UNIVERSIDADE ESTADUAL DE SANTA CRUZ
POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

g a8

Grimad

w e

Respostas fisiolégicas e moleculares associadas ao secamento parcial de raiz e
irrigacao deficitaria controlada em laranjeira doce (Citrus sinensis L. Osb.)

MAURICIO DA SILVA AMORIM

ILHEUS-BAHIA-BRASIL
2019



MAURICIO DA SILVA AMORIM

Respostas fisiolégicas e moleculares associadas ao secamento parcial de raiz e

irrigacao deficitaria controlada em laranjeira doce (Citrus sinensis L. Osb.)

Tese apresentada a Universidade
Estadual de Santa Cruz, como parte
das exigéncias para a obtencédo do
titulo de Doutor em Genética e

Biologia Molecular.

ILHEUS-BAHIA-BRASIL

2019



A524

Amorim, Mauricio da Silva.

Respostas fisioldgicas e moleculares associa-
das ao secamento parcial de raiz e irrigacao deficita-
ria controlada em laranjeira doce ( Citrus sinensis L.
Obs.) / Mauricio da Silva Amorim. — llhéus, BA:
UESC, 2019.

xii, 102f. : il.

Orientador: Marcio Gilberto Cardoso Costa

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual de
Santa Cruz. Programa de Pds-Graduacao em
Genética e Biologia Molecular.

Inclui referéncias.

1. Laranja. 2. Deficit hidrico. 3. Expressao géni-
ca. 4. Frutas citricas — Produgéo. 5. Agua — Uso. 6.
Porta-enxertos. I. Titulo.

CDD 634.3




MAURICIO DA SILVA AMORIM

Respostas fisioldégicas e moleculares associadas ao secamento parcial de raiz e

irrigacéo deficitaria controlada em laranjeira doce (citrus sinensis L. Osb.)

Tese apresentada a Universidade
Estadual de Santa Cruz, como parte
das exigéncias para a obtencdo do
titulo de Doutor em Genética e

Biologia Molecular.

APROVADA:
Dr2 Andrea Carla Dalmolin Dr2 Martielly Santana dos Santos
UFSB UESC

UESC UESC



DEDICATORIA

Dedico a minha Mae, Maria José da Silva Amorim “Dona Zezé” (in memoriam),
que infelizmente deixou esse plano no meio de todo processo, mas me guiou até

agui. Sem ela, teria sido impossivel realizar essa conquista.



“Sou eu préoprio uma questao colocada ao mundo e devo fornecer minha resposta,
caso contrario, estarei reduzido a resposta que o mundo me der.”

Carl Gustav Jung

“Sou um s6, mas ainda assim sou um. N&do posso fazer tudo, mas posso fazer
alguma coisa. E, por ndo poder fazer tudo, ndo me recusarei a fazer o pouco que
p0Sso.”

Edwand Everett Halle



AGRADECIMENTOS

A minha amada Mae, Maria José “Dona Zezé” (in memoriam), por tudo que fez por
mim. Sem ela ndo seria possivel chegar até aqui.

Ao meu cachorro Engraxate, que foi minha melhor companhia durante todo esse
tempo, principalmente apés a partida de Mainha.

Ao meu orientador, Dr. Marcio Gilberto Cardoso Costa, pela orientacdo, paciéncia
e prestatividade, durante essa longa jornada de doutoramento.

Ao meu co-orientador Dr Mauricio Antdnio Coelho, pela orientacéo, por todo apoio
prestado na Embrapa e auxilio na execugao dos experimentos.

A Universidade Estadual de Santa Cruz e ao Programa de P4s-Graduagdo em
Genetica e Biologia Molecular pela oportunidade e infraestrutura.

A Embrapa Mandioca e Fruticultura, por permitir a realizacdo dos experimentos,
cedendo sua infraestrutura.

A Fazenda Gavidao, por todo apoio, cedendo seu espaco para que nNOSSO
experimento fosse implantado.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil
(CAPES), pela concessao da bolsa de estudo.

Ao Centro de Biotecnologia e Genética por toda infraestrutura cedida para as
analises moleculares.

Aos Laboratérios de Ecofisiologia Vegetal e P6s Colheita da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, por cederem sua infraestrutura, em especial aos analistas Mabel
Souza, Eliane Goes e Pedro Lucena, que prestaram todo apoio para que 0S
trabalhos fossem realizados.

Ao setor de transportes da Embrapa, por todo apoio durante as viagens para o
experimento em campo, especialmente ao Sr. Marivaldo e Sr. Ademar.

Aos colegas da Embrapa, Wilson, lumi, Julinha, Veinho, Jair, Jorginho e Tibério
pela ajuda durante a conducéo dos experimentos.

As secretarias Mara e Fabricia por toda prestatividade e atenco ao longo desses
anos.

Aos técnicos do GBG, Flavio, Aline e Horlei pela prestatividade em atender as
minhas necessidades.



Aos colegas Dilson, Laiane, Thaina e Dr? Luciana Camillo pelo suporte durante as
analises bioquimicas e moleculares.

Aos meus irmaos de turma, Suzam, Juliano, em especial, Thaise Tosto, que me
acompanhou durante as analises de atividade enzimatica.

Aos meus amigos de Cruz e colegas de doutoramento: Danilo “Seu Barriga”,
Buneca, Gomes, Nany e Paty.

Aos irmdos que fiz na genética: Luan, Fredson e Julio Chia Wong! Tamo junto
drinhus!

A Ingrid Mutti, Heckel Neto e Lucas Silva, por estarem ao meu lado no
complicadissimo pés-operatério da cirurgia Ortognatica, sendo cruciais para minha
recuperacao e retorno as atividades académicas.

A minha irma Manuela e minhas primas, Tamyres, Tamaiara e Taize, pelo apoio
nessa jornada e cuidados durante o pds-operatério.

Ao meu cirurgidao Buco-Maxilo Prof. Dr. Daniel Barros Rodrigues, por se
sensibilizar com minha situacédo enquanto estudante e ter feito o possivel para que
minha recuperacédo fosse rapida.

Aos meus amigos de Cruz das Almas, que sempre estiveram comigo e me
ajudaram a superar as adversidades da vida: Galera dos grupos “The Brothers” e
“Clube da Jante”.

N&o poderia deixar de fazer um agradecimento especial ao irmao que fiz em Cruz,
Mateus Calado “Caladinho”, que esteve comigo nos momentos mais dificeis da
escrita da tese.

A Mocca, minha irma da vida, que sempre me deu forgcas em todos 0s momentos,
principalmente nos mais tensos!

A irmd que a UESC me deu, Aninha, parceira dos rolés, a paulista mais baiana
gue conheci!

Gostaria de fazer uma mencao honrosa aos meus ex orientadores: Dr. Eugenio
Ferreira Coelho (Graduacao) e Dr. Eduardo Augusto Girardi (Mestrado), sem o
apoio deles, nao teria chegado até essa etapa.

N&o poderia deixar de agradecer a todos os meus mestres, da alfabetizacdo até a
pos-graduacédo, que contribuiram para minha caminhada até aqui!

A todos aqueles que participaram de forma direta ou indireta para realizacéo
dessa conquista, 0 meu MUITO OBRIGADO!



INDICE

RESUMO ..ot e et e e e e et e e e e e e e e e e e aeees X
AB ST R A T et e ettt e e Xii
1. INTRODUGAO GERAL .....cuvouieteeeieeeeeeeeete ettt 15
3 T @ oY1= Y7 0 RSP 18
1.1.1 ODJELIVO GEIAI .....eeiiiiiiii e 18
1.1.2. ODbjetiVOS €SPECITICOS ....ceeeiiiiiiiiiiiiei e 18
2. REVISAO DE LITERATURA ..ot 19

Capitulo 1
Influéncia das estratégias de secamento parcial de raiz e irrigacdo deficitaria

controlada na producao e qualidade de frutos de laranjeira doce (Citrus sinensis L.

Osb.) em Clima tropiCal.........coooe i 26
L. INEFOTUGEIO ..t 30
2. Material @ MEtOUOS ........ueieiiiiiiiee et e e e e e e e 33
2.1. Material vegetal e condigfes de CUltiVO ...........oooeviiiiiiii, 33
2.2. Umidade do SOl0 ..o 34
2.3. ANAlISES DIOMELIICAS ....vveiiiiiiieeee ettt e e e 34
2.4. Condutancia estomatica e temperatura foliar ...............ccccovvviiiiiiiiieeneeennn, 35
2.5. Analise de producéo e qualidade de frutos .........ccccoeeeieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 35
2.6. Andlise de eXpreSSA0 gENICA..........ceuuuruiiieeeeeeeeeeeiie e e e e e e e e e e e e e e e eeeeannns 36
3.0. RESURAUOS ... 38
3.1. Condicdes climaticas e umidade do SO0 .........cooeeveeieiiiiiii 38

3.2. Condutancia estomatica e temperatura foliar ...............cccoevviiiiiiiiieeeieennnn, 41



3.3. Producéo e qualidade de frutOS...........uueiiieieeiiiiiiiiiii e e e e e 45

I o] (=TS EY- (o J o =] 1o > RPN 49
A DISCUSSAOD ..euneeee e e ettt 50
B CONCIUSDES ... e e 53

Capitulo 2

Respostas fisioldgicas da laranjeira ‘Valéncia’ enxertada em diferentes hibridos

submetida a secamento parcial de raiz em ambiente protegido ...........cccc.vueen. 64
I 11 0o [ o= Lo TSR 67
2. Material @ MELOUOS ..........uuiiiiiiiieiiiiiie et e e 69
3. RESUIAUOS ... a e e 75
A, DISCUSSEO ....uetttteieieeeeeeaaeiie ettt e e e e e e et e et e e e e e e e e bbb et et e e e e e s e e bbb e e e e e e aeaeeaana 84
5. CONCIUSEOD ..ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e aan 88
6. REFEIENCIAS ...eeiiiiiieiiei e e e e e 89
3. CONCLUSOES GERAIS ....ooiiiiieeceeeeeteeeee et 95

4. REFERENCIAS ..ottt 96



RESUMO

AMORIM, Mauricio da Silva. Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
Fevereiro de 2019. Respostas fisiologicas e moleculares associadas ao
secamento parcial de raiz e irrigacdo deficitaria controlada em laranjeira
doce (Citrus sinensis L. Osb.). Orientador: Marcio Gilberto Cardoso Costa
(UESC). Coorientadores: Mauricio Antonio Coelho Filho (EMBRAPA) e Alex-Alan
Furtado de Almeida (UESC).

Em citros, as estratégias de manejo de irrigacao visam otimizar a eficiéncia do uso
de 4gua e garantir a qualidade e producédo de frutos, tendo em vista que o déficit
hidrico afeta aspectos fisiolégicos e moleculares nas plantas que séo refletidos em
reducdo do crescimento e produtividade. Nesse contexto, o uso de irrigagcdo com
secamento parcial de raiz (PRD) e irrigacdo deficitaria controlada (RDI) aparecem
como alternativas de manejo. Porém, a compreensdo de respostas
morfofisiolégicas e moleculares em condi¢Bes diferenciais de irrigacdo ainda séo
incipientes. Portanto, objetivou-se com o presente estudo investigar as respostas
fisiologicas e moleculares, associadas ao PRD e RDI em laranjeira doce (Citrus
sinensis L. Osb.). Dois experimentos foram avaliados, sendo um em campo
(experimento 1) e outro (experimento 2) em casa de vegetacdo. No experimento 1
foram avaliadas plantas de laranjeira ‘Péra’ enxertadas em limoeiro 'Cravo’,
submetido a diferentes tratamentos de PRD e RDI, realizando-se avaliacGes de
condutancia estomatica, temperatura foliar, biometria, produtividade, qualidade de
fruto e expresséo génica. No experimento 2 avaliou-se o desempenho de mudas
de laranjeira ‘Valéncia’ enxertada em trés porta enxertos hibridos e submetida a
trés diferentes manejos de irrigacdo (PRD, déficit fixo e controle), realizando-se
analises de crescimento, fisioldgicas, de enzimas antioxidantes e teores de acido
abscisico e prolina. Em campo, observou-se que PRD alternando os lados de
irrigacdo a cada 15 dias e a RDI na fase de maturagdo do fruto apresentaram
resultados de producdo e qualidade de fruto semelhantes a irrigagdo plena,

indicando que a reducdo da lamina de agua aplicada n&o influenciou



significativamente a massa e o comprimento do fruto, o rendimento de suco, a
acidez titulavel e a relacdo solidos soluveis/acidez titulavel. Os tratamentos de
PRD néao induziram variacao significativa na expressdao dos genes analisados
relacionados com atributos de qualidade de fruto, em comparacdo ao tratamento
de irrigacéo plena. Por conseguinte, houve um aumento significativo nos niveis de
MRNA dos genes ACL1, ACL3 e ZDS nos tratamentos de sequeiro e RDI na fase
de florescimento/pegamento e desenvolvimento do fruto, enquanto que 0os maiores
niveis de mMRNA de PSY foram observados nos tratamentos de RDI na fase de
florescimento/pegamento e maturacdo do fruto, quando comparados a irrigacao
plena. Em ambiente protegido, as plantas submetidas ao PRD n&o apresentaram
grandes reducfes nas variaveis de crescimento, apesar da limitagcdo hidrica no
solo. As plantas submetidas ao déficit fixo apresentaram crescimento limitado e as
trocas gasosas foliares reduziram drasticamente. Foram observados maiores
teores de &cido abscisico e prolina nas plantas submetidas ao PRD e déficit fixo,
em consequéncia do déficit hidrico implementado. Os hibridos avaliados possuem
o mesmo padrdo de respostas fisiologicas quando em diferentes condicdes
hidricas. De maneira geral, quando aplicadas em ciclos de alternancia (PRD) ou
periodos (RDI) mais adequados, essas estratégias sao eficientes para otimizacao
do uso de agua pelas plantas. Quando avaliado em ambiente protegido, as plantas
submetidas ao PRD conseguiram se aclimatar ao déficit hidrico temporario, por
meio de respostas morfofisiologicas, reduzindo as trocas gasosas foliares e

biomassa seca.

Palavras-chave: Citrus spp., deficiéncia hidrica, expressdo génica, producdo de

frutos.



ABSTRACT

AMORIM, Mauricio da Silva. State University of Santa Cruz, llheus, February
2019. Physiological and molecular responses associated with partial
rootzone drying (PRD) and regulated deficit irrigation (RDI) in sweet orange
(Citrus sinensis L. Osb.). Advisor: Marcio Gilberto Cardoso Costa (UESC). Co-
mentors: Mauricio Antonio Coelho Filho (EMBRAPA) and Alex-Alan Furtado de
Almeida (UESC).

In citrus, the irrigation management strategies aim to optimize the efficiency of
water use and ensure the quality and fruit production, considering that the water
deficit affects the physiological and molecular aspects in plants that are reflected in
reduced growth and productivity. In this context, the use of partial rootzone drying
(PRD) and controlled deficit irrigation (RDI) appear as important management
alternatives. However, the knowledge about the morphophysiological and
molecular responses under differential irrigation conditions is still incipient.
Therefore, the objective of this study was to investigate the physiological and
molecular responses associated with PRD and RDI in sweet orange (Citrus
sinensis L. Osb.). Two experiments were evaluated, one under field (experiment 1)
conditions and another (experiment 2) under greenhouse conditions. In the
experiment 1, 'Péra’ sweet orange plants grafted on Rangpur lime, undergoing
different treatments of PRD and RDI, were evaluated as to stomatal conductance,
leaf temperature, biometry, productivity, fruit quality attributes and expression of
fruit quality-related genes. In the experiment 2, the performance of 'Valencia'
orange plants grafted on three hybrid citrus rootstocks and subjected to three
different irrigation management (PRD, fixed deficit and control) were evaluated,
including morphophysiological analyzes, activity of antioxidant enzymes and
contents of abscisic acid and proline. In the field, it was observed that PRD
alternating the irrigation sides at every 15 days and RDI in the maturation stage of
the fruit presented results of fruit quality and production, similar to those of the full
irrigation, indicating that the reduction of the water applied did not significantly

Xii



influence mass and fruit length, juice vyield, titratable acidity and soluble
solids/titratable acidity ratio. PRD treatments did not induce significant variation in
the expression of the analyzed genes compared to the full irrigation
treatment.However, there was a significant increase in the mRNA levels of the
ACL1, ACL3 and ZDS genes in the rainfed and RDI treatments at the
flowering/fruit setting and fruit development stages, whereas the highest levels of
PSY mRNA were observed in RDI treatments at the flowering/fruit setting and fruit
maturation stages, when compared to the full irrigation treatment. In greenhouse
conditions, the plants subjected to the PRD did not show significant reductions in
the growth variables, despite the water limitation in the soil. Plants subject to fixed
deficit presented limited growth and drastically reduced leaf gas exchange. The
highest levels of abscisic acid and proline were observed in plants subjected to
PRD and fixed deficit, as a consequence of the implemented water deficit. The
evaluated hybrid citrus rootstocks induced the same patterns of physiological
responses in sweet orange, irrespective of the water conditions. In general, when
applied at suitable alternation frequencies (PRD) or periods (RDI), PRD and RDI
strategies are efficient for optimizing the use of water by plants. When evaluated in
a protected environment (greenhouse conditions), the plants subjected to the PRD
were able to acclimatize to the temporary water deficit, through

morphophysiological responses, reducing leaf gas exchange and dry biomass.

Keywords: Citrus spp., Water deficiency, gene expression, fruit production.
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1. INTRODUGCAO GERAL

A utilizacdo da agua na agricultura de maneira eficiente e sustentavel é
imprescindivel, uma vez que os recursos hidricos tém se tornado cada vez
mais limitados. Torna-se necessario preserva-los para a seguranca alimentar,
bem como para a conservacdo de outros recursos naturais. O emprego da
irrigacdo é fundamental para atingir altos rendimentos e padrdes adequados de
produgcéo e qualidade, principalmente nas regides com baixa disponibilidade
hidrica (SAMPAIO et al., 2014; COTRIM et al., 2017). O uso de estratégias de
irrigacdo plena pode ser considerado supérfluo, na medida em que existe a
possibilidade de diminuir a quantidade de agua empregada, sem reduzir
significativamente a produtividade e qualidade. Por conseguinte, 0 emprego
das técnicas de secamento parcial de raiz (PRD) e irrigacdo deficitaria
controlada (RDI) aparecem como alternativas de sucesso (SAMPAIO et al.,
2010; ROMERO et al., 2012; SAMPAIO et al., 2014; GASQUE et al., 2016).

A técnica PRD consiste na alternancia dos lados da irrigagdo em
determinado periodo de tempo. Neste caso, enquanto um lado recebe
irrigacdo, o outro é submetido a déficit hidrico parcial (SAMPAIO et al., 2014). A
RDI consiste na reducdo da lamina de agua em determinados periodos de
desenvolvimento dos frutos, promovendo também o déficit hidrico parcial no
solo (SANTOS et al., 2014; COTRIM et al., 2017). Em ambas as técnicas, as
respostas fisiolégicas sdo similares, ou seja, a secagem do solo promove o
aumento da concentracdo do acido abscisico (ABA) nas raizes e esta
sinalizacdo hormonal da raiz para a parte aérea promove o fechamento dos
estbmatos, que culmina na reducdo da condutancia estomatica (gs) e
transpiracéo (E), que afetam taxa fotossintética liquida (A). Contudo, o balanco
fino entre transpiracdo e assimilacdo de carbono pode ser refletido em aumento
da eficiéncia intrinseca (A/gs) e instantanea de uso da agua (A/E) (ROMERO et
al., 2006; HUTTON; LOVEYS, 2011; JONES, 2014; SAMPAIO et al., 2014;
SANTOS et al., 2014; COTRIM et al., 2017).

O PRD foi estudado inicialmente nos Estados Unidos, em algodoeiro
(GRIMES et al., 1968), sendo posteriormente utilizado com frequéncia na
cultura videira (DRY et al., 2001; FERREYRA el al., 2006; COLLINS et al.,
2010), mangueira (SPREER et al., 2009; SANTOS et al., 2015; 2016) e citros
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(SAMPAIO et al., 2010; ROMERO-CONDE et al., 2014; SAMPAIO et al., 2014;
MOSSAD et al., 2017). O uso do PRD melhorou a eficiéncia no uso da agua e
os atributos de qualidade do suco, como percentagem de soélidos sollveis e
acidez, sem afetar significativamente a producéao de frutos, em laranjeira doce
do grupo ‘Navel’ cultivada em clima Mediterraneo (HUTTON; LOVEYS, 2011).
Em tangerinas ‘Kinnow’ o PRD com 50% da Evapotranspiracdo da cultura
(ETc) teve o melhor custo beneficio, sendo uma alternativa viavel para
economia de agua (PANIGRAHI et al., 2013).

A principio, utilizou-se RDI em pomares de pessegueiro e pereira em
diferentes fases do desenvolvimento do fruto, para controlar o crescimento
vegetativo e reprodutivo (MCCARTHY, 1997). Posteriormente foi testada em
ameixeira (GOODWING; BOLAND, 2002) e aparece como uma excelente
estratégia em mangueira (SPREER et al., 2009; COTRIM et al., 2017; SANTOS
et al., 2017), videira (LOVEYS et al. 2001; LOVEYS et al.,, 2004) e citros
(KIRDA et al., 2007; TREEBY et al., 2007; PANIGAHI et al., 2013). A aplicacéo
de RDI, na fase de maturacéo do fruto, aumentou os teores de sdlidos soluveis
e acidez titulavel do fruto, sem reduzir significativamente a producdo, em
laranjeira doce cvs. ‘Navelina’ (GARCIA-TEJERO et al.,, 2010), ‘Salustiana’
(GARCIA-TEJERO et al., 2009) e ‘Lane late’ (PEREZ-PEREZ et al., 2009).

O cultivo de citros é uma das atividades econdmicas mais importantes
no Brasil, gerando inUmeros empregos diretos e indiretos e contribuindo para o
fortalecimento da economia (NEVES; TROBIM, 2017). O pais € um dos lideres
na producdo mundial de citros, com o destaque para a laranja doce que
apresenta dominio de 33% do mercado mundial. Ademais, o pais € o maior
fornecedor de suco de laranja no mundo, com mais de 90% da producéo
exportada. Em 2018, a producéo brasileira de citros foi de 15,7 milhdes de
toneladas, com exportacdo de 514.028 toneladas de suco concentrado. No
Nordeste, o cultivo de citros é liderado pelo estado da Bahia, sendo os
municipios de Rio Real, Itapicuru e Inhambupe responsaveis pela maior parte
da producéo de citros do estado (IBGE, 2018).

Os programas de melhoramento genético de citros tém focado,
sobretudo, na geracdo de novas variedades porta enxertos adaptadas as
condicdes de deficiéncia hidrica, caracteristica indispensavel para o convivio

das plantas com a crescente escassez hidrica (POMPEU JUNIOR, 2005;
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SOARES FILHO et al, 2008). Nesse contexto, alguns dos hibridos
desenvolvidos foram avaliados como porta enxerto na laranjeira ‘Valéncia’, a
exemplo de ‘LCR x TR - 001’, ‘TSKC x CTSW - 041", ‘TSKC x (LCR x TR) -
059’ e ‘HTR-069’, que demonstraram potencial para substituir os porta-enxertos
tradicionais, com desempenho superior ao limoeiro ‘Cravo’ e tangerineira
‘Sunki’, apresentando alta tolerancia a seca, precocidade na produg¢ao, pouca
suscetibilidade a gomose e tolerancia ao Citrus tristeza virus (CTV)
(RODRIGUES et al., 2014; RAMOS et al., 2015). No Brasil a combinacédo da
laranjeira ‘Péra’ enxertada em limoeiro ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck) aparece na
maioria dos pomares (ALMEIDA; PASSOS, 2011). Embora apresente muitas
vantagens, esse porta enxerto é suscetivel a Morte Subita dos Citros (MSC) e
ao Declinio (POMPEU JUNIOR, 2005). Diante disso, os programas de
melhoramento genético tém buscado diversificar os porta enxertos para evitar
possiveis problemas ocasionados pela presenca de uma Unica combinacéo
copa/porta enxerto (POMPEU JUNIOR, 2005; SOUZA et al., 2010; PASSOS et
al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014).

A citricultura baiana aparece de maneira hegemonica nos Tabuleiros
Costeiros, com destaque para o Litoral Norte do estado, onde ocorrem
precipitacdes pluviométricas anuais entre 1.000 mm a 1.200 mm, com dois a
seis meses de deficiéncia hidrica, sendo, portanto, necessario uma
complementacao com irrigacdo (CERQUEIRA et al., 2004). Tendo em vista as
limitacdes que ocorrem pela baixa disponibilidade hidrica, como reducédo do
crescimento vegetativo, absciséo de frutos, queda da producéo e qualidade de
frutos, € imprescindivel que um manejo de irrigacao eficiente e sustentavel seja
adotado. Nesse sentido, técnicas como 0 secamento parcial do sistema
radicular (PRD) e irrigacdo com déficit hidrico controlado (RDI) representam
alternativas para otimizacdo do uso da &agua. No entanto, € necessario
compreender como as técnicas impactam aspectos morfofisiolégicos e
moleculares. Diante disso, foram levantadas as seguintes hipoteses: (i) o PRD
e RDI promovem alteragcbes na condutédncia estomética que otimizam a
eficiéncia no uso da agua (EUA) em laranjeira doce nas condicbes de
tabuleiros costeiros; (ii) 0 aumento da eficiéncia no uso da agua por PRD e RDI
favorece a manutencdo do crescimento e produtividade; (i) PRD e RDI

promovem alteracdes nos teores de acidez e solidos solUveis em frutos de



18

laranjeira doce nas condicbes de tabuleiros costeiros; e (iv) PRD e RDI
induzem a expressdo de genes metabolismo de citrato (ACL 1 e 3) e
biossintese de carotenoides (PSY e ZDS) correlacionados com a qualidade do
fruto. Diante desses questionamentos objetivou-se com o presente estudo,
compreender as respostas fisiologicas, moleculares, de producédo e qualidade
de frutos de laranjeira doce (Citrus sinensis L. Osb.), associadas ao secamento

parcial de raiz (PRD) e irrigacao deficitaria controlada (RDI).

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo geral

Avaliar o crescimento, produtividade e qualidade de frutos de laranjeira
doce (Citrus sinensis L. Osb.), bem como as respostas fisiologicas e de
expressao génica, associadas ao secamento parcial de raiz (PRD) e irrigagéo

deficitaria controlada (RDI).

1.1.2. Objetivos especificos

1. Verificar se PRD e RDI aumentam a eficiéncia no uso da agua,
otimizando a produtividade e qualidade de frutos de laranja doce,
viabilizando as técnicas;

2. Averiguar se ha diferenga na expressao de genes do metabolismo de
citrato e carotenoides nas plantas submetidas ao PRD e RDI e suas
implicagcdes na qualidade dos frutos de laranja doce;

3. Verificar se ha ocorréncia de alteragbes nas trocas gasosas foliares e
fluorescéncia da clorofila a em mudas de laranja doce (Citrus sinensis L.
Osb.) submetidas ao PRD e seus efeitos no acumulo de matéria seca;

4. Observar se o PRD promove respostas no sistema antioxidante de
protecdo do aparato fotossintético e nos teores de prolina e acido
abscisico em mudas de laranja doce e suas implicagbes para

aclimatacéo ao déficit hidrico temporario.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da citricultura

De origem asiatica, os citros pertencem a familia Rutaceae e subfamilia
Aurantioideae, englobando os géneros: Fortunella, Eremocitrus, Poncirus,
Clymenia, Microcitrus e Citrus. Sao espécies alégamas, com compatibilidade
sexual, geralmente heterozigotas e diploides, com numero de cromossomos
nas células somaticas 2n = 18 (Cameron e Frost, 1968). As plantas do género
Citrus sao dicotiledoneas de porte médio, atingindo de 4,5 m a 12,0 m de altura
na fase adulta (REUTHER, 1973).

A producdo mundial de citros, na safra de 2017/2018, foi em torno de
119,4 milhdes de toneladas, desse total, China (22,1%), Brasil (17,1%) e
Estados Unidos (8,9%) representam os principais produtores (FAO, 2018). No
Brasil, a citricultura tem grande importancia econdmica, sendo responsavel
pela geracdo de 250.000 empregos diretos e indiretos, movimentando
anualmente mais de US$ 14 bilhdes (NEVES; TROMBIN, 2017). Neste cenario,
o Brasil € o maior produtor e exportador de suco concentrado de laranja do
mundo, produzindo cerca de 15,7 milhdes de toneladas da fruta na safra
2017/2018. O estado de Sao Paulo destaca-se como o maior produtor do pais,
com 72,4% de participagdo na produgdo nacional, totalizando cerca de 11,8
milhdes de toneladas. A regido Nordeste produziu em 2017 1,6 milhdes
toneladas de laranja, sendo o estado da Bahia foi responsavel pela produgao
de 1,1 milhdes toneladas desse total e Sergipe 453.933 toneladas, estando
entre os maiores produtores nacionais. O municipio de Rio Real, localizado no
Litoral Norte da Bahia, engloba cerca de 35% da area colhida e de 39,9 % da
producdo, sendo o maior produtor de citros do estado da Bahia e das regides
Norte e Nordeste. Em 2017, o municipio produziu 357.000 toneladas de laranja,
sendo responsavel por 78,39 % da producdo. Também se destacam os
municipios de ltapicuru e Inhambupe, localizados no litoral norte da Bahia, que
contribuiram, respectivamente, com 192.000 e 120.000 toneladas na producéao
de laranja (IBGE, 2018).

As principais variedades copa produzidas no pais sao a laranjeira ‘Péra’

e a ‘Valéncia’, sendo esta ultima a principal laranjeira cultivada no mundo e
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utiizada em diversas pesquisas (PIO et al., 2005; POMPEU JUNIOR;
BLUMMER, 2008; RAMOS et al., 2014; RODRIGUES et al., 2015; SANTANA-
VIEIRA et al.,, 2016). Na Bahia, a laranjeira ‘Péra’ aparece de maneira
hegemobnica na maioria dos pomares, combinada com o porta enxerto limoeiro
‘Cravo’. A predominancia dessa combinacdo, apesar de gerar boa
produtividade, aumenta a vulnerabilidade a pragas e fatores abidticos
(ALMEIDA; PASSOS, 2011). Outras variedades de laranja doce que também
sao utilizadas, mas em menor escala em comparagao a ‘Péra’ e ‘Valéncia’, sdo
as laranjeiras ‘Bahia’, ‘Westin’, ‘Rubi’, ‘Hamlin’, ‘Natal’ e ‘Seleta’. Essas
variedades geralmente sdo cultivadas no estado de S&o Paulo (PIO et al.,
2005; POMPEU JUNIOR; BLUMMER, 2008).

O limoeiro ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck) representa a principal variedade
porta enxerto utilizada pelos produtores de laranja, que passou a ter destague
nas regides produtoras apds sucessivos problemas enfrentados com estresses
biéticos e abiodticos, estando presente em cerca de 85% dos pomares
(ALMEIDA; PASSOS, 2011). Embora apresente muitas vantagens, esse porta
enxerto € suscetivel a Morte Subita dos Citros (MSC) e ao Declinio. Diante
disso, os programas de melhoramento genético tém buscado diversificar os
porta enxertos. A tangerineira ‘Sunki’ e o citrumelo ‘Swingle’ aparecem como
variedades com grande potencial produtivo, sdo resistentes a MSC e ao
Declinio, além de induzir boa produtividade e qualidade de frutos (POMPEU
JUNIOR, 2005).

O primeiro programa de melhoramento genético de citros foi criado em
1893, na Florida, objetivando o controle de doencas (SOOST; ROOSE, 1996).
Em 1928, a Estacdo Experimental de Limeira (EEL) foi criada no Brasil,
iniciando os experimentos em 1930 com o objetivo de estabelecer uma colecéo
de variedades copa/porta enxerto (RODRIGUEZ et al., 1991). No final da
década de 1980, o programa de hibridacGes de citros teve seu inicio na Bahia.
Nesse contexto, a Embrapa tem buscado selecionar novos porta enxertos,
visando adaptacdes as condi¢gbes de cultivo tropicais (SOARES FILHO et al.,
1997; 2008). Os programas de melhoramento genético de citros tém focado,
sobretudo, na geracdo de novas variedades porta enxertos adaptadas as
condicoes de deficiéncia hidrica e de porte ananicante/semiananicante. Essas

caracteristicas sdo desejaveis por permitirem a aclimatacédo das plantas com a



21

crescente escassez hidrica, bem como a adocao de elevadas densidades de
plantio que facilitem os tratos culturais e determinem as copas nelas
enxertadas uma alta eficiéncia produtiva e inicio precoce de producao de frutos
(POMPEU JUNIOR, 2005; SOARES FILHO et al., 2008).

2.2. Déficit hidrico e estratégias de manejo dairrigacao (PRD e RDI) em
Citros

2.2.1. Deficiéncia hidrica em Citros

A citricultura brasileira é produzida na maior parte dos pomares em
condicao de sequeiro. Nos ultimos anos, a ocorréncia de variagdes no clima,
tem sido um problema, resultando num déficit hidrico, tendo como
consequéncia, reducdo da produtividade (SAMPAIO, 2014). Para obter boa
producao de citros, sdo requeridas precipitacdes em torno de 1000 a 1200 mm,
com boa distribuicdo ao logo do ano (COELHO et al., 2006).

Nos Tabuleiros Costeiros, embora ocorram precipitacdes favoraveis ao
cultivo de citros, observa-se ocorréncia de déficit hidrico nos meses mais
guentes, periodo que vai de outubro a fevereiro (PEIXOTO et al., 2006; SOUZA
et al., 2008; REZENDE, 2011). Diante disso, € importante que haja uma
complementacdo de agua em periodos de déficit, para evitar os efeitos
negativos causados pela deficiéncia hidrica.

As plantas citricas, quando em condicado natural, podem ser submetidas
a um grau de déficit hidrico sob elevadas temperaturas e déficit de pressao de
vapor (DPV) (MEDINA et al., 1999). O déficit hidrico promove alteraces
fisiolégicas que podem ser reversiveis ou irreversiveis, dependendo da
severidade e duracdo do estresse, além da idade da planta (MEDINA, 2005;
GILBERT; MEDINA, 2016), seja permanente ou temporario afeta
negativamente o crescimento e desenvolvimento da planta (ANJUM et al.,
2011). E vélido ressaltar que, longos periodos de deficiéncia hidrica em citros,

resultam em perdas de qualidade e a produtividade dos frutos.
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2.2.2. Respostas morfofisiolégicas e moleculares ao déficit hidrico

Os estresses ambientais promovem uma variedade de respostas nas
plantas, sendo o estresse por seca multidimensional, estando associado com:
radiacdo, temperatura do ar e déficit de pressédo de vapor. Na medida em que a
disponibilidade hidrica do solo € reduzida, h& sintese de acido abscisico (ABA),
que é translocado para a parte aérea e promove o fechamento dos estdmatos
(SOUZA et al., 2004; VERSLUES, 2006).

O fechamento estomatico reduz a captacdo de CO,, gerando um
desacoplamento entre a fase fotoquimica e bioquimica da fotossintese
(SHARMA et al., 2012; CLAEYS; INZE, 2013). Consequentemente, os fotons
gque chegam na cadeia transportadoras de elétrons sdo direcionados ao
oxigénio molecular, promovendo o estresse oxidativo, por meio da formacao de
superoxido que é o produto para formacdo de novas espécies reativas de
oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2006; SHARMA et al., 2012).

O déficit hidrico compromete os eventos fotoquimicos nos tilacoides,
provocando reducdo na eficiéncia quantica da fotossintese (FLEXAS et al.,
2002; GARCIA SANCHEZ et al., 2007). Também pode promover danos no
aparato fotossintético, em consequéncia do aumento de estresse oxidativo, por
meio de maior atividade de ROS, atingindo moléculas vitais e danificando
células vegetais (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2006). Para protecdo das
plantas contra o estresse oxidativo, ha aumento da sintese e atividade das
enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase do guaiacol (GPX) e ascorbato peroxidase (APX) (XIONG et al.,
2002).

Em plantas submetidas deficiéncia hidrica, geralmente observa-se
reducdo da condutancia estomatica, aumento do crescimento radicular e
reducdo do crescimento vegetativo (SAMPAIO et al., 2014; COTRIM et al.,
2014), fato associado a maior producdo de ABA pelas raizes. Essas alteracdes
morfofisiolégicas promovem o aumento da eficiéncia do uso de agua das
plantas, evitando limitacdes drasticas no desenvolvimento (RODRIGUES et al.,
2008; PEREZ et al., 2012).
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2.2.3. Estratégias para otimiza¢ao dos recursos hidricos em Citros

A agua € um recurso natural limitado, devendo ser utilizada de maneira
racional, por isso € importante buscar estratégias de irrigacdo que contribuam
para o uso eficiente dos recursos hidricos. Em citros, o déficit hidrico pode ser
aplicado em periodos fenolégicos que ndo tragam prejuizos a planta, dessa
forma € possivel suspender a irrigacdo, sem prejudicar a producdo ou
qualidade de frutos. Assim, é possivel reduzir ou suprimir as laminas de
irrigagao nas fases de menor sensibilidade, contribuindo para a economia de
agua (PIRES et al., 2005; GARCIA-TEJERO et al., 2010). Nesse contexto,
utilizar um manejo de irrigacdo que viabilize a eficiéncia do uso de agua pela
planta, torna-se essencial, portanto, o uso de PRD (irrigacdo com secamento
parcial do sistema radicular) e RDI (irrigacdo com déficit hidrico controlado)
aparecem como alternativas de manejo.

O PRD é uma técnica de irrigacdo que preconiza a alternancia dos lados
gue recebem a irrigacdo, enquanto um lado recebe agua, o outro € submetido
ao secamento do solo. Essa estratégia induz a planta a fechar parcialmente os
estdmatos, em consequéncia de um dos lados da raiz ser exposto ao déficit
hidrico temporario. Dessa forma, ocorre reducdo do consumo de agua pela
planta, resultado em respostas fisiolégicas que aumentam a eficiéncia no uso
da agua, sem afetar a producdo e qualidade dos frutos (KRIEDEMANN;
GOODWIN, 2003; HUTTON; LOVEYS, 2011; SAMPAIO et al., 2014). O PRD
foi estudado inicialmente nos Estados Unidos, em algodoeiro (GRIMES et al.,
1968). Posteriormente, a técnica foi utilizada em videiras (LOVEYS, 1998;
KRIEDEMANN; GOODWIN, 2003).

Em citros, Panigrahi et al. (2013) estudaram tangerinas Kinnow sob
diferentes laminas de irrigacao e concluiram que a irrigagcdo com aplicacdo de
PRD, com 50% da ETc, teve o melhor custo beneficio, sendo uma alternativa
viavel para economia de agua. Hutton e Loveys (2011), estudando o efeito do
PRD em laranja de Umbigo relataram aumento da eficiéncia no uso da agua e
melhoria na qualidade de frutos, que apresentaram maior teor de soélidos
sollveis (SST). Ao estudarem o PRD em limeira 4cida, Sampaio et al. (2014)

relataram que o PRD com 50% da ETc, associado a alternancia dos lados de
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irrigacdo a cada 7 dias, otimizou o mecanismo de controle da abertura dos
estdbmatos e reduziu a transpiracdo foliar. Segundo os autores, em condi¢bes
semiaridas, o PRD representa uma excelente alternativa para otimizar o uso da
agua, pois a reducdo da lamina aplicada induz a planta a reduzir a condutancia
estomatica, transpiracdo e fotossintese, sem reduzir significativamente a
producgéo de frutos.

A irrigacdo deficitaria controlada (RDI) preconiza a aplicacdo de déficit
de irrigacdo em fases do desenvolvimento da planta, quando o crescimento e
qualidade do fruto apresentam baixa sensibilidade ao estresse hidrico,
permitindo reduzir a lamina de &gua aplicada, sem causar prejuizos na
producédo e qualidade de frutos. A técnica foi estudada inicialmente nas culturas
da péra e péssego, com 0 objetivo de controlar o desenvolvimento vegetativo e
reprodutivo por meio do estresse hidrico em diferentes fases do
desenvolvimento do fruto (MCCARTHY, 2000). O uso da RDI, ja foi estudado
em diversas fruteiras, como: mangueira (COTRIM et al., 2011; 2017; SANTOS
et al.,, 2017), pereira (MARSAL et al., 2008); videira (DRY et al., 2001;
FERREYRA et al., 2006; COLLINS et al., 2010), meloeiro (FABEIRO et al.,
2002); melancieira (GONZALEZ et al. 2009), péssego e ameixa (GOODWING;
BOLAND, 2002).

Em citros, Garcia-Tejero et al. (2009) avaliaram o efeito do RDI na
producdo e qualidade de frutos de laranjeira ‘Salustiana’, encontrando
diferencas significativas para a acidez e o teor de SST. De acordo com 0s
resultados obtidos, os autores concluiram que o uso de RDI apresentou efeito
significativo na qualidade final do fruto, aumentando os teores de solidos
sollveis (SST) e acidez titulavel (AT), mas ndo influenciaram significativamente
a produtividade. Garcia-Tejero et al. (2010) também encontraram resultados
semelhantes, enquanto estudavam o efeito da irrigacdo deficitaria em
diferentes fases fenolégicas da laranjeira ‘Navelina’ enxertada em citrange
‘Carrizo’. Os resultados demonstraram que a aplicacdo de estresse hidrico
durante a fase de maturacdo do fruto aumentou o SST e a AT; além disso, 0s
autores citaram que o déficit de irrigacdo aumenta a eficiéncia no uso da agua.
Romero et al. (2006) avaliaram a influéncia da irrigacdo deficitaria nos
parametros fisioldgicos e nutricionais dos porta -enxertos tangerineira

‘Cleopatra’ e citrange ‘Carrizo’ sob tangerineira ‘Clemenules’. A partir dos
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resultados obtidos, os autores inferiram que as relacdes planta-agua-solo,
como potencial hidrico foliar e condutancia estomatica, foram cruciais para as
diferencas observadas no crescimento vegetativo e na producdo de frutos,
evidenciando que a planta apresenta respostas fisioldgicas para suportar o

déficit hidrico.

3. Genes correlacionados com a qualidade de frutos

Os carotenoides sdo pigmentos que possuem alto valor nutricional,
sendo observados em grande quantidade nas frutas citricas. Em citros, os
genes PSY (sintase do fitoeno), ZDS (desaturase do fitoeno), CRTISO
(isomerase do carotenoide), LCY-b (beta-ciclase do licopeno) e HYb
(hidroxilase do beta-caroteno) sao responsaveis pela codificacdo de enzimas-
chave na via de biossintese de carotenoides (KATO et al., 2004; FRASER;
BRAMLEY, 2004). Nesse sentido, o acumulo desses pigmentos esta
relacionado a expresséo dos genes codificadores dessas enzimas.

Estudos de expressao génica tém mostrado o envolvimento dos genes
ACLs, PSY e ZDS na regulacédo dos respectivos conteudos de acido citrico e
carotenoides durante o processo de amadurecimento de frutas citricas (KATO
et al., 2004; KATZ et al., 2007; LIN et al., 2015). ACL é uma enzima que
catalisa a conversao de citrato em oxaloacetato (OAA) e acetil-CoA no citosol,
levando a sintese de flavonoides e isoprenoides (ETIENNE et al., 2013). PSY
€ uma enzima que catalisa a primeira etapa especifica e de controle de fluxo da
rota biossintética de carotenoides, por meio da condensacdo de duas
moléculas de GGPP, produzindo fitoeno, enquanto que ZDS catalisa a
dessaturacdo do zeta-caroteno em licopeno, via neurosporeno (FRASER;
BRAMLEY, 2004).

O acumulo de carotenoides durante a maturacdo de frutos de citros esta
relacionada aos produtos da expressdo dos genes envolvidos nessa via.
Assim, é importante conhecer esses genes, pois uma possivel manipulacdo
deles poderia alterar o perfil de carotenoides em citros, contribuindo para
enriquecer o teor nutricional do fruto (KATO et al., 2004; RODRIGO et al.,
2004).
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CAPITULO 1
Influéncia das estratégias de secamento parcial de raiz e irrigacao deficitaria
controlada na producéo e qualidade de frutos de laranjeira doce (Citrus

sinensis L. Osb.) em clima tropical
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Resumo

Objetivou-se, neste estudo, investigar os efeitos das estratégias de irrigacao
com secamento parcial de raiz (PRD) e irrigacdo deficitaria controlada (RDI) na
producédo e qualidade de fruto de laranjeira doce cultivada em clima tropical. O
experimento foi conduzido em um pomar de laranjeira ‘Péra’ enxertada em
limoeiro 'Cravo’, implantado em Inhambupe, Litoral Norte do Estado da Bahia,
Brasil, em que foram avaliados, durante trés anos consecutivos, os efeitos de
diferentes manejos de irrigacdo (irrigacdo plena, sequeiro, PRD e RDI) nos
atributos de producdo e qualidade de frutos, utilizando um delineamento em
blocos casualizados. Avaliou-se também a condutancia estomatica,
temperatura foliar e expressao de genes relacionados com o metabolismo de
citrato (ACL 1 e 3) e biossintese de carotenoides (PSY e ZDS) no fruto. Os
maiores valores de condutancia estomatica e umidade do solo, e menores de
temperatura foliar, foram obtidos no tratamento com irrigacao plena, enquanto
gue o inverso foi observado no tratamento de sequeiro. Os tratamentos de PRD
aumentaram a eficiéncia no uso da agua em comparacdo aos demais
tratamentos. O tratamento de PRD com alternancia dos lados de irrigacédo a
cada 15 dias, bem como o tratamento de RDI na fase de maturacdo do fruto,
destacaram-se por apresentar valores de producdo, eficiéncia produtiva,
massa, comprimento e tamanho do fruto, rendimento de suco, relagcdo entre
sélidos soluveis e acidez titulavel similares aqueles do tratamento de irrigacdo
plena. A expresséo dos genes ACL1, ACL3 e PSY e ZDS variou entre frutos
oriundos dos diferentes tratamentos, sendo que os tratamentos de PRD né&o
induziram variagdo significativa na expressdo dos genes analisados em

comparacdo ao tratamento de irrigacdo plena. Por outro lado, quando
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comparados a irrigacdo plena, houve um aumento significativo nos niveis de
MRNA dos genes estudados nos tratamentos de sequeiro e RDI. Em
concluséo, nota-se que as estratégias de manejo de irrigacdo PRD, alternando-
se os lados de irrigacdo a cada 15 dias, e RDI na fase de maturagéao do fruto
podem promover elevada producdo e qualidade de frutos, contribuindo para
economia de agua, sendo alternativas viaveis para o cultivo de laranjeira ‘Pera’
em regides de clima tropical com recursos hidricos limitados.

Palavras-chave: Citrus spp., irrigacdo com déficit, producéo de frutos
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1. Introducéao

A producdo mundial de citros, na safra de 2017/2018, foi em torno de
119,4 milhdes de toneladas, sendo que desse total, China (22,1%), Brasil
(17,1%) e Estados Unidos (8,9%) representam os principais produtores (FAO,
2018). O Brasil € o maior produtor mundial de laranja e suco de laranja, sendo
responsavel por aproximadamente 34% e 56% da producdo mundial de laranja
e de suco concentrado, respectivamente, consolidando-se como 0 mais
importante fornecedor global do produto (FAO, 2018; Neves e Trombin, 2017).
No Brasil, a citricultura tem grande importancia econémica, sendo responsavel
pela geracdo de 250.000 empregos diretos e indiretos, movimentando
anualmente mais de US$ 14 bilhdes, contribuindo para o fortalecimento da
economia do pais (Neves e Trombin, 2017). Destacam-se como maiores
produtores nacionais, em ordem decrescente, os estados de Sao Paulo, Minas
Gerais, Bahia, Parané e Sergipe (IBGE, 2018).

O emprego da irrigacdo é fundamental para atingir altos rendimentos e
padrées adequados de producdo e qualidade, principalmente nas regides com
baixa disponibilidade hidrica. No entanto, o uso de estratégias de irrigacdo
plena deve ser revisado, na medida em que existe a possibilidade de diminuir a
quantidade de agua empregada, sem reduzir significativamente a produtividade
e qualidade das colheitas (Collins et al., 2010; Cotrim et al., 2017; Dry et al.,
2001; Ferreyra et al., 2006; Goodwing e Boland, 2002; Romero-Conde et al.,
2014). Nesse sentido, 0 uso das estratégias de irrigagdo como secamento
parcial do sistema radicular (PRD) e irrigagdo com déficit hidrico controlado

(RDI) tem permitido aumentar a eficiéncia no uso da agua pelas culturas,
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enquanto os atributos de producdo e qualidade sé&o preservados (Kirda et al.,
2007; Loveys et al., 2004; McCarthy, 1997; Panigrahi et al., 2013; Sampaio et
al., 2010, 2014; Santos et al., 2013, 2014, 2015; Spreer et al., 2009; Treeby et
al., 2007).

O PRD consiste em irrigar parte do sistema radicular da planta, submetendo
a outra parte ao secamento do solo, alternando os lados de irrigagdo, em
determinados periodos de tempo, de acordo com a espécie da planta, tipo de
solo e condi¢gBes climaticas (Sampaio et al., 2010, 2014; Santos et al., 2013,
2014, 2015). No caso da RDI, a lamina de agua a ser aplicada é reduzida em
fases que a cultura apresenta menor sensibilidade ao déficit hidrico, para que
ndo ocorra prejuizos na produtividade e haja aumento da eficiéncia no uso da
agua (Cotrim et al.,, 2017; Goodwing e Boland, 2002). Essas técnicas
apresentam respostas fisiolégicas similares, ou seja, a secagem do solo
promove o aumento da concentracdo do &cido abscisico (ABA) nas raizes e
alteracOes nas trocas gasosas foliares. Esta sinalizacdo hormonal da raiz para
a parte aérea promove o fechamento dos estdmatos e reducéo da transpiracao,
possibilitando o aumento da eficiéncia intrinseca e instantanea no uso da agua
(Romero et al., 2006; Hutton e Loveys, 2011; Santos et al., 2014; Sampaio et
al., 2014, Cotrim et al., 2017).

O uso das estratégias de PRD e RDI tem permitido aumentar a eficiéncia no
uso da agua pelas culturas, enquanto os atributos de producédo e qualidade sao
preservados (Garcia-Tejero et al., 2010; Hutton e Loveys, 2011). Em ambos os
sistemas de manejo de irrigacdo, resultados positivos foram verificados para
mangueira (Cotrim et al., 2017; Santos el al., 2015; Spreer et al., 2009), videira

(Loveys et al., 2004; Mccarthy, 1997) e citros (Kirda et al., 2007; Panigahi et al.,
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2013; Treeby et al., 2007). O uso do PRD aumentou a eficiéncia no uso da
dgua e os atributos de qualidade do suco, como percentagem de solidos
soluveis e acidez, sem afetar significativamente a producdo de frutos, em
laranjeira doce do grupo ‘Navel’ cultivada em clima Mediterraneo (Hutton e
Loveys, 2011). De modo similar, a aplicacdo de RDI, sobretudo na fase de
maturacgdo do fruto, promoveu aumento nos teores de solidos solUveis e acidez
titulavel do fruto, sem reduzir significativamente a producéo, em laranjeira doce
cvs. ‘Salustiano’ (Garcia-Tejero et al., 2009), Navelina (Garcia-Tejero et al.,
2010) e ‘Lane late’ (Pérez-Pérez et al., 2009) e tangerineira ‘Clementina’ cv.
Clemenules (Romero et al., 2006) cultivadas em clima Mediterraneo.

No Brasil, as principais variedades copa produzidas sdo a laranjeira
‘Péra’ e a ‘Valéncia’ (Pio et al., 2005; Pompeu Junior e Blummer, 2008). Na
Bahia, a laranjeira ‘Péra’ aparece de maneira hegeménica na maioria dos
pomares, combinada com o porta enxerto limoeiro ‘Cravo’. Essa combinagé&o
apresenta excelente desempenho, gerando boa produtividade (Almeida e
Passos, 2011; Soares Filho et al.,, 2008). Contudo, ainda sdo necessarias
informacgdes sobre os efeitos do PRD e RDI na producédo e qualidade de frutos
de laranja doce cultivada em clima tropical. Dessa forma, objetivou-se no
presente estudo investigar os efeitos do PRD e RDI nos atributos de producéao,
qualidade e expressdo genica em frutos de laranjeira ‘Pera’ (Citrus sinensis L.

Osb.) cultivada em clima tropical na regido dos tabuleiros costeiros.
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2. Materiais e métodos

2.1. Material vegetal e condi¢des de cultivo

O experimento foi conduzido na Fazenda Agropecuaria Gavido, no
municipio de Inhambupe (11° 47' 9" S, 38° 20' 58" W, 152 m alt.), Litoral Norte
do Estado da Bahia, Brasil, que se caracteriza por um clima tropical umido,
porém com uma estacdo seca bem definida e geralmente quente de outubro a
margo. Avaliou-se um pomar de laranjeira ‘Péra’ enxertada em limoeiro 'Cravo’,
com 12 anos de idade, no espagamento de 6,5 x 5 m, em latossolo vermelho
amarelo coeso distréfico, submetido a diferentes manejos de irrigacdo, em
delineamento experimental em blocos casualizados com sete tratamentos e
quatro repeticoes.

A irrigacdo complementar foi utilizada para suprir a demanda de agua,
seguido de um turno de rega fixo, sendo 2h diarias no periodo seco e 1h diaria
no periodo Umido, conforme recomendado por Coelho et al. (2006) para a
regido dos tabuleiros costeiros. A evapotranspiracao de referéncia foi estimada
pela equagdo modificada de Penman-Monteith, conforme Allen et al. (1998) a
partir dos dados obtidos na estacdo meteoroldgica da fazenda, com coeficiente
de cultura (Kc) médio adotado entre 0,3 e 0,5. Foram aplicados os seguintes
tratamentos: (i) irrigacéo plena (100% da evapotranspiracdo da cultura - ETc),
(i) sequeiro (0% da ETc), (ii) PRD15 (50% da ETc, alternando os lados de
irrigacdo a cada 15 dias), (iv) PRD30 (50% da ETc, alternando os lados de
irrigacdo a cada 30 dias), (v) RDIF1 (0% da ETc apenas na fase de

florescimento/pegamento do fruto), (vi) RDIF2 (0% da ETc apenas na fase de
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crescimento do fruto) e (vii) RDIF3 (0% da ETc apenas na fase de maturacao
do fruto). A irrigacao foi por gotejamento, utilizando gotejadores de vazéo 6L/H

espacados em 60 cm, sendo quatro gotejadores em cada lado da planta.

2.2. Umidade do solo

A umidade do solo foi determinada a partir de valores de constante
dielétrica do solo, obtidas com uso de sondas artesanais de TDR
(Reflectometry Domain Time), ligadas a um datalogger (CR1000, Campbell
Scientific, Logan, USA). As sondas de TDR foram instaladas em uma planta de
cada tratamento, na profundidade de 0,25 m, posicionadas a 1,0m do caule,

realizando-se as leituras a cada 15 dias.

2.3. Avaliacéo biométrica

Durante o triénio avaliado, ao final de cada colheita, foram feitas
medicbes da altura das plantas e didametro das copas, obtidas com o auxilio de
uma régua improvisada, a partir de um tubo de PVC devidamente graduado em
metros, tomando-se a distancia do colo da planta, rente ao solo, até o seu topo.
Também foi avaliado o volume (V) da copa (m3), determinado com base nas
medicbes da altura da planta (H) e do diametro médio da copa (Dm), sendo
este ultimo obtido no sentido da linha (DI) e no sentido perpendicular a rua (Dr),

por V = 2/3 x m x Dm2/4 x H (Pompeu Junior, 1972).
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2.4. Condutancia estomatica e temperatura foliar

Avaliou-se, mensalmente, das 8h as 9h da manh&, a condutancia
estomatica ao vapor de agua (gs) e temperatura foliar (Tf). Todas as medidas
foram realizadas a partir de 1,5 m de altura do solo em dois ramos por planta,
localizados na parte externa e em lados opostos da copa (quadrantes leste e
oeste), tomando-se o valor da gs em uma folha por ramo. A Tf foi obtida em
quatro folhas de cada quadrante da planta. A gs foi estimada com o uso de um
porémetro de difusdo modelo AP4 (Delta-T Devices, Cambridge, Inglaterra) e a
Tf foi determinada com o uso de um termOmetro infravermelho (Extech,

IR201A, Nashua, EUA).

2.5. Andlise de producéo e qualidade de frutos

Avaliou-se a producao anual e acumulada, no periodo de 2016 a 2018,
utilizando frutos da colheita realizada no més de julho, por meio da pesagem
dos frutos de cada arvore com balanca comercial (Toledo do Brasil, modelo
3400, Sao Bernardo do Campo, Brasil). A eficiéncia produtiva de cada arvore
foi calculada pela razdo média entre as producdes anuais e 0s volumes de
copa nos respectivos anos. Com os dados de producéo de frutos, calculou-se a
eficiéncia no uso de agua (WUE) a partir da formula adaptada de Sampaio et

al. (2010):
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WUE= P/ LBA 1)
onde P é a producéo de frutos (kg ha™) e LBA é a lamina bruta de agua

aplicada no pomar (m3 ha™).

Para andlise dos atributos de qualidade dos frutos, coletaram-se dez
frutos por planta na parte externa da copa, obedecendo ao critério de
uniformizacdo das amostras a partir da coloracdo da casca. Os seguintes
parametros do fruto foram avaliados: comprimento (cm), diametro (cm), massa
(9), rendimento de suco [JY = (massa de suco/massa de fruto) x 100], solidos
sollveis totais (SS), medidos em °Brix, por meio de leitura direta em
refratbmetro de bolso (Atago Brasil Ltda., PAL-1, Ribeirdo Preto, Brasil), com
os valores corrigidos para 20 °C, e acidez titulavel total (TA) do suco,
determinada por titulometria com solucdo de NaOH a 0,1 N e indicador
fenolftaleina (AOAC, 1990), sendo os resultados expressos em g/100g de acido
citrico. Com base nos resultados, calcularam-se a razéo entre SS e TA e o
indice tecnoldgico (IT), equivalente a quantidade de sélidos sollveis totais no
suco (kg), em uma caixa de colheita de frutos de 40,8 kg, conforme Di Giorgi et

al. (1990).

2.6. Andlise de expresséo génica

Os frutos foram coletados no estagio ‘breaker’ (~6 °Brix), sendo o
flavedo removido cuidadosamente e congelado imediatamente em nitrogénio
liguido para uso posterior. O RNA total das amostras foi isolado utilizando-se

TRIzol®, conforme as instru¢des do fabricante. A qualidade e a integridade do
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RNA extraido foram avaliadas por analise em gel de agarose 1% corado com
0,1 pg mL™* de brometo de etidio. As amostras foram tratadas com DNAse ap6s
0 processo de extracdo, utilizando o Kit Turbo DNA-free (Ambion, Waltham,
EUA), segundo as instru¢des do fabricante (1 yL de DNAse).

O cDNA das amostras foi sintetizado, empregando-se o kit First Strand
cDNA Synthesis (Fermentas, Waltham, EUA), conforme as instrugbes do
fabricante. As reacbes de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) foram
realizadas em termociclador da Stratagene Mx 3005P (Agilent Technologies,
Santa Clara, EUA), que contém o software MxPro-Mx 3005P, usando o kit
Maxima™ SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific, Waltham,
EUA). As reacgdes de gPCR foram realizadas em triplicata, em volume de
reacao de 25 uL, contendo 100 ng de cDNA, 200 nM de cada oligonucleotideo,
2 uL de SYBR Green 1x (Applied Biosciences, Beverly Hills, EUA), tampé&o de
PCR 1x, 0,1 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCI2, 1/2 Rox a 50%, 1U de Tagq DNA
Polimerase Platinum® (Invitrogen, Waltham, EUA) e 4gua Milli-Q esterilizada
por autoclavagem. A amplificacdo seguiu as seguintes etapas: (I) pré-
tratamento a 50°C por 2 min, (ll) ativacdo da Tagq DNA Polimerase a 95°C por
10 min, (Ill) desnaturacdo a 94°C por 15 s, (IV) anelamento a 60°C por 30 s e
(V) extensdo a 60°C por 1 min. As etapas 3 a 5 foram repetidas por 40 ciclos.
Como controle enddégeno para normalizagcdo dos dados de gPCR foram
utilizados primers para a amplificacdo dos genes codificando para GAPC2
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C2) e UPL7 (ubiquitin protein
ligase 7) (Mafra et al., 2012). Primers foram especificamente desenhados para
a amplificacdo dos genes relacionados com o metabolismo de citrato [ATP

citrato lyase 1 (ACL1l) e ATP citrato lyase 3 (ACL3)] e biossintese de
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carotenoides [fitoeno sintase (PSY) e zeta-carotene desaturase (ZDS)].
Informacgdes sobre os primers utilizados sdo mostradas na Tabela S1.
Para a quantificagdo da expressdo génica foram utilizados os métodos

comparativos de Ct; 272t @ 2784

, com dados provenientes de pelo menos trés
repetices biologicas e trés réplicas técnicas, utilizando o tratamento controle
(irrigacdo plena) como referéncia para comparacdo dos niveis expressao.
Reacgbes controle, desprovidas de cDNA (NTC), também foram utilizadas em
todos os experimentos. O programa Dissociation Curve 1.0 (Applied

Biosystems, Foster City, EUA) foi utilizado para atestar que somente um

produto de PCR foi gerado pela amplificagdo dos transcritos.

2.7. Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e teste Scott-
Knott com significancia de 5% de probabilidade (p < 0,05) e regressdo. As

andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa estatistico R.

3. Resultados

3.1. Condigdes climéticas e umidade do solo

A precipitacdo pluviométrica e a temperatura média do ar apresentaram
valores maximos de 178,8 mm e 27,4°C e minimos de 1,8mm e 21,7 °C
respectivamente, ao longo do periodo experimental (Fig. 1). Assim, ao longo
dos trés anos de avaliagdo, o tratamento de RDI na fase de

florescimento/pegamento do fruto (RDIF1) e o RDI na fase de crescimento do
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fruto (RDIF2) ocorreram nos periodos de menores precipitacées pluviométricas,
com média de 52,3 e 31,9 mm e maiores temperaturas, com valores médios de
26,2 e 26,4 °C, respectivamente. Por sua vez, o tratamento de RDI na fase de
maturacgdo do fruto (RDIF3) correspondeu com o periodo de maior precipitacdo

pluviométrica e menor temperatura (abril a julho) (Fig. 1).
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Fig. 1. Precipitagdo pluviométrica e temperatura meédia do ar mensal na
localidade do experimento. Inhambupe — BA, Set/2015-Jul/2018. RDIF1 — RDI
de 0% da irrigacdo complementar na fase de florescimento/pegamento de fruto;
RDIF2- RDI de 0% de irrigacdo complementar na fase de desenvolvimento do
fruto; RDIF3 — RDI de 0% de irrigacdo complementar na fase de maturacéo do
fruto

A umidade do solo variou entre os diferentes tratamentos, com a
irrigacdo plena apresentando valores médios de 0,25 cm®cm™ e o tratamento
de sequeiro 0,14 cm®m™ (Fig. 2 A). Por outro lado, os tratamentos de PRD
seguiram uma tendéncia de reducdo e aumento da umidade em virtude da
alternancia do lado da irrigacdo. Neste caso, com valores médios maximos de
0,24 cm*m™ e minimos de 0,11 cm®cm™ indicando o lado mais Umido e o
outro mais seco, respectivamente (Fig. 2 B-C). Os tratamentos de RDI

apresentam diferentes valores de umidades de acordo com o periodo no qual o

déficit foi implementado, sendo que o RDI na fase de florescimento/pegamento
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de fruto apresentou umidade média de 0,12 cm®cm™ durante a suspenséo da
irrigacdo e 0,23 cm®cm™ quando irrigado (Fig. 2D). O RDI na fase de
desenvolvimento do fruto passou por maior periodo de restricdo hidrica, devido
a suspensdao da irrigacdo ocorrer nos meses com baixa precipitacdo
pluviométrica (dezembro a abril, Fig. 1.), apresentando valores médios de 0,11
cm®cm™ quando n&o houve irrigacdo e 0,22 cm*cm™ quando irrigado (Fig. 2D).
O RDI na fase de maturacédo nao teve grande variagdo na umidade do solo,
mesmo com a restricado hidrica, pois a suspensao da irrigacdo ocorreu durante
o periodo com maior precipitacao pluviométrica, observando-se valor médio da

umidade de 0,22 cm®cm™ (Fig 2D).
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Fig. 2. Umidade do solo, nos diferentes tratamentos, entre outubro de 2016 e
julho de 2017. A- Irrigacao plena (100%) e Sequeiro (0%), B- PRD 15 dias, lado
A (PRD15A) e lado B (PRD15B), C- PRD 30 dias, lado A (PRD30A) e lado B
(PRD30B) e D- RDI na fase de florescimento/pegamento de fruto (RDIF1), RDI
na fase desenvolvimento do fruto (RDIF2) e RDI na fase maturacao do fruto
(RDIF3).
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3.2. Condutancia estomatica e temperatura foliar

A condutancia estomatica (gs) foi influenciada pelos diferentes
tratamentos de irrigacdo. Nota-se que o tratamento com irrigacdo plena
apresentou a maior gs, enquanto que os tratamentos que receberam menor
guantidade de agua apresentaram menores valores de gs (Fig. 3). Os menores
valores de gs foram observados durante os meses mais quentes, periodo que
vai de outubro até fevereiro. Em contrapartida, valores maiores foram
encontrados nos meses com temperaturas mais amenas, entre marco e julho.
E possivel observar que, quanto maior temperatura foliar, menor condutancia, e
vice-versa (Fig. 3). Foram encontrados valores médios de 0,30 e 0,13 mol m-2s-
1 de gs e 30,3 e 33,0 °C da Tf na irrigacao plena e sequeiro, respectivamente
(Fig. 3A).

O PRD com alternancia dos lados a cada 15 dias, apresentou valores
meédios de gs ligeiramente inferiores e Tf ligeiramente superiores ao PRD com
alternancia dos lados a cada 30 dias, sendo 0,20 e 0,22 mol m-2s-1 de gs e 31,5
e 31,1 °C de Tf, respectivamente (Fig. 3B). Com relacdo ao RDI, os menores
valores de gs e maiores de Tf foram observados no tratamento de RDI na fase
de desenvolvimento do fruto, sendo os valores médios de 0,16 mol m-2s-1 de gs
e 32,5 °C da Tf. Os RDIs na fase de florescimento/pegamento de fruto e
maturacdo, apresentaram, respectivamente, valores médios de 0,21 e 0,22 mol

m-2s-1 de gs e 31,3 e 30,9 °C de Tf (Fig. 3C).
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Fig. 3. Relacdo entre condutancia estomatica e temperatura foliar. (A)-
Irrigacdo plena (100%) e Sequeiro (0%), (B)- PRD 15 dias (PRD15) e PRD 30
dias (PRD30) e (D) RDI na fase de florescimento/pegamento de fruto (RDIF1),
RDI na fase desenvolvimento do fruto (RDIF2) e RDI na fase maturacdo do
fruto (RDIF3).

Os fatores ambientais influenciariam a conduténcia estomética e
temperatura foliar no PRD e RDI ao longo do periodo experimental (Figs. 4 e
5). Em todos os tratamentos avaliados, nota-se uma correlagéo inversamente
proporcional entre a condutancia estomatica e déficit de pressdao de vapor

(DPV), em que quanto maior o DPV, menor a gs e vice-versa (Fig. 4). Os
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maiores valores de DPV foram observados durante os meses mais quentes e
0s menores durante os meses mais frios, com valores médios de 3,5 e 2,9
KPa, respectivamente. Foram registrados valores maximos e minimos de

condutancia estomatica com DPV de 2,6 e 3.7 KPa, respectivamente.
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Fig. 4. Relacdo entre condutancia estomatica (gs) e déficit de pressao de vapor
(VPD). (A)- Irrigacéo plena (100%) e Sequeiro (0%), (B)- PRD 15 dias (PRD15)
e PRD 30 dias (PRD30) e (D) RDI na fase de florescimento/pegamento de fruto
(RDIF1), RDI na fase desenvolvimento do fruto (RDIF2) e RDI na fase
maturacédo do fruto (RDIF3).
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Observa-se uma relagdo diretamente proporcional entre a
temperatura do ambiente e temperatura da folha, quanto maior a temperatura
do ambiente, maior temperatura foliar (Fig. 5). Em todos os tratamentos, os
maiores valores de Tf foram registrados com temperatura do ambiente acima

de 26 °C e as menores abaixo de 24 °C.
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Fig. 5. Relacdo entre temperatura foliar e temperatura do ar. (A)- Irrigacao
plena (100%) e Sequeiro (0%), (B)- PRD 15 dias (PRD15) e PRD 30 dias
(PRD30) e (D) RDI florescimento/pegamento de fruto (RDIF1), RDI
desenvolvimento do fruto (RDIF2) e RDI maturacéo do fruto (RDIF3).
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3.3. Producéao e qualidade de frutos

Em todos os anos avaliados, houve diferenga significativa na
producgéo de frutos entre os diferentes manejos de irrigacao adotados (Tabela
1). Os tratamentos PRD alternando os lados a cada 15 dias (PRD15) e RDI na
fase de maturacdo do fruto (RDIF3) apresentaram valores de producao
similares aqueles do tratamento de irrigacdo plena nos anos de 2016 e 2017,
mas ~12% menores no ano de 2018 (Tabela 1). Considerando-se a producéo
acumulada de frutos no triénio avaliado, os maiores valores foram registrados
para o tratamento de irrigacao plena, seguido pelos tratamentos de PRD15 e
RDIF3, enquanto que os tratamentos de sequeiro e RDI na fase de
desenvolvimento do fruto (RDIF2) resultaram nos menores valores de produgéo
acumulada (Tabela 1). Uma elevada taxa de absciséo de frutos foi observada
para o tratamento RDIF2.

Nao houve diferenca significativa entre as varidveis analisadas de altura,
diametro e volume de copa no triénio avaliado (Tabela 1). Por outro lado, a
eficiéncia produtiva foi influenciada pelos diferentes manejos de irrigagdo. Os
tratamentos de RDIF2 e sequeiro apresentaram as menores eficiéncias
produtivas, ~30% menor do que os demais tratamentos, que se enquadraram
no mesmo agrupamento. Os tratamentos de PRD apresentaram maior
eficiéncia no uso da agua (EUA) em comparacao aos demais tratamentos, com

0 PRD15 apresentando EUA ~43% maior do que o controle (Tabela 1).
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Tabela 1. Producdo anual e acumulada (P) de frutos, altura (A) e volume (V) de copa, eficiéncia produtiva (EF) e eficiéncia no uso
da agua (EUA) e lamina bruta aplicada (LB) em laranjeira ‘Pera’ enxertada em limoeiro ‘Cravo’, sob diferentes manejos de

irrigacéo, no periodo de 2016 a 2018, no municipio de Inhambupe, Bahia.

Tramento P2016 P2017 P2018 P 2016-2018 A \% EF EUA LB
------------------ kg planta™---------------- (m) (m?) (kg m™®) (mm)

100% 102.65+10.39a 112.31+5.13a 116.14+7.5a 331.10+15.81a 3.01+0,3 24.32+1.03 4.54+0.51a 4.49+0.06c 2119

0% 70.26+4.26c  72.30+4.26c 71.23+4.90d 213.79+7.29d 3.12+0,4 27.41+1.70 2.59+0.49Db - 0
PRD15 96.47+5.18a 102.05+6.15a 101.82+5.77b 300.34+10.64b 3.05+0,3 26.62+1.17 3.76+0.22a 7.92+0.04a 1099
PRD30 81.77+5.06b 85.12+4.05b 84.41+5.08c 251.30+6.80c 3.16+0.2 25.52+1.97 3.24+0.14a 6.83+0.04b 1099

RDIF1 81.66x11.23b 84.50+5.63b 82.92+4.06 249.08+7.40c 3.14+0.2 23.21+1.49 3.58+0.46a 5.18+0.05¢ 1622

RDIF2 75.07£6.46b  72.93+4.91c 71.104£5.29d 219.10+£8.08d 3.12+0.7 24.11+1.83 2.85+0.21b 4.86+0.07c 1035
RDIF3 94.47+6.34a 101.40+5.49a 102.93%+4.53b 298.80+10.08b 2.99+0.5 23.26+1.24 4.28+0.33a 4.98+0.05c 1660

CV (%) 12.67 10.83 10.17 9.97 4.9 13.65 16.27 12.94 -

Médias seguidas de mesma letra pertencem ao mesmo agrupamento, pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). 100%-Irrigacéo plena; 0%-Sequeiro; PRD15-PRD
alternando-se os lados de irrigacdo a cada 15 dias; PRD30- PRD alternando-se os lados de irrigacdo a cada 30 dias; RDIF1-RDI de 0% da irrigacéo
complementar na fase de florescimento/pegamento de fruto; RDIF2- RDI de 0% da irrigacdo complementar na fase de desenvolvimento do fruto; RDIF3- RDI
de 0% da irrigacdo complementar na fase de maturacéo do fruto.



47

Os atributos de qualidade do fruto também foram afetados
significativamente pelos diferentes manejos de irrigacdo (Tabela 2). Quando
comparados a irrigacdo plena, os tratamentos de sequeiro e RDIF2
apresentaram reducgdes em ~20, ~5, ~6 e 33% de massa, comprimento de fruto
rendimento de suco e relacdo SS/AT, respectivamente. Por outro lado, os
maiores valores de acidez titulavel foram verificados em RDIF2, ~42% maiores
que o tratamento de irrigacdo plena (Tabela 2). Os tratamentos PRD15 e
RDIF3 apresentaram resultados semelhantes a irrigagcdo plena, em que a
reducdo da lamina de &gua nao influenciou significativamente a massa e o
comprimento do fruto, o rendimento de suco, a acidez titulavel e a relagdo
SS/AT (Tabela 2). Por outro lado, o tratamento PRD30 reduziu em ~5 e ~7% o
comprimento do fruto e o rendimento de suco, e aumentou em 30% a acidez
titulavel, em comparacdo ao tratamento de irrigacdo plena. Nao foram
encontradas diferencas significativas entre os diferentes manejos de irrigacéo
para as varidveis didmetro do fruto, teor de solidos sollveis e indice

tecnoldgico (Tabela 2).
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Tabela 2. Massa (M), comprimento (C) e didametro (D) do fruto, rendimento de suco (R), acidez titulavel (AT), solidos solluveis (SS),
ratio (SS/AT) e indice tecnologico (IT) de frutos de laranjeira Péra enxertada em limoeiro ‘Cravo’, sob diferentes manejos de

irrigacéo, no periodo de 2016 a 2018, no municipio de Inhambupe, Bahia.

Tratamento M (g) C (cm) D (cm) R (%) AT (%) SS (Brix°) SS/TA IT
100% 247.7+9.63a  8.0+0.16a 7.8+0.14 58.7+0.54a 0.7+0.02b 9.6+0.13 13.0+0.13a 2.0£0.46
0% 200.1+48.23b  7.6+0.21b  7.6%+0.17 55.8+0.79b 1.1+0.03a 10.1+0.07 8.8+0.07b 2.3+0.26
PRD15 241.9+7,2a 8.0+0.21a  7.7+0.20 57.3+0.17a 0.8+0.02b 9.8+0.10 12.940.11a 2.3+0.12
PRD30 234.846.14a  7.7+£0.19b  7.6%0.17 54.6+0.18b 1.0+0.04a 10.1+0.07 11.540.07a 2.1+0.61
RDIF1 231.4+7.74a 7.6£0.13b 7.7+0.14 58.4+0.51a 0.8+0.01b 9.1+0.36 12.2+0.36a 2.1+0.50
RDIF2 195.7+5.82b  7.6+0.05b  7.5+0.17 54.6+0.52b 1.2+0.02a 10.0+0.23 8.61£0.24b 2.4+0.39
RDIF3 205.4+4.08a 7.940.17a 7.74£0.12 57.8+0.19a 0.8+0.02b 9.5+0.20 11.740.20a 2.0+0.28
CV (%) 6.71 2.48 2.81 4.52 8.97 5.15 9.28 7.52

Médias seguidas de mesma letra pertencem ao mesmo agrupamento, pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). 100%-Irrigacdo plena; 0%-Sequeiro;
PRD15-PRD alternando-se os lados de irrigacdo a cada 15 dias; PRD30- PRD alternando-se os lados de irrigacdo a cada 30 dias; RDIF1-RDI de
0% da irrigacdo complementar na fase de florescimento/pegamento de fruto; RDIF2- RDI de 0% da irrigacdo complementar na fase de
desenvolvimento do fruto; RDIF3- RDI de 0% da irrigagcdo complementar na fase de maturacéo do fruto.
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3.4. Expressao génica

Diferencas significativas nos niveis de expressdo dos genes
relacionados com o metabolismo de citrato (ACL1 e 3) e biossintese de
carotenoides (PSYe ZDS) foram observadas entre os diferentes manejos de
irrigacéo (Fig. 6). Os tratamentos de PRD nao induziram variagédo significativa
na expressao dos genes analisados em comparagao ao tratamento de irrigacao
plena. Por outro lado, quando comparados a irrigagdo plena, houve um
aumento significativo nos niveis de mRNA dos genes ACL1, ACL3 e ZDS nos
tratamentos de sequeiro, RDIF1 e RDIF2, enquanto que os maiores niveis de

MRNA de PSY foram observados nos tratamentos RDIF1 e RDIF3 (Fig. 6).
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Fig. 6. Analise da expressao dos genes ATP citrato lyase 1 (ACL1), ATP citrato
lyase 3 (ACL3), fitoeno sintase (PSY) e zeta-caroteno desaturase (ZDS) em
frutos de laranjeira ‘Pera’ enxertada em limoeiro ‘cravo’. Os niveis de
expressao génica sdo apresentados utilizando o tratamento controle (100%)
como referéncia. Os dados sdo a média + SE de trés réplicas biolégicas e trés
réplicas técnicas para cada réplica bioldégica. Médias seguidas de mesma letra
pertencem ao mesmo agrupamento, pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).



50

4. Discusséo

A seca € um estresse multidimensional que envolve maiores valores na
disponibilidade de radiagédo luminosa, temperatura, DPV, e menores valores
médios de precipitacdo. O comportamento do clima registrado no presente
estudo, com as maiores precipitacdes pluviométricas nos meses de abril a julho
e menores entre outubro e fevereiro, e maiores temperaturas entre dezembro e
abril e menores entre maio e setembro (Fig. 1), € tipico da regido dos tabuleiros
costeiros do estado da Bahia (D’Angiolella et al., 2012). A citricultura ocorre na
maioria dos casos, em condicdo de sequeiro, por isso a disponibilidade hidrica
representa um dos principais fatores que limitam essa atividade. Portanto, €
importante conhecer a influéncia do ambiente sobre a cultura de citros,
avaliando os efeitos dos fatores do clima no uso e perdas de agua pelas
plantas e também na disponibilidade de agua no solo (Reuther, 1973).

E importante ressaltar que a partir do momento em que ha escassez de
agua no solo, a planta comeca a reduzir a transpiracdo, 0 que promove
reducdo da perda de agua pelas folhas e contribui para economia da agua
disponivel (Medina et al., 1999). A aplicacdo dos tratamentos de irrigacdo
plena, PRD15, PRD30 e RDIF3 manteve os valores de umidade do solo
elevados durante todo o periodo experimental (Fig. 2). Por outro lado, os
tratamentos RDIF1 e RDIF2 apresentaram valores de umidade do solo
similares aqueles do tratamento de sequeiro durante parte do periodo de déficit
hidrico intenso (Fig. 2). Em citros, a fase de florescimento/pegamento e
desenvolvimento de fruto é sensivel ao déficit hidrico (Medina et al., 1999), o
que pode ter contribuido para que esses tratamentos apresentassem 0sS

menores valores de producdo entre os manejos de irrigacdo adotados (Tabela
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1), tendo em vista que nesses tratamentos o déficit hidrico foi implementado no
periodo com menor precipitacdo pluviométrica e maiores temperaturas (Fig. 1).

O DPV reflete o vapor de agua presente na atmosfera, sendo que altos
valores dessa vériavel, geralmente observados em periodos secos, resultam na
reducdo da condutancia estomatica das plantas, uma resposta para reduzir a
perda de &gua para o ambiente, o que acaba promovendo aumento da
temperatura foliar (Paiva et al., 2005). No presente estudo a manutencao de
elevados valores de conduténcia estomatica implicou na diminuicdo da
temperatura foliar (Fig. 3) por meio da dissipagéo da energia incidente via calor
latente, evitando assim o estresse térmico (Tardieu, 2012). A temperatura tem
influéncia na fotossintese, de maneira direta na atividade enzimatica no
processo fotossintético e cadeia transportadora de elétrons; e indireta quando
h& diferenca entre o DPV da folha e do ar (Fig. 4); dessa forma, influencia o
ajuste estomatico (Cotrim et al., 2017). Valores intermediarios de gs e Tf foram
registrados nos tratamentos de PRD como uma resposta a restricdo do volume
de solo irrigado (Fig. 3). Ambos, fechamento parcial dos estématos e restricao
do volume de solo irrigado contribuem para a reducdo do uso da &agua e
aumento da eficiéncia no uso da agua (EUA) (Hutton e Loveys, 2011), como
observado no presente estudo. Os tratamentos de RDI reduziram a gs e
aumentaram a Tf apenas no periodo em que o déficit hidrico foi implementado
(Fig. 3), o0 que nao favoreceu o aumento da EUA (Tabela 1).

Os resultados de producdo demonstraram que € possivel promover
niveis de rendimento similares aqueles de irrigacdo plena mesmo com a
reducdo da lamina de agua aplicada, conforme evidenciado nos tratamentos

PRD15 e RDIF3 (Tabela 1). Esses tratamentos apresentaram uma reducdo de
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apenas ~9% na producdo acumulada de frutos no triénio avaliado em
comparacao ao tratamento de irrigacdo plena (Tabela 1), sendo comparéavel
aos valores de perda de rendimento de ~9% relatado para laranjeira doce do
grupo Navel submetida a PRD (Hutton e Loveys, 2011), e de ~10% relatado
para laranjeira ‘Lane late’ sob RDI na fase de maturagéo do fruto (Pérez-Pérez
et al., 2009) cultivadas em clima Mediterraneo. Esses resultados satisfatorios
de producdo sao provavelmente devidos ao menor intervalo de tempo para
alternéncia do lado de irrigacdo no tratamento PRD15, o que reduz os riscos de
danos oxidativos induzidos pela longa exposi¢do ao déficit hidrico em ambos
os tecidos radicular e foliar, e ao periodo em que o tratamento RDIF3 foi
implementado, no qual ocorre maior precipitacdo pluviométrica e temperaturas
mais amenas (Fig. 1), contribuindo para a manutengao de elevados valores de
umidade do solo (Fig. 2). Por outro lado, os baixos valores de producgéo obtidos
no tratamento RDIF2 se devem, pelo menos em parte, a elevada taxa de
absciséo de frutos, que na fase de crescimento do fruto ocorre principalmente
em razdo da combinacdo de elevadas temperaturas e intenso déficit hidrico
(Sentelhas, 2005). A menor producdo do PRD30 em comparacdo ao PRD15
esta associada ao tempo de alternancia dos lados, em que quando 0 mesmo
lado da planta € mantido seco por um periodo de tempo muito longo, a
biossintese de ABA nao € continua, diminuindo a eficiéncia no controle
estomatico, além de provocar estresse acentuado (Hartung et al., 2002;
Wilkinson e Davies, 2002).

Os tratamentos PRD15 e RDIF3 também se destacaram quanto aos
atributos de qualidade do fruto, produzindo frutos com valores de massa,

comprimento e tamanho, rendimento de suco e relagdo entre soélidos soluveis e
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acidez titulavel similares aqueles do tratamento de irrigacdo plena (Tabela 2).
Esses resultados contrastam em parte com aqueles obtidos para laranjeira
doce cultivada em clima Mediterraneo, onde o uso do PRD (Hutton e Loveys,
2011; Treeby et al., 2007) e RDI na fase de maturacao do fruto (Garcia-Tejero
et al., 2010; Pérez-Pérez et al., 2009) reduziu o tamanho do fruto e a
percentagem de suco, mas aumentou os teores de solidos solluveis e acidez
titulavel, tornando-os mais adequados para a producédo de frutos para suco em
vez de mesa (Hutton e Loveys, 2011). Tais diferencas podem ser explicadas
pelas diferentes condicbes de clima e estratégias de PRD adotadas. Em
contraste com as condicbes de clima Mediterraneo, nas condicdes dos
tabuleiros costeiros a fase de maturacdo do fruto coincide com o periodo de
maior precipitacdo pluviométrica e temperaturas mais amenas (Fig. 1), por isso
a restricdo da irrigagdo nao influenciou os resultados de qualidade de fruto
(Tabela 2). Quando ha restricdo hidrica no periodo de maturacdo de fruto,
observa-se aumento do teor de solidos soluveis e acidez (Garcia-Tejero et al.,
2010).

A acidez titulavel e a coloragdo do fruto estdo entre os principais
atributos de qualidade do fruto. Em frutas citricas, a acidez do fruto é
determinada principalmente pela presenca de acido citrico (Yamaki, 1979),
enquanto que a coloracdo do fruto € determinada pelo acumulo de
carotenoides e concomitante degradacao da clorofila (Kato et al., 2004; Rodrigo
et al., 2004). Os processos envolvidos no metabolismo e acumulo de acido
citrico e carotenoides durante o desenvolvimento do fruto estdo sob ambos os
controles genético e ambiental (Dhuique-Mayer et al., 2009; Etienne et al.,

2013). Estudos de expressao génica tém mostrado o envolvimento dos genes
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ACL, PSY e ZDS na regulacédo dos respectivos conteudos de acido citrico e
carotenoides durante o processo de amadurecimento de frutas citricas (Kato et
al., 2004; Katz et al., 2007; Lin et al., 2015; Rodrigo et al., 2004; Yu et al.,
2012). Os resultados de expressao génica mostraram uma correlacao entre a
acidez titulavel e os niveis de expressdo de ACL1 e ACL3 nos tratamentos de
sequeiro, RDIF1 e RDIF2 (Fig. 6), sugerindo que esses genes desempenham
um importante papel na regulagcdo do conteddo de citrato em plantas
submetidas a esses manejos de irrigacdo. Por outro lado, a falta de correlacéo
entre a acidez titulavel e os niveis de expressdo de ACL1 e ACL3 nos
tratamentos PRD sugere que outras vias de degradacdo podem estar
envolvidas na regulacado do contetdo de citrato nessas condi¢des. Os elevados
niveis de expressdo simultinea de PSY e ZDS no tratamento RDIF1
correlacionam-se com a maior intensidade de coloracdo da casca constatada

em frutos oriundos desse tratamento, com base em observacdes visuais.

5. Conclusodes

Em ciclos de alternancia mais curtos (15 dias), o PRD é uma estratégia
de manejo de irrigacdo viavel em laranjeira doce cultivada em condi¢des de
clima tropical, tendo em vista que a reducdo da lamina de agua nao reduz
significativamente a producdo e qualidade de frutos, além de aumentar a
eficiéncia no uso da agua. O RDI também ¢é estratégia de manejo de irrigacéo
viavel para economia de agua, porém nao deve ser aplicada em periodos de
maior necessidade hidrica e baixa precipitacdo pluviométrica, pois resulta em
menor producdo e qualidade de frutos. O presente estudo também contribui

com informacgbes sobre a expressdo dos genes envolvidos na biossintese de
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carotenoides e metabolismo do citrato em funcéo da disponibilidade hidrica, em
frutos de laranjeira doce, permitindo a compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na regulagcdo dos conteudos de &cido citrico e

carotenoides em resposta aos diferentes manejos de irrigagao.
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Material suplementar

Tabela S1. Sequéncias dos primers empregados nas reacdes de gPCR

Gene Loco Oligonucleotideo
Forward: 5'-CATTGGCACTAGGGATTGCT-3'
CsPSY | Cs6g15910
Reverse: 5-ATCAACAAATTGCAGCACCA-3'
Forward: 5'-TTCAGCCGATTTGATTTTCC-3'
CsZDS | orange1.1t02361
Reverse: 5-GGCCAAGTCAGCATTTCATT-3'
Forward: 5'-TGGCATATGCAAACAGGCTA-3'
CsACL1 | orange1.1g014493m
Reverse: 5-ATGACAATGGCGTGAGTGTG-3'
Forward: 5'-TTCCTGCAGAGGTATTGAGTTGT-3'
CsACL3 | orange1.1g014514m

Reverse: 5'-CAGCAAGACGCTTCAAGTGC-3'
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CAPITULO 2

Respostas fisiologicas da laranjeira ‘Valéncia’ sob diferentes porta enxertos
hibridos submetida ao secamento parcial do sistema radicular em condicdes de

ambiente protegido
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Respostas fisioldgicas da laranjeira ‘Valéncia’ sob diferentes porta
enxertos hibridos submetida ao secamento parcial do sistema radicular
em condi¢cdes de ambiente protegido

RESUMO

Um manejo de irrigacdo adequado contribui para aumentar a eficiéncia no uso
da &gua pela planta, promovendo efeitos positivos no desempenho
horticultural. A estratégia de irrigacdo baseada no secamento parcial do
sistema radicular (PRD) pode contribuir ainda mais para a reduc¢ao do uso da
agua e aumento na eficiéncia de seu uso, sem prejuizos para o crescimento e
produtividade. Objetivou-se com o0 presente estudo investigar as respostas
fisiologicas e bioquimicas da laranjeira ‘Valéncia' (Citrus sinensis L. Osb.) ao
secamento parcial de raiz (PRD). O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo, em que plantas de laranjeira ‘Valéncia’, enxertadas nos hibridos
‘LCR x TR - 001’, ‘TSKC x CTSW - 041’ e ‘TSKC x (LCR x TR) - 059’ foram
submetidas a trés diferentes regimes hidricos, irrigando-se o sistema radicular
das plantas que foi dividido em duas partes e crescendo em dois tubos PVC: (i)
controle, irrigacdo plena e lamina de agua calculada aplicada em ambos os
tubos de PVC, (ii) PRD, irrigado com 50% da lamina &gua calculada em um dos
tubos de PVC, alternando os lados de irrigacdo a cada quatro dias e (iii) déficit
fixo, irrigado com 25% da lamina 4gua calculada aplicada em apenas um dos
tubos de PVC. A evapotranspiracdo nos tubos de cada planta foi calculada em
funcdo dos dados obtidos pelas leituras da sonda TDR, uma em cada lado do
tubo de PVC. Foram realizadas andlises de particdo de biomassa, trocas
gasosas foliares, atividade das enzimas dismutase do superoxido (SOD),
peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidase do guaiacol (GPX) e dos teores
de acido abscisico (ABA) e prolina. As plantas submetidas ao PRD se
aclimataram ao déficit hidrico parcial, apresentando maior eficiéncia no uso da
agua, ndo reduzindo significativamente as variaveis de crescimento, apesar da
limitac@o hidrica no solo. Os hibridos avaliados apresentaram o0 mesmo padrao
de respostas fisiologicas quando em condi¢des de déficit hidrico. A atividade
das enzimas SOD e GPX e os niveis de prolina e ABA variaram em funcéo do
regime hidrico, com os maiores valores observados em plantas submetidas ao
déficit fixo. As plantas submetidas ao PRD se aclimataram ao déficit hidrico
temporario, por meio de respostas morfofisiolégicas, como reducdo da éarea
foliar e aumento da razao raiz/parte aérea, reduzindo as trocas gasosas foliares
e biomassa seca. A intensificagdo do déficit hidrico promoveu aumento na
atividade das enzimas SOD e GPX e nos teores de prolina e ABA. O PRD
representa uma alternativa viavel, pois promove aclimatacdo das plantas a
limitacdo hidrica, sendo uma técnica recomendada para regiées com recursos
hidricos limitados.

Palavras-chave: deficiéncia hidrica, eficiéncia do uso da agua, porta-enxerto.
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Physiological responses of 'Valencia' sweet orange grafted on different
hybrid rootstocks and subjected to partial rootzone drying under

protected environment conditions

ABSTRACT

Proper irrigation management contributes to increase the efficiency of water use
by the plant, promoting positive effects on the horticultural performance. The
irrigation strategy based on partial rootzone drying (PRD) can further contribute
to the reduction of water use and increase the efficiency of its use, without
harming growth and productivity. The objective of this study was to investigate
the physiological and biochemical responses of 'Valencia' sweet orange (Citrus
sinensis L. Osb.) to PRD. The experiment was carried out in a greenhouse
where 'Valencia' sweet orange plants grafted on 'LCR x TR - 001', 'TSKC x
CTSW - 041" and 'TSKC x (LCR x TR) - 059" hybrids were subjected to three
different water regimes by irrigating the plant root system which was split into
two parts and grown into two PVC pipes: (i) control, full irrigation and calculated
water amount applied to both PVC pipes, (ii) PRD, irrigated with 50% of the
calculated water amount in one of the PVC pipes, alternating the irrigation sides
at every four days and (iii) fixed deficit, irrigated with 25% of the calculated
water amount applied in only one of the PVC pipes. The evapotranspiration in
the pipes of each plant was calculated as a function of the data obtained by the
readings of the TDR probes, one on each side of the PVC pipe. Analysis of
biomass partition, leaf gas exchange, activity of superoxide dismutase (SOD),
ascorbate peroxidase (APX) and guaiacol peroxidase (GPX) and contents of
abscisic acid (ABA) and proline were performed. Plants subjected to PRD
acclimatized to partial water deficit, presenting greater water use efficiency and
not significantly reducing growth variables, despite the soil water limitation. The
evaluated hybrids presented the same pattern of physiological responses when
under water deficit conditions. SOD and GPX activity and proline and abscisic
acid (ABA) levels varied as a function of water regime, with the highest values
observed in plants subjected to fixed deficit. Plants subjected to PRD
acclimatized to temporary water deficit through morphophysiological responses,
such as reduction of leaf area and increase of root / shoot ratio, reducing leaf
gas exchange and dry biomass. The intensification of the water deficit promoted
increase in the activity of the enzymes SOD and GPX and the contents of
proline and ABA. PRD represents a viable alternative because it promotes plant
acclimatization to water limitation, being a recommended technique for regions
with limited water resources.

Key words: water deficiency, water use efficiency, rootstock.
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1. INTRODUCAO

Diante dos problemas causados pela deficiéncia hidrica em citros,
principalmente em regides com baixa disponibilidade hidrica, € importante
selecionar porta enxertos adequados, que tolerem condi¢cdes adversas. Além
disso, € importante utilizar estratégias de manejo de irrigacdo que contribuam
para o aumento da eficiéncia no uso da agua, objetivando promover efeitos
positivos no desempenho horticultural e evitar danos fisioldgicos e moleculares
(KATAGIRI, 2004; PEIXOTO et al., 2006). Desse modo, o secamento parcial do
sistema radicular (PRD) aparece como uma alternativa de estratégia de manejo
com base no déficit hidrico controlado, tendo em vista que contribui para
reduzir o uso da agua e aumentar a eficiéncia de seu uso pelas plantas
(KRIEDEMANN; GOODWIN 2003; ROMERO et al., 2012).

As plantas estdo sujeitas a diversos estresses bidticos e abidticos,
desenvolvendo diante disso mecanismos para promover respostas que
minimizem os danos causados por esses estresses (ARBONA et al., 2017). E
importante compreender as causas do estresse e como 0 mesmo é percebido,
visando desenvolver estratégias para proteger as culturas contra seus efeitos.
Assim, torna-se imprescindivel avaliar os efeitos causados pelo déficit hidrico
temporario nos processos fisiolégicos, pois a restricdo hidrica influencia varias
respostas nas plantas, que geralmente estdo associadas a mecanismos de
adaptacdo e producédo da cultura (KATAGIRI, 2004; PEIXOTO et al., 2006;
GARCIA; TEJERO et al., 2010). No que se refere as estratégias de irrigacéo
com déficit, € necessario se conhecer as respostas fisiolégicas de plantas
submetidas, por exemplo, ao secamento parcial de raiz, e entender as
consequéncias dessa técnica no desenvolvimento da planta, bem como sua
viabilidade para aumentar a eficiéncia no uso da agua.

A técnica do PRD consiste na alternancia dos lados da irrigagcdo em
frequéncias que dependerdo do sistema solo-planta. Neste caso, enquanto um
lado recebe irrigagéo, o outro é submetido a déficit hidrico parcial (PANIGRAHI
et al., 2013; SANTOS et al., 2015). A secagem do solo promove 0 aumento da
concentracdo do acido abscisico (ABA) nas raizes e que uma vez translocado
para a parte aérea promove o fechamento dos estébmatos e redugdo da

transpiragdo, possibilitando o aumento da eficiéncia intrinseca e instantanea no
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uso da agua (ROMERO et al., 2006; HUTTON; LOVEYS, 2011; SANTOS et al.,
2015; SAMPAIO et al., 2014; COTRIM et al., 2017). Nesse contexto, avaliar as
trocas gasosas permite visualizar a aclimatagdo das plantas em diferentes
condicbes de disponibilidade hidrica, tendo em vista que a reducdo no
crescimento e produtividade tem relacdo com limitacdo da atividade
fotossintética (PAIVA et al. 2005).

O déficit hidrico, através da estratégia de PRD, permite reduzir o uso da
agua pela cultura, obtendo producdes satisfatorias, embora sejam observados
impactos no desenvolvimento vegetativo das plantas. Em plantas submetidas
ao PRD, geralmente observa-se reducdo da condutancia estomatica e aumento
do crescimento radicular (SAMPAIO et al.,, 2014; COTRIM et al., 2017), fato
associado ao aumento de ABA que é translocado das raizes para as folhas,
sinalizando a restricdo hidrica no solo (ROMERO et al., 2006; ROMERO-
CONDE et al., 2014). Essas alteragbes permitem o aumento da eficiéncia no
uso da agua pelas plantas, dessa forma, ndo ocorrendo limitacdes drasticas no
desenvolvimento.

Os citros lideram a producdo mundial de frutiferas, sendo cultivados em
mais de 100 paises que apresentam diferentes climas, tropical, subtropical e
mediterraneo (OLIVEIRA et al., 2014), e geralmente em condi¢do de sequeiro.
Os programas de melhoramento genético de citros tém focado, sobretudo, na
geracdo de novas variedades porta enxertos adaptadas as condi¢cdes de
deficiéncia hidrica (SOARES FILHO et al., 2008). Nesse contexto, alguns dos
hibridos desenvolvidos foram avaliados como porta enxerto para laranjeira
‘Valéncia’, a exemplo de ‘LCR x TR - 0071’, resultante do cruzamento entre
limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia L. Osbeck) x trifoliata (Poncirus trifoliata L. Raf.),
‘TSKC x CTSW - 041’, resultante do cruzamento entre tangerineira ‘Sunki’ {[C.
sunki (Hayata) hort. ex Tanaka] selegdo comum} x citrumelo ‘Swingle’ (C.
paradisi Macfad. x P. trifoliata) e “TSKC x (LCR x TR) - 059, resultante do
cruzamento entre tangerineira ‘Sunki’ {[C. sunki (Hayata) hort. ex Tanaka]
selecdo comum} x [limoeiro ‘Cravo’ (C. limonia L. Osbeck) x trifoliata (P.
trifoliata L. Raf)]. Esse novos hibridos demonstraram potencial para substituir
0s porta enxertos tradicionais, com desempenho superior ao limoeiro ‘Cravo’ e

tangerineira ‘Sunki’, apresentando alta tolerancia a seca, precocidade na
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producao, pouca suscetibilidade a gomose e tolerancia ao CTV (RODRIGUES
et al., 2015; RAMOS et al., 2015).

No Brasil, existem poucos estudos utilizando a técnica do PRD, e em
citros sdo ainda mais limitados, a exemplo do trabalho de Sampaio et al.
(2014). Diante disso, objetivou-se com o presente estudo avaliar as respostas
fisiologicas e bioquimicas da laranjeira ‘Valéncia’ enxertada em trés diferentes

porta enxertos hibridos submetida ao secamento parcial do sistema radicular.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e condigbes de cultivo

Os experimentos foram realizados em telado, no periodo de marco de
2017 a novembro de 2017, na Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das
Almas, Bahia, Brasil (Latitude: 12°40°39”S, Longitude; 39°06’ 23”W, Altitude;
225m). Durante a conducdo do experimento, os dados de temperatura e
umidade relativa do ar (UR) foram obtidos em estacdo meteorologica do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), localizado na Embrapa Mandioca e
Fruticultura. Os valores médios de temperatura do ar de 24,9 °C e a UR média
de 79,8 %.

Foram avaliadas mudas de laranjeira ‘Valéncia’ (Citrus sinensis L. Osb.)
com um ano e seis meses de idade, enxertada em trés porta-enxertos hibridos
de citros: ‘LCR x TR - 001", “TSKC x CTSW - 041’, ‘TSKC x (LCR x TR) - 059’,
com potencial para tolerdncia a seca, selecionados pelo Programa de
Melhoramento Genético da Embrapa Mandioca e Fruticultura (Rodrigues et al.,
2015; Ramos et al., 2015). O sistema radicular de cada muda foi dividido em
dois tubos adjacentes de PVC de 0,2 m de diametro e 0,5 m de comprimento,
unidos por arame (Fig. 1). Cada tubo foi preenchido com 20,4 dm?3 de solo a
uma densidade de 1,3 dms3. As mudas foram irrigadas diariamente até a
capacidade de campo do substrato, por 10 dias, antes do inicio dos
tratamentos.

O solo utilizado foi coletado na profundidade de 0-50 cm em uma area
experimental da Embrapa Mandioca e Fruticultura e classificado como

Lalossolo Amarelo distrocoeso (SANTOS et al., 2013). Foi realizada analise
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quimica do solo (Tabela 1) e com base nos resultados se realizou a calagem,
com uso de calcario dolomitico, visando elevar a saturagdo por bases para
70%. Em dose Unica, via solida, foram misturados ao solo 100 mg dm™ de P,0s
e 50 mg dm™ de KO.

Tabela 1. Analise quimica e granulométrica de amostra de um Latossolo
Amarelo distrocoeso coletado na area experimental Il da Embrapa Mandioca e

Fruticultura na camada de 0-50 cm

pH Na Ca Mg Al H+Al SB CTC V P K M.O Areia Silte Argila

52 003 076 053 03 319 145 464 31 20 013 8,0 647 79 274

Cinco mudas de cada variedade porta enxerto foram distribuidas ao
acaso ao longo da area experimental e submetidas aos seguintes manejos de
irrigacdo: (i) controle, irrigacdo plena e lamina de agua calculada aplicada em
ambos os tubos de PVC, (ii) PRD, irrigado com 50% da lamina agua calculada
em um dos tubos de PVC, alternando-se os lados de irrigacdo (em média a
cada quatro dias) e (iii) déficit fixo, irrigado com 25% da lamina agua calculada
aplicada em apenas um dos tubos de PVC. A lamina de 4gua a ser aplicada
em cada planta foi calculada em funcdo dos dados obtidos pelas leituras da

TDR, de acordo com a equacao (1).

Vi =[6cc - ©6d] x Vv Eq. (1)
Sendo:
Vi — Volume de agua de irrigacao (L)
©cc — Umidade média na capacidade de maxima retencdo de agua
©d — Umidade média da TDR na profundidade de 0,15m (cm cm-3)

Vv — Volume do vaso até a profundidade de 0,5 m (L)
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Fig 1. Disposicéo das raizes no tudo de PVC da laranjeira ‘Valéncia’ enxertada
no hibrido “TSKC x (LCR x TR) - 059’, submetida ao PRD apds 120 dias de

imposicao dos tratamentos.

2.2. Umidade do solo

A umidade do solo foi determinada a partir de valores de constante
dielétrica do solo obtidas com uso de sondas de TDR (Reflectometry Domain
Time). Cada lado do tubo de PVC recebeu uma sonda TDR inserida a 0,10 m
do caule na profundidade de 0,15 m e os dados de umidade foram coletados

em dias alternados.

2.3. Particdo o de biomassa

No final do experimento o material vegetal foi armazenado em estufa até
secagem total e foram mensuradas em balanca de precisdo, a massa seca de
raizes (MSR), caules (MSC), folhas (MSF) e total (MST), area foliar total (AF).
A partir dos dados foram calculadas as razoes MSPA/MSR, de massa seca de
raizes (RMR = MSR/MST), de caules (RMC = MSC/MST) e de folhas (RMF =
MSF/MST).

2.4. Avaliacdo morfologica do sistema radicular

Ao final do experimento, as raizes dos diferentes tratamentos foram
coletadas e submersas em alcool 30% diluido em &gua destilada.
Posteriormente foram armazenadas em geladeira. As raizes foram

cuidadosamente separadas numa placa com agua e levadas a um scanner de
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raiz. O comprimento total de raiz (cm), didmetro médio de raiz (mm) e
comprimento de raiz em diferentes classes de diametro (cm) foram obtidos ao
escanear o sistema radicular e analisar as amostras digitalizadas software
WinRizho, verséo 2013d.

2.5. Trocas gasosas foliares
As trocas gasosas foliares foram avaliadas por meio de um medidor
portéatil LCpro-SD IRGA (ADC biotech-scientific Limited, UK), sob luz saturante

artificial de 1.000 pymol m? s*

e concentracdo de CO, ambiente. Foram
estimadas as taxas de fotossintese liquida por unidade de area foliar (A), a
condutancia estomética ao vapor de agua (gs), a taxa transpiratoria foliar (E),
tendo como base os valores da variacdo de CO, e da umidade do ar no interior
da camara, determinados pelo analisador de gases por infravermelho do
aparelho utilizado. Também foram estimadas as eficiéncias instantanea de

carboxilacao (A/Ci), intrinsecas (A/gs) e instantaneas (A/E) do uso de agua.

2.6. Fluorescéncia da Clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi medida em folhas maduras entre 8 e 9
h, que foram submetidas a um periodo de adaptacao ao escuro por 20 minutos,
por meio de uma presilha, para a oxidacao completa dos centros de reacdo. As
medidas foram tomadas através de um medidor portétil de luz modulada (opti-
Sciences, modelo OS5p, Hudson, USA). Os sinais de fluorescéncia foram
registrados no aparelho e as fluorescéncias minima (F,), maxima (Fy) € o
rendimento quantico potencial maximo do fotossistema Il (F./Fy) foram

calculadas automaticamente no sistema de aquisicdo de dados do aparelho.

2.7. Relacdes hidricas

O potencial hidrico foliar (W,) foi determinado por meio de uma camara
de pressao do tipo Camara de Scholander (M670, PMS Instrument Co., Albany,
OR, EUA), segundo a metodologia descrita por Scholander et al. (1965),
realizando-se as medidas na terceira folhna expandida dos ramos externos de
cada planta, entre 3 e 4h da manha.

O teor relativo de agua na folha (TRA) foi determinado a partir da

retirada de discos no limbo foliar no periodo de antemanha (5h), através de um
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furador de rolhas, sendo utilizadas 3 folhas por planta e 20 discos foliares. Os
discos foram pesados logo em seguida em balanca analitica, para avaliar o
peso da biomassa fresca (MF). Apdés esse procedimento, os discos foram
colocados em agua para saturacdo completa, sendo pesados novamente
depois de 24 h, ap6s remocao do excesso de agua, em que a biomassa turgida
(MT) foi obtida. Em seguida, os discos foram armazenados de forma isolada
em sacos de papel e encaminhados para uma estufa com circulagéo forcada
de ar a 70°C até atingir uma massa constante, obtendo-se dessa forma, a
biomassa seca (MS). Por fim, calculou-se os valores de TRA por meio da

seguinte equacao (2):

MF-MS
MT—-MS

RWC (%) =

%100 Eq.(2)

2.8. Atividade de enzimas antioxidantes

As folhas das plantas submetidas aos diferentes tratamentos foram
coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente
liofilizadas.

Foi utilizado 20 mg de tecido vegetal para realizar as andlises de
atividade enzimatica, utilizando-se 400 uL de tampao de extracdo, especifico
para cada ensaio enzimatico, agitando por 10’ em vortex. Em seguida, as
amostras foram sonicadas em ultrassonicador de sonda (Ultrasonic processor
Gex 130, 130 W), em gelo, até o rompimento total dos tecidos, sob amplitude
de 70%, realizando 8 pulsos de 5 s, com intervalos de 10 s. Logo apés, as
amostras foram submetidas a centrifugacdo a 12500 x g por 10 min a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e armazenado, em gelo,
para obtencdo do extrato bruto. As atividades enzimaticas foram avaliadas em
quadruplicata. A atividade da SOD foi avaliada seguindo metodologia descrita
por Gianopolitis e Ries (1977). Para determinacdo da atividade da APX,
adaptou-se a metodologia por Nakano e Asada (1981). Para determinagcao da
atividade da peroxidase do guaiacol (GPX), os dados foram convertidos

conforme metodologia de Rehem et al. (2011).
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2.9. Determinacgédo do teor de 4cido abscisico (ABA)

Para quantificacdo do ABA, foram retiradas aliquotas do extrato como
descrito em Rigui et al. (2015). Em seguida, as amostras foram submetidas a
secagem em fluxo de N, gasoso e solubilizadas com 30 pL de acetato de etila,
por fim, analisadas em cromatografo a gas (CG) Hewlett-Packard modelo 6890
acoplado a um espectdbmetro de massa modelo 5973, com monitoramento
seletivo de ions (CG-EM-MSI). A concentracdo enddégena de ABA foi obtida
pela comparacdo entre as areas dos picos nos cromatogramas extraidos em
m/z 190 e 194.

2.10. Determinacao do teor de prolina

A quantificacdo do teor de prolina foi feita segundo metodologia de
Carillo et al. (2008). Para a extracdo a quente do extrato etandlico, pesou-se 20
mg da amostra liofilizada, em seguida foi adicionado 1 mL de etanol absoluto.
As amostras foram aquecidas a 81°C durante 20 min a 300 rpm e depois
resfriadas em gelo. Depois foram centrifugadas a 12500 x g durante 5 minutos
e 0 sobrenadante transferido para um tubo novo. Foi pipetado em um tubo
eppendorf, 50 uL de extrato e 100 uL de ninhidrina acida, em seguida, os tubos
foram fechados e aquecidos a 95°C durante 20 minutos. Logo apos, resfriados
em temperatura ambiente e centrifugados durante 1 minuto a 1700 x g e,
finalmente, transferiu-se 100 uL da mistura para a microplaca. A leitura das
amostras foi realizada em espectrofotdmetro de microplacas Espectramax
Paradigm (Molecular Devices, Waltham, EUA), em comprimento de onda de
520 nm.

2.11. Andlise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
as médias foram separadas pelo teste de Tukey (P < 0,05) e regressédo. Foi

utilizado o programa estatistico R.
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3. Resultados
3.1. Status hidrico do solo e da planta

A Fig. 2 apresenta a variacdo da umidade volumétrica do solo nos
diferentes tratamentos durante a condugdo do experimento. A umidade
volumétrica do solo variou em fungéo do regime hidrico adotado, sendo que no
tratamento controle as umidades se mantiveram entre 0,18 e 0,20 cm® cm™
(Fig. 2A), no PRD entre 0,14 cm® cm™ em situacéo de solo seco e 0,19 cm® cm’
3 com solo irrigado (Fig. 2B) e no déficit fixo entre 0,13 cm® cm™ e 0,15 cm® cm’
% no lado irrigado (B) e 0,13 cm® cm™ no lado n&o irrigado (A) (Fig. 2C).
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Fig. 2. Umidade volumétrica do solo (0) da laranjeira ‘valéncia’ nos diferentes
lados e regimes hidricos: Controle (A), Déficit Fixo (B), PRD (C).



76

A umidade volumétrica do solo foi significativamente superior no
tratamento controle e o menor valor médio de umidade foi registrado no déficit
fixo. A umidade volumétrica ndo diferiu estatisticamente entre os diferentes
porta enxertos hibridos (Tabela 2).

O status hidrico da planta nédo diferiu significativamente entre os
tratamentos controle e o PRD, em que as plantas submetidas a esses
tratamentos apresentaram maior potencial hidrico foliar (y.), enquanto as
plantas do déficit fixo tiveram o menor potencial, aproximadamente 80% menor
(Tabela 2). O teor relativo de agua (RWC) também apresentou comportamento
semelhante, decrescendo significativamente em plantas submetidas ao déficit
fixo, com valores 10,48% e 7,4% menores que o controle e o PRD,
respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios e resultado da ANOVA comparando os efeitos do regime hidrico e de hibridos sobre as variaveis de

umidade volumétrica do solo (0), potencial hidrico foliar (W) e teor relativo de agua na folha (RWC) em mudas de laranjeira

Valéncia aos 150 dias apos aplicacédo dos tratamentos

Regime hidrico (R) Hibridos (H) Anova
Variaveis Controle PRD DF 001 041 059 R H R*H
O (cm3cm® 0.1908+0.007a 0.1656+0.006b  0.1400+0.008c  0.1644+0.003 0.1666+0.002 0.1645+0.004 *** ns ns
RWC (%) 78,10+1,74a 75,60+2,38a 70,64+2,43b 74,18+1,96 75,06+1,63 75,1+1,80 ** ns ns
Y. (MPa) 0,58%-0,003a 0,64+0,008a -3,3+0,01b -1,56+-0,44 -1,52+-0,44 1,53+0,46 ** ns ns

P > 0,05 (ndo significativo); p < 0,05(*); p < 0,01(**); p < 0,001(***).

3.2. Trocas gasosas foliares e fluorescéncia da clorofila a

Os diferentes regimes hidricos influenciariam as respostas fisiolégicas e da laranjeira ‘Valéncia’ nos diferentes hibridos

avaliados. Contudo, ndo houve a interacdo significativa entre os regimes e os hibridos (Tabela 3), sendo os efeitos induzidos pelo

fator isolado disponibilidade hidrica.
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Tabela 3. Valores médios e resultado da ANOVA comparando os efeitos do regime hidrico e de hibridos sobre a fotossintese (A),
condutancia estomatica (gs), transpiracéo (E), concentracdo de carbono intercelular (Ci), eficiéncia intrinseca do uso da agua
(A/gs), eficiéncia instantanea de uso da agua (A/E), eficiéncia instantanea de carboxilagdo (A/Ci) e rendimento quantico maximo do
fotossistema Il (Fv/Fm) em mudas de laranjeira Valéncia aos 150 dias apoés aplicacao dos tratamentos.

Regime hidrico (R) Hibridos (H) Anova
Variaveis Controle PRD DF 001 041 059 R H R*H
A (umoICO, m-*s) 7,55+0,53a  3,49+0,42b  0,66+0,04c  3,85+0,96 4,23+1,19 3,62+1,05 ** ns ns
gs (mol de H,O m-?s™) 0,10+0,01a  0,04%0,04b 0,02+0,03b 0,5+0,01 0,6+0,01 0,5£0,01 ** ns ns
E (mmolH,0 m?s™) 1,58+0,17a 0,76+0,074b  0,65+0,04b 0,94+0,13  1,21+0,19  0,93%#0,22 ** ps ns
Ci (umolmol™) 228,77+1,91b 238,88+2,88b 270,66+5,40a 243,55+6,28 241,33+6,10 253,44+9,90 *** ns ns

Algs (umoICO, m2s-Y)  79,89+4,66b 91,22+4,99a  45,83+7,60c  69,49+9,05 70,05:+10,04 77,39+7,31 *** ns ns

AJE (umol CO,mmol™ H,0)  4,94+0,36a  4,59+0,23a  1,05:0,07b  3,73:0,74  3,33:0,68  3,51+0,58 *** ns ns
A/Ci (umol CO, mmol™)  0,03+0,002a 0,01+0,001b 0,002+0,0001c 0,02+0,004 0,020,005 0,01+0,004 ** ns ns

Fv/Fm 0,77+0,009a 0,76+0,006a 0,65+0,013b 0,72+0,02ab 0,75t0,05a 0,71+0,03b ** *

P > 0,05 (nao significativo); p < 0,05(*); p < 0,01(**); p < 0,001(***)
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Foram observadas diferencas significativas entre os diferentes regimes
hidricos para a taxa liquida da fotossintese (A), condutancia estomatica (gs),
transpiracdo (E), concentracdo de carbono intracelular (Ci). As plantas
submetidas ao PRD e déficit fixo apresentaram reducao de 53,77 e 91,22% da
A, 61,11 e 82,22% da gs e 51,92 e 58,64% da E, respectivamente, em
comparacao as plantas controle (Fig. 4), indicando que a reducdo da &gua
disponivel no solo tem influéncia direta nas trocas gasosas foliares.

A eficiéncia intrinseca do uso da &gua (A/gs), instantanea de uso da
dgua (A/E) e de carboxilacdo (A/Ci) também foram influenciadas
significativamente pelos regimes hidricos adotados. As plantas submetidas ao
PRD apresentaram maior A/gs e ndo foram observadas diferencas entre o PRD
e o0 controle para A/E. Esses resultados indicam que as plantas submetidas ao
PRD aumentaram a eficiéncia no uso da agua para suportar a limitacdo hidrica
no solo. O déficit fixo reduziu drasticamente todas as relacbes avaliadas,
registrando valores médios de 45,8 e 1,0 pmol CO, m2s™ para a Algs e A/E,
respectivamente (Tabela 3).

Os regimes hidricos adotados também influenciaram significativamente a
fluorescéncia da clorofila a. Houve efeito do porta enxerto e regime hidrico para
as variaveis rendimento quéantico méaximo do fotossistema Il (F.J/Fp),
observando que essa variavel foi maior no hibrido 041. Para todos os hibridos
avaliados, o PRD néo reduziu a F,/F, quando comparado ao tratamento
controle. Por outro lado, os valores encontrados no déficit fixo indicam dano
fotoquimico.

Nota-se uma relacao diretamente proporcional entre A e A/Ci sobre a gs.
Nos tratamentos PRD e controle, quanto maior gs, maior A e A/Ci. Os
resultados observados no déficit fixo indicam que a restricdo hidrica nas
plantas submetidas a esse tratamento promoveu uma drastica reducao na
condutancia estomatica e, consequentemente, fotossintese e eficiéncia de
carboxilacao (A/Ci) (Fig. 3).
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Fig. 3. Relagédo entre A e gs (A) e A/ICi e gs (B) em laranjeira ‘Valéncia’
enxertada em diferentes porta enxertos hibridos submetidos a diferentes

regimes hidricos.

3.3. Biomassa seca e morfologia do sistema radicular

As variaveis morfofisiologicas apresentaram diferenga significativa entre
os tratamentos hidricos, sem, contudo, ser verificado interacdo entre os fatores
regime hidrico e hibrido (Tabela 4). Para os hibridos, diferencas morfolégicas
foram verificadas para os atributos foliares (AF, NF, MSF, MSPA), que por sua
vez impactaram a particao para MSPA/MSR, RMR, RMF, sem contudo afetar a
RMC (Tabela 4). Também foram observadas diferengas significativas nos
aspectos da arquitetura radicular (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores médios e resultado da ANOVA comparando os efeitos do regime hidrico e de hibridos sobre area foliar (AF),
namero de folhas (NF), altura (AL), didametro de caule (DC), massa seca de folha (MSF), caule (MSC), parte area (MSPA), raiz
(MSR), total (MST), razdo entre massa seca de parte aérea e massa seca de raiz (MSPA/MSR), de massa seca de raizes (RMR =
MSR/MST), de caules (RMC = MSC/MST) e de folhas (RMF = MSF/MST), comprimento total de raiz (CTR) e diametro médio de
raiz (DMR) de mudas de laranjeira Valéncia aos 150 dias apés aplicacao dos tratamentos.

Regime hidrico (R) Hibridos (H) Anova
Variaveis Controle PRD DF 001 041 059 R H R*H
AF (cm?) 2.544,89+146,12a 2.136,98+71,71b 1.243,66+47,19c 1.735,04+191,85b 2.047,09+182,94ab 2143,41+210,61a ** * ns
NF 97,66+2,58a 80,66+5,01b 51,55+2,05¢c 64,55+6,45b 89,66+9,91a 75,66+6,63b *rk ki ng
AL (cm) 62,44+2,28a 57,88+2,11ab 51,11+1,06b 53,55+3,14 59,88+1,89 58,55+2,26 ** NS ns
DC (cm) 12,31+1,27a 11,18+1,35ab 10,00+1,64b 11,15+0,38 11,36+0,26 10,98+0,22 *¥** ns ns
MSF (g) 26,98+0,82a 22,02+0,65b 15,89+0,55¢ 20,10+4,79b 23,75+5,08a 21,74+5,96ab  *** ** ps
MSC (g) 14,99+0,81a 14,41+0,49a 9,65+0,41b 13,04+1,04 14,23+1,23 12,68+1,57 *¥»* ns ns
MSPA (g) 41,97+1,61a 36,48+0,67b 25,54+0,83c 33,15+2,59b 34,86+2,86ab 37,98+3,34a ** * ps
MSR (g) 33,09+0,73a 27,24+0,54b 22,59+0,45¢c 27,5+1,82 28,11+1,79 28,31+2,17 *** ns  ns
MST (g) 79,06+2,31a 61,73+1,03b 48,13+1,24c 60,65+4,35 63,18+4,47 66,10+5,47 ** NS ns
MSPA/MSR 1,26+0,02b 1,34+0,03a 1,12+0,02c 1,20+0,04a 1,34+0,06b 1,22+0,04a el
RMR 0,41+0,004c 0,43+0,005b 0,47+0,005a 0,46+0,008a 0,44+0,01a 0,42+0,007b *rx o kkx g
RMF 0,36+0,003a 0,35+0,004a 0,33+0,002b 0,33+0,006 0,36+0,004 0,36+0,01 *rk ki ng
RMC 0,23+0,004 0,22+0,007 0,20+0,003 0,21+0,004 0,20+0,007 0,21+0,01 ns ns ns
CTR (cm) 214000+52a 169000+£60b 136000+58b 147000+46b 163000£39b 236000+42a  *** *** ng
DMR (cm) 0,63+0,2 0,64+0,1 0,65+0,1 0,64+0,4b 0,72+0,2a 0,55+0,3c ns ** ns
CTR (0,0<d<0,5mm) 130000+251a 87100+254b 79300+325b 70300+285h 51200+236b 165000+310a ** ** ns
CTR (0,5<d < 1,0 mm) 92900+25a 67800+19b 55300+27b 65000+28b 92700+55a 58400+33b *¥* kg
CTR(1,0<d<1,5mm) 10600450 8120+90 6550+55 6370+44b 12200+37a 6650+44b ns ** ns
CTR (d > 1,5 mm) 8030+37a 5880+44ab 4430+89b 5036+22 6930+35 6060+59 * ns ns

P > 0,05 (n&o significativo); p < 0,05(*); p < 0,01(**); p < 0,001(***).
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Os diferentes regimes hidricos adotados influenciaram
significativamente todas as variaveis biométricas analisadas. As variaveis de
crescimento analisadas ndo foram drasticamente reduzidas com o uso do PRD,
apesar da restricdo hidrica no solo. Em contrapartida, o déficit fixo, limitou o
crescimento das plantas, comprometendo a expansédo da AF, NF, AL e DC. A
MST reduziu 21,92% e 39,12%; a MSF 18,38% e 41,10%; a MSPA 13,08% e
39,11% e a MSR 17,67 e 31,73% no PRD e déficit fixo, respectivamente, em
comparacao ao tratamento controle (Tabela 4). Como esperado, a biomassa de
folha, caule e raiz foi reduzida drasticamente no déficit fixo e moderadamente
no PRD quando comparado ao controle (Tabela 4). Foi observado maior NF e
MSF no porta enxerto 041 e menor no porta enxerto 001. O hibrido 059
apresentou maior AF, embora tenha apresentado menor NF que o hibrido 041
(Tabela 4).

A relacdo MSPA/MSR aumentou significativamente sob o tratamento
com PRD, sendo observado menor valor dessa variavel no hibrido 041 (Tabela
4). Os tratamentos PRD e déficit fixo tiveram maior RMR, indicando maior
concentracdo de carbono nas raizes, devido a restricdo hidrica no solo. O
tratamento controle teve maior alocacao de biomassa nas folhas, indicando que
a reducdo da agua disponivel limitou o crescimento foliar nos tratamentos
submetidos ao PRD e déficit fixo. O hibrido 059 apresentou menor RMR
(Tabela 4).

Foram observadas diferencas entre os regimes hidricos e porta-
enxertos para o CTR e DMR em diferentes classes de diametro. O tratamento
controle resultou em maior CTR e maior CTR nas classes de diametro de 0,0 <
d<05mm,05<d<10mmed> 15 mm (Tabela 4). O hibrido 059
apresentou maior CTR e CTR no diametro (0,0 < d < 0,5 mm), enquanto o 041
apresentou maior CTR nas classes 05 <d<10mme 10<d<15mm. A
maior parte das raizes se concentrou no didametro 0,0 < d < 0,5 mm, que
representa raizes mais finas, sendo a classe mais importante para absorcéo de

agua (Tabela 4).
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3.4. Atividade enzimatica e teores de acido abscisico (ABA) e prolina

A atividade das enzimas SOD e GPX foi significativamente maior nos
tratamentos PRD e déficit fixo (Fig. 4 A;B). A atividade enzimatica da APX foi
maior no tratamento controle, indicando que em condi¢gbes normais, a atividade
dessa enzima € importante para 0Ss processos de crescimento e

desenvolvimento (Fig. 4C)
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Fig. 4. Atividade enzimatica da SOD (A), GPX (B) e APX (C) em folhas de
laranjeira ‘Valencia’ enxertada em ‘TSKC x (LCR x TR) - 059’ sob diferentes
regimes hidricos. Letras distintas indicam diferenca estatistica entre os regimes

hidricos. (PRD: secamento parcial de raiz. DF: déficit fixo).
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O teor de ABA variou entre os tratamentos, sendo maior nos tratamentos
com menor disponibilidade hidrica (Fig. 5A). O déficit fixo apresentou o maior
teor de ABA, apresentando cerca de 70% a mais de ABA do que o controle, e
40% a mais do que o PRD, evidenciando que esse hormonio esta diretamente
relacionando com o nivel de estresse hidrico aplicado. De modo similar, a
prolina, que também ¢é um indicador de estresse, apareceu em maior
guantidade nos tratamentos que receberam menor quantidade de agua. As
plantas submetidas ao déficit fixo e PRD apresentaram valores,
respectivamente, 56 e 38% a mais do aminoacido que o tratamento controle
(Fig. 5B).
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Fig. 5. Teores de acido abscisico (A) e prolina (B) em folhas de laranjeira
‘Valéncia’ enxertada em ‘TSKC x (LCR x TR) - 059’ sob diferentes regimes
hidricos. Letras distintas indicam diferenca estatistica entre 0s regimes

hidricos.

4. Discussao

O status hidrico do solo pode representar um fator limitante para as
plantas citricas. O déficit hidrico é dos principais fatores que prejudicam a
cultura, além de fatores do clima (DPV, temperatura do ambiente e radiacao)
gue também exercem influéncia na disponibilidade de &gua no solo
(REUTHER, 1973). Nesse sentido, os menores valores de umidade do solo nas
plantas submetidas ao déficit fixo (Fig. 2) contribuiram para prejudicar o

desempenho horticultural dessas plantas. Por outro lado, embora tenham
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apresentado valores de umidade do solo menores do que o tratamento
controle, plantas submetidas ao PRD nao tiveram limitagdes no seu
desempenho, evidenciando que a alternéncia entre os lados da irrigagao foi
eficiente para garantir o bom desempenho das plantas, apesar da restricdo
hidrica.

O potencial hidrico foliar indica o fluxo da agua no sistema solo-planta-
atmosfera, sendo um parametro utilizado para medir a intensidade do estresse
hidrico em plantas (BERGONCI et al., 2000, FLEXAS et al., 2004). N&o foram
observadas diferencas de W _ entre os tratamentos controle e PRD (Tabela 2),
embora tenham sido observadas diferenca significativas na umidade do solo
(Tabela 2). As plantas submetidas ao PRD nao apresentaram grandes
reducdes no potencial hidrico foliar, por causa do ajuste estomético, evitando
perda de agua para atmosfera (DZIKITI, 2008; COTRIM et al., 2017). Também
nao foram observadas diferencas de RWC nas plantas submetidas aos
tratamentos controle e PRD, indicando que o PRD néao alterou o status hidrico
na folha, estando de acordo com os resultados encontrados para o W,. Foi
observado menor Y, e RWC no déficit fixo, indicando que a limitacdo hidrica
imposta por esse tratamento, alterou significativamente o estado hidrico da
planta (Tabela 2).

O ajuste estomatico é uma resposta fisioldgica ao estresse hidrico,
estando relacionando ao aumento do teor de ABA, que tem maior producdo em
condi¢bes de déficit hidrico (ROMERO et al., 2012). O ABA é produzido nas
raizes e translocado para a parte aérea da planta, induzindo o fechamento
estomatico e limitando a assimilacdo de CO, (MEDINA et al., 1999; ROMERO
et al., 2012). A reducédo da difusdo de CO, atmosférico ao sitio de carboxilacéo
é o fator primordial para a reducao das taxas fotossintéticas durante a restricao
hidrica (FLEXAS et al., 2006). Diante disso, observou-se no presente estudo
que gs e eficiéencia de carboxilagdo (Tabela 3) foram significativamente
reduzidas nas plantas submetidas ao PRD e déficit fixo. Também foram
observadas reducdo significativa da taxa liquida fotossintese e transpiracdo
nesses tratamentos (Tabela 3).

Em situacbes de déficit hidrico, a planta recebe sinais para fechamento
dos estdbmatos, evitando, assim, reduzir drasticamente a fotossintese liquida,

aumentando a eficiéncia no uso da agua (FLEXAS et al., 2006). As plantas
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submetidas ao PRD apresentaram maior eficiéncia intrinseca do uso agua
(Tabela 3), estando de acordo com o que a técnica do PRD preconiza, que é o
aumento da EUA (ROMERO-CONDE et al.,, 2014; SAMPAIO et al.,, 2014).
Embora o fechamento estoméatico resulte em menor decréscimo de
transpiracdo do que fotossintese (KOZLOWSKI; PALLARDY, 1997), a
eficiéncia instantdnea do uso da agua nao diferiu significativamente entre os
tratamentos controle e PRD (Tabela 3).

O fechamento parcial dos estbmatos em condi¢des de deficiéncia hidrica
pode ocasionar decréscimos da fotossintese, pois reduz a transpiracdo e tem
como consequéncia menor suprimento de CO, (MEDINA et al., 1999;
DAMOUR et al., 2008; MAGALHAES FILHO et al., 2009). Diante disso, foram
observadas alteracbes na fluorescéncia da clorofila a nas plantas submetidas
ao deéficit fixo, indicando que houve um comprometimento do sistema
fotossintético (Tabela 3). O estresse hidrico também pode comprometer os
eventos fotoquimicos nos tilacoides, provocando reducdo na fotossintese
(FLEXAS et al., 2002; GARCIA SANCHEZ et al., 2007). Por conseguinte, a
relacdo Fv/Fm reduziu significativamente no tratamento com déficit fixo (Tabela
3). Apesar de apresentar redugdes significativas nas trocas gasosas foliares,
no caso do PRD, a restricdo hidrica ndo comprometeu os eventos fotoquimicos
(Tabela 3).

A fotossintese € um processo imprescindivel para as plantas que
transforma a energia luminosa em energia quimica para 0s compostos
organicos e o déficit hidrico € um dos fatores que influencia no processo
fotossintético e este na producdo vegetal. Se ocorrer restricdo hidrica, a
expansao celular é reduzida e consequentemente, ha reducdo do crescimento
(SUASSUNA et al., 2012). Por conseguinte, a biomassa foi reduzida
drasticamente no déficit fixo e moderadamente no PRD quando comparados ao
controle. Em condicBes de déficit hidrico, essas alteracbes morfofisiologicas
séo efeitos causados pela restricdo hidrica (PEIXOTO et al., 2006). O acumulo
de biomassa seca é um critério importante para escolha de uma cultura quanto
a tolerancia ao estresse hidrico, ja que a disponibilidade de agua afeta
significativamente varios indices fisiologicos, como por exemplo a massa seca
da folha e parte aérea (PEIXOTO et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2012;
ROMERQO et al., 2014). Um desequilibrio no balan¢o de carbono, induzido pelo
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estresse, limita o desenvolvimento das plantas. A maior parte do total de CO,
assimilado é utilizada durante a respiracdo e esse equilibrio € comprometido
em condi¢des de deficiéncia hidrica (FLEXAS et al., 2006). Nesse sentido, foi
observada reducéo significativa da biomassa das plantas submetidas ao déficit
fixo (Tabela 4).

Compreender a particdo da biomassa permite entender as respostas das
plantas aos estresses impostos pelo ambiente. O padrédo de particdo de
carbono esta diretamente relacionado com a captacdo de recursos mais
limitados. Por exemplo, em ambientes com baixa disponibilidade hidrica, as
plantas investem em raizes para explorar um maior volume de solo em busca
de agua (LAMBERS et al., 2008). Nesse contexto, observou-se maior RMR nos
tratamentos PRD e déficit fixo (Tabela 4). E importante ressaltar que maior
crescimento radicular permite que a planta explore um maior volume de solo e
favorece a absorcdo de &gua, evitando grandes limitacdes no crescimento,
sendo um importante mecanismo de retardo ao déficit hidrico, observando-se
maior razao raiz/parte aérea nessas condices (PEIXOTO et al., 2006;
GARCIA-SANCHEZ et al., 2007; GARCIA-TEJERO et al., 2010; SUASSUNA et
al., 2012), conforme observado os maiores valores de MSPA/MSR nas plantas
submetidas ao PRD (Tabela 4). Com relacéo a arquitetura do sistema radicular,
Souza et al. (2008) relataram que as raizes de citros com diametros entre 0,5 e
1 mm sdo mais eficientes na extracdo de agua e nutrientes para as plantas
citricas, reforcando os resultados observados no presente estudo, onde as
raizes se concentraram no didmetro entre 0.0 e 0.5 mm (Tabela 4).

Os sistemas antioxidantes sdo as principais linhas de defesa que atuam
para minimizar os danos causados pelo estresse oxidativo (PERL-TREVES;
PERL; 2002; SHARMA et al.,, 2012). Na medida em que o déficit hidrico é
acentuado, ha maior acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
consequentemente, ocorre maior atividade dessas enzimas, 0 que esta
correlacionado com a capacidade das plantas de evitar danos oxidativos e
tolerar a limitagdo hidrica (GONCALVES et al., 2016; ZANDALINAS et al.,
2017). Dessa forma, observou-se no presente estudo que a atividade das
enzimas SOD e GPX foi maior nos tratamentos PRD e déficit fixo, indicando
gue esses tratamentos aumentara, m a atividade dessas enzimas para evitar o

estresse oxidativo provocado pelo déficit hidrico. Observou-se que a atividade
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da APX foi maior no tratamento controle (Fig. 4C), resultado semelhante ao
encontrado por Gongalves (2014), indicando que em condi¢des normais, ha
maior atividade dessa enzima, implicando a sua atuagdo em processos de
crescimento e desenvolvimento.

A alteracdo da concentracdo de ABA na planta tem relagdo com a
umidade do solo, em que sob situacdo de déficit hidrico ocorrem sinais para
que haja aumento da producédo desse hormdnio, havendo associagdo com a
reducdo do crescimento vegetativo e condutancia estomatica (DAVIES;
ZHANG, 1991; LOVEYS et al., 1997; DAVIES et al., 2002; ROMERO et al.,
2012). Assim, nota-se no presente estudo que as plantas submetidas aos
tratamentos PRD e déficit fixo apresentaram maiores teores de ABA (Fig. 5A),
menor gs (Tabela 3) e menor crescimento vegetativo (Tabela 4) em
comparacao ao tratamento controle. Em paralelo, também foram observados
maiores teores de prolina nesses tratamentos (Fig. 5B). O aumento desse
aminoacido € observado durante estresses ambientais, em que nessas
condicBes pode atuar mediando o0 ajuste osmético, minimizando os efeitos do
déficit hidrico (VAN RENSBURG et al., 1993) Prolina também contribui para
remover as EROs, participando da sinalizagdo molecular do estresse,
contribuindo para a adaptacdo das plantas, sobretudo, diante da sua
propriedade osmoprotetora (KAVI KISHOR et al., 2005).

5. Conclusdes

As plantas submetidas ao tratamento PRD conseguiram se aclimatar ao
déficit hidrico temporario, por meio de respostas morfofisioldgicas, reduzindo as
trocas gasosas foliares e biomassa seca, além de apresentar maior eficiéncia
no uso da agua, evidenciando que essas plantas tiveram maior controle de
perda de agua. A restricdo de agua no solo também promoveu 0 aumento na
atividade das enzimas SOD e GPX e nos teores de prolina e ABA. Nao houve
diferencas nos padrdoes de respostas fisiolégicas ao déficit hidrico entre os
diferentes porta enxertos hibridos avaliados. O PRD representa uma alternativa
viavel, pois promove aclimatacdo das plantas a limitacdo hidrica, sendo uma

técnica recomendada para regides com recursos hidricos limitados.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Em clima tropical, as técnicas de PRD e RDI sdo manejos viaveis para
economia dos recursos hidricos, quando aplicadas no periodo mais
adequado, no caso do PRD em ciclos de alternancia mais curtos (15
dias) e RDI durante a fase de maturacdo. Essas estratégias podem
aumentar a eficiéncia no uso da agua pelas plantas, sem perdas

significativas na producéo e qualidade de frutos.

Quando avaliado em ambiente protegido, o0 PRD apresenta resultados
semelhantes ao campo, induzindo adaptacdo ao déficit hidrico
temporario por meio de respostas morfofisiolégicas, como reducdo do
desenvolvimento vegetativo econdutancia estomética e aumento da

eficiéncia no uso da agua.

O presente estudo também contribui para a compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos na resposta aos diferentes manejos
de irrigacdo,trazendo informagcbes sobre a expressdo dos genes
envolvidos na biossintese de carotenoides e metabolismo do citrato em

funcado da disponibilidade hidrica.
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