 

em processos anabólicos ou catabólicos e também fornecendo açúcares 

redutores para o processo de ajustamento osmótico (Tauzin e Giardina, 2014; 

Dahro et al., 2016).  

O aumento no teor de prolina ocorreu em paralelo com a severidade da 

deficiência hídrica nas raízes e folhas das combinações de citros avaliadas 

(Figura 8). O acúmulo de prolina é uma resposta comum em plantas 

submetidas à deficiência hídrica. Esta resposta metabólica das plantas se 

apresentou como estratégia de tolerância à deficiência hídrica nas diferentes 

combinações de citros. Pois, a prolina atuou como osmoprotetor em condições 

de estresse hídrico, principalmente para as combinações RL/RL, VO/RL e 

SM/SM, as quais apresentaram o melhor desempenho para síntese de prolina, 

em raízes e folhas, em condições de deficiência hídrica severa (Figura 12). 

Diversos estudos reportam o acúmulo de prolina em plantas de citros sob 

deficiência hídrica (Garcia-Sanchez et al., 2007; Arbona et al., 2015; Zaher-Ara 

et al., 2016; Zandalinas et al., 2017). De acordo com Per et al. (2017), a 
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biossíntese e a sinalização de prolina contribuem para o equilíbrio redox da 

célula em condições normais e estressantes.  

 A expressão do gene P5CS, da via de biossíntese de prolina, 

desempenhou um papel significativo no acúmulo de prolina nas combinações 

copa/porta-enxerto de plantas de citros em condições de deficiência hídrica. 

Sua expressão nas raízes exibiu maior relação com os níveis de prolina 

acumulado durante o período de estresse (Figura 11 e 8). O mesmo fato foi 

observado para a expressão do gene P5CR, também associado com a 

biossíntese de prolina em raízes, para a combinação RL/RL (Figura 11). 

Quando a expressão de P5CS é induzida, o acúmulo de prolina atinge níveis 

mais elevados, o que não ocorre com a outra via da enzima P5CR (Molinari et 

al., 2014; Amini et al., 2015). A via biossintética da prolina é ativada e seu 

catabolismo reprimido durante a desidratação, enquanto a reidratação regula 

em direções opostas. O equilíbrio entre síntese e degradação de prolina é 

essencial na determinação de fatores osmoprotetores e de desenvolvimento 

(Benitez et al., 2016). 

O acúmulo de amido, que são hidrolisados e convertidos em açúcares 

solúveis e osmólitos como a prolina, podem diminuir o potencial osmótico das 

folhas, permitindo que as plantas mantenham um gradiente de potencial hídrico 

favorável à medida que o solo se torna mais seco. Além disso, atuam 

protegendo as plantas contra a desidratação sem interferir nos processos 

bioquímicos, contribuindo para o ajuste osmótico, desintoxicação de ERO, 

proteção da integridade da membrana e estabilização de enzimas/proteínas, 

além de fornecer nitrogênio e carbono após a reidratação, como fonte de 

energia e molécula sinalizadora (Marijuan e Bosch, 2013; Zou et al., 2013; 

Amini et al., 2015). Assim, folhas com baixo potencial osmótico podem manter 

o turgor necessário para manter os estômatos abertos e sustentar as trocas 

gasosas foliares e o crescimento da planta toda (Syvertsen e Garcia-Sanchez, 

2006; Garcia-Sanchez et al., 2007; Zandalinas et al., 2017).  
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CONCLUSÕES 

 

Diante das análises realizadas e dos resultados obtidos pode-se inferir 

que as combinações VO/RL e VO/SM apresentaram diferentes estratégias de 

tolerância à deficiência hídrica no solo. VO/RL utilizou como estratégia de 

tolerância à seca, a menor redução do fluxo de seiva no caule e o maior 

acúmulo de amido nas raízes. Nesta combinação, os menores teores de amido 

coincidiram com uma menor expressão dos genes da via de biossíntese de 

amido e com o aumento da expressão dos genes da via de degradação, 

exibindo um ajuste mais rápido. Por outro lado, VO/SM acumulou maiores 

teores de açúcares solúveis totais nas raízes e folhas, como mecanismo de 

proteção de suas células.  

Os maiores teores de prolina nas folhas e raízes, bem como as maiores 

expressões dos genes associados à sua biossíntese, foram resultados de 

combinações tendo RL como porta-enxerto. Isto pode ser considerado como 

uma estratégia metabólica das plantas de citros sob deficiência hídrica para a 

manutenção da homeostase celular. Em contrapartida, combinações tendo SM 

como porta-enxerto acumularam maiores teores de açúcares solúveis nas 

folhas e raízes, cuja expressão do gene, que catalisa a biossíntese de 

sacarose, teve uma maior associação com os teores de açúcares.  
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