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RESUMO

Laranjewras “Péra’ (Cifrus sinensis 1. Osbeck) enxertadas sobre limosiros ‘Cravo’ {Citrus
fimonia Osbeck) de um ano de idade foram infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa,
responsavel pela doenga Clorose Variegada dos Citros (CVC), pelo método de encostia. As
laranjeiras crescidas em vasos de 100,0 L foram mantidas em telado, para impedir 2 entrada de
cigarrinhas, vetores da bactéria. Seis meses apés a inoculagfio, foi confirmada 2 presenca da
bactéria por meio da analise de PCR (reagfioc em cadeia de polimerase). Como foi verificado
que a deficiéncia hidrica (DH) intensifica os efeitos da CVC no campo, as plantas foram
submetidas a trés ciclos de DH no periodo de um ano (marco e outubro de 1998 e abril de
1999} e divididas em quatro tratamentos: plantas sadias wrrigadas (PSI); plantas sadias ndo
imgadas (PSNI); plantas doentes irrigadas (PDI) ¢ plantas doentes nio irrigadas (PDNI). No
primeiro ¢ segundo ciclos de DH, as taxas de fotossintese (A), transpiracdc (E) e a
condutancia estomatica (g) das plantas ndo irrigadas foram diminuindo 2 medida que ©
estresse foi se tornando mais severo. Os valores de 4 de PSNT e PDNI ficaram nulos apos dez
dias de deficiéncia hidrica. As plantas doentes foram as mais sensiveis a0 aumento de DPVey
(deficit de pressdio de vapor entre ¢ ar ¢ a folha) durante o dia. As altas concentracdes de acido
abscisico (ABA) encontradas em plantas nfo irrigadas, podem justificar a baixa condutincia
estomatica verificada. No primeire ciclo, as concentragdes de amido e sacarose foram maicres
em PSI quando comparada com os outros tratamentos (PDL, PSNI e PDNI). No segundo ciclo
de DH, as concentracGes de amido das plantas néo irrigadas em relagio s plantas irrigadas
foram menores e nfo ocorreram diferengas entre as plantas sadias e doentes irrigadas. No
terceiro ciclo de DH, os valores de A4, g ¢ E das plantas doentes foram, geralmente, menores

que o das sadias. A fotossintese, condutincia estomética ¢ a transpiracio das plantas sadias



apresentaram, em todos os ciclos, os mesmos padrSes de resposta quando as plantas foram
submetidas 4 deficiéncia hidrica. A queda do potencial da 4gua na folha das plantas sadias fol
mais répida apés a suspensdo da irrigagfio, pois as plantas sadias transpiraram mais e, portanto,
o teor de umidade do substrato diminuiu mais rapidamente, As plantas doentes nio irrigadas
transpiraram menos que as plantas sadias, possivelmente, em decorréncia das obstruges do
sistema condutor de dgua por gomas, tiloses e agregados de bactérizs. A fotossintese das
plantas infectadas hd dois anos pela bactéria Xylella fastidiosa foi menor que nas plantas
sadias, 2 partir do horario do dia em que a temperatura, radiacio e déficit de pressdo de vapor
entre o ar ¢ a folha aumentaram. Quando se suspendeu a irrigagio das plantas doentes no
terceiro ciclo, n#io foi possivel detectar aumento de ABA, sugerindo que outros fatores
poderiam estar atuando para que ocorresse diminuigio da condutincia estomética nestas
plantas. A presenca da bactéria Xylella fastidiosa nio acarretou em aumento das concentracdes
de acido 3-indol acétice nas folhas. Apés trés ciclos de deficiéncia hidrica, ocorreu diminuiggo
nas concentragdes de 4cido 3-indol acético nas plantas sadias e doentes no dia de estresse mais
severc quando comparadas com os controles irrigados. No terceiro ciclo, as concentracdes de
amido das plantas doentes foram mais baixas que nas plantas sadias, independentemente da
deficiéncia hidrica. Este fato poderia estar relacionado com a nscessidade das plantas doentes

utilizarem as reservas, visto que houve queda significativa da fotossintese.
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SUMMARY

"Péra’ sweet orange plants (Citrus sinensis L. Osbeck) grafted on “Rangpur’ lime rootstock (1
yr-old) (Citrus limomia Osbeck) were inoculated with Xylella fastidiosa, a xylem-limited
bacterium pathogen, which causes Citrus Variegated Chlorosis (CVC), by using the spliced
approach grafling method. These plants were cultivated in 100,0 L pots under a screen house
to prevent CVC-insect-vectors. Six months after inoculation, leaves were assayed by PCR
(polymeras¢ chain reaction) to confirm the bacteria in its tissues. Since it was known that
water deficiency in the field enhances CVC-effects on the plant, the trees were submitted to
three cycles of water stress in one year term (March and October, 1998; and April, 1999} and
divided in four treatments: healthy plants (HP), water-stressed healthy plants (WSHP);
diseased plants (DP) and water-stressed diseased plants (WSDP). The photosynthesis (4) and
transpiration (E) rates, and stomatal conductance (g) of water-stressed plants decreased in the
first and second cycles of water deficiency, as the stress was increasing. The values of A for
WSHP and WSDP were near zero after ten days of water deficiency. Diseased plants were
more sensitive 10 the increase in VPDy.; (vapor pressure deficit between the air and the leaf)
during the day. The low stomatal conductance verified may be due to the high concentrations
of abscisic acid (ABA) found in water-stressed plants. In the first cycle, the concentrations of
starch and sucrose were greater in HP when compared with the other treatments (DP, WSHP
and WSDP). In the second cycle of water deficiency, starch concentrations in water stressed
plants were lower in relation to the irrigated ones; and there were no differences between the
healthy and diseased irrigated plants. In the third cycle, values of 4, g and E in diseased plants
were, usually, lower than the healthy ones. In healthy plants, 4, £ and E showed the same
response when these plants were submitted to water deficiency, independently of the cycle.

The drop of leaf water potential in healthy plants was faster after irrigation was withheld,

XiX



because healthy plants transpired more and, therefore, the substrate water content decreased
more quickly. WSDP transpired less than the healthy plants, possibly due to the xylem
occlusions by gums, tyloses and bacteria aggregates. In plants infected for two vears, the
photosynthesis rates were lower than the healthy plants, starting from the time of the day that
temperature, radiation and VPDy,, increased. When the tmigation of WSDP was withheld in
the third cycle, it was not possible 1o detect increases in ABA contents, suggesting that other
factors could be acting to diminish the stomatal conductance in these plants. The presence of
Xylella fastidiosa did not induce to an increase in indole-3-acetic acid content in the leaves.
After three cycles of water deficiency, the concentrations of indole-3-acetic acid in WSHP and
WEDP were lower than those concentrations in the irrigated controls, on the day water stress
was more severe. In the third cycle, the concentrations of starch were lower in diseased plants
compared to the healthy ones, independently of water deficiency. This fact could be related to

the requirement for reserves m diseased plants, as they showed significant decreases in

photosynthesis rates.



INTRODUCAQ

A. Clorose Variegada dos Citros (CVC) ¢ uma doenga causada pela bactéria Xylella
Jastidiosa, gram-negativa. As bactérias pertencentes 3 este grupo crescem no fluido do xilema
que, apesar de conter baixas concentragBes de compostos orginicos (fomtes de energia
disponivel), contém uma diversidade de aminoacidos, 4cidos orgnicos ¢ fons inorginicos, que
s20 essenciais para a bactéria (Purcell & Hopkins, 1996). A bactéria € transmitida por insetos
sugadores, principalmente cigarrinhas da familia Cicadellidae, que se alimentam da seiva do
xilema (Hill & Purcell, 1995; 1597). Além de causar danos em citros (familia Rutaceae), outras
doengas estdo também associadas com este grupo de bactérias limitadas ao xilema, tais como, 2
doenca de Pierce da videira, 2 doenga ‘phony peach’ no pessegueiro, a escaldadura da folha da
ameixeira {“plum leaf scald’), doencas em café, carvalho, alfafa e em diversas outras plantas que
ndc possuem importincia econdmica (Hopkins, 1989). Aproximadamente, trinta familias de
monocotiledoneas ¢ dicotiledoneas sic hospedeiras conhecidas da Xylella fastidiosa,
entretanto, muitas néo desenvolvem sintomas quando infectadas (Sherald & Lei, 1991).

A CVC foi primeiramente identificada no Brasil em 1987, em pomares do Tridngulo
Mineiro € no norte e noroeste do Estado de S3o Paulo. Embora essas regides sejam as mais
afetadas até hoje, a CVC ja esté presente em quase todas as 4reas citricolas do pais (Chang et
al., 1993, Lima ef al, 1996), manifestando-se, principalmente, em laranjeira doce (Citrus
sinensis L..). Devido & maior severidade da doenga nas regides norte e oeste do Estado de Sio
Paulo, ha indicacBes de que a deficiéncia hidrica e/ou as temperaturas elevadas favorecam o
desenvolvimento da doenca (Gravena ef al., 1997). Além disso, os citros adaptam-se melhor 2
climas temperados e Umidos ¢ a solos bem drenados, que possuem menor capacidade de

retenclo de dgua e que favorecem a manifestagio de deficiéncia hidrica.
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As folhas de plantas com CVC, em geral, sdo menores do que as das plantas sadias,
com teores mais baixos de zinco e potéssio e apresentam pequenas bolhas na face abaxial
Essas bolhas se rompem formando pequenas lesdes que correspondem as manchas clordticas da
face adaxial Os frutos destas plantas sfo pequenos, endurecidos, amarelecem precocemente e
$& apresentam em maior numero quando comparados com os das plantas sadias (Rossetti er ai
1991). A maioria dos sintomas desta doenga, tais como, necrose marginal das folhas,
crescimento lento na primavera e declinio do viger levando & morte da planta, sugere a
disfungfio do sistema condutor de 4gua (Hopkins, 1989). Em algumas doengas vasculares, o
estresse hidrico esté relacionado com 2 oclusio do sistema vascular {(Cohen er al, 1983,
Brlansky ef af, 1984). Em palmeira infectada por Fusarium, além das oclusdes, ocorreu
também reducic no didmetro do xilema, o que resuliou na dimimiciio do fluxe de 4gua
(Mepsted ef al, 1995a)). As células bacterianas, gomas e tiloses bloqueiam os vasos
xilematicos de plantas infectadas pela Xylella Jastidiosa, entretanto, ha divergéneia em relacdo
a capacidade destas oclusdes xileméticas produzirem deficiéncia hidrica (Anderson & French,
1987, Evert, 1987).

Tante a CVC como a deficiéncia hidrica associada a uma doenca podem afetar varios
aspectos da fisiclogia da planta, tais como, as relagdes hidricas, as taxas fotossintéticas e
transpiratérias, as respostas estomdticas, a produgio de fotoassimilados, o contetido de
horménios vegetais, entre outros.

A agua € o maior constituinte das células vegetais, sendo o fluxo de 4dgua necessario
para o aumento do tamanho da célula € a manutengio da sua turgescéncia. As relagbes hidricas
de plantas doentes podem ser afetadas em funcio &e distirbios no funcionamento dos
estOmatos e do aumento da resisténcia ao fluxo e/ou i absorgdo de agua pelas raizes, tornando
as plantas hospedeiras mais sensiveis 4 deficiéncia hidrica. H3 casos em que sintomas de

2



deficiéncia hidrica ocorrem mesroo em condigdes adequadas de umidade do solo (Daly, 1976,
Duniway, 1976). Plantulas de limoeiros (Citrus jambhiri Lush.) apresentaram sintomas visiveis
de murcha nas folhas apenas 24 horas apds a inoculagiio de Fusarium solami, ocorrendo
também diminuicdo da condutincia estomatica, do potencial de 4gua na folha e do contendo
relativo de agua. A transpiragio e a condutividade da raiz foram menores em plantas doentes,
mas a condutividade do tronco foi semelhante & das plantas sadias. Assim, os sintomas de
murcha estariam relacionados com a incapacidade das raizes de suprirem 4gua para as folhas
{Nemec et al., 1986).

Em citros com declinio, doenga que afeta as relagBes hidricas, houve reducic na
condutividade hidraulica dos vasos do xilema em tronco, ramos e raizes (Hopkins, 1988). Além
disto, estas plantas apresentaram condutincias estomaticas e taxas de transpiracio diurna
menores, quando comparadas com plantas sadias. Plantas com declinio apresentaram folhas
pequenas, em menor numere e, conseqiientemente, com menor indice de area foliar por arvore
(Syvertsen & Albrigo, 1980; Sinclair ef al., 1983). Folhas de videiras, com sintomas da doenca
de Pierce, também apresentaram menor potencial de 4gua na folha e menor turgescéneia celular
ao meio-dia, quando comparadas com folhas de plantas sadias (Goodwin ez al, 1988 ab).

As folhas de citros com CVC apresentaram sintomas de deficiéncia hidrica, associados
com decrescimos significativos nas taxas de assimilagio de CO, e de transpiracic. O
decréscimo na taxa de assimilac3o estaria relacionado com os baixos valores de condutincia
estomatica. Esses sintomas parecem ser decorrentes do aumento da resisténcia ao fluxo de agua
ne xilema e ndo de alteragBes no funcionamento dos estdmatos (Machado ef al, 1994). Em
geral, o status de 4gua na planta em casos de deficiéncia hidrica no campo é muwito bem
controlado pela planta (Tardieu, 1996). Os decréscimos na condutincia estomatica, na

assimilagdo de CO- e na taxa de crescimento, sio algumas das primeiras indicagses em citros

~
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submetidos a0 estresse hidrico (Marler & Davies, 1988; Davies & Bower, 1994). Em
laranjeiras, quando essa deficiéncia torna-se mais prolongada ou excessiva, pode ocasionar a
perda das folhas, secagem progressiva nas extremidades dos ramos e dristica reduciio da
produgdic dos frutos, uma vez que a abscisio das flores e frutos pode ser desencadeads
{Syverisen, 1999). Em casos de estresses muito répidos e severos, a deficiéncia hidrica pode
causar eventos ainda mais catastroficos tais como, a embolia do xilema e a desidratagio celular.

E bem estabelecido que 08 processos das irocas gasosas nas folhas estio
correlacionados, pois tanto os fluxos de CO,, como o de vapor de agua, sic condicicnados
pela densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA), pelo déficit de pressio
de vapor (DPV) e pela abertura dos estdmatos (Germana & Sardo, 1996). A condutincia
estomatica em citros aumenta & medida que a DFFFA aproxima-se da saturagio, ao redor de
500 pumol guanta/m°s o que representa 25% da radiacio plens do sol (Syvertsen, 1999). O
DPYV pode ser considerado como um indice que mede o poder de desidratagio do ar, portanto,
quanto mator o déficit, maior a taxa de evaporagdo de uma superficie amida. Mesmo quando o
solo esta proximo da capacidade de campo, a condutincia estomética pode ser reduzida pela
alta demanda evaporativa decorrente do aumento do DPYV (Syvertsen & Lloyd, 1994, Medina
et al., 1999). Em citros, a assimilagio de CO, é muito sensivel a0 DPV que, por sua vez, induz
decréscimo na conduténcia estomatica, mas ndo necessariamente nas taxas de transpiracgo,
reduzindo, assim, a eficiéncia do uso da agua (Brakke & Allen, 1995). Em regides de alto
DPV, alguns frutos possuem grossas camadas de cera que oferecem uma barreira & perda de
agua afetando também as trocas gasosas (Hagenmaier & Baker, 1993).

Em condigBes de deficiéncia hidrica, ocorre decréscimo na atividade € na concentragio
da ribulose bisfosfato carboxilase-oxigenase (Rubisco) que limita a capacidade fotossintética de
folhas, como foi observado em laranjeiras “Valéncia’. Nestas plantas, os estématos mantém-se
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fechados durante varios dias, mesmo apés a reirrigagiio (Vu & Yelenosky, 1988s). Este fato foi
constatado em varias outras espécies e é considerado o principal efeito pds-estresse,
propiciando a inibigio da perda de 4gua (Chaves, 1991}, Limoeiros e laranieiras, que
permaneceram sem irrigagfo, ap0s a reirrigacio dos vasos, apresentaram rapida recuperacio do
potencial da dgua na folha, mas 2 condutincia estomatica demorou a alcangar as mesmas taxas
pre-estresse (Ruiz-Sanchez e al., 1997, Medina & Machado, 1998}

A fotossintese ¢ essencial para o crescimento da planta sendo a fonte de carbono para
as moléculas orgnicas e para a produgfio de carboidratos. As folhas de citros apresentam
baixas taxas de assimilacio de CO, (entre 8.0 e 10,0 umol/m’ s), guando comparadas com
outras espécies perenes. Freqilentemente, os citros apresentam Gepressdo da fotossintese a0
meio-dia, diminuindo o suprimento interno de carbono. Por outro lado, as folhas sempre verdes
dos citros podem assimilar carbono durante todo o ano compensando, assim, esse baixo
suprimento (Waring, 1991; Brakke & Allen, 1995; Goldschmidt & Koch, 19956).

As folhas de citros sio um importante compartimento de reserva de carboidratos, sendo
o amide a principal forma de reservas (Goldschmidt & Golomb, 1982). Em condigdes de
deficiéncia hidrica, € comum que ocorra decréscimo de amido e acamulo de aglicares solveis
em folhas dessecadas. Esse ltimo ocorre também em condigBes de alta concentragfio de CO, ¢
baixas taxas de transporte de agticares soliiveis ou baixa demanda para os drenos (Schulze,
1986, Chaves, 1991). O efeite da deficiéneia hidrica na distribuicdo de fotoassimilados foi
verificado em quatro espécies: eucalipto, girassol, videira e plantas de tremogo. Em todas,
ocorreu decréscimo de amido em folhas estressadas, no entanto, a sacarose foi mantida em
quantidades similares ou até maiores do que nas plantas controle, apesar das taxas de
fotossintese, observadas no campo, terem sido menores do que das plantas sem restricio de
agua (Quick ef al, 1992). Laranjeiras “Valéncia’ sob estresse hidrico também apresentaram
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diminuiciic nas concentragSes de amido e sacarose e aumento na conceniracio de agicarss
redutores quando comparados com seus controles {(Vu & Yelenosky, 1988b). Em folhas de
milho ¢ girassol 2 deficiéncia hidrica causou reduciic nas reservas de sacarose e outros
metabdlitos, tais como, 3-fosfo-gliceraldeido e malato (Lawior & Fock, 1978). Os autores
interpretaram que esta reducfio, provavelmente, nic foi devida ao decréscimo das
concentragbes das enzimas responsaveis pela sintese de sacarose, mas, sobretudo, a mudancas
de direclo dos fluxos metabdlicos. O carbono orgénico foi utilizado, provaveimente, para a
produgéic de aminodcidos, tais como, glicina, serina e aminas como a glutamina. Observacdes
similares foram constatadas em outras espécies durante pericdos de deficiéncia hidrica (Hubac
& Vieira Silva, 1580). Estes eventos podem contribuir para ¢ ajuste osmoético gue reduz os
danos nos tecidos e garante a sobrevivéncia quando ocorre a perda de turgescéncia Isto
porque a concentraglo de aglicares torna o potencial das células mais negativo, evitando assim,
a perda de agua (Munns & Weir, 1981). Porém, em citros, a deficiéncia hidrica nfio promove
ajuste osmotico {Syvertsen & Albrigo, 1980; Syvertsen ef al, 1981; Savé et al, 1995). Na
patogeénese, a sacarose é utilizada como a principal fonte de carbono para o patdgeno. Ao
mesmo tempo, hexoses sdo produzidas pelo hospedeiro, come mecanismo de resisténcia &
mfecgdio, para a sintese de parede celular, para a produgio de caloses, fitoalexinas, gomas e
outros glucanos (Avigad, 1982).

A predisposigio do hospedeirc ao ataque do patégeno pode estar relacionada com
varios fatores: deficiéncia hidrica, alterac@es hormonais, condigbes ambientais, etc. Em certas
doengas, o desequilibrio hormonal ¢, provavelmente, conseqiiéncia do estresse hidrico induzido
pela infecglo (Boyer, 1995).

Os horménios agem como sinalizadores para estimular ou inibir o crescimento ou
regular o desenvolvimento nas plantas. Estas substincias naturais exercem sua agHo,
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provavelmente, por meio de receptores especificos em celulas, que transformam sinasis em
eventos bioquimicos e fisiclégicos especificos (Fosket, 1994). Ataques de patégenos podem
alterar as concentracdes destes horménios. A inter-relagiio de horménios pode dificultar o
estudo de um determinado problema, uma vez que eles agem simultaneamente em cada
situagdo. Auxinas e giberelinas controlam o alongamento, enquanto que elas, juntamente com
citocininas, controlam a divisio e 2 subseqiiente diferenciacio celular. A combinagic de auxina
¢ etileno influencia o crescimento enquanto que o 4cido abscisico, o etileno e as citocininas
estdo associados com processos da abscisio foliar em citros (Goldschmidt, 1980; Sagee 27 al.,
1980). Citocininas enddgenas estio relacionadas com o crescimento da parte aérea e esta pode
mfluenciar a taxa de producio de citocininas nas raizes (Hendry ef al, 1982 ab). Na
patogénese, concentracdes alteradas destes hormbnios podem estar relacionadas com sintomas
como ¢ aparecimento de tumores, epinastia, queda das folhag, atrofias, etc...

As respostas das plantas de citros a0 estabelecimento e desenvolvimento da bactéria
Xylella fastidiosa nos tecidos, podem estar relacionadas as alteragBes hormonais. Nio se sabe
se tais desequilibrios s&o causa ou resultado da infecgo, tornando-se assim primordial entender
a fisiologia dos hormdnios vegetais na patogénese.

A producdo de 4cido abscisico (ABA) em tecidos de citros é de grande importincia
pelo seu papel na senescéncia, no movimento estomatico por seu efeito indireto na abscisio,
O acumulo de ABA estd, geralmente, associado com a deficiéncia hidrica, mas pouco se sabe
sobre a sua influéncia no desenvolvimento de doencas. Steadman & Sequeira (1969)
apresentaram a primeira evidéncia de que ocorreram concentracdes elevadas de ABA, como
conseqiiéncia da patogénese. Aparentemente, o ABA estava presente, em maiores
concentragbes, em folhas de tabaco infectados por Pseudomonas solanacearum do que em
tecidos sadios. Uma vez que o patdgeno ndo sintetiza ABA i Vilro, sugeriu-se que o aumento
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observado nesses tecidos foi devido a uma resposta do hospedeiro 2o patégeno. Os autores
propuseram que 0 aumento nas concentragdes de ABA estaria relacionado com a paralisagio
do crescimento observado nas plantas. Eles também encontraram uma relagdc entre
concentragles elevadas de ABA e sintomas de murcha observados em plantas infectadas por
Pseudomonas solanacearum. Em videira, também ocorren aumento de ABA em folhas com
sintomas da doenca de Pierce, guando comparadas com as plantas sadias (Goodwin ef al,
1988b). Estas observagdes indicam a complexa natureza da interagio hospedeiro-patdgenc e
enfatizam como o metabolismo do tecido infectado pode ser afetado por alteragBes de
horménios vegetais.

O aumento do conteido de ABA em plantas, principalmente nas raizes, pode estar
relacionado com o teor de 4gua no solo. Assim, quando as plantas passam por um periodo de
deficiéncia hidrica, ocorre aumento da biossintese de ABA nas raizes {Zhang & Davies, 1987;
Zhang et al., 1987, Gowing ef al., 1990, Zhang & Davies, 1990; Parry & Horgan, 1991; Parry
et al., 1992). Este ABA ¢ transportado para a parte aérea, via xilema, e pode promover o
fechamento estomaético. Embora o ABA também possa ser transportado da parte aérea para as
raizes, via floema, experimentos envolvendo blogueio dos vasos do floema demonstraram que
as raizes tém capacidade de sintetizar ABA. Este horménio, por sua vez, influencia a
condutividade hidraulica e o crescimento das raizes (Walton ef gl 1976, Cornish & Zeevaart,
1985, Gomes ef al., 1997).

O ABA em plantas ¢ sintetizado a partir do metabolismo do 4cido mevalnico,
envolvendo a clivagem de um carotendide oxigenado, possivelmente o 9’-cis-neoxantina, que
produz xantoxinas que, finalmente, sdo convertidas em 3cido abscisico (Rock & Zeevaart,
1990, Hoffman-Benning & Kende, 1992; Rock ef al, 1992; Cowan & Richardson, 1993). A
relagio entre 2 biossintese de ABA ea desidratacdo das raizes varia entre as espécies € 3 razdo
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desta variagio ¢ desconhecida (Zhang & Tardieu, 1996). Nio estd claro, também, como as
raizes regulam a concentragio de ABA ou o fluxo de ABA no xilema, em resposta 2 deficiéncia
hidrica no solo (Liang ef al., 1997). O aumento da concentragiio do ABA no xilema é uma
resposta sequencial. O primeiro aumento sendo derivado das raizes e o subsegiiente, pelo
menos parcialmente, das folhas estressadas (Zhang & Davies, 1989; Neales & Mcleod, 1991).
Tardieu & Davies (1993) desenvolveram um modelo integrando as relagdes hidricas e os sinais
quimicos, que controlam 2 conduténcia estomatica das plantas em solo seco. Pelas simulagBes
realizadas, estes autores conchuiram que a mensagem das raizes seria capaz de fazer com que a
planta verificasse as condigBes de extraciio da 4gua do solo {status de 4gua do solo e resisténcia
ac fluxo de agua) numa escala diéria enquanto que, mum longo prazo, a resposta da planta a
¢sta mensagem dependeria da demanda evaporativa.

O transporte de ABA no apoplasto da folha, do xilema para a epiderme, € influenciado,
dentre outros fatores, pelo pH, pela sua biossintese e pelo seu metabolismo, O ABA ¢
distribuido pelos compartimentos celulares das folhas através da difusio pela membrana por
gradientes de pH. O ABA atravessa as membranas na forma protonada (ABAH). Nos
compartimentos alcalinos {citosol ou estroma do cloroplasto), ele se dissocia no &nion ABA™. O
primeiro sitio de acBo do ABA, na regulacio do movimento estomético, € a membrana externa
da célula guarda. Em condigSes de estresse hidrico, o pH do apoplasto e as propriedades de
captura do anion sdo aumentadas, favorecendo o répido actimulo de ABA no seu sitio de acdo
(Hartung ef al., 1990).

Experimentos com mutantes de tomate do tipo wilty, que 130 s30 capazes de produzr
ABA, sugerem que as plantas necessitam de ABA para manter um balango positivo de dgua.
Entretanto, ndo estd bem claro se o controle estomatico em plantas estressadas pode ser

inteiramente explicado pelas modificacBes nas concentragtes de ABA ou se, ainda, € necesséario
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alguma regulagem hidriulica (Bradford ef al, 1983), Munns & King (1988) verificaram que o
ABA pode nfo ser o Ginico inibidor da abertura estomatica presente na corrente transpiratdria.
Em experimentos de campo, a sensibilidade de estématos de milho is concentracdes de ABA
variou muito conforme o hordrio do dia. Sugeriu-se que isto ocorreu devido as mudancas no
potencial da 4gua na folha e da epiderme que aumentaram com a irradidncia e o déficit de
saturagio & medida que o dia progrediu, logo, variagBes hidricas na epiderme poderiam agir
como moduladores da resposta do estbmato ao ABA (Tardieu ef al, 1992). Tardieu ef al.
(1996), estudando diversas espécies, concluiram que a condutincia estomadtica, geralmente,
esteve correlacionada com o potencial da 4gua na folha, sugerindo que n#o sfo apenss as
mensagens quimicas enire a raiz-parte aérea que desempenhariam um papel importante no
controle estomatico. Em Lupinus albus L., sujeito a moderado estresse hidrico, ocorren
acimulo de ABA no xilema suficiente para justificar a depressdc na condutincia estomatica.
Entretanto, quando a deficiéncia hidrica tornou-se mais severa, ndo foi possivel estabelecer
correlagio entre o conteiido de ABA e a condutincia estomatica {Correia & Pereira, 1993).
Socias ef al. (1997) nfo encontraram relacBes coerentes entre a condutincia estomatica em
relagdo aos teorss de ABA e o potencial da agua na folha em plantas de trevo mantidas
irrigadas.

As auxinas, a segunda classe de horménios que serd enfocada neste estudo, sio
sintetizadas nas plantas em regides de crescimento ativo, como o meristema apical, as gemas
axilares, as folhas jovens e os meristemas das raizes, sendo transportadas para diferentes orgios
onde atuam no mecanismo interno que controla o crescimento. O 4cido 3-indol acetico {AlA)
esta relacionado com o crescimento do caule, das folhas e das raizes, a inducio de atividade

cambial em plantas lenhosas, a domindncia apical e o desenvolvimento da flor e do fruto.
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As auxinas ja foram detectadas em vérios tecidos e orggos dos citros (Bl Otomani ef al.,
1995; Kojima e al., 1994, 1996, Kojima, 1997). Em plantas vasculares, ela é metabolizada,
principalmente, por duas vias: degradacic oxidativa pela AIA oxidase ou peroxidase ¢
formaglo de compostos conjugados com aminoscidos ou aglicares {Cohen & Bandurski, 1982;
Plummer ef al,1991}.

O AlIA pode influenciar a sensibilidade do estémato ac ABA. A relagio dose/resposta
entre ABA e fechamento estomético em epiderme isolada de milho, pdde ser consideravelmente
modificada pela auxina (Snaith & Mansfield, 1982a). A auxina aplicada exégenamente em
Commelina communis teve um papel determinante na abertura dos estdmatos, em ambas as
superficies da folha, em diferentes condigBes ambientais (Pemadasa, 1982).

O ABA e o AIA sio icidos fracos e possuem os mesmos valores de pK {48),
coeficiente de partig:ﬁo entre as membranas, portanto, seria esperade que o AIA € o ABA se
redistribuissem na planta da mesma forma durante estresse hidrico {(Hartung ef al., 1992).
Porém, estes dados nfo sdo coerentes com o possivel papel do AIA como antagonista do ABA
na resposta estomatica porque, em condigbes de deficiéncia hidrica, as concentragtes de AIA
aumentariam em paralelo com as de ABA e isto provocaria a diminuicio nos efeitos do ABA
nas celulas guarda dos estomatos (Hartung ef al., 1992).

Alguns trabalhos sugerem que o ABA ndo é o tnico sinal responsavel pelas respostas
estornaticas em plantas que sfo submetidas a ciclos de estresse e reirrigacdo, porque o tempo
do fechamento estomatico, e subseqiiente recuperagio, nfo estio relacionados com ¢ actimulo
e com o declinio do ABA nas folhas. Alguns destes casos podem ser devidos 2 redistribuigio
do ABA pré-existente nas folhas. Se as concentracdes de AIA também varam em folhas
estressadas, entdo, € possivel explicar a imperfeita correlacio entre o ABA ¢ a resposta
estomatica (Hartung er al, 1992). Ha poucas evidéncias das variacBes de AIA em plantas
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submetidas & deficiéncia hidrica mas foi verificado, em arbustos da regifio mediterrénea, que a
concentragdo de ATA aumentou nos primeiros dias de estresse e declinou apds o terceiro dia.
Nos dias subsegiientes, ndo houve diferenca na concentragio de AJA entre as plantas irrigadas
€ as plantas estressadas, enquanto que essas tltimas, apresentaram aumento das concentracdes
de ABA durante todo o periodo de deficiéncia hidrica {Lopez-Carbonell ef ol , 1996).

As auxinas acumulam-se, geralmente, em altas concentraghes em plantas doentes ¢ sio
produzidas por um amplo espectro de microrganismos, particularmente se seu precursor, o
triptofano, estiver disponivel. Isto porque esti bem estabelecido que alguns microrganismos
t8m a capacidade de converter triptofanc em AIA (Notmanly ef al., 1995, Patten & Glick,
1996; Lindow ef al, 1998). O actmuio de triptofanc e outros amincicidos aromaticos em
tecidos doentes € atribuido, prioritariamente, ac aumento das taxas de sintese destas
substincias decorrentes da atividade acelerada da rota do acido chiquimico (Sequeira, 1963;
Matta & Gentile, 1968; Pegg & Sequeira, 1968). A primeira resposta da planta & producdo
elevada de auxina € o afrouxamento da parede celular. Em plantas infectadas por bactérias,
pode ocorrer acimulo de ATA (‘“hiperauxinia’), e nfo se sabe se tal aumento estd relacionado 3
predugio de auxina pelo patdgeno, ac aumento de produciio de auxina pelo hospedeiro, &
suspensdo do processo normal de degradacio de horménio (AIA oxidase) ou ainda, 4 alguma
relagdo causal entre acumulo de AIA e estabelecimento do patdgeno no tecido hospedeiro
(Goodman ef al, 1986). Ha ocorréncias de estimulo da produgio de pélos radiculares e
iniciagBo lateral das raizes a partir do AIA produzido por fimgos e bactérias (Costacurta &
Vanderleyden,1995; Tuomi & Rosengqvist, 1995). Os experimentos de Costacurta ef af. (1998)
concluiram que a biossintese de AIA pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri  foi
gumentada na presenga de extratos de plantas de citros. Porém, 2 natureza dos compostos que
levam 2 biossintese de AIA ainda ¢ desconhecida. O zinco é um nutriente essencial para a
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sintese de triptofano, precursor da auxina. Plantas de café deficientes em zinco, possuem
entrenés, peciolos e pedicelos curtos, area foliar ¢ frutos menores. Estas caracteristicas
morfologicas externas sdo as mesmas apresentadas pelas plantas de caff, infectadas pela Xylella
Jastidiosa. Sugeriu-se, entlo, que & bactéria, de algum modo, decresceu o teor de zinco na
planta, ocasionando menor sintese de AlA e, conseqiientemente, diminuiu 2 expansio celular e
o crescimento e promoveu a senescéneia { Queiroz-Voltan et al | 1998).

E importante ressaltar que os resultados de estudos de horménios em plantas sadias e
doentes mostraram que as respostas mediadas por horménios nfo sdo, geralmente, devido a
atividade de um dnico hormomnio mas o resultado da interacio de vérios horménios {(Goodman
et al., 1986).

O estudo das relagBes hormonais, das relagBes hidricas, das trocas gasosas e do
contetido de fotoassimilados nas respostas de plantas de citros com CVC, irrigadas ou nfio,

pode ajudar no esclarecimento de tais pardmetros na patogénese.
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O objetivo deste trabalho foi conhecer as variagBes nas concentragBes hormonais de
acido abscisico ¢ 4cido 3-indol acético, de carboidratos e estudar as relacBes hidricas e as
frocas gasosas em laranjeiras ‘Péra’, enxertadas sobre limoeiros ‘Crave’, com Clorose
Variegada dos Citros ¢ sadias, submetidas a trés ciclos de deficiéncia hidrica, aplicados no

periodo de um ano.
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MATERIAL E METODOS

O experimento de campo foi realizado no Centro de Citricultura Sylvie Mereira do
Institute Agrondmico de Campinas, Cordeirdpelis (22°34°S; 47°34°0; 689 m de altitude), SP.
As plantas permaneceram durante todo experimento em um tslado {16X10 m), totalmente

fechado para evitar a entrada dos insetos transmissores da bactéria.

1) Material vegetal e inoculaciio da bactéria

Foram utilizadas mudas, com um ano de idade, de laranjeiras ‘Péra’ (Citrus sinensis 1.
Osbeck), enxertadas sobre himoeiros “Cravo’ (Cirrus limonia Osbeck). Essas mudas foram
transplantadas para vasos de 1000 L com uma mistura de terra:areia:matéria organica (3:1:1j e
sistema individual de irrigagio por gotejamento.

A inoculagdo da bactéria Xylella fastidiosa foi realizada segundo método desenvolvido
por Medina ef al (1598), que consiste na encostia de ramos de mudas de limoeiro
contamnados pela bactéria, no caule das plantas a serem infectadas (fig 1). As mudas de
limoeiro foram originadas de sementes de lim3o ‘Cravo’, com dois meses de idade, infectadas
pela bactéria pela encostia em plantas doentes. Este método mostrou-se eficaz, pois seis meses
apbs a inoculagdo, todas as plantas inoculadas apresentaram resultado positive 4 andlise de
PCR (cadeia em reagdo de polimerase) (Pooler & Hartung, 1995). O PCR permitiu identificar a
existéncia da bactéria nas plantas ¢ € um teste de rotina realizado no Setor de Biotecnologia do
Centro de Citnicultura do IAC. Durante todo o periodo de experimentacio, as plantas foram

adubadas e pulverizadas com fungicidas e inseticidas, conforme a necessidade da cultura.

17



Figura 1: Detalhe do método de encostia para inoculacfo da bactéria Aviella fastidiosa, em
laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre limoetros “Crave’, com um ano de idade (Medina ef al,,
1998). (A) tubete com a planta infectada.

2} Descrigdo dos tratamentos

No telado, havia oitenta plantas, das quais a metade delas foi inoculada com a bactéria.

No experimento, foram utilizadas vinte destas plantas para aplicacfio dos seguintes tratamentos,

com ¢ineo repeticdes cada:
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* PSI (Plantas sadias irrigadas). plantas que permaneceram irrigadas, em todas as

&pocas,

* PDI (Plantas doentes irrigadas): plantas que permansceram irrigadas, nas quais
estudou-se g evolucBo da doenga.

* PSNI (Plantas sadias ndo irrigadas): durante trés épocas, no periodo de um ano,
interromperam-se as irrigagdes em margo de 1998 (primeiro ciclo de deficiéneia hidrica, plantas
com dois anos ¢ dois meses de idade), outubro de 1998 (segundo ciclo, plantas com dois anos e
oito meses) € abril de 1999 (terceiro ciclo, plantas com rés anos e dois meses).

* PDNI (Plantas doentes nfio irrigadas) o mesmo iratamento anterior, porém com
plantas doentes.

A suspenso da irrigacio foi realizada pela retirada do sistema de gotejamento dos
vasos e colocagdo de plasticos na parte superior destes, para evitar a perda de agua por
evaporagdo e entrada de 4gua da chuva. A duragdo do perfodo de suspensdo da irrigagéo foi
determinada pelas taxas de fotossintese das plantas ndo irrigadas, ou seja, quando estes valores

ficavam nulos.

3} Medidas das piantas no telade

3.1) Assimilacio de CO,, transpiracio e condutincia estomatica

As taxas de assimilacBo de CO, e de transpiracio e a condutincia estomatica foram
medidas em folhas de ramos previamente escolhidos. As folhas escolhidas tinham,
aproximadamente, ur ano de idade. No caso das plantas doentes, foram escothidos ramos que

apresentassem folhas com sintomas da doenga {fig.2).
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Figura 2Z: Sintomas caracteristicos da Clorose Variegada dos Citros em laranjeira infectada
pela bactéria Xylella fastidiosa (Fundecitrus, 1997). (A) Aspecto geral de laranjeira
contaminada; (B) Face adaxial de folha com CVC; (C) Face abaxial de folha com CVC.
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Estas medidas foram feitas utilizando-se o Sistema Portatil de Medida de Fotossintese,
IRGA (Infra Red Gas Analyser, 1i 6200, Licor). A densidade de fluxe de fbtons
fotossintéticamente ativos (DFFFA) ¢ a temperatura da folha, que € necessaria para o caleulo
do déficit de pressfio de vapor (DPV), também foram registrados pele IRGA no momento das
medidas. A partir da suspensfic da irrigaclio, as medidas foram realizadas em trés horérios
durante o dia (8:30 h, 12:00 h e 15:00 h). Em alguns dias as medidas também foram realizadas
a5 9:30 h e a5 10:30 h. Quando a fotossintese alcangou taxas préximas ao zero, a irrigacfio foi
remiciada ¢ avalicu-se o potencial de recuperagio das plantas. Cada época de experimento
durou, aproximadamente, trinta dias desde a suspensio da irrigac8o at€ a total recuperacgo das

plantas.

3.2) Potencial da dgua na folha

0 potencial da agua na folha foi medido 4s 6:00 h e as 14:00 b, utilizando-se a cimara
de pressio (Plant Moisture Stress, PMS Instruments). O potencial da 4gus na folha 35 6:00 h
pode ser utilizado como estimativa do potencial da 4gua no solo (Elfving ef ai., 1972). Foram
escolhidas folhas nos mesmos ramos em que as trocas gasosas foram medidas. As folhas foram
envoltas em filme plastico de polietileno, para reduzir a perda de umidade, cortadas dos ramos
com ldmina de barbear ¢ medidas, imediatamente, na c8mara de pressiio, utilizando-se o

meétodo proposto por Turner (1981).
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3.3) Umidade do subsirato

Amostras de substrato foram retiradas dos vasos na porgiio mediana, por meio de um
orificio lateral, e colocadas em vidros que foram, imediatamente, pesados em balanca analitica
(massa fresca). Apos 72 horas de secagem a 100°C, a massa seca foi determinada pela pesagem

dos vidros. A umidade relativa do solo foi calculada pela seguinte formula:

_ MF-MS

Uus
ME

* 100, onde:

US = umidade do substrato (%)
MF = massa fresca (g)
MS = massa seca (g}

3.4) Déficit de presséio de vapor (DPV.,,)

As temperaturas do bulbo seco e bulbo Gmido, utilizadas para o célculo do DPV entre a
folha e o ar, foram registradas numa mini estagio meteoroldgica (Li-120008, Licor), instalada
no interior do telado, onde estavam localizadas as laranjeiras. O DPVe,, foi calculado segundo a
equacgio abaixo:

. 17,5027
& (T’ = 0,61365 exp ( S309747 ) ;

€ =7 (Ta-T'x)
DPVi ar =€ -es (T = (Tar - T'w) - €5 (Te), onde:
Tar € T’ temperaturas do ar do bulbo imido e seco, respectivamente (°C)
Tr = temperatura da folha (°C)
¥ = constante psicrométrica = ~0,0658kPa/ °C

¢, = pressiio de vapor atual do ar (kPa)
¢, = pressio de vapor de saturagio (kPa)
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4) Andlises laboratoriais

As analises bioquimicas foram realizadas no Centro de Ecofisiologia e Biofisica do

Instituto Agrondmico de Campinas, Campinas, SP.

4.1) Analise de acide abscisico

Em cada época de aplicagio de deficiéncia hidrica, nos mesmos dias de medidas de
trocas gasosas, foram escolhidas de quatro 2 seis folhas, no mesmo ramo em que se mediram as
trocas gasosas. Nas plantas doentes escolheram-se folhas com sintomas do tipo 3%, ds acordo
com a escala diagramética (fig.3) de Amorim ef @/, (1993), nas trés ¢pocas de experimentos. As
folhas foram retiradas, imediatamente colocadas em nitrogénio liquido e armazenadas em
ultrafreezer (-80°C) até utilizacfio delas para quantificagiio do 4cido abscisico. O método de
extragdo ¢ quantificagdo foi adaptado do método desenvolvido por Norman et al. (1988,1990).

No laboratorio, as folhas foram maceradas em nitrogénio liquido e liofilizadas durante 72 horas.

S0 * /
P

- %
-

3% 6%

3%

Figura 3: Escala diagramética para avaliacio da severidade da Clorose Variegada dos Citros
(Amorim ef al., 1993). As manchas escuras representam as regides das folhas com sintomas da

doenga. A proporglo de doenca foi obtida pela divisio da somatéria das 4reas das manchas
pela area total de cada folha.
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4.1.1) Extracio

As folhas maceradas e liofilizadas foram pesadas (50,0 mg) e extraidas em 1,5 mL em
80% acetona (v/v), contendo BHT (hidroxitolueno butilado), 100,0 mg/L & BHA {hidroxianisol

butilado), 100mg/L. Os extratos foram mantidos durante duas semanas 2 4°C.

4.1.2) Purificacdio

Uma aliquota do extrato (750,0 uL) foi completads com tampiio TBS {tamplo tris
salinoj, pH 7.5, até o volume final de 5,0 mL. Este tampdo & constituido pelas seguintes
substéncias: 6,0 g de TRIS (hidroximetil amino metano); 0,2 g de MgCly; 88 gde NaCl; 0,1 g
de Nal; ‘(azida sodica) e 0,5 mL de TWEEN 20 para cada litro de tampdo. O pH foi ajustado
para 7,5 com HCI concentrado. A amostra foi centrifugada por 9 min, a 10.000 g, ¢ filtradas
em membranas de nylon (Millex, 0,22um). Esse extrato foi analisado diretamente em ensaio

imunc-enzimatico.

4.1.3) ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay)

Foram utilizados kits de ensaio imuno-enzimatico (Phytodetek), para deteccio de acido
abscisico. Cada kit € composto por uma placa especial de poliestireno com 96 microcavidades
{onde os anticorpos estdio adsorvidos), de substincia marcadora (trés frascos de 1,0 mL), de
diluente de marcador (15,0 mL), de solucgio de lavagem (dois frascos de 30,0 mL), de diluente
de substrato (um frasco de 30,0 mL), de tabletes de substrato e de reagente de paralisag3io {um
frasco de 5,0 mL).
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O principic do ensaio € a competicio entre ¢ hormbnio marcado e o hormdnio da
amostra, pelos anticorpos adsorvidos na placa. O horménio marcado com fosfatase alcalina
(marcador) € adicionado com o extrato da planta ac anticorpo que esta adsorvido s paredes
das cavidades da placa. A reacio de ligagio competitiva ¢ estabelecida entre uma quantidade
constante de marcador, uma quantidade limitante de anticorpo ¢ a amostra contendo uma
guantidade desconhecida de ABA. O horménio da amostra compete com o marcador pelos
sttios de ligacio do anticorpo. O marcador nfo ligade € lavado antes da adigfic de substrato. A
concentracio de hormdnio, marcada com fosfatase alcalina, retida na placa sera inversamente
proporcional 2 quantidade de horménio na amostra. Portanto, a cor amarela produzida, em
decorréncia da reagic do substraio p-nitrofencl com a fosfatase alcaling, ¢ inversamente
proporcional 2 quantidade de horménio na amostra. Por intermédio de uma curva padriio, com
concentracdes conhecidas de ABA, é possivel calcular a concentragic de horménio de cada

amosira.

4.1.4) Protocolo do ensaio imune-enzimdtico

Um volume de 100,0 uL de cada padriio (verificar item 4.1.6) foi colocado em uma
microcavidade da placa, em triplicata. Os extratos (100,0 pL) foram colocados aleatoriamente
nas placas com trés repeticdes. Em cada microcavidade foram adicionados 100,0 ul de
marcador diluido, utilizando-se pipeta multicanal. As placas foram cobertas com filme selador ¢
incubadas por trés horas, a 5 °C. Ap6s a incubagio, descartou-se a solugfio e as microcavidades
foram lavadas com 200,0 ul. de solugfio de lavagem. A mistura foi novamente decantada e
repetiu-se este iltimo passo mais duas vezes. Adicionaram-se 200,0 uL de solugfio de substrato

a cada cavidade e a placa foi selada ¢ incubada, por 60 min, a 37°C. Apés este periodo,
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adicionou-se uma gota de reagente de paralisaco a cada microcavidade que agiu por 5 min.
Procedeu-se a leitura da densidade otica num leitor de placa de ELISA, no comprimento de

onda de 405 nm.

4.1.5) Célculos da concentraciio de ABA

Calculou-se a média das absorbéncias de cada repetigic dos padrfes e das amostras. A

porcentagem de ligagio de cada padriic ou amostra foi calculads pela seguinte formula:

DO{AouP)~ DOLNE
DOBo- DOLINE

% de Ligagio = X 100, onde:

D.O. (A) = densidade ética da amostra (nm)

D.G. (P) = densidade ética do padrio (nm)

Bo = 100,0 uL. de tamp&o + 100,0 uL de marcador = 100% de ligagdo

Ligag#o ndo especifica = 100,0 pmoV/ 0,1mL de ABA + 100,0 pL de marcador = 0% de ligacdo

A relagdio linear foi calculada utilizando-se a seguinte formula;

Logit (%B/Bo)m];n[ (%5/ Bo) ]

100 —(%B/ Bo)

4.1.6) Curva padrio de ABA

Dissolveram-se 0,0246 g de mistura de isdmeros de ABA (Sigma) em 100,0 mL de
metano! absoluto para obtengfio de uma solugdo estoque de 1,0 mM. A partir desta solucdo
estoque, foram preparados padrdes em tampio TBST. Para céleulo da curva padrio foi
necessario a leitura de absorbéncia da ligacsic n3o especifica (LNE), ou seja, quando se tem

excesso de ABA (100,0 pmol de ABA/0,1 mL + marcador) e do branco (tampio + marcador),
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que foi equivalente a 100% de ligagho dos anticorpos nos sftios de ligacio. A linearidade do
teste, segundo o fabricante dos kits, é considerada 6tima entre 0,02 e 5,0 pmol/0,1mL. Para
cadz leitura do enszio no leitor de placa foi incluida uma curva padriio. Todas as curvas dos

ensaios realizados seguiram o modele demonstrado pela fig.4:

4 y=-0,836-1864 x
r=-0,995
2-
2
& o-
-2 -
A -
: s ettt g
0,01 0,1 1 10
pmoi ABA/Q. 1 mi.

Figura 4. Curva padriic obtida a partir da leitura das densidades ¢ticas das concentragBes de
ABA (0,05, 0,1; 0,5 pmol; 1,0 e 2,0 pmol de ABA/0,1mL). B= Densidade 6tica da liga¢do do
marcador ao anticorpo na presenga de ABA (100,0 pmol/0,1mL); B,= Densidade é6tica da
ligagdo do marcador na auséncia de ABA. Logit B/B.= In[(B/B,)/100- B/B,)l.

4.2) Andlise de dcide 3-indol acético (ATIA)

As amostras de folhas, utilizadas nas anélises de AIA, foram as mesmas utilizadas para
analise de ABA. Os procedimentos de coleta, maceracio ¢ armazenamento podem ser

verificados no item 4.1.
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4.2.1) Extraciio

Foram pesados 50,0 mg de tecido foliar ¢ colocados em 3,0 mL 80% metanol {viv},

contendo BHT, 100,0 mg/L e BHA, 100mg/L, durante 48h, no escuro, 2 4°C.

4.2.2) Purificacio

Os extratos foram centrifugados durante 20 min a 10.000 g. Apos a centrifugacio, 1,5
mL de extrato foi filtrado em membrana de nylon (Millex, 0,22 um}, conectado a uma coluna
Sep-Pak C;s (Waters), previamente ativada com metancl 80% (v/v). Apés a retirada do filro,
passou-se pela coluna 1,5 mL de meio de extragio para retirar o AIA que ficou retido na
coluna. O material coletado foi seco num concentrador de amostras e ressuspendido em 1,0 mL
de agua, pH 2,5 ¢ esse materal foi extraide trés vezes em éter anidro. O extrato foi seco
novamente no concentrador e armazenado, a 5°C, para posterior metilacio (Zaffari er al,

1998).

4.2.3) Metilacio das amosiras

ApGs a secagem, as amostras foram metiladas com diazometanc. A produgio do
diazometano foi realizada em capela por ser um material t6xico e muito explosivo. O Diazaid
(p-tolil-sulfonil-metil-nitrosamida) foi pesado (2,14 g) e dissolvido em 30,0 mL de éter num
becker em banho com gelo. Em seguida 0,4 g de KOH foi dissolvido em algumas gotas de

agua, sendo adicionados 10,0 mL de etanol 96% 3 solugfio, mantida em becker em banho de
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gelo. O contedido dos dois beckers foi misturado e colocado no baldo do destilador mantido em
banho-maria (40°C). A mistura foi destilada a 65°C, obtendo-se assim um liguido amarelo, o
diazometanc (Vogel, 1956; Schlenk & Gellerman, 1960). O produto foi armazenado, a -20°C,
em frasco hermético por, no méximo, uma semana. Apds este periodo, o diszometano perde a
atividade. Toda a vidraria usada no preparo da substincia foi lavada com 4cido acético glacial
para desativar o diazometano e ¢ Diazald. O descarte foi feito em frascos e locais apropriados.
Para a metilaglo foram acrescentandos 100,0 ul de diazometano a cada amostra e
agitada. Para a garantia de que toda a amostra tenha sido metilada, mais 150,0 pl de
diazometano foram adicionados. Apds a metilacio, adicionaram-se 3,0 ml. de tampio TRIS
25,0 mM (3,035 g de TRIS (hidroximetil-amino-metano} ¢ 0,2 g de NaN; (azida sodica) por

litro), pH7,5.

4.2.4) Curva padriio de AIA

Dissolveram-se 0,01892 g de AIA (4cido 3-indol acético metil éster) em 100,0 mL de
metanol absoluto, para obtengo de uma solugiio estoque de 1,0 mM. A partir desta solucio
estoque, foram preparadas as solugBes padres em tampdo TRIS, pH 7.5. As concentracOes
escothidas foram: 1,0; 5,0, 20,0 e 50,0 pmol/0,1mL. Para calculo da curva padrio foram
necessarios os valores das densidades Gticas da Jligagio nio especifica (100 pmol/0,1mL) e do
branco (0,0 pmol/0,1mL). A linearidade do teste, segundo o fabricante dos kits, € considerada
étima entre 0,5 & 100,0 pmol/0,1mL. Para cada leitura do ensaio no leitor de placa foi incluida

uma curva padrdo. Todas as curvas dos ensaios realizados seguiram o modelo demonstrado

pela fig 5
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Figura 5: Curva padr8o obtida a partir da leitura das densidades éticas das concentragdes de
AJA (1,0; 5,0, 20,0, 50,0 pmol de ATA/0,1mL). B= Densidade 6tica da ligagio do marcador ao
anticorpo na presenga de excesso de AIA (200,0 pmol/0,1 mL); B,= Densidade 6tica da ligagdo
do marcador na auséncia de AIA. Logit B/B= In[(B/B,)/100- B/B,)].

Foram utilizados kits de ensaio imuno-enzimatico (Phytodetek), para detecciio de acido

3-indol acético. Os procedimentos do ensaic imuno-enzimético e os calculos das concentracies

de AIA foram os mesmos descritos para ABA (itens 4.1.4 ¢4.1.5).
4.3) Analise de carboidratos
A quantificagio de carboidratos foi feita em folhas coletadas nos mesmos ramos em que

se mediram as trocas gasosas. As folhas foram excisadas dos ramos, mergulhadas em nitrogénio

liquido e mantidas a 80°C durante 72 horas. Apds a secagem, as folhas foram moidas. O
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metodo de quantificagio foi adaptado de Somogyi (1952) e Nelson {1944). No primeiro ciclo a

coleta foi feita as 17:00 h e nos outros dois ciclos as 9:00 h,12:00h, 1500 he 17:00 k.,

4.3.1) Prepare dos reagentes

Reagente A: Dissolveram-se 25,0 g de carbonato de sédio anidro (NaC0s), 34.4g de
tartarato de s6dio e potassio, 20,0g de bicarbonato de sédio e 200,0g de sulfato de sédic em
1,0 L de dgua destilada.

Reagente B: Dissolveram-se 15,0 g de sulfato de cobre penta-hidratado em 100,0 mL
de 4dgua destilada, adicionou-se 2 gotas de 4cido sulfiirico concentrado e completou-se o
volume (1,0 L) com 4gua destilada.

Reagente C: Dissolveram-se 25,0 g de molibdato de aménic em 450,0 mL de agua
destilada e adicionaram-se 21,0 mL de 4cido sulfiirico concentrado e 3,0 g de arseniato acido
de sbdio, previamente diluido em 21,0 mL de agua destilada. Homogeneizou-se a solugiio &
armazenou-se em frasco escuro, por 48h, a 37°C.

E importante salientar que a mistura do reagente A+B oi feita antes de sua utilizago,

na proporgio de 25:1.

4.3.2) Extracio

As folhas moidas foram pesadas (150,0 mg) e colocadas. em 5,0 mi de etanol 80%
(v/v), mantidas em banho-maria (70°C), durante 20 min. Centrifugou-se este extrato, durante
10min, a 10.000 g. O sobrenadante foi colocado em um becker. Adicionaram-se mais 5,0 mL

de etanol 80% ao residuo, repetiu-se a operagiio de extrag@o em banho-maria e 2 centrifugacio.
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Os sobrenadantes foram misturados e levados para evaporagio em banho-maria (70°C), para

quantificagiio dos aglcares soliveis. Os residuos dos tubos de centrifuga foram utilizados para

dosagem de amido.

4.3.3) Dosagem de acticares redutores

Apés a evaporagdo do sobrenadante, 4gua destilada foi colocada no becker para raspar
o extrato formado ¢ o volume foi completado para 25,0 mL (extrato inicial). Retiraram-se 2,5
ml. desta amostra e completou-se o volume para 5,0 mL com 4gua destilada. Destes 5,0 mL,
retirou-se 1,0 mL ¢ adicionou-se 1,0 mL do reagente A+B. Esta mistura ficou em banho-maria,
a 100°C, por 20min ¢ foi resfriada, rapidamente, com 4gua gelada. Adicionou-se, entdo, 1,0 mL
do reagente C. A mistura foi agitada vigorosamente em um agitador de tubos e completou-se o
volume para 25,0 mL com agua destilada. A absorbincia da amostra foi analisada em
espectrofotdmetro a 540nm. A absorbincia de uma solugio com 1,0 mL de agua destilada mais
1,0 mL do reagente A+B foi feita e considerada ‘branco”. O calculo das concentracles de

carboidratos redutores foi feito a partir da curva padrio de glicose.

4.3.4) Dosagem de aciicares totais

A partir do extrato inicial, descrito anteriormente, retiraram-se 12,5 mL que foi
hidrolisado com 1,5 mL de HCI concentrado ¢ mantido em banho-maria {70°C), por 5 min.
Deste extrato, retirou-se 2,5mL para neutralizacio da amostra com NaOH e, em seguida,
completou-se¢ o volume para 12,5ml. A partir deste extrato, retirou-se 1,0 mL para reagio e

seguiu-se os passos realizados para agficares redutores.
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Pela diferenca entre o conteddo de aghcares totais e aglicares tedutores foi possivel

calcular as concentragdes de sacarose do tecido.

4.3.5) Dosagem de amido

Mo residuo proveniente da extracfio dos acticares, adicionaram-se 5,0 mL de #cido
perclérico (HCIQy), 72% (v/v). O extrato ficou em banho-maria (70°C), por 30min e foi
centrifugado, por 10 min, a 10.000 g. O sobrenadante foi filtrado em balio volumétrico. Esta
operacdo foi repetida mais uma vez ¢ o volume do balfio foi completado para 100,0 miL com
agua destilada. Deste, retiraram-se 5,0 mL e completou-se o volume para 25,0 mL, de onde foi
retirado 1,0 mL para reagio de coloracdo, colocando-se 1,0 mL de fenol (5%} & 5,0 mL de
acido sulfirico. A leitura da absorbéncia do amido foi feita em espectrofotdmetro, a 490nm. Os
célculos foram feitos pela curva de amido com concentragdes conhecidas de amido (item

43.7).

4.3.6) Curva padriio de glicose

A curva padro foi feita a partir da diluicio de glicose anidra pura. Dissolveram-se

100,0 mg de glicose em 100,0 mL de 4gua e a partir desta solugiio fez-se diluighes em vérias

concentragBes. Retirou-se 1,0 ml de cada concentragio feita e seguiu-se o procedimento da

reagdo de coloragdo do método de quantificaclo, para obtengio da seguinte curva:
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Figura 6. Curva padréio de glicose a partir de varias diluigSes de glicose (entre 0,005 2 0,06 mg
glicose/mL). As densidades dticas das concentracdes dos padrdes foram lidas a 540 nm.

4.3.7) Curva padrio de amido

Pesaram-se 100,0 mg de amido e foram disso}vi‘dos em 100,0 mL de igua. Retiraram-
se aliquotas correspondentes as diluigSes desejadas. Adicionaram-se 10,0 mL de 4cido
perclorico, por 30 min, em banho-maria (70°C), para depois completar o volume para 1000
mL com agua destilada. Em seguida, retirou-se 1,0 mL para reacio de coloragdo e seguiu-se o
procedimento de quantificaciio para dosagem de amido. A curva padrio obtida estd

apresentada a seguir:
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Figura 7: Curva padriio de amido a partir de vérias diluigdes {entre 0,01 a 0,2 mg amido/mL).
As densidades Oticas das concentragdes dos padries foram lidas 2 490 nm.

5} Analise estatistica

Os resuitados dos tratamentos, com cinco repeticdes, de todas as analises feitas neste
trabalho, foram comparados entre eles pela analise de varidncia (ANOVA), pelo teste F, ao
nivel de 5% de probabilidade, sendo calculada a diferenga minima significativa {DMS) pelo
teste de Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade. Para testar se a distribuicio dos dados foi
normal, utilizou-se o teste de Kolmogorov-Smimov, modificado por Lilliefors. Para avaliar a
homogeneidade das varidncias foi usado o teste de Bartlett. O teste de Dixon foi utilizado para

a determinagdo dos valores discrepantes (Campos, 1983; Pimentel Gomes, 1990).
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RESULTADOS

1} Primeiro ciclo de defici@ncia hidrica

1.1} Trocas gasosas

Nas figs. 8 2 12 estdo representadas as respostas das plantas em relacio as varigveis
medidas, durante o primeiro ciclo de deficiéncia hidrica, em margo/abril de 1998 (um ano e dois
meses apos a inoculacio da bactéria).

Um dia apoés 2 suspensio da irrigagdo (fig.8), nfo houve diferengas significativas nas
varigveis medidas entre os tratamentos. A assimilacio de CO, (4) tendeu a decrescer 4 medida
que o dia progrediu. No meio da tarde, por volta das 16:00 h, ocorreu uma tendéncia de
decréscimo da fotossintese j4 que a DFFFA também decresceu, coincidindo com a diminuicdo
da conduténcia estomatica (g). A transpiracio das plantas (E) foi mais intensa a0 meio-dia
quando os estOmatos estavam mais abertos. A fotossintese esteve entre 8,5 a 10,0 umol/m’ s
entre 10:00 h e 12:00 h, mas, a tarde, este valor caiy, ficando ao redor de 5,0 2 6,0 umol/m® s,
A media da conduténcia estomatica de todos os tratamentos ficou ao redor de 0,15 mol/ini*s
até, aproximadamente, s 12:00 h, decaindo para 0,12 mol/m’ s, ao redor das 16:00 h. O maior

valor de transpiragio (3,5 mmol/m”.s) ocorreu ao meio-dia.
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Figura 8. Efeito de um dia de deficiéncia hidrica em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre
limoeiros “Cravo’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa, no primeiro ciclo. (A A
(assimilagio de COy); (B) g (condutdneia estomatica); (C) E (transpiracio) e {D) DFFFA
{densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos); T {(temperatura do ar) e DPV {déficit
de pressdo de vapor entre o ar e a folha); PSI {plantas sadias irrigadas); PSNI {plantas sadias
ndo irrigadas), PDI (plantas doentes irrigadas); PDNT (plantas doentes ndo irrigadas). Cada
ponto representa 2 média de 5 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre
si estatisticamente (teste de Duncan, 5%).

No terceiro dia de deficiéncia hidrica (fg.9) comecaram a ocorrer diferencas
significativas, ao redor das 14:00 h, entre as plantas sadias irrigadas (PSI) e as plantas sadias
ndo irrigadas (PSNI). Os valores de 4, g e E de PSNI foram, aproximadamente, 25% menores
que os de PSI. Nac ocorreram diferencas significativas em 4, g e £ entre plantas doentes

irrigadas (PDI) e plantas doentes nfio irrigadas (PDNI), nos trés horarios avaliados. As

diferencas em A4, g e E entre os tratamentos das plantas sadias irrigadas e as doentes irrigadas,



observadas as 14:00 h, sugerem que em dias e horarios com maior temperatura e DPV, as
plantas infectadas com a bactéria sdo mais sensiveis 4s variacBes ambientais (fig.9D). Nas
plantas do tratamento PSI a condutfncia estomatica foi maior e, conseqientemente,

transpiraram mais que PDL
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Figura 9: Efeitc de trés dias de deficiéncia hidrica em laranjeiras “Péra’ enxertadas sobre
limoeiros “Cravo’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa, no primeire ciclo. (A) 4
(assimilagio de CO2); (B) g (condutincia estomatica), (C) E (transpiracio) e (D) DFFFA
{densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos); T (temperatura do ar) e DPV (déficit
de press#io de vapor entre o ar ¢ a folha); PSI (plantas sadias irrigadas);, PSNI (plantas sadias
ndo irrigadas); PDI (plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes nio irrigadas). Cada
ponto representa a media de 5 repetigBes. Médias seguidas pela mesma letra nfio diferem entre
si estatisticamente (teste de Duncan, 5%).
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No oitavo dia de deficineias hidrica (fig.10) observou-se que em PSNI foram
verificados os menores valores de 4, g ¢ E em todos os horarios analisados, indicando a falta
de agua. Enquanto que em PSI 2 assimilagiio de CO, foi 9,3 umol/m’.s as 9:30 h, em PSNI,
neste mesmo hordrio, A foi apenas um terco deste valor. Ao melo-dia. as diferengas

aumentaraim, pois em PSNI A4 foi apenas 20% em relacfo ao PSL
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Figura 10: Efeito de oito dias de deficiéncia hidrica em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre
Emoeiros ‘Crave’, sadies ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa, no primeiro ciclo. (A) 4
(assimilagdo de COy); (B) g (condutfincia estomatica); (C) E {transpiracdo) e (D) DFFFA
{ Jensidade de fluxo de f6tons fotossinteticamente ativos); T (temperatura do ar) e DPV (déficit
Jv presséio de vapor entre o ar ¢ a folha); PSI {plantas sadias irrigadas); PSNI (plantas sadias
nao irrigadas); PDI (plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes nfo wrrigadas). Cada
ponto representa a media de 5 repeticSes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si estatisticamente (teste de Duncan, 5%).
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As plantas doentes (PDI ¢ PDNI) apresentaram valorss estatisticamente diferentes
somente no final da tarde. Os tratamentos PSI e PDI diferiram nos valores de g e E somente as
12:00 h

A fig. 11 representa o dia em c{ue a deficiéncia hidrica fol mais severa. Em todos os
horérios, os valores de 4, g e de E, para as plantas nio irrigadas, foram bem menores que os
das plantas mantidas irrigadas. A fotossintese de PSNT chegou a ser apenas 10% dos valores de
A de PSI pela manhid. As 13:00 h, este valor aproximou-se do zero, com 08 estdmatos
praticamente fechados. Ja a fotossintese em PDNI foi 25% da taxa observada em PDI pela
manhd, & 20% as 13:00 h, mantendo-se assim até z Gltima medida da rarde. Neste dia, nfo se
observou diferenga estatistica entre as plantas sadias irrigadas e plantas com CVC irrigadas.
Ambos os tratamentos apresentaram depressiio da fotossintese e menor condutincia estomatica

com elevagdo da transpiraco, as 13:00 h
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Figura 11: Efeito de onze dias de deficiéncia hidrica em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre
limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa, no primeiro ciclo. (A) 4
(assimilagdo de COy); (B) g (conduténcia estomética); (C) E (transpiracio) e (D) DFFFA
(densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos); T (temperatura do ary e DPV (déficit
de presséo de vapor entre o ar e a folha); PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI {plantas sadias
ndo irigadas); PDI (plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes ndo wrrigadas). Cada
ponto representa a média de 5 repeticBes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si estatisticamente (teste de Duncan, 5%).

Dez dias apés o reinicio da irrigaglio das plantas (fig.12), tanto as plantas sadias nfio
irrigadas quanto as plantas doentes nfio irrigadas, apresentaram taxas similares aos seus
respectivos controles (PSI e PDI). Porém, as plantas com CVC apresentaram menores valores

de 4, g ¢ E, quando comparadas com as plantas sadias, 48 12:30 h.
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Figura 12: Efeito de dez dias ap6s o reinicio da irrigagdo em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre
limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa, no primeiro ciclo. (A) A
(assimilagio de COy); (B) g (condutdncia estomética); (C} £ (transpiracio) ¢ (D) DFFFA
(densidade de fluxc de f6tons fotossinteticamente ativos); T ( temperatura do ar) e DPV (déficit
de pressdo de vapor entre o ar ¢ a folhay; PSI (plantas sadias irrigadasy; PSNI (plantas sadias
ndo irrigadas); PDI (plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes ndo irrigadas). Cada
pomnto representa a média de 5 repetigBes. Médias seguidas pela mesma letra nfio diferem entre
si estatisticamente (teste de Duncan, 5%).

1.2) Relacdes hidricas

O potencial da dgua da folha (V) as 6 horas da manh3 (fig.13), que representa uma
estimativa do potencial da 4gua do solo, manteve-se ao redor de -0,3 MPa, tanto para PSI,
quanto para PDI, durante esta fase do experimento. Quando se suspendeu a irrigaciio, notou-se

que o potencial da 4gua da folha das plantas sadias nfio irrigadas decresceu mais répido do que

43



¢ ¥ das plantas doentes, como pdde ser constatado no oitave dia apés o inicio da deficiéneia
hidrica. Apds onze dias com limitagio de dgua, PSNI e PDNI apresentaram 'V similares, ao
redor de -2,5 MPa. Apés a reirrigacio das plantas, ndo houve diferenca estatistica no ¥ is 6:00

h, entre os tratamentos.

—a Relrrigacdo

1 g 11 14 18 25
Oias apés inicio da deficiéncia hidrica

Figura 13: Efeito da deficiéncia hidrica no potencial da agua da folha (). as 6:00 h da manh3,
em laranjeiras “Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela bactéria
Xylella fastidiosa no primeiro ciclo. A reirrigagio ocorreu no décimo guarto dia apos infcio da
deficiéncia hidrica. PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI {plantas sadias ndo irrigadas); PDI
{plantas doentes irrigadas); PDNI {plantas doentes nfio irrigadas). Médias seguidas pela mesma
letra nfio diferem entre si estatisticamente. Cada coluna representa a média de 5 repeticdes
(teste de Duncan, 5%).

A fig. 14 ilustra o potencial da dgua da folha s 14:00 h. A média de ¥ das plantas com
CVC irrigadas foi menor do que a média das plantas sadias irrigadas, -1,5 MPa e -0,75 MPa,

respectivamente. Entretanto, ¢ ¥ de PSI e de PDI foram estatisticamente semelhantes no
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primeiro ¢ no décimo primeiro dias apds infcio da deficiéncia hidrica. O potencial da 4gua na
folba das plantas doentes ndo irrigadas s6 foi estatisticamente diferente das plantas com CVC
irrigadas no décimo primeiro dia de deficiéneia hidrica, enguanto gue, a partir do sétimo dia
apos inicio da deficiéneia hidrica, PSI e PSNI apresentavam diferencas entre elas. O potencial
das plantas mantidas em deficiéncia hidrica (PSNI ¢ PDNI), igualou-se ao dos respectivos

controles (PSI e PDI), tr8s dias apds a reirrigacio.

¥, MPa

3,01 o P . Reirrigacao

3,8

1 4 7 8 114417 18 25
Dias apés inicio da deficiéneia hidrica

Figura 14: Efeito da deficiéncia hidrica no potencial da 4gua da folha (%), as 14:00 h, em
laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella
Jastidiosa no primeiro cicle. A refrrigagiio ocorreu no décimo quarto dia apés inicio da
deficiéncia hidrica. PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI (plantas sadias nio irrigadas}); PDI
(plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes ndo irrigadas). Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si estatisticamente. Cada coluna representa a2 média de 5 repeticles
(teste de Duncan, 5%).
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1.3} Contetde de dcido abscisice

No primeiro dia apds o inicio da deficiéncia hidrica, nic se observaram diferencas
significativas entre os iratamentos guanto ao conieudo de 4cido abscisico {fig.15). A
concentragio de ABA variou entre 0,58 ug/g de massa seca para PDINI e 0,86 1g/g de massa
seca para PSNI No oitavo dia apos inicio da deficiéneia hidrica, o contetido de 4cido abscisico
nas plantas sadias nfo irrigadas apresentou aumento de 3,5 vezes em relagio ao PSIL
comncidindo com os baixos valores de condutincia estomatica as 12:00 h (fig. 10B). Entretanto,
neste mesmo dia, para PDNI, o conteGdo de ABA foi, aproximadaments, duas vezes maior que
o de PDL, embora esta diferenga nZo tenha sido significativa. As plantas doentes (PDI 2 PDND
apresentaram valores de g semelhantes as 12:00 h (fig. 10B) no oitavo dia de deficiéncia hidrica
€ as concentragles de ABA destes tratamentos também foram semelhantes. Apesar dos valores
de g das plantas doentes no oitavo dia terem sido menores que os das plantas sadias irrigadas,
as concentragdes de ABA destes tratamentos ndo vararam. O dia em que as plantas estavam
mais estressadas (11 dias apos inicic da deficidncia hidrica), coincidiu com o aumento
significativoe de ABA em PSNI ¢ PDNI, 3,35 e 3,04 ug/e de massa seca, respectivamente e com
as menores conduténcias estomaticas (fig.11B). Apds a reirrigagio, ndo houve diferenca
significativa nos teores de ABA para os diversos tratamentos. As plantas dos tratamentos PSI,
PDI ¢ PDNI, 15 dias ap6s a reirrigagdo, apresentaram concentracdes de ABA ao redor de 0,55

1g/g de massa seca, enquanto PSNI apresentou concentragles ao redor de 0,92 ug/g de massa

seca, entretanto ndo foram encontradas diferengas significativas entre os tratamentos.
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Figura 15: Efeito da deficiéncia hidrica no contetido de 4cido abscisico (ABA) das fothas de
laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella
Jastidiosa no primeiro ciclo. A reirrigaciio ocorreu no décimo quarto dia apds inicio da
deficiéncia hidrica. PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI (plantas sadias nfio irrigadas); PDI
{plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes nio irrigadas). Médias seguidas pela mesma
letra nfio diferem entre si estatisticamente. Cada coluna representa & média de 5 repeticSes
(teste de Duncan, 5%).

47



1.4) Conteddo de carboidratos

A fig. 16 representa a concentracdo de carboidratos e a assimilacio de CC, 35 17:00 k
no primeiro ciclo de deficiéneia bidrica. No dia de estresse mais severo (11 dias apds inicio da
deficiéncia hidrica), os teores de agticares redutores (fig 16B) foram maiores nos tratamentos
PSNI, PDNI e PDI em relagio ao PSI. As concentracBes de amido (fig. 16C) decresceram em
PSNI ¢ PDNI conforme aumeniou a intensidade da deficiéncia hidrica, principalmente no
oitavo ¢ no décimo primeiro dia, tendendo a recuperar-se apos o reinicio da irrigacio. Nos
tratamentos de deficiéneia hidrica (PSNI e PDNI), apds a reirrigacio, apesar dessas plantas ndo
tersrn apresentado teores semethantes de amido quando comparadas com seus respectivos
controles irrigados (PSI e PDI), ocorren aumento de amido com recuperacio de A. O teor de
amido em PDI foi muito varidvel nos dias de medidas quando comparados com os teores de
PSI. A sacarose (fig. 16D} decresceu em PSNI 2 medida que ¢ estresse foi se tornando mais
severo. ApoOs a reirrigaciio dessas plantas, nfo foi observada recuperagio nos teores de
sacarose quando comparadas com PSI. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre
as concentragdes de sacarose de PDI e PDNI, a nfo ser no quarto dia apés o inicio da
deficiéncia hidrica, quando PDNI apresentou concentracdes semelhantes as de PSI ¢ PSNI. No

geral, PSI apresentou as maiores concentragdes de sacarose nos dias avaliados.
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Figura 16: Efeito da deficiéncia hidrica na (A) assimilaciio de COq; (B) acicar redutor; (C)
amido ¢ (D) sacarose as 17:00 b, nas folhas de laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre limoeiros
“Cravo’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa no primeiro ciclo. A refrrigacdo
ocorreu no décimo quarto dia apés inicio da deficiéncia hidrica. PSI (plantas sadias irrigadas);
PSNI (plantas sadias nfio irrigadas); PDI (plantas doentes irrigadas); PDNI {plantas doentes
nfdo irrigadas). Médias seguidas pela mesma letra nfio diferem entre si estatisticamente. Cada
ponto representa a meédia de 5 repeticdes (teste de Duncan, 5%).
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2} Segundo ciclo de deficiéncia hidrica
2.1) Trocas gasosas

O segundo ciclo de deficiéncia hidrica iniciou em outubro de 1998, seis meses apéds o
primeiro ciclo, realizado em margo/abril de 1998,

No primeiro dia de medidas (fig 17) as plantas doentes apresentaram valores de 4, pela
manhi, inferiores aos das plantas sadias, o que pdde ser observado, neste horaric, durante
todos os dias avaliados neste segundo ciclo. No primeiro ciclo, os valores de 4 destas plantas
foram similares pela manhi. As 13:00 h, ocorreu depressdo da fotossintess nas plantas sadias,
ao redor de 50%, em relacio aos valores de 4 medidos na manhd. Os valorss de g também
decairam em relagio ao observado as 9:00 h. No entanto, mesmo nestas condicBes, essas
plantas, as 13:00 h, ainda continuaram apresentando os mesmos valores de E, observados pela
manhd, em fungdo do aumento de temperatura e do alto DPV neste dia. Na ultima medida,
realizada por volta das 15:30 h, as plantas sadias e as plantas doentes nio apresentaram

diferencas significativas nas varidveis avaliadas,
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Figura 17: Efeito de um dia apés a interrupgfio da irrigacio do segundo ciclo de deficiéncia
hidrica em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela
bactéria Xylella fastidiosa. (A) A (assimilagiio de COy); (B) g (condutéincia estomédtica); (C) E
(transpirac@o) e (D) DFFFA (densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos); T
{temperatura do ar) ¢ DPV (déficit de pressdo de vapor entre o ar e a fotha); PSI (plantas
sadias irrigadas); PSNI (plantas sadias nfio irrigadas); PDI (plantas doentes irrigadas); PDNI
{plantas doentes nfie irrigadas). Cada ponto representa a média de 5 repeticBes. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente (teste de Duncan, 5%).

Sete dias ap6s a suspensio da irrigaciic (fig.18), os valores de 4, g ¢ E de PSNI
diminufram significativamente em todos os hordrios, em relagfio ao seu controle irrigado (PSI).
Em PDNI, quando comparado com PDI, houve diferenca estatistica apenas as 12:30 h, em
todas as varidveis avaliadas. Os valores de 4, g e E de PSI, comparados com os de PDL, foram

estatisticamente iguais apenas as 12:30 h, mais pelo fato de PSI ter apresentado depressdo da

iotossintese neste hordrio. As plantas sadias rrigadas assimilaram 9.0 g.amoi/mz.s na manhi e, as

-
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12:30 h, esta taxa caiu, aproximadamente, 50% (4,8 umol/m’s). Em PDI estas taxas s6
diminufram, aproximadamente, 2,0 pmol/m’.s em relacio as taxas observadas na manhi (6,3
umol/m’ s). gue correspondeu a uma diminuicdo de apenas 35%. Os valores de E de PSIL e PDI
s6 foram estatisticamente diferentes no final da tarde. As plantas dos tratamentos PSNI e PDNI
apresentaram valores distintos em 4, na manhi, e em E no final da tarde. Nio foram

encontradas diferengas significativas entre PSNI e PDNI nos valores de g em todos os hordrios

de medidas.
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Figura 18: Efeito de sete dias de deficiéncia hidrica em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre
limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa, no segundo ciclo. (A) 4
(assimilagiio de COy); (B) g (condutincia estomatica); (C) E (transpiragio) ¢ (D) DFFFA
{densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos); T (temperatura do ar) e DPV (déficit
de pressdio de vapor entre o ar ¢ a folha); PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI (plantas sadias
ndo irrigadas); PDI (plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes nfio irrigadas). Cada

~ ponto representa a média de 5 repeticGes. Médias seguidas pela mesma letra nfo difersm entre
s1 estatisticamente (teste de Duncan, 5%).
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O nono dia apds a suspensdo da irrigaclio representou o dia de estresse mais severo,
neste ciclo (fig. 19} Os valores de 4, tanto em PSNi quanto em PDNI estiveram entre 0,5 e 1,0
umol/m’.s durante o dia e a conduténcia estomatica ao redor de 0,025 mo¥/m”s. No final da
tarde, as plantas doentes ndo irrigadas apresentaram condutfncias estomaticas maiores que
PSNI e transpiraram mais, apresentando diferencas significativas entre estes tratamentos nestas
variaveis (g e £). Em PDI, as diferencas significativas nos valores de 4 ¢ E, quando
comparados com os de PSL, foram observadas nas medidas realizadas antes da 9:30 h e as
12:30 h. As condutincias estomaticas destas plantas (PSI e PDI) s6 foram estatisticamente

semelhantes ao redor das 930 h
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Figura 19: Efeito de nove dias de deficiéncia hidrica em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre
limoeiros “Crave’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa, no segundo ciclo. (A) 4
(assimilaglio de CO); (B) g (conduténcia estomética); (C) E (transpiraciio) e (D) DFFFA
(densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos); T (temperatura do ar) e DPV (déficit
de pressfio de vapor entre o ar ¢ a folha); PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI (plantas sadias
ndo irrigadas); PDI (plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes nfio irrigadas). Cada

‘nto representa a média de 5 repeticBes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
sstatisticamente (teste de Duncan, 5%).

Doze dias ap6s a reirrigacBo (£ig.20) 4 e g em PSNI foram semelhantes aos de PSI no
primeiro horario avaliado (9:00 h). Uma hora mais tarde, 4 medida que a temperatura e a
DFFFA aumentavam, essas taxas voltaram a apresentar diferencas significativas. As 12:00 h e
as 16:00 h, 4 e E em PSNI e PSI foram semethantes. Verificou-se que em PSI ocorreu

depress@o na fotossintese e na condutdneia estomdtica as 12:00 h, enquanto que em PSNI foi
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observado aumento nestas taxas em relagio 3s medidas feitas as 10:00 h. As condutincias
estomaticas de PSI ¢ PSNI foram diferentes n&s'meéidas realizadas na manhd. Quando se
comparou PDNI com PDI nfio houve diferencas nos valores de 4, g ¢ E, em todos os hordrios
avaliados. Ao meio-dia, tanto PDI quanto PDNI apresentaram menores condutincias
estomdticas € menores valores de 4 ¢ E quando comparados com PSI e PSNI. Somente no

final da tarde, ¢ que todas as plantas dos diferentes tratamentos nfo apresentaram diferencas

significativas.

‘Ez 4 T T N ¥

A, pmolim’ s

E, mmol/m®s

TG

—g— DFFFA |
g T T T T . . . 20
10:60 1500 1400 16:09 10:00 1500 14:00 18:06
Hora do dia Hora do dia

Figura 20: Efeito de doze dias apds o reinicio da irrigacio em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas
sobre limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa, no segundo ciclo
de deficiéncia hidrica. (A) 4 (assimilacio de CO,); (B) g (condutincia estomatica); (C) E
(transpiracdo)} e (D) DFFFA (densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos); T
{temperatura do ar); PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI (plantas sadias nfio irrigadas); PDI
(plantas doentes irigadas); PDNI (plantas doentes nfo irrigadas). Cada ponto representa a

media de 5 repeticBes. Médias seguidas pela mesma letra ndio diferem entre si estatisticamente
(teste de Duncan, 5%).
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Pela fig. 21 notou-se que, mesmo 22 dias apds a reirrigagdo dos vasos, PSNI ainda
apresentou menores valores de 4, g e E as 12:30 h, portanto, nfo houve total recuperaco
dessas plantas quando comparadas com PSI. N3o ocorreram diferencas significativas em 4, g =
E entre PD e PDNI, mas as variaveis analisadas foram sempre menores que as de PSI, exceto

as 15:30 b, quando ndo ocorreram diferencas significativas entre todos os tratamentos.
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Figura 21: Efeito de vinte e dois dias ap6és o reinicio da irrigagio em laranjeiras ‘Péra’
enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa, no
segundo ciclo de deficiéncia hidrica. (A) 4 (assimilagio de CO,); (B) g (condutdncia
estomatica); (C) E (transpiraciio) ¢ (D) DFFFA (densidade de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos); T (temperatura do ar) e DPV {déficit de pressdc de vapor entre o
ar ¢ a folha); PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI (plantas sadias nfio irrigadas); PDI {(plantas
doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes nfo irrigadas). Cada ponto representa a média de 5

repeticGes. Médias seguidas pela mesma letra nfio diferem entre si estatisticamente {teste de
Duncan, 5%).
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Os valores de A, g ¢ E de PSI variaram entre os dias de medidas. Isto pode estar
relacionado com as variagBes ambientais como, temperatura, DFFFA e DPV entre o ar e a
folha. O DPV aumentou no meio do dia, quando foram observados os valores mais elevados de
temperatura ¢ de radiac3o solar com concomitante queda das taxas fotossintéticas. No entanto,
temperaturas mais baixas {menores que 30°C) associadas com alto DPV, como observado na
1ig 21D, podem levar ao aumento da condutdncia estomatica neste horério, mantendo assim 4 e

£ elevados em plantas sadias.

2.2} Relacdes hidricas

Os valores de w &s 6:00 h em PSNI foram menores que os dos outros tratamentos
(fig.22), no sexto dia de deficiéncia hidrica. Em PDNI o v comegou a decrescer a partir do
sétimo dia apos a suspensdo da irrigagdo, no entanto, neste dia os valores de y de PSNI ja
eram estatisticamente diferentes dos de PDNI, a queda do potencial foi mais rapida em PSNL
As laranjeiras sadias irrigadas mantiveram o w ao redor de -0,2 MPa enquanto que, nas
laranjeiras doentes mantidas irrigadas, o w variou entre -0,25 a -0,35 MPa. No dia de
deficiéncia hidrica mais severa (11 dias apos a suspensdo da trrigacdo), o v de PSNI foi -3,5
MPa ¢ o de PDNI foi -3,0 MPa. As medidas feitas ap6s a reirrigagdo, ndo apresentaram

diferengas significativas entre os tratamentos,
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¥ MPa

Dias apés inicio da deficiéncia hidrica

Figura 22: Efeito do segundo ciclo de deficiéncia hidrica no potencial da 4dgua da folha (), as
6:00 b, em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela
bactéria Xylella fastidiosa. A reirrigacBo ocorreu no décimo primeiro dia apds inicio da
deficiéncia hidrica. PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI {plantas sadias nio irrigadas); PDI
(plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes niio irrigadas). Médias seguidas pela mesma
letra nfc diferem entre si estatisticamente. Cada coluna representa a média de 5 repeticdes
{teste de Duncan, 5%).

O potencial da 4dgua na folha as 14:00 h (fig.23) em PSI foi entre 30 a 50% superior ao
¥ de PDI ao longo de todo experimento. Esta foi uma tendéncia que j4 tinha sido observada no
potencial da dgua na folha do primeiro ciclo de deficiéneia hidrica (fig.14). EmPSNI ¢ ¥ foiao
redor de ~2,0 MPa, no sexto dia sob deficiéneia hidrica. Fm PDNI, neste dia, o potencial da
agua na folha ainda era semelhante ac seu controle irrigado (PDI), ac redor de —1,25 MPa. A
partir do sétimo dia, os tratamentos nfio irrigados apresentaram ¥ mais baixos que seus

Tespectivos controles irrigados. No nono dia de deficiéneia hidrica, em PSNI o valor de ¥ foi

mais baixo gue em PDNI. Apés a reirrigacdo, tanto PSNI quanto PDNI apresentaram valores
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similares a0s respectivos controles (PSI e PDI), entretanto, ¢ potencial da agua na folha das

laranjeiras com CVC fot menor que o ¥ das plantas sadias.

i s 7 8 41 22
Dias apods inicio da deficiéncia hidrica

Figura 23: Efeito do segundo ciclo de deficiéncia hidrica no potencial da 4gua da folha (), as
14:00 h, em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela
bactéria Xylella fastidiosa. A reirrigagdo ocorreu no décimo primeiro dia apés inicio da
deficiéncia hidrica. PSI (plantas sadias irrigadas), PSNI (plantas sadias ndo irrigadas), PDI
(plantas doentes irrigadas);, PDNI (plantas doentes nfo irrigadas). Médias seguidas pela mesma
letra ndc diferem entre si estatisticamente. Cada coluna representa a média de 5 repeticdes
{teste de Duncan, 5%).

2.3) Conteddo de Acide Abseisico

Nio foram detectadas variagBes nas concentragdes de ABA no primeiro dia de
deficiéncia hidrica (fig.24). No sétimo dia, o contetido de acido abscisico em PSNI foi maior
(1,2 pg/g de massa seca), sendo esta concentraglo 5,2 vezes maior do que a encontrada em
PSIL. Nio foram constatadas diferencas significativas no conteido de ABA de PDI ¢ PDNI, no

sétimo dia de deficiéncia hidrica, apesar da condutincia estomatica em PDNI (fig 18B), as
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12:30 b, ter sido mais baixa que em PDL Os valores de ¥, no sétimo dia, 45 6:00 he 14:00 h
{fig.22 & 23), foram mais baixos em PDNI que em PDI. As concentragdes de ABA em PSNI ¢
PDNI foram mais elevadas, em relac8o aos respectivos controles (PST ¢ PDI), no nono dia de
limilagBo de agua, ndo tendo ocomrido diferencas significativas entre os tratamentos estressados
(fig.24). As condutincias estomaticas, neste mesmo dia, para PSNI e PDNI, foram as menores
observadas durante o expermpenmte (fg.19B). Apbs a reirrigagdo, todas as laranieiras

apresentaram concentragdes de ABA similares as observadas no infcio do experimento.

ABA, pg/g de massa seca

Dias apéds inicio da deficiéncia hidrica

Figura 24: Efeito do segundo ciclo de deficiéncia hidrica no contetido de 4cido abscisico (ABA)
das folhas de laranjerras ‘Péra’ enxertadas sobre limoeiros “Cravo’, sadias ou infectadas pela
bactéria Xylella fostidiosa. A reirrigacio ocorreu no déeimo primeiro dia apés inicio da
deficiéncia hidrica. PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI (plantas sadias ndo irrigadas); PDI
(plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes nfo irrigadas). Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si estatisticamente. Cada coluna representa a média de 5 repeticBes
(teste de Duncan, 5%).
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2.4} Contefido de carboidratos

Para a dosagem de carboidratos foram escolhidos trés dias de coletas: antes do
tratamento de deficiéncia hidrica, no dia de estresse mais severo e apds o reinicio da irrigagio.
Optou-se neste trabalho, em apresentar apenas ¢ nono dia {estresse mais severo), pois foi o
Gnico dia em que foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos quanto 20s
teores de carboidratos.

Comparando-se PSI com PSNI (fig.25), observou-se um malor acimulo de sacarose as
12:00 h em PSNI (fig.25A) ¢ que o contelido de achcares redutores foi sempre maior que nas
laramjeiras irrigadas, com excegdo as 17:00 h, em que as concentragBes destes dois fratamentos
ficaram semelhantes (fig.25B). O teor de amido (fig.25C) foi sempre menor em PSNI, guando

comparado com PSL
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Figura 25: Efeito de nove dias de deficiéncia hidrica no segundo ciclo nas concentragdes de (A)
sacarose, {B) aglicar redutor e (C) amido, apés nove dias de interrupgio da irrigacdo, nas
folhas de laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre Jimoeiros ‘Cravo’. Plantas sadias irrigadas (PSI) ¢
plantas sadias nfio irrigadas (PSNI}. Médias seguidas pela mesma letra nfo diferem entre si
estatisticamente. Cada ponto representa a média de 5 repeticSes (teste de Duncan, 5%).

Os teores de sacarose (fig.26A) foram estatisticamente distintos entre PDI e PDNT, com
exceclo as 12:00 h, quando ocorreu aumento nas concentragdes de sacarose em PDNIL. Os
teores de aglicares redutores (fig.26B) entre PDI e PDNI s6 diferiram ac meio-dia, quando
ficou mais elevade em PDNL A deficiéneia hidrica, nas plantas com CVC, acarretou em

decréscimo nas concentragdes de amido (fig.26C). No final do dia, PDNI apresentou queda nos

teores de amido a partir das 15:00 h.
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Bascarose, mg/g m.s.

Ag. redutor, mg/g m.s.

Amido, mglg ms.

Figura 26: Efeito de nove dias de deficiéneia hidrica no segundo ciclo nas concentracies de (A)
sacarose; (B} aglicar redutor e (C) amido, ap6s nove dias de interrupcfio da irrigacdo, nas
folhas de laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’, infectadas pela bactéria Xylella
Jastidiosa. Plantas doentes irrigadas (PDI) e plantas doentes ndo irrigadas (PDNI). Médias
seguidas pela mesma letra nfio diferem entre si estatisticamente. Cada ponto representa a média
de 5 repetigSes (teste de Duncan, 5%).

Nao foram observadas diferencas significativas em relacic ao contetido de sacarose e
agticares redutores entre PSI e PDI (figs.27A ¢ B). O contetdo de amido variou apenas no

periodo da manhd (9:00 h), quando as plantas com CVC apresentaram menores teores de
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amido quando comparadas com as plantas sadias (fig. 27C).
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Figura 27: Efeito de um ano ¢ oito meses apds a inoculagiio da bactéria Xylella fastidiosa nas
concentragdes de (A) sacarose; (B) agticar redutor ¢ (C) amido, nas folhas de laranjeiras ‘Péra’
enxertadas sobre limoeiros *Cravo’. Plantas sadias irrigadas (PST) e plantas doentes irrigadas
(PDI). Médias seguidas pela mesma letra nfio diferem entre si estatisticamente. Cada ponto
representa a meédia de 5 repetigdes {teste de Duncan, 5%).
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3} Terceirs cicle de deficifncia hidrica

3.1) Trocas gasosas

No primeiro dia de medidas do terceiro ciclo de deficiéncia hidrica, realizado em abril
de 1999, s fotossintese das plantas com CVC foi menor que 2 das plantas sadias, com excegio
do primeiro horado de medida (fig.28). As 8:30 h a condutincia estomatica das plantas dos
diversos tratamentos variou entre 0,16 a 0,19 mol/m’ s e as taxas de assimilacio de CO,, entre
7.6 & 9,6 umol/m’s e de transpiracio entre 2,8 a 3,2 mmolm’s. Uma hora mais tarde,
independentemente dos fratamentos, g caiu e se manteve assim ao longo do dia. As
condutancias estomaticas das plantas sadias foram, aproximadamente, 50% maiores (0,13
mol/m” s) que nas laranjeiras com CVC (0,05 mol/m®s). A transpiracio alcancou as taxas mais
elevadas ao redor das 11:00 h para PSI e PSNI (aproximadamente 4,0 mmol/m’s),
decrescendo em seguida. As taxas de transpiracio de PDI e PDNI, a partir das 11:00 h,
mantiveram-se praticamente constantes até o final do dia, por volta de 2,0 e 1,5 mmol/m’ s,

respectivamente.
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Figura 28: Efeito de um dia de deficiéncia hidrica em laranjeiras “Péra’ enxertadas sobre
limoeiros ‘Crave’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylelle fustidiosa, no terceiro ciclo. (A) A
(assimilagfio de COy); (B) g (conduténcia estomédtica); (C) E (transpiragio) e (D) DFFFA
(densidade de fluxo de fHtons fotossinteticamente ativos); T (temperatura do ar) e DPV (déficit
de pressdc de vapor entre ¢ ar e a folha); PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI (plantas sadias
nfo irrigadas); PDI (plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes nfio irrigadas). Cada
ponto representa a média de 5 repetigdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si estatisticamente (teste de Duncan, 5%).
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Apds o quinto dia sem irrigagio (fig29), as laranjeiras sadias nfo irrigadas
apresentaram valores de 4 decrescentes, em relacdo ao primeiro horario de medidas.
Entretanto, estas medidas s6 foram estatisticamente diferentes, quando comparadas com os
valores de 4 de PSI, as 16:00 h. As taxas de fotossintese de PSI e PSNI, 4s 13:30 h, foram,
aproximadamente, 5,2 umol/m’s e 3,7 umol/m®s, respectivamente. Os valores de 4 e E de
PDNI foram semelhantes aos de PDI, mas 2 condutincia estomatica, por volta das 13:30 b, fot
menor do que de PDL O valor de A das plantas doentes, 4s 8:00 h, foi, aproximadamente, 5,7
umol/m®s e, nas demais medidas do dia, esteve ao redor de 3,0 umol/m’s. As taxas de
fotossintese de PDI foram, geralmente, 50% menores que as das laranjeiras sadias irrigadas, nas
medidas feitas apos as 9:00 h. Os valores de g ¢ E em PSI foram sempre maiores que os de
PDI, com excecdo das medidas feitas as 8:00 h, que nfio apresentaram diferengas significativas
entre 08 quatro tratamentos. Comparando-se estes resultados com os apresentados na fig 28, os
tratamentos apresentaram o mesmo padrio de resposta, com excegio de PSNI, que apresentou
diferencas significativas nos valores de A, g e E, a partir das 14:00 b, quando comparado com

PSL
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de fotossintese e transpiracfio destas plantas, ocorreram diferencas apenas as 9:30 h.

Do A

Figura 29: Efeito de cinco dias de deficiéneia hidrica em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre
limoeiros ‘Crave’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa, no terceiro ciclo. (A) 4
(assimilagdo de COy); (B) g (conduténcia estomatica); (C) E (transpiragio) e (D) DFFFA
(densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos); T (temperatura do ar) e DPV (déficit
de pressdo de vapor entre o ar ¢ a folha); PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI (plantas sadias
ndo irrigadas); PDI (plantas doentes irrigadas), PDNI (plantas doentes ndo irrigadas). Cada

ponto representa a média de 5 repetigSes. Médias seguidas pela mesma letra nfo diferem entre
si estatisticamente (teste de Duncan, 5%).

aproximadamente, 15% das taxas de PSI. Os valores de E e g foram 45% das taxas das PSI, as
9:30 h e nas demais medidas realizadas durante o dia, representaram 25 a 30% das taxas de

PSI. N&o foram encontradas diferengas significativas em g entre PDI ¢ PDNI. Quanto as taxas
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Figura 30: Efeito de oito dias de deficiéncia hidrica em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre
limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa, no terceiro cicle. (A) 4
(essimilacio de CO»); (B) g (condutdneia estomdtica); (C) E (transpiragio) ¢ (D) DFFFA
{densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos); T (temperatura do ar) e DPV (déficit
de pressio de vapor entre o ar e a folha); PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI (plantas sadias
nio irrigadas); PDI {plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes nfo irrigadas). Cada
ponto representa a média de 5 repeticSes. Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre
si estatisticamente (teste de Duncan, 5%).

O décime dia de deficiéneia hidrica (fig.31) foi o mais severo para PSNI, quando
apresentou os menores valores de 4, g e E. A fotossintese de PSI (fig.31A) foi da ordem de 7,7
umol/m’ s, enguanto que em PSNI foi 0,5 pmel/m’s, 4s 8:30 h. Pela manha, o valor de g de
PSNI foi 0,038mol/m’ s, enquanto que g para PSI foi, aproximadamente, trés vezes este valor.

As 12:00 b, g de PSI foi 5,5 vezes maior que em PSNIL. As taxas de transpiracio de PSNI,

conseqilentemente, foram as mais baixas observadas (fig.31C). Embora PDNI também estivesse
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Figura 31: Efeito de dez dias de deficiéncia hidrica em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre
limoeiros “Cravo’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa, no terceiro ciclo. (A) A
(assimilagdo de CO»); (B) g (condutdncia estomética); (C) E (transpiragio) e (D) DFFFA
(densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos); T (temperatura do ar) e DPV (déficit
de pressdo de vapor entre o ar ¢ a folha); PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI (plantas sadias
ndo irrigadas); PDI (plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes n#io frrigadas). Cada
ponto representa a média de 5 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra nfo diferem entre
s1 estatisticamente (teste de Duncan, 5%).

com ¢ mesmo periodo sem irrigagfo, ainda nfio havia ocorrido limitagio da fotossintese pela
manhd, quande comparado com PDI, o que s6 foi observado a partir da medida realizada as
12:00 h. Mesmo apresentando baixos valores de g, PDNI assimilou mais CO; gue PSNI, a
partir das 12:00 h. Os valores de 4 ¢ g em PSI foram sempre superiores aos observados em

PDIL. Os valores de E, nas medidas realizadas s 8:30 h, foram semelhantes em PSI e PDI,

provavelmente, em fungfo do baixo déficit de pressio de vapor (1,1 kPa) e da temperatura
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{19,6°C}, observados neste horanic. Nas demais medidas de E de PSI e PDIL, os valores foram
distintos. Comparando os resuitados de 4 do terceiro ciclo com os dos ciclos anteriores, pdde-
se observar as diferengas de respostas de PSI em relagiio ao PDI No primeiro ciclo, nfo
ocorreram diferencas de resposta, entre estas plantas, com excegfio em algumas medidas feitas
as 12:00 h, apesar das plantas terem apresentado sintomas da doenca nesta fase (figs.9A e
12A). No segunde cicle, os valores de 4 de PSI ¢ PDI foram, geralmente, estatisticamente
diferentes nas medidas realizadas desde 4 manhi até, aproximadamente, as 14:00 h. No final da
tarde, os valores de A foram semelbantes entre PSI e PDL No terceiro ciclo, em todos os dias
avaliados, com excegfio da primeira medida, realizada por volta das 8:30 h, houve diferencas
estatisticas entre PSI e PDI. A medida que a doenca evoluiu, as taxas de fotossintese tanto de
PDI como de PDNI tenderam a decrescer ac longo do dia. Dez dias apés a interrupgio da
irrigagio, PDNI nfo apresentou a mesma taxa de fotossintese e de teor de umidade do
substrato (Ver fig.34, pég.74) observados em PSNI As taxas mais baixas de transpiracio
observadas em PDNI diminuiram a taxa de secagem do substrato. A reirrigagio foi imposta em
PSNI, pois estas laranjeiras apresentavam-se estressadas e comecando a cair as folhas. Decidiu-
se reiniciar a wrigagdo de PDNI quando o teor de umidade do substrato fosse semelhante a0
encontrado em PSNI (15%) no dia da reirrigagio.

Apos quatro dias de reirrigago, 4, g e E em PSNI recuperaram-se parcialmente, sendo
seus valores menores que os observados em PSI (fig.32). Essas taxas foram, aproximadamente,
50% inferiores 4s observadas em PSI Os valores de 4 em PDNI (fig.32A) apresentaram
diferencas significativas, quande comparadas com os de PDI, em todos os horarios de medidas,
Os valores de 4 em PDNI, as 12:00 h chegaram préximos 2o zero, em funcio da diminui¢io da
condutdneia estomatica. Os valores de £ ¢ g em PDI e PDNI {figs. 32B ¢ 32C) foram

diferentes a5 1200 he 16:00 A



12 - - - 4,26

—i— PSI A ] B
B | et PHN 7 9,16
e R
o & | —w— PN
N N 2 e a
% R m—---_._.,,___&_&a 2 § )
& = B g 0,08 2 a 4
= 4 i b S
- & A F=2) &
= &
2- %g e v B4 RS, b
¥
s ' M - =,,..,_»>—§ : Q}Qﬁ a5
o 8 O asdos
. 1250 ] .
J 1 j,// . g5 32
@ { E e AN "
o = %000 B =, e 18 3
£ s S~ Y o -
= £ T S S F
o | a I gl ‘&\ - X o
= 2 : 5 = z  dm O
E 21 * g\a TE 4 / N\ 28
- b i so0 = . d2
WA é%gm% b = T 6 % o2
3 S —— 422
1 55“””"% % 5 - . i DFFEA o
‘“”“‘*?B -5 oo TP 1%
e e — : 200 : . : s
08:50 10:00 12,00 14:00 16:00 us:00 9:00 12:00 14:00 15:00
Hora do dia Hora do dia

Figura 32: Efeito do terceiro cicle de deficiéncia hidrica em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre
limoeiros ‘Crave’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa, quatro dias apés o
reinicio da wrigagdo em PSNI e quatorze dias apos a interrupgfio da irrigacio em PDNL (A) 4
(assimilacio de COy); (B) g (condutdncia estomadtica); (C) E (transpiraciio) e (D) DFFFA
{densidade de fluxo de f6tons fotossinteticamente ativos); T (temperatura do ar) e DPV (déficit
de press#o de vapor entre o ar e a folha); PSI (plantas sadias #rrigadas); PSNI (plantas sadias
ndo irrigadas); PDI (plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes ndo irrigadas). Cada
ponto representa a média de 5 repetigbes. Letras minfisculas representam a comparagio entre
as plantas sadias e as letras maiGsculas a comparacfio entre as plantas doentes. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente (teste de Duncan, 5%).

Apds 17 e 12 dias de reirrigacio para PSNI ¢ PDNI, respectivamente, pode-se observar
que ambos 0s tratamentos apresentaram valores de 4, g e £ semelhantes aos seus respectivos

controles, PSI e PDI (fig. 33).
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Figura 33: Efeito do terceiro cicle de deficiéncia hidrica em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre
limoeiros “Crave’, sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa, dezessete e doze dias
ap6s o reinicio da irrigacio em PSNI e PDNI, respectivamente. (A) A4 {(assimilacio de COy);
{B) g (condutincia estomatica); (C) E (transpiragiio) e (D) DFFFA (densidade de fluxc de
fotons fotossinteticamente ativos) ¢ T (temperatura do ar); PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI
(plantas sadias ndio irrigadasy; PDI (plantas doentes irrigadas); PDNT (plantas doentes nfio
yrigadas). Cada ponto representa a média de 5 repetigdes. Letras mindsculas representam 2
comparagc entre as plantas sadias e as letras maitisculas a comparagio entre as plantas
doentes. Médias seguidas pela mesma letra nfo diferem entre si estatisticamente (teste de

Duncan, 5%;).

Fazendo um paralelo com os dados de 4, g e E obtidos no primeiro ciclo de deficiéncia
hidrica, pdde-se verificar que, naguela época, PDI apresentou diferencas em relagfo as medidas
de PSI, principalmente, nas medidas das 12:00 h. Apés um ano do primeire ciclo de deficiéncia
hidrica, verificou-se gue as diferencas observadas entre PSI e PDI puderam ser observadas em

quase todos os hordrios com excecdio das medidas realizadas pos primeiros horarios do dia.
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3.2) Relacdes hidricas

A fig.34 ilustra, de forma bem concisa, que a desidratacio do substrato dos vasos das
laranjeiras com CVC nfo irrigadas ocorreu mais devagar. Com trés dias de deficiéncia hidrica.
o substrato de PSNI apresentou 25% de teor de umidade, contra 28,5% em PDNI. A partir do
sexto dia o teor de umidade do substrato de PSNI foi sempre menor do que de PDNI No
decimo dia, a umidade do substrato de PSNI chegou a 14,3%. Para atingir valor semelhante,

PDNI levou mais cinco dias (14,8%).
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Figura 34: Efeito do terceiro ciclo de deficiéncia hidrica no teor de umidade do substrato, as
7:00 h, em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela
bactéria Xylella fastidiosa. PSNI (plantas sadias nfo irrigadas); PDNI (plantas doentes nfo
nrigadas). Médias seguidas pela mesma letra nfo diferem entre si estatisticamente. Cada coluna
representa a media de 5 repetigdes (teste de Duncan, 5%).
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Na fig. 35 pbde-se observar que a média do potencial da 4gua na folha 4s 6:00 h, em
PSI (-0.2 MPa) foi, aproximadamente, 100% superior a média do ¥ em PDI {-0,5 MPa). As

meédias dos dois tratamentos foram estatisticamente diferentes do primeiro ao décimo dia de
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Figura 35: Efeito do terceiro ciclo de deficiéncia hidrica no potencial da dgua da fotha (¥), as
6:00 b, em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre Hmoeiros *Crave’, sadias ou infectadas pela
bactériza Xylella fastidiosa. A reirrigagfio das PSNI e PDNI ocorreu, respectivamente, dez e
quinze dias apés inicio da deficiéncia hidrica. PSI (plantas sadias wrrigadas); PSNI (plantas
sadias nio wrigadas); PDI (plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes nio frigadas).
Letras mintisculas representam a comparag3o enire as plantas sadias e as letras maidsculas a
comparagio entre as plantas doentes. Médias seguidas pela mesma letra nfio diferem entre si
estatisticamente. Cada coluna representa a média de 5 repeticdes (teste de Duncan, 5%).

medidas. O potencial mais baixo observado em PDI i vinha sendo observado nos ciclos
anteriores. No primeiro ciclo de deficiéncia hidrica, o W de PSI foi, aproximadamente, 25%
maior que o ¥ de PDI (fig.13). No segundo ciclo de deficiéncia, o ¥ (fig.22) de PDI foi,
praticamente, a metade do ¥ de PSL. Das irés épocas avaliadas, o '¥ de PDI foi menor neste
terceiro ciclo. O ¥ de PSNI, apos a suspensfio da irrigacio, apresentou o mesmo perfil dos
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experimentos anteriores. O ¥ dessas plantag, pela manh3, decresceu mais répide que em PDNL
Enquanto o ¥ de PSNI fo1 -3,3 MPa, dez dias apds ¢ inicio do estresse hidrico, em PDNI o
potencial da 4gua na folha demorou mais cinco dias para atingir este valor aproximado. O ¥
das PDNI decresceu mais lentamente apds a suspensdo da imigagdo. Devido a menor
transpiragdo das plantas doentes, em decorréncia do entupimento do xilema, ha menor
consumo de agua e, conseqiientemente, uma gueda mals vagarosa da umidade do substrato
acarretando no ¥ mais alto em relacio ao PSNL O potencial da 4gua na fotha em PSNI levou
cinco dias para alcancar os mesmos valores de ¥ de PDI e PDNI, que estavam mais baixos
desde o primeiro dig de medidas. Entretanio, a partir do sexto dia, PSNI apresentou ¥ mais
baixo que os de PDI e PDNIL Nos oitavo e décimo dias avaliados, apesar do decréscimo do ¥
em PDNI, quando comparado com PDI, o ¥ de PDNI foi sempre estatisticamente diferente do
¥ de PSNL A partir da reirrigacic do substrato em PSNIL os tratamentos foram analisados
separadamente, uma vez que PSNI estava em condigBes diferentes de PDNI. Nas medidas
realizadas trés, cinco e dez dias apds a reirrigacio de PSNI, nidio ocorreram diferencas
significativas quando comparado com o potencial da 4gua na folha de PSL Cinco dias apés o
remicio da irrigagdo em PDNI, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre estas plantas
e as plantas doentes irrigadas (PDI}.

A média do ¥ de PDIL -1,9 MPa (fig.36) foi menor do que nos ciclos anteriores. No
primeiro e segundo ciclos, a média de PDI esteve ao redor de -1,5 MPa (fig.14) ¢ -1,2 MPa
(fig.23), respectivamente. Conforme observado na fig.35, o W de PSNI, levou seis dias para
atingir o mesmo potencial de PDI ¢ PDNI 4 tarde. Os tratamentos PDI e PDNI ainda foram
semelhantes no sexto dia de interrupefo de irrigagie. A mudanga no ¥ de PDNI em relacio a

PDI, foi detectada somente no oitavo dia apds o infcio da deficiéneia hidrica. Neste dia, nfio
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ocorreram diferencas significativas entre PSNI (-2,8 MPaj e PDNI (-2,5 MPa). No décimo dia,
o potencial de PSNI decresceu até o ponto limite egperacio neste experimenio, nfo ocorrendo o
mesmo com PDNI, que fol atingir este W, no perfodo da tarde, quatro dias depois. Apés a
reirrigaciio de PSNI e PDNI, ambos os tratamentos apresentaram potencial da 4gua na folha

semelhante aos seus controles Irrigados.
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Figura 36: Efeito do terceiro ciclo de deficiéncia hidrica no potencial da dgua da folha (%), as
14:00 b, em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Crave’, sadias ou infectadas pela
bactéria Xylella fastidiosa. A reirrigagio das PSNI e PDNI ocorreu, respectivamente, dez e
quinze dias ap0s inicio da deficiéncia hidrica. PSI (plantas sadias irrigadas); PSNI (plantas
sadias ndo irrigadas); PDI (plantas doentes irrigadas); PDNI (plantas doentes nfo irrigadas).
Letras mintsculas representam a comparagio entre as plantas sadias e as letras mamisculas a
comparagdo entre as plantas doentes. Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si
estatisticamente. Cada coluna representa a média de 5 repeticdes (teste de Duncan, 5%).

3.3} Contedido de dcido abseisico
A analise do ABA neste periodo (fig. 37) apresentou padriio de resposta diferente dos

experimentos anteriores. Neste ciclo, o aumento de ABA =m PDNI, nfio foi tHo elevado,
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quando comparado com o conteido de ABA em PDI, ao contratio do observado nos dois
ultimos ensaios. Até o guinto dia de deficiéncia hidrica ndo foram encontradas diferencas

significativas entre as concentracbes de ABA dos quatro tratamentos. { aumento de ABA em

H i ; ; T g 1 T
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ABA ugk) de massa seca

Dias apds inicio da deficiéncia hidrica

Figura 37: Efeito do terceiro ciclo de deficiéncia hidrica no contelido de 4cido abscisico (ABA)
nas folhas de laranjeiras “Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela
bacténa Xylella fastidiosa. A reirrigagio de PSNI e PDNI ocorreu, respectivamente, dez e
quinze dias apos inicio da deficidncia hidrica. PSI (plantas sadias irrigadas), PSNI (plantas
sadias ndo wrigadas), PIDI (plantas doentes irrigadas), PDNI (plantas doentes ndo irrigadas).
Letras minGsculas representam a comparagdo entre as plantas sadias e letras maitsculas a
comparacdo entre as plantas doentes. Médias seguidas pela mesma letra nfo diferem entre si
estatisticamente. Cada coluna representa a média de 5 repeti¢Bes (teste de Duncan, 5%).

PSNI foi detectado no oitavo dia de deficiéncia hidrica, com 3,5 ng/g de massa seca,
correspondente a um aumento de Z5 vezes, em relagfo as concentrages de ABA em PSL
Neste dia, a condutincia estomatica em PSNI representou, aproximadamente, 23% de g em
PSI ao redor das 12:00 h (fig. 30B). Neste terceiro ciclo, somente PSNI apresentou teores t&0

elevados (6,3 pg/g massa seca), no dia de deficiéncia hidrica mais severa {(décimo dia). Esta
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concentraglo correspondeu a urp aumento de, aproximadamente, 100 vezes, em relagiio as
concentragbes de ABA de PSL No décimo terceire dia de deficiéncia hidrica para PDNI, o
ABA aumentou apenmas 2,7 vezes em relagio a PDI Apds a deteccio de aumento nas
concentragdes de ABA em PDNI, quando comparadas com as de PDI foi possivel verificar
diferencas significativas nas conduténcias estomaticas dessas plantas, no dia posterior, ou seja.
décimo quarto dia de deficidncia hidrica (fig. 32B), 2o redor das 13:00 h E importants notar
que 2 média do ABA variou nas plantas controle (PSI e PDI) durante os dias e durante os
ciclos. Neste ciclo, o ABA de PSI variou entre 0,05 e 0,25 yg/e de massa seca e em PDI entre
0,15 e 0,3 ug/g de massa seca. Nos ciclos anteriores a média do ABA em PSI foi 0.6 ug/g de
massa seca no primeiro cicle & 0,25 pg/g de massa seca no ssgundo ciclo. Em PDI, a média do
conteudo de acido abscisico foi 0,7 e 0,4 ug/g de massa seca, respectivamente 205 mesmos
periodos. Apos o reinicio da irrigacdo dos tratamentos PSNI e PDNI, ndo ocorreram diferencas

significativas no contetido de ABA quando comparados com PSI e PDI, respectivamente.

3.4) Conteideo de carboidratos

O contetde de carboidratos foi medido durante trés dias (seis e oito dias apds inicio do
estresse € apos o reinicio da irrigacdo), mas optou-se por mostrar somente o oitavo dia, onde
foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos.

G contendo de sacarose de PSNI foi, geralmente, mais elevado que em PSI, ocorrendo
uma queda entre 12:00 h e 14:00 h quando se verificou diferenca significativa entre os dois
tratamentos. A partir de entfo houve novamente um aumento no conteido de sacarose em
PSNI (fig.38A). Os aglicares redutores em PSNI apresentaram teores mais elevados que em

PSL durante o dia todo, com excegfio as 17:00 h (fig38B). Nio ocorreram diferencas
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significativas nos teores de amido, no entanto, a partir das 15:00 h, as concentragfes em PSNI

comecaram a decrescer, sendo diferentes das de PSI, as 17:00 h.
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Figura 38: Efeito de oito dias de deficiéncia hidrica nas concentragSes de (A) sacarose; (B)
agtcar redutor e (C) amido, nas folhas de laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’.
Plantas sadias mrigadas (PSI) ¢ plantas sadias nfo irrigadas (PSNI). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem enire si estatisticamente. Cada ponto representa a média de 5
repeticdes (teste de Duncan, 5%).

Em relagfio aos ciclos anteriores, quando os teores de amido de PSNI (figs.16C e 25C)
foram sempre menores que 0s de PSI no dia de deficiéncia hidrica mais severa, ¢ importante

ressaltar que neste terceiro ciclo (fig.38C), o oitave dia de deficiéneia hidrica, nfo foi o dia de

estresse mais severo e, conseqiientemente, PSNI apresentou teores mais baixos de amido em
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relacdo a P51 somente no finai do dia. O contetide de aglicares redutores, geralmente, foi maior
em PSNI, em comparacBo com PSI, nos trés ciclos évaiiaées (figs.16B, 25B, 38B).
Comparando-se PDI com PDNI, ocorreram diferengas significativas nos teorss de
sacarose as B:00 h e 17:00 h (fig.39A). As diferencas encontradas entre essas plantas, nas
conceniragles de actcares redutores (fig.39B), foram detectadas as 9:00 h, quando PDI
apresentou menores teores de aclicares redutores, € 45 15:00 h, com maior actmulo em PDIL O
contevdo de amido ndo variou, entre estes fratamentos até as 15:00 h, porém, ocorreu uma

queda em PDI, a3 17:00 h (g.39C).
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Figura 39: Efeito de oito dias deficiéncia hidrica nas concentracBes de (A) sacarose; (B) agticar redutor ¢
(C) amido, nas folhas de laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’, infectadas pela bactéria
Xylella fastidiosa. Plantas doentes irrigadas (PDI) e plantas doentes ndo irrigadas (PDNI). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente. Cada ponto representa a média de 5
repetighes {teste de Duncan, 5%).
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Quando se compararam as plantas sadias irrigadas com as plantas doentes irrigadas,
com dois anes & dois meses apds a inoculacio da bactéria, percebeu-se que as conceniraches de
sacarose variaram pouco enire elas (fig 40A) Entretanto, foi possivel detectar diferengas
sigmificativas as 9:00 h, quando PDI apresentou teores de sacarose maiores que os de PSI, e 4s
15:00 b, quando esta situagfo se inverten (fig.40A). Quanto aos teores de aglicares redutores,
houve uma ligeira elevagiio em PSI, em relagio a PDI, 4s 15:00 h (fig 40B). Neste dia, o teor
de amido das plantas doentes foi menor que o das plantas sadias, durante todos os horérios
avaliados (fig 40C). Esta foi a diferenga mais significativa, entre estes dois tratamentos, e que
também pdde ser constatada nos dois outros dias avaliados, durante este experimento (dados

ndo apresentados).
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Figura 40: Efeito de dois anos e dois meses ap6s a inoculagfo bactéria Xylella fastidiosa nas
concentragdes de (A) sacarose; (B) agticar redutor e () amido, nas folhas de laranjeiras ‘Péra’
enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’. Plantas sadias irrigadas (PSI) e plantas doentes irrigadas
(PDI). Meédias seguidas pela mesma letra nfo diferem entre si estatisticamente. Cada ponto

representa a média de 5 repeticSes (teste de Duncan, 5%).
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4) Contetide de Acido 3-indol acético (AIA)

A tabela 1 mostra os resultados obtidos no primeiro e no terceire ciclos, apds dez dias
de restrigio de agua. No primeiro ciclo, o tratamento PSI apresentou a maior conceniragio de
AlA, 15,7 ug/g de massa seca. As laranjeiras com CVC irrigadas apresentaram concentracdes
semelhantes 3s observadas em PSNI que, por sua vez, foram diferentes das concentrac@es de
PSI. As plantas doentes estressadas apresentaram as menores conceniragbes de AIA nesta
época (7,35 ug/g de massa seca).

No terceiro ciclo, os tratamentos submetidos 2 deficiéncia hidrica apresentaram as
menores conceniragles de AlA, 7,9 e 7,2 ug/e de massa seca para PSNI e PDNI,
respectivamente. Os iratamentos PSI e PDI, neste ciclo, nfio foram diferentes entre si e

apresentaram concentragdes mais altas de AIA que as das plantas estressadas.

Tabela I: Efeito de dez dias de deficiéncia hidrica no contetide de 4cido 3-indol acético nas
folhas de laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’, sadias ou infectadas pela
bactéria Xylella fastidicsa, no primeiro e no terceiro ciclo. Cada resultado representa a média
de 5 repetigBes (teste de Duncan, 5%). Estatistica realizada dentro de cada ciclo. Médias
seguidas pela mesma letra ndio diferem entre si estatisticamente, em cada ciclo.

PSI PSNI  PDI PDNI

Primeiro ciclo  15,66a  10,20b 11,52b  7,35¢

Terceiro ciclo 12,452  7,90b  10,80a 7.20b
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3) InteracOes entre os resuitados

A Fig. 41 ilustra a curva classica exponencial negativa da condutincia estomdtica em
fungfio do conteudo de 4cido abseisico. Quanto mailor ¢ contelido de ABA, menor a
conduténcia estomatica. Quando as condutincias estomaticas variaram de 0,05 a 0,2 molnr s,
as 12:00 h, nfo foram encontradas alteraces no contetido de dcido abscisico neste mesmo

horério. Quando as condutfncias estomaticas foram inferiores a 0,05mol/m’.s, observou-se
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Figura 41: Relacfio da condutincia estomatica, as 12:00 h, concentraciio de 4cido abscisico nas
folhas e do potencial da 4gua na folha as 14:00 h, em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre
limoeiros ‘Cravo’, em plantas sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa. Dados
obtidos a partir de 220 observagdes realizadas nos trés ciclos e nos guatro tratamentos.

aumento nas concentracbes de ABA. Na fig.d4l, foram utilizados dados de todos os
tratamentos, logo, os tecres de ABA superiores a 1,0 pg/g de massa seca, referiram-se aos
tratamentos que foram submetidos a deficiéncia hidrica. As maiores condutincias estométicas,

a0 redor das 12:00 h (superiores 2 0,10 mol/nt’.s), foram observadas, geralmente, em YV altos,
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entre -1.5 ¢ -0,25 MPa. Quando o actimulo de ABA fol maior que 3,5 ug/g de massa seca, este
potencial estava menor que -2,5 MPa.

As condutdncias estomaticas inferiores a 0,05 moVor'.s coincidiram com a dirminuigfo
no potencial da agua as 6:00 b (fig. 42). Uma vez que o potencial da dgua na folha, na manhi,
reflete uma estimativa do potencial da dgua no substrato, observou-se que o status de dgua na
folha pela manb, também poderia estar influindo na condutdnecia estomatica, observada nas
primeiras horas do dia. Quanto mais baixo o potencial da 4gua na folha 3s 6:00 h, menor a

condutincia estormatica.
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Figura 42: Relagdio entre potencial da dgua da folha (MPa), as 6:00 h, e condutincia estomdtica
em laranjeiras ‘Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’, em plantas sadias ou infectadas pela
bactéria Xylella fastidiosa. Dados obtidos a partir de 220 observacdes realizadas nos trés ciclos
€ nos quairo iratamentos.
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Quanto maior a condutincia estomdtica, maior a transpiracio (fig. 43). Quando o
potencial da dgua na folha tornou-se muito baixo (;_2,5 a 4,5 MPa), a conduténcia estomatica
€ a transpiragfio foram diminuidas. Quando o W variou entre —1,5 e —2.5 MPa, ainda ocorren
perda de dgua via transpiragfio. Plantas em condigdes mais adequadas de umidade (-1,5 a 0,25

MPa) variaram a condutincia estomética em fungfo da demanda evaporativa.
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Figura 43: Relacfio entre a condutiincia estomatica, as 12:00 h, transpiracfio, as 12:00 h e
potencial da dgua na fotha as 14:00 h, em laranjeiras *Péra’ enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’,
em plantas sadias ou infectadas pela bactéria Xylella fastidiosa. Dados obtidos a partir de 220
observages realizadas nos trés ciclos e nos quatro tratamentos.
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DISCUSSAO

As taxas de assimilagio de CO, das laranjeiras, tanto sadias como doentes, foram mais
elevadas pela manhi em todos os ciclos estudados. A partir das 9:00 b, essas taxas comegaram
a declinar, 4 medida que o DPV a0 longo do dia aumentava. Assim, os estbmatos se fecharar,
diminuindo 4 ¢ também a perda de &gua pela transpiragio. A depressio da fotossintese ao
meio-dia, observada em todos os tratamentos, é um fenémeno {ipico em citros e mesmo
quando os solos estfo proximos da capacidade de campo, o g das laranjeiras pode ser reduzido
pela alta demanda evaporativa decorrente do sumento no DPV (Sinclair & Allen, 1982; Vu &
Yelenosky, 1988a, Syvertsen & Lloyd,1994; Medina er o, 1999}, Os resultados de Brakke &
Allen (1995) indicaram que as maiores taxas de fotossintese em laranjeiras foram obtidas
quando a temperatura da folha € 0 DPV entre a folha e o ar oscilavam ao redor de 29°C e 2,6
kPa, respectivamente, ¢ os valores mais baixos de A foram verificados com temperatura ao
redor de 37°C ¢ alto DPV, 3,6 kPa. As respostas as altas temperaturas estdo, principalmente,
ligadas a efeitos ndo estométicos, enquanto os efeitos no aumento do DPV estariam mais
associados com decréscimos na condutincia estomética. A diminui¢io nas taxas de
fotossintese, em ambientes quentes e secos, geralmente, ¢ acompanhada pela melhoria na
eficiéncia do uso da 4dgua (Khairi & Hall, 1976ab; Vu ef al, 1986). A depressio da
fotossintese a0 meio-dia ocorre também em outras espécies como Arbutus unedo, cujos
estomatos apresentam habilidade de fechamento em atmosferas secas pelo desenvolvimento de
uma grande sensibilidade a mudangas de umidade (Raschke & Resemann, 1986). Tyree &
Sperry (1988) sugeriram que esta diminuicio da conduténcia estomatica as 12:00 h, em
algumas espécies de plantas, estaria relacionada 2 prevengiio da disfiuncdo do xilema. A agua

nos vasos do xilema esté sob tens3o, ou seja, o potencial de pressio do xilema & negativo. Esta
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tensdo aumenta 4 medida que a umidade do solo decresce efou 2 transpiragfio aumenta. A igua
sob tensdo poderia levar 4 cavitagio e embolia da coluna de 4gua no xilema. Raschke &
Resemann (1986) consideraram que a depressio da fotossintese ao meio-diz ocorre
simultaneamente com as respostas estomaticas, porém, em alguns casos, a queda na
fotossintese precede a diminuigSio da condutincia estomatica. Mesmo se o suprimento de dgua
para a planta € Otimo, as respostas estomaticas ao auments de DPV ocorTem,
independentemente do contedo relativo de gua ou do potencial da 4gua na folha (Raschke &
Resemann,1986). Além disso, o 4cido abscisico (ABA) pode ser responsével por esta depressio
da fotossintese ac meio-dia, pois Burschka ef af. { 19835) detectaram sumento do contetido de
ABA, ao meio-dia, em folhas de Arbutus unedo estressadas e nio estressadas.

No primeiro ciclo de deficiéneia hidrica, & medida gue o estresse foi se tornando mais
severo, 4 das plantas néo irrigadas (PSNI e PDNI) foi decrescendo em relagio as irrigadas
(PSI e PDI). Os potenciais da dgua da folha de PSNI e de PDNI, as 6:00 h, também foram
diminuindo gradativamente. Geralmente, o potencial de agua na folha mais baixo observado em
periodos de deficiéncia hidrica, resultou em decréscimo na transpiragdo. Sob estresse hidrico,
as plantas de citros foram mais sensiveis aos aumentos da temperatura ¢ do DPV, resuitando
em reducdo das taxas de assimilacio de CO, e de transpiracio. Embora a transpiragio seja
controlada, principalmente, pela atividade estomética, os valores de A das plantas ndo irrigadas
também poderiam ser afetados por fatores nio estomaticos, tais como, decréscimos nas reacdes
dos fotossistemas e na atividade de algumas enzimas fotossintéticas, como a ribulose bis-
fosfato carboxilase-oxigenase (Rubisco), resultando na reduciio da assimilacio do carbono
fotossintético. Em laranjeiras ‘Valéncia® a redugfio da concentragdo da Rubisco nas folhas foi o
efeito mais marcante do estresse hidrico. Entretanto, o mecanismo de redugdo dessa enzima
ainda nio estd bem estabelecido, podendo consistir numa diminuigdo da sintese e/ou aumento
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na degradaco (Vu ef al, 1987, Vu & Yelenosky, 1988b). As plantas irrigadas (PSI e PDI),
geralmente, ndo apresentaram diferencas significativas nos valores de 4, g e E, nesta primeira
fase do ensaio, a nfio ser 45 12:00 h quando a temperatura ¢ o DPV eram maiores (figs.9 e 12).
Nesta situag#o, as plantas doentes irrigadas, geralmente, apresentaram condutincias
estomaéticas e taxas de transpiragio menores, quando comparadas com PSL sendo sstes os
primeiros sinais de disfungdo no sistema condutor de 4gua. Resposta semelhante foi observada
em pessegueiros infectados pela Xylelia fastidiosa, que apresentaram gueda no potencial de
agua na folha as 12:00 h e reducdes na assimilagio de CO, e na condutincia estomatica
(Anderson & French, 1987). Laranjeiras ‘Péra’ com CVC apresentaram maior eficiéncia do uso
da agua e menor potencial da dgua na folha em resposta a diferentes DPV (1,2 e 2,5 kPa),
diminuindo as taxas de fotossintese ¢ de transpiragio em relagio as plantas sadias (Habermann
etal., 1999).

No segundo ciclo de deficiéncia hidrica, em PDI, os valores de A, g ¢ E foram,
geralmente, menores que em PSL ao longo do dia, com exceciio no final da tarde, o que pode
ser consequéncia do tempo de infecgio com a Xylella fastidiosa, afetando a planta em relagéio
a0 status de agua. As relagdes hidricas de plantas com CVC foram alteradas devido ao possivel
entupimento do xilema, diminuindo a capacidade de movimento da dgua nas raizes, nos troncos
e nos ramos. E importante observar que no segundo ciclo de deficiéncia hidrica, as plantas
doentes irrigadas mantiveram durante todas as medidas de W as 14:00 h wvalores
significativamente inferiores aos de PSI. Desde a primeira medida realizada, oito meses apés a
inoculagdo da bactéria, ja foi possivel observar que o ¥ das plantas doentes as 14:00 h foi,
geralmente, menor do que das plantas sadias, sendo as plantas doentes mais sensiveis as
variagbes de temperatura ¢ DPV, diminuindo 2 condutincia estomatica. A diminui¢io do ¥ das

plantas doentes poderia estar relacionada com a produciio de gomas, resinas e taninos que, em
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geral, sdo relativamente toxicos aos fitopatégenos, além de Thes constitufrem barreiras fisicas
quande solidificados e a presenca de tiloses ¢ agregados de bactérias nos vasos xilematicos
{Hopkins, 1989). Isto deve ter ocasionado a redugiio do fluxo de 4gua, com consegiiente
aparecimento de sintomas de murchas pas folhas durante o dis. Em laranjeiras doentes com
clorose variegada dos citros, fol constatado o aparecimento de gomas e tiloses no sistema
condutor de dgua que, certamente, interferem na condutividade hidraulica (Rossetti er al,
1998). As tiloses sfo protuberfncias das células do parénquima que se formam no interior de
vasos do xilema como resposta da planta 4 invasio por patdgenos vasculares, dificultando o
fluxo de seiva ¢ a dissemninagfio do patdgeno dentro dos vasos (Romeiro, 1987). Em plantas
com CVC, Qliveira ef ol (2000) verificaram menor condutividade hidraulica em relagio s
plantas sadias. A grande resisténcia ao fluxc de seiva no xilema na doenca de Pierce em videira
{Goodwin ef al, 1988b), causada pela Xylella fastidiosa, refletiu o blogueio do xilema em
plantas doentes. Em citros com declinio, as obstrugtes observadas no lumem do xilema foram
responsaveis pelo decréscimo do fluxe de 4gua, resultando na diminuicio dos valores de 4 e
decréscimo na condutincia estomética. Além disso, o potencial de 4gua na folha, em plantas
com declinio, decresceu mais rapido durante ¢ dia ¢ permaneceu com potenciais menores por
mais tempo, quando comparado com o das plantas sadias (Allen & Cohen, 1974; Young &
Gamsey, 1977; Syvertsen ef al., 1980; Cohen ez al., 1983; Briansky ef al., 1984).

Apesar de PSNI ter apresentado queda mais rapida, nos valores de A que em PDNI pela
manhd, em relagdo aos respectivos controles, ambos os tratamentos apresentaram mesmos
valores de 4, g ¢ E no dia de estresse maximo. No vigésimo segundo dia apés a reirrigagiio, foi
observado que 4, g ¢ E de PSNI nfio se recuperaram aos niveis de PSI as 12:00 h (fig.21).
Quando o estresse € severo, como no presente casc em que o potencial da 4gua na folha as
6:00 h da manhi foi menor que -2,5 MPa, a recuperagio da condutancia estomatica foi mais
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demorada como também relaton Syvertsen em folhas de Citrus sinensis com diferentes idades
(1982). Em laranjeiras ‘Valéncia’ submetidas a estresse hidrico muito severo, as fothas mais
novas que se desenvolveram pos-estresse e com regime normal de irrigacio durante dois meses,
ainda apresentaram baixas condutdncias estomaticas (Fereres ef af, 1979). As plantas do
tratamento PDNI, apenas doze dias apds a reirrigacho (fig.20), apresentaram os mesmos
valores de 4, g ¢ E de PDI. A recuperacfio mais lenta em PSNI pode estar relacionada ao maior
periodo que o seu ¥ s 6:00 h permaneceu abaixo de —3,0 MPa, em relagio ao PDNI (fig.22).
Na terceira época de medidas, os valores de A, g e E entre PSI e PDI (figs 28 a 31)
foram diferentes praticamente durante todo dia. Em relaglo aos ciclos anteriores, as plantas
doentes foram mais sensiveis as variages do DPV, dificultando o fluxo de 4gua e diminuindo
ainda mais o potencial da agua na folha 4s 14:00 h, quando comparadas com as plantas sadias
irrigadas. Possiveknenté, esta maior sensibilidade estd ligada a um maior entupimento do
xilema. Ao contrario do primeiro e segundo ciclos de deficiéncia hidrica, quando as plantas
doentes irrigadas, geralmente, no apresentaram diferencas significativas, quando comparadas
com PSI, no ¥ as 6:00 h da manhd, no terceiro ciclo o potencial das 6:00 h j4 foi mais baixo
que em PSI, refletindo a deficiéncia hidrica das folhas. As evidéncias sugerem que folhas de
plantas infectadas por patégenos que causam disfungio no sistema condutor de é4gua,
desidratam pelo fato de nfio haver fluxo de 4gua suficiente para manter a turgescéncia das
folhas. Machado ef al. (1994) observaram que o impedimento ao transporte ou 3 absorcio de
agua em plantas com CVC, em decorréncia do avango da doenca provocando maior
entupimento dos vasos, poderia explicar o baixo valor da condutincia e da transpiracio e,
consequentemente, diminuir a taxa de fotossintese e o potencial da agua das folhas. No
presente trabalho, a queda da fotossintese em plantas com CVC poderia ainda estar

relacionada, em parte, com 2 presenca de necroses e cloroses nas folhas, que acarrstariam
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diminuigio de sua ares fotossintética. Em muitas enfermidades, patégenos produzem toxinas
que podem atuar inibindo a fotossintese, danificando cloroplastos ou ativando clorofilases
{enzirnas que degradam & clorofila). De qualquer forma, o fenmeno ¢ interpretado como sendo
urmn mecanismoe de atague do patdgeno ¢ sua interferéncia na fotossimese ocasionaria distiirbio
na geragio de ATP pela planta, diminuindo os valores de A (Romeiro, 1987).

No terceiro ciclo de deficiéncia hidrica, PSNI apresentou o mesmo padric de resposta &
aplicacdo da deficiéncia hidrica das outras épocas, diminuindo as taxas gradualmente até
ficarem praticamente nulas, ap6s dez dias sem irrigagio, quando foi realizada a reirrigacio.
Apds quatro dias de reirrigacBo, os valores de 4, g e E de PSNI recuperaram-se parcialmente
em relagio ao dia de estresse maximo mas ainda foram menores gue em PSI Os ciclos
repetidos de deficiéncia hidrica ndio tiveram qualquer influéncia nas trocas gasosas de PSNI,
pois este tratamento respondeu ao estresse hidrico de forma semelhante nos trés ciclos
aplicados.

As respostas em PDNI foram diferentes em relacio aos outros ciclos, provavelmente,
pelo fato dessas plantas apresentarem maior entupimento do sistema condutor de agua,
diminuindo a perda de 4gua pela transpiragfic e, conseqiientemente, diminuindo o consume de
dgua (fig.34). Essas plantas levaram mais tempo para atingirem valores de 4 proximos ao zero
(fig.32A). Nos outros ciclos PDNI levou dez dias para apresentar valores nulos de 4 enquanto
no terceiro ciclo foram necessarios quinze dias, coincidindo com o teor de umidade no
substrato observade em PSNI no dia de estresse mais severo. No presente trabalho, o potencial
das plantas sob deficiéncia hidrica, no dia de estresse méximo, foi mais baixo que -2,5 MPa as
6:00 h, tanto em PSNI quantc em PDNI (décimo e décimo quinto dia de deficiéncia hidrica,

respectivamente), mas a condutancia estomatica, a0 contrario do ocorrido nos ciclos anteriores,
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foi recuperada em relagfio aos tratamentos PSI e PDI, dez ¢ doze dias apds a reirrigaggo,
respectivamente.

Quando se analisaram as curvas de conduténcia estomatica e potencial da 4gua da folha
as 6:00h da manhi das plantas sob deficiéncia hidrica, pbde-se observar que o fechamento
estomético ocorres em fun¢fo da diminuic8o desse potencial, pois ele depende, principalmente,
das condigBes da umidade do solo. Verificou-se, na fig. 43, que quanto mais baixo o F, is
14:00 h, a conduténcia estomatica foi menor e, consegilentemente, as plantas transpiraram
menos, diminuindo a perda de 4gua como ocorrido nas plantas doentes, principalmente no
terceiro ciclo em que o W s 14:00 b, a0 redor de -2,0 MPa, foi inferior a0 das plantas sadias.
O potencial de dgua na folha (F) nfo modula diretamente o movimento estoméatico de folhas de
citros em condicSes bem irrigadas (Syvertsen, 1982), porém em laranjeiras sob deficiéncia
hidrica (PSNI ¢ PDNI}, o fechamento estomatico foi determinado quando o ¥ atingiu valores
correspondentes a -2,5 MPa ¢ o total fechamento estomatico ocorreu com ¥ ao redor de -3,0
MPa.

O mecanismo de enrolamento foliar € um mecanismo eficiente ¢ complementar na
regulagem dos estdmatos e da transpiragic. As plantas dos tratamentos PSNI e PDNI
apresentaram enrolamento foliar em todos os ciclos avaliados, & medida que a temperatura e o
DPV aumentavam e, conseqiientemente, o ¥ 4s 14:00 h estava mais baixo que em PSI ¢ PDI
Ruiz-Sénchez ef al (1997) também observaram, em limoeirc sob deficiéncia hidrica,
enrolamento foliar quando as folhas apresentaram potencial da 4gua s 6:00 h, ao redor de -3,0
MPa. Mesmo as plantas doentes irrigadas cujo ¥ 4s 14:00 h foi, em geral, mais baixo que em
PSI, também apresentaram sintomas de murcha nas fothas a partir das 12:00 b, a partir do

segundo ciclo de deficiéncia hidrica.
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Nos trés ciclos avaliados, as concentragBes de ABA em PSNI, apés a suspensdo da
irrigacdo, aumentaram atingindo os teores mais elevados, nos dias de deficiéncia hidrica mais
severa. No terceiro ciclo, as concentracBes de ABA de PSNI foram as mais elevadas em
relagBo ao PSI, possivelmente, pela exposigio repetida 2 ciclos de estresse, exigindo maiores
concentragbes de ABA para exercerem as mesmas funcBes nas respostas estométicas. A
diminuico da fotossintese em PSNI poderia também estar relacionada com este acumulo de
ABA nas folhas esiressadas. As concentragBes eclevadas de ABA, medidas em folhas
desidratadas, poderiam estar envolvidas na diminui¢io da afinidade da enzima de carboxilacio
a0 seu substrate, pois Raschke & Fischer (1987) constataram que a aplicagio de ABA em
folbas de Xamthium strumorium inbiu a carboxilagio da Rubisco. Norman ef af. {19590),
também em laranjeiras submetidas 4 deficiéncia hidrica, observaram que o contetido de ABA
aumentou substancialmente quando comparado com o contelido de ABA de plantas nfo
estressadas. Em todos os ciclos, apds a reirrigagdo, as concentragies de ABA em PSNI
apresentaram valores semelhantes aos de PSI, embora a condutincia estomatica, no segundo
ciclo, ainda fosse menor que a das plantas irrigadas, apesar da assimilagdo de CO; ¢ do
potencial da 4gua na folha terem se recuperado. Em laranjeiras ‘Valéncia’, Medina & Machado
(1998} observaram esta mesma resposta em relagio as trocas gasosas, pois quanto mais severa
a deficiéncia hidrica, maior o periodo necessario para recuperacio da condutincia estomatica
(Fereres et ai.,, 1979). Liang & Zhang (1999) verificaram que as concentragdes de ABA do
xilema e das folhas correlacionaram-se com o fechamento estomatico em Acacia confusa e
Leucaena leucocephala, submetidas & deficiéncia hidrica. Estes autores observaram que apds a
reirrigacdo, apesar das concentrages de ABA, do ¥ 4s 6:00 h e do contetido da agua no solo

terem sido semelhantes aos das plantas irrigadas, os estdmatos necessitaram um periodo maior
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para se recuperarem. Esse periedo de recuperacfio foi dependente do grau de estresse e da
espécie da planta.

No primeiro ¢ segundo ciclos de deficiéncia hidrica, PDNI apresentou as mesmas
respostas que em PSNI em relaco ao aumento do conteido de ABA, juntamente com o efsito
classico no fechamento estométice. Entretanto, no terceirc ciclo, praticamente, nfio ocorreu
aumento da conceniracio de ABA em PDNI em relaclo ao PDI. As concentraghes de ABA em
PDINI foram diferentes de PDI somente no décimo terceiro dia de deficiéncia hidrica, mesmo
assim este aumento nas concentracbes de ABA fol pequenc quando se compara com o seu
aumento em PSNI em relagBo ao PSI (fg.37). Vérios fatores podem estar relacionados com o
pequeno acumulo de ABA nestas plantas doentes submetidas 4 deficiéncia hidrica, no terceiro
ciclo, apesar da condutincia estomatica e do potencial da 4gua na folha terem sido mais baixos
que em PDL

Um destes fatores poderia estar relacionado com a velocidade em que o estresse se
desenvolveu. O estresse se desenvolveu mais devagar em PDNI em decorréncia da menor
velocidade de secagem do substrato, possivelmente devido a menor taxa de transpiragio em
conseqiiéncia ao entupimento do xilema. Em plantas doentes, o ¥ ¢ o teor de umidade do
substrato decresceram mais devagar do que em PSNI, ap6és a interrupcio da irrigagdo, podendo
ter levado ao menor acimulo de ABA. Henson (1985) verificou que o achmulo de 4cido
abscisico nas folhas de Pennisetum americarum L foi dependente da velocidade na qual o
estresse hidrico se desenvolveu, assim como 2 intensidade do mesmo. Entretanto, o contetido
de ABA que aumentou por unidade de potencial da 4dgua foi maior quando o estresse se
desenvolveu mais rapido.

Outro fator para explicar 0 menor acimulo do ABA, no terceiro ciclo, seria o aumento
da resisténcia ao fluxo de agua, diminuindo o fluxo de ABA na seiva. O ABA, embora em
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baixas concentragles, produzido nas raizes em decorréncia da deficiéncia hidrica e
transportados pela corrente transpiratéria, teria sido rapidamente redistribuide nas folhas,
provecando o fechamento estomatico, sem contudo provocar actmulo de ABA nas mesmas.
Tambem pode ter ocorrido que a umidade do substrato de PDNI, no dia de coleta da
amostra, ndo tenha atingido o mesmo valor que em PSNI, ndo tendo ocorrido estimulo para
producdo de ABA nas raizes. Muitos autores sugerem que o declinic na condutincia
estomatica estaria mais relacionadc com 0 aumento nas concentracdes de ABA na seiva do
xilema, do que com o fluxo de ABA entrando nas folhas num determinado periodo (Zhang &
Davies, 1991; Jackson ef al, 1995; Trejo ef al, 1995, Ha ef al, 1996). Entretantc, outros
estudos mostraram que & condutéincia da folha pode responder tanto 3 concentracdo de ABA
do xilema como a0 fluxo de ABA (Gowing ef ai., 1993, Jarvis & Davies, 1997; Zhang ef al.,
1997). Jia & Zhang (1999) constataram que 0 ABA proveniente do xilema foi substancialmente
aumentado pelo uso de um inibidor do catabolismo de ABA (tetcyclacis). Os resultados
mostraram que a cinética do fechamento estomitico, induzida pelo ABA, nio foi
correlacionada com o acimulo de ABA derivado do xilema. Estes estudos indicaram que os
estbmatos respondem principalmente ac ABA que est4 vindo da corrente transpiratéria do que
as concentracdes acumuladas deste ABA nas fothas. O potencial da 4gua na folha das plantas
doentes foi menor que o das plantas sadias podendo ser responsavel pela sensibilidade do
estdmato a concentragBes do 4cido abscisico, pois Tardieu & Davies (1992) relataram que o
fluxo de agua pode diluir a concentragio da mensagem, na seiva do xilema, e a sensibilidade do
estbmato & mensagem € aumentada, 4 medida que o potencial da 4gua da folha decresce.
Plantas com clorose variegada dos citros poderiam apresentar disfungdo do xilema em
decorréncia da obstrugdo dos poros das paredes. Estes poros funcionariam para reduzir a

disseminacfio das embolias de ar mas, por outro lade, como os didmetros dos vasos xilematicos
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foram reduzidos, eles funcionariam como filiros de moléculas. Polissacarideos extracelulares,
produzidos pelas bactérias, poderiam desempenhar um papel muito importante no bloqueio
fisico dos vasos (Van Alfen, 1989). O ABA produzido nas raizes, em conseqiiéneia do estresse
hidrico, pode n#o ter sido transportado para as folbas, em decorréncia da obstrugiio dos poros
do xilema por polissacarideos extracelulares, filtrando as moléculas de ABA. Se a passagem de
agua pelo xilema diminui por causa das obstrugBes, logo, ters efeito na transpiraciio e na
diminvi¢do do fluxo de agua. Constatou-se que embolias causadas por patdgenos podem
ocasionar deficiéncia hidrica e murchamento das folhas em muitas doencas vasculares. Muitas
teorias de como patbgenos poderiam causar embolias no xilems relatam a entrada do patégeno
nos vasos ou traqueideos podendo causar ferimentos de tamanho suficiente para permitir a
entrada de ar no vaso (Zimmermann & Jeje, 1981). E muito provavel que isso ocorra em
doengas que causam murchas cujos patdgenos sio bactérias, uma vez que o movimento dos
patégenos de vaso para vasc € acompanhado de enzimas que romperm as paredes. O tamanho
dos poros das paredes também desempenharia, provavelmente, alguma fiunciio na determinacio
da suscetibilidade das plantas ac rompimento do xilema pelos patdgenos (Wallis & Truter,
1978; Van Alfen et al., 1987, Sperry & Tyree, 1988).

De uma forma geral, o mecanisme do movimento estomatico pode ser resumido da
seguinte forma: a luz estimula a assimilagdo de CO- nas células guarda, ¢ assim, a concentraciio
de CO, diminui, ocorrendo diminuigiio do pH nestas células. Com estas condicbes, ocorre a
sintese de glicolato e fotofosforilagio aciclica, que fornece energia na forma de ATP utilizada
para o mecanismo ativo de acimulo de potassio nas células guarda. A entrada de potéssio
provoca uma diminuicio do potencial osmético destas células, permitindo a entrada de 4gua,
que faz com que aumente a turgidez das células, determinando a abertura dos estbmatos
(Reichardt, 1985). As laranjeiras com CVC apresentam, geralmente, deficiéncia de potassio nas
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folhas (Quaggio, 1988; Vitti et al,, 1989), o que poderia estar influenciando na diminuicio da
conduténcia estomatica dessas plantas, pois ocorre uma resposta marcante entre o estdmato e ¢
suprimente de potassio na planta. Este mecanismo agiria independentemente da producio e
acumulo de ABA nas folhas. Plantas deficientes em potdssio apresentaram estdmatos muito
mais fechados de que plantas sem deficiéncia. A deficiéncia hidrica no solo também decresce 2
absorgdo, pelas raizes, de nufrientes, tal como o potéssio, que influenciariam as respostas
estomaticas em relagdio ao ABA (Burrows & Milthorpe, 1976; Snaith & Mansfield, 1982h;
Schurr ef al., 1992).

O pH das plantas pode ser modificado em decorréncia da deficiéncia hidrica e da
infecglo por fitopatogenos {Schurr ef al., 1992; Tetlow & Farrar, 1993). O aumente do pH do
xilema pode agir também como sinal para as folhas fecharem os estdmatos (Gollan ef al., 1986;
Wilkinson & Davies, 1997, Wilkinson ef al., 1998; Wilkinson, 1699). Tetiow & Farrar (1993)
verificaram que plantas de Hordeum vulgare, infectado pelo fungo da ferrugem, apresentaram
o pH da folha aumentado de 6,6 para 7,3. Estes autores sugeriram que o fungo afetou a
composi¢do de agucares do apoplasto da folha, afetando o pH. Se as plantas com CVC também
apresentassem este pH aumentado, este poderia funcionar como sinal de estresse, influenciando
a abertura estomatica, sem a ocorréncia de acimule de ABA nas folhas. O aumento do pH da
seiva do xilema de tomateiros passou de 5,0 para 8,0 quando as plantas foram submetidas a
defici®ncia hidrica (Wilkinson ef @i, 1998). Quando se aplicou seiva do xilema, com pH
artificialmente modificado, em folhas de tomateiro do tipo selvagem, as taxas de transpiracfio
foram reduzidas. Esta mesma aplicagdo foi feita em tomateiro do tipo flacca, isto &, que ndo
t€ém habilidade para sintetizar ABA, e nfio foram observadas redugfes nessas taxas de E.
Entretanto, quando foi aplicado 4cide abscisico nas folhas de flacca, a transpiracdo foi
reduzida. O aumento do pH reduziu a transpiraciio das folhas de Slacea, em combinacio com
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baixas concentragBes de ABA, demonstrando 2 necessidade de ABA, ainda que em
concentragfes reduzidas para que ocorram diminuigBes nas taxas de transpirago.

Os compostos fendlicos, que tendem a aumentar quanto maior o grau de infestacio de
uma doenca, podem agir como estimulador do fechamento estomatico (Harborne, 1980). Deve-
se levar em conta que 2 impregnagio das paredes dos vasos com um revestimento Tico em
lipidios ¢ a infus#io de paredes do xilema por compostos fendlicos poderiam, efetivamente,
tornar os vasos impermeéveis, reduzindo, substancialmente, a passagem de 4gua e solutos para
dentro ¢ para fora do tecido condutor de dgua (Robb ef al, 1980). Em murchas causadas por
Verticillium, ¢ grau de flacidez da folha foi correlacionado positivamente com a proporgio de
vasos revestidos por camadas lipidicas. Se este revestimento resulta no bloqueio do fluxe de
agua no xilema, poderia exercer seu efeito pela inibigio do movimento lateral de 4gua (Robb ef
al,, 1982). Em plantas com CVC, a presenca de compostos fendlicos e fitoalexinas que,
geralmente, acumulam-se em plantas em resposta a ataques de fitopatdgenos, poderiam,
possivelmente, estar atuande no controle do movimento estoméatico. Numa série de
experimentos conduzidos por Plumbe & Willmer (1985, 1986a, 1986b), foram estudados os
efeitos de diversos compostos nas respostas estomaticas tais como as fitoalexinas, os icidos
graxos, os compostos fendlicos e substincias relacionadas ac estresse hidrico (prolina e o
ABA). Quando as fitoalexinas foram aplicadas nos estématos de Commeling communis L. e
Vicia faba L., algumas foram capazes de inibir a abertura estomética no mesmo grau que o
ABA (Plumbe & Willmer, 1986a). Os compostos fendlicos, tais como p-cumérico, acido
caféico, acido clorogénico, acido salicilico e acido sinapice foram fortes inibidores da abertura
estomatica de Commelina communis L. Com excegio da prolina e da glutamina, que se
acumularam nas folhas estressadas em larga escala, todos os outros compostos inibiram a

abertura e causaram algum fechamento no estdmato ja aberto (Plumbe & Wilimer, 1986b).

101



Alguns autores ainda questionam que o ABA nfic deve ser o fnico responsavel pelo
fechamento estomatico em decorréncia da secagem do solo. Quando se retirou 0 ABA da seiva
extraida de plantas de trigo submetidas a deficiéncia hidrica e essa seiva foi aplicada em folhas
destacadas de trigo, notou-se o mesmo fechamento estométice. Assim, os autores sugeriram a
existéncia de um outro composto, na seiva do xilema, com capacidade de induzir fechamento
estomatico (Munns & King, 1988; Munns, 1992; Munns & Cramer, 1996).

A conduténcia estomética pode também ser afetada pela secagem do solo devido a um
suprimento reduzido de um promotor da abertura estomatica, usualmente transportado de
raizes targidas para a parte aérea (Correia & Pereira, 1995). Blackman & Davies (1985)
forneceram evidéncia para tal mecanismo envolvendo a producdio de citocininas. De acordo
com Davies & Zhang (1991), a importincia relativa do ABA e das citocininas no controle da
abertura estomatica, pode variar com o grau de secagem do solo. A importancia das citocininas
torna-se mais relevante nos filtimos estagios de secagem, como resultado do aumento da injaria
nas raizes. Este argumento recebeu suporte de Wartinger ef al. (1990), em amendoeiras, onde
for verificado que o ABA decresceu no fim da estagfio seca, quando o déficit de agua no solo
auimentava.

Apesar da Xylella fastidiosa ser o mesmo patégeno das doencas de Pierce e da CV(C,
ndo ocorreu acumuio de ABA nas folhas de laranjeiras doentes irrigadas, com 3% de lesdes
necrdticas, enquanto que em videira com a doenga de Pierce, folhas com 2 a 5% de necrose e
clorose nas margens, apresentaram ¢ dobro das concentragdes de acido abscisico das folhas
sadias (Goodwin e7 al., 1988b).

Quando as laranjeiras, tanto sadias quanto doentes, foram submetidas 4 deficiéncia
hidrica, as folhas sofreram injlrias, mas nSo cairam. Elas permaneceram presas até que o

estresse fosse cessado e apés a irrigagdio, elas cairam. Para que ocorra este processo de
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abscisdo foliar, € necessiric que o ABA seja previamente acumulado nas raizes e depois
transportado para as folhas (Gémez-Cadenas ef al., 1996). No terceiro ciclo de deficiéncia
hidrica, em plantas com CVC (PDNI), foi observado uma queda muito menor de folhas apos a
reirrigaciio, quando comparado com PSNI, coincidindo com as menores concentragdes de
ABA encontradas em PDNL Sagee ef al (1980) também relataram que o ABA induziu as
atividades da celulase e da poligalacturonase que levam & abscisio das folhas de citros. E
possivel que o fato do ABA em PDNI niio ter sido sintetizado nas raizes para que OCoITesse
este acimulo nas folhas, elas se mantiveram por mais tempo nos ramos (dados nio
apresentados).

O papel do AIA, em citros, é mais enfocado nas relag@es hormonais de flores ¢ frutos
(Kojima, 1996, Koshita ef al., 1999) mas, apesar dos estudos j4 realizados em tecidos
vegetativos, como nas folthas (Sagee ef al,, 1986; Cohen ef af, 1987}, pouco se encontra na
bibliografia relacionado com estresses ambientais e doenga.

A concentraciio de AJA disponivel para mediar respostas biologicas na célula, num
determinado peﬁod-o, ¢ regulada por uma série de taxas: de sintese de AIA por algum
precursor, tal como triptofano, de uso de AIA no crescimento, de outros processos que
resultam na destruiciio de AIA, de transporte de ATA para dentro do tecido ¢ de hidrolise dos
conjugados de AIA (Cohen & Bandurski, 1982; Normanly ef af., 19935).

No primeiro ciclo de deficiéncia hidrica, o conteado de ATA de PSI foi mais elevado
que os dos demais tratamentos, ocorrendo diferengas significativas em relacdo ao PDI No
terceiro ciclo de deficiéncia hidrica, quando a infecgio era maior, niio foram encontradas
diferencas significativas nos contetidos de AIA em PSI e PDIL Logo, o efeito do aumento de
auxina nos tecidos (“hiperauxinia’) que, geralmente, ocorre em tecidos infectados por bactérias
(Goodman ef al., 1986), nfo foi observade nas plantas com CVC. Entretanto, em folhas de
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pereiras infectadas por Pseudomonas syringae, ocorreu aumento de auxinas em tecidos doentes
(Lindow et al., 1998). Em laranjeiras com CVC ha redugfio na concentracio de zinco das
folhas (Vitti ef al., 1983; Malavolta & Prates, 1991), que é necessério para sintese de triptofano
que, por sua vez, € precursor das auxinas. Talvez esta seja a razio de nfo terem sido
encontradas altas concentragdes de AIA em folhas de plantas doentes.

Nos casos de plantas submetidas 4 deficiéncia hidrica, as plantas dos tratamentos PSNI
e PDNI tiveram as concentragles de AIA reduzidas nos dias de estresse mais severo, em
relagdo ao PSI, nos dois ciclos avaliados. Em folhas de algodoeiro, as concentrages de ABA e
o pH aumentaram com a desidratacio das folhas, mas as concentraces de AIA permaneceram
aproximadamente constanies. As concentragles constantes de AIA no apoplasto, durante
estresse, implicam que interacGes antagonmistas com ABA podem nfic afetar respostas
estomaticas em relagio ao estresse in situ (Hartung ef al., 1992). No presente trabalho, as
mudangas nas concentracdes enire ABA e AIA em plantas estressadas nfic evidenciaram
qualquer correlagdo. Em estudos conduzidos em Fatsia japonica, submetida 2 deficiéncia
hidrica, Lopez-Carbonell ef al. (1994a) avaliaram que a diminuigio da condutincia estomatica
promovida pelo ABA, relacionada com o aumento da deficiéncia hidrica, pode ser detectada,
mas niio foi possivel verificar qualquer efeito da deficiéncia hidrica nas concentracOes de AIA.
Analisando-se os efeitos da deficiéncia hidrica em Fatsia japonica, utilizando-se PEG para
induzir estresse, Lopez-Carbonell ez al. (1994b) constataram que as concentragdes enddgenas
de AJA foram muito varidveis. O aumento nas concentragSes de AIA em Fatsia japonica foi
constatado somente no sétimo dia de deficiéncia hidrica, ocorrendo aumento de até sete vezes
nas folhas, quando se comparou com as concentragBes de AIA de folhas das plantas controle.
As concentragdes de AIA também foram avaliadas em Lavandula stoechas L. e Rosmarinus
officinalis L. As concentragbes de AIA em R. officinalis alcangou um pico apds trés dias de

104



deficiéncia hidrica. Entretanto, apds este pico, ocorreu um declimio gradual nas concentragBes
de ATA durante o curso do experimento até o #ltimo dia, nfo ocorrendo diferencas
significativas entre plantas bem irrigadas e plantas submetidas a quatro, cinco ou seis dias de
deficiéncia bidrica. As plantas de L. stoechas, submetidas ao estresse hidrico, aumentaram em
trés vezes a concentragBo de ATA, em relacBo as plantas controles, dois dias apés a deficiéncia
hidrica mas apds este dia, as plantas estressadas apresentaram concentragfes similares de AIA
das plantas controle (Lopez-Carbonell ef al., 1996). E possivel que as iaranjeiras, tanto sadias
como doentes, pudessem ja ter apresentado estas concentracdes mais altas de AIA, em relacio
a0s respectivos controles, no inicio do desenvolvimento do estresse, nfio tendo sido possivel
determinar s¢ ocorreu este aumento pois as coletas foram realizadas nos dias de estresse mais
SEVero.

Os citros, geralmente, ndc apresentam deficiéncia no suprimentc de carboidratos, pois
possuem folhas perenes, fotossintetizando durante um periodo amplo de tempo, apresentando
reservas de amido em vérios 4rgdios das plantas. Embora as concentragdes de amido e agiicares
soluveis apresentem alguma flutuagio diurna, a maior parte dos carboidratos permanece nas
folhas. Esses dados indicam que, em adigfio as baixas taxas de fotossintese, as folhas de citros
funcionam como orgdos de reserva (Goldschmidt & Koch, 1996). No presente trabalho, as
plantas sadias irrigadas apresentaram aitas concentracdes de amido nas folhas nos trés ciclos
avaliados. O amido ¢ o principal carboidrato de reserva nas plantas e seu aciimulo ocorre nos
cloroplastos, durante a fotossintese. Quando este estoque transitério é rapidamente preenchido,
os carbonos fotoassimilados fluem para fora dos plastidios para a sintese de sacarose. Nas
piantas, a sacarose € o produto no qual a maior porgiio de CO, fixado pela fotossintese ¢
capturado e a principal forma que o carbono orginico € transportado para orgios ndc
fotossintéticos (Avigad & Dey, 1997, Brownleader ef al, 1997).
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As doencas, de um modo geral, podem alterar o metabolismo dos carboidratos de
diferentes formas, dependendo do patégeno e do hospedeiro. No primeiro ciclo de deficiéncia
hidrica, as concentragdes de aglicares redutores, sacarose e amido das plantas doentes, foram
muito varigveis no horério avaliado (17:00 h). Apesar da fotossintese dessas plantas terem sido
distintas de PSI no ultimo dia do experimento (reirrigacio das plantas estressadas), ndo houve
um padréo de resposta de PDI quando comparada com PSI. As plantas doentes apresentaram
maiores concentracbes de agucares redutores e menores concentragbes de sacarose, quando
comparadas com as plantas sadias irrigadas, no décimo primeiro dia de experimento. Isto pode
estar relacionado com o grau de infecglio das folhas, pois Scholes ef al. (1994) verificaram que,
em folhas de cevada infectadas com mildio, houve um aumento na atividade da invertase dcida,
que causcu aumenic na concentragio de glicose e frutose e concomitante reducio na
exportagio de sacarose da folha. Entretanto, nfio estd claro se o aumento nos aciicares
redutores contribuiram para a habilidade das folhas de citros de suportarem uma deficiéncia
hidrica, pois nio h4 evidéncia de ajuste osmético em citros, mesmo quando as plantas foram
submetidas & deficiéncia hidrica severa (Syvertsen ez al., 1980). Em PDI, ocorreu actmulo de
amido no Giltimo dia de avaliagio e menor taxa de fotossintese em relagBo ao PSI, esta alta
concentracdo de carboidratos poderia causar, diretamente ou indiretamente, uma regulacio no
ciclo de Calvin, levando a uma inibigio da fotossintese {Scholes et al., 1994). Em tomateiro, os
ferimentos mecénicos ou a infecgdo por fungos, ocasionaram mudancas no contetdo de
carboidratos soluveis em folhas infectadas, ligadas a um aumento da atividade das invertases
acidas do hospedeiro ou do patégeno, aumentando a concentragiio de acghcares redutores e
diminuindo a de sacarose (Zulu ¢f al., 1991).

No segundo ciclo, as concentragBes de sacarose e acticares redutores das plantas
doentes em relacdo as plantas sadias, praticamente, nfio apresentaram diferencas significativas.
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Por outro lado, os efeitos do mildio (Ervsiphe graminis £ sp. fritici) em folbas de tngo
sugeriram que o estimulo da atividade da invertase alterou as relagdes fonte-dreno na folha
levando ao acumule de carboidratos soliiveis tais como sacarose, glicose, frutose e hexose
fosfato e decréscimo na sintese de sacarose (Wright e7 al., 1995ab).

O efeito mais marcanie em relaclio 4 CVC, observada no terceiro ciclo de deficiéneia
hidrica, foi a reducBo nas concentracBes de amido das plantas doentes, tanto irrigadas guanto
nfio wrigadas, em relagic as plantas sadias. Este fato poderia estar relacionado com 2
necessidade das plantas doentes utilizarem as reservas, visto que houve queda significativa da
fotossintese. As plantas com CVC apresentam, geralmente, deficiéncia de potéssio nas suas
folthas (Quaggio, 1988; Vitti et al,, 1989), o gue poderia também estar contribuindo com as
baixas concentragbes de amido no terceiro ciclo em relacio as plantas sadias pois a deficiéncia
de potassic atua, geralmente, no metabolismo de carboidratos, em folhas de citros, resultando
em baixas concentragdes de amido e maiores concentragbes de agicares solivels, assim como
um grande aumento nas atividades das B-amilases e invertases acidas (Lavon et al., 1995). As
folhas de videira, infectadas com a bacténa Xylella fastidiosa, também apresentaram deficiéncia
de potassio e baixas concentragfes de amido em relagfio as plantas sadias (Goodwin ef al,
1988b).

Nos trés ciclos avaliados, a deficiéncia hidrica em PSNI ocasionou aumento nos teores
de aglicares redutores guando estes foram comparados com os das plantas irrigadas. As
concentragbes de sacarose diminuiram no primeiro ciclo, em relagio ac PSI, mas nfo
apresentaram grandes variagdes nos demais. Nos dois primeiros ciclos, as concentrages de
amido em PSNI foram inferiores s concentragbes de PSI. Em laranjeiras ‘Valéncia® submetidas
2 deficiéncia hidrica, Vu & Yelenosky (1988b) também verificaram menor contefido de amido e
sacarose nas folhas, devido 4s menores taxas de fotossintese e maiores concentracBes de
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agicares redutores que seus controles. No terceiro ciclo de deficiéncia hidrice, ndo foi
observada diminui¢do do contetido de amido em PSNI em relacic ao PSI, mas deve-se levar
em considerac@o que este dia de coleta nfio foi o dia de estresse maximo para estas plantas. Em
eucalipto sob deficiéncia hidrica, folhas estressadas apresentaram altas concentracGes de
aglicares soluveis, mas o amido estava em concentracdes bern menores, quando comparados
com folhas nfio estressadas (Quick ef al., 1989). As concentragdes de sacarose apresentaram
alguns picos de concentragio durante o dia, no segundo e terceiro ciclos, pois curtos periodos
de deficiéncia hidrica podem estimular a sintese de sacarose, pela ativaciio da enzima sacarose
fosfato sintase, como foi constatado por Quick e ol (1992) em folhas de espinafre. A
conseqléncia do actmulo de sacarose atuando nas taxas de fotossintese, nas concentragBes de
glicose e frutose ¢ na propria sintese de sacarose depende largamente da sua distribuigdio entre
compartimentos dentro das células e nos fluxos entre os compartimentos e entre células. Se os
carboidratos estfio, predominantemente, no apoplasto, vactiolo ou nas células epidérmicas, 2
fotossintese ndo serd afetada a curto prazo. Se, entretanto, eles se acumularem em altas
concentragdes no citosol, a fotossintese pode ser inibida como resultado da inibigio do produto
final (via limitac8o do fésforo inorgénico) ou, num periodo mais longo, pelo decréscimo na
sintese de enzimas fotossintéticas (Scholes ef al, 1994). No terceiro ciclo, houve um actmulo
de sacarose em PSNI, a partir das 15:00 h com um concomitante decréscimo nos teores de
amido. Este fato pode estar relacionado com a répida troca de carbono que ocorre entre amido
e sacarose. O amido do cloroplasto € degradado, fornecendo triose-fosfato, que ¢ exportada do
cloroplasto para assegurar sintese continua de sacarose no citoplasma. Geralmente, ocorre
durante todo o tempo, um fluxo ativo de troca de carbonos entre amido e sacarose. A

transferéncia de moléculas de triose-fosfato, que ¢é facilitada pelo transportador 3PGA/P; na
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mernbrana plastidica, explica a rapida troca de carbone que ocorre entre cloroplasto {amido) e
citoplasma (sacarose) (Preiss, 1982).

No primeiro ¢ segundo ciclos, a concentracio de amido em PDNL no dia de deficiéncia
hidrica mais severa, foi inferior ao de PDI, provavelmente em conseqiiéneia das baixas taxas de
fotossintese, observadas em PDNL Em folhas de feijiio, submetido 2 estresse hidrico moderado,
ocorren reduco na sintese de amido, como resultade dos mesmos efeitos que limitam 3
formac3o de amido em baixas taxas de fotossintese, tais como, baixas concentragdes de 3-
fosfogliceraldeido, que, geralmente, foram encontradas em folhas estressadas (Vassey &
Sharkey, 1989). No primeiro ciclo, nfic houve diferengas entre PDI ¢ PDNI guanto &s
conceniragbes de aglcares redutores ¢ sacarose, no dia de deficiéneia hidrica mais severa. Em
videira, as plantas com deficiéncia hidrica apresentaram similares concentracdes de acticares
soliveis, quando comparadas com os controles, mas as concentraces de amido foram menores
que das plantas irrigadas e nSo se recuperaram no dia seguinte & reirrigagio (Quick ef al,
1992). Nos demais ciclos, ocorreram algumas variagBes diurnas entre estas plantas, mas a
deficiéncia hidrica aplicada nfio ocasionou diferengas, entre estas plantas, detectaveis durante
todo o dia. Toritaka ef al. (1974) constataram que o amido e os aglicares solGveis apresentam
alguma flutuagdo diaria, mas a maioria dos carboidratos permanece nas fothas. A mobilizagio
do amido formado € pequena em citros, quando comparada com outras espécies e, algumas
vezes, incompleta, mesmo em periodos de alta demanda fotossintética (Goldschmidt & Koch,
1996). No terceiro ciclo, essas diferencas s6 foram detectadas as 17:00 h, quando o teor de
amido de PDI foi maior que em PDNI, mas as taxas de fotossintese dessas plantas foram
semelhantes. Entretanto, ¢ importante ressaltar que este dia foi o oitave dia de deficiéneia
hidrica para estas plantas, que demoraram mais sete dias para atingirem o mesmo teor de

umidade no substrato das plantas sadias no irrigadas.
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CONCLUSOQOES

e A fotossintese das plantas infectadas ha dois anos e dois meses pela bactéria Xylelio
Jastidiosa foi menor que npas plantas sadias, a partir do momento do dia em que a

temperatura, radiagio e déficit de pressio de vapor entre o ar & a folha sumentaram.

e (s potenciais da agua nas folhas medidos 4s 6:00 h e 4s 14:00 %, nas plantas doentes

infectadas hé4 dois anos e dois meses, também foram menores em relagdo aos das plantas

sadias.

e A queda do potencial da dgua na folha nas plantas sadias fol mais répida ap6s a suspensio da
irrigagdio, pois as plantas sadias transpiraram mais e, portanto, ¢ teor de umidade do

substrato diminuiv mais rapidamente.

e Apds dois anos de infecclo pela bactéria, as concentracBes de amido das plantas doentes

foram mais baixas que nas plantas sadias, independentemente da aplicagio da deficiéncia

hidrica.

e Laranjeiras sadias apresentaram altas concentragbes de ABA nos trés ciclos de deficiéncia

hidrica a que foram submetidas, coincidinde com a diminuicio da condutincia estomatica.

¢ As concentragdes de ABA das plantas sadias foram similares &s das plantas doentes sem

deficiéncia hidrica, nas trés épocas de medidas.
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e Quando se suspendeu a irrigagio das plantas doentes no terceiro ciclo, nio foi possivel

detectar aumento do ABA, sugerindo que outros fatores poderiam estar atuando para que

ocorresse diminuic#o da condutincia estomatica nestas plantas.

e A presenca da bactéria Xyviella fastidiosa nfio acarretou em aumento das concentractes de

acido 3-indol acético nas folhas.

e Apés trés ciclos de deficiéncia hidrica ocorreu diminuicio nas concentracdes de acido 3-
indol acético das plantas sadias ¢ doentes no dia de estresse mais severo, quando

comparadas com as dos controles irrigados,

® A condutincia estomatica, a fotossintese e a transpiragiio das plantas sadias apresentaram,

em todos 0s ciclos, os mesmos padrées de resposta quando as plantas foram submetidas a

deficiéncia hidrica.
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