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RESUMO

Uma estratégia eficaz para amenizar os impactos da escassez de dgua na citricultura sem afetar
a vulnerabilidade dos pomares a doencas € o uso diversificado de porta-enxertos resistentes a
seca. Estudos envolvendo o limoeiro Cravo sob déficit hidrico buscam identificar os
mecanismos fisioldgicos que conferem resisténcia a seca a este porta-enxerto, o que representa
o primeiro passo para o desenvolvimento de novos porta-enxertos citricos capazes de garantir
aos pomares um bom desempenho em periodos de escassez de dgua. A reducdo da
disponibilidade de dgua exige das plantas um novo equilibrio entre a oferta e a demanda dos
recursos disponiveis, o que pode resultar em maior ou menor comprometimento do crescimento
dependendo da estratégia adotada pelo porta-enxerto. A alocacdo dos fotoassimilados esta
associada a relag@o fonte e dreno estabelecida sob déficit hidrico, sendo que, a forca de dreno
vai depender da atividade metabdlica do 6rgao dreno influenciada por ajustes regulatérios em
resposta ao déficit hidrico. Neste contexto, este estudo combinou andlises fisiolégicas com o
acompanhamento da alocacdo de fotoassimilados marcados com '*C e andlise do perfil de
metabolitos primdrios de 6rgdos fonte e dreno, para avaliar como os porta-enxertos citricos
influenciam na forca de dreno e identificar quais metabdlitos sdo alterados em plantas citricas
sob déficit hidrico. Plantas de laranjeira Valéncia enxertada em citrumeleiro Swingle, limoeiro
Cravo ou tangerineira Sunki foram avaliados quanto a resposta ao déficit hidrico e reidratacao.
Diferente das demais espécies, o limoeiro Cravo respondeu a variacao inicial da disponibilidade
de 4gua priorizando o crescimento radicular em detrimento da parte aérea e, demonstrando a
habilidade do seu sistema radicular em aumentar a importacdo de fotoassimilados, o que
provavelmente favoreceu o crescimento. Nas raizes, o perfil metabdlico exibiu down-regulation
do metabolismo de nucleotideos e das vias do chiquimato e aspartato, vinculado a up-regulation
dos niveis de arginina e citrulina, estimulando na parte aérea maior suprimento alternativo de
energia e acimulo de arginina e asparagina. Em resposta a reidratagdo apresentou maior
eficiéncia no uso do nitrogénio, acumulando em maior propor¢do compostos com maior razao
N/C. Os resultados sugerem que a maior forca de dreno e os ajustes metabdlicos diferenciados
podem estar envolvidos na resisténcia do limoeiro Cravo a seca. Tal informacdo é essencial
para o direcionemento de novos estudos que buscam o desenvolvimento de novas espécies de
porta-enxertos citricos resistentes a seca, condicdo ambiental que limita o crescimento e a
produtividade vegetal.

Palavras-chave: limoeiro Cravo, seca, for¢a de dreno, metabolismo primario, iS6topos.



ABSTRACT

An effective strategy to mitigate the impacts of water scarcity on citrus crops without affecting
the vulnerability of orchards to disease is the diversified use of drought-resistant rootstocks.
Studies involving Rangpur lime under water deficit seek to identify physiological mechanisms
that give drought resistance to this rootstock, which represents the first step towards the
development of new citrus rootstocks capable of ensure orchards good performance in periods
of water shortage. The reducion of availability of water requires plants to strike a new balance
between supply and demand for available resources, which can result in greater or lesser growth
impairment depending on the strategy adopted by the rootstock. The reducion of availability
water requires of plants a new balance between supply and demand for available resources,
which can result in greater or lesser growth impairment depending on the strategy adopted by
the rootstock. The allocation of photoassimilates is associated with source and sink relationship
established under water deficit, and sink strength will depend on the metabolic activity of the
sink organ influenced by regulatory adjustments in response to the water deficit. In this context,
this study combined physiological analyzes with monitoring on the allocation of '*C-labeled
photoassimilates and analysis of primary metabolite profile of source and sink organs, to assess
how citrus rootstocks influence sink strength and identify which metabolites are altered in citrus
plants under water deficit. Valencia orange plants grafted on Swingle citrumeleiro, Rangpur
lime or Sunki mandarin were evaluated for response to water deficit and rehydration. Unlike
the other species, Rangpur lime responded to initial variation in water availability by
prioritizing root growth over shoot and demonstrating ability of its root system to increase the
import of photoassimilates, which probably favored growth. In the roots, metabolic profile
showed down-regulation of nucleotide metabolism and of shikimate and aspartate pathways,
linked to the up-regulation of arginine and citrulline levels, stimulating in the aerial part a
greater alternative energy supply and arginine and asparagine accumulation. In response to
rehydration, it showed greater efficiency in the use of nitrogen, accumulating in greater
proportion compounds with higher N/C ratio. The results suggest that greater sink strength and
differentiated metabolic adjustments are involved in the resistance of the Rangpur lime to
drought. Such information is essential for the direction of new studies that seek the development
of new species of citrus rootstocks resistant to drought, an environmental condition that limits
plant growth and productivity.

Keywords: Rangpur lime, drought, strength sink, primary metabolism, isotopes.



Sumaério

INErOAUGAO ETAL......eiiiiiiiiiee ettt et e et e st e et e sabeesateeeas 12
HIPOLESES € ODJELIVOS ...veeiiieeiiieeeiite ettt ettt ettt et e ettt e ettt e st e e st e e sabeeesabeeseabeeesnbeesneeesanee 18
CAPITULO 1 oottt 19
AADSETACT. ..ttt ettt ettt e b et b e sttt be e st e b e e ereenaees 21
INEFOAUCTION ...ttt ettt ettt e sae e st e e e eeneenees 22
Materials and MEthOdS ........cooviiiiiiiiii e 23
PIant mMaterial ....c...coouiiiiiiiee et sttt 23
EXperimental deSIZN .......eeeiuiiiiiiiiiiieeeiieeeiteeete ettt ettt e et e st e st st e b e e 23
Enriching plants With 3CO0 .......oouiiiiiiieeieeccee e 24
Leaf gas exchange and photOChemMISIIY ........coouiiiiiiiiiiiiiiieiee e 25
Leaf water POteNtIal ........cooiiiiiiiiiiiiiiee et s 25
PhlO€m SAP @XTIACTION ....eevuviiiiiiiiiiii ettt ettt ettt et e s bt e st e s e e saeees 25
BIOMIGITY ...ttt ettt ettt e bt s s baeas 26
CarDORYATALES ....eoneiiiiiiee ettt ettt ettt e s e s 26
ISOTOPIC ANALYSIS ...ueviiiiiiieiiie ettt ettt et s bt e st e st esneees 26
StatiStCal ANALYSIS ...eeevieiiiiiieiee e 27
RESUILS ..ttt ettt et e st e e et e e bt e st e s bt eesaeee e 28
Leaf water potential, gas exchange and photochemistry ..........ccccoooeeiiiniiiiiiniiiiencnes 28
PIant SrOWth.....cooiiiii e 28
Changes in carbohydrate concentration in roots and 1€aves .........c..coecevveerieenienicnneeneenn 29
13CO; enrichment and >C alloCAtON ............coruivevevieiceeeeteeeecece e, 29
DIISCUSSION. ..ttt ettt ettt e b e st e bt e e bt e e bt e st e e sbeeesbeesbeesabeenbaeeaneenbaesaneens 30
Drought sensing and plant performance under water deficit are affected by rootstocks......30
Carbon allocation as affected by rootstocks in citrus trees under water deficit.................... 31
Sink strength of citrus rootstocks under water deficit ..........cccoeeveeeiiiiniiienieeee e 31
COMNCIUSION ..ttt et e b e et e bt e st e s bt e eab e e b e e sabeesateeabeenbaesaneens 32
RETEIEICES .ttt ettt sttt e b sneens 33
LISE Of fIGUIES ..ttt ettt e e et e e s te e e s abeeesabeeeenseeessseesnseesnseeens 39
FRGUIES ..ottt e e st e e st e e e bt e e s bt e essbeeesnbeeeesbeeenbeeenaeeenaeeens 41
SUPPIEMENTATY AALA ....eeeeeiiieeiiieeiiee ettt ettt e e etee et eesateeesebeeesaeeessaeessseeessseessnseeennseesnnsens 48
CAPITULO 2 .ottt sttt 52

RESUITIO .ot e et e et e e e e e e e e s et e e e e e taeseaaeeanesetaesenasennaaes 53



INEFOAUGAO ...ttt ettt e s e e st e et e e s sabeesbbeesbeeesbaeeeas 54

Material € METOAOS .....coueeruiiiriiieiiiiteeeeet ettt sttt e saee e e 56
Material VEEELAL .......eeiiiiiiiiiiieiie ettt sttt sttt e e 56
Estratégia eXperimental............cccooiiiiiiiiiiiiieceee e 56
TTOCAS GASOSAS ...uvveeutieiieette ettt ettt ettt et e et e et e e bt e sabe e bt e eab e e sbeesabeesbeeeabeesbeesabeesbbeenbeanseesnseens 57
Potencial de d4gua na folha ..........oooiiiiiiii e 58
BIOIMEIITA ...ttt ettt ettt et et e et e sab e et e e bt e st e e naeeeaee 58
Concentrago de AMIAO......couueiiuieiiiiiie ettt et 59
Extrag@o de metabOlitos POLATES .......ccueriviiiiiiiiiiiiiiiece et 59
Andlise em GC-TOF-MS ......co ittt st s 60
Identificagdo de metabdlitos e pré-processamento de dados ..........cocceeeeveeiinieinnieennieennnnen. 60
ANALISE ESTAISTICA ..vveeeiiiieeiiieeitee ettt ettt ettt et e s bt e s bt e s bt e e sateesbreeeanee 61

RESUITAOS ...ttt ettt et s it e st e s e 61
Potencial de d4gua na folha e trocas gasoSas............cevuieiriiiiiiiieiniieiiee e 61
CIeSCIMENLO VEZELATIVO . .ceuuuieiiiieeiieeeiteeeiteeeitee ettt e stteesteeesatteesabeeessbeeesaseessseessseessseesnsseas 64
Alteragdes na concentracdo de amido em raizes € folhas..........ccooceeiviiiiniiiiniiiniieiiee 67
Alteragdes metabdlicas em raizes sob déficit hidriCo........ccovvuiiiriiiiiniiiiiiiiie e 68
Alteragdes metabdlicas em raizes em resposta a reidratacao.........eeeveeerveeenveeenieeeniveeennen. 73
Alteragdes metabdlicas em folhas em resposta ao déficit hidrico .........oocevevvievniiirnieennen. 74
Alteragdes metabdlicas em folhas em resposta a reidratagao .........oeecveeevveeerveeenieeeneeeennen. 78

DISCUSSAO ..ttt ettt ettt et st e bt e e et e bt e st e e bt e e st e e bt e st e e bt e eaneenbeenaneens 78

Alteragdes metabdlicas associadas ao ajustamento osmoético, metabolismo respiratério e

estado redox SOb dEéficit RIAIICO ......couiiriiiiiiiice e 79
As alteragdes metabdlicas persistem mesmo apds a reidratacdo das plantas...............c........ 84
Perfil metabdlico da tolerancia a seca induzida pelo limoeiro Cravo.........cccceeeeveeveeeennnnen. 85
CONCIUSAOD ..ttt et ettt e sb e st e bt e e st e e b e st e e saeeeaneenbeesaneens 91
CONSIACTACOES TINALS 1..vvveeeeiiieeiieeeiie e ettt eeieeeeiee et e erteeetteeeeaeeeateessseeessseeessseesssseeensseesnnseesnnns 93
| S (5 (&1 61 PS5 2T PP SRRPR 94

AATIEXOS .o e et e e —e e e et .t e eta———eetu———eeta——eetn———aeaa——reean—.aaeaa—————_ 106



12

Introducao geral

A seca € um evento climatico caracterizado por precipitacdes abaixo das condi¢des
normais por um determinado periodo de tempo, ou seja, o carter temporario diferencia eventos
de seca de dreas permanentemente dridas (Dai et al., 2011). A seca agricola ocorre quando a
umidade do solo € menor que a demanda de dgua da planta, de modo a comprometer o seu
desenvolvimento. Como diferentes plantas tém demandas diferentes de dgua, esse conceito
varia de acordo com a espécie cultivada e também com o sistema de cultivo em uso (Eslamian
etal., 2017; Tardieu et al., 2018). De modo geral, periodos de seca severa, os quais interrompem
0 acesso a agua, culminam na morte das espécies vegetais, porém este ¢ um evento pouco
frequente em areas agricolas porque os agricultores adaptam os sistemas de cultivo as condi¢des
ambientais prevalecentes, desse modo, é mais provavel que plantas cultivadas enfrentem
condic¢des de déficit hidrico moderado e progressivo, o que € mais compativel com as dreas de
cultivo (Tardieu et al., 2018). Entre os diversos estresses abidticos, a escassez de dgua € o
principal fator limitante da produtividade agricola (Chaves et al., 2003; 2009) e, como
agravante, o aumento das temperaturas e a incerteza na quantidade e distribuicdo da
precipitacdo devido as mudangas climaticas devem levar ao aumento da intensidade, duracdo e
frequéncia das secas em muitos locais (Colminelli et al., 2009; IPCC 2013; PBMC, 2013).
Dentro do contexto das mudancas climaticas, a agricultura € um dos setores mais vulneraveis
(Ahmed et al., 2019) e por esse motivo, o efeito do déficit hidrico no crescimento, rendimento
e qualidade das culturas tornou-se uma das mais importantes preocupacdes cientificas nas
ultimas décadas (Kang et al., 2009).

O déficit hidrico resulta da disponibilidade insuficiente de d4gua no solo para atender
a demanda de uma determinada planta em um determinado momento, resultando em uma
mudanca no status da dgua da planta (Tardieu et al., 2018). De acordo com Levitti (1972), as
plantas se aclimatam a seca através de duas estratégias principais. A primeira estratégia consiste
em evitar a seca otimizando a absor¢ao de d4gua e mantendo o potencial hidrico elevado através
do fechamento estomdtico, desenvolvimento de raizes profundas, redu¢do do tamanho celular
e espessamento da parede celular. A segunda estratégia consiste em tolerar o déficit hidrico
mantendo a homeostase metabdlica durante o baixo potencial hidrico tecidual através de
mecanismos de sobrevivéncia envolvendo ajuste osmotico, sintese de solutos protetores e
enzimas tolerantes a dessecacdo. Independente da estratégia utilizada, uma das primeiras
respostas ao déficit hirico é a redugdo da abertura estomatica, o que limita a perda de 4gua por

transpira¢do, ao mesmo tempo em que restringe a difusdo de CO; da atmosfera para os sitios
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de carboxilagdo, reduzindo também a fotossintese (Chaves & Oliveira, 2004; Flexas et al.,
2006). A manuteng¢do das reagdes fotossintéticas sob concentragdo limitada de CO; intercelular
associada a continua exposi¢cdo luminosa das folhas gera um desequilibrio entre a absorcdo e a
utilizacdo da energia luminosa pelos fotossistemas, o que desencadeia um aumento na producao
de espécies reativas de oxigénio e, consequentemente, poderdo ocorrer danos oxidativos
(Hasanuzzaman et al., 2017; Hussain et al., 2019). No entanto, sob déficit hidrico moderado a
demanda por carbono para o crescimento diminui antes de reducdes significativas na
fotossintese, e o crescimento das folhas tende a ser mais sensivel do que o crescimento radicular,
o que resulta, a0 menos inicialmente, em acimulo de fotoasimilados nas folhas (Hummel et al.,
2010; Muller et al., 2011). Em outras palavras, a inibicdo do crescimento representa uma
adaptacdo primdria ocasionada por ajustes regulatérios induzidos pela reducdo inicial da
disponibilidade de 4gua, e essa adaptacdo permite economizar e redistribuir recursos para
orgdos prioritarios (Sharp et al. 2004; Hummel et al., 2010; Muller et al., 2011; Ko&rner, 2013;
Verslues, 2017). O excedente de fotoassimilados é alocado preferivelmente nas raizes, onde
exercem um papel duplo como estoques transitorios de carbono e energia, € também contribuem
para o ajuste osmotico em resposta ao déficit hidrico (Hummel et al., 2010).

O ajuste osmotico reduz o potencial osmético celular, minimizando a perda de dgua
e consequentemente promovendo o adiamento da desidratagdo e a preservagao do turgor celular
(Sanders & Arndt, 2012; Slama et al., 2015). Os metabdlicos que participam do ajuste osmético
apresentam altos niveis de solubilidade e permeabilidade celular, e ndo influenciam na atividade
enzimadtica mesmo em altas concentragdes (Ghatak et al., 2017). Além de carboidratos, citions
inorgénicos, dcidos organicos e aminodcidos livres também sdo solutos que normalmente se
acumulam em resposta ao déficit hidrico. O acimulo de solutos compativeis, como prolina,
contribui ndo apenas com o ajuste osmoético, mas também pela desintoxicagdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), protecao da integridade da membrana e estabilizacdo de enzimas
ou proteinas (Chen & Jiang, 2010; Guo et al., 2018). Se por um lado o ajuste osmético sustenta
a fotossintese por atuar como regulador da condutancia estomadtica e do turgor, por outro lado
ele desvia solutos de processos essenciais como a sintese de proteinas e paredes celulares, o que
pode comprometer o acimulo de biomassa. Desse modo, as espécies vegetais podem diferir em
seus aspectos osmoéticos, uma vez que o ajuste osmotico tende a ser expresso em gendtipos que
apresentam maior reduc@o em seu potencial hidrico em comparag¢do com aqueles que mantém
um potencial hidrico mais elevado (Blum, 2016).

Ajustes fisioldgicos entre oferta e demanda de energia em resposta ao déficit hidrico

podem diferir entre as espécies e resultar em maior ou menor comprometimento do crescimento,
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o qual estd diretamente associado a relacdo fonte e dreno, que por sua vez também pode ser
influenciada por fatores ambientais como o déficit hidrico (Korner, 2013; Lemoine et al., 2013).
A relagdo fonte e dreno é uma das principais determinantes do crescimento, sendo a assimilagao
de carbono nas folhas regulada de acordo com as necessidades dos 6rgdos heterotréficos
(Ainsworth & Bush, 2011; Ribeiro et al., 2012; Lemoine et al., 2013). O transporte de longa
distancia pelo floema ocorre por fluxo de massa, utilizando como for¢ca motriz um gradiente de
pressdo hidrostética gerado pela variacdo da concentracio de fotoassimilados que depende da
fotossintese e da utilizacdo desses compostos nos tecidos dreno (Sturm & Tang, 1999). A
direcdo do fluxo da seiva entre os 6rgdos dreno é determinada de acordo com a demanda ou
forca de dreno, definida como a capacidade competitiva de um 6rgdo de importar
fotoassimilados e que depende de seu tamanho e estado fisiolégico (Ho, 1988; Marcelis, 1996;
Herbers & Sonnewald, 1998)

As alteracdes que antecedem a limitacdo de recursos indicam o envolvimento de
sinalizacdo e regulacdo hormonal em resposta ao déficit hidrico (Sharp, 2002). Os hormdnios
vegetais influenciam o desenvolvimento das plantas e, como reguladores do crescimento,
também influenciam na forca dreno (Kuiper, 1993). O 4cido abscisico (ABA) € o principal
hormonio sintetizado nas raizes e translocado para as folhas para iniciar a adaptacdo das plantas
ao estresse hidrico por meio do fechamento estomatico e reducdo do crescimento das plantas
(Wilkinson & Davies, 2010). No entanto, a resposta ao déficit hidrico € regulada pelo equilibrio
entre hormoOnios que promovem e aqueles que inibem os diversos ajustes metabdlicos (Basu et
al., 2016), o que desencadeia uma série de mudangas nos niveis morfoldgico, fisiologico e
bioquimico em todos os 6rgdos da planta (Anjum et al., 2011), visando estabelecer uma nova
homeostase sob condi¢des desfavoraveis de crescimento.

Considerando que as alteragdes citadas anteriormente envolvem a reconfiguracao
de varias vias metabodlicas (Shulaev et al., 2008), a identificacdo de redes metabdlicas que
regulam as respostas das plantas aos estresses ambientais é uma das formas de entender a
suscetibilidade diferencial das espécies a seca (Llanes et al., 2018). Nesse contexto, a
metabolomica oferece uma visdo abrangente dos metabdlitos que participam de diferentes
eventos celulares, e que podem ser vistos como o produto final da expressdo génica que define
o fendtipo bioquimico de uma célula ou tecido (Ghatak et al., 2017; Kumar et al., 2017).

A metabolomica pode ser definida como o estudo do metaboloma, o qual
compreende todas as moléculas quimicas com baixo peso molecular (<1800 Da) ou metabdlitos
presentes em uma célula vegetal ou tecido sob uma faixa especifica de condi¢oes (Hall, 2011).

O metaboloma vegetal é composto por aproximadamente 30.000 metabdlitos, abrangendo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5809531/#CR61
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carboidratos, aminodcidos, 4cidos organicos e lipidios. Metabdlitos primérios sdo aqueles
implicados no crescimento, desenvolvimento e reproducdo normais das plantas, enquanto os
metabolitos secunddrios sdo aqueles cruciais para a sobrevivéncia das plantas em condig¢des
desfavoraveis (Llanes et al., 2018). Devido a complexidade quimica dos metabdlitos, ndo é
possivel avaliar todos aqueles presentes em uma determinada amostra, por isso, para uma visao
mais abrangente sao necessdrias multiplas tecnologias e protocolos de extracdo seletiva. Ainda
assim, a metaboldmica tem a capacidade de detectar uma vasta gama de metabdlitos a partir de
um unico extrato, o que permite uma anélise rapida e precisa (Kumar et al., 2017). A anélise de
metabolomica fornece informacgdes sobre metabolitos especificos envolvidos em alteragdes
fisiolégicas e bioquimicas em resposta a aclimatagdo das plantas sob condi¢des adversas, o que
permite a identificacdo de grupos de compostos envolvidos na mediacdo da tolerdncia ao
estresse. Em um contexto aplicado, as informacdes relevantes podem ser transferidas para
culturas sensiveis visando melhorar suas estratégias de aclimatacio (Ghatak et al., 2017).

O género Citrus (Citrus spp.) inclui espécies arboéreas de sub-bosque nativas de
regides tropicais e subtropicais da Asia (Roose et al., 2015), mas o seu cultivo ocorre em
diversos paises, incluindo Brasil, China e Estados Unidos, e representa a cultura de frutas
economicamente mais importante do mundo (Iglesias et al., 2007). O Brasil € responsdvel por
cerca de 30% da produ¢@ao mundial de laranja, e a maior porcentagem de producao no pais esta
concentrada no estado de S@o Paulo (Carrer & Souza Filho, 2016). Como uma cultura perene,
as arvores citricas estdo submetidas a variacdo sazonal da disponibilidade de agua ao longo do
seu ciclo de desenvolvimento (Ribeiro et al., 2006), o que torna essa cultura ainda mais
suscetivel ao atual cendrio de mudancas climéticas.

No cultivo de citros € utilizada a técnica de enxertia, um método de propagacdo
vegetativa que envolve dois componentes genéticos diferentes, enxerto e porta-enxerto. O
enxerto € selecionado de acordo com a qualidade e quantidade de seus frutos, enquanto o porta-
enxerto € selecionado de acordo com as caracteristicas do seu sistema radicular, incluindo
sustentacgao fisica, absorcao de 4gua e de nutrientes, sintese de hormodnios e interacdo quimica
e biolégica com o solo (Cohen & Naor, 2002). Os porta-enxertos podem influenciar varias
caracteristicas das plantas enxertadas, como o tamanho e os hébitos de crescimento da arvore,
o rendimento, o tamanho e o tempo de maturagdo dos frutos (Beshir et al., 2019). Sob
deficiéncia hidrica, a intera¢do entre porta-enxerto e copa pode se tornar mais significativa
(Donato et al., 2007), ou seja, a técnica de enxertia € capaz de influenciar a suscetibilidade das
plantas ao déficit hidrico como um todo, uma vez que porta-enxerto € copa apresentam

resisténcias diferentes a seca (Ribeiro et al., 2014).
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Uma estratégia eficaz para lidar com periodos de escassez de dgua € a escolha de
um porta-enxerto resistente ao déficit hidrico. Na citricultura brasileira existe uma ampla
variedade de porta-enxertos disponivel, no entanto, o limoeiro Cravo é uma das espécies mais
usadas devido a sua tolerancia ao virus da Tristeza dos Citros, facil obtencdo de sementes,
répido crescimento, indu¢do de producao precoce, compatibilidade com a maioria das copas
comerciais (Amaro & Baptistella, 2010) e principalmente por induzir bom desempenho
fisiol6gico e produtivo sob déficit hidrico (Medina et al., 2005; Boscariol-Camargo et al., 2007;
Donato et al., 2007; Magalhaes Filho et al., 2008; Pedroso et al., 2014; Ribeiro et al., 2014).
Por outro lado, o predominio de um tnico porta-enxerto em diferentes areas de cultivo torna os
pomares citricos vulnerdveis a outros estresses bidticos e abidticos (Pompeu Junior, 2005). Essa
vulnerabilidade ficou explicita na década de 30, quando o surto do virus da Tristeza dos Citros
dizimou pomares sobre laranjeira Azeda (Citrus aurantium L), e desde entdo o limoeiro Cravo
tem sido o porta-enxerto mais utilizado. No entanto, desde 1999, a Morte Subita dos Citros tem
causado a perda de milhares de arvores enxertadas em limoeiro Cravo (Bové & Ayres, 2007),
0 que demonstra a urgéncia no desenvolvimento de novos porta-enxertos.

Pesquisas envolvendo o limoeiro Cravo sob déficit hidrico buscam investigar os
mecanismos fisiolégicos que conferem a este porta-enxerto a tolerdncia a seca como um
primeiro passo para o desenvolvimento de novos porta-enxertos igualmente resistentes a seca.
Sob déficit hidrico, plantas enxertadas em limoeiro Cravo apresentam redugdo nas trocas
gasosas sem alteracdes significativas na eficiéncia quantica do fotossistema II, o que sugere a
existéncia de mecanismos de dissipacdo de energia que protegem a atividade fotoquimica, como
a fotorrespiracdo (Erismann et al., 2008; Pedroso et al., 2014). O déficit hidrico no limoeiro
Cravo também induz a transcricdo de genes relacionados com a sintese de prolina (A-1-
pirrolina-5-carboxilato sintetase), aquaporinas (PIP2,1) e dehidrinas (Boscariol-Camargo et al.,
2007), os quais estdo envolvidos com mecanismos de tolerancia a seca. Seu sistema radicular
possui alta condutividade hidrdulica, o que confere melhor hidratacio da parte aérea e
manutencdo da abertura estomadtica (Medina & Machado, 1998; Medina et al., 1998),
favorecendo as trocas gasosas mesmo em condicdes de déficit hidrico. Além disso, suas raizes
também apresentam maior taxa de crescimento e acimulo de carboidratos soliveis em
condic¢des de déficit hidrico, sendo um forte dreno de carboidratos (Pedroso et al., 2014). A
fotossintese de arvores citricas estd relacionada com a atividade do 6rgdo dreno e, portanto,
com a demanda por fotoassimilados (Minchin & Thorpe, 1996). Entre os porta-enxertos
citricos, o limoeiro Cravo parece ter uma maior influéncia em o6rgdos fonte, com maior

capacidade em mobilizar as reservas de carboidratos e utilizar energia liberada pela respiracao
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para a biossintese de estruturas vegetativas nos 6rgdos dreno, o que ressalta a sua habilidade
em coordenar a relacao fonte-dreno (Bueno et al., 2012). As raizes do limoeiro Cravo também
apresentam maior capacidade de redistribui¢do hidrdulica vinculado ao ajuste osmotico e
acompanhado por uma regulacdo estomdtica eficaz da perda de dgua (Miranda et al., 2018).
Todavia, as bases morfo-fisioldgicas da resisténcia a seca do limoeiro Cravo ainda ndo foram

totalmente compreendidas.
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Hipoteses e objetivos

A compreensao dos mecanismos de resisténcia a seca em citros depende, a0 menos
em parte, do entendimento de como os porta-enxertos afetam o metabolismo nos 6rgdos fonte
e dreno para estabelecer um novo equilibrio entre oferta e demanda de energia em condi¢des
de baixa disponibilidade hidrica. O acompanhamento da alocacdo dos fotoassimilados
vinculado ao crescimento e ao perfil de metabdlitos primdrios de 6rgdos fonte e dreno poderia
elucidar as estratégias fisioldgicas do limoeiro Cravo que levam ao melhor desempenho das
plantas em condi¢des de déficit hidrico. Este estudo foi composto por dois experimentos, cujos
resultados estdo organizados em dois capitulos.

No primeiro estudo temos como hipdtese que o melhor desempenho de plantas
citricas sob déficit hidrico estd associado a capacidade do porta-enxerto em drenar
fotoassimilados para as raizes, 6rgdos responsdveis pela absor¢do de 4gua e nutrientes e
primeiros sensores da baixa disponibilidade hidrica no solo. Com o acompanhamento da
alocacio de fotoassimilados marcados com '*C em plantas sob déficit hidrico buscamos avaliar
a forca de dreno desenvolvida por trés porta-enxertos citricos e revelar como as trocas gasosas
e o crescimento das plantas sdo modulados sob seca.

No segundo estudo temos como hipdtese que o melhor desempenho do limoeiro
Cravo sob déficit hidrico seria resultado de alteragdes metabdlicas diferenciadas tanto nas raizes
com nas folhas, as quais poderiam ser identificadas através da andlise dos metabolomas de
plantas enxertadas em limoeiro Cravo em comparacao com o metaboloma de plantas enxertadas
em outras duas espécies de porta-enxerto citrico. A identificacdo de metabdlitos relacionados
ao déficit hidrico nas plantas citricas contribuiria para ampliar a compreensao das alteragdes no
metabolismo primdrio desenvolvidas por essas espécies em resposta a seca. Ainda, a
identificacdo de metabdlitos e vias metabdlicas que distinguem o limoeiro Cravo dos demais
porta-enxertos poderia direcionar novos estudos de selecdo de plantas baseada em metabdlitos

criticos associados a resisténcia a seca em plantas citricas.
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Abstract

Carbon allocation between source and sink organs determines plant growth and is influenced
by environmental conditions. Under water deficit, plant growth is inhibited before
photosynthesis and shoot growth tends to be more sensitive than root growth. However, the
modulation of source-sink relationship by rootstocks remain unsolved in citrus trees under
water deficit. Citrus plants grafted on Rangpur lime are drought tolerant, which may be related
to a fine coordination of the source-sink relationship for maintaining root growth. Here, we
followed '*C allocation and evaluated physiological responses and growth of Valencia orange
trees grafted on three citrus rootstocks (Rangpur lime, Swingle citrumelo and Sunki mandarin)
under water deficit. As compared to plants on Swingle and Sunki rootstocks, ones grafted on
Rangpur lime showed higher stomatal sensitivity to the initial variation of water availability,
less accumulation of non-structural carbohydrates in roots, higher root growth and also higher
13C allocation to roots under water deficit. As consequences, plants grafted on Rangpur lime
had higher leaf water potential and photosynthesis under severe water deficit. Higher '*C
allocation to roots indicates that Rangpur lime rootstock exhibits high sink demand associated
with root growth under water deficit. Our data suggest that Rangpur lime rootstock used
photoassimilates as sources of energy and C skeletons for growing under drought, which is
likely associated with increases in root respiration. Taken together, our data revealed that
carbon supply by leaves and delivery to roots are critical for maintaining root growth and
improving drought tolerance, with citrus rootstocks showing differential sink strength under

water deficit.



22

Introduction

Carbon allocation between source and sink organs regulates plant growth, with leaf CO>
assimilation being affected by heterotrophic organs (Ainsworth and Bush 2011, Ribeiro et al.
2012, Lemoine et al. 2013). While long-distance transport is controlled by hydrostatic pressure
gradient based on differential photoassimilate concentration (Sturm and Tang 1999), the
direction of photoassimilate partitioning between sink organs is determined by sink strength —
the competitive capacity of an organ to import photoassimilates, which is dependent on sink
size and physiological state (Ho 1988, Marcelis 1996, Herbers and Sonnewald 1998).

The source-sink relationship is influenced by environmental factors and modulates
carbon allocation and plant growth (Lemoine et al. 2013). According to Koérner (2013),
environmental factors such as water deficit affect sink activity rather than source activity. In
other words, the supply of photoassimilates is less restricted by low water availability than the
incorporation of carbon into plant structure. As leaf growth is inhibited under water deficit
before any reduction in photosynthesis, at least initially, there is a buildup of carbohydrates in
leaves and then an increase in photoassimilate availability to roots (Hummel et al. 2010, Muller
et al. 2011). Such sugars may accumulate in roots when supply exceeds the carbon demand for
growth (Chen and Jiang 2010, Durand 2018) and citrus roots have been recognized as
unsaturated sinks for carbohydrates (Goldschmidt and Koch 1996).

In citrus trees, the photosynthetic rate and starch concentration are reduced in leaves and
phloem sucrose concentration is increased under lower sink demand. As a consequence, the
expression of genes related to sucrose synthesis and transport is inhibited while the expression
of ADP-glucose pyrophosphorylase is increased (Nebauer et al. 2011). When sinks are active,
a positive relationship between photosynthesis and increased export/consumption of
photoassimilates is established, which is associated with increases in vegetative growth
(Ribeiro et al. 2012). Thus, photosynthesis seems to be more regulated by leaf carbohydrate
dynamics than by carbohydrate concentration itself, revealing a close relationship between
source and sink in citrus trees (Minchin and Thorpe 1996, Ribeiro and Machado 2007, Nebauer
et al. 2011, Ribeiro et al. 2012).

When comparing citrus trees grafted on Rangpur lime and Swingle citrumelo rootstocks,
the ones on Rangpur lime showed higher shoot growth and higher root starch consumption
under favorable conditions for plant growth (Bueno et al. 2012). Those results suggested that
Rangpur lime is more efficient in mobilizing carbohydrate reserves and using the energy and

carbon for vegetative growth in sink organs. Accordingly, we have found that root carbohydrate
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accumulation is related to leaf starch degradation and low leaf carbohydrate concentration in
citrus trees grafted on Rangpur lime and facing water deficit (Pedroso et al. 2014). In fact,
Rangpur lime is known to improve the performance of citrus trees under water deficit (Ribeiro
and Machado 2007, Magalhdes Filho et al. 2008, Bueno et al. 2012, Pedroso et al. 2014;
Miranda et al. 2020) but the role of source-sink balance in enhancing the growth of citrus trees
under water deficit remains unexplored.

Higher frequency and severity of drought events are predicted in climate change
scenarios (Thornton et al., 2014, IPCC 2013) and the resilience of both natural and crop fields
depends on how plants face such environmental challenge. As roots are responsible for the
uptake of water and nutrients and are the first sensors of soil water availability, we hypothesized
that citrus performance under water deficit is associated with the rootstock ability in importing
photoassimilates. By supplying plants with '*C and following its allocation, we aimed to assess
the sink strength of three citrus rootstocks species and reveal how leaf gas exchange and plant

growth are modulated under drought.

Materials and methods

Plant material

Ten-month old Valencia orange [Citrus sinensis (L.) Osbeck] plants grafted on Swingle
citrumelo [Citrus paradisi Macf x Poncirus trifoliata (L.) Raf.], Rangpur lime (Citrus limonia
Osbeck), or Sunki mandarin (Citrus sunki Hort. ex Tanaka) rootstocks were grown in plastic
bags (4.5 L) containing commercial organic substrate composed of pine bark (Tropstrato V8

Citrus, Vida Verde, Mogi Mirim SP, Brazil) under greenhouse conditions.

Experimental design

Citrus plants with similar height and leaf area were pruned and moved to a growth
chamber (PGRI15, Conviron, Winnipeg MB, Canada) at 30/20°C (day/night), 12-hour
photoperiod (7h00-19h00), photosynthetically active radiation (Q) of 800 umol m? s™!, and air
vapor pressure deficit (VPD) lower than 2.0 kPa. Plants remained in such environmental

conditions for eight days, when shoot sprouting was noticed.
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An initial evaluation of six well-hydrated plants was performed to characterize citrus
trees and then plants were enriched with '3C by supplying '*CO», as done by Freund and
Hegeman (2017). Then, plants were grouped into two lots of 6 plants each and one lot was
subjected to water withholding for 14 days while the other remained well-watered (Figure S1).
Well-watered plants (Control) were maintained under substrate moisture around 80% of the
maximum water storage capacity (MWC) throughout the experimental period. For drought-
stressed plants (WD), irrigation was stopped until the substrate reaches ~25% MWC at the end
of the experimental period. Substrate moisture was monitored by weighing the bags (substrate
+ plant) daily with an electronic scale and water supply was done to keep moisture ~80% MWC
for control plants, following Pedroso et al. (2014). At the beginning of the experiment, all plants

were similar in size and substrate moisture was ~80% MWC.

Enriching plants with *CO2

Acrylic chambers (31 L) equipped with an airtight sealing system composed of a rubber
layer pressed by an acrylic cover through lateral clips were used for supplying *COz to plants
(Figure 1). The acrylic cover contained a device that made it possible to apply the enriched gas
while preventing leakage. The transparent acrylic allowed Q of 700 umol m™ s™! to reach plants
and air temperature inside the chambers ranged from 30 to 32 °C. The '3CO» gas was obtained
from a 10 L cylinder with 99% '3C (Cambridge Isotope Laboratories, Tewksbury MA, USA).
A device regulated the gas flow from the cylinder to a 20 mL syringe (Figure 1). Afterwards,
the gas inside the syringe was injected manually into the chamber. For the enrichment
procedure, the plant substrate was isolated with a plastic bag to avoid '*COz supply to roots.
Citrus plants remained inside the chambers for 30 min before the first application of *CO,, a
period necessary to reduce the air '>CO, concentration and, consequently, stimulate stomatal
opening. Each chamber received four applications of 20 mL '*CO; in intervals of 40 min
between applications. An application of 20 mL '*CO; resulted in approximately 700 umol CO»
mol! inside the chamber, which was reduced to 400 pmol CO2 mol™! within 15 min. *CO»
supply was done when plants were well-hydrated, between 9h00 and 12h00, period of highest
photosynthetic activity (Ribeiro et al. 2009). This procedure was repeated for three consecutive

days for each rootstock species.
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Leaf gas exchange and photochemistry

Leaf gas exchange was measured using an infrared gas analyzer (LI-6400F, LI-COR,
Lincoln NE, USA), under air CO> concentration (~400 umol mol™) and Q of 800 pmol m2s!.
CO, assimilation (A,), stomatal conductance (gs), transpiration (E) and intercellular CO>
concentration (Cj) were measured in mature leaves positioned at the apex of plant shoot.
Measurements were taken every two days during the experimental period, between 9h00 and
10h00, in six plants of each rootstock in each water condition. Chlorophyll fluorescence was
measured with a modulated fluorometer (LCF6400-40, LI-COR, Lincoln NE, USA) attached to
the LI-6400F system. In light-adapted leaves, the same used in gas exchange, a light saturation
pulse (A =630 nm, Q ~ 6000 umol m? s, 0.8 s) was applied to evaluate the effective quantum
yield of photosystem Il [@psi= (Fm’—F)/Fi’], in which Fy,’ is the maximum fluorescence signal

and F; is the steady state fluorescence signal (Rohacek 2002).

Leaf water potential

Leaf water potential (y) was measured with a pressure chamber (model 3005,
Soilmoisture Equipment Corp., Santa Barbara CA, USA), using leaves similar to those in which
photosynthesis was evaluated. ¢ was measured at the end of the experimental period, between
11h00 and 12h00, just after measuring leaf gas exchange and chlorophyll fluorescence. Again,

we evaluated six plants of each rootstock in each treatment.

Phloem sap extraction

Phloem sap was collected according to Devaux et al. (2009). Approximately 2/3 of plant
trunk was washed with distilled water and the entire outer part of the bark was carefully
removed by scraping with a blade. Then, the inner part of the bark containing the phloem was
detached from the central region of the trunk. Phloem fragments were washed and inserted in 4
mL plastic tubes filled with distilled water. The tubes were stored under -20°C until the isotopic
analysis. Sap samples were collected before the '3CO, enrichment and 14 days after water

withholding, using six plants of each rootstock in each water condition.
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Biometry

Mature leaves, the main trunk, new shoots (developed during the experiment), coarse
roots (> 2 mm in diameter) and fine roots (< 2 mm in diameter) were harvested and dried in an
oven with forced air circulation at 60 °C until constant weight. Biometric evaluations were
performed before the *CO; enrichment and at the end of water withholding period. For new
shoots and fine roots, we calculated the relative growth rate (RGR): RGR = [(In*DM2—-
In*DM1)/t2—t1], where In*DM?2 and In*DM1 are the natural logarithm of the final (DM2) and
initial (DM1) values; and t2 and t1 are the final (t2) and initial (t1) evaluations, in days (Beadle
1993). Dry samples of new shoots, mature leaves, main trunk and fine roots were crushed in a
cryogenic mill (SPEX, SamplePrep, Geno/Grinder 2010, London, UK), by placing samples in

individualized vials with three steel balls in liquid nitrogen.

Carbohydrates

Dry samples of mature leaves and fine roots were used to quantify total soluble sugars,
sucrose and starch concentration. The total soluble sugars and sucrose concentration were
assayed in 75 mg samples after extraction in a 3 mL of methanol:chloroform:water (MCW,
12:5:3 v:v:v), according to Bieleski and Turner (1966). The total soluble sugars were quantified
by the phenol-sulfuric method (Dubois et al. 1956), using 5 uL (leaf) or 10 puL (root) of the
MCW extract. Sucrose analysis was performed according to van Handel (1968), in 15 uL of
the MCW extract. After extraction of soluble sugars, the precipitate was dried at room
temperature until complete evaporation of the ethanol. Starch was then quantified by the
enzymatic method described by Amaral et al. (2007), using 500 pL (120 U mL™") of o-amylase
(EC 3.2.1.1) of thermostable Bacillus licheniformis (code E-ANAAM, Megazyme, Bray,
Ireland) and 500 pL (30 U mL™!") of amyloglucosidase (EC 3.2.1.3) from Aspergillus niger (code
E-AMGPU, Megazyme, Bray, Ireland).

Isotopic analysis

Dry and ground samples (60 to 70 pg) of new shoots (young leaves and branches),
mature leaves, main trunk and fine roots were weighed on a highly sensitive analytical balance

(XP6, Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland) and packed in tin cylindrical capsules model
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D1106 (Elemental Microanalysis Limited, Okehampton, UK). For phloem sap analysis, 2 mL
of each sample were transferred to a microcentrifuge tube and then centrifuged at 3500 rpm for
5 min (CT-4000, Cientec, Belo Horizonte MG, Brazil) to remove any trace of plant tissue. After
centrifugation, 1 pL of each sample was packed in tin capsules, as described above. The
capsules were inserted into the elemental analyzer EA (EA 1108, Fisons, Milan, Italy) coupled
to an isotopic ratio mass spectrometer IRMS (Delta S, Finnigan Mat, Bremen, Germany) to
perform the isotopic analysis. After combustion in EA, sample CO» was transferred to the IRMS
through the gas interface (ConFlo III, Finnigan Mat, Bremen, Germany) and *CO,/'*CO; ratio
(R = 3C/™*C) and the mass of total carbon isotopes (mtC = m>C + m'>C) were determined in
each sample. Atom fraction (x/?C) is expressed as x'°C = R/ 1+R) (Coplen 2011) and the mass
fraction of total carbon isotopes (xtC) as xtC = (mtC/sample mass). To determine the total mass
of 13C in each organ (m'? Corgan), x3C was converted into mass fraction *C (x’3Cy), following
Scrimgeour and Robinson (2004). Considering the mass of each organ, total mass of '*C in each
organ was calculated as: m’>Coran=(x"Cp)*(0rgan mass)*(xtC). The relative 1*C accumulation
in each organ was obtained by the m!?Co gan/m'? Cpiam ratio. Total accumulation of '*C in plant
(m"*Cpianr) was the sum of new shoots, mature leaves, main trunk and roots. For estimating of
relative and total '*C accumulation in roots, we considered the isotopic composition of fine

roots.

Statistical analysis

The experiment was carried out in a completely randomized design, and data were
analyzed using Bayesian statistics and the JASP software (https://jasp-stats.org), with water
regimes and rootstocks as sources of variation. When significant effects of the water regimes
or rootstocks were detected, mean values (n=6) were compared using Bayes Factor (BFio).
Bayes Factors as evidence for the alternative hypothesis (Hi) followed Miranda et al. (2020),
with weak support to Hi when 1<BF;0<3, positive support to Hi when 3<BF;0<20, and strong

support to the alternative hypothesis when BF;¢>20.
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Results

Leaf water potential, gas exchange and photochemistry

Substrate moisture was gradually reduced after water withholding, reaching ~25%
MWC after 14 days (Figure 2a), when plants under water deficit (WD) showed a significant
reduction in y as compared to control plants, regardless of the rootstock (Figure 2b). However,
plants grafted on Rangpur lime showed higher y than ones grafted on the other rootstocks under
water deficit (Figure 2b).

As an expected response to low water availability, reductions in An, gs and E were
noticed on all rootstock species (Figure 3). While leaf gas exchange of plants grafted on
Rangpur lime was reduced after four days of water deficit (Figure 3e-g), ones grafted on
Swingle citrumelo showed such reduction after six days (Figure 3a-c) and plants grafted on
Sunki mandarin exhibited the lowest E values only after eight days of water shortage (Figure
31-k). Increases in C; were found in plants grafted on Swingle citrumelo and on Sunki mandarin
after 10 or 12 days of water deficit, respectively (Figure 3d, 1). Plants grafted on Rangpur lime
did not present any increase in C; under water deficit and exhibited higher A, than ones grafted
on the other species at the maximum water deficit (Figure 3a, e, 1). While ®psi was unaffected
by low water availability in plants grafted on Rangpur lime, ones grafted on Swingle citrumelo
and Sunki mandarin showed decreases in ®psy after 8 and 14 days of water deficit, respectively

(Figure 4).

Plant growth

Regardless of the rootstock, water deficit reduced biomass accumulation in new shoots
during the experimental period (Figure 5a). Interestingly, only plants grafted on Rangpur lime
showed increases in biomass of fine roots under water deficit (Figure 5b). Growth of new shoots
(RGRns) was decreased in plants under water deficit on all three rootstocks (Figure Sc), while
fine root growth (RGREr) increased only in plants grafted on Rangpur lime (Figure 5d), with a
six-fold increase as compared to the control plants. On the other hand, non-significant changes
were found in biomass of older organs (mature leaves, trunk and coarse root) throughout the
experimental period, with exception of coarse roots in Sunki mandarin — which had lower

biomass under drought (Figure S2).
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Changes in carbohydrate concentration in roots and leaves

Despite the rootstock, plants showed accumulation of sucrose and total soluble sugars
in fine roots under water deficit (Figure 6e, f) and there was no difference between treatments
when considering mature leaves (Figure 6b, c¢). Under water deficit, only fine roots of Swingle
citrumelo showed starch accumulation (Figure 6d) while decreases in leaf starch concentration
were found on all three rootstocks (Figure 6a). Increases in sucrose and total soluble sugar
concentration were found in fine roots under water deficit. Increases in total soluble sugar
varied among rootstocks: +57% in Rangpur lime; +231% in Swingle citrumelo; and +104% in

Sunki mandarin (Figure 6f).

BCO; enrichment and 3C allocation

Non-enriched citrus plants showed negative §'°C, while *C-enriched ones showed
positive §'°C in all organs and sap (Table S1). Regardless the rootstock and water conditions,
relative '*C accumulation was higher in roots.

Similar relative '*C accumulation among new shoots and leaves of plants grafted on
Swingle citrumelo indicates homogeneous partitioning of photoassimilates under well-watered
conditions (Figure 7a). In relation to other organs, relative '3C accumulation in new shoots on
Swingle citrumelo was reduced under water deficit (Figure 7a). Comparing a given organ under
varying water availability, we found that the '*C accumulation was reduced (-81%) in new
shoots and increased in leaves (+21%) of plants grafted on Swingle citrumelo under water
deficit (Figure 7b). In well-hydrated plants grafted on Rangpur lime, the relative '*C
accumulation was lower in leaves and trunk than in new shoots (Figure 7c). When plants faced
water deficit, there was less >C accumulation in new shoots and similar accumulation between
leaves and trunk (Figure 7c). While plants grafted on Rangpur lime had a significant reduction
(-60%) of '*C accumulation in new shoots, '*C accumulation increased 10% and 25% in leaves
and roots under water deficit, respectively (Figure 7d). When considering '3C accumulation
among organs, we found lower '*C allocation to leaves of plants grafted on Sunki mandarin
maintained well-watered (Figure 7e). Under water deficit, new shoots and leaves exhibited the
lowest '*C accumulation in plants grafted on Sunki mandarin (Figure 7e). Comparing the same
organ between water conditions, 13C accumulation increased (+33%) in leaves and reduced (-

39%) in new shoots of plants grafted on Sunki mandarin under water deficit (Figure 7f).
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Discussion

Drought sensing and plant performance under water deficit are affected by rootstocks

Decreases in y and leaf gas exchange and an altered pattern of plant growth indicated
morpho-physiological adjustments to low water availability (Figures 2b, 3 and 5). While these
overall responses were already expected (Garcia-Sanchez et al. 2007, Smith and Stitt 2007;
Erismann et al. 2008, Shao et al. 2008), they revealed significant differences on how rootstocks
modulate the performance of citrus trees under water deficit. Higher stomatal sensitivity to
varying water availability was found in plants grafted on Rangpur lime, unlike on the other
rootstocks (Figure 3f). Such stomatal sensitivity was followed by less pronounced decline in v,
less reduction in A, and insensitivity of primary photochemistry on Rangpur lime at the
maximum water deficit (Figures 2b, 3e and 4). Taken together, we may argue that such ability
of Rangpur lime in sustaining photosynthesis under drought was associated with early stomatal
closure for reducing water loss through transpiration and then preserving leaf water status under
low water supply.

Early stomatal closure suggests that Rangpur lime rootstock is able to detect subtle
variation in substrate water availability. While plants grafted on Rangpur lime and on Sunki
mandarin presented gradual stomatal closure under water deficit, ones grafted on Swingle
citrumelo experienced an abrupt gs reduction after six days of water withholding (Figure 3b, f,
J)- Besides stomatal limitation found at early stages of water deficit, our data suggest that low
photosynthesis was caused by photochemical impairment in plants grafted on Swingle
citrumelo and Sunki mandarin under severe water deficit (Figure 4a, c). In addition, reduced
Rubisco carboxylation cannot be ruled out as a cause of low citrus photosynthesis under severe
water deficit (Vu and Yelenosky 1988).

Although leaf CO; assimilation was reduced under low water availability, only plants
grafted on Rangpur lime showed no photochemical damage and were able to sustain
photosynthetic activity even under severe water deficit (Figures 3e and 4b), which favoured the

photoassimilate supply to sink organs.
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Carbon allocation as affected by rootstocks in citrus trees under water deficit

BC accumulation revealed that '>C enrichment was satisfactory and citrus plants
assimilated and distributed '*C among organs (Table S1). Such photoassimilates are commonly
used in respiration and synthesis of other compounds, which are stored or incorporated into the
cell structures (Epron et al. 2012). While limiting water loss, stomatal closure also constrains
photoassimilate synthesis (Chaves and Oliveira 2004, Flexas et al. 2006) and this condition
leads to readjustments of energy demand and supply, compromising plant growth (Sharp 2002,
Smith and Stitt 2007). In fact, such plant responses to water deficit were found herein (Figures
3 and 5). Limited growth represents a primary response to water deficit, allowing energy saving
and resource redistribution to priority organs (Muller et al. 2011, Verslues 2017). Carbon
surplus may be accumulated in roots as carbohydrates, which play a double role as transitory
carbon and energy stocks in citrus trees (Dovis et al. 2014) and contribute to osmotic adjustment
under water deficit (Hummel et al. 2010).

Our data suggest that the water deficit changed the carbon dynamics in plants under
water deficit, reducing growth of new shoots (Figure 5a, c¢) and causing low leaf starch
concentration (Figure 6a) and accumulation of non-structural carbohydrates (NSC) in all
rootstocks (Figure 6e, f). However, the accumulation of NSC was smaller in Rangpur lime as
compared to the others (Figure S3). This finding was associated with a significant increase in
biomass of fine roots found only in plants grafted on Rangpur lime under water deficit (Figure
5b, d). Then, less NSC accumulation in Rangpur lime rootstock would indicate a large
consumption of resources for promoting root growth rather than a low supply of

photoassimilates by leaves.

Sink strength of citrus rootstocks under water deficit

While plants grafted on Swingle citrumelo showed the largest increase in total soluble
sugars in roots under water deficit (Figure 6¢), only plants grafted on Rangpur lime exhibited
increases in root growth under low water availability (Figure 5d). Such ability of Rangpur lime
in increasing sink strength under water deficit became more evident through the '*C allocation
under water deficit (Figure 7c, d): increases of 25% in '*C allocation to roots (Figure 7d).
Increased partitioning of photoassimilates to produce energy and provide C skeletons for

growth is associated with increases in root respiration (Liu et al. 2020), a likely process
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upregulating sink strength in Rangpur lime rootstock. Although the maintenance of root growth
represents an energy expenditure, fine roots uptake water more efficiently and are metabolically
more active, showing high respiratory demand for photoassimilates (Brunner et al. 2015).
Assuming that Rangpur lime rootstock has high respiratory activity, we would suggest that 1*C
accumulation was even higher as there are '3C losses in mitochondria. However, such
hypothesis remains to be explored in future research.

As plant hormones shape developmental processes and then influence sink strength
(Kuiper, 1993), regulatory adjustments to coordinate photoassimilate partitioning likely involve
signalling and hormonal regulation (Sharp et al. 2004). Gibberillins (GAs) act on the source-
sink metabolism, regulating the phloem translocation process through the induction of
extracellular invertase. The interaction between plant hormones and the involvement of abscisic
acid (ABA) should also be considered when studying adaptative responses in source-sink
relationship to water deficit (Gomes et al. 2003, Gomes et al. 2004). ABA plays an important
role in integrating several stress signals and controlling plant responses to stressful conditions,
such as water deficit (Tuteja 2007, Vishwakarma et al. 2017). Unraveling the regulatory
mechanisms and altered metabolic pathways in Rangpur lime rootstock under water deficit is
the next step towards the understanding of physiological and metabolic strategies related to sink

strength that benefit citrus trees under low water availability.

Conclusion

Rangpur lime rootstock has the ability to increase sink demand by photoassimilates and
then root growth under water deficit, showing more stomatal sensitivity to the initial variation
of water availability than Swingle citrumelo and Sunki mandarin rootstocks. As consequences,
plants grafted on Rangpur lime have higher leaf water status and photosynthesis than ones
grafted on Swingle citrumelo or Sunki mandarin rootstocks under severe water deficit. Overall,
we revealed one more facet of the complex mechanism related to drought tolerance induced to
citrus trees by Rangpur lime, linking altered source and sink activities to root growth under
water deficit. Even without elucidating the mechanistic and morphological aspects behind sugar
partitioning in citrus trees, our data show clearly that carbon supply to rootstock is a key element

for improving plant performance in rainfed areas.
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List of figures

Figure 1. Side (a) and top (b) view of the chamber used for enriching plants with *CO, and (c)
visual aspect of plants inside a growth chamber. '3CO; cylinder with apparatus used for the gas

transfer (d).

Figure 2. Percentage variation of the maximum water storage capacity of substrate (MWC)
during the experimental period (a) and leaf water potential (b) of Valencia orange plants grafted
on Swingle citrumelo, Rangpur lime or Sunki mandarin maintained well-watered (Control) or
under water deficit (WD). In (a), each point represents the mean value (n=6) + standard
deviation. In (b), measurements were taken 14 days after water withholding and boxplots
consider the median, the 25" and 75" percentiles, the error bars indicate range within 1.5 IQR
and ¢ indicates outliers (n=6). Asterisks indicate statistical differences between water
treatments (BF10>20), and capital letters indicate statistical differences among rootstocks under

water deficit (BFi0>3).

Figure 3. Leaf CO; assimilation (A,), stomatal conductance (gs), transpiration (E) and
intercellular CO2 concentration (C;) in mature leaves of Valencia orange plants grafted on
Swingle citrumelo, Rangpur lime or Sunki mandarin maintained well-watered (Control) or
under water deficit (WD). Each point represents the mean value (n=6) + standard deviation. *
and ** indicate statistical differences between water treatments at BFjo >3 and >20,

respectively.

Figure 4. Effective quantum yield of photosystem II (®psir) in mature leaves of Valencia orange
plants grafted on Swingle citrumelo, Rangpur lime or Sunki mandarin maintained well-watered
(Control) or under water deficit (WD). Each point represents the mean value (n=6) + standard
deviation. * and ** indicate statistical differences between water treatments at BF9 >3 and >20,

respectively.

Figure 5. New shoot dry mass (NSDM, a), fine root dry mass (FRDM, b) and relative growth
rates (c; d) of new shoots (RGRns, ¢) and fine roots (RGRrr, d) of Valencia orange plants
grafted on Swingle citrumelo, Rangpur lime or Sunki mandarin maintained well-watered
(Control) or under water deficit (WD). Measurements were taken 14 days after water
withholding and boxplots consider the median, the 25" and 75" percentiles, the error bars
indicate range within 1.5 IQR and ¢ indicates outliers (n=6). * and ** indicate statistical

differences between water treatments at BFio >3 and >20, respectively
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Figure 6. Starch (Sta, a, d), sucrose (Suc, b, e) and total soluble sugars (SS, c, f) concentrations
in mature leaves (a-c) and fine roots (d-f) of Valencia orange plants grafted on Swingle
citrumelo, Rangpur lime or Sunki mandarin maintained well-watered (Control) or under water
deficit (WD). Measurements were taken 14 days after water withholding and boxplots consider
the median, the 25" and 75" percentiles, the error bars indicate range within 1.5 IQR and ¢
indicates outliers (n=6). * and ** indicate statistical differences between water treatments at

BF10>3 and >20, respectively

Figure 7. Relative '*C accumulation (a, c, ) and relative '*C variation due to water deficit (b,
e, f) in new shoots, mature leaves, main trunk and roots of Valencia orange plants grafted on
Swingle citrumelo, Rangpur lime or Sunki mandarin maintained well-watered (Control) or
under water deficit (WD). Measurements were taken 14 days after water withholding. Capital
letters indicate statistical differences among organs within a water regime, and * indicates

significant change due to water deficit (BF0>3).
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Table S1. §'3C (%o) in new shoots, mature leaves, main trunk, fine roots and phloem sap of

Valencia orange plants grafted on Swingle citrumelo, Rangpur lime or Sunki mandarin before

13CO; enriching plants (Natural) and 14 days after '*CO; enriching in plants maintained

irrigated (Control) or under water deficit (WD).

Rootstock Condition = New shoots Leaves Trunk Fine roots  Phloem sap
Swingle Natural --- -28.6+0.3 -28.1+0.5 -27.2+0.5 -27.6x1.0
citrumelo  Control 37725 b 435£50a  545+124a 811+342a 568+60 b
WD 851£116 a 416+75a 644+112a 881x184a 754471 a
Rangpur Natural --- -24.1+0.3 -24.740.8 -23.9+0.9 -21.240.4
lime Control 493492 b 417435 a 350464 a 429+138a 517485 a
WD 815223 a 439466 a 359+16 a 521485 a 552472 a
Sunki Natural --- -24.2+1.8 -26.2+0.6 -26.4+0.5 -24.5+0.6
mandarin  Control 751£90 b 443462 a 278467 a 197+89 a 575£55b
WD 1333£156a  516+124 a 304+43 a 255+¢72 a 694+102 a

For a given rootstock, different letters indicate statistical difference between control and WD

conditions (BF10>3). Mean values (n=6) + standard deviation.
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Reduction of water availability

Enrichment A
with 13C { \
Initial Final
evaluation ‘ evaluation
0 1 2 3 0 2 4 6 8 10 12 14

| Monitoring of gas exchanges every 2 days |

Figure S1. Schematic representation of the experimental period.
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Figure S2. Leaf (LDM, a), trunk (TDM, b), and coarse root (CRDM, c¢) dry mass of Valencia

orange plants grafted on Swingle citrumelo, Rangpur lime or Sunki mandarin maintained well-
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watered (Control) or under water deficit (WD). Measurements were taken 14 days after water

withholding and boxplots consider the median, the 25" and 75" percentiles, the error bars

indicate range within 1.5 IQR and ¢ indicates outliers (n=6). * indicates statistical difference

between water regimes at BFio >3.
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Figure S3. Non-structural carbohydrate (NSC) concentration in mature leaves (a) and fine roots
(b) of Valencia orange plants grafted on Swingle citrumelo, Rangpur lime or Sunki mandarin
maintained well-watered (Control) or under water deficit (WD). Measurements were taken 14
days after water withholding and boxplots consider the median, the 25™ and 75" percentiles,
the error bars indicate range within 1.5 IQR and ¢ indicates outliers (n=6). * and ** indicate
statistical differences between water treatments at BF10 >3 and >20, respectively. Capital letters

indicate statistical differences among rootstocks under water deficit (BFi0> 3).
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Mapeamento metabdlico da resisténcia a seca induzida por porta-enxertos

de citros

Resumo

Desvendar os mecanismos fisioldgicos que conferem tolerdncia a seca ao porta-enxerto
limoeiro Cravo é uma estratégia eficaz para o desenvolvimento de novos porta-enxertos citricos
capazes de garantir aos pomares um bom desempenho em periodos de escassez de 4gua e menor
vulnerabilidade a disseminacdo de doengas. Este estudo combinou andlises fisiolégicas com a
andlise de perfil metabdlico de raizes e folhas de plantas de laranjeira Valéncia enxertadas em
citrumeleiro Swingle, limoeiro Cravo ou tangerineira Sunki, mantidas irrigadas ou submetidas
ao deficit hidrico e reidratacdo, a fim de identificar particularidades do limoeiro Cravo.
Diferente das demais espécies, o limoeiro Cravo respondeu a variacao inicial da disponibilidade
de 4gua priorizando o crescimento radicular em detrimento da parte aérea. Nas raizes, o perfil
metabolico exibiu down-regulation do metabolismo de nucleotideos e das vias do chiquimato
e aspartato, vinculado a up-regulation de arginina e citrulina, estimulando na parte aérea maior
suprimento alternativo de energia e acimulo de arginina. Em resposta a reidratacdo apresentou
maior eficiéncia no uso do nitrogénio, acumulando em maior propor¢do compostos com maior
razdo N/C. Nossos resultados sugerem que esses ajustes metabdlicos diferenciados podem estar
envolvidos na resisténcia do limoeiro Cravo a seca, e representam dados relevantes para o
direcionamento de novos estudos.

Palavras-chave: estresse abidtico, metaboldomica, limoeiro Cravo, raiz, metabdlitos primérios.
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Introducao

O género Citrus (Citrus spp.) inclui espécies arboreas nativas de regides tropicais e
subtropicais da Asia (Roose et al., 2015), mas o seu cultivo ocorre em diversos paises, incluindo
Brasil, China e Estados Unidos, e representa uma importante atividade econdmica. Nesse
cendrio, o Brasil é o maior produtor de laranja (Iglesias et al., 2007; Foreign Agricultural
Service/USDA, 2019). Como uma cultura perene, as arvores citricas estdo submetidas a
varia¢do sazonal da disponibilidade de d4gua ao longo do seu ciclo de desenvolvimento (Ribeiro
et al., 2006), o que torna essa cultura suscetivel aos eventos de seca previstos pelo atual cenério
de mudancas climaticas (IPCC, 2013).

Uma estratégia eficaz para lidar com periodos de escassez de dgua na citricultura é
a escolha de um porta-enxerto resistente ao déficit hidrico. O limoeiro Cravo é uma das espécies
de porta-enxerto mais utilizadas na citricultura brasileira porque apresenta diversas
caracteristicas de interesse agrondmico somada a capacidade de induzir bom desempenho
fisiolégico e produtivo sob déficit hidrico (Mourdo Filho et al., 2007; Ribeiro et al., 2014). No
entanto, cientes de que a baixa diversificacdo do uso de porta-enxertos torna os pomares citricos
vulnerdveis a outros estresses bidticos e abidticos (Pompeu Junior, 2005), existe grande
interesse em investigar os mecanismos fisioldgicos que conferem a este porta-enxerto a
resisténcia a seca como um primeiro passo para o desenvolvimento de novos porta-enxertos
igualmente resistentes.

Entre as caracteristicas do limoeiro Cravo destacam-se a alta condutividade
hidraulica (Medina & Machado, 1998), maior capacidade de redistribui¢cao hidraulica (Miranda
et al., 2018) e manuteng¢do do crescimento radicular sob déficit hidrico (Magalhies Filho et al.,
2008; Pedroso et al., 2014). Todavia, as bases morfo-fisiologicas que conferem a resisténcia a
seca ao limoeiro Cravo ainda ndo foram totalmente compreendidas.

O déficit hidrico resulta da disponibilidade insuficiente de 4gua no solo para atender
a demanda de uma determinada planta em um determinado momento, resultando em uma
mudanga no status da dgua na planta (Tardieu et al., 2018). A redugdo da abertura estomatica
como primeira resposta para limitar a perda de dgua, consequentemente reduz a fotossintese
(Flexas et al., 2006) e afeta o crescimento a medida que ajustes fisiolégicos sdo desencadeados
para equilibrar a oferta e a demanda de energia no organismo vegetal (Smith & Stitt, 2007).

Considerando que a aclimatacdo a seca envolve a reconfiguragdo de varias vias
metabolicas (Shulaev et al., 2008), a identificacdo dessas vias seria uma forma de entender a

suscetibilidade diferencial de plantas citricas a seca (Llanes, 2018). Nesse contexto, a
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metabolomica, andlise exploratéria que oferece uma visdo abrangente de metabdlitos que
participam de diferentes eventos celulares, tem sido utilizada como ferramenta para avaliar as
respostas das plantas aos estresses abidticos (Ghatak et al., 2017; Kumar et al., 2017).

Os metabolomas de espécies vegetais submetidas ao déficit hidrico geralmente
apresentam acimulo de metabdlitos que atuam no ajustamento osmotico, na estabilidade de
biomembranas e proteinas, e na eliminacio de espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas
sob condi¢des de estresse (Guo et al., 2018; Michaletti et al., 2018). Ativacdo da sintese de
prolina e poliaminas, ativagao das vias de catabolismo de aminoacidos de cadeia ramificada
(BCAAs) e ativacdo de vias de biossintese de agucares como a trealose e a rafinose, sdo
respostas comuns (Mata et al., 2016).

O metaboloma de porta-enxertos de videiras sob déficit hidrico, espécie lenhosa e
perene como 0s citros, apresentou aumento nos niveis de aminodcidos, agucares e poliodis,
enquanto os 4cidos orgénicos intermedidrios do ciclo do 4cido tricarboxilico (TCA) foram
reduzidos, ou seja, as plantas responderam ao déficit hidrico através de ajuste osmdtico,
modulacdes do metabolismo de carbono e nitrogénio e alteragdes na funcionalidade
mitocondrial (Prinsi et al., 2018).

Considerando o contexto apresentado, andlises fisiologicas e a andlise do perfil de
metabolitos primdrios de raizes e folhas foram combinadas para identificar alteracdes
metabdlicas induzidas por porta-enxertos citricos em resposta ao déficit hidrico e a reidratacdo.
Além do limoeiro Cravo, foram avaliados o citrumeleiro Swingle e a tangerineira Sunki, porta-
enxertos de resisténcia moderada a seca e também muito utilizados na citricultura brasileira
(Girardi et al., 2017).

Como hipétese, o melhor desempenho do limoeiro Cravo sob déficit hidrico seria
resultado de alteracOes metabdlicas diferenciadas das demais espécies. A identificacdo de
metabolitos relacionados ao déficit hidrico e a discriminac¢do de vias metabdlicas das quais estes
metabolitos podem atuar, contribuiria para ampliar a compreensdo dos mecanismos gerais
desenvolvidos pelas plantas citricas em resposta a seca. Ainda, a identificacdo de metabdlitos
que distinguem o limoeiro Cravo dos demais porta-enxertos poderia direcionar novos estudos
com maior enfoque apenas nos metabdlitos de interesse, o que posteriormente permitiria aplicar

esse conhecimento no desenvolvimento de novas espécies citricas resistentes a seca.



56

Material e métodos

Material vegetal

Este estudo foi realizado com plantas de laranjeira Valéncia [Citrus sinensis (L.)
Osbeck] enxertadas em citrumeleiro Swingle [Citrus paradisi Macf x Poncirus trifoliata (L.)
Raf.], limoeiro Cravo (Citrus limonia Osbeck) ou tangerineira Sunki (Citrus sunki Hort. ex
Tanaka), de aproximadamente 10 meses de idade, cultivadas em sacos plasticos (4,5 L)
contendo substrato organico comercial de casca de pinus (Tropstrato V8 Citrus, Vida verde,

Mogi Mirim SP, Brasil) e crescidas em casa de vegetagao.

Estratégia experimental

Plantas similares (altura e area foliar) foram podadas e transferidas para uma camara
de crescimento (PGR15, Conviron, Winnipeg MB, Canada) com temperatura de 30/20°C
(dia/noite), fotoperiodo de 12 horas (7h00 - 19h00), radiacdo fotossinteticamente ativa (Q) de
800 umol m™ s! e déficit de pressdo de vapor do ar (DPV) mantido inferior a 2,0 kPa. As
plantas foram aclimatadas por aproximadamente oito dias, quando houve o surgimento das
brotagdes. Apenas trés brotacdes foram mantidas em cada planta, dando prioridade para aquelas
presentes no dpice do caule. Apds a aclimatacdo, as plantas foram agrupadas em dois lotes. Um
lote permaneceu irrigado, mantendo-se a umidade do substrato proxima a 80% da capacidade
maxima de armazenamento de dgua no substrato (CMA) durante todo o periodo experimental
(Controle). O outro lote foi submetido a restricao hidrica controlada (DH), ou seja, a irrigacao
fol suspensa até o substrato alcangar aproximadamente 25% da CMA, a qual foi mantida até o
momento da reidratacdo. Os valores de 25% e 80% da CMA foram obtidos pesando-se o
conjunto substrato + planta. Primeiramente foi calculada a massa do substrato saturado com
dgua (100% de CMA) e a massa do substrato seco para a determinagdo da quantidade de dgua
retida. Considerando esses valores somados a massa média da planta, foi calculada a massa do
conjunto substrato + planta referente a 25% e 80% da CMA. A umidade foi monitorada
diariamente através da pesagem das plantas com uma balanga eletronica, seguida da reposi¢ao
de dgua quando necessdrio. No inicio do experimento todas as mudas foram padronizadas,
apresentando biomassa similar. De acordo com a disponibilidade de dgua no substrato das

plantas sob déficit hidrico, o periodo experimental foi dividido em trés fases. O periodo
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experimental teve inicio quando todas as plantas estavam hidratadas, momento em que a
irrigacdo das plantas foi suspensa. Apds 18 dias o substrato das plantas sob déficit hidrico
atingiu 25% da CMA, periodo correspondente a fase I caracterizada pela reducdo da
disponibilidade de dgua. Essa condic¢ao hidrica (25% da CMA) foi mantida por mais 15 dias,
periodo correspondente a fase II, caracterizada pelo déficit hidrico controlado. Apds 33 dias
sob déficit hidrico, as plantas foram reidratadas durante 6 dias, periodo correspondente a fase

III, conforme esquema experimental apresentado na figura 1.

Fase | Fase Il Fase lll
Redugéo da disponibilidade de agua (RDA) Déficit hidrico controlado (DHC) Reidratagéo (RE)
(18 dias ) (15 dias ) (6 dias )
A A A
[ Y Y )

Avaliagdo Avaliagdo l Avaliagdo ‘ | AvaliagéGo ‘

BN
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39

\ J
Y

| Monitoramento das trocas gasosas a cada 3 dias ‘

Figural. Representacdo esquemadtica do periodo experimental destacando as diferentes condic¢des
impostas ao tratamento DH.

Trocas gasosas

As trocas gasosas foram mensuradas com um analisador de gases por radiacio
infravermelha (LI-6400F, LI-COR, Lincoln NE, USA), sob concentracio de CO; do ar
ambiente (aproximadamente 400 pmol mol™!) e Q de 800 umol m™? s™!. A assimilaciio de CO>
(A), a condutincia estomadtica (gs) e a transpiracdo (E) foram mensuradas em folhas maduras e
jovens (Figura 2). Inicialmente as medidas foram realizadas em folhas desenvolvidas antes da
inducdo dos tratamentos (maduras), as quais apresentavam o limbo totalmente expandido e
estavam posicionadas na base de uma brotacio préxima ao dpice da planta. Apds o
desenvolvimento das brotacdes, essas medidas passaram a ser realizadas em folhas jovens e
completamente expandidas presentes nas ramificagdes. Essas medidas foram realizadas a cada
trés dias entre 9h00 e 12h00 durante todo o periodo experimental, em cinco plantas de cada

tratamento.
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Figura 2. Aspecto geral das plantas.
Aspecto das plantas no inicio (a), € no
final do periodo experimental (b),
destacando as folhas maduras e as folhas
jovens desenvolvidas nas ramificacdes.

Folhas jovens

Folhas maduras

Ramificagoes

| Caule principal e
-~ folhas maduras |
(a) '

(b)

Potencial de 4gua na folha

O potencial da dgua na folha foi medido com uma camara de pressao (model 3005,
Soilmoisture Equipment Corp., Santa Barbara CA, USA) em folhas semelhantes aquelas
utilizadas nas medidas de trocas gasosas. Essa medida foi realizada entre 11h00 e 12h00, ap6s
as medidas de trocas gasosas. O potencial da dgua foi mensurado no inicio do periodo

experimental e ao término das trés fases, em cinco plantas de cada tratamento.

Biometria

A parte aérea foi dividida em caule principal (caule e folhas maduras) e
ramificacdes (ramos e folhas jovens). No caule principal foi mensurado o numero de folhas,
didmetro do caule, altura, drea foliar e massa seca. Nas ramificacdes foram mensurados o
nimero de folhas, drea foliar, comprimento dos ramos e massa seca. A massa seca das raizes

também foi determinada apds secagem em estufa com circulacio forcada de ar. A drea foliar
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foi obtida com planimetro digital (LI-3000, LI-COR, Lincoln NE, USA). O material vegetal foi
desidratado em estufa a 60°C até atingir o peso constante, em seguida, a massa seca foi obtida
em balanga eletronica. Para a massa seca de raiz e massa seca de ramificag¢des foi calculada a
Taxa de Crescimento Relativo: TCR = [(Lnz — Ln;) / t2 — t1], onde Ln; e Ln; = logaritmo natural
do valor final — logaritmo natural do valor inicial; t2 — t; = nimero de dias (Beadle, 1993). As
avaliacdes biométricas foram realizadas no inicio do periodo experimental e apds as trés fases,

em trés plantas de cada tratamento.

Concentracao de amido

Amostras congeladas de raiz fina, folha madura e folha jovem foram moidas com
nitrogénio liquido e liofilizadas. Para a determinacdo do amido utilizou-se 10 mg de amostra
liofilizada, seguindo o método enzimatico descrito por Amaral et al. (2007). A leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotometro a 490 nm e a concentracdo de amido foi
determinada através de curva padrdo. Essa andlise foi realizada ao término de cada fase do

periodo experimental, em quatro plantas de cada tratamento.

Extracao de metabélitos polares

Amostras congeladas de folhas jovens, folhas maduras e raizes finas coletadas nas
trés fases do periodo experimental foram moidas em nitrogénio liquido até a obtencdo de um
p6 homogéneo de finissima granulometria. Os metabdlitos foram extraidos a partir de 15 mg
de folha e 30 mg de raiz. Pools representativos de cada material também foram preparados para
atestar a estabilidade do equipamento ao longo da andlise. A solucdo de extracdo dos
metabolitos foi composta por methyl-tertiar-butyl-ether (MTBE):metanol:4gua, 3:1:1 (v/v/v),
seguindo o protocolo descrito por Salem et al. (2016). Ao final da extracdo, uma aliquota de
150 pL da fase polar foi seca a vacuo a 4°C e armazenada a -80°C. A derivatizagdo quimica
ocorreu através da reacdo de metoximacgao, utilizando cloridrato de metoxiamina com adicao
de piridina, seguida pela reacdo de sililagdo com N-metil (trimetilsilil) trifluoroacetamina
(MSTFA), como descrito por Lisec et al. (2006). Nesta etapa, treze FAMES (Fatty Acid Methyl
Esters, Cs — C3p) foram adicionadas em cada amostra e, amostras controles (brancos) também
foram preparadas. O uso de FAMES por amostra possibilitou que o cdlculo dos indices de

retencao fosse realizado por amostra e nao através de um marcador externo.



60

Analise em GC-TOF-MS

Uma aliquota de cada amostra (1 pL) foi analisada em high-throughput gas
chromatography with time-of-flight mass spectrometer (GC-TOF-MS Pegasus HT-C, Leco,
Saint Joseph, USA) equipado com Combi-PAL autosampler e Agilent 7890 gas chromatograph
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany), com coluna de silica fundida (DB35MS) de 30
m de comprimento x 0,32 mm de didmetro interno x 0,25 um de filme. Apds a derivatizagdo,
as amostras randomizadas foram automaticamente injetadas (1 pL) em dois modos de injecdo,
split e splitless. A temperatura de injecdo foi de 230 °C, com fluxo de 2 mL min! de hélio,
iniciando apds 180 s. A temperatura inicial da coluna foi de 85 °C, mantida por 2 minutos e
aumentada 15 °C min! até atingir 360 °C, que foi mantida por 15 minutos. O efluente da coluna
foi introduzido na fonte de fons (impacto de elétrons) do GC-TOFMS. A temperatura da fonte
de fons foi de 250 °C, feixe de elétrons 70 eV e 20 espectros s sendo registrados na faixa de

m/z 85-500.

Identificacao de metabélitos e pré-processamento de dados

Os cromatogramas gerados foram exportados para o programa ChromaTOF-GC (v.
4.51.6.0, Leco) no qual foi realizado a correcdo da linha de base e a conversdo dos dados para
arquivo netCDF. Em seguida, as etapas de deconvolugdo, obten¢do do indice de retencdo,
correcdo do tempo de retencdo, alinhamento dos picos e identificacdo dos metabdlitos foram
realizadas com o auxilio do pacote TargetSearch (Cuadros-Inostroza et al., 2009; 2016) no

ambiente R (http://www.r-project.org). Esteres metilicos de 4cidos graxos (FAMEsSs)

adicionados na etapa de derivatizacdo foram usados como indices para identifica¢do de pico e,
metabdlitos foram identificados através de uma biblioteca in-house. A curadoria manual
(usando a ferramenta de visualizacao de software ChromaTOF-GC) confirmou a identidade dos
metabdlitos com intensidades de dpice de pico baixas detectadas pelo TargetSearch.

Os metabdlitos foram quantificados pela intensidade do pico de uma massa seletiva.
A intensidade de cada metabdlito foi normalizada pelo peso seco da amostra correspondente,
pela contagem i0nica total (TIC) de cada amostra e pela substitui¢do global de outliers. Por fim,
os valores obtidos para cada metabdlito foram normalizados através da divisdo de cada valor
bruto pela mediana referente a todos os valores obtidos para este mesmo metabdlito

(relativizagdo). O valor final corresponde a intensidade relativa de cada metabdlito identificado.
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Analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado. Diferencas
significativas foram calculadas por andlise de variancia unidirecional (ANOVA), e quando
detectada diferenca significativa, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (p<0,05). Os Heatmaps foram construidos usando Log? Fold Change (DH /
Controle) de intensidades médias relativizadas (n=4), através dos pacotes Complex heatmap

(Gu, 2016) e Circlize (Gu, 2014) no ambiente R (http://www.r-project.org). Apenas os

metabdlitos que foram significativamente alterados com fold change maior ou igual a 0,5 foram

apresentados na forma de Heatmap. A anélise de componentes principais (PCA) foi construida

utilizando o software online MetaboAnalyst 4.0 (http://www.metaboanalyst.ca).

Resultados

Potencial de 4gua na folha e trocas gasosas

Durante o experimento, trés fases foram definidas em termos de disponibilidade de
agua no substrato (Figura 1): fase de reducdo gradativa na disponibilidade de dgua para as
plantas, com duracdo de 18 dias (Fase I, RDA); fase com déficit hidrico maximo e controlado,
com duracdo de 15 dias (Fase II, DHC); e fase de reidratacdo do substrato, com duracdo de 6
dias (Fase III, RE). Como consequéncia da redu¢do da disponibilidade de 4gua no substrato
(Figura 3a), as plantas apresentaram reducao significativa no potencial de d4gua na folha quando
comparadas com as plantas irrigadas (Figura 3b, c, d), independente do porta-enxerto. Apos a
reidratacdo do substrato, o potencial de 4gua na folha das plantas foi recuperado e as plantas
previamente submetidas ao déficit hidrico apresentaram potencial de d4gua na folha similar ao

das plantas sempre irrigadas (Figura 3b, c, d).
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Figura 3. Variacdo porcentual da capacidade maxima de armazenamento de dgua no substrato (a) de
plantas de laranjeira Valéncia enxertadas em citrumeleiro Swingle, limoeiro Cravo ou tangerineira Sunki
sob déficit hidrico (DH), caracterizando as trés fases do periodo experimental. Cada ponto representa o
valor médio (n= 3) + desvio padrdo. Potencial de 4gua na folha (b) de plantas de laranjeira Valéncia
enxertadas em citrumeleiro Swingle, limoeiro Cravo ou tangerineira Sunki, mantidas irrigadas
(Controle) ou sob déficit hidrico (DH). Cada ponto representa o valor médio (n=5) + desvio padrdo. O
asterisco indica diferenca estatistica entre os tratamentos hidricos (p<0,05). O periodo entre 0 e 18 dias
corresponde a fase I, entre 18 e 33 dias corresponde a fase Il e entre 33 e 36 dias corresponde a fase II1.
A 4rea sombreada representa os valores obtidos apds a reidratagc@o do substrato das plantas do tratamento
DH.

Em resposta a suspensdo da irrigacdo, houve reducdo gradativa da assimilacdo
liquida de CO> (A), da condutancia estomética (gs) e da transpiragao (E), independente do porta-
enxerto (Figura 4). Nas plantas enxertadas em Cravo a reducdo significativa em A e gs ocorreu
seis dias ap0s a suspensdo da irrigacdo (Figura 4d, e), enquanto que, essa reducdo foi constatada
ap6s nove dias de suspensdo da irrigacdo nas plantas enxertadas nos demais porta-enxertos

(Figura 4a, b, g, h).
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Emrelagdo a E, as plantas enxertadas em Swingle e em Cravo apresentaram redugao
significativa apds nove dias (Figura 4c), enquanto que as plantas enxertadas em Sunki
apresentaram tal reducdo apenas apds doze dias (Figura 41). Apds 6 dias de reidratacdo houve
recuperacgdo de todas as varidveis analisadas e as plantas previamente expostas ao déficit hidrico

apresentaram trocas gasosas similares as das plantas irrigadas (Figura 4).
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Figura 4. Assimilacdo liquida de CO; (A), condutancia estomatica (g;) e transpiracdo (E) em folhas de
plantas de laranjeira Valéncia enxertadas em citrumeleiro Swingle, limoeiro Cravo ou tangerineira
Sunki, mantidas irrigadas (Controle) ou sob déficit hidrico (DH). Cada ponto representa o valor médio
(n=5) + desvio padrdo. O asterisco indica diferenca estatistica entre os tratamentos hidricos (p<0,05).
A 4rea sombreada representa os valores obtidos apds a reidratac@o do substrato das plantas do tratamento
DH. O periodo entre O e 18 dias corresponde a fase I, entre 18 e 33 dias corresponde a fase Il e entre 33
e 36 dias corresponde a fase III.
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Crescimento vegetativo

A parte aérea das plantas desenvolvida antes do inicio do periodo experimental
(caule principal + folhas maduras) e a biomassa seca de raiz ndo apresentaram variacdo de
massa devido a reducdo da disponibilidade de dgua, independente do porta-enxerto (Anexos 1
e 2). Assim, alteracdes na parte aérea devido a imposicdo do déficit hidrico puderam ser
constatadas apenas nas ramificacdes desenvolvidas durante o periodo experimental (Figura 5).
No periodo de redugdo gradativa da disponibilidade de dgua no substrato (Fase I, RDA), as
plantas enxertadas em Swingle e sob déficit hidrico mantiveram o crescimento das ramificagdes
de forma semelhante as plantas irrigadas, sem apresentar diferencas quanto ao nimero de
folhas, comprimento dos ramos, area foliar e biomassa seca das ramifica¢des. Durante o periodo
de déficit hidrico controlado (Fase II, DHC), o padrdo de crescimento das ramifica¢des das
plantas do sob Swingle foi significativamente menor em relacdo as plantas irrigadas para todas
as varidveis analisadas (Figura Sa, b, ¢, d). Apds seis dias de reidratacdo (Fase III, RE), ndo
houve diferenga estatistica entre os tratamentos quanto ao nimero de folhas e comprimento das
ramificacdes das plantas enxertadas em Swingle (Figura Sa, c). Nas plantas enxertadas em
Cravo, o padrdo de crescimento das ramificagdes foi menor na Fase I (RDA), diferindo
significativamente das plantas irrigadas em todas as varidveis analisadas. Nas fases II (DHC) e
III (RE), a diferenca entre os tratamentos foi mantida (Figura Se, f, g, h). J4 as plantas enxertadas
em Sunki apresentaram menor nimero de folhas e comprimento dos ramos na fase I (RDA) de
déficit hidrico, quando comparados as plantas irrigadas (Figura 51, k). Porém, ndao houve
diferenga significativa entre os tratamentos quanto a drea foliar e a biomassa seca das
ramificacoes (Figura 5j, 1). Nas fases II (DHC) e III (RE), diferenca entre os tratamentos foi
notada para todas as varidveis avaliadas nas plantas enxertadas em Sunki (Figura 51, j, k, 1). Um
resultado importante foi que apenas as plantas enxertadas em Cravo apresentaram crescimento

durante a fase II (DHC), dado pelo aumento do ndmero de folhas, da drea foliar, do

comprimento e da massa seca das ramificacoes (Figura Se, f, g, h).
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Figura 5. Biometria das ramificacdes desenvolvidas apds a imposi¢io dos tratamentos de plantas de
laranjeira Valéncia enxertadas em citrumeleiro Swingle (a), limoeiro Cravo (b) ou tangerineira Sunki
(c), mantidas irrigadas (Controle) ou sob déficit hidrico (DH). Cada ponto representa o valor médio (n=
3) = desvio padrdo. O asterisco indica diferenca estatistica entre os tratamentos hidricos (p<0,05). A
area sombreada representa os valores obtidos apds a reidratagdo do substrato das plantas do tratamento

DH. O periodo entre 0 e 18 dias corresponde a fase I, entre 18 e 33 dias corresponde a fase II e entre 33
e 36 dias corresponde a fase III.

As taxas de crescimento relativo (TCR) nas fases I e II revelaram que os porta-
enxertos diferiram quanto ao investimento de biomassa em raiz e em ramificacdes (Figura 6).
Na fase I, de reducdo da disponibilidade de 4gua (RDA), tanto o investimento em biomassa de
raiz, como em biomassa das ramificacdes foi semelhante entre os tratamentos nas plantas
enxertadas em Swingle e em Sunki (Figura 6a, b). No entanto, as plantas sob déficit hidrico e

enxertadas em Cravo apresentaram maior investimento em biomassa de raiz (Figura 6b) e
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menor investimento em biomassa de ramificagdes (Figura 6a) do que as plantas irrigadas
durante a fase 1 de déficit hidrico. Ja na fase II (DHC), as plantas enxertadas em Swingle
apresentaram uma reducdo significativa no investimento em biomassa de ramificacdes e no
investimento em biomassa de raiz sob seca (Figura 6c, d). Nas plantas enxertadas em Cravo, o
investimento em biomassa de ramificacdes aumentou na fase Il em relacio a fase I, porém nao
houve diferencga estatistica entre plantas bem hidratadas e as submetidas ao déficit hidrico
(Figura 6c, d). Na fase II (DHC), as plantas sob Cravo reduziram significativamente o
investimento em biomassa de raiz sob baixa disponibilidade hidrica (Figura 6c¢, d). As plantas
enxertadas em Sunki e sob déficit hidrico aumentaram o crescimento das raizes em relagcdo as
plantas irrigadas na fase II (Figura 6d) e houve uma reducao significativa no crescimento das

ramificacoes (Figura 6c¢).
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Figura 6. Taxa de crescimento relativo de biomassa seca das ramifica¢des (ramo + folhas jovens) e
biomassa seca de raiz na fase I (a) e na fase II (b), de plantas de laranjeira Valéncia enxertadas em
citrumeleiro Swingle, limoeiro Cravo ou tangerineira Sunki, mantidas irrigadas (Controle) ou sob déficit
hidrico (DH). Cada histograma representa o valor médio (n= 3) + desvio padro. O asterisco indica
diferenca estatistica entre os tratamentos hidricos (p < 0,05).
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Alteracées na concentracio de amido em raizes e folhas

A concentracdo de amido nas raizes foi alterada somente na fase I (RDA), periodo
em que houve acimulo de amido nas plantas sob déficit hidrico enxertadas em Cravo e reducao
do teor de amido nas plantas enxertadas em Sunki (Figura 7c, f, 1). Em folhas maduras, ndo
houve armazenamento de amido na fase I, independente da espécie ou da condi¢do hidrica. Na
fase I (DHC), houve reducao do teor de amido em folhas maduras de todas as plantas sob seca.
Essa diferenca entre os tratamentos foi mantida na fase III (RE), nas plantas sob déficit hidrico
enxertadas em Swingle e em Sunki (Figura 7b, e, h). Em folhas jovens, as plantas sob déficit
hidrico apresentaram redug¢do do teor de amido nas fases II e III de déficit hidrico, independente

do porta-enxerto (Figura 7a, d, g).
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Figura 7. Teor de amido em folha jovem, folha madura e raiz fina de plantas de laranjeira Valéncia
enxertadas em citrumeleiro Swingle, limoeiro Cravo ou tangerineira Sunki mantidas irrigadas (Controle)
ou sob déficit hidrico (DH) nas trés fases do periodo experimental. Histogramas representam médias
(n=4) £ desvio padrio. Asteriscos indicam diferenca estatistica entre os tratamentos hidricos (p<0,05).
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Alteracoes metabdlicas em raizes sob déficit hidrico

Um total de 54 metabdlitos foi identificado nas raizes, incluindo, em sua maioria,
aminodcidos, dcidos organicos e acucares. Apds 18 dias de suspensdo da irrigacdo, final da fase
I, 63% dos metabdlitos identificados foram alterados em Cravo, enquanto Sunki e Swingle
apresentaram alteracdes em 35% e 39%, respectivamente (Figura 8a). Em todos os porta-
enxertos ocorreu acimulo de prolina e de aciicares como glicose, frutose, trealose e maltose,

com redug¢do nos niveis de lactato (Figura 9a).
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Total de metabdlitos identificados: 54

As raizes do Cravo apresentaram acimulo de arginina, citrulina, aminodcidos
vinculados ao aspartato (asparagina e treonina) e hidroxiprolina. Porém, 71% dos metabdlitos
alterados apresentaram niveis reduzidos em resposta ao déficit hidrico. Houve reducido em
intermedidrios da glicélise (glicose-3P e piruvato) e derivados do ciclo do écido tricarboxilico
(TCA) como glutamato e aspartato, e metionina (via do aspartato). Os aminodcidos de cadeia
ramificada (BCAAs) como a leucina, valina e isoleucina também apresentaram niveis
reduzidos, assim como alguns integrantes da via do chiquimato, incluindo aminoécidos
aromaticos (triptofano e fenilalanina) e fenilpropandides (4-hidroxibenzoato, benzoato,

ferulato, e dcido p-cumdrico). Também houve reducao do teor de actcares, polidis e dcidos de
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acucar, integrantes do metabolismo de nucleotideos (4dcido maleico, nicotinato, uracila e
adenina) e de d4cido malo6nico e riboflavina (Figura 9a). Nas raizes de Sunki ocorreu acimulo
de xilose e eritrose e dos aminodcidos histidina, glutamina, beta-alanina, tirosina (aminoacido
aromdtico) e putrescina (poliamina). Houve redu¢@o nos niveis de citrato (TCA), glutamato,
rafinose, galactarato e 4cido p-cumadrico (fenilpropanéide) e metionina (Figura 9a). Assim como
em Sunki, as raizes de Swingle apresentaram acimulo de eritrose, histidina, glutamina,
putrescine, sacarose, mio-inositol e uracila na fase I de déficit hidrico, com redu¢ao dos niveis
de piruvato e intermedidrios do TCA, BCAAs e fenilalanina (Figura 9a).

Ap6s o periodo de déficit hidrico controlado (Fase II), as raizes de Cravo
mantiveram a maior porcentagem de alteragdes em resposta ao déficit hidrico (57%), enquanto
Sunki apresentou alteragdes em 48% dos metabdlitos identificados e Swingle apresentou
alteracoes em 26% (Figura 8b). O actiimulo dos agucares, glicose e frutose tornou-se menos
evidente na fase Il quando comparado a fase I. Em todos os porta-enxertos o acimulo de prolina
foi mantido, acompanhado de reducdes em intermediarios da glicdlise, TCA e BCAAs, glicerol
e riboflavina (Figura 9b).

As raizes de Cravo mantiveram o acumulo em trealose, maltose, glicose,
hidroxiprolina e asparagina, assim como de histidina, GABA e glicina. A uracila, reduzida na
fase I, foi acumulada na fase II de déficit hidrico. Os fenilpropandides e adenina permaneceram
reduzidos nas raizes de Cravo na fase Il de déficit hidrico, assim como alguns agucares, polidis,
metionina e dcido maleico (Figura 9b). Em Sunki, o acumulo de prolina, trealose, maltose,
eritrose, glutamina, histidina, asparagina, hidroxiprolina, triptofano e GABA também foram
mantidos na fase II. Nessa fase, houve redu¢do nos niveis de glutamato, alguns acucares,
polidis, dcidos de agtcar, 4cido treonico e metionina também foram reduzidos em raizes de
Sunki sob déficit hidrico (Figura 9b). Em Swingle, o acimulo de glicose, frutose, trealose e
maltose deixou de ser significativo na fase II de déficit hidrico. O acimulo de putrescina foi
mantido, acompanhado do acimulo de intermedidrios do 4cido chiquimico (triptofano e
tirosina) e beta-alanina em raizes de Swingle. Houve redu¢@o nos niveis de 4cido treonico e
acido maldnico em Swingle sob déficit hidrico (Figura 9b).

De modo geral, houve acimulo de agicares e aminodcidos, com forte regulacdo de
processos catabdlicos como glicolise e ciclo TCA em resposta ao déficit hidrico. O actimulo de
acuiicares em Sunki atingiu altos valores em relagdo as demais espécies, o que ficou mais
evidente na fase I. Considerando o conjunto de alteracOes metabodlicas durante todo o periodo

de déficit hidrico (Fases I e II), foi possivel identificar alteragdes diferenciadas entre Cravo e
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as demais espécies, envolvendo principalmente a via do chiquimato, via do aspartato,

metabolismo de nucleotideos, acimulo de arginina e citrulina (Figura 9b).
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Figura 9. Heatmaps de intensidades médias relativizadas (n=4) de metabdlitos identificados em tecido radicular de plantas de laranjeira Valéncia enxertadas

em citrumeleiro Swingle, limoeiro Cravo ou tangerineira Sunki mantidas hidratadas (Controle) ou sob déficit hidrico (DH) nas fases I(a), II (b) e III (c). Todos
os metabolitos apresentados nos heatmaps apresentaram alteragdes significativas e fold change > 0.5. Os metabdlitos em negrito indicam alteragdo exclusiva da
espécie e metabdlitos em vermelho ou azul indicam alteracdo comum a todas as espécies.
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Na analise multivariada referente a fase I, as duas primeiras componentes principais
explicaram 66% da variancia total. A PC1 separou as amostras de acordo com a condi¢io
hidrica e houve maior discriminacdo das amostras de Sunki sob déficit hidrico, a qual foi
associada ao maior acimulo de acucares, principalmente de glicose (>4 fold) (Figura 10a). Na
PC2, o agrupamento das amostras do Cravo sob déficit hidrico ocorreu devido ao actimulo de
citrulina e arginina, o que ndo ocorreu nos demais porta-enxertos. Na PCA referente a fase 1,
as duas primeiras componentes principais explicaram 59% da variancia total. A PC1 apresentou
maior discriminagdo das amostras de Swingle sob déficit hidrico em relacdo as demais,
principalmente devido ao acimulo de histidina, glicose e putrecina, porém houve actimulo
significativo apenas de putrescina. Nesta fase a distin¢do entre os tratamentos ficou menos

evidente para os demais porta-enxertos (Figura 10b).
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Figura 10. PCA (score plot e loading plot) de intensidades médias relativizadas (n=4) de metabdlitos
identificados em tecido radicular de plantas de laranjeira Valéncia enxertadas em citrumeleiro Swingle,
limoeiro Cravo ou tangerineira Sunki mantidas hidratadas (Controle) ou sob déficit hidrico (DH) nas
fases I, I e I1I. Elipses de confianca a 95%.
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Alteracoes metabdlicas em raizes em resposta a reidratacio

O perfil metabdlico radicular das plantas que passaram por déficit hidrico
permaneceu alterado em relacdo as plantas irrigadas dos trés porta-enxertos (Figura 9¢). Em
todos os porta-enxertos foi mantido o actimulo de prolina, hidroxiprolina, histidina, asparagina,
arginina e citrulina. Ao mesmo tempo, houve reducdo dos teores de polidis (glicerol e mio-
inositol), actcares (glicose, frutose e sacarose), piruvato, malato, 4cido treonico e dcido maleico
nas plantas que passaram por déficit hidrico (Figura 9c).

Em Cravo, o acimulo de arginina (>4 fold) e citrulina (>3 fold) apds a reidratacao
ocorreu em maior proporcdo em relacdo aos demais metabodlitos. Também houve actimulo de
lisina, leucina, isoleucina e fenilalanina em raizes de Cravo. Além dos agucares, a maioria dos
metabolitos reduzidos em resposta ao déficit hidrico permaneceu reduzida apds a reidratacao
(Figura 9¢). Em Sunki, a histidina foi o metabdlito acumulado em maior proporcao (>3 fold)
ap6s a reidratagdo, somado ao acimulo de glutamina, beta-alanina e uracila. Em menor
propor¢do ocorreu o acimulo de BCAAs, fenilalanina, lisina e glicina nas raizes de Sunki na
fase III. Somados aos metabolitos ja mencionados, também foram reduzidos intermedidrios do
TCA (Figura 9c). Assim como em Sunki, a histidina foi o metabdlito acumulado em maior
propor¢do (>4 fold) nas raizes de Swingle, com acimulo também de triptofano e, em menor
proporcdo, de glicina, beta-alanina e glutamina. Os niveis de mio-inositol, acumulados em
resposta ao déficit hidrico, foram reduzidos nas raizes de Swingle reidratadas, enquanto os
niveis de BCAAs foram similares aos das plantas irrigadas. Além dos metabdlitos ja citados,
também foram reduzidos os niveis de outros agtucares, fumarato (TCA) e fenilpropandides
(Figura 9c).

De modo geral, os acucares acumulados em resposta ao déficit hidrico foram
reduzidos na reidratacdo ou deixaram de ser acumulados, enquanto os BCAAs reduzidos em
resposta ao déficit hidrico foram acumulados ou ndo apresentaram alteracdes. Porém, os
principais aminodcidos acumulados durante o déficit hidrico mantiveram o mesmo nivel de
acuimulo ou apresentaram maior actimulo apés a reidratacao, enquanto os metabdlitos reduzidos
em resposta ao déficit hidrico, em sua maioria, permaneceram reduzidos mesmo apds a
reidratacao (Figura 9c).

Na PCA referente a fase III, as duas primeiras componentes principais explicaram
80% da variancia total (Figura 10c). A PC1 apresentou maior discriminacdo das amostras de
plantas enxertadas em Cravo e previamente submetidas ao déficit hidrico. A maior

discriminacdo dessas amostras sugere que a resposta metabolica das raizes do Cravo a
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reidratacao diferiu das demais espécies, principalmente devido ao maior acimulo de arginina e
citrulina. Para as outras espécies nenhuma distin¢cdo clara entre os tratamentos foi observada

apenas com base na alteracao do perfil do metaboloma (Figura 10c).

Alteracoes metabdlicas em folhas em resposta ao déficit hidrico

Devido ao crescimento das brotacdes ao longo do experimento e ao auto-
sombreamento das folhas, apenas folhas completamente expandidas e expostas a luz foram
avaliadas quanto as trocas gasosas e ao perfil metabdlico. Assim, folhas maduras sdo aquelas
avaliadas até o término da fase I (18 dias de déficit hidrico) e folhas jovens desenvolvidas
durante o periodo experimental foram avaliadas nas fases II e III.

Um total de 45 metabdlitos foi identificado em folhas, incluindo, em sua maioria,
aminodcidos, dcidos organicos e agucares. Apds 18 dias de suspensdo da irrigacdo, as folhas
maduras de plantas enxertadas em Sunki apresentaram maior porcentagem de metabdlitos
alterados (40%), enquanto as plantas enxertadas em Cravo e Swingle apresentaram 36% e 16%,
respectivamente (Figura 11a). Houve aumento nos niveis de aminodcidos (prolina,
hidroxiprolina e glicina) e alfa-cetoglutarato como uma resposta comum ao déficit hidrico

(Figura 12a).
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Em folhas maduras de plantas enxertadas em Sunki e submetidas ao déficit hidrico,
outros intermedidrios do TCA também foram acumulados, além de agucares, triptofano e dcido
maleico, enquanto que redugdes foram notadas nos niveis de glutamato, 4cido piroglutamico,
fenilpropandides, galactarato, dcido isocitrico e adenina (Figura 12a). Em folhas maduras de
plantas em Cravo, intermedidrios do TCA, GABA e arginina foram acumulados sob déficit
hidrico. O acimulo desses metabdlitos foi acompanhado por reducdes nos niveis de leucina,
valina, lisina, metionina, fenilalanina, lactato, quinato e riboflavina (Figura 12a). J4 em folhas
maduras de plantas enxertadas em Swingle também ocorreu o acimulo de rafinose e redugao
dos niveis de leucina e valina (Figura 12a).

Ao término da fase Il de déficit hidrico, as folhas jovens de plantas enxertadas em
Sunki apresentaram a maior porcentagem de metabolitos alterados (47%), enquanto as plantas
enxertadas em Cravo e Swingle apresentaram 36% e 20%, respectivamente (Figura 11b). Os
metabolomas revelaram aumento nos niveis de aminodcidos (prolina, hidroxiprolina e
asparagina) e rafinose, acompanhado pela redu¢do nos niveis de dcido treonico, como resposta
comum ao déficit hidrico, independente do porta-enxerto (Figura 12b). Em folhas de plantas
enxertadas em Sunki houve o actiimulo de fenilpropandides e glicina, e reducdo nos niveis de
acucares, mio-inositol, BCAAs, metionina, triptofano, piruvato, sucinato, GABA e adenina sob
déficit hidrico (Figura 12b). Em folhas de plantas enxertadas em Cravo ocorreu acimulo de
fenilpropandéides e isoleucina (BCAA), e reducdes nos niveis de sacarose, glutamina, glutamato
e intermediarios do TCA sob seca (Figura 12b). Acumulo de 4cido caféico e glicina, e reducao
nos niveis de metionina e malato foram encontrados em folhas jovens de plantas enxertadas em
Swingle e submetidas ao déficit hidrico (Figura 12b).

As respostas metabdlicas diferiram entre folhas madura e jovem, principalmente
em relagdo as alteracdes no TCA. Enquanto os intermedidrios do TCA foram acumulados em
folha madura, os mesmos foram reduzidos em folha jovem sob déficit hidrico (Figura 12a, b).
As plantas enxertadas em Swingle foram aquelas que apresentaram menor ndmero de
metabolitos alterados sob déficit hidrico, independente da idade da folha. As folhas de plantas
enxertadas em Cravo diferiram das demais espécies quanto a resposta ao déficit hidrico devido
ao actimulo de arginina, succinato e GABA e reducdo em fenilalanina em folhas maduras, e

isoleucina em folhas jovens.
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Figura 12. Heatmaps de intensidades médias relativizadas (n=4) de metabdlitos identificados em tecido foliar de plantas de laranjeira Valéncia enxertadas em
citrumeleiro Swingle, limoeiro Cravo ou tangerineira Sunki mantidas hidratadas (Controle) ou sob déficit hidrico (DH) na fases I (a), II (b) e III (c). Todos os
metabdlitos apresentados nos heatmaps apresentaram alteracdes significativas e fold change > 0.5. Os metabolitos em negrito indicam alteragdo exclusiva da
espécie e metabdlitos em vermelho ou azul indicam alteracdo comum a todas as espécies.
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Na PCA referente a fase I, as duas primeiras componentes principais explicaram
63% da variancia total (Figura 13a). Na PC1 houve maior discrimina¢cdo das amostras das
plantas enxertadas em Sunki sob déficit hidrico, o que ocorreu devido ao maior nimero de
metabdlitos acumulados a seca. A PC2 agrupou as amostras de Cravo sob déficit hidrico devido
ao acumulo de arginina. Na PCA referente a fase II, as duas primeiras componentes principais
explicaram 72% da variancia total (Figura 13b). Novamente ocorreu maior discriminacdo das
plantas enxertadas em Sunki sob déficit hidrico pela PC1, motivada pelo maior acimulo de
prolina e rafinose. As amostras de Swingle ndo apresentaram uma distin¢do clara entre os

tratamentos em ambas as fases (Figura 13a, b).
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Figura 13. PCA (score plot e loading plot) de intensidades médias relativizadas (n=4) de metabdlitos
identificados em tecido foliar de plantas de laranjeira Valéncia enxertadas em citrumeleiro Swingle,
limoeiro Cravo ou tangerineira Sunki mantidas hidratadas (Controle) ou sob déficit hidrico (DH) nas
fases I, Il e III. Elipses a 95% de confianca.
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Alteracoes metabdlicas em folhas em resposta a reidratacao

Apo6s seis dias de reidratacdo, fase III, o perfil metabdlico das folhas jovens
permaneceu alterado, independente do porta-enxerto (Figura 12¢). Em resposta a reidratacao,
os niveis de rafinose foram reduzidos ou o composto deixou de ser acumulado, enquanto a
maioria dos metabodlitos acumulados em resposta ao déficit hidrico permaneceu acumulada
mesmo apos a reidratacdo. Independente do porta-enxerto, ocorreu o acimulo de hidroxiprolina
e benzoato, e reducdo de intermediarios do TCA (Succinato e malato) e triptofano na fase de
reidratacdo (Figura 12c).

Em folhas jovens de plantas enxertadas em Sunki foi mantido o actimulo de prolina,
fenilpropandides, glicina, fenilalanina e quinato, com redug¢@o nos niveis de BCAAs (leucina e
isoleucina) e sacarose na fase III (Figura 12c). Em folhas jovens de plantas enxertadas em Cravo
ocorreu aumento no acimulo de asparagina (>4 fold) e o acimulo de fenilpropandides foi
mantido e somado ao actimulo de glutamina e arginina apds a reidratacdo. J4 os niveis de
glutamato, eritrose e galactarato em folhas de plantas enxertadas em Cravo que passaram por
seca foram reduzidos na fase III (Figura 12c). Em folhas de plantas enxertadas em Swingle, o
acumulo em prolina e asparagina foi mantido e somado a de fenilalanina e eritrose, com reduc@o
nos niveis de BCAAs (Valina, leucina e isoleucina) na fase de reidratacdo (Figura 12c).

Na PCA referente a fase III, as duas primeiras componentes principais explicaram
90% da variancia total (Figura 13c). Os agrupamentos de amostras coletadas de plantas
irrigadas e submetidas ao déficit hidrico e reidratacio indicaram divergéncia metabd6lica mesmo
apos a reidratacdo. Na PC1, com 85% da variancia explicada, houve maior discriminacao das
amostras das plantas enxertadas em Cravo submetidas ao déficit hidrico seguido de reidratacgao,
0 que ocorreu devido ao maior acimulo de asparagina. A PC2 discriminou as amostras

reidratadas de Swingle e Sunki (Figura 13c).

Discussao

Comparando o desempenho das espécies de porta-enxerto, as plantas enxertadas em
Cravo foram capazes de promover ajustes fisioldgicos em resposta a variagdo inicial na
disponibilidade de dgua no substrato, reduzindo a condutincia estomdtica e interrompendo o
desenvolvimento das ramificacdes antecipadamente em relagdo as demais espécies (Figuras 4e,

Se-h). Ao mesmo tempo, o crescimento radicular do Cravo foi favorecido durante o periodo de
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suspensdo da irrigacdo (Figura 6b). Em outras palavras, uma pequena variacio na
disponibilidade de d4gua no substrato foi suficiente para induzir o fechamento estomatico e gerar
estimulos que culminaram na alteracdo da alocagdo de fotoassimilados priorizando o
crescimento do sistema radicular nas plantas enxertadas em Cravo. O maior investimento e
acumulo de carboidratos em raizes e a habilidade para coordenar a relagdo fonte e dreno em
periodos desfavoraveis ja foi constatado indiretamente em limoeiro Cravo (Ribeiro & Machado,
2007; Magalhaes Filho et al., 2008; Bueno et al., 2012; Pedroso et al., 2014). Area foliar
reduzida e aumento da biomassa seca de raiz sdo respostas de aclimatag¢ao apresentadas pelas
plantas citricas para limitar a perda de dgua através da transpiracdo e melhorar a absor¢do de
dgua sob condicdes de déficit hidrico (Garcia-Sanchez et al., 2007). Porém, foi a sensibilidade
do sistema radicular de Cravo ao inicio do secamento do substrato que o diferenciou dos demais
porta-enxertos. De fato, tem sido mostrado que o fechamento estomaético estd mais relacionado
com a desidratacdo do solo, do que com o status hidrico da parte aérea da planta (Wilkinson &
Davies, 2010; Chaves et al., 2003; Farooq et al., 2009). Desse modo, a estratégia do limoeiro
Cravo parece ser de antecipar as respostas morfo-fisioldgicas antes de uma reducdo mais
dréstica na disponibilidade de 4gua, uma vez que, o crescimento da raiz e o desenvolvimento
de raizes mais finas dependem de uma pressao de turgor suficiente para permitir o alongamento
da parede celuldsica (Hsiao & Xu, 2000; Sharp et al., 2004). O aumento de raizes finas pode
ndo acrescentar muito no ganho em biomassa radicular, mas aumenta a superficie de absorcao
de dgua e o alcance de regides mais umidas do solo. Em seguida, durante o periodo de
manutengdo de baixa disponibilidade hidrica (Fase II, DHC) o crescimento da parte aérea sob
Cravo foi retomado e permaneceu similar ao das plantas controle, sugerindo a aclimatacao da
planta a nova condi¢do hidrica (Figura 6¢). Nas demais espécies o crescimento, tanto de raiz
como de parte aérea, menos afetado na fase I, apresenta maior comprometimento na fase II

(Figura 6).

Alteracoes metabdlicas associadas ao ajustamento osmético, metabolismo respiratorio e
estado redox sob déficit hidrico

De modo geral, o déficit hidrico induziu ajustes no metabolismo de carboidratos,
de amino4cidos e 4cidos organicos, indicando ajustes osmotico, energético e redox durante a
aclimatacdo a baixa disponibilidade hidrica. A recuperacdo do equilibrio osmético ocorre
através do actimulo de solutos que apresentam baixo peso molecular, alta solubilidade e

compatibilidade com o metabolismo celular mesmo em altas concentragdes, um processo
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conhecido como ajustamento osmético. O acimulo desses solutos reduz o potencial osmético
celular e minimiza a perda de dgua, o que consequentemente promove o adiamento da
desidratacdo e a preservacao do turgor celular (Sanders and Arndt, 2012; Slama et al., 2015).
Alguns dos solutos acumulados também favorecem a protecdo e a estabilizag¢do de proteinas e
auxilia na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (Chen & Jiang, 2010; Guo et al., 2018).
A maioria dos metabdlitos acumulados nos tecidos das plantas citricas em resposta ao déficit
hidrico atua no ajuste osmético, tais como agucares, polidis e aminodcidos (Figuras 9a, b, 12a,
b).

Em relacdo aos aminodcidos, o acimulo de prolina foi uma resposta comum tanto
em raizes como em folhas das plantas sob déficit hidrico, independente do porta-enxerto. O
acimulo de prolina tem sido uma das principais respostas metabolicas ao déficit hidrico
(Szabados & Savoure, 2010) e uma de suas principais caracteristicas € a extrema solubilidade
(LeRudulier et al., 1984). A prolina, conhecida pela sua contribui¢io no ajustamento osmotico,
também fornece tamponamento redox e armazenamento ou transferéncia de energia e poder
redutor (Szabados & Savoure, 2010; Per et al., 2017). Essas fun¢des nao estdo relacionadas
apenas ao acimulo de prolina na célula, mas sim a dindmica do seu metabolismo, promovendo
a liberacdo ou utilizacdo de energia e poder redutor no lugar e no momento adequado para
atender as necessidades da planta (Sharma et al., 2011). A hidroxiprolina, derivada do
metabolismo da prolina, também foi acumulada em raizes e folhas, independente do porta-
enxerto. Como componentes das extensinas, a hidroxiprolina pode proporcionar resisténcia
mecanica contra o estresse de parede celular causado pela seca, estabilizando a parede celular
(Suguiyama et al., 2014).

O acimulo de aminodcidos fornece precursores para a sintese de proteinas e
metabolitos secundarios, além da sua funcdo osmoprotetora (Rai, 2002). Esse acumulo €
comum em plantas sob estresses abidticos, mas o fator que promove esse acimulo pode diferir
entre os tipos de aminodcidos (Batista-Silva et al., 2018). O actimulo de asparagina em raiz e
folha (Figuras 9a, b, 12a, b) representa uma resposta direta ao déficit hidrico quando atua na
manutencdo osmdética, ou pode ser uma consequéncia da restricdo da sintese proteica sob
estresse (Lea et al., 2007). A asparagina € um aminoécido que possui alta razdo N/C e por esse
motivo representa uma das principais formas de armazenamento e transporte de nitrogénio
organico no organismo vegetal (Lea et al., 2007; Winter et al., 2015). Sobre a histidina,
acumulada apenas em raizes (Figura 9a, b), existem poucas informacdes disponiveis, mas o que
pode ser ressaltado € o alto gasto energético exigido para a sua biossintese. A glicina,

acumulada principalmente em folha (Figura 12a), é precursora da sintese de glutationa, a qual
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desempenha um papel critico na defesa antioxidante (Hasanuzzaman et al., 2017). As
poliaminas, como a putrescina acumulada apenas em raizes de Swingle e Sunki (Figura 9a, b),
atuam na estabilizacdo de membranas através da eliminag@o de espécies reativas de oxigénio e
producdo de metabdlitos antioxidantes (Minocha et al., 2014). O acimulo de beta-alanina
também ocorreu apenas nesses porta-enxertos, podendo ser um produto da oxidacdo de
poliaminas ou catabolismo de BCAAs, ambos induzidos por estresses abidticos (Parthasarathy
et al., 2019). Nas raizes de Cravo e Sunki na fase II houve o acimulo de GABA (Figura 9b), o
qual € amplamente e rapidamente produzido em resposta aos estresses abidticos e bidticos. Esse
metabolito pode atuar na regulagdo do pH citosélico, no fluxo de carbono para o TCA e no
metabolismo de nitrogénio, sendo uma protecdo contra o estresse oxidativo e auxiliando na
osmorregulacdo e sinaliza¢do (Bouché & Fromm, 2004).

O acumulo de agucares também ocorreu em resposta ao déficit hidrico,
principalmente no inicio do déficit hidrico (Fase I). Em raizes, houve acimulo de glicose,
frutose, maltose e trealose (Figura 9a), enquanto em folhas prevaleceu o acimulo de rafinose
(Figura 12b). Os agucares, além de atuarem no ajustamento osmotico, também atuam como
moléculas sinalizadoras ativando a expressao de genes relacionados ao estresse € a manutencao
do metabolismo energético (Roitsch, 1999; Rolland et al., 2006; Rosa et al., 2009; Smeekens et
al., 2010) Os acucares alimentam a via oxidativa da pentose fosfato, criando poder redutor
(NADPH) para a produgdo de glutationa (GSH), contribuindo para a eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio como o peroxido de hidrogénio (Couée et al., 2006; Bolouri-Moghaddam
et al., 2010). No entanto, a relacio entre a estrutura do agucar e a capacidade de eliminagdo de
radicais hidroxila foi constatada in vitro (Peshev et al., 2013), indicando que os acucares,
especialmente aqueles que interagem com membranas, também podem atuar como
sequestradores de espécies reativas de oxigénio (Van den Ende & Valluru, 2009; Keunen et al.,
2013). O acumulo de maltose sugere a degradacdo de amido (Thalmann & Santelia, 2017), no
entanto, apenas nas raizes de plantas enxertadas em Sunki sob déficit hidrico houve menor teor
de amido em relacdo as plantas irrigadas (Figura 71). A trealose € um dissacarideo osmoprotetor
que possui a capacidade de estabilizar membranas e proteinas desidratadas de forma eficiente
(Luo et al., 2010) e, em altas concentracOes, evita a fusdo da membrana mantendo o espago
entre as moléculas fosfolipidicas sob desidratacdo, o que proporciona propriedades fisicas que
se assemelham as do estado hidratado (Golovina et al., 2009). A rafinose, um oligossacarideo,
€ um soluto compativel e antioxidante, mas o seu acimulo também pode operar como um
mecanismo de reserva temporaria de carbono para substituir as reservas de amido (Gilbert et

al. 1997; ElSayed et al., 2013). De fato, o acimulo de rafinose ocorreu em folhas jovens, nas
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quais o armazenamento de amido foi praticamente nulo (Figura 7a, d, g). Os p6liois, como o
mio-inositol acumulado apenas nas raizes do Swinge (Figura 9a), atuam no ajuste osmético, na
estabilizacdo de macromoléculas e na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (Williamson
et al., 2002; Conde et al., 2015).

Sob condi¢des de déficit hidrico, a restricdo no crescimento da parte aérea, ao
menos inicialmente, promove um aumento do fornecimento de fotoassimilados para as raizes,
o que resulta no acimulo de agucares nesse tecido, como foi constatado pela anélise de perfil
de metabdlitos (Figura 9a). O acimulo de agucares, principalmente em raizes e folhas jovens
foi acompanhado por redu¢@o nos niveis de dcidos organicos intermedidrios do TCA (Figura
9a,b). Os 4cidos organicos representam formas transitérias ou armazenadas de carbono, os quais
sdao formados dentro dos ciclos e vias metabdlicas (Igamberdiev & Eprintsev, 2016). A
estabilidade de um ciclo metabdlico depende do acimulo desses intermediarios transitorios e
seus derivados, os quais garantem a manuten¢ao do ciclo quando o intermedidrio principal nao
¢ fornecido com eficiéncia, o que resulta na operacdo incompleta do ciclo. Modificagdes na
operacdo dos ciclos metabdlicos podem ocorrer a fim de modificar sua funcdo em resposta as
alteracdoes ambientais, podendo ocasionar o acimulo de acidos organicos (Igamberdiev &
Eprintsev, 2016). O ciclo do 4cido citrico (TCA) estd envolvido com a oxidagdo de substratos
respiratorios para sintese de ATP e fornecimento de esqueletos de carbono, o que pode ser
influenciado pela demanda metabdlica e fisioldgica das células (Sweetlove et al., 2010). O 4cido
organico alfa-cetoglutarato, um intermediario do TCA, atua no fornecimento tanto de NADP
como de esqueletos de carbono para a assimilagdo de nitrogénio inorganico via biossintese de
glutamato (Aradjo et al., 2014). Assim, modifica¢des nos niveis de alfa-cetoglutarato alteram a
regulacdo entre a atividade do TCA e o metabolismo de nitrogénio (Fernie et al., 2004) e
mudancas no fluxo respiratério induzidas pelo déficit hidrico afetariam o fornecimento de
substrato ou a demanda por ATP (Atkin & Macherel, 2009). A redug@o na assimilagdo liquida
de CO; e o acimulo de actcares atuando principalmente como osmoprotetores sugere que a
reduc¢do no fornecimento de carboidratos alterou o fluxo respiratério, o qual foi ajustado diante
da nova condi¢do hidrica. Nessa condi¢@o de baixa disponibilidade de carboidratos, metabdlitos
como os BCAAs, lisina e fenilalanina podem ser degradados e utilizados no TCA, como fonte
alternativa de carbono (Taylor et al., 2004; Caldana et al., 2011). O consumo de substratos
alternativos parece estar ocorrendo nas espécies avaliadas, uma vez que, em resposta ao déficit
hidrico esses metabdlitos foram, na maioria das vezes, reduzidos. Em raizes de porta-enxertos
de videira sob déficit hidrico também foi constatado reduc¢do nos intermedidrios do TCA, o que

foi associado a inibi¢do desse ciclo (Prinsi et al., 2018). Tanto em raiz como em folha jovem, o
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déficit hidrico parece inibir o TCA. Porém, intermedidrios do TCA, principalmente o alfa-
cetoglutarato, foram acumulados nas folhas maduras durante a fase I do déficit hidrico (Figura
12a). Esse resultado sugere que o ajuste no metabolismo respiratério em resposta ao déficit
hidrico pode diferir de acordo com o estdgio de desenvolvimento do tecido, uma vez que,
diferente das raizes e folhas jovens, o crescimento e a expansdo foliar ja haviam cessado em
folhas maduras. O acimulo em intermedidrios do TCA pode estar relacionado tanto com o
metabolismo energético como também pode ser resultado de alteragdes nas vias biossintéticas
associadas ao TCA, como o metabolismo de aminoacidos.

Os acidos organicos do grupo fenilpropandides, foram identificados tanto em raizes
como em folhas (Figuras 9a, b, 12a, b). Em resposta ao déficit hidrico, esses metabdlitos,
quando alterados, foram reduzidos nas raizes e acumulados em folhas. Alteragdes no contetido
de fenilpropanodides estdo associadas a acdo antioxidante e mudancas na composi¢do e rigidez
da parede celular, uma vez que estes compostos fendlicos sao precursores de lignina ou podem
estar diretamente ligados a parede celular (Hura et al., 2012; Arbona et al., 2013; Boba et al.,
2017). Tanto a maior deposi¢do de lignina como o aumento do contetido de fendlicos ligados a
parede celular influenciam as propriedades mecanicas da parede, tornando-as menos elasticas
e mais compactas. Esta alteracdo minimiza a perda de d4gua, mas ao mesmo tempo dificulta o
afrouxamento da parede, o que impede o alongamento celular e dificulta o crescimento (Wang
et al., 2016). Ou seja, nas raizes a reducao nos niveis de fenilpropandides pode estar relacionada
com o favorecimento do afrouxamento da parede celular, o que favorece o crescimento. Nas
folhas jovens (Fase II) esses compostos foram acumulados (Figura 12b), o que foi mais
significativo em plantas enxertadas em Sunki e em Cravo. Ao contrdrio do que ocorreu nas
raizes, esse acimulo pode estar associado a inibicdo da expansdo foliar. O acdimulo de
compostos fendlicos em folhas também aumenta o cardter hidrofébico da parede celular
reduzindo a transpiracao cuticular e, além disso, podem atuar como fotoprotetores do aparelho
fotossintético (Hura et al., 2012).

A reducdo nos niveis de lactato nas raizes de plantas sob déficit hidrico em relacao
as plantas controle ndo necessariamente representa uma resposta das plantas ao déficit hidrico.
Esta reducdo € provavelmente resultado do aumento nos niveis de lactato nas plantas hidratadas
devido ao excesso de 4gua em algumas regides radiculares causando hipéxia, condi¢do de baixa
disponibilidade de oxigénio. Sob privacdo de oxigénio, a fosforilagdo oxidativa mitocondrial é
inibida, enquanto as vias de glicélise e fermentacdo sdo promovidas, levando ao acumulo de

compostos como o lactato (Sousa & Sodek, 2002).
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E esperado que folha e raiz apresentem metabolomas diferenciados em resposta ao
déficit hidrico, uma vez que respondem a seca com alteracdes metabdlicas opostas. Enquanto
o metabolismo € ativado nas raizes, o mesmo ¢é desativado nas folhas (Gargallo-Garriga et al.,
2014). Nesse estudo o actimulo de prolina foi uma resposta comum ao déficit hidrico nos
diferentes tecidos, assim como o acimulo de asparagina ocorreu tanto em raiz como em folha
jovem. Mas, em relagdo aos acucares, as raizes apresentaram acimulo de glicose, frutose,
trealose e maltose, enquanto nas folhas jovens prevaleceu principalmente o actimulo do actcar
rafinose. Os dcidos organicos do grupo dos fenilpropandides apresentaram niveis reduzidos nas
raizes, a0 mesmo tempo em que foram acumulados nas folhas jovens. Os niveis dos dcidos
organicos intermedidrios do TCA foram reduzidos tanto em raiz como em folha jovem, mas
foram acumulados em folha madura. Esses reultados indicam que as alteracdes metabdlicas
podem diferir de acordo com o tipo de tecido e também com o estigio de desenvolvimento

desse tecido.

As alteracoes metabdlicas persistem mesmo apds a reidratacao das plantas

Ap0s areidratacdo, apesar da recuperagdo do potencial da 4gua na folha e das trocas
gasosas, o perfil metabdlico de folhas e raizes que passaram por déficit hidrico foi mantido
alterado em relacdo as plantas irrigadas (Figuras 9c, 12¢). Independente do porta-enxerto, o
acumulo de agucares foi revertido, indicando um redirecionamento do fluxo de carboidratos
acumulados durante o déficit hidrico. A reducgdo significativa desses acucares sugere um rapido
consumo, provavelmente necessdrio para gerar energia e reequilibrar os demais processos
metabolicos (Peters et al., 2007). O acimulo de BCAAs, lisina e fenilalanina os quais foram
reduzidos em plantas que passaram por déficit hidrico, pode ser uma consequéncia da maior
disponibilidade de carboidratos e da reducdo do consumo de substratos respiratorios
alternativos (Araujo et al., 2011).

Tanto em raiz como em folha, o acimulo de aminoacidos foi mantido ou mesmo
aumentado apds a reidratacao (Figuras 9c, 12c¢), o que estaria associado a reducgdo da sintese e
aumento da degradacdo de proteinas induzidos pelo déficit hidrico (Lyon et al., 2016). A
autofagia e a degradacdo de proteinas s@o altamente relevantes para o pool de aminoacidos
livres durante a desidratacdo (Hildebrandt, 2018). O retorno de plantas sob déficit hidrico a
condicao hidratada envolve a ativagao e desativacao de diferentes vias metabdlicas, o que altera

a abundancia e rotatividade de proteinas e, consequentemente, afeta o contetido de aminodacidos.
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Desse modo, a ocorréncia de nova sintese proteica no inicio da reidratagdo parece depender da
capacidade de alocacdo de aminodcidos remanescentes na planta apds o déficit hidrico. Um
contelido minimo de aminodcidos livres ou advindos da degradacdo de proteinas precisa estar
disponivel na planta para permitir a recuperagao do estado metabdlico inicial (Lyon et al.,
2016). O actimulo de aminodcidos, tanto durante o déficit hidrico como em resposta a
reidratacio, parece atuar como uma reserva de precursores para a renovacao de proteinas, e com
isso, garantir uma rdpida recuperacdo apds o estresse (Batista-Silva et al., 2018). Em geral, seis
dias de reidratacdo nao foram suficientes para reestabelecer o metabolismo celular de forma
semelhante ao das plantas hidratadas, tanto em raiz como em folha, e o acimulo de aminodcidos
nesse periodo indica a importancia do metabolismo do nitrogénio na recuperacdo do déficit
hidrico. Ao mesmo tempo, um novo estado de homeostease metabdlica pode ter sido alcancado
apos a fase de déficit hidrico, no entanto, seria necessdrio um periodo de reidratacdo mais longo

para constatar essa reposta.

Perfil metabélico da tolerancia a seca induzida pelo limoeiro Cravo

A andlise de perfil de metabdlitos das plantas citricas permitiu a identificacdo de
particularidades do porta-enxerto Cravo. As raizes do Cravo apresentaram maior porcentagem
de metabolitos alterados pelo déficit hidrico (Figura 8), sugerindo um ajuste metabdlico mais
abrangente em relacdo as demais espécies. De acordo com os metabdlitos diferencialmente
alterados nas raizes de Cravo podemos citar modificacdes exclusivas no metabolismo de
nucleotideos, via do chiquimato, aspartato e derivados, arginina e citrulina. Estas alteracdes
estdo em maior destaque nas figuras 14 e 15.

Alteragdes em bases nitrogenadas, como uracila e adenina, sugerem alteracdes no
metabolismo de nucleotideos (Kafer et al., 2004; Zrenner et al., 2004). A base nitrogenada
uracila foi acumulada em raizes de todos os porta-enxertos, mas em periodos diferenciados.
Nas raizes do Cravo, os niveis de uracila diferiram significativamente nos periodos de déficit
hidrico, apresentando redu¢do na fase I e acimulo na fase II (Figura 9a, b). Em Swingle, tende
a ocorrer o contrario e em Sunki o acimulo ocorreu na fase I1I, periodo em que os demais porta-
enxertos apresentaram niveis de uracila similares aos das plantas irrigadas (Figura 9c). O
metabolismo de nucleotideos de pirimidina, o que inclui a uracila, estd intimamente ligado ao
metabolismo de carboidratos, uma vez que o substrato inicial para a sintese da maioria dos

acucares ¢ a UDP-glicose (Kafer et al., 2004). Como a UDP € necessdria para a sintese e
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degradacdo da sacarose, o desbalanco no metabolismo de nucleotideos de pirimidina € limitante
para o uso de sacarose na sintese de amido e parede celular (Geigenberger et al., 2005; Mainguet
et al., 2009). No inicio do déficit hidrico (Fase I), o acimulo de agucares em raizes foi
proporcionalmente menor em Cravo em relacio as demais espécies. No mesmo periodo, apenas
em folhas de plantas enxertadas em Cravo ndo houve acimulo significativo de nenhum tipo de
acucar, o que pode ser um indicio de maior exportacdo foliar de fotoassimilados. Maior
exportacdo e menor acimulo de agucares nas raizes podem indicar maior consumo desses
carboidratos pelas vias respiratorias. As alteracdes no metabolismo de nucleotideos podem estar
associadas ao aumento da forca de dreno, aumentando o consumo de agicares nas raizes e
estimulando a exportagcdo nas folhas. Os niveis da base nitrogenada adenina foram reduzidos
apenas nas raizes do Cravo. Os nucleotideos de purina estdo diretamente associados ao
metabolismo energético (Zrenner et al., 2004). Na via de catabolismo, o metabdlito
intermedidrio alantoina desempenha papel importante na media¢do da adaptacdo das plantas
aos estresses abidticos, conferindo tolerancia através da ativacdo sinérgica do metabolismo do
acido abscisico (ABA) e da reciclagem de nitrogénio (Watanabe et al., 2014; Takagi et al.,
2016; Casartelli et al., 2019; You et al.,, 2019). O acumulo de alantoina evita perdas de
nitrogénio e representa uma por¢ao significativa do nitrogénio solivel prontamente disponivel
para a planta (Casartelli et al., 2019). A reduc¢@o nos niveis de adenina também foi acompanhada
pela reducdo nos niveis de nicotinato, dcido maleico e aspartato, metabdlitos que também

participam do metabolismo de nucleotideos de purina.
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Figura 14. Mapa metabdlico contendo os Heatmaps de intensidades médias relativizadas (n=4) de
metabdlitos alterados significativamente nas raizes de plantas de laranjeira Valéncia enxertadas em
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Figura 15. Mapa metabdlico contendo os Heatmaps de intensidades médias relativizadas (n=4) de
metabdlitos alterados significativamente nas folhas de plantas de laranjeira Valéncia enxertadas em
limoeiro Cravo sob déficit hidrico nas fases I, I e III. Asterisco indica alteracdo exclusiva desse porta-
enxerto.

O aspartato, precursor de aminodcidos como lisina, treonina, metionina e
1soleucina, foi reduzido apenas nas raizes do Cravo em todas as fases do periodo experimental.
Sob déficit hidrico, hd menor atividade da aspartato aminotransferase (AST), a qual catalisa a
transferéncia do grupo amino do glutamato para o oxaloacetato para formar o aspartato e vice-
versa, indicando que o metabolismo dos aminoicidos e a sintese de outros metabdlitos
derivados dos aminodcidos podem ser inibidos pela seca (Wang et al., 2016). O acimulo de
aminoécidos derivados do aspartato em resposta ao déficit hidrico ocorre como consequéncia
da degradacdo proteica, seguida pela ativacdo do catabolismo desses aminodcidos, o que
representa uma contribuicao metabdlica ao TCA quando o suprimento de carbono € limitado

(Galili et al., 2016; Hildebrandt, 2018). Apenas as raizes do Cravo acumularam treonina, a qual
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pode ser metabolizada em glicina (Galili et al., 2016), também acumulada apenas nas raizes do
Cravo. O actimulo de glicina, aminodcido precursor da glutationa, pode estar relacionado a
defesa antioxidante (Hasanuzzaman et al., 2017).

Em raizes, metabdlitos intermedidrios da via do chiquimato também diferiram o
Cravo dos demais porta-enxertos. Essa via conecta o metabolismo primdrio a biossintese de
aminodcidos aromadticos, os quais sdo precursores de uma ampla variedade de metabdlitos
secunddrios com multiplas fungdes bioldgicas, como auxinas, terpendides, glicosideos e
precursores de lignina (Maeda & Dudareva, 2012). Em plantas vasculares, estima-se que
aproximadamente 30% do carbono fotossinteticamente fixado s@o direcionados para essa via
(Maeda & Dudareva, 2012). Eritrose, triptofano e tirosina, intermedidrios dessa via, foram
acumulados nas raizes de Swingle e Sunki, ao passo que em Cravo os niveis de triptofano foram
reduzidos e os de tirosina ndo foram alterados (Figura 9a, b). O triptofano € catabolizado em
muitos metabdlitos secundarios como a auxina (acido indol-3-acético) e a melatonina (Tzin &
Galili, 2010). Enquanto a auxina atua nos processos de divisdo e expansao celular, a melatonina
pode atuar como antioxidante em respostas aos estresses abidticos (Zhang et al., 2015;
Emenecker & Strader, 2020). O triptofano também possui fun¢do protetora contra espécies
reativas de oxigénio, protegendo proteinas, especialmente a proteina D1 necessdria para o
reparo do fotossistema II (Kohl, 2016). Quanto a fenilalanina, os niveis tendem a reduzir nas
raizes de todos os porta-enxertos, mas apenas em Cravo ocorre a reducdo significativa dos
fenilpropandides derivados desse aminodcido (Figura 9a, b). A inibi¢do dessa via pode estar
associada a modificagcdes na composi¢do e rigidez da parede celular, através da menor
deposicdo de lignina, o que consequentemente facilitaria o afrouxamento da parede celular
(Hura et al., 2012; Arbona et al., 2013; Wang et al., 2016; Boba et al., 2017). A continuidade
do crescimento radicular quando hd redu¢do da disponibilidade hidrica depende basicamente
do nivel de afrouxamento da parede celular e do rdpido ajuste osmético, o qual € necessario
para a manutencdo de uma pressao de turgor e consequente alongamento da parede celulésica
(Hsiao & Xu, 2000). A reducao no contetdo de fenilpropandides nas raizes de Cravo pode estar
contribuindo com a habilidade desse porta-enxerto em manter o crescimento radicular durante
o déficit hidrico.

O acumulo significativo de arginina e citrulina também foi uma particularidade do
sistema radicular do Cravo no inicio da exposi¢ao ao déficit hidrico (Figura 9a). A arginina é o
aminodcido que possui a maior razao N/C, e por esse motivo € uma das principais formas de
armazenamento e transporte de nitrogénio orginico. Além disso, a arginina também ¢é

precursora do 6xido nitrico (NO), o qual desempenha papel crucial na regulagdo de processos
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de desenvolvimento bem como respostas ao estresse abidtico (Winter et al., 2015). Em plantas
sob déficit hidrico, o NO, como intermedidrio na sinalizacio regulada pela auxina, € capaz de
promover o aumento da biomassa de raizes, o que consequentemente melhoraria a absorcao de
dgua e causaria maior hidratacdo da parte aérea das plantas (Silveira et al., 2016). Em geral, o
sistema radicular percebe redu¢des na disponibilidade de dgua e produz sinais quimicos que
regulam o fluxo de 4gua das raizes para a parte aérea (Tardieu, 1996). Nesse sentido, tem sido
demonstrado que o NO € um desses sinais quimicos e desempenha um papel crucial na
estimulagdo da expansao e do desenvolvimento do sistema radicular (Silveira et al., 2016; Xu
et al., 2017). O papel da arginina como precursora de NO é cada vez mais aparente e envolve
uma suposta enzima que converte arginina em NO e citrulina, no entanto, o0 mecanismo
molecular de producdo de NO a partir da arginina permanece elusivo (Winter et al., 2015). O
acumulo de citrulina nas raizes do Cravo € mais um indicio de producdo de NO via arginina. A
arginina sozinha também é considerada um aminodcido importante para a divisdo celular, o que
promove a sustentacao do crescimento e desenvolvimento radicular (Xia et al., 2014; Frémont
et al., 2013). Desse modo, o acimulo de arginina e citrulina podem estar associados a maior
taxa de crescimento radicular relativo do Cravo no inicio da exposi¢ao ao déficit hidrico (Figura
6b).

Em folhas, as alteracdes exclusivas de plantas sob Cravo envolveram
principalmente a via GABA shunt, derivados do aspartato, intermedidrios da via do chiquimato
(quinato e fenilalanina) e arginina (Figura 15). O acumulo foliar de triptofano ocorreu apenas
em plantas enxertadas em Sunki, enquanto as plantas enxertadas em Cravo apresentaram
reducdo em fenilalanina e quinato. Quanto aos derivados do aspartato, a reduc@o nos niveis de
metionina e lisina ocorreram apenas em folhas de plantas sob Cravo, com acimulo de GABA
e succinato. O actimulo de GABA associado ao succinato sugere a ativacdo da via de derivagao
do GABA (GABA shunt), pela qual o GABA € metabolizado em succinato e alimenta o TCA,
promovendo a resisténcia das plantas a estresses abidticos por gerar mais energia (Hijaz &
Killiny, 2019). Além disso, o GABA pode atuar na regulacdo do pH citosélico, no metabolismo
de nitrogénio, na prote¢do contra o estresse oxidativo, na osmorregulacdo e na sinalizacdo
celular (Bouché & Fromm, 2004). A redu¢do nos niveis de aminodcidos derivados do aspartato
e ativagao da via GABA shunt, somada a reducao dos niveis de valina e leucina representam
maior suprimento de intermedidrios a0 TCA nas folhas de plantas enxertadas em Cravo. Em
folha jovem (Fase II), houve actimulo de isoleucina provavelmente devido a degradacdo

proteica.
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Na reidratacao (Fase III), as espécies apresentaram um padrdao semelhante, porém,
a propor¢do de actimulo de aminoécidos foi maior nas plantas enxertadas em Cravo, tanto em
raiz como em folha. Este acimulo de aminoacidos pode ser resultado de alteracdes
diferenciadas na abundancia e rotatividade de proteinas em resposta ao déficit hidrico, o que
pode favorecer a nova sintese proteica no inicio da reidrata¢do (Lyon et al., 2016). De fato, em
resposta ao déficit hidrico, o Cravo apresentou aumento da abundancia de proteinas envolvidas
na protedlise (Santana-Vieira et al., 2016), o que possivelmente deve contribuir com o acimulo
de aminodcidos.

O acumulo de arginina e asparagina, aminodcidos que representam as principais
formas de armazenamento e transporte de nitrogénio organico, pode conferir ao porta-enxerto
Cravo uma vantagem durante o processo de recuperacdo em relacdo as demais espécies.
Durante o déficit hidrico, o metabolismo do nitrogénio € inibido devido a reducao nos teores de
carboidratos, a energia para a assimilacdo de nitrogénio € economizada e o nitrogénio reduzido
passa a ser liberado a partir de aminodcidos degradados (Kohl, 2016). Se a recuperacdo do
metabolismo depende da capacidade de alocacdo de aminodcidos para sustentar nova sintese
proteica (Lyon et al., 2016), é possivel que a retomada do crescimento apds o déficit hidrico,

tanto de raiz como de parte aérea, seja favorecido em plantas enxertadas em Cravo.

Conclusao

Comparando os porta-enxertos, a propor¢ao de actimulo de metabdlitos em resposta
ao déficit hidrico foi maior nas plantas enertadas em Sunki, tanto em raiz como em folha, além
de apresentar maior nimero de metabdlitos acumulados. Sob déficit hidrico, o porta-enxerto
Sunki parece investir mais energia em compostos de protecao, em nimero e propor¢ao, o que
pode comprometer o crescimento da planta (Santana-Vieira et al., 2016). Em plantas enxertadas
em Swingle, as alteracdes foram mais brandas, principalmente em folhas, no entanto, este porta-
enxerto também parece investir em compostos de prote¢ao ao déficit hidrico, como putrescina,
mio-inositol e triptofano. De acordo com Levitt (1972), estas espécies apresentam uma
estratégia mais proxima da tolerancia a seca, o que pode ser mais vantajoso em periodos de seca
severa. As plantas enxertadas em Cravo responderam a variacao inicial da disponibilidade de
dgua no substrato a fim de amenizar os efeitos do déficit hidrico, priorizando o crescimento do
sistema radicular e inibindo o aumento da superficie de transpiracdo, o que caracteriza uma
estratégia de evitacdo. As alteragdes em plantas enxertadas no limoeiro Cravo parecem estar

associadas ao uso eficiente dos recursos disponiveis ja no inicio da reducao da disponibilidade
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de 4gua, favorecendo o crescimento radicular inicialmente e, em um segundo momento a planta
parece atingir uma nova homeostase diante da menor disponibilidade hidrica, momento em que
retoma o crescimento da parte aérea. Essa estratégia de evitacdo e precaucdo parece ser mais
vantajosa nas dreas de cultivo e devem estar associadas ao melhor desempenho de plantas
enxertadas em limoeiro Cravo sob déficit hidrico. Nossos resultados revelam que ajustes
metabdlicos que desencadeiam essa reposta envolvem os metabolismos de nucleotideos e
energético, a via do aspartato, a inibi¢do da via do chiquimato, a redu¢do de fenilpropandéides e
o acimulo de arginina e citrulina. Esse porta-enxerto também apresentou maior eficiéncia no
uso do nitrogénio, acumulando em maior propor¢cao compostos com maior razdo N/C (arginina
e asparagina), o que fica ainda mais evidente apds a reidratacdo. Estudos enfocando as vias
metabolicas e metabdlitos citados acima devem ser os proximos passos para o desenvolvimento

de novos porta-enxertos citricos resistentes a seca.



93

Consideracoes finais

As plantas enxertadas no limoeiro Cravo apresentaram uma resposta diferenciada
sob déficit hidrico e reidratagdo em comparag@o com os porta-enxertos citrumeleiro Swingle e
tangerineira Sunki. Entre as principais caracteristicas observadas estdo a habilidade em
coordenar a relagcdo fonte e dreno, aumentando a importacao de fotoassimilados para as raizes
sob déficit hidrico. A maior forca-dreno provavelmente ocorreu devido a ajustes metabdlicos
na atividade das raizes, 6rgao dreno cujo crescimento foi priorizado sob déficit hidrico. De fato,
o perfil de metabdlitos primarios das raizes do Cravo apresentou particularidades que parecem
favorecer o crescimento radicular através de alteracdes no metabolismo energético e uso
eficiente dos recursos disponiveis. Nas folhas, o limoeiro Cravo foi capaz de estimular maior
suprimento alternativo de energia e acimulo de arginina. A resposta a reidratacdo, tanto em raiz
como em folha, foi mais significativa nas plantas enxertadas em Cravo, devido ao acimulo
elevado de aminoécidos com alta razdao N/C, evidenciando a importancia do metabolismo do
nitrogénio durante a reidratacdo. Além disso, o limoeiro Cravo apresentou um sistema radicular
sensivel a variacdo inicial da disponibilidade de dgua, o que antecipa as suas respostas ao déficit
hidrico.

Este estudo contribuiu com o levantamento de novas informacdes relevantes sobre
as estratégias fisioldgicas que proporcionam o melhor desempenho de plantas enxertadas no
limoeiro Cravo sob déficit hidrico, as quais poderdo direcionar novos estudos vinculados ao
desenvolvimento de novas espécies de porta-enxertos citricos, a fim de diversificar o uso de

porta-enxertos resistentes a seca na citricultura.
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Anexo 1

Biometria do caule principal (altura, didmetro e biomassa seca) e folhas maduras desenvolvidas antes
da imposicao dos tratamentos (nimero, drea foliar e biomassa seca) de plantas de laranjeira Valéncia
enxertadas em citrumeleiro Swingle, limoeiro Cravo ou tangerineira Sunki, mantidas irrigadas (control)
ou sob déficit hidrico (WD). A 4rea sombreada representa os valores obtidos apds a reidratagdo do
substrato das plantas do tratamento WD. Cada ponto representa o valor médio (n= 3) + desvio padrio.
O asterisco indica diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05). O periodo entre 0 e 18 dias
corresponde a fase I, entre 18 e 33 dias corresponde a fase Il e entre 33 e 36 dias corresponde a fase III.
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Anexo 2

Biomassa de raiz de plantas de laranjeira Valéncia enxertadas em citrumeleiro Swingle, limoeiro Cravo
ou tangerineira Sunki, mantidas irrigadas (control) ou sob déficit hidrico (WD). A 4rea sombreada
representa os valores obtidos apds a reidratacdo do substrato das plantas do tratamento WD. Cada ponto
representa o valor médio (n= 3) + desvio padrdo. O asterisco indica diferenga estatistica entre os
tratamentos (p<0,05). O periodo entre O e 18 dias corresponde a fase I, entre 18 e 33 dias corresponde a
fase II e entre 33 e 36 dias corresponde a fase III.

—O— Controle -O—DH

30 L Swingle *_Cravo _Sunki
Q — %
(&}
G’QZOOM W@W/@
® N
3 o
mCD10_ - -
©
©
=
0'|||||||i||||||—i|||||I]lIIIII—IIIIIIIIIIIIII

03 6 912151821242730333639 0 3 6 912151821242730333639 0 3 6 9 12 151821242730333639
Dias



Anexo 3

COORDENADORIA DE PC')S-GRADUACAO
INSTITUTO DE BIOLOGIA

Universidade Estadual de Campinas

Caixa Postal 6109, 13083-970, Campinas, SP, Bi
Fone (19) 3521-6378. email: cpgib@unicamp.b

A
o

UNICAMP

2 1B

Instituto de Biologia

DECLARAGAO

108

Em observancia ao §5° do Artigo 1° da Informagdo CCPG-UNICAMP/001/15, referente a
Bioética e Biosseguranca, declaro que o conteido de minha Tese de Doutorado, intitulada O

papel dos porta-enxertos citricos no metabolismo e transporte de fotoassimilados em

plantas sob déficit hidrico, desenvolvida no Programa de Pds-Graduagao em Biologia Vegetal

do Instituto de Biologia da Unicamp, ndo versa sobre pesquisa envolvendo seres humanos,

animais, ou temas afetos a Biosseguranca.

Campinas, 10 de agosto de 2020.

Assinatura: vaw fkkm‘

Nome do(a) autor(a)/Simone Fer{eira da Silva
RG n243.521.806-2

Assinatura:

Al )

Nome do(a) orientador(a): Rafael Vasconcelos Ribeiro

RG n2 37.792.004-6 -
orof*. Dr*. Rafael Vasconcelos Ribeiro

Depto. Biologia Vegetal / 18
Matricula Unicamp 302656



109

Anexo 4

DECLARACAO

As cOpias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicadas ou submetidos para
publicacdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a arbitragem que constam da
minha Tese de Doutorado, intitulada O papel dos porta-enxertos citricos no metabolismo e
transporte de fotoassimilados em plantas sob déficit hidrico, ndo infringem os dispositivos

da Lei n° 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.

Campinas, 10 de agosto de 2020.

)
Assinatura: vaw j Q JE=s

Nome do(a) autor(a)/Simone Fer{eira da Silva
RG n® 43.521.806-2

Assinatura: A
Nome do(a) orientador(a): Rafael Vasconcelos Ribeiro
RG n° 37.792.004-6

drof*. Dr*. Rafael Vasconcelos Ribeiro

Depto. Biologia Vegetal | 1B
Matricula Unicamp 302656



