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RESUMO

FARIA-SILVA, L. Fluorescéncia da clorofila a como indicador de porta-enxertos
de manga ‘Ub&’ mais tolerantes ao déficit hidrico. 2020. 103f. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) — Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia, UFES, Espirito

Santo. Brasil.

Visando selecionar os parametros fotoquimicos extraidos da cinética da fluorescéncia
da clorofila a como sendo os mais simples, rapidos e eficientes para identificar
precocemente 0 porta-enxerto mais vigoroso na formacdo de mudas da mangueira
‘Uba’ tolerantes a seca, foi utilizado, como copa, o clone de Mangifera indica L cv. Ub&a
chamado ‘Uba clone 2’ (UC2) e, como porta-enxerto, as mudas seminais de
mangueira “Oleo”, ‘Ub&’ e “Imb0”. Inicialmente, foram analisados os porta-enxertos e
suas respectivas combinacdes copa/porta-enxerto: UC2/Oleo, UC2/Uba e UC2/Imbd.
Em seguida, as plantas foram separadas em trés grupos: CO, nenhum ciclo de seca;
C1, um ciclo de seca e C3, trés ciclos de seca. Cada ciclo conteve 20 dias de déficit
hidrico seguidos por 10 dias de retorno da irrigacdo. Posteriormente, foi aplicado um
déficit hidrico de 35 dias em todos os grupos, mantendo uma parte em plena irrigacao.
Os parametros selecionados foram: F> (relativo a presenca da banda L, referente a
desconectividade energética das subunidades do FSII), Fz (relativo a presenca da
banda K, referente ao desequilibrio entre o fluxo de elétrons do Complexo de Evolucao
do Oxigénio para o centro de reagcdo do FSIl), DIo/RC (energia total dissipada por
centro de reacdo ativo), Plass (indice de desempenho potencial do FSII), PlroTaL
(indice de desempenho fotoquimico total). O porta-enxerto “Oleo” foi o que gerou
mudas de manga ‘Uba’ mais vigorosas e tolerantes a seca quando expostas ao déficit
hidrico uma Unica vez. No entanto, essa tolerancia diminuiu quando as plantas foram
submetidas a secas recorrentes, perdendo a capacidade de se recuperar apos o
terceiro déficit hidrico consecutivo. Ao final, foi possivel concluir que a inducdo de
tolerancia a seca por meio da aclimatacao diferencial € dependente do porta-enxerto
utilizado; e confirmar o uso da fluorescéncia da clorofila a como indicador de porta-

enxertos de manga ‘Uba’ mais tolerantes ao déficit hidrico.

Palavras-chave: Mangifera indica L. Fotossintese. Seca. Aclimatacdo diferencial.

“Memodria” ao estresse. Prolina.



ABSTRACT

FARIA-SILVA, L. Chlorophyll a fluorescence as indicator of 'Uba'" mango
rootstocks more tolerant to water deficit. 2020. 103f. Thesis (Doctoral in
Biotechnology) — Postgraduation Biotechnological Programme, UFES, Espirito

Santo. Brazil.

In order to select the photochemical parameters extracted from the chlorophyll a
fluorescence kinetics as being the simplest, fastest and most efficient for early
identification of the most vigorous rootstock in the formation of drought tolerant mango
tree, the clone of Mangifera indica L cv. Uba named ‘Uba clone 2’ (UC2) was used as
scion and the seminal seedlings of “Oleo”, ‘Uba’ and “Imbu” mango were used as
rootstock. Initially, rootstocks and their respective scion/rootstock combinations were
analyzed: UC2/Oleo, UC2/Uba and UC2/Imbu. Then, the plants were separated into
three groups: CO, none drought cycle; C1, one drought cycle and C3, three drought
cycles. Each cycle contained 20 days of water deficit followed by 10 days of rewatering.
Subsequently, a 35 day water deficit was applied to all groups, keeping part of it in full
irrigation. The selected parameters were: F> (relative to the presence of the L band,
i.e. energetic disconnectivity of the PSII subunits), Fz (relative to the presence of the K
band, i.e. imbalance between the electron flow from the Oxygen Evolution Complex to
the reaction center of the PSII), DIo/RC (total energy dissipated by active reaction
center), Plass (potential performance index of the PSII), PlrortaL (total photochemical
performance index). The “Oleo” rootstock was the one that generated 'Uba' mango
seedlings that were more vigorous and drought tolerant when exposed to the water
deficit only once. However, this tolerance decreased when the plants were subjected
to recurrent droughts, losing the ability to recover after the third consecutive water
deficit. In the end, it was possible to conclude that the induction of drought tolerance
through differential acclimatization is dependent on the rootstock used; and confirm
the use of chlorophyll a fluorescence as an indicator of 'Uba' mango rootstocks more

tolerant of water deficit.

Keywords: Mangifera indica L. Photosynthesis. Drought. Differential acclimation.

Stress "memory"”. Proline.
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1 INTRODUCAO

1.1 IMPACTOS DAS MUDANCAS CLIMATICAS NA FRUTICULTURA

Sao bastante convincentes os indicios de que o cenario climatico futuro sera
amplamente modificado, com influéncia direta nos padroes de desenvolvimento de
varias espécies de plantas. O Painel Intergovernamental de Mudancgas Climéticas
(Intergovernmental Panel on Climate Change — IPCC) ja divulgou, até o momento,
cinco relatorios desde 1990, mostrando evidéncias cientificas sobre o aquecimento

global e suas consequéncias nas condi¢des climaticas futuras (IPCC, 2014).

Os relatérios sao conclusivos e apontam as mudancas climaticas vividas no século
XXI como sendo uma ameaca a producao agricola e a seguranca alimentar, afetando
diretamente no futuro do agronegdcio. As alteracdes na distribuicdo de chuvas serdo
um dos parametros mais afetados, com o0 aumento da temperatura e da concentracao
de CO:2 atmosférico. Todos esses fatores podem alterar os periodos de
desenvolvimento das plantas, atrasando o crescimento vegetativo e modificando as
condicBes de colheita dos frutos (STHAPIT; SCHERR, 2012).

Pesquisas com grandes culturas anuais como milho, soja e arroz j4 sdo bastante
abordadas. O maior interesse nessas espécies € por possuirem ciclo de
desenvolvimento répido, que agiliza a conducdo dos trabalhos, além da grande
relevancia econémica no mercado. Por outro lado, os efeitos a longo prazo em plantas
perenes ainda é uma area que permanece incerta e pouco explorada, em especial na
fruticultura. Apesar de serem espécies com melhor capacidade de adaptacéo, o maior
tempo de exposicao as variagdes climaticas fazem com que sejam também as mais
sensiveis as mudancas. No entanto, ainda ha muitas incertezas quanto a extenséo
dos danos para algumas espécies especificas (JARVIS et al., 2010; NATH et al.,

2019).

Aliado as mudancas climéticas, outra grande preocupacdo futura € o rapido
crescimento populacional. Atualmente somos 7,7 bilhbes de pessoas no planeta.
Existem evidéncias de que até o final do século a populacdo mundial possa alcancar

a marca dos 11 bilhdes de pessoas, causando um aumento significativo na demanda
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por alimentos (ROSER, 2020). Diante dessas previsdes, cresce 0 interesse em
investigacbes sobre o desempenho de espécies cultivadas mediante estresses
ambientais, sobretudo, o estresse a seca na fruticultura tropical (STHAPIT; SCHERR,
2012; CHADWICK et al., 2015).

Dentro da fruticultura existem especificidades para cada cultura. As exigéncias
climaticas necessarias para cada fruteira completar o seu ciclo de desenvolvimento
sdo as mais distintas, pois as respostas fisiologicas aos estresses ambientais variam
de acordo com a espécie e até mesmo a cultivar observada (RAO; SHIVASHANKARA,;
LAXMAN, 2016). A mangueira, por exemplo, necessita de um periodo seco e frio para
induzir o inicio da florada (LAXMAN; ANNAPOORNAMMA; BIRADAR, 2016;
MAKHMALE et al., 2016). Alteracdes na distribuicdo de chuva e na temperatura
podem causar varias mudancas no zoneamento climatico dessa cultura, exigindo

adequacao de manejo e novas estratégias de cultivo (PAULA et al., 2010).

1.2 A MANGICULTURA EM DESTAQUE

Mangifera indica L. € uma das espécies tropicais mais popular e cultivada em todo o
mundo. Seus frutos séo utilizados tanto para o consumo in natura quanto para o uso
industrial na fabricacdo de sucos. Atualmente, a demanda por mangas nos paises
desenvolvidos estd aumentando, mas a grande maioria ainda é originada de cultivos
extrativistas e vendida nos mercados locais, tornando as mangueiras numa cultura de
grande relevancia econémica e social (MOHAMMAD; CHENG, 2015).

A producgédo mundial de manga atingiu um total de 50,6 milhdes de toneladas em 2017.
E uma das cinco culturas mais importantes da fruticultura, perdendo apenas para
banana, maca, uva e laranja. Sete paises se destacam por responder por 80% da
producdo mundial (india, China, Tailandia, Indonésia, México, Paquistdo e Brasil),
sendo o Brasil o pais com as areas mais produtivas, com médias acima de 18 t/ha. O
Brasil também se destaca quanto a exportacdo, onde mais de 10% da produgéo de

manga € destinada ao mercado externo. (FAOSTAT, 2017).

As melhores areas para producao comercial sédo aquelas com um periodo frio e seco

antes da floracdo e abundante umidade do solo e temperaturas moderadamente
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guentes (30 — 33 °C) durante o desenvolvimento dos frutos. O estresse por déficit
hidrico impede o rubor vegetativo e proporciona mais tempo para o acumulo de
estimulos florais, induzindo a floragdo e adiantando a produgdo (LAXMAN;
ANNAPOORNAMMA; BIRADAR, 2016; MAKHMALE et al., 2016). As estratégias de
irrigacdo podem economizar quantidades consideraveis de agua sem afetar o
rendimento em grande extensao, possivelmente aumentando o peso médio do fruto,
aparentemente sem efeitos negativos a longo prazo (SPREER et al., 2009; CARR,
2014; FARIA-SILVA et al., 2019).

No estado do Espirito Santo, a manga mais cultivada é a variedade ‘Uba’. Os frutos
da mangueira ‘Uba’ atendem perfeitamente as necessidades das indastrias de
producéo de polpa, que posteriormente encaminham essa polpa para as industrias de
sucos prontos para beber (BENEVIDES et al., 2008). A preferéncia por esses frutos
€ devida a polpa possuir maior teor de sacarose e menor acidez (SILVA et al., 2012),
com sabor, aroma e cor marcante (OLIVEIRA et al.,, 2013), além de conter
antioxidantes naturais, como [-caroteno e vitamina C superiores as variedades
comumente encontradas no mercado (MATA et al.,, 2011). No entanto, a industria
atualmente esta sujeita a flutuacdes no fornecimento de frutos. A instabilidade
climatica vigente nas regides produtoras causa irregularidades na producédo. A alta
dependéncia pelas precipitacdes pluviométricas é devido ao predominio de cultivos

em condi¢cBes de sequeiro.

O Governo do Estado do Espirito Santo, por meio da Secretaria de Estado da
Agricultura, Abastecimento, Aquicultura e Pesca (Seag), e do Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao Rural (Incaper), langaram em 2003 o “Polo
de Manga para a Indastria no Estado do Espirito Santo”. O projeto visa atender as
demandas do mercado e diversificar a agricultura local, com foco no aumento de
produtividade, melhoria da qualidade e atendimento as exigéncias da agroindustria
(INCAPER, 2009).

A mangueira cultivada no Espirito Santo possui uma caracteristica marcante, que é a
alternancia fisioldgica de producédo. Essa instabilidade pode ser causada tanto pelas
variaveis climéticas quanto pela qualidade das mudas. No ano de 2015, por exemplo,

a auséncia de chuvas no periodo vegetativo, logo apos a colheita (janeiro) e na pos-
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florada (agosto e setembro) comprometeu a emissao de novos ramos e 0 enchimento
dos frutos, respectivamente. Com isso, houve menos formacéo de flores e aumento
do numero de frutos abortados, 0 que ocasionou prejuizos significativos a cultura na
safra de 2015/16 (INMET, 2015; INCAPER, 2016; FARIA-SILVA et al., 2019).

Além dos fatores climéticos, o método de propagacao das mudas também influencia
na alternancia fisiolégica da producao. A instabilidade nesse caso esta associada a
qualidade das mudas originadas de diferentes porta-enxerto (KOEPKE; DHINGRA,
2013). Fruticultores e viveiristas ainda divergem bastante sobre a escolha do melhor
porta-enxerto para formacdo de mudas de mangueira. A deficiéncia em pesquisas
nessa area leva ao desconhecimento sobre a formagdo de pomares com boa

adaptabilidade as condi¢des edafoclimaticas de cada regido.

1.3 A IMPORTANCIA DOS PORTA-ENXERTOS

A enxertia € um método de propagacdo vegetativa muito comum na fruticultura.
Consiste basicamente em conectar a parte aérea (epibioto, enxerto, copa, cavaleiro,
scion) de uma planta matriz adulta, com a parte basal (hipobioto, porta-enxerto,
cavalo, rootstock) de uma muda jovem, gerando a combinacdo copa/porta-enxerto
(dibioto). A copa € o clone de interesse comercial, que carrega consigo material
genético fiel a planta mée. O porta-enxerto € o sistema radicular de interesse
agrondmico, que controla, sobretudo, a produtividade. Os Porta-enxertos com maior
tolerdncia aos estresses bidticos e abidticos influenciam positivamente na
produtividade da copa (KOEPKE; DHINGRA, 2013; LOVE et al., 2017).

Outra caracteristica procurada com o uso do porta-enxerto € o avan¢o da idade
fisiol6gica da planta. Mangueiras originadas de semente podem demorar mais de oito
anos (idade cronologica) para iniciarem o periodo reprodutivo e terem sua primeira
colheita comercialmente viavel. Quando é realizada a enxertia, 0 material clonal
utilizado como copa transmite a idade fisiolégica da matriz para a planta enxertada
(copa/porta-enxerto). O periodo reprodutivo nesse caso é adiantado e a primeira
colheita pode ocorrer em até trés anos (MORTON, 1987; LOVE et al., 2017).
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O primeiro relato verificavel de enxertia em plantas foi em 412 a.C. Nessa época a
enxertia ja parecia ser uma técnica comum. As primeiras pesquisas sobre o uso de
porta-enxerto foram sobre caracteristicas como resisténcia a doengas e tolerancia ao
frio (ROGERS; BEAKBANE, 1956).

A propagacdao via enxertia ndo € uma exclusividade da fruticultura. Na olericultura
também sao cultivas plantas enxertadas em porta-enxertos que conferem tolerancia a
estresses abioticos e bidticos, regulando o tamanho do enxerto e contribuindo para a
qualidade do fruto (TATEISHI, 1927; LEE et al., 2010; GREGORY et al., 2013).

A escolha correta do porta-enxerto melhora a comunicacéao raiz-copa por sinalizacoes
hidraulicas e quimicas. O contato fisico entre raiz e solo pode ser aumentada pela
maior distribuicdo do sistema radicular, intensificando a producédo sustentavel. A
pressdo hidraulica, fortemente afetada pela unido do enxerto durante o processo de
cicatrizacdo, modula a quantidade de horménios e nutrientes movidos para a copa.
Os niveis de nutrientes, o teor de agua e os horménios controlam a capacidade
fotossintética, afetando diretamente na taxa de crescimento da planta enxertada
(GREGORY et al., 2013). Em mangueiras enxertadas foi possivel observar maior

eficiéncia de uso da agua em comparacao as ndo enxertadas (MINJA et al., 2017).

A quantidade e qualidade dos frutos sdo caracteristicas de alta relevancia econdmica,
amplamente influenciadas pelos porta-enxertos. O porta-enxerto interfere na
sinalizacdo hormonal, causando aumento de biomassa e fotossintese, altamente
correlacionadas com a produtividade (SMITH; HOULT; BRIGHT, 2003; CANTERO-
NAVARRO et al., 2016).

O porta-enxerto também controla o crescimento da planta por meio da modulacao da
expressdo de genes na copa. Diferentes combinacdes copa/porta-enxerto podem
apresentar variagcbes na expressdo génica de algumas proteinas (COOKSON;
OLLAT, 2013; GREGORY et al., 2013; COCHETEL et al., 2017).

A mesma copa quando enxertada em diferentes porta-enxertos pode apresentar
respostas diferenciadas quando expostas ao estresse por déficit hidrico,
principalmente em relagcéo a produtividade. Resultados assim ja foram demonstrados
para plantas de pimenta (PENELLA et al., 2017), pepino (ZHOU et al., 2007), citros
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(RODRIGUEZ-GAMIR et al., 2010) e manga (LUVAHA; NETONDO; OUMA, 2007). As
raizes tém influéncia significativa no funcionamento do aparelho fotossintético. O uso
de plantas enxertadas sob condicbes de estresse favorece a planta por um
mecanismo intrinseco que melhora a fotossintese, promovendo maior crescimento e
desenvolvimento (ZHOU et al., 2007).

Em pimenteiras, diferentes combinagbes de copa/porta-enxerto apresentaram
variagdes na produtividade em resposta aos diferentes porta-enxertos e ao estresse
de déficit hidrico. As plantas sem enxertia (pé franco) apresentaram maior queda na
fotossintese quando sob estresse (PENELLA et al., 2017).

Raizes de plantas de pepino tém influéncia significativa no funcionamento do aparelho
fotossintético. O uso de plantas enxertadas sob condi¢des de estresse ao frio favorece
a planta através de um mecanismo intrinseco que melhora a fotossintese,

promovendo assim o crescimento e desenvolvimento (ZHOU et al., 2007).

Em citros, a toleréncia a seca induzida por um determinado porta-enxerto pode estar
relacionada ao maior ajuste osmatico, causado pelas menores reducfes no teor de
agua relativo das folhas e pelos maiores potenciais de trocas gasosas foliares nas
combina¢des com esse porta-enxerto em comparacdo as demais (RODRIGUEZ-
GAMIR et al., 2010).

A escolha do porta-enxerto ideal faz parte das estratégias de implantacdo de um
pomar. Em mangueiras enxertadas, a alteracao fisiolégica é um parametro importante
a ser considerado para selecdo de porta-enxertos adequados. Em algumas
combinacdes de copa/porta-enxertos, de acordo com o genétipo escolhido como
porta/enxerto, pode ocorrer aumento da capacidade fotossintética e da condutancia
estomatica, influenciando significativamente a taxa de transpiracdo (DAYAL et al.,
2016).

Os genadtipos poliembriénicos sdo mais usados como porta-enxertos do que o0s
monoembridnicos. Essa preferéncia € devido as plantas originadas de sementes
poliembridnicas serem réplicas genéticas exatas do progenitor feminino,
independentemente da fonte de pélen. A semente monoembribnica gera apenas um

broto de origem zigdtica (hibridos). J& a semente poliembriénica gera varios brotos,
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onde apenas um tem origem zigotica, enquanto os demais sao nucelares (clones)
(KRISHNA; SINGH, 2007; NIMBOLKAR et al., 2016).

Na regiao de origem da mangueira ‘Uba’ (Zona da Mata em Minas Gerais) o porta-
enxerto mais utilizado é o da mangueira “Imbu” (VIECCELLI et al., 2016). No Espirito
Santo, a preferéncia é pelo porta-enxerto “Oleo”. N&o ha relatos na literatura sobre
essa variedade. No entanto, a manga “Oleo” possui caracteristicas semelhantes a
outra variedade ja descrita na literatura, conhecida como manga “D’agua” (DONADIO,
1996). Assim como a manga D’agua, os frutos da manga “Oleo” também s&o
pequenos e arredondados, com coloracdo da casca esverdeada e com muitas fibras
longas na polpa. As sementes sao grandes e apresentam alta taxa de poliembrionia.
As plantas s&o grandes vigorosas e muito produtivas. E possivel que, devido ao

regionalismo, a manga “Oleo” seja outra denominacéo da variedade manga “D’agua’.

Os efeitos dos porta-enxertos no crescimento, floracdo, produtividade e atributos de
qualidade dos frutos das culturas frutiferas ainda s&o complexos e mal
compreendidos. Estudos sobre a compreensao dos mecanismos subjacentes a esses
efeitos ajudariam no melhoramento e selecdo de porta-enxertos. E necessario estudar
mais sobre a compreenséo das substancias de crescimento enddgeno, das interacdes
de porta-enxertos, do solo ou dos fatores climaticos, o que ajudaria a selecao e uso
mais eficiente de porta-enxertos no futuro. Existe uma necessidade urgente de
desenvolver porta-enxertos tolerantes a estresses bioticos e abidticos em diferentes

culturas de frutas tropicais, subtropicais e temperadas (NIMBOLKAR et al., 2016).

Desempenho de porta-enxertos, como resisténcia a doencas (ARRIEL et al., 2016;
BISPO et al., 2016), compatibilidade (MARTINEZ-BALLESTA et al., 2010; MINJA et
al., 2017), crescimento (DAYAL et al., 2016; DONADIO et al., 2019), tolerancia a
salinidade (ZUAZO; RAYA; RUIZ, 2004; PANDEY et al., 2014), jA sdo amplamente
estudados. No entanto, pouco se sabe sobre a interacdo fotossintética entre
copa/porta-enxertos em mangueiras ‘Uba’ expostas a eventos recorrentes de déficit
hidrico, assim como a possivel aclimatacéo diferencial adquirida em cada combinagéo

copa/porta-enxerto.
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1.4 O METODO DA ACLIMATACAO DIFERENCIAL

Além da escolha correta do porta-enxerto, existe outra estratégia chamada
“rustificagdo” ou aclimatagao que é realizada antes do transplantio das mudas para o
campo. O termo aclimatacéo, do ponto de vista agricola, esta relacionado a adocéo
de um conjunto de préticas operacionais adotadas durante a fase final de producédo
das mudas no viveiro, com a finalidade de aumentar a tolerancia as adversidades

edafoclimaticas possivelmente encontradas no campo (JACOBS DF, 2009).

Do ponto de vista bioldégico, a aclimatacdo é um processo complexo de
reconhecimento e adaptacdo das mudas as condi¢des de plantio. Com isso, ocorrem
alteracdes nos mecanismos morfolégicos, fisiolégicos e bioquimicos de defesa, para
as plantas tolerarem as condicfes limitantes encontradas durante o estabelecimento
no campo (LIMA et al., 2014). Uma das préticas envolvidas na fase de aclimatacao
inclui a manipulacao do manejo da irrigacdo. A escassez hidrica no solo faz com que
as plantas desenvolvam estratégias para minimizar as necessidades fisioldgicas,
como transpiracdo e fotossintese, para sobreviverem com perdas minimas de agua
(KINOSHITA,; SEKI, 2014; KARLEC et al., 2017).

A restricao hidrica causa menor alocacao de massa seca para sustentar o crescimento
da parte aérea e os fotoassimilados séo direcionados para o incremento do sistema
radicular. O maior incremento radicular em relacao a parte aérea € uma caracteristica
adaptativa comum as plantas submetidas ao estresse hidrico. Nessas condicfes, a
planta aumenta a capacidade de obter 4gua em outras camadas do solo e o produtor
economiza na irrigacdo (LIMA et al., 2014). Estudos nessa area auxiliam na
compreensdao de como cada espécie pode crescer em condicbes ambientais

adversas.

A exposicdo continua a alguma condicao estressante resulta em perda da capacidade
das plantas responderem ao estresse (SCHEFFER et al., 2001). Por outro lado,
guando submetidas a estresses recorrentes sdo capazes de aclimatar e, até mesmo,
exibir respostas mais rapidas e em maior magnitude quando comparadas com plantas
gque passaram por apenas um evento estressante (BRUCE et al., 2007; BANERJEE;
WANI; ROYCHOUDHURY, 2017; MENEZES-SILVA et al., 2017).
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Poucas informacdes estdo disponiveis sobre o comportamento de espécies perenes
sujeitas a secas recorrentes. As fruteiras cultivadas em areas vulneraveis a seca, por
exemplo, estdo expostas ao estresse hidrico quase todos 0s anos, e isso pode
estimular a resposta as secas futuras. O estresse hidrico consecutivo, causado pelas
secas recorrentes, pode afetar algumas plantas de maneira diferencial. As alteracoes
epigenéticas sofridas durante esses estresses fazem com que algumas plantas
adquiram uma aclimatacdo diferencial, evento também conhecido como tolerancia
diferencial ou até mesmo “memdria” ao estresse. Esses eventos sdo considerados por
alguns pesquisadores como sendo a inteligéncia da planta (BRUCE et al., 2007;
WALTER et al., 2011; MUNNE-BOSCH; ALEGRE, 2013; FLETA-SORIANO; MUNNE-
BOSCH, 2016; HAAK et al., 2017).

A aclimatacdo pode ser inferida para algumas espécies, aumentando a tolerancia as
adversidades futuras causadas pelas mudancas globais (NIKIFOROU; MANETAS,
2016). As modificacdes estruturais, genéticas e bioquimicas fazem as plantas terem
uma resposta de aclimatacdo mais rapida e maior tolerancia no proximo evento de
seca, quando em comparagdo com aquelas nao estressadas anteriormente. Esse
comportamento pode ser associado a “memorizacdo” do estresse anterior (VILLAR-
SALVADOR et al., 1999; MOLINIER et al., 2006; WANG et al., 2017; NEVES et al.,
2018; TOMBESI et al., 2018).

O grau de resposta da aclimatacdo é dependente da intensidade do estresse sofrido
pelas secas recorrentes (BACKHAUS et al., 2014). A recuperacao limitada da
condutancia estomética pode ser explicada pela recuperacdo fotossintética
incompleta apds o estresse hidrico. A fotossintese liquida, a conduténcia estomatica,
a taxa de transporte de elétrons fotoquimicos e o conteudo de clorofila diminuem com
o aumento do déficit hidrico. Por outro lado, a dissipacéo de energia ndo fotoquimica

aumenta, sugerindo uma fotoprotecao (LIU et al., 2010).

Estudos recentes produziram evidéncias que indicam que 0S mecanismos
epigenéticos sdo realmente essenciais para a aclimatacdo ao estresse em plantas
(KINOSHITA,; SEKI, 2014). O potencial da tolerancia diferencial para a estabilizagéo
dos ecossistemas em eventos climaticos extremos pode ser considerado como

medida de mitigacdo e adaptacdo as mudancas climaticas (WALTER et al., 2013).



25

Plantas submetidas a varios eventos de seca no passado, futuramente podem
apresentar menor inibicao de crescimento do que aguelas nao expostas anteriormente
a esse estresse. A aclimatagao pode melhorar a alocacao de fotoassimilados para as
raizes e a capacidade de absorcédo de agua e minerais (KOZLOWSKI; PALLARDY,
2002).

Sob condi¢cbes de déficit hidrico, uma das principais respostas de tolerancia das
plantas é o ajuste osmaético (SANDERS; ARNDT, 2012). O ajuste osmotico € o
acumulo ativo de solutos para manter a pressao de turgor em resposta a diminuicéo
do potencial hidrico. Ja foi demonstrado para diversas plantas cultivadas, como trigo,
sorgo e girassol, que uma série de solutos se acumula com o ajuste osmdtico
(acucares solaveis, &cidos carboxilicos, potéassio, calcio, cloreto, nitrato e
aminoéacidos) (TURNER, 2017).

Os solutos que se acumulam também sdo chamados de osmdlitos e incluem além dos
acucares, também a prolina e a glicina betaina. O acumulo de prolina em resposta ao
déficit hidrico ocorre com o aumento da sintese e diminui¢do da degradacgéo. A prolina
é sintetizada a partir do acido L-glutamico (glutamato) via Al-pirrolina-5-carboxilato
(P5C) por meio das enzimas sintetase da P5C (P5CS) e redutase da P5C (P5CR). A
degradacéo da prolina ao glutamato ocorre por meio das enzimas desidrogenase da
prolina (ProDH) e desidrogenase da P5C (P5CDH). Em resposta ao déficit hidrico, a
P5CS é induzida e a ProDH é reprimida, resultando em um acumulo liquido de prolina
(BRAY, 2001).

O acumulo de prolina sob estresse osmético € acompanhado pelo aumento na
concentracdo de acucares soluveis. A participacdo de varios horménios e acucares
serve para regular a sintese e a degradacédo da prolina. As diferentes localizacBes da
enzima P5CR indicam que a prolina pode ser sintetizada tanto no citosol quanto no
estroma de cloroplastos. Ja a degradacao ocorre na mitocondria (BALIBREA et al.,
1997; KAVI KISHOR; SREENIVASULU, 2014).

Producgédo de prolina como ajuste osmotico ja foi observada em diferentes cultivares
de manga sob déficit hidrico. O contetdo de prolina nas folhas aumentou durante a

restricdo hidrica e reduziu significativamente apoés a reidratacdo (ELSHEERY; CAO,
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2008). Também ja foi observado que esse aumento de prolina € maior em mangueiras
enxertadas do que de pé franco (PENELLA et al., 2017).

Os aumentos no acumulo de prolina foliar também podem estar intimamente
relacionados ao aumento do nivel de acido abscisico (ABA) e a diminuicdo da
condutancia estomatica (ZAHARAH; RAZI, 2009). Isso porque, a reducdo da
condutancia estomatica com o estresse hidrico pode ser atribuida ao aumento do
acumulo de ABA, horménio esse que esta associado a inducdo da sintese de prolina
(HARE; CRESS; VAN STADEN, 1999).

Além de atuar no ajuste osmatico durante o déficit hidrico, a biossintese de prolina
também ajuda a manter as taxas de NADP+/NADPH altas e evitar o estresse oxidativo
causado pelo excesso de NADPH produzido na etapa fotoquimica da fotossintese.
Durante a sintese da prolina o NADPH é utilizado como agente redutor pelas enzimas
P5CS e P5CR, gerando NADP+. O oposto ocorre durante a degradacéo, onde NADP+
é utilizado como agente oxidante pelas enzimas ProDH e P5CDH, gerando NADPH.
O processo de equilibrio entre a sintese e degradacdo de prolina é eficaz na
desintoxicacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen
species) induzidas pelo estresse. Esse é um dos meios necessarios para a
manutencdo do crescimento da planta (KAVI KISHOR; SREENIVASULU, 2014,
ASHRAF et al., 2018).

E possivel estimar as variagdes nas taxas de NADP+/NADPH associadas ao
transporte de elétrons fotoquimicos nas plantas de forma rapida e néo invasiva por
meio da fluorescéncia da clorofila a (SIVAK; WALKER, 1985; STRASSER,;
SRIVASTAVA; GOVINDJEE, 1995; STRASSER; TSIMILLI-MICHAEL; SRIVASTAVA,
2004).

1.5 O USO DA FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a

A capacidade fotossintética das plantas cultivadas € amplamente utilizada como um
dos atributos fisiolégicos mais importantes na avaliacdo do vigor, da biomassa e do
rendimento econdmico de cada cultivar (LICHTENTHALER et al., 2013; JOHNSON,
2016).
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O estresse por déficit hidrico causa danos primarios ao aparato fotossintético. O FSI|
possui maior resisténcia durante o déficit hidrico quando comparado ao FSI, mas em
condicdes de extrema seca 0S impactos negativos sdo observados em todo
fotossistema (LAURIANO et al., 2006; KALAJI et al., 2016).

As variacdes no desempenho fotossintético mediante estresses abidticos sao
nitidamente observadas por meio da fluorescéncia da clorofila a. A vantagem desse
método é que as andlises ndo sdo destrutivas e podem ser realizadas tanto em
laboratorio quanto em condi¢cdes de campo (in situ). Isso faz com que tenha alto
potencial para uso como indicador de estresses em plantas cultivadas (GUO; TAN,
2015; GOLTSEV et al., 2016; KALAJI et al., 2016; JOHNSON, 2018).

Para medir a fluorescéncia da clorofila a, normalmente € utilizado um fluorémetro
portatil do modelo Handy-PEA (Hansatech Instruments, King's Lynn, Norfolk, Reino
Unido). A sigla PEA vem do inglés Plant Efficiency Analyser, que significa “analisador
de eficiéncia da planta”. Com esse equipamento € possivel obter uma curva de
fluorescéncia transiente relacionada ao efeito Kautsky, conhecida como curva OJIP
(STRASSER; SRIVASTAVA; GOVINDJEE, 1995; STIRBET; GOVINDJEE, 2011).

Com base na teoria do fluxo de energia em biomembranas, os dados da curva OJIP
sdo processados por diversas equacdes e calculos, resultando em dezenas de
parametros relacionados a cadeia fotossintética de transporte de elétrons. Os célculos
desses parametros permitem obter valores da eficiéncia de toda a cascata de energia,
desde a absorcdo no FSIlI a reducdo dos receptores finais de elétrons do FSI
(STRASSER; SRIVASTAVA; GOVINDJEE, 1995; STRASSER; TSIMILLI-MICHAEL,
SRIVASTAVA, 2004; TSIMILLI-MICHAEL, 2019). Esse processo € conhecido como
teste JIP e pode ser executado pelo programa PEA plus, versdo 1.13 (Hansatech
Instruments, King's Lynn, Norfolk, Reino Unido) (HANSATECH, 2018; STIRBET et al.,
2018).

Os parametros fisiologicos obtidos pelo teste JIP séo relacionados basicamente a
etapa fotoquimica da fotossintese. Para obter parametros fisioldgicos diretamente
relacionados a etapa bioquimica da fotossintese, € utilizado o analisador de trocas

gasosas por infravermelho (IRGA, do inglés InfraRed Gas Analyser). Essa ferramenta
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permite coletar informacgdes do fluxo de CO: e do vapor d’agua através dos estdbmatos
e calcular parametros referentes a fotossintese liquida (LONG; FARAGE; GARCIA,
1996). No entanto, a relacdo entre a fluorescéncia da clorofila a e a assimilacao de
carbono fotossintético € estreita, imediata e precisa. O que faz do fluorébmetro
Handy-PEA um equipamento que pode dar referéncias precisas sobre a eficiéncia
fotossintética (SIVAK; WALKER, 1985).

A capacidade de compreender o comportamento fotossintético das plantas em
condicbes ambientais adversas permite rastrear genotipos com caracteristicas
desejaveis. Para algumas arboéreas, por exemplo, ja foi possivel diagnosticar o
desempenho sob alta luminosidade em campo, por meio da fluorescéncia da clorofila
a, selecionando as espécies mais promissoras para uso na recuperacao de areas
degradadas (GONCALVES; SANTOS JUNIOR, 2005).

O método da fluorescéncia da clorofila a também pode ser potencialmente utilizado
na triagem de gendtipos mais tolerantes a seca (GUHA; SENGUPTA; REDDY, 2013),
a salinidade (BACARIN et al., 2011; ESTAJI et al., 2019), a metais pesados (HASAN;
BASAHI; ISMAIL, 2013; FRANI et al., 2017; FASEELA et al., 2019), ao frio (ARSLAN;
EYIDOGAN; EKMEKCI, 2003), dentre outros efeitos ambientais adversos.

Os métodos estudados por meio da técnica da fluorescéncia da clorofila a também
sdo passiveis de patentes. Com as leituras realizadas por meio do fluorémetro
Handy-PEA é possivel determinar o estado nutricional das plantas (CARTENSEN et
al., 2016) e até mesmo a qualidade de frutos e hortalicas (BEAUDRY et al., 1998).

Durante a seca, as plantas controlam a perda de agua diminuindo a abertura
estomatica. Com menor condutdncia estomatica, as trocas gasosas Sao
comprometidas e a demanda bioquimica por fotoassimilados (ATP e NADPH) diminui
significativamente (LIU et al., 2010). Nessas condi¢cbes, o rendimento fotoquimico
pode manter em plena atividade, diminuindo a razdo NADP+/NAPH. O grande
problema € que o excesso de NADPH provoca a producdo de ROS, causando o
estresse oxidativo (MASHILO et al., 2017).

A fotoinibicdo no FSII pode funcionar como fotoprotecao diante da produgéo de ROS
pelo FSI (TIKKANEN; MEKALA; ARO, 2014). Aliado a isso, ocorre 0 aumento na
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biossintese de prolina que ajuda a manter o equilibrio da razdo NADP+/NADPH
(ASHRAF et al., 2018). Essa relagdo estreita do conteudo de prolina e da fluorescéncia
da clorofila a com o estresse por déficit hidrico, faz com que sejam 6timos métodos

indicadores.

Considerando que o desempenho fotossintético € determinado pela combinacéo
copa/porta-enxerto e que a analise da fluorescéncia da clorofila a € um método rapido,
nao destrutivo e confidvel para identificar o porta-enxerto mais promissor na produgao
de mudas de mangueira ‘Ub&’ (FARIA-SILVA; GALLON; SILVA, 2020), foi testada a
hipétese de que diferentes porta-enxertos devem alterar o desempenho fotossintético

da copa apos restric6es hidricas recorrentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar os parametros da fluorescéncia da clorofila a com potencial de indicadores
especificos para caracterizagdo do porta-enxerto mais vigoroso e capaz de gerar
mangueiras ‘Ub&’ mais tolerantes ao déficit hidrico recorrente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Quantificar as variacdes no desempenho fotossintético de diferentes porta-enxertos
utilizados na producdo de mudas de manga ‘Uba’ usando as analises da cinética

da fluorescéncia da clorofila a.

e Quantificar as variacées no desempenho fotossintético de clones de manga ‘Ub&’
enxertados sobre diferentes porta-enxertos, usando as andlises da cinética da
fluorescéncia da clorofila a.

e Relacionar as variacdes do desempenho fotossintético dos porta-enxertos com

suas respectivas combinacdes copa/porta-enxerto.

¢ Identificar o porta-enxerto mais promissor na formagao de mudas de manga ‘Ub&’

em condi¢Bes de conforto hidrico.

¢ Identificar o porta-enxerto mais promissor na formacao de mudas de manga ‘Ub&’

em condi¢cles estressantes de déficit hidrico.

e Investigar os efeitos das secas recorrentes na aclimatagcdo diferencial de

mangueiras ‘Uba’ enxertadas com diferentes porta-enxertos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CULTIVO

Mudas de manga (Mangifera indica L.) das cultivares Oleo, Uba e Imb0 foram
utilizadas como porta-enxertos na producdo de mudas da mangueira ‘Uba Clone 2’
(UC2). As sementes de manga “Oleo” e ‘Ub&’ foram coletadas de plantas da regido
do municipio de Ecoporanga e Linhares, Espirito Santo, Brasil, respectivamente.
Esses sdo os porta-enxertos que 0s viveiristas e agricultores da regido consideram
ser 0s mais promissores na producao de mudas de manga. Enquanto a mangueira
“Imbu” é o porta-enxerto mais utilizado na formacédo de pomares de manga da regido
da Zona da Mata, Minas Gerais, Brasil. Suas sementes foram coletadas em plantas

do municipio de Dona Euzébia, Minas Gerais, Brasil.

Estacas de ‘Uba Clone 2’ foram coletadas em plantas-mae de Minas Gerais, Brasil.
Essas matrizes foram de uma selecdo em massa realizada por viveiristas da regiao,
onde foram observadas caracteristicas agronémicas importantes, como alto
rendimento e qualidade do fruto. O experimento foi realizado no viveiro comercial
Frucafé Mudas e Plantas Ltda., localizado no municipio de Linhares, Espirito Santo,
Brasil (latitude 19° 19' 13,7" S; longitude 40° 04' 55,3" O; 38 m de altitude).

Em dezembro de 2016, as sementes de cada porta-enxerto foram germinadas em
sacos de polietileno de quatro litros (20 x 32 cm) contendo substrato com compostos
organicos de densidade aparente 0,23 g cm. O desenvolvimento das mudas ocorreu
em casa de vegetacdo, onde as médias de temperatura e umidade relativa do ar
dia/noite foram de 33/25 °C e 50/90%, respectivamente. A média diaria da radiacéo
fotossinteticamente ativa foi de 400 umol m2 st. Os manejos fitossanitario, nutricional

e hidrico foram mantidos conforme os padrdes convencionais do viveiro.
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3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL I

Esse delineamento foi utilizado para identificar o porta-enxerto mais promissor na
formagdo de mudas de manga ‘Uba’ em condi¢c6es normais de conforto hidrico. Os
resultados foram discutidos no CAPITULO 1.

A principio, foram utilizados porta-enxertos (cv. Oleo, Uba e Imbu) propagados por
sementes. Em janeiro de 2017, aos 30 dias apo6s o plantio (DAP), foram coletados
dados de porcentagem de germinacdo, numero de brotos por sementes e altura do
maior broto (Figura 1). As demais andlises foram iniciadas quando as mudas
passaram a apresentar folhas definitivas completamente expandidas, aos 60, 100, 180
e 230 DAP. Para isso, foi realizado o desbaste (deixando o broto mais alto) e em
seguida selecionadas as 30 mudas mais vigorosas em cada porta-enxerto. Sendo que

cada muda pertencia a uma unidade amostral.

Figura 1 — Condicdes de desenvolvimento de cada porta-enxerto (cv. Oleo, Uba e Imbu) aos
30 dias ap6s o plantio (30 DAP), em janeiro de 2017.

cv. Oleo

Em seguida, foram utilizadas as combinacdes copa/porta-enxerto (UC2/Oleo,
UC2/Ub4a e UC2/Imbu) originadas da propagacdo vegetativa por enxertia do tipo
garfagem no topo a inglesa simples (Figura 2). A enxertia ocorreu em agosto de 2017,
aos 230 DAP, quando todos os porta-enxertos estavam em média com 70 cm de altura
e 8 mm de didmetro. O corte em bisel foi realizado 20 cm acima da regido do colo de
cada porta-enxerto e as estacas da mangueira ‘Ub& Clone 2’ (UC2) utilizadas como

copa foram padronizadas com tamanho médio de 15 cm, logo, todas as plantas
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enxertadas iniciaram com a mesma altura. Para manter um microclima favoravel ao
desenvolvimento das gemas apicais, a copa foi coberta com um plastico transparente,
até o inicio do aparecimento dos primeiros foliolos. A coleta de dados foi realizada aos
100, 160, 220 e 280 dias apos a enxertia (DAE).

Figura 2 — Propagacdo vegetativa por enxertia do tipo garfagem no topo a inglesa simples,
realizada 230 dias apds o plantio dos porta-enxertos (230 DAP). (A) Estacas de manga
‘Ubéa Clone 2’ (UC2) foram utilizadas como copas sobre os porta-enxertos “Oleo”, ‘Uba’ e
“Imb0”, gerando trés combinacdes distintas de copa/porta-enxerto: UC2/Oleo, UC2/Uba e
UC2/Imbu. (B) A copa foi coberta com plastico transparente para manter um microclima
favoravel ao desenvolvimento das gemas apicais até o surgimento dos primeiros foliolos. (C).
Aos 60 dias apoés a enxertia (60 DAE) todas as combinagfes apresentaram mesma altura

uc2/Oleo | UC2/Uba | UC2/Imbu

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL II

Esse delineamento foi utilizado para identificar o porta-enxerto mais promissor na
formacdo de mudas de mangueira ‘Uba’ em condigdes estressantes de déficit hidrico
e investigar os efeitos das secas recorrentes na aclimatacdo diferencial de cada

combinacéo copa/porta-enxerto. Os resultados foram discutidos no CAPITULO 2.
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Para prosseguir com 0s experimentos e evitar a restricdo de raizes, as mesmas
plantas utilizadas no CAPITULO 1 foram transplantadas para vasos de polietileno de
25 litros contendo substrato com compostos organicos similares aos das sacolas de
plantio (Figura 3).

Figura 3 — Transplantio das mudas enxertadas, de sacolas (4 litros) para vasos maiores (25
litros), com intuito de evitar a restri¢cdo radicular durante a condugé&o do experimento Il.

Sacolas 4 L

Vasos 25 L

Quando atingiram 1,0 m de altura média, as plantas das trés combinac¢des copa/porta-
enxerto foram separadas em trés grupos de dez plantas cada (fatorial 3 x 3 e n = 10)
(Figura 4). O primeiro grupo recebeu irrigacdo durante todo o experimento, mantendo
a umidade do solo igual a capacidade de campo, ndo sendo submetido a nenhum ciclo
de seca (grupo C0). O segundo grupo foi submetido a apenas um ciclo de seca (grupo
C1), enquanto o terceiro grupo foi submetido a trés ciclos de seca (grupos C3). Cada
ciclo de seca consistia em 20 dias de desidratacéo (irrigacdo suspensa), intercalados
com 10 dias de reidratacdo (retorno da irrigacéo). Os tempos foram estimados por
testes preliminares realizados em trés exemplares de cada combinacdo de
copal/porta-enxerto selecionados aleatoriamente. Com esses testes, foi possivel
identificar o tempo maximo de desidratacdo necessarios para que as taxas de
fotossintese liquida atingissem valores préximos a zero e o tempo minimo de

reidrata(;e”lo para que as mesmas recuperassem.



35

Figura 4 — (A) Representacdo esquemadtica do delineamento experimental Il. Grupo CO,
plantas que receberam irrigacdo durante todo o experimento, mantendo a umidade do solo
igual a capacidade de campo, ndo sendo submetidas a nenhum ciclo de seca; grupo C1,
plantas que foram submetidas a apenas um ciclo de seca, e grupo C3, plantas que foram
submetidas a trés ciclos de seca. (B) Representacdo esquematica da simulacdo das secas
recorrentes. Cada ciclo de seca consistiu em 20 dias de déficit hidrico, seguidos por 10 dias
de recuperacéo. O déficit hidrico foi marcado pela suspenséo da irrigacéo por 20 dias, tempo
necessario para que a umidade do substrato atingisse valores 50% abaixo da capacidade de
campo (CC) e o estresse hidrico ndo causasse danos irreversiveis nas plantas. Na
recuperacao, houve o retorno da irrigagcédo por 10 dias, tempo necessério para que todas as
plantas recuperassem pelo menos do primeiro déficit hidrico.

A
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Cerca de seis meses apos o final dos ciclos de seca (janeiro de 2019), cinco plantas
de cada combinacgido (UC2/Oleo, UC2/Ub&a e UC2/Imbu) dentro de cada grupo (CO,
C1 e C3) foram submetidas a 35 dias de déficit hidrico (DH), simulando uma seca
severa, enquanto nas outras cinco plantas a irrigacao foi mantida normalmente (IRR).

O delineamento foi o inteiramente casualizado, com fatorial 3 x 3 x2 e n =5.

Todas as andlises fotossintéticas e bioquimicas foram realizadas em folhas jovens

totalmente expandidas (52 a 62 folha a partir do apice).

3.4 CRESCIMENTO

O crescimento longitudinal da parte aérea foi determinado medindo a altura desde a
regido do colo da planta, na base do caule, até o topo da gema apical e os valores
foram expressos em centimetros (cm). O crescimento radial do caule foi determinado
medindo o diametro fixado a 10 cm acima do colo da planta e os valores foram
expressos em milimetros (mm). Para calcular a taxa de crescimento relativo (TCR)
expressa em cm?® cm day?, o volume total da parte aérea foi estimado pelo produto
entre altura (H) e diametro quadrado (D?) medidos no inicio (to) € no fim (t1) do
experimento, por meio da equagdo TCR = (In Hi.Di2 — In Ho.Do?d)/(t1 — to)
(POMMERENING; GRABARNIK, 2019).

3.5 FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a

Para medir a fluorescéncia da clorofila a foi utilizado o fluorébmetro portatil “analisador
da eficiéencia da planta” (Plant Efficiency Analyzer — PEA), modelo Handy-PEA
(Hansatech Instruments, King’s Lynn, Norfolk, UK). As folhas foram adaptadas ao
escuro por 40 min, para a completa oxidagdo dos centros de reacdo. Em seguida
foram expostas por 1 s ao pulso saturante de luz de 3000 pmol m? s?, com
comprimento de onda de 650 nm. As coletas foram realizadas sempre entre 8h e 10h

da manha.

O tempo da fluorescéncia inicial foi fixado em 20 ps (Fo = F1 = O), do pico maximo da
banda L em 150 us (F2 = FL), da banda K em 300 ps (Fs = Fk), da etapa J em
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2ms (Fa=F; = J) e da etapa-l em 30ms (Fs = Fi = 1) (STRASSER; SRIVASTAVA,
GOVINDJEE, 1995; STRASSER; TSIMILLI-MICHAEL; SRIVASTAVA, 2004). A

fluorescéncia méaxima (Fm = Fp = P) ocorreu entre 300 e 800ms.

Os dados originais obtidos pelos transientes da fluorescéncia da clorofila a gerou um
padrdo cinético conhecido como curva OJIP, ou efeito kautisky. A fluorescéncia
variavel entre as fases O e P dessa curva foi expressa como Vi, determinada pelos
transientes da fluorescéncia da clorofila a normalizados entre Fo e Fm (Fp)
[Vt = (Ft - Fo)/(Fm - Fo)]. Para cada amostra, foi calculada a diferenga da fluorescéncia
variavel em relagéo a uma referéncia (AV:). Em seguida, a fluorescéncia variavel entre
as fases O e J foi determinada normalizando os transientes entre Fo e Fj
[Vos= (Ft- Fo)/ (Fs - Fo)]. A diferenga da variavel entre esses pontos (AVos) é
conhecida como banda K. Também foi realizada a normalizacdo entre Fo e F«k
[Vok = (Ft - Fo)/(Fk - Fo)], onde a diferenga da variavel (AVok) é conhecida como banda
L. Para avaliar a fase inicial O-l, a cinética da fluorescéncia foi normalizada entre Fo
e Fi [Vor = (Ft - Fo)/(Fi - Fo)] e em seguida calculada a diferenga da variavel (AVol).
Para avaliar a fase final I-P, a cinética da fluorescéncia foi normalizada entre Fi e Fm
[Vie =(Ft - Fi)/(Fm - Fi)] e em seguida calculada a diferenca da variavel (AVip), também
conhecida como banda G (STRASSER; TSIMILLI-MICHAEL; SRIVASTAVA, 2004,
STIRBET; GOVINDJEE, 2011).

A cinética da fluorescéncia da clorofila a transiente foi analisada pelo teste-JIP,
usando o programa PEA plus (Hansatech Instruments, versdo 1,13). Esse método é
baseado na teoria de fluxo de energia por biomembranas fotossintéticas, que utiliza
equacdes e célculos que levam para os valores de eficiéncia de toda a cascata de
energia, da absorcdo de elétrons no lado dos receptores do FSIlI a reducdo dos
aceptores finais de elétrons no lado dos receptores do FSI (STIRBET et al., 2018).
(STRASSER; SRIVASTAVA; GOVINDJEE, 1995; STIRBET et al., 2018). Tornando
possivel a obtencdo de varios parametros relacionados a cadeia de transporte de
elétrons fotossintéticos, que permitem uma descricdo do desempenho dos

fotossistemas Il e | em relacdo a diferentes caracteristicas estruturais e funcionais.
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3.6 TEOR DE CLOROFILA

Os teores de clorofila foram quantificados usando o clorofildbmetro portatil
“desenvolvimento de analise da relacdo solo-planta” (soil-plant analysis development,
SPAD), Mod. SPAD-502 (Konica Minolta, Osaka, Japdo). O principio de
funcionamento desse equipamento é baseado na transmitancia da luz vermelha
(650 nm), comprimento de onda compreendido entre as faixas de absorcédo das
clorofilas b e a (645 e 663, respectivamente). Essa transmitancia € detectada através
da folha, e convertida em sinas digitais, onde a diferenca entre a taxa de luz retida e
transmitida é lida como indice da concentracdo de clorofila, expressa em unidades
SPAD ou indice de clorofila (Chl) (CASSOL et al., 2008; KONICA MINOLTA LTD.,
2016). Foram utilizadas as médias de seis leituras, nas mesmas folhas que foram

medidas a fluorescéncia da clorofila a.

3.7 TROCAS GASOSAS

A taxa de fixacdo do COz2, ou seja, a fotossintese liquida (A, umol CO2 m=2 s™), assim
como a condutancia estomatica (gs, mol H2O m™ s™"), a taxa de transpiracéo
(E, mmol H20 m=2 s7") e as razdes A/E, A/gs e A/Ci, foram determinadas por meio do
“analisador de gas por infravermelho” (infrared gas analyser — IRGA), modelo LCi-Pro
(ADC BioScientific Ltd., Hoddesdon, UK). A camara de aclimatacdo acoplada ao
equipamento foi configurada para fornecer quantidades fixas de luz
(1350 umol m2 s7") e COz2 (380 ppm). As medidas foram realizadas entre 9h e 11h da

manha.

3.8 RELACOES HIDRICAS

O potencial hidrico foliar (ww) foi medido na antemanha (wpd; MPa), entre 4h30min e
5h30min e ao meio dia (ymd; MPa), entre 12h e 13h, usando a camara de presséo do
tipo Scholander (Soilmoisture Equipment Corp., Santa Barbara, CA, USA). A
condutancia hidraulica foliar (KL, mmol H20 m2 s~* MPa") foi estimada pela razdo da

transpiracéo total (E) com a diferenca do potencial hidrico entre a antemanha (ypd) €



39

0 meio dia (wmd), conforme demonstrado na equacdo 1 (HUBBARD et al., 2001; LIU
et al., 2005).

(mmol H20 m2 s71) 1)
Wpd — Ymd

E
KL (mmol H20 m2 s~ MPa")=

A umidade do substrato foi obtida a uma profundidade de 20 cm com a utilizacao do
medidor de humidade portétil, modelo HFM 2030 (Falker™ Tecnal, BR). Esse
equipamento expressa valores em porcentagem de umidade volumétrica (% — v/v),
ou seja, o contetdo de agua (cm?3) por volume de substrato (cm3). Para validar os
resultados, foram realizadas correlagcdes preliminares entre os valores coletados pelo
equipamento e os valores reais da umidade volumétrica (cm?® cm ), calculada por meio

da densidade aparente determinada pelo método do anel volumétrico.
3.9 QUANTIFICAQAO DE PROLINA FOLIAR

Os niveis de prolina no tecido foliar foram determinados pelo método adaptado de
BATES et al., (1973). As folhas foram coletadas em nitrogénio liquido e armazenadas
a - 80 °C até a realizacao das analises. Foram maceradas aproximadamente 0,5 g de
folha em cadinhos com 10 ml de &cido sulfosalicilico 3% (p/v). O homogeneizado foi
filtrado em filtro de papel e 2 ml do filtrado foram transferidos para um tubo de ensaio.
Foram adicionados a cada tubo 2 ml de solucdo de ninidrina acida (Ninidrina 1,8%
(p/v) em 6:4 v/v de acido acético e acido fosférico 6 M) e 2 ml de acido acético glacial,
em seguida foram aquecidos a 97 °C em banho-maria por 1 h. A reacgéo foi finalizada
colocando os tubos em banho de gelo por 5 min. A mistura da reacao foi extraida com
4 ml de tolueno e agitada por 20 s em vortex. O cromoéforo dissolvido no tolueno
(sobrenadante roseo) foi aspirado da fase aquosa a temperatura ambiente e a
absorbancia a 520 nm lida em espectrofotometro (UV752P OEM, Guangdong, China,
Mainland), usando o tolueno como branco. A curva padréo foi construida de 0 a
100 pg mlt de L-prolina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) e usada para
determinar os niveis de prolina das amostras na base de massa fresca, conforme

demonstrado na equagéo 2.
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Prolina (ug m™") . Tolueno (ml) @)
Massa fresca (Q)

Prolina (ug™ MF)=

3.10 ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas no InfoStat (Statistical Software, Cérdoba,
Argentina). Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) (***p < 0,001,
**p < 0,01 e *p < 0,05) e as médias classificadas pelo teste de Scott-Knott e Duncan
no nivel de confianca de 0,05. Para identificar parametros importantes associados a
diferentes porta-enxertos e seus respectivos enxertos, aplicamos uma andlise
estatistica multivariada das andlises de componentes principais (PCA, do inglés
Principal Component Analysis). Os autovetores derivados da PCA foram utilizados
para identificar as variaveis que tendem a ter um forte relacionamento com um
determinado componente principal (PC1, PC2,...), devido ao grande numero de
variaveis geradas (JOLLIFFE, 1973; JOLLIFFE; CADIMA; CADIMA, 2016).
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CAPITULO 1: O desempenho fotossintético é determinado pela combinacéo

copa/porta-enxerto na propagacédo de mudas de manga

a) FARIA-SILVA, L.; GALLON, C. Z.; SILVA, D. M. Photosynthetic performance
is determined by scion/rootstock combination in mango seedling propagation.

Scientia Horticulturae, v. 265, n. November 2019, p. 1-8, 2020.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

This study aimed to identify the most promising rootstock for the development of ‘Uba’ mango seedlings. We
used three polyembryonic Mangifera indica L. rootstock cultivars (‘Oleo’, ‘Uba’ and ‘Imbu’) and one ‘Uba’ scion
cultivar, 'Uba Clone 2’ (‘'UC2’). The chlorophyll a fluorescence, gas exchange, proline content and growth of the
rootstocks and their respective scion/rootstock combinations (UC2/0leo, UC2/Uba and UC2/Imbu) were ana-
lyzed. The parameters selected for the PSII photochemical system by chlorophyll a fluorescence kinetics (F2, F3,
dV/dty, DIy/RC, DFpps and DFyora;) Were suggested as physiological indicators and the leaf proline content was
suggested as a biochemical indicator for identifying the higher PSII quantum efficiency, increased water use
efficiency and greater vegetative growth in UC2/0Oleo. With these results, it was possible to better understand the
potential effects of ‘Oleo’, ‘Uba’ and ‘Imbu’ rootstocks on ‘Uba’ mango scion performance, distinguish the grafted
plants on the ‘Oleo’ rootstock and confirm the superiority of this rootstock in the production of ‘Uba’ mango
seedlings under optimal environmental conditions. Thus, measuring chlorophyll a fluorescence, a fast and
nondestructive method, can be highly useful for identifying the most promising rootstock for the production of
'Uba' mango seedlings, replacing time-consuming methods in crop management.

Keywords:

Mangifera indica L.
Photochemical yield
Water use efficiency
Mango seedlings
Gas exchange
Proline content

1. Introduction

Chlorophyll a fluorescence analysis has recently become a popular
method for detecting abiotic stress, including drought, salt, high-light,
osmotic, and heavy metal stress, in plants (Faria-Silva et al., 2019,
2017; Faseela et al., 2019; Maxwell and Johnson, 2000; Pereira et al.,
2000). It has also been widely used to study the physiological state of
plants (Sitko et al., 2017), for example, to study the effects of fertili-
zation on plant growth (Pogrzeba et al., 2017) or phenotype mutants
(Daszkowska-Golec et al., 2017). Generally, these analyses are used in
conjunction with other morphological, chemical and physiological
parameters (Adams and Demmig-Adams, 2004; Bussotti and Pollastrini,
2015; Donadio et al., 2019; Hermans et al., 2003; Kalaji et al., 2017,
2014; Murchie and Lawson, 2013; Salvatori et al., 2014).

Among the different techniques and approaches for measuring
chlorophyll fluorescence in plants, fluorescence emission transient
analysis (i.e., the OJIP transient or JIP test) (Strasser et al., 2004, 2000,
1995; Tsimilli-michael and Strasser, 2008) combines rapid and easy
measurements with the collection of a large and informative set of data
on the physiological and photochemical properties of plants.

* Corresponding author.

The 'JIP test' developed by Strasser et al. (2000) offers the possibility
of obtaining a deeper view of the conditions of photosynthetic ma-
chinery under specific types of stress, as it allows scientists to distin-
guish the effect of stress on specific phenomena involved in light ab-
sorption and light conversion into biochemical energy. JIP-test
parameters describe the events related to light absorption (ABS), energy
trapping (TR), electron transport (ET), dissipation (DI) and reduction of
the end electron acceptors (RE). All these events are expressed as
probabilities and yields, specific fluxes of energy (per reaction center,
RC), phenomenological fluxes (per cross-section, CS) and performance
indexes (PIs) (Goltsev et al., 2016; TSIMILLI-MICHAEL, 2019).

Portable fluorometers that calculate transient chlorophyll fluores-
cence parameters allow for the collection of abundant information on
photosynthetic machinery performance for numerous samples in a short
time (Kalaji et al., 2014). This is very important for professionals who
must make quick decisions about agrotechniques or maintaining a
culture. The ability to distinguish the background of the stress reaction
of fruit seedlings using the transient fluorescence method would be very
advantageous.

Mango (Mangifera indica L.) is one of the most popular tropical fruits

E-mail addresses: fariasilva.leonardo@gmail.com (L. Faria-Silva), millazg@gmail.com (C.Z. Gallon), diolina.silva@ufes.br (D. Moura Silva).
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in the world and is among those most widely cultivated for both fresh
and industrial consumption. Most mangos are sold in local markets and
consumed domestically, but demand in developed countries is in-
creasing, indicating the great economic and social relevance of this fruit
(Mohammad and Cheng, 2015). The most preferable mango fruits for
the pulp processing and juice production industries are those of the
'Uba’ cultivar. This is because, in addition to having high yield, an at-
tractive pulp color and a high soluble solids content, 'Uba’ also produces
fruits with excellent nutritional properties due to its levels of car-
otenoids and ascorbic acid, which are efficient antioxidants against free
radicals (Faria-Silva et al., 2017; Oliveira et al., 2016; Rosalie et al.,
2015).

Grafting is an indispensable practice in the production of mango
seedlings. However, the lack of knowledge about which is the best
rootstock for ensuring graft success is a widespread problem that causes
economic loss to mango growers, especially because it often arises
when the orchard is already established. Grafting is an effective way to
overcome biotic and abiotic stresses (Keatinge et al., 2014; Schwarz
et al., 2010) and could enhance plant tolerance to drought (Penella
et al., 2017), salt (Colla et al., 2010; Koleska et al., 2018; Zuazo et al.,
2004) and temperature (Venema et al., 2008); improve disease re-
sistance (Guan et al., 2012) and fruit quality (Grieneisen et al., 2018);
and increase yield (Huang et al., 2009). In grafting, the rootstock is the
main part that allows the plants to overcome biotic and abiotic stresses
(Warschefsky et al., 2016); the use of appropriate rootstocks can en-
hance plant yield through increased accumulation of soil nutrients,
avoidance of soil pathogen infection and tolerance to soil drought,
flooding, and salinity (Martinez-Ballesta et al., 2010).

The aim of our experiment was to identify which chlorophyll
fluorescence parameters could be easily used to detect rootstock vigor.
In this study, we focused our attention on changes in the state and yield
of the photosynthetic apparatus during rootstock growth and after
grafting to find the best parameters/markers for identifying the most
promising rootstock for the formation of 'Uba’ mango seedlings. For
further insight, we performed measurements of additional chlorophyll
content, gas exchange and proline parameters already established by
researchers, which served to validate our results.

2. Materials and methods
2.1. Plant material and growing conditions

The experimental materials utilized for the present investigation
consisted of three polyembryonic rootstock ('Oleo', 'Uba' and 'Imbu'
mango) grafted with the scion cultivar 'Uba Clone 2’ ('UC2’). Mango
rootstocks are normally grown from seeds, preferably from poly-
embryonic genotypes, which are exact genetic replicas of the female
parent regardless of the pollen source (Krishna and Singh, 2007;
Nimbolkar et al., 2016). ‘Oleo’ and ‘Uba’ mango seeds were obtained
from plants in Ecoporanga and Linhares, Espirito Santo State, Brazil,
respectively, while ‘Imbu’ mango seeds were obtained from a com-
mercial nursery (Dona Euzébia city, Minas Gerais State, Brazil). The
experiment was carried out in the commercial nursery Frucafé Mudas e
Plantas Ltda., located in Linhares, Espirito Santo, Brazil (19°19'13.7”S,
40°04’55.3”W, altitude of 38 m). Seeds of each rootstock were germi-
nated in polyethylene bags, and the seedlings were grown under con-
trolled growth conditions. The development of seedlings occurred in a
greenhouse, where the average temperature and relative air humidity
(day/night) were 33/25 °C and 50/90%, respectively. The daily mean
photosynthetically active radiation was 400 yumolm ™2 s, with a 14h
photoperiod. Phytosanitary, nutritional and water management prac-
tices were implemented according to conventional nursery standards.

At 60, 100, 180 and 230 days after planting (DAP), growth, chlor-
ophyll a fluorescence and gas exchange data were collected. Then,
plants 70 cm tall and with an 8 mm stem diameter were selected for
grafting. Cuttings of 'UC2’ were also selected for use as scions, all with
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the same graft size (15cm). The grafting method used was splice
grafting, performed 20 cm above the collar region of the stem of root-
stocks. Thus, soon after grafting, all plants had the same height. This
vegetative propagation method is very popular among commercial
seedling nurseries (Lee et al., 2010). At 100, 160, 220 and 280 days
after grafting (DAG), analyses of growth, proline content, chlorophyll a
fluorescence, and gas exchange data were performed for the scion/
rootstock combinations (UC2/0Oleo, UC2/Uba and UC2/Imbu).

Throughout the experimental phase, routine mango cultivation
techniques were used, and irrigation was performed daily to maintain
field capacity.

2.2. Growth measurements

Shoot extension growth (height) was determined from the collar
region at the base to the longest shoots at the top and expressed in
centimeters (cm). Stem radial growth (diameter) was determined by
measuring stem circumferences 10 cm above the collar region and ex-
pressed in millimeters (mm).

2.3. Chlorophyll a fluorescence measurements

The polyphasic chlorophyll a fluorescence transient was measured
using a portable fluorimeter (Handy-PEA, Hansatech Instruments,
King’s Lynn, Norfolk, UK) during the morning, between 8:00 and 10:00
a.m., on fully expanded young leaves, which were previously dark
adapted for 40 min. The dark-adapted samples were exposed to satur-
ating light of 3000 umol m ™2 s™! at a wavelength of 650 nm for 1. The
initial fluorescence was 20 ps (Fo = F; = 0), the maximum peak of the
L band was 150 ps (F5), the maximum peak of the K band was 300 ps
(F5), the J step was 2 ms (F,), the I step was 30 ms (Fs), and the max-
imum fluorescence was ~300ms (Fy; = P) (Strasser et al., 2004).

The results for the chlorophyll a fluorescence transient (OJIP curve)
were used to calculate the JIP-test parameters (Strasser et al., 1995,
Tsimilli-Michael et al. 2000) (Table A1). The Chlorophyll content index
(Chl) was determined the mean of five readings by portable chlorophyll
meter reading (SPAD 502, Minolta, Japan).

2.4. Gas exchange measurements

The net CO, uptake rate, i.e., net photosynthesis (A, pmol CO, m~2
s™), stomatal conductance (gs, mol H,O m 2 s™), transpiration rate (E,
mmol H,O m ™2 s') and A/E ratio were determined on fully expanded
leaves (5th-6th leaf from the apex) in the steady state under saturating
light conditions (1.350 ymolm ™2 s™) and with 380 ppm CO, by a
portable gas exchange system (LCi-Pro model, ADC BioScientific Ltd.,
Hoddesdon, UK). The analysis was performed between 8:00 and 10:00
a.m.

2.5. Proline determination

Proline content was determined as described by Bates et al. (1973)
with minor modifications. Proline was extracted from 0.5 g of young,
fully expanded mango leaves by grinding the leaves in 10ml of 3%
sulfosalicylic acid. The homogenate was filtered through filter paper,
and 2.0 ml of the filtrate was reacted with 2.0 ml of glacial acetic acid
and 2.0 ml of acidic ninhydrin in a test tube, after which the mixture
was incubated at 97 °C in a water bath for 60 min. The reaction was
terminated in an ice bath for 5 min, and the reaction mixture was ex-
tracted with 4 ml of toluene and vortexed for 20 s. The toluene phase at
the top (pink-red in color) was carefully collected with a pipette and
read at 520nm using a spectrophotometer (Genesys 150 UV-vis,
Thermo Scientific, Waltham, USA) with toluene as a blank. The proline
concentration in the sample was determined from a standard curve
using analytical-grade proline (L-proline, Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA) with 0-30mgml~' 1-proline and calculated on a fresh
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weight (FW) basis.

2.6. Statistical analyses

Statistical analyses were performed using InfoStat (Statistical
Software, Cérdoba, Argentina). Data were submitted to analysis of
variance (ANOVA), and the means were ranked by the Scott-Knott test
at a 5% probability (n = 20). Means of different graft combinations
were compared using the Scott-Knott test at the 0.05 confidence level
(n = 20).

To identify important parameters associated with different root-
stocks and their respective grafts, we applied a multivariate statistical
analysis: principal component analysis (PCA). Due to the large number
of generated variables, the eigenvectors derived from the PCA were
used to identify the variables that tended to have a strong relationship
with a particular PC (Jolliffe, 1973; Jolliffe et al., 2016).

3. Results
3.1. Identification of the most important photochemical parameters

The main utility of PCA is to reduce the dimensionality of the data
set, retaining as much information as possible in a smaller number of
PCs. The choice of the PC number and variables to be used depends on
the researcher’s requirements. One of the methods used involves re-
jecting variables with eigenvalues lower than 0.70 (correlation between
the PC and the original variables). In our study, the components used
were those that explained at least 70% of the data variation, which
were PC1 and PC2. After that, variables with eigenvalues above 0.90
were selected (Table 1). Photochemical parameters that showed ei-
genvalues below 0.90, such as those related to the chlorophyll content
and density of reaction centers (Chl and RC/CS,), were considered of
low significance to distinguish rootstocks (Jolliffe, 1973; Jolliffe et al.,
2016).

3.2. Variation between ungrafted rootstocks

The germination percentage was 97, 95 and 22% for cvs. 'Oleo!,
'Uba' and 'Imbu’, and the number of shoots per seed was 3, 4 and 2,
respectively. The average height (cm) and diameter (mm) at 60 DAP
were 25.56 cm and 4.21 mm, respectively, for cv. 'Oleo', 17.10 cm and
3.09mm for cv. 'Uba' and 18.48 cm and 3.12mm for cv. 'Imbu'. On
other analyzed days, the differences between the rootstocks remained
similar: at 230 DAP, the corresponding values were 84.83cm and
9.35mm for cv. 'Oleo, 65.11cm and 8.07mm for cv. 'Uba' and
72.56 cm and 7.62 mm for cv. Tmbu'. Therefore, to better represent the

Table 1

Principal component analysis (PCA) showing the correlation of each component
eigenvector with the original variables, eigenvalues, and percent variance of
chlorophyll fluorescence parameters for ungrafted and grafted rootstocks.

Parameters Ungrafted plants Grafted plants

PC1 PC2 PC1 PC2
Fy -0.30 0.92 -0.59 0.78
F3 —0.34 0.92 —-0.56 0.65
dv/dte —0.90 0.37 -0.92 0.20
DIp/RC —0.90 0.24 -0.90 0.02
DFags 0.95 -0.27 0.99 -0.07
DFrorAL 0.90 -0.30 0.91 -0.19
Chl 0.68 -0.03 0.09 0.18
RC/CSp 0.85 —0.11 0.43 0.58
Explained variance (eigenvalue) 30.77 11.20 31.12 11.46
Proportion of total variance (%) 0.51 0.19 0.52 0.19
Cumulative variance 0.51 0.70 0.52 0.71

Vector loadings = 0.90 in bold.

OULENUU [IUT LILULLUT UE LUD (4LULUJ LUZLH/

photosynthesis results, the means of the four collection days were
analyzed (60, 100, 180 and 230 DAP).

Chlorophyll a fluorescence transients allow one to obtain relative
variable curves taken at a specific time interval after the beginning of
recording and then subtract them from the control transient. In our
study, the control was cv. 'Oleo’ because it showed superior visual
characteristics, such as a greater height and diameter. With this ana-
lysis, positive bands were primarily observed for ‘Uba’ and ‘Imbu’
rootstocks, especially on the O-J and J-I normalized curves (Fig. 1a).
These two cultivars showed positive L and K bands in the same order
with respect to those of cv. 'Oleo' (Fig. 1c,e).

Table 2 shows the photosynthetic variables with significant differ-
ences between the rootstocks, while for proline content, the values were
statistically equal. When compared to the other cultivars, cv. 'Oleo'
showed 6% lower values of F, and F3, and cv. 'Uba' showed 8% higher
values. The values of cv. Tmbu' and cv. 'Oleo' were statistically equal.
The dV/dt, values of cv. 'Oleo' were 12% lower than those of the other
cultivars, and those of cv. 'Uba' were 17% higher. The values of cv.
'Oleo' and cv. 'Tmbu' were statistically equal.

The DIp/RC values were significantly different among the three
rootstocks. Specifically, cv. 'Oleo’ showed values 17% lower than those
of the other two cultivars, while cv. 'Uba' presented values 17% higher.
Furthermore, cv. Tmbu' showed intermediate values. The DF,pg and
DFrotal Values were also significantly different among the three root-
stocks. Specifically, cv. 'Oleo’ presented positive DF 5 values, while cv.
'Uba' showed negative values and cv. 'Imbu' showed values equal to
zero. Therefore, the Plps values of cv. 'Oleo' were greater than 1, those
of cv. 'Uba' were less than 1, and those of cv. Tmbu' were equal to one.
Regarding DFroraL, Negative values were observed for cvs. 'Uba' and
'Imbu', and values equal to zero were observed for cv. 'Oleo'.
Furthermore, cv. 'Uba' showed a more negative value (-0.26) than cv.
'Imbu' (-0.06), indicating that the Plygra;, value was less than 1 in cvs.
'Uba’' and 'Imbu' and equal to one in cv. 'Oleo’.

The values of net photosynthesis (A), stomatal conductance (gs) and
the A/E ratio were statistically equal between cv. 'Uba' and cv. 'Imbu'. In
contrast, cv. 'Oleo' showed gs and A/E values 47% higher and an A
value 23% higher than those in the other cultivars.

3.3. Variation between scion/rootstock combinations

At 100 DAG, the scion already produced mature, fully expanded
leaves, allowing photosynthesis analysis to be initiated. The average
height (cm) and diameter (mm) on this day were 45.96 cm and
10.19mm for UC2/Oleo, 42.38cm and 9.24 mm for UC2/Uba and
41.60 cm and 7.97 mm for UC2/Imbu, respectively. These differences
increased during the experiment, especially those of height; at 280
DAG, the values for average height and diameter were 159.72 cm and
20.98 mm for UC2/0Oleo, 125.41 cm and 21.61 mm for UC2/Uba, and
118.65 cm and 19.31 mm for UC2/Imbu, respectively.

Following the pattern of comparisons made between the rootstocks
for relative variable curves of fluorescence intensity, cv. 'Oleo’ was
considered the control. The UC2/Uba and UC2/Imbu combinations
showed predominantly positive bands, especially on the O-J and J-I
normalized curves (Fig. 1). UC2/Uba and UC2/Imbu maintained posi-
tive K and L bands, similar to those found for their respective rootstocks
before grafting.

For all the analyzed photochemistry parameters, only UC2/Oleo
presented means significantly different from the means of the other
combinations, while the UC2/Uba and UC2/Imbu combinations
showed means equal to each other (Table 2).

The F, and F5 values were 7% lower in the UC2/0Oleo plants than in
the other plants. These results were similar to those collected for the
rootstocks before grafting; however, the difference was that the UC2/
Imbu plants had, together with the UC2/Uba plants, higher values of F,
and Fj.

The results for the dV/dt, and DI,/RC parameters were also similar
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Fig. 1. Polyphasic fluorescence of OJIP for dark-adapted chlorophyll a, with A, C, and E showing ungrafted plants (‘Oleo’, ‘Uba’ and ‘Imbu’ rootstocks) and B, D, and
F showing grafted plants (UC2/0Oleo, UC2/Uba and UC2/Imbu combinations). Double normalization A, B at F and Fy (OJIP), C, D at F and FJ (K band) and E, F at F,

to Fg (L band).

to the results collected for the respective rootstocks (ungrafted plants).
UC2/0leo plants showed the lowest values for these two parameters
(12 and 16% lower, respectively), and UC2/Uba and UC2/Imbu pre-
sented statistically equal values.

The mean DFapg value was positive for all grafts evaluated.
Nevertheless, UC2/0leo plants showed driving force values two times
higher than those of the other plants. On the other hand, the mean
DFrorar value of UC2/0Oleo plants was zero, and that for the other two
combinations was negative. For both DFps and DFrorar, UC2/Uba and
UC2/Imbu showed equal statistical values.

Considering gas exchange analysis, only UC2/0Oleo presented means
significantly different from the others, while UC2/Uba and UC2/Imbu
showed means equal to each other. Except for net photosynthesis (A),
the parameters did not differ significantly between the three combi-
nations. UC2/0leo plants showed higher gs and A/E values (35% and
13% higher, respectively) than the other combinations, and UC2/Uba
and UC2/Imbu presented statistically equal values. The results for
grafted plants were similar to those collected for their respective root-
stocks.

For proline content, UC2/Imbu presented significantly lower values
than the other combinations. This was because grafted plants of UC2/
Oleo and UC2/Uba showed 53% and 34% higher proline contents
compared to those of their ungrafted rootstocks, respectively, while
grafted plants of UC2/Imbu showed a 24% lower content.

4. Discussion

4.1. Links between chlorophyll a fluorescence and gas exchange and the
identification of the most promising rootstocks

Plotting the difference between double-normalized O-J Kkinetics,
called the K band, revealed the presence of a peak at 300 ps, labeled F3
by the JIP test. This parameter indicates an imbalance between the
donation of electrons from the oxygen-evolving complex to the oxidized
PSII reaction center chlorophyll and the reoxidation of reduced PSII
acceptors. Plotting the difference between double-normalized O-K ki-
netics, called the L band, revealed the presence of a peak at 150 ps,
labeled F» by the JIP test. This parameter shows the level of dis-
connection between reaction centers and their light-harvesting com-
plexes. Finally, the J-I normalized curve demonstrates an imbalance
between the reduction and oxidation of quinone A (Q,) (Stirbet et al.,
2014; Tsimilli-Michael and Strasser, 2013).

K and L bands are usually applied to differentiate plants under ad-
verse abiotic conditions, such as nutritional toxicity (Li et al., 2010),
water deficit (Jedmowski et al., 2013) and heat stress (Brestic et al.,
2012). These studies showed bands in stressed plants in relation to
control plants. Pepper grafting onto suitable rootstocks has positive
effects on cultivation performance, to the extent that the same scions in
different pepper rootstocks present different yields (Penella et al.,
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reduce NADP* to NADPH, which in turn enters the Calvin cycle. In the
case of a decreased NADP + supply resulting from stress conditions, the
NADP + /NADPH ratio decreases, causing overloading of the electron
transport chain and leakage of electrons from ferredoxin to O,, redu-
cing it to superoxide anion (O ). This process is called the Mehler
reaction. This reaction is a rate-limiting step, and once initiated, it
generates more aggressive reactive oxygen species (ROS) (Sharma
et al., 2012). Electron transfer reactions in the presence of oxygen can
give rise to the production of reactive intermediates, which themselves
can cause different kinds of damage to the cell. In addition to O, ", a
very reactive singlet oxygen (*O,) can be generated by NADP* /NADPH
decreases in association with light absorption by chlorophylls. The
same chlorophyll molecules that are needed for the use of light energy
in photosynthesis also carry the potential danger of being singlet
oxygen producers (Krieger-Liszkay, 2005). NADP* is generated during
the synthesis and NADPH during the degradation of proline; therefore,
maintaining a favorable NADP* /NADPH ratio is critical for both the
maintenance of plant growth under stressful conditions and main-
taining the cellular redox balance (Ashraf et al., 2018; Hare et al., 1999;
Kavi Kishor and Sreenivasulu, 2014).

Proline content is an efficient biochemical indicator that can be used
to study quantitative trait locus (QTL) localization in response to
drought stress (Czyczyto-Mysza and Myskéw, 2017). Proline content
can also serve as a biomarker of air quality; for example, mango leaves
exposed to high pollution stress showed increased proline content
(Mukherjee et al., 2019). In addition to water deficit, root restriction in
mango seedlings also promotes a higher proline content in the leaves
than observed in control plants (Zaharah and Razi, 2009). Comparing
plants under abiotic stress and plants under optimal environmental
conditions (control plants) generally reveals an increase in proline
content accompanied by a decrease in both photochemical performance
and the net photosynthetic rate. Water stress negatively affected the
maximum photochemical efficiency of PSII and net photosynthetic rate
in two mango cultivars but increased their proline content (Elsheery
and Cao, 2008). The same pattern was observed for rye inbred lines
under the impact of drought (Czyczylo-Mysza and Myskéw, 2017),
chickpea under cold stress (Arslan et al., 2003) and mustard under salt
stress (Wani et al., 2019). This is in contrast to our results, as we ob-
served a positive correlation between proline and Plaps (Fig. 2C) and
negative correlations of proline with F, and F3 (Fig. 2A, B). It is note-
worthy that in our study, there was no induction of stress; therefore, the
rootstocks (ungrafted seedlings) did not differ in leaf proline content.
However, after grafting (scion/rootstock combination), there was a
significant increase for all combinations, especially for grafting onto the
'Oleo' rootstock (UC2/0Oleo), which in addition to presenting a higher
quantum efficiency of PSII (PIxps) before and after grafting, was also
the rootstock that most increased the proline content in the scion
(Fig. 2C).

The effects of incompatible grafts are damaging to plants and lead to
the activation of protective mechanisms. The upregulation of some
differentially expressed genes in incompatible cucumber/pumpkin graft
combinations promoted the accumulation of osmoregulatory sub-
stances in the cells of the plants, such as various soluble sugars and
proline (Ren et al., 2018).

With these results, it was possible to better understand the potential
effects of ‘Oleo’, ‘Uba’ and ‘Imbu’ rootstocks on ‘Uba’ mango scion
performance, distinguish the grafted plants on the ‘Oleo’ rootstock and
confirm the superiority of this rootstock in the production of ‘Uba’
mango seedlings under optimal environmental conditions. This sup-
ports the hypothesis that the 'Oleo' rootstock maintained a more robust
root system capable of providing better photosynthetic performance to
the scion (UC2/0leo) than did the other rootstocks.

5. Conclusion

Chlorophyll a fluorescence measurements combined with gas
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Fig. 2. Pearson correlation coefficients (r) between leaf proline content and
fluorescence intensity at 0.15 ms (F5) (A), fluorescence intensity at 0.30 ms (F3)
(B) and the potential performance index of PSII (PIags) (C).

exchange analysis can be highly informative for identifying the most
promising rootstock for the production of ‘Uba’ mango seedlings. In
addition, in some cases, it can replace much more expensive and time-
consuming procedures in crop management. The parameters selected
for the PSII photochemical system by chlorophyll a fluorescence ki-
netics (Fa, F3, dV/dt, DIo/RC, DFaps, DFrotar, 8s and A/E) were sug-
gested as physiological indicators and the leaf proline content was
suggested as a biochemical indicator for identifying the higher quantum
efficiency of PSII, increased WUE and greater vegetative growth of
‘Uba’ mango scion when grafted onto the ‘Oleo’ rootstock (UC2/0leo).
The results suggest that this rootstock, under optimal environmental
conditions, is the most promising rootstock for the development of
‘Uba’ mango seedlings and that UC2/0Oleo is the most compatible scion/
rootstock combination.
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4.2 CAPITULO 2: O grau de tolerancia diferencial & seca em mangueiras enxertadas

€ dependente do porta-enxerto utilizado

Resumo

Diante da atual necessidade de identificar plantas frutiferas mais tolerantes a periodos
sucessivos de seca, este estudo objetivou determinar, por meio da fluorescéncia da
clorofila a, a eficiéncia da aplicagdo de ciclos de déficit hidrico como método para
indicar porta-enxertos de mangueiras (Mangifera indica L.) com maior capacidade de
aclimatacao diferencial. A cinética da fluorescéncia da clorofila a, as alteracdes
gasosas e o conteudo de prolina foliar foram utilizados como métodos para rastrear a
dindmica do desempenho fotossintético em diferentes combina¢gdes copa/porta-
enxerto de mangueiras ‘Ub&’. Nossos resultados mostraram que as mangueiras
enxertadas e expostas a mdultiplos ciclos de seca desenvolveram uma tolerancia
diferencial que potencializou seus mecanismos fotossintéticos, no entanto, a
intensidade da resposta variou dependendo do porta-enxerto utilizado. As mangueiras
‘Ub&’, formadas a partir do porta-enxerto ‘Oleo’, submetidas a trés ciclos de seca,
mantiveram baixa eficiéncia fotossintética, tanto na irrigacdo (IRR) quanto no déficit
hidrico (DH). Mostrando que essas plantas foram prejudicadas por secas anteriores e
nao “‘memorizaram” a tolerancia futura a seca. Ja as plantas geradas com o
porta-enxerto ‘ImbU’ apresentaram maior eficiéncia fotossintética na IRR e menor no
DH, mas com conteddo de prolina mais alto. Mostrando que essas plantas
“‘memorizaram” estresses anteriores e potencializaram a producdo de prolina como

uma protecédo para tolerar secas futuras.
Palavras-chave

Fluorescéncia da clorofila a; déficit hidrico; Mangifera indica L.; aclimatacéo

diferencial; prolina; “memdria” ao estresse.
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4.2.1 INTRODUCAO

Pesquisas pioneiras sobre tolerancia de plantas as condi¢des climaticas ambientais
estdo associadas ao uso de porta-enxertos. A escolha do porta-enxerto influencia a
translocacdo da agua das raizes para a copa, causando alteracdes nos resultados
fotossintéticos da combinacg&o copa/porta-enxerto formada (GREGORY et al., 2013;
FARIA-SILVA; GALLON; SILVA, 2020). O sucesso na producdo de mudas de
Mangifera indica L. depende da escolha correta do porta-enxerto. Caracteristicas
como resisténcia a doencas (RIBEIRO et al., 1995) e produtividade (SMITH; HOULT;
BRIGHT, 2003) sao frequentemente estudadas durante a selecdo de combinacdes
apropriadas entre copa/porta-enxerto. No entanto, com as constantes mudancas na
distribuicdo de chuvas recentemente registradas em paises tropicais (CHADWICK et
al., 2015), a tolerancia a seca também passou a ser foco nos estudos de plantas
enxertadas (BITHELL et al., 2016).

Os cenarios futuros das mudancas climaticas prevéem uma distribuicdo espaco-
temporal das chuvas mais distorcida, além de secas mais extremas, representando
riscos para a saude das plantas perenes. Essas espécies sao expostas ao estresse
hidrico quase todos os anos, e isso pode estimular naturalmente a tolerancia a seca
(TOMBESI et al., 2018). O déficit hidrico causado pelas secas recorrentes afeta
algumas plantas de maneira diferenciada e as alteracbes epigenéticas sofridas
durante esses periodos fazem com que adquiram uma “memaria” ao estresse, evento
também conhecido como tolerancia diferencial (NEVES et al., 2018). Isso leva as
plantas a terem uma resposta de aclimatacdo mais rapida e maior tolerancia no

préximo evento de estresse hidrico (WANG et al., 2017).

Além da escolha correta do porta-enxerto e da tolerancia natural adquirida no campo,
existe outra estratégia chamada “rustificacéo” ou “aclimatacado” que é realizada antes
do transplante das mudas para a formacédo do pomar. Esse método € referente ao
conjunto de préticas operacionais adotadas durante a fase final da producdo de
mudas, e seu objetivo € aumentar a tolerancia as adversidades edafoclimaticas
encontradas no campo (JACOBS DF, 2009; KINOSHITA; SEKI, 2014; KARLEC et al.,
2017).
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A capacidade fotossintética da cultivar enxertada € um parametro amplamente
utilizado como atributo fisiolégico para avaliar o vigor, a biomassa e o rendimento
econdmico considerado na selecédo do porta-enxerto mais adequado (DAYAL et al.,
2016). E possivel detectar essas variagdes tanto em mangueiras sob condi¢es
ambientais 6timas (FARIA-SILVA; GALLON; SILVA, 2020), quanto sob estresse por
déficit hidrico (GUO; TAN, 2015)

A técnica da fluorescéncia da clorofila a € um método rapido e ndo destrutivo que,
associado ao teste JIP, calcula parametros relacionados ao desempenho fotoquimico
desde a absorcdo de energia no fotossistema Il (FSII) até a reducdo completa dos
receptores finais no fotossistema | (FSI) (STRASSER; TSIMILLI-MICHAEL,;
SRIVASTAVA, 2004), possibilitando rastrear as cultivares mais tolerantes a seca
(GUHA; SENGUPTA; REDDY, 2013).

A fluorescéncia da clorofila a combinada com as medi¢Oes de trocas gasosas, por
meio do analisador de gas por infravermelho (IRGA), permite ao usuario correlacionar
a eficiéncia fotossintética do FSII diretamente a taxa de assimilacdo de COg,
eliminando a fotorrespiracdo (MURCHIE; LAWSON, 2013).

Os efeitos da seca no comportamento fisiolégico de cultivares de Mangifera indica L.
tém sido amplamente investigados. No entanto, poucas informacgdes estéo disponiveis
sobre o comportamento desta espécie quando expostas a eventos recorrentes de
seca. Portanto, este estudo teve como objetivo confirmar, por meio da fluorescéncia
da clorofila a, a eficiéncia da aplicacdo de ciclos recorrentes de seca como método
para identificar porta-enxertos de manga com maior habilidade de imprimir “memdria”

de estresse em resposta a déficits hidricos futuros.
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4.2.2 MATERIAL E METODOS

4.2.2.1 Material vegetal e area de estudo

Trés genotipos de porta-enxertos poliembridnicos de Mangifera indica L. (cv. Oleo,
Ub& e Imbu) foram enxertados com a copa da cultivar ‘Uba Clone 2’ (UC2), e as
analises foram realizadas posteriormente nas respectivas combinacdes copa/porta-
enxerto (UC2/Oleo, UC2/Uba e UC2/Imbu).

As sementes de manga “Oleo” e ‘Ub& foram coletadas de plantas localizadas,
respectivamente, nos municipios de Ecoporanga e Linhares, Espirito Santo, Brasil.
Esses sao os porta-enxertos que o0s viveiristas e agricultores da regiao entendem ser
0S mais promissores na producdo de mudas de manga ‘Uba’. Por outro lado, a
mangueira ‘ImbU’ € o porta-enxerto mais utilizado na regido da Zona da Mata, Minas
Gerais, Brasil, e suas sementes foram coletadas em plantas do municipio de Dona
Euzébia, Minas Gerais, Brasil. As estacas UC2 foram coletadas em plantas matrizes,
originadas de uma selecdo massal realizada por viveiristas da regido Zona da Mata,
Minas Gerais, Brasil, onde foram observadas caracteristicas agronbémicas

importantes, como alto rendimento e qualidade do fruto.

O experimento foi realizado no viveiro comercial Frucafé Mudas e Plantas Ltda.,
localizado no municipio de Linhares, Espirito Santo, Brasil (latitude 19° 19 ' 13,7 " S;
longitude 40° 04’ 55,3" W; 38 m de altitude). Um total de 30 mudas por combinacéo
copa/porta-enxerto foram transplantadas e cultivadas em vasos de polietileno de 25 L
contendo um substrato com compostos organicos de densidade aparente 0,23 g cm3,
em fevereiro de 2018 (6 meses apO0s o0 enxerto). As plantas foram irrigadas e
fertilizadas conforme necessario, e nenhuma restricdo no desenvolvimento radicular

foi observada ao final do experimento.
4.2.2.2 Delineamento experimental
Quando alcancaram a média de 1,0 m de altura (abril de 2018), as plantas das trés

combinacgdes copa/porta-enxerto foram separadas em trés grupos (CO, C1 e C3).
Grupo CO0, submetido a nenhum ciclo de seca, esse grupo de plantas recebeu irrigacao
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durante todo o experimento, mantendo a umidade do solo igual a capacidade de
campo. Grupo C1, submetido a apenas um ciclo de seca. Grupo C3, submetido a trés
ciclos de seca. Cada ciclo de seca consistiu em um periodo de déficit hidrico (sem
irrigacéo por 20 dias) seguido de um periodo de recuperacao (retorno da irrigacéo por
10 dias).

A seca foi imposta suspendendo a irrigacdo até que o contetado de &gua no solo
atingisse cerca de 50% da capacidade de campo. Os 20 dias de déficit hidrico foram
estimados por testes preliminares realizados em trés exemplares de cada combinacao
copal/porta-enxerto, selecionados aleatoriamente. Foi possivel observar por esses
testes o minimo teor de umidade do substrato necesséario para alcancgar valores
proximos a zero na fotossintese liquida (indicando estresse hidrico), porém, mantendo

a capacidade de recuperacgdo durante o retorno da irrigagdo (APENDICE A).

Cerca de seis meses apos o final dos ciclos de seca (janeiro de 2019), metade das
mudas de cada combinacdo (UC2/Oleo, UC2/Uba e UC2/Imbu) dentro de cada grupo
(CO, C1 e C3) foram submetidas a 35 dias de déficit hidrico (DH), enquanto a outra

parte foi mantida em plena irrigacéo (IRR).

4.2.2.3 Andlise experimental

42.2.3.1 Medidas de crescimento

A altura e didmetro das mudas foram medidos no inicio (to) e no final (t1) do
experimento. O crescimento longitudinal da parte aérea (altura) foi determinado a
partir do colo da planta (base) até os brotos mais longos do apce e expressos em
centimetros (cm). O crescimento radial do caule (diametro) foi determinado a 10 cm
acima da regidao do colo e expresso em milimetros (mm). Foi utilizado o produto da
altura (H) com o diametro ao quadrado (D?) para estimar o volume total da parte aérea
das mudas, como taxa de crescimento relativo [TCR = (In Hi. D12 - In Ho. Do?)/(t1 - to)],
expresso em cm? cm=2 dia' (POMMERENING; GRABARNIK, 2019).
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4.2.2.3.2 Relacdes hidricas

O potencial hidrico foliar (ww) foi medido na antemanhéa (wpq; MPa), entre 4h30min e
5h30min e ao meio dia (¢md; MPa), entre 12h e 13h, usando a camara de pressao do
tipo Scholander (Soilmoisture Equipment Corp., Santa Barbara, CA, USA). A
condutancia hidraulica foliar (KL, mmol H2.O m2 s~' MPa") foi estimada pela razdo da
transpiracéo total (E) com a diferenca do potencial hidrico entre a antemanha (ypd) €
0 meio dia (Wmd) [KL = E/(Wpd - Yymd)] (HUBBARD et al., 2001; LIU et al., 2005).

A umidade do substrato foi obtida a uma profundidade de 20 cm com a utilizacdo do
medidor de humidade portatil, modelo HFM 2030 (Falker™ Tecnal, BR). Esse
equipamento expressa valores em porcentagem de umidade volumétrica (% — Vv/v),

ou seja, o conteido de agua (cm?®) por volume de substrato (cm?).

Foi obtida uma correlacdo preliminar dos indices medidos pelo equipamento (%) com

os valores reais de umidade volumétrica (UV, cm3 cm3) (APENDICE B).

A densidade aparente (D = peso seco/volume recipiente) foi determinada pelos
métodos cilindricos e de pesagem. A partir do peso Umido e seco do substrato foi
possivel calcular a umidade gravimétrica [UG = (peso umido - peso seco)/(peso seco)]

e a umidade volumétrica (UV = UG . D).

4.2.2.3.3 Medidas da fluorescéncia da clorofila a

Para medir a fluorescéncia da clorofila a foi utilizado o fluorébmetro portatil modelo
Handy-PEA (Hansatech Instruments, King’'s Lynn, Norfolk, UK). As coletas foram
realizadas entre 8h00Omin e 10h00min em folhas previamente adaptadas ao escuro
por 40 min. Em seguida foram expostas ao pulso saturante de luz de

3000 pmol m2s?, com comprimento de onda de 650 nm durante 1 s.

A fluorescéncia inicial foi fixada em 20 ps (Fo = F1 = O), o F2 (pico maximo da banda
L) em 150 ps, o F3 (pico maximo da banda K) em 300 ps, o F4 (etapaJ)em2ms e o
Fs (etapa |) em 30 ms (STRASSER; SRIVASTAVA; GOVINDJEE, 1995; STRASSER,;
TSIMILLI-MICHAEL; SRIVASTAVA, 2004). A fluorescéncia maxima (Fm = P) variou de
300 ms a 800 ms.
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Os transientes originais da curva OJIP foram normalizados entre os dois extremos de
fluorescéncia, a fase O (Fo) e P (Fm). A fluorescéncia variavel foi determinada por
transientes de fluorescéncia da clorofila a normalizados entre Fo e Fwm
[Vi = (Ft - Fo)/(Fm - Fo)]. Foi calculada a diferenca dos transientes (AV:) em relacdo
a uma referéncia. Semelhante foi calculado para Vos [Vos = (Ft - Fo)/(Fs - Fo)],
Vok [Vok = (Ft - Fo)/(Fk - Fo)], Voi [Voi = (Ft - Fo)/(Fi - Fo)] e Vie [Vip = (Ft - Fi)/(Fm - FI)].
AVoys, AVok, AVol e AVip, também conhecidos como etapa J, banda L, banda K e
banda G, respectivamente (STRASSER; TSIMILLI-MICHAEL; SRIVASTAVA, 2004;
STIRBET; GOVINDJEE, 2011).

Os resultados dos transientes da fluorescéncia da clorofila a (curva OJIP) foram
analisados pelo teste JIP usando o programa PEA plus (Hansatech Instruments,
versao 1,13) (STRASSER; SRIVASTAVA; GOVINDJEE, 1995; STIRBET et al., 2018).
Foram discutidos os parametros mais significantes como indicadores fisioldgicos,
conforme demonstrado por Faria-Silva et al. (2019; 2020) (APENDICE C).

4.2.2.3.4 Medidas de fotossintese

A taxa liquida de assimilacio de CO2, ou seja, fotossintese liquida
(A, ymol CO2 m=2 s™1), condutancia estomatica (gs, mol H20 m™ s™), taxa de
transpiracdo (E, mmol H20 m=2 s™1) e razdes A/E, A/gs e A/Ci foram determinadas em
folhas jovens completamente expandidas (52-62 folha do apice). As medidas foram
realizadas com um sistema portati de trocas gasosas, modelo LCi-Pro
(ADC BioScientific Ltd., Hoddesdon, UK) acoplado a uma camara de aclimatacdo com
luz fixada em 1350 ymol m=2 s™1, temperatura 25 °C e concentracdo de CO2 ambiente

~ 380 ppm. As analises foram coletadas entre 9h00min e 11h00min.

4.2.2.3.5 Quantificacdo da prolina

O conteudo de prolina foi quantificado como descrito por Bates et al. (1973), com
algumas adaptacbes. 0,5 g de folhas jovens completamente expandidas foram
maceradas em 10 ml de &cido sulfossalicilico a 3%. O homogenato foi filtrado em
papel de filtro e em seguida 2,0 ml do filtrado foi reagido com 2,0 ml de acido acético

glacial e 2,0 ml de ninidrina &cida em tubo de ensaio incUbado em banho-maria a
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97 °C por 60 min. A reacao foi finalizada em banho de gelo por 5 min e a mistura de
reacdo (enamina) foi extraida com 4 ml de tolueno, agitando no vortex por 20 s. A fase
de tolueno no topo (sobrenadante cor rosa avermelhada) foi cuidadosamente aspirada
com uma pipeta e lida a 520 nm usando espectrofotometro (Genesys 150 UV-Vis,
Thermo Scientific, Waltham, EUA), usando tolueno como branco. A concentracdo de
prolina na amostra foi determinada a partir de uma curva padrao utilizando prolina de
grau analitico (L-prolina, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) com 0 a 30 mg ml*

de prolina e calculada em base de peso fresco (PF).

4224 Analise estatistica

O delineamento para a aplicacdo dos ciclos de seca teve um fatorial 3 x 3 com dez
repeticdes, enquanto para a simulacdo da seca futura teve fatorial 3 x 3 x 2 com cinco
repeticbes. Ambos dispuseram de 90 unidades experimentais, onde cada planta foi
considerada uma unidade experimental, dispostas em um delineamento inteiramente
casualizado. As analises estatisticas foram realizadas no InfoStat estudantil, verséo
livre (Statistical Software, Cordoba, Argentina). Os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) (***p < 0,001,**p < 0,01 *p < 0,05). Diferencas significativas
foram comparadas pelo teste de Duncan (a = 0,05). Além disso, uma analise de
componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) foi realizada

para detectar varidveis que pudessem distinguir melhor os grupos de comparacdes.
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4.2.3 RESULTADOS

4.2.3.1 Efeitos durante as secas recorrentes

Normaliza¢des dos transientes de fluorescéncia da clorofila a foram feitas para uma
comparacao entre as curvas OJIP das combinacbes copa/porta-enxerto (UC2/Oleo,
UC2/Ub& e UC2/Imbu) de cada grupo (CO , C1 e C3) no final dos ciclos de seca
(dia 90) (Figura 5). A diferenca cinética foi calculada usando UC2/Oleo CO como
referéncia em todos os grupos, permitindo obter curvas predominantemente positivas
com a intensidade relativa de fluorescéncia na fase O-P (AVt). Variagdes relativas da
intensidade de fluorescéncia foram encontradas nas fases O-l (AVo) e I-P (AVip),

permitindo destacar a etapa J e a banda G, respectivamente.

A amplitude maxima positiva da etapa J foi registrada para UC2/Uba (~ 10%),
uc2/0leo (~ 15%) e UC2/Uba ( 7%) em CO, C1 e C3, respectivamente (Figura 5 D, E,
F). Foi observada banda G para UC2/Oleo (~ 30%) e UC2/Uba (~ 15%) em C1 e C3,
respectivamente (Figura 5 H, I). Em CO0, ndo houve formacéo de banda G em nenhuma
combinacgdo copa/porta-enxerto (Figura 5 G). UC2/Imbu ndo apresentou formacéo
aparente dessa banda em nenhum grupo, enquanto UC2/Oleo obteve banda G
negativa (~ - 10%) no grupo C3 (Figura 5 I).
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Figura 5 — Transientes OJIP da fluorescéncia da clorofila a ao final dos trés ciclos de seca
(escala de tempo na base log), entre as combinacées de copa/porta-enxerto (UC2/Oleo,
UC2/Uba e UC2/Imbu) com (A, D e G) nenhum ciclo de seca — CO, (B, E e H) um ciclo de
seca — Cl e (C, F e ) trés ciclos de seca — C3. Foi normalizada a fluorescéncia relativa
variavel entre as etapas (A, Be C)FoeFp — AV, (D,EeF)Foe FF— AVo e (G,Hel)F e
Fp — AVp, utilizando como referéncia a combinagdo UC2/Oleo em CO.
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Os parametros do teste JIP foram analisados com as variaveis de trocas gasosas pela
PCA, permitindo observar padronizacdo nos agrupamentos das combinacdes
copa/porta-enxerto (Figura 6). Um grafico unico de CO, C1 e C3 foi obtido com alto
coeficiente de correlacdo cofenética entre os dados padronizados e as variaveis
originais (0,91, 0,90 e 0,87, respectivamente), refletindo um bom ajuste entre as
matrizes de similaridade. As variaveis que melhor explicaram os agrupamentos foram
PlrotaL, Plass, DIo/RC e 8Ro, A, E, gs, Algs, A/E e A/Ci.
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Figura 6 — Analise de Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component
Analysis) entre as combinacfes de copa/porta-enxerto (UC2/Oleo, UC2/Ub4a e UC2/Imbu)
com (A) nenhum ciclo de seca — CO, (B) um ciclo de seca — C1 e (C) trés ciclos de seca —
C3.
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Em CO, foi possivel identificar semelhancas entre UC2/Uba e UC2/Imbu. As
combinagdes UC2/Oleo foram diferenciadas das demais devido aos valores mais
elevados de PlroraL (T 27%) e Plass (T 54%). Em C1, foi possivel identificar
semelhancas entre UC2/Uba e UC2/Oleo. As combinagbes UC2/Imbl foram
diferenciadas das demais devido aos valores mais altos de PlroraL (T 50%), A (T 39%),
gs (T 51%) e A/Ci (T 44%). Em C3, foi possivel identificar semelhancas entre UC2/Ub&
e UC2/Imbu. As combinagdes UC2/Oleo foram diferenciadas das demais devido aos
valores mais baixos de A (¥ 36%), gs (¥ 44%), E (I 34%) e A/ICi ({ 37%). Ao observar
separadamente o grupo C3, foi possivel acompanhar os efeitos de cada déficit hidrico
(seca) e remolhamento (recuperacdo) no desempenho fotoquimico (Figura 7) e

fotossintético (Figura 8) das mangueiras enxertadas.

Figura 7 — Parametros fisiolégicos relacionados a fluorescéncia da clorofila a das
combinacbes copa/porta-enxerto (UC2/Oleo, UC2/Uba e UC2/Imbu) em cada déficit hidrico
(seca) e remolhamento (recuperacgéo), durante os trés ciclos de seca do grupo C3. (A) Energia
total dissipada por centro de reacgéo, DIo/RC. (B) Eficiéncia com a qual um elétron de Qg €
transferido até os receptores finais do FSI, 8Ro. (C) indice de desempenho potencial do FSII,
Plags. (D) Indice de desempenho fotoquimico total, Pltora.. Barras representam erro padr&o.
***p < 0,0001, **p < 0,01, *p < 0,05.
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Figura 8 — Parametros fisiolégicos relacionados as trocas gasosas das combinacdes
copa/porta-enxerto (UC2/Oleo, UC2/Uba e UC2/Imbl) em cada déficit hidrico (seca) e
remolhamento (recuperac¢éo), durante os trés ciclos de seca do grupo C3. (A) Taxa liquida de
fotossintese, A (umol CO, m™2 s™), (B) Eficiéncia aparente de uso da &gua A/gs (umol mol?).
(C) Taxa de assimilacéo de CO: intercelular, A/Ci (mol m?2 s?) (D) Eficiéncia instantanea de
uso da agua, A/E (umol CO, mmol? H;0). Barras representam erro padrdo. *** p < 0,0001,
**p < 0,01, *p < 0,05.
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No inicio do experimento (dia 0), todas as plantas apresentaram médias
estatisticamente iguais para todos os parametros analisados. Apds a primeira seca
(dia 20), DIO/RC permaneceu estavel para UC2/Imbu, enquanto para UC2/Oleo e
UC2/Ubé& houve aumento, atingindo uma média 25% maior (Figura 7 A). Essa variacao
ndo afetou os demais parametros fotoquimicos avaliados. A respeito dos parametros
relacionados as trocas gasosas, A (Figura 8 A) e A/Ci (Figura 8 C) diminuiram na
mesma proporcdo para todas as combinacdes copa/porta-enxerto, mantendo
estatisticamente iguais. A/gs aumentou para as trés combina¢gdes, mas em maior
proporcdo para UC2/Imbua, que apresentou média 37% maior em comparacdo as
demais (Figura 8 B). A/E permaneceu estavel para UC2/Oleo e diminuiu 15% para as
demais, mas essa variacdo ndo foi suficiente para apresentar diferenca estatistica
(Figura 8 D).

Apds a primeira recuperacéo (dia 30), DIO/RC permaneceu invariavel para UC2/Oleo

e UC2/Uba, enquanto para UC2/Imbu aumentou 26% e foi estatisticamente igual aos
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demais. dR0 permaneceu invariavel para UC2/Uba e UC2/Imbul, enquanto para
Uc2/Oleo houve aumento de 16%, atingindo média 12% maior que as demais
combinagOes copa/porta-enxerto (Figura 7 B). Essas variagbes nao refletiram em
alteracdes nos indices de desempenho fotoquimico, PIABS (Figura 7 C) e PITOTAL
(Figura 7 D). Os parametros de trocas gasosas A e A/Ci foram mantidos estaveis para
UC2/Ub& e UC2/Imbu, enquanto para UC2/Oleo aumentaram e atingiram médias 50%
superiores as demais combinacdes. A/E continuou diminuindo para UC2/Uba,
enquanto para UC2/Oleo e UC2/Imbi permaneceu invariavel, atingindo valores
médios respectivamente 58 e 28% maiores que UC2/Ub4. A/gs permaneceu
inalteravel para UC2/Oleo e diminuiu 66% e 31% para UC2/Uba e UC2/Imbu,
respectivamente. UC2/ImblG e UC2/Oleo apresentaram médias de A/gs

respectivamente 156 e 92% maiores que UC2/Uba.

Apéds a segunda seca (dia 50), tanto DIo/RC quanto 6Ro permaneceram invariaveis
para UC2/Oleo e UC2/Ub4, mas continuaram a aumentar para UC2/ImbU. Plags e
PlrotaL permaneceram estatisticamente inalterados. Houve reducédo de 71% em A e
A/Ci para todas as combinacdes copa/porta-enxerto. As combinacfes UC2/Ub4 e
uc2/Oleo tiveram A/gs aumentados em 186%, enquanto para UC2/Imbi ndo houve
alteracdo. A/E permaneceu estavel para UC2/Uba UC2/Imba e diminuiu 41% para
uc2/Oleo. Nesse momento, ndo houve diferenca estatistica entre as combinacdes

copa/porta-enxerto em todos os parametros avaliados.

Apo6s a segunda recuperacéo (dia 60), DIo/RC para UC2/Oleo e UC2/Uba manteve
inalterado, enquanto para UC2/Imbu diminuiu 28%. dRo, Plass € PlrotaL mantiveram
estatisticamente com os mesmos valores do dia 50. Houve aumento médio de 169%
em A e A/Ci para UC2/Oleo e UC2/Imbu. Para UC2/Uba, esse aumento foi de 526%,
atingindo valor 30% superior as demais combinacfes copa/porta-enxerto. Para
UC2/Uba e UC2/Imbla A/gs diminuiu em 36%, enquanto para UC2/Oleo esse
parametro permaneceu estatisticamente inalterado. Isso fez com que A/gs para
Uc2/Oleo fosse em média 22% maior do que para UC2/Uba e UC2/Imbu. A/E
aumentou 74% para UC2/Oleo e UC2/Ub4, enquanto para UC2/Imbu esse parametro
permaneceu estatisticamente inalterado. Isso fez com que A/E para UC2/Imbu fosse

em média 26% menor do que para UC2/Oleo e UC2/UbA.
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Apés a terceira seca (dia 80), DIo/RC permaneceu estatisticamente nas mesmas
propor¢cdes para todas as combinagdes copa/porta-enxerto. dRo diminuiu em média
67% para UC2/Oleo e UC2/Imbu, enquanto para UC2/Uba permaneceu inalterado.
Isso fez com que dRo para UC2/Uba apresentasse média 25% maior do que para as
demais combinagBes copa/porta-enxerto. Plags aumentou em 35% para UC2/Uba,
diminuiu 50% para UC2/Oleo e permaneceu estavel para UC2/Imbd. Assim, UC2/Uba
e UC2/Imbu apresentaram médias 107 e 44% maiores, respectivamente, do que para
Uc2/Oleo. PlrotaL permaneceu inalterado para UC2/Ubé, enquanto para UC2/Oleo e
UC2/Imb0 houve reducdo média de 61%. Assim, para UC2/Ub4, PlrotaL apresentou
média 115% maior do que para UC2/Oleo e UC2/Imbu. Houve reducio média de 64%
em A e A/Ci para UC2/Oleo e UC2/Ub4, enquanto para UC2/Imbl n&o houveram
alteracdes desses parametros. Assim, para UC2/Oleo, A e A/Ci apresentaram média
47% menor do que para UC2/Uba e UC2/Imbu. Houve reducdo média de 60% em
Algs e AJE para UC2/Oleo e de 36% para UC2/Ub4, enquanto para UC2/ImbU ndo
houve alteracdo. A/gs para UC2/Imbu e UC2/Uba alcancou valores, respectivamente,
130 e 86% maiores do que para UC2/Oleo. A/E para UC2/Ub& e UC/ImbU atingiu

valores, respectivamente, 52 e 31% maiores do que para UC2/Oleo.

Apos a terceira recuperacéao (dia 90), DIo/RC aumentou em média 30% para todas as
combina¢cBes copa/porta-enxerto, mantendo valores estatisticamente iguais. 6Ro
permaneceu com o0s valores médios nas mesmas proporcbes para todas as
combinacdes, mantendo esse parametro 25% maior para UC2/Uba. Plags € PlroTaL
para UC2/Uba apresentaram decréscimos de 48 e 29%, respectivamente, enquanto
para as demais combinacfes esses parametros permaneceram estatisticamente
inalterados. Ao final, Plass e PlroraL ndo apresentaram diferencas estatisticas entre
as combinacdes copa/porta-enxerto. A e A/Ci permaneceram inalteradas, mantendo
as proporcdes do periodo anterior (dia 80). Para UC2/Oleo, A/gs e A/E aumentou,
respectivamente, 200 e 57%. Para as demais combinagles, esses parametros
permaneceram estatisticamente nas mesmas proporc¢des. Ao final, A/gs e A/E ndo

apresentaram diferencas estatisticas entre as combinagfes copa/porta-enxerto.

As relacdes hidricas das folhas foram medidas em cada combinacdo copa/porta-
enxerto nas condi¢des de conforto hidrico (dias 80 e 90 do ciclo C0), de seca (dia 80

do ciclo C3) e de recuperacéo (dia 90 do ciclo C3) (Tabela 1).
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O potencial hidrico foliar na antemanha (ypd) para UC2/Oleo na condicio de seca foi
100% mais negativo (- 0,54 MPa) quando comparado ao conforto hidrico. Na
recuperacdo aumentou na mesma propor¢do, retornando a média (- 0,33 MPa)
estatisticamente igual ao conforto hidrico. UC2/Ubé& apresentou a maior média de pd
na condicdo seca (- 0,25 MPa) e UC2/Oleo a menor (- 0,54 MPa). UC2/Imbu foi a
combinagcdo com a menor média de wps na condicdo de recuperagéo (- 0,50 MPa),
70% mais negativa do que na condicdo de conforto hidrico (- 0,29 MPa) e
estatisticamente igual a condicdo seca. O potencial hidrico foliar ao meio-dia (Wmad)
para UC2/Ub& no conforto hidrico foi 35% menor em comparacdo a UC2/Oleo e
UC2/Imbu, que foram estatisticamente iguais entre si. Em condi¢des de seca, o UC2/

Ubé apresentou wmd 20% menor em comparacdo a UC2/Oleo.
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Tabela 1 — Potencial hidrico foliar na antemanha (y,q¢; MPa) e ao meio dia (¢md¢; MPa). Taxa de
transpiracdo foliar (E, mmol HO m™?2 s?1) e condutancia hidraulica foliar
(KL, mmol H.0 m2 s MPa™") de cada combinacdo copa/porta-enxerto (UC2/Oleo, UC2/Ubé e
UC2/Imbu) nas condi¢des de conforto hidrico (dias 80 e 90 do ciclo C0), de seca (dia 80 do
ciclo C3) e de recuperacao (dia 90 do ciclo C3). ***p < 0,0001, **p < 0,01, *p < 0,05 e ns (ndo
significativo). Os dados sdo as médias + erro padrao. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (mailscula) entre as combinac¢des copa/porta-enxerto para a mesma condi¢ao hidrica
e (mindscula) entre as condi¢cdes hidricas para a mesma combinag¢do copa/porta-enxerto por
meio do teste de comparagdes multiplas Duncan (a = 0,05).

Condicdes Combinagéo Wpd Wmd E KL

hidricas copa/porta-

(CH) enxerto
(C/P)

Conforto uc2/Oleo -0,25 + 0,03 Aa -0,40 £ 0,04 Aa 2,28 £ 0,09 Ba 23,73 £5,76 Aa

hidrico UC2/Ub4 0,23£003Aa  -054+005Ba  283+02lAa 12,96+ 3,65Ba
UC2/Imbu -0,29 £ 0,03 Aa -0,40 £ 0,03 Aa 3,07 £0,13 Aa 29,51 +£2,83 Aa

Seca uc2/Oleo -0,54 £ 0,03 Cb -0,62 £ 0,02 Bb 2,28 £ 0,01 Ba 40,66 £ 1,79 Aa
UC2/Uba -0,25 £ 0,03 Aab -0,50 £ 0,05 Aa 299+0,37 Aba 12,51 +1,58Ba
UC2/Imbu -0,44 £ 0,03 Bb -0,59 £ 0,02 ABb 3,08 £ 0,07 Aa 25,06 £ 6,39 Ba

Recuperacdo  UC2/Oleo -0,33£0,01 Aa -0,49 £ 0,00 Aa 1,86 + 0,07 Bb 11,97+1,11 Ba
UC2/Uba -0,34 £ 0,02 Ab -0,45 + 0,02 Aa 2,38 £0,14 Aa 22,46 £ 0,91 Ba
UC2/Imbu -0,50 £ 0,05 Bb -0,58 £ 0,04 Bb 2,41+0,16 Ab 42,79 + 1,89 Aa

CH *%k% *% *% ns

C/P *%k% ns *kk *

CH x C/P *x *x ns ns

Para UC2/Oleo, wmd 55% foi mais negativo (- 0,62 MPa) na condicdo seca do que no
conforto hidrico. Na recuperagdo, wma retornou a uma média (- 0,49 MPa)
estatisticamente igual ao conforto hidrico. Para UC2/Uba néo foi observada diferenca
estatistica para wmd entre as condi¢gdes hidricas, mantendo média de - 0,50 MPa. Para
UC2/Imbl, a média de wmd Na seca e recuperacdo foi estatisticamente igual
(- 0,58 MPa) e 45% mais negativo do que na condicéo de conforto hidrico (- 0,40 MPa).

A taxa de transpiracgéao foliar (E) sob condi¢gdes de conforto hidrico, seca e recuperacéo
foi 20% menor para UC2/Oleo em comparacg&o com as outras duas combinacdes, que

foram estatisticamente iguais entre si. Para todas as combinacoes

copa/porta-enxertos, a média de E na condi¢cdo de seca foi mantida estatisticamente

igual ao conforto hidrico. Para UC2/Uba, E foi estatisticamente igual na condi¢éo de
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seca e recuperagdo. Tanto para UC2/Oleo quanto para UC2/Imbu, E foi 20% menor

na condi¢do de recuperacdo em comparacao a seca.

A condutancia hidraulica foliar (KL) ndo apresentou diferencas estatisticas entre as
condi¢cbes hidricas. Na condicdo de conforto hidrico, as médias entre UC2/Imbu e
Uc2/Oleo foram estatisticamente iguais, enquanto para UC2/Ubéa K foi 50% menor.
Na condi¢do de seca, as médias entre UC2/Ub& e UC2/Imbu foram estatisticamente
iguais, cerca de 50% inferior & média para UC2/Oleo. Na recuperacdo, as médias
entre UC2/Oleo e UC2/Ubé foram estatisticamente iguais, cerca de 60% menores do

que para UC2/Imbd.

No final dos trés ciclos de seca (dia 90), foram medidas a altura (cm), o didmetro (mm)
e a taxa de crescimento relativa (TCR, mm cm dia?) (Tabela 2). Ndo houve interacdo
das combinacdes copa/porta-enxerto (UC2/Oleo, UC2/Uba e UC2/Imbl) com os
grupos (CO, C1 e C3) para nenhuma das variaveis de crescimento avaliadas. A altura
média da UC2/Imbu foi 7 e 20% menor que a UC2/Ubéa e UC2/Oleo, respectivamente.
As plantas do grupo C3 apresentaram altura média 13 e 20% menor que as plantas
do grupo C1 e CO, respectivamente. O diametro médio nos grupos C1 e C3 foi
estatisticamente igual e 7% menor que no grupo C0. UC2/Imbu apresentou diametro
7% menor que as demais combinagbes. A TCR de UC2/Oleo e UC2/Uba foi
estatisticamente igual, com média 22% menor que UC2/Imbu. As plantas do grupo C3
apresentaram TCR 30% menor que os grupos CO e C1, que foram estatisticamente

iguais entre si.
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Tabela 2 — Altura (cm), diametro (mm) e taxa de crescimento relativo (TCR, mm cm day?)
das combinacées copa/porta-enxerto (UC2/Oleo, UC2/Uba e UC2/Imbu) e dos grupos (CO,
C1 e C3) no final dos trés ciclos de seca (dia 90). ***p < 0,0001, **p < 0,01, *p < 0,05 e ns
(ndo significativo). Os dados séo as médias + erro padréo. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (mailscula) entre as combinag¢des copa/porta-enxerto e (mindscula) entre os

grupos, pelo teste Duncan (a = 0,05).

Altura Diametro TCR

(cm) (mm) (mm cm3 dia?)
Copa/porta-enxerto (C/P)
uc2/Oleo 142,88 + 2,48 A 2156 +0,34A 8,75£0,74B
UC2/Uba 125,09+2,39B 21,78+ 0,33A 9,18%x0,71B
UC2/Imbu 116,19+ 2,39 C 20,16 £+ 0,33 B 11,42 0,71 A
Grupo (G)
CO 140,81 £ 2,43 a 22,14+ 0,33 a 11,41 +£0,73 a
Cl 129,82+ 2,44 b 20,92+0,33b 10,64 £ 0,72 a
C3 113,53+£2,39¢c 20,45+0,33 b 7,29+0,71b
C/P ook *k *
G *kk *% *%
C/IPxG ns ns ns

4.2.3.2 Efeitos dos ciclos de seca anteriores no déficit hidrico posterior

Normalizacdes dos transientes de fluorescéncia da clorofila a foram feitas para uma
comparacao entre as curvas OJIP das combinacdes copa/porta-enxerto (UC2/Oleo,
UC2/Ub4a e UC2/Imbu) submetidas ao déficit hidrico (DH) e mantidas em plena
irrigacéo (IRR) de cada grupo (CO, C1 e C3) (Figura 9).

A diferenca cinética em todos os grupos foi calculada usando UC2/Oleo CO IRR como
referéncia, permitindo obter curvas predominantemente positivas com a intensidade
relativa de fluorescéncia na fase O-P (AV:). Variagdes relativas da intensidade de
fluorescéncia foram encontradas nas fases O-K (AVok) e O-J (AVos), permitindo
destacar a banda L e a banda K, respectivamente. Essas bandas foram positivas para
todos as combinacdes copa/porta-enxerto em todos 0s grupos, exceto para UC2/Uba

CO IRR, que n&o apresentou banda L (Figura 9 D).
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As menores amplitudes de banda L foram encontradas nas plantas do grupo CO
(~ 5%) (Figura 9 D, G). Nas plantas do grupo C1, essa banda foi maior para UC2/Imbu
C1 DH (~ 15%), UC2/Uba C1 DH (~ 10%) e UC2/Oleo C1 IRR (~ 10%); e menor para
UcC2/Oleo C1 DH (~ 5%), UC2/Imbl C1 IRR (~ 7%) e UC2/Uba C1 IRR (~ 7%) (Figura
9 E). Nas plantas do grupo C3, a banda L foi maior nas combinacdes
copa/porta-enxerto impostas ao déficit hidrico: UC2/Oleo C3 DH (~ 15%), UC2/Uba
C3 DH (~ 12%) e UC2/Imbu C3 DH (~ 12%); enquanto na condic¢ao irrigada ndo houve

formacéo dessa banda para nenhuma combinacédo (Figura 9 F).

Figura 9 — Transientes OJIP da fluorescéncia da clorofila a (escala de tempo na base log) ap6s
a simulacdo da seca futura. Diferencas cinéticas foram observadas entre as combinagdes
copa/porta-enxerto (UC2/Oleo, UC2/Uba e UC2/Imbu) submetidas ao déficit hidrico (DH) e
mantidas em plena irrigacédo (IRR) para as plantas submetidas previamente (A, D e G) a nenhum
ciclo de seca — CO, (B, E e H) a um ciclo de seca— Cl e (C, F e |) a trés ciclos de seca — C3.
Foi normalizada a fluorescéncia relativa variavel entre as etapas (A, Be C) Foe Fp - AV, (D, E e
F) Fo e Fk - AVok , conhecida como banda L e (G, He l) Fo e F; - AVo;, conhecida como banda K.
Para isso, foi utilizada como referéncia a combinagdo UC2/Oleo CO IRR.
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As amplitudes na banda K seguiram variacbes semelhantes as observadas na
banda L. Nas plantas do grupo CO, a amplitude foi a mesma para UC2/Imbu CO DH,
UC2/Imbl CO IRR e UC2/Uba CO DH (~ 10%), enquanto para UC2/Oleo CO DH foi de
aproximadamente 7%. Ja para UC2/Uba CO IRR ndo houve formacéo aparente da
banda K (Figura 9 G).

Nas plantas do grupo C1, a banda K foi maior para UC2/Imbu C1 DH (~ 25%),
UC2/Uba C1 DH (~ 22%), UC2/Uba C1 IRR (~ 18%) e UC2/Oleo C1 IRR (~ 18%); e
menor para UC2/Oleo C1 DH (~ 12%) e UC2/Imbu C1 IRR (~ 12%). Nas plantas do
grupo C3, essa banda foi maior nas combinacGes copa/porta-enxerto impostas ao
déficit hidrico: UC2/Oleo C3 DH (~ 23%), UC2/Imbl C3 DH (~ 20%) e UC2/Uba C3
DH (~ 20%); enquanto na condigéo irrigada foi observada uma amplitude de banda K

semelhante para todas as combinacfes copa/porta-enxertos (~ 10%).

Os parametros do teste JIP calculados por meio dos resultados da cinética de
fluorescéncia da clorofila a foram analisados com as varidveis de trocas gasosas e
com o contetado de prolina pela andlise multivariada PCA, permitindo observar
padronizacdo de agrupamentos das combinacBes copa/porta-enxerto sob déficit
hidrico (DH) e irrigadas (IRR) (Figura 10). Foi obtido um grafico Unico dos grupos CO,
C1 e C3 com alto coeficiente de correlacdo cofenética entre os dados padronizados e
as variaveis originais (0,84, 0,93 e 0,96, respectivamente), refletindo um bom ajuste
entre as matrizes de similaridade. Os parametros do teste JIP e das trocas gasosas
gue melhor explicaram essas separacdes foram os mesmos avaliados durante os

ciclos de seca, com acréscimo do coteudo de prolina foliar.
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Figura 10 — Analise de Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component
Analysis) entre as combinagdes copa/porta-enxerto (UC2/Oleo, UC2/Uba e UC2/Imbu)
submetidas ao déficit hidrico (DH) e mantidas em plena irrigacdo (IRR) para as plantas
submetidas previamente (A) a nenhum ciclo de seca — CO, (B) a um ciclo de seca — Cl e
(C) a trés ciclos de seca — C3.
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As plantas da combinacdo UC2/Oleo que ndo foram submetidas previamente a
nenhum ciclo de seca, ao passarem pelo primeiro déficit hidrico (UC2/Oleo CO DH)
n&o distinguiram daquelas sob irrigacdo constante (UC2/Oleo CO IRR) (Figura 10 A).
As médias de conteudo de prolina, Plass e A foram estatisticamente iguais (Figura
11 A, D, G). Ja a média do conteudo de prolina para UC2/Uba CO IRR e UC2/Imbu CO
IRR foi 40% menor que para UC2/Oleo CO IRR (Figura 11 A).

UC2/Ub& CO DH e UC2/Imbu CO DH apresentaram agrupamentos em quadrantes
opostos a UC2/Uba CO IRR e UC2/Imbu CO IRR (Figura 10 A), sobretudo devido aos
menores valores médios de A sob défict hirico (~ 65% menor) (Figura 11 G). UC2/Ub&
CO DH e UC2/Imbu CO DH apresentaram média de A 60% menor que UC2/Oleo CO
DH (Figura 11 G). O conteudo de prolina e Plags ndo apresentaram variacoes

significativas entre DH e IRR para nenhuma combina¢do copa/porta-enxerto.

As plantas da combinac¢io UC2/Oleo e UC2/ImbU que passaram previamente por um
ciclo de seca, ao passarem por um novo déficit hidrico (UC2/Oleo C1 DH e UC2/Imbu
C1 DH), néo distinguiram daquelas sob irrigacéo constante (UC2/Oleo C1 IRR) (Figura
10 B). As médias de conteudo de prolina, Plass € A comparadas entre DH e IRR foram
estatisticamente iguais para essas combinacfes (Figura 11). Para UC2/Ub4a C1 DH e
UC2/Imbi C1 DH, Plass apresentou média 75% menor que para UC2/Oleo C1 DH
(Figura 11 E). Para UC2/Imba C1 DH, A apresentou média 90% menor que para
uc2/Oleo C1 DH e UC2/Uba C1 DH (Figura 11 H). Para UC2/Oleo C1 IRR e
UC2/Imba C1 IRR, A apresentou média 50% menor que para UC2/Ub& C1l IRR
(Figura 11 H). O conteudo de prolina, Plass € A ndo apresentaram variagdes
significativas entre DH e IRR para nenhuma combinacéo copa/porta-enxerto, exceto
para UC2/Uba. A média de A para UC2/Uba C1 DH foi 48% menor que para UC2/Uba
ClIRR.
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Figura 11 — (A, B e C) Conteludo de prolina, (D, E e F) indice de desempenho fotoquimico
total - PlroTaL € (G, H e |) taxa de fotossintese liquida - A entre as combina¢des copa/porta-
enxerto (UC2/Oleo, UC2/Uba e UC2/Imbu) submetidas ao déficit hidrico (DH) e mantidas em
plena irrigacao (IRR) para as plantas submetidas previamente (A, D e G) a nenhum ciclo de
seca — CO, (B, E e H) a um ciclo de seca— Cl e (C, F e |) a trés ciclos de seca — C3. As
barras indicam erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de
comparagdes multiplas Duncan (a = 0,05).
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As plantas da combinacdo UC2/Oleo que foram submetidas previamente a trés ciclos
de seca, ao passarem novamente por outro déficit hidrico (UC2/Oleo CO DH), néo
distinguiram daquelas sob irrigacdo constante (UC2/Oleo C3 IRR). As combinacdes
UC2/Ubé& e UC2/Imbu C3 DH apresentaram agrupamentos em quadrantes opostos a
UC2/Ub& e UC2/Imbu C3 IRR (Figura 10 C), sobretudo devido aos maiores conteudos
meédios de prolina sob défict hirico, que foram 20 e 50% maiores para UC2/Uba e
UC2/Imbu C3 DH, respectivamente (Figura 11 C). O contetado de prolina foi igual
estatisticamente entre UC2/Oleo C3 DH e IRR. UC2/Oleo e UC2/Uba C3 DH
apresentaram média de conteudo de prolina 20% menor que UC2/Imbu C3 DH. Por
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outro lado, UC2/Imba C3 IRR apresentou conteudo de prolina 30% menor que
Uc2/Oleo e UC2/Uba C3 IRR (Figura 11 C).

Plass para UC2/Oleo, UC2/Ub& e UC2/Imbu C3 DH foi, respectivamente, 55, 64 e 90%
menor que para UC2/Oleo, UC2/Uba e UC2/Imbu C3 IRR. O paradmetro A para
UC2/Ubé& e UC2/Imbu C3 DH foi, respectivamente, 70 e 85% menor que UC2/Uba e
UC2/Imbi C3 IRR, enquanto entre UC2/Oleo C3 DH e IRR foi estatisticamente igual.
Por outro lado, UC2/Oleo C3 IRR apresentou A 80 e 70% menor que UC2/Ubé e
UC2/Imbu C3 IRR, respectivamente.

As possiveis correlacdes do conteudo de prolina com as variaveis PlrotaL € gs foram
representadas em graficos contendo as médias e os erros padrdes de cada combinacdo
copa/porta-enxerto (UC2/Oleo, UC2/Uba e UC2/Imbu) submetida ao déficit hirico (DH)
e mantina em plena irrigacdo (IRR), separadamente em cada grupo (CO, C1 e C3)
(Figura 12). Foi possivel observar correlacfes significativas apenas nas plantas
submetidas previamente a trés ciclos de seca (grupo C3) (Figura 12 C, F). Também foi
apenas nesse grupo que foi possivel obsevar varia¢cdes no contetdo de prolina. Nessas
plantas, o contetdo de prolina teve correlagcédo negativa com PlroraL (- 0,43, p<0,01) e
gs (- 0,67, p <0,0001).

As plantas da combinacdo UC2/Imbu C3 apresentaram as maiores discrepancias
entre IRR e DH, com os maiores valores no DH (56,6 a 83,2 ug g* FW) e menores no
IRR (20,1 a 46,2 ug g* FW). Para UC2/Imbli C3 DH houve incremento do contelido
de prolina em 100% em relacdo a UC2/Imbu C3 IRR, refletindo em diminuicdo
significativa de Plrota. (¥ 90%) e gs (Y 80%). Para UC2/Uba C3 DH houve incremento
do conteddo de prolina em 25% em relacdo a UC2/Uba C3 IRR, refletindo em
diminuicao significativa de PlroraL (¥ 70%) e gs (3 70%). Para UC2/Oleo C3 DH néo
houve incremento do conteddo de prolina nem diminuicdo de gs em relacdo a
uc2/Oleo C3 IRR, mas houve diminuicdo significativa de Plrota. (3 60%). Para
uc2/Oleo C3 IRR gs apresentou valor médio tdo baixo quanto para UC2/Oleo,
UC2/Ubéa e UC2/Imbl DH (~ 0,05 mol m? s1).
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Figura 12 — Correlacdo de Pearson do (A, B e C) indice de desempenho fotoquimico total
(PlrotaL) € da (D, E e F) condutancia estomatica (gs) com contetdo de prolina foliar, distinguindo
cada combinacdo copa/porta-enxerto (UC2/Oleo, UC2/Uba e UC2/Imbu) sob déficit hirico (DH)
e mantina em plena irrigacao (IRR), submetida previamente a (A, D e G) nenhum ciclo de seca
— CO0, (B, E e H) um ciclo de seca— C1 e (C, F e |) trés ciclos de seca — C3.
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4.2.4 DISCUSSAO

4.24.1 Mangueiras ‘Uba’ aclimatam diferencialmente a ciclos de secas

recorrentes dependente do porta-enxerto utilizado

Com os resultados obtidos durante os ciclos de secas recorrentes, foi possivel
entender melhor o comportamento da mangueira enxertada em eventos sucessivos
de seca, ou seja, imediatamente apos cada déficit hidrico e recuperacéo. A simulacéo
dos ciclos de seca utilizados nesse trabalho foi inspirada em metodologias
frequentemente utilizadas pela maioria dos pesquisadores que pretendiam observar
mudancas na tolerancia diferencial ao estresse. Esse método ja foi relatado para
plantas de metabolismo respiratério C3, como citrus (NEVES et al., 2018) e café
(MENEZES-SILVA et al., 2017; GUEDES et al., 2018), também para C4 (WALTER et
al., 2011) e as de metabolismo acido das crassulacias (CAM, do inglés crassulacean
acid metabolism) (FLETA-SORIANO; PINTO-MARIJUAN; MUNNE-BOSCH, 2015).

As secas recorrentes podem induzir a formacédo de plantas potencialmente melhores
para prosperar em condi¢cdes estressantes futuras. Esse aumento da tolerancia ao
déficit hidrico futuro esta frequentemente relacionado a mecanismos epigenéticos,
gue podem ser considerados uma determinada “memoria” ao estresse, ou seja, uma
aclimatacao diferencial (VILLAR-SALVADOR et al., 1999; IWASAKI; PASZKOWSKI,
2014; KINOSHITA; SEKI, 2014). Ha também algumas evidéncias de que o0s
porta-enxertos possam influenciar significativamente a aclimatacdo a esses eventos
sucessivos de seca (NEVES et al., 2018).

Para avaliar o potencial fisiolégico das plantas sob estresse, um dos métodos mais
comumente utilizado, de forma rapida, pratica e ndo destrutiva é a analise da
fluorescéncia da clorofila a (STRASSER; TSIMILLI-MICHAEL; SRIVASTAVA, 2004;
GUO; TAN, 2015), associado com os parametros fisiologicos relacionados as trocas
gasosas (MURCHIE; LAWSON, 2013).

A fase O-l denota as propriedades cinéticas para oxidacdo/reducdo do pool de
plastoquinona (PQ) e a fase I-P elucida alteragbes no fluxo de elétrons da
plastoquinona reduzida (PQHz2, plastoquinol) até os aceitadores finais de elétrons do
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FSI (MUNDAY; GOVINDJEE, 1969; STIRBET; GOVINDJEE, 2011). As maiores
amplitudes registradas pelo AVor (etapa J) para UC2/Ub& e UC2/Imbu no grupo de
plantas que ndo passaram por nenhum ciclo de seca (C0O) mostraram que, em
condi¢des de conforto hidrico, UC2/Oleo apresentou a maior taxa de reducéo de PQ,
confirmando o uso dessa combinacéo copa/porta-enxerto como referéncia. Na etapa
J, 0S menores picos positivos foram observados no grupo das plantas submetidas
anteriormente a trés ciclos de seca recorrentes (C3), indicando que o estresse
causado pelos déficits hidricos anteriores tornou a planta capaz de manter a taxa de
reducdo do PQ (captura do elétrons para o reducéo do PQ) apds o terceiro déficit
hidrico sucessivo, principalmente para UC2/Oleo e UC2/Imbid. O aumento da
amplitude da etapa J no grupo C1 sugere uma limitacdo da transferéncia de elétrons
além do Qa, sobretudo para UC2/Oleo. A supressio de amplitude registrada pelo AVie
(banda G) para UC2/Imbu em grupos submetidos anteriormente a um (C1) e trés (C3)
ciclos de seca recorrentes, sugere que secas anteriores nao influenciaram as
mudancgas no estado redox do FSI. Por outro lado, o aparecimento de banda G
negativa para UC2/Oleo C3 sugere que as secas recorrentes induziram essas plantas
a adquiririrem tolerancia as limitacdes associadas ao FSI, ao contrario do UC2/Uba,

gue manteve uma banda G positiva.

Como a linearidade entre a taxa de transporte de elétrons e a assimilagcéo liquida de
CO2 estava ausente devido a existéncia de captura de elétrons alternativos,
especialmente pela fotorrespiracdo, uma abordagem multivariada foi uma boa
alternativa (LOSCIALE et al., 2015). No presente trabalho, foi utilizada a analise de
componentes principais. A l6gica desse método é considerar os principais fatores que
afetam a fotossintese liquida, identificar as variaveis mais relacionadas e combinar

todas usando uma abordagem multivariada.

No grupo que ndo sofreram nenhuma seca anterior, foi possivel separar as plantas da
combinacdo UC2/Oleo CO como aquelas com maior eficiéncia de uso da agua (A/gs
e A/E) e desempenho fotoquimico (Plass e Plrora). Por outro lado, no grupo
submetido a trés ciclos de seca, a separacio das plantas UC2/Oleo C3 ocorreu devido
a menor capacidade de trocas gasosas, confirmada pelos menores valores na taxa

liguida de fotossintese (A), condutancia estomatica (gs), transpiragcéo (E) e taxa de
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assimilacao de COzq intercelular (A/Ci). Assim, em geral, os ciclos de seca interferiram

mais severamente na etapa bioquimica do que na etapa fotoquimica da fotossintese.

A diminuicdo na condutancia estomatica resulta em menor consumo de ATP e NADPH
para a assimilagdo de COz2, o que pode resultar em uma taxa reduzida no transporte
linear de elétrons (NIINEMETS et al., 1999; CHALLABATHULA; ZHANG; BARTELS,
2018). No entanto, quando o desempenho fotoquimico € mantido ou até mesmo
aumentado, é indicativo que um importante mecanismo de protecao da fotoinibi¢cao
possa ter ocorrido, € o caso da fotorrespiracdo (LUVAHA; NETONDO; OUMA, 2007,
MASHILO et al., 2017). A via foto-respiratoria € usada como escape alternativo para
a energia dos fétons quando a taxa de assimilacao fotossintética de CO:2 é restrita.
Isso reduz os possiveis efeitos de estresses oxidativos causados pela producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) em tilacéides,
como a desativacdo de enzimas relacionadas a fotossintese e a consequente inibi¢éo
da atividade funcional do FSIl (BRATT et al.,, 2016; NOWICKA et al.,, 2018). A
assimilacao reduzida de COz é uma resposta comum as condi¢cdes de estresse que
ocorrem como resultado do fechamento estoméatico e causam mais danos ao aparelho
fotossintético. Além dessas limitacBes estomaticas, existem também outras que vao
além da capacidade de abertura e fechamento dos estdmatos, como a taxa de
carboxilacao da rubisco, que pode ser associada as menores taxas de assimilacao de
CO:z intercelular (A/Ci) (LUVAHA; NETONDO; OUMA, 2007; MASHILO et al., 2017).
No presente estudo, a estratégia de fotorespiracdo foi mais evidente nas plantas da
combinacdo UC2/Oleo C3, confirmados pelos menores valores de A/Ci e pela
auséncia de danos ao FSI, confirmada pela presenca de banda G negativa na cinética
de fluorescéncia da clorofila a.

Analisando cada déficit hidrico (seca) e remolhamento (recuperacao) dos ciclos de
seca do grupo C3, foi possivel identificar que o UC2/Oleo perdeu a capacidade de
recuperacdo da fotossintese no terceiro ciclo de seca, momento em que o déficit
hidrico causou uma dréastica diminuigcdo no indice de rendimento quantico do FSII
(Plass). Assim, foi possivel compreender que, para UC2/Oleo C3, a sequéncia de trés
secas prejudicou a atividade fotoquimica do FSIl a ponto de impedir a recuperacéao da
fotossintese liquida no terceiro ciclo de seca. UC2/Ub4a e UC2/Imbu aumentaram a

capacidade de recuperacao da fotossintese no segundo ciclo de seca. No entanto, no
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terceiro déficit hidrico, as plantas da combinacdo UC2/Imbu foram as Unicas que néo
sofreram alteracbes nos parametros fisiolégicos relacionados as trocas gasosas,

sugerindo que os dois ciclos de seca anteriores induziram tolerancia ao déficit hidrico.

O estresse hidrico anterior pode levar as plantas a uma estratégia menos
conservadora em relacdo a eficiéncia no uso da agua. Pode ocorrer uma regulacao
diferencial da transpiracdo estomética, que permite a planta perder mais 4gua durante
a diminuicdo do potencial hidrico da folha, causada pela progressiva reducéo hidrica
no solo (TOMBESI et al., 2018). Esse comportamento foi mais evidenciado para
UC2/Imbu C3, confirmado pela maior condutancia hidraulica das folhas (KvL)
observada apos os trés ciclos consecutivos de seca. A condutancia hidraulica esta
diretamente relacionada a maior compatibilidade entre copa/porta-enxerto
(MARTINEZ-BALLESTA et al., 2010) e, consequentemente, ao aumento da taxa
liquida de fotossintese (HUBBARD et al., 2001; LIU et al., 2005).

Alguns experimentos de enxertia relataram que porta-enxertos tolerantes a seca
geraram copas que puderam manter maior capacidade de absorcdo de agua sob
condicBes de estresse hidrico. Isso resultou na condicdo hidrica das folhas mais
favoravel e, consequentemente, na maior capacidade fotossintética, tanto estoméatica
quanto ndo estomatica, atribuida principalmente a condutancia hidraulica das raizes
(LI et al., 2019). Assim, foi possivel identificar as mudas de manga Ubé& enxertadas no
porta-enxerto Imbua (UC2/ImbU) como plantas com maior potencial de aclimatacéo

para secas sucessivas.

4.2.4.2 A aclimatagao diferencial em mangueiras ‘Uba’ induz a tolerancia ao

déficit hidrico futuro dependente do porta-enxerto utilizado

Com os resultados obtidos apos a simulacdo da seca futura, foi possivel entender
melhor os efeitos dos ciclos de seca anteriores sobre a tolerancia ao déficit hidrico
futuro em mangueiras enxertadas. O comportamento do porta-enxerto durante
eventos sucessivos de seca € amplamente explorado, mas pouco se sabe sobre os
efeitos desses ciclos na tolerancia das combinacfes copa/porta-enxerto a secas

futuras.
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Os efeitos do estresse hidrico variam de acordo com o0 gendétipo da planta, com a
intensidade e duragcdo do estresse e com a impressdo que 0s episodios anteriores
deixaram na planta. Essa “memoria”, ou mais didaticamente falando, essa resposta
diferencial ao estresse, pode ser definida como as modificagdes estruturais, genéticas
e bioquimicas que ocorreram como consequéncia da exposicdo ao estresse e que
tornaram a planta mais tolerante ou mais sensivel ao contato futuro com o mesmo
fator estressante (FLETA-SORIANO; MUNNE-BOSCH, 2016).

Para entender o efeito do estresse hidrico na fotossintese, a cinética polifasica da
fluorescéncia rapida da clorofila a, representada pelos transientes OLKJIP, pode ser
um indicador sensivel para refletir as alterag6es na fotoquimica do FSIl e FSI (VAN
RENSBURG et al.,, 1996; ELSHEERY; CAO, 2008). A amplitude na fase O-K,
registrada por AVok (banda L), indica a conectividade energética das subunidades do
FSIl e na fase O-J, registrada por AVos (banda K), representa a eficiéncia do complexo
evolutivo do oxigénio (CEO) (MUNDAY; GOVINDJEE, 1969; STIRBET; GOVINDJEE,
2011).

O incremento de banda L positiva para todas as plantas do grupo C3 sobmetidas ao
déficit hidrico (DH) em comparacéo as irrigadas (IRR), sugere um estresse gerado por
danos primarios ao PSII, como a desconectividade das unidades de PSII. A banda K
acentuada para as combinacgdes copa/porta-enxerto C3 DH, pode ser devida a um
desequilibrio entre o fluxo de elétrons do CEO para o centro de reacao do FSII. A
banda K evidente nessas plantas sugere que o estresse causado pelo déficit hidrico
pode ter destruido o CEO e prejudicado a capacidade de transferéncia de elétrons no
lado doador do FSIl. Para UC2/Imba DH, houve maiores amplitudes das bandas L e
K nos grupos CO e C1 e menores no grupo C3, sugerindo que os estresses causados
pelos trés ciclos de secas anteriores influenciaram na maior capacidade de protecéo

do FSII em resposta a seca futura.

O estresse por déficit hidrico pode inibir a fotossintese, diminuindo o suprimento de
ribulose 1,5-difosfato (RuBP) causado pela baixa sintese de ATP. Também pode
aumentar a atividade oxigenase da RuBP carboxilase/oxigenase (RUBISCO),
reduzindo a eficiéncia da carboxilagdo (URBAN; AARROUF; BIDEL, 2017). Diminuir
0 processo de carboxilagdo no ciclo de Calvin causa menos demanda por NADPH
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gerado na cadeia transportadora de elétrons fotoquimicos. Sob essas condicdes, se
a planta mantiver o transporte linear de elétrons com a produ¢do concomitante de
NADPH e ATP via FSIlI e FSI, o excesso de elétrons livres gerados na membrana do
tilacoide pode causar estresse oxidativo grave (CHALLABATHULA; ZHANG;
BARTELS, 2018). Por outro lado, se a planta mantiver o transporte ciclico de elétrons
envolvendo apenas o FSI, os elétrons reciclam em torno do FSI e redirecionam a
ferredoxina & plastoquinona. Assim, o gradiente de protons através dos tilacoides
mnatem a producdo de ATP no fluxo ciclico de elétrons sem a formacdo de NADPH.
Essa € uma estratégia importante para o crescimento das plantas, pois gera um
gradiente de pH através das membranas dos tilacéides (ApH), contribuindo para a
sintese de ATP, desencadeando a dissipacdo nado fotoquimica (NPQ, do inglés
non-photochemical quenching) sob condi¢des de estresse e mitigando a producao de
ROS. Dessa forma, pode ocorrer o equilibrio da taxa de producdo ATP/NADPH e a
protecdo do FSI (YAMORI; SHIKANAI, 2016). No presente estudo, ndo foram
observadas varia¢@es significativas no desempenho fotoquimico do FSI ap6s o déficit
hidrico, sugerindo que o fluxo ciclico de elétrons pode ter sido uma das protecées
desse fotossistema. Mostrando que a transferéncia de elétrons das plastoquinonas
receptoras primarias (Qa) e secundarias (Qs) no FSIlI foi bloqueada sob condi¢éo de
estresse.

Existem outras estratégias eficazes na desintoxicacdo das ROS provocadas pelo
excesso de elétrons livres nos cloroplastos. Como é o caso das xantofilas, um tipo de
carotendide que atua como pigmento acessorio e fotoprotetor, envolvido direta ou
indiretamente no NPQ. Ja foi relatado em campo que o teor de carotendides totais
aumentou significativamente nas folhas de Mangifera indica L. Cv. Ub4 cultivadas sob
efeito conjugado de excesso de luz e temperatura (FARIA-SILVA et al., 2017) e sob
auséncia de irrigacdo (FARIA-SILVA et al., 2019). H& evidéncias de que esse efeito €
um componente chave da “memdria” dos cloroplastos em resposta ao estresse
fotoxidativo anterior (JAHNS; HOLZWARTH, 2012).

Com o aumento do teor de carotenoides, também ja foi demonstrado que o estresse
por déficit hidrico aumentou proporcionalmente o conteudo de prolina de duas
cultivares de manga mais comumente cultivadas no Sudoeste da China
(“Choke Anand” e “Khieo Sawoei’) (ELSHEERY; CAO, 2008). Além de atuar
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diretamente no ajuste osmotico durante o déficit hidrico, a ciclagem do substrato para
a biossintese de prolina determina a homeostase metabdlica e a razéo
NADP*/NADPH por meio da via oxidativa da pentose fosfato. Durante a sintese e a
degradacédo da prolina sdo gerados NADP* e NADPH, respectivamente (ASHRAF et
al., 2018). No presente trabalho, foi observado maior acimulo de prolina nas folhas
de mangueiras sob déficit hidrico quando as plantas ja haviam passado por trés ciclos
recorrentes de secas prévias (grupo C3), principalmente para a combinacao
UC2/Imbu. A correlagéo negativa entre o contetdo de prolina e a eficiéncia de uso da
agua no grupo C3 sugere que o desempenho da prolina foi mais direcionado a

manutencao do equilibrio NADP*/NADPH do que para o controle osmotico.

O acumulo de prolina foliar pode estar intimamente relacionado ao aumento do nivel
de &cido abscisico (ABA), ao menor potencial hidrico e a diminuicdo da condutancia
estomatica (ZAHARAH; RAZI, 2009). A reducao da condutancia estoméatica, mediante
estresse hidrico em condi¢cdes de seca, pode ser atribuida ao acimulo de ABA,
hormdnio esse que esté relacionado a inducdo da sintese de prolina (HARE; CRESS;
VAN STADEN, 1999). No presente estudo, foi possivel observar essa estreita relacédo
entre o aumento de prolina e a diminuicdo da condutancia estoméatica para as
combinacdes UC2/Ub4& e UC2/Imbu do grupo de plantas submetidas a trés ciclos
sucessivos de seca (grupo C3). Nesse grupo, 0 aumento da prolina também esteve
fortemente relacionado a diminuicdo do indice de desempenho fotoquimico total
(PltotaL), mas desta vez para todas as combinacdes copa/porta-enxerto. Esse
resultado sugere que o aumento na sintese de prolina foi uma estratégia de defesa
“‘memorizada” pelas secas anteriores para responder de maneira mais eficaz ao déficit
hidrico futuro, especialmente para a combinacdo UC2/Imbu, onde o incremento no
contetdo de prolina foi mais relevante. UC2/Oleo manteve baixa fotossintese liquida,
mesmo nas plantas irrigadas (IRR), refletindo a ndo recuperacéo apés os trés ciclos
de seca.

O conteudo de prolina ja mostrou ser um indicador bioquimico que, somado a
indicadores fisiologicos registrados pela fluorescéncia da clorofila a, demonstrou que
o desempenho fotossintético € dependente da combinacdo copa/porta-enxerto,
identificando o porta-enxerto “Oleo” como sendo o mais promissor na formacédo de

mudas de manga ‘Uba’ cultivadas em condigées de conforto hidrico (FARIA-SILVA,
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GALLON; SILVA, 2020). Porém, os pomares de mangueiras em areas vulneraveis a
seca sao expostos ao estresse hidrico quase todos 0s anos e isso pode naturalmente
estimular a resposta das plantas a esses eventos estressantes. Para entender o efeito
do estresse hidrico causado pelas secas anteriores sobre a fotossintese de
mangueiras enxertadas e identificar as plantas com maior tolerancia a seca futura, a
medicao da fluorescéncia rapida da clorofila a, trocas gasosas e conteudo de prolina
foliar observadas em conjunto pela anédlise de componentes principais (PCA), se
mostrou um método Util e eficaz. De fato, a “memoria” do estresse do porta-enxerto

“Imb0” ocorreu devido a exposicao anterior a trés ciclos de secas recorrentes.

O porta-enxerto “Oleo” gerou copas de mangueira ‘Ub&’ com mais vigor e melhor
capacidade de tolerar o déficit hidrico pela primeira vez. No entanto, essa tolerancia
diminuiu quando foram submetidas a secas recorrentes, perdendo a capacidade de
se recuperar apO0s o terceiro déficit hidrico consecutivo. Um efeito inverso foi
encontrado para o porta-enxerto “Imbu0”, que gerou copas de mangueira ‘Uba com
menos vigor e menor capacidade de tolerar o primeiro déficit hidrico. No entanto, essa
toler&ncia aumentou no terceiro déficit hidrico consecutivo. Os resultados mostraram
que as mudas de mangueira ‘Uba’ expostas a multiplos ciclos de seca puderam
desenvolver uma aclimatacédo diferencial que potencializou seus mecanismos
fotossintéticos, com a intensidade de resposta variando conforme o porta-enxerto

utilizado.

A validacédo desses resultados foi possivel aplicando um déficit hidrico severo (35 dias
de seca) cerca de seis meses ap0s o final dos ciclos de seca. Nesse momento, as
mangueiras ‘Ub& geradas com o porta-enxerto “Oleo” e expostas a trés ciclos de
secas recorrentes, mantiveram baixa eficiéncia fotossintética tanto nas plantas
submetidas ao défict hidrico quanto nas irrigadas, sem interferéncia no contetdo de
prolina. Mostrando que UC2/Oleo foram prejudicadas pelas secas anteriores e nio se
aclimataram diferencialmente para tolerar a seca posterior. JA 0os combinacdes
copal/porta-enxerto geradas com o porta-enxerto “Imbu” (UC2/Imbu) apresentaram
maior eficiéncia fotossintética nas plantas irrigadas e maior contetdo de prolina nas
plantas sob déficit hidrico. Mostrando que essas plantas “memorizaram” os estresses
anteriores e potencializaram a produc¢ao de prolina como protecao para tolerar a seca

posterior.
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5. CONCLUSOES

Os parametros fotoquimicos extraidos da cinética da fluorescéncia da clorofila a
indicados como sendo os mais simples, rapidos e eficientes para identificar
precocemente 0 porta-enxerto mais vigoroso na formacdo de mudas da mangueira
‘Uba’ tolerantes a seca, foram: F2 (relativo a presenca da banda L, referente a
desconectividade energética das subunidades do FSII), Fz (relativo a presenca da
banda K, referente ao desequilibrio entre o fluxo de elétrons do Complexo de Evolucao
do Oxigénio para o centro de reagdo do FSIl), DIo/RC (energia total dissipada por
centro de reacdo ativo), Plass (indice de desempenho potencial do FSII), PlroTaL
(indice de desempenho fotoquimico total, dos fotons absorvidos no FSII até a reducao
de receptores finais no FSI). Durante este trabalho foi observado que as plantas da
mangueira ‘Uba’ expostas a multiplos ciclos de seca desenvolveram uma aclimatagao
diferencial que potencializou seus mecanismos fotossintéticos, e que a intensidade da
resposta variou dependendo do porta-enxerto utilizado. O porta-enxerto “Oleo” foi o
que gerou mudas de manga ‘Ub&’ mais vigorosas e tolerantes a seca quando expostas
ao déficit hidrico uma Unica vez. No entanto, essa tolerancia diminuiu quando as
plantas foram submetidas a secas recorrentes, perdendo a capacidade de se
recuperar apoés o terceiro déficit consecutivo. Um efeito inverso foi encontrado para o
porta-enxerto “Imbu”, que ao primeiro déficit hidrico gerou mudas menos vigorosas e
menos tolerantes, porém, apds o terceiro ciclo de seca consecutivo foi registrada
maior tolerancia ao déficit hidrico nestas plantas. Cerca de seis meses apés o final
desses ciclos, uma seca mais severa de 35 dias de déficit hidrico mostrou que as
mangueiras ‘Ub&" geradas com o porta-enxerto “Oleo” (UC2/Oleo), que haviam
passado previamente por trés ciclos de secas recorrentes, apresentaram baixa
eficiéncia fotossintética e contetdo de prolina inalterado quando comparadas as
plantas mantidas sob irigacdo. Ja as copas geradas com o porta-enxerto “Imbu”
(UC2/Imbu) apresentaram menor dissipacdo de energia fotoquimica (DIlo/RC, banda
L) e maior conteudo de prolina, indicando que os cicos de seca anteriores induziram
0 aumento da tolerancia ao déficit hidrico futuro. Ao final, foi possivel concluir que a
inducéo de tolerancia a seca por meio da aclimatacéo diferencial é dependente do
porta-enxerto utilizado; e confirmar o uso da fluorescéncia da clorofila a como

indicador de porta-enxertos de manga ‘Uba’ mais tolerantes ao déficit hidrico.
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APENDICE A — Relacdes entre (A, B, C) taxa de fotossintese liquida (umol CO, m2 st) com
os dias de seca; e (D, E, F) teor de umidade do substrato com os dias de seca; em vasos de
combinacdo UC2/Oleo (A, D), UC2/Uba (B, E) e UC2/Imbu (C, F). A umidade do substrato foi
representada pelo medidor portatil HydroFarm (%) e pelo célculo da umidade volumétrica (UV)
do substrato, ou seja, contetdo de dgua (cm) por volume total de substrato (cm=3). As barras
de erro representam + EP da média (n=3).
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APENDICE B — Relagao entre a umidade do substrato calculada por umidade volumétrica
(VV, cm2cm®) e medida com o aparelho HydroFarm (%).
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APENDICE C - Siglas, férmulas e definicdes da cinética dos transientes da fluorescéncia da
clorofila a utilizados para o célculo dos parametros biofisicos, de acordo com o teste JIP
(continua)

Sigla Férmula Definicéo

Intensidade de fluorescéncia inicial,
quando todos os centros de reagédo ativos

Fo F1= Fans (CR) do fotossistema Il (FSIl) estdo
abertos.
Valor da fluorescéncia em 150 s (pico da
F. Fisous
banda L)
F F Valor da fluorescéncia em 300 s (pico da
s 300ks banda K)
Fa Fi = Foms Valor da fluorescéncia em 2 ms (etapa J).
F F=F Valor de fluorescéncia em 30 ms
5 I = F30ms (etapa |)
E Fo = <F Valor méaximo sob iluminagdo saturada
M P = 550ms (etapa P)
Fv Fm - Fo Fluorescéncia variavel maxima.
A (Fs = Fo)/(Fm — Fo) Fluorescéncia variavel relativa na etapa J.
Valor aproximado da inclinag&o inicial da
Mo 4 - (Faoous = Fo)/(Fu = Fo) curva de fluorescéncia variavel relativa.
RC/CS oPo . (Ms/Mo) . Fo Numero de CR do FSIl por secdo
0 = (RC/ABS) - (ABS/CS) transversal (CS) (emt=0)
qV/dt M indice fotoquimico primario calculado
0 0 pela taxa de fechamento dos CRs.
Fluxo de energia absorvida por CR,
ABS/RC Mo . (1/V3) . (1/9Po) medido pelo tamanho aparente da antena
do FSilI.
Fluxo de energia capturada por CR,
TRo/RC Mo (1V1) levando a reducao da quinona A (Qa).
DIlo/RC ABS/RC — TRo/RC Energia total dissipada por CR (emt = 0)
Rendi A .
oPs 1 — Fo/Fy = TRo/ABS endimento  quantico maximo da

fotoquimica primaria do FSII.
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APENDICE C - Siglas, férmulas e definicbes da cinética dos transientes da fluorescéncia da
clorofila a utilizados para o calculo dos parametros biofisicos, de acordo com o teste JIP.
(concluséao)

Sigla Férmula Definicéo

Eficiéncia com a qual um elétron
wEo 1-V;=ETdTRo capturado no FSIl é transferido de Qa

para Qg.

Eficiéncia com a qual um elétron de Qs €
O0Ro (1 -Vi)(1-V;) =RElETo transferido até os receptores finais do
fotossistema | (FSI).

oEo 1-FyfFy = ETJABS Rendimanto quantico para transporte de

elétrons
Rendimento quéantico do fluxo de
@Ro 1 - F/Fu = REJ/ABS transporte de elétrons até os aceptores

finais do FSI.

(RC/ABS) . (¢Po/(1 — @Po))

PI indice de desempenho potencial do FSII.
- (WEo/(1 - YEo)) bermo P
indice de desempenho fotoquimico total,
medido pela conservacdo de energia de
Plrora Plags - (9Ro/(1 - 8Ro)) fétons absorvidos no FSII até a reducao
de receptores finais no FSI.
Forca motora do FSIl em relagdo a
DFags log(Plass) absorc3o.
DFromaL log(Plrora) Forca motora do FSIl e FSI em relacdo a

absorcao.

Fonte: (STRASSER; TSIMILLI-MICHAEL; SRIVASTAVA, 2004; STIRBET et al., 2018)



