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RESUMO

EFICIENCIA NA ABSORCAO E PROPOSICAO DE NIVEIS CRITICOS DE
NUTRIENTES EM FOLHAS DE CITROS

AUTORA: Amanda Veridiana Krug
ORIENTADOR: Gustavo Brunetto

Os citros possuem grande importancia mundial no setor agricola. Os parametros cinéticos
relacionados a absorcdo de nutrientes normalmente ndo sdo avaliados em citros, mas podem
estabelecer porta-enxertos e enxertos mais ou menos eficientes na absor¢do de nutrientes.
Paralelo a isso, em geral, a necessidade e as doses de nutrientes sdo estabelecidas
considerando os resultados da andlise de solo. Porém, como 0s citros possuem reservas
internas de nutrientes, especialmente em érgdos perenes, e as raizes exploram camadas de solo
mais profundas que a camada diagnoéstica, a andlise foliar pode ser adequada para contribuir
no diagnostico do estado nutricional. Os estudos objetivaram estabelecer valores de variaveis
cinéticas relacionadas a absorcdo de P e propor valores de referéncia nutricionais em folhas de
citros. Dois estudos foram conduzidos. O Estudo 1 abordou a selecdo de porta-enxertos e
enxertos quanto a eficiéncia de absorcdo de P. Um experimento com dois porta-enxertos
(‘Trifoliata’ e ‘Citrumelo’) e enxertos (‘Citrumelo + Montenegrina’; ‘Citrumelo + Valéncia’ e
‘Trifoliata + Montenegrina’; ‘Trifoliata + Valéncia’) foi conduzido. As plantas foram
cultivadas por 10 dias, em vasos contendo solucdo com CaSO, a 0,1 mol L™. Apés esse
periodo, foram submetidas a solucdo de Hoagland, realizando-se coletas periddicas de solucéo
durante 102 horas de avaliagdo. Em seguida, parametros bioquimicos, fisiolégicos e
morfoldgicos da parte aérea e raizes, matéria seca, bem como a concentragdo de P foram
avaliados. Os pardmetros cinéticos de absor¢do de P (Vmax, Km, Cpin € influx - I) foram
calculados utilizando o software Influx. O Estudo 2 estabeleceu e comparou padrbes
nutricionais obtidos pelo método CND (Composition Nutritional Diagnosis) para citros em
clima subtropical, obtendo-se o nivel critico (NC) e a faixa de suficiéncia (FS) em folhas.
Utilizou-se um banco de dados com a producédo de frutos e os teores de nutrientes em folhas,
obtidos em quatro safras, em pomares comerciais nao irrigados, cujos frutos séo destinos para
a comercializacdo in natura. O método de célculo multivariado CND foi utilizado. No Estudo
1, o porta-enxerto ‘T’ apresentou os maiores valores de influxo de P, concentracdes de P no
tecido, trocas gasosas, pigmentos e tendéncia de maior taxa fotossintética e menos estresse ou
necessidade de ativacdo do sistema antioxidante. No Estudo 2, o0 método CND foi eficaz no
diagnostico do estado nutricional do citros, em relacdo aos teores foliares dos nutrientes N, P,
K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn, Zn e B. As FS estabelecidas a partir do indice CND s&o diferentes
das obtidas em outros paises e regides. Os resultados do Estudo 1 e do Estudo 2 podem
permitir o uso racional de fertilizantes, diminuir problemas de contaminacdo ambiental e
gastos desnecessarios por parte do citricultor, além de proporcionar maiores rendimentos na
producéo de citros nos pomares.

Palavras-chave: CND. Nutrientes. Parametros cinéticos. Estado nutricional. Frutifera.



ABSTRACT

EFFICIENCY IN THE ABSORPTION AND PROPOSAL OF CRITICAL LEVELS OF
NUTRIENTS IN CITRUS LEAVES

AUTHOR: Amanda Veridiana Krug
ADVISOR: Gustavo Brunetto

Citrus plants adapt well in tropical, temperate, and subtropical countries, which turns them of
great importance to the agriculture sector. Usually, Kinetics parameters related to nutrient
uptake are not evaluated, that can establish which rootstocks or grafts are more or less
efficient to the absorption of nutrients. At the same time, in citrus and other fruit production in
general, the need and nutrient doses are established considering the results of soils analysis,
however, as citrus present internal reserves of nutrients, especially in perennial organs, and
the roots occupies deeper soil layers than the diagnosticated layer, the foliar analysis can be
adequate to contribute in the diagnosis of nutritional state. This research aimed to establish
values of kinetic variables related to P absorption and propose nutritional reference values in
citrus leaves. Two studies were conducted. Study 1 approached the selection of citrus
rootstocks and grafts, in terms of P absorption efficiency. One experiment with two citrus
rootstock (‘Trifoliata’ and ‘Citrumelo Swingle’) and grafts (‘Citrumelo + Montenegrina’;
‘Citrumelo + Valéncia’ and ‘Trifoliata + Montenegrina’; ‘Trifoliata + Valéncia’) was
conducted. The rootstocks and grafts de citrus were cultivated for 10 days, in pots containing
solution with CaSO, at 0,1 mol L™. After this period, the plants were exposed to the Hoagland
solution, where were conducted periodical collections of solution for 102 hours of evaluation.
Afterwards, biochemical, physiological and morphological parameters of aerial part and roots,
dry matter, P concentration were evaluated. Kinetical parameters or P absorption (Vimax, Km,
Cmin and influx - 1) were calculated using Influx software. Study 2 established and compared
nutritional standards obtained through CND method for citrus in subtropical climate obtaining
CL and SB in leaves. A database was used with the production of fruits and nutrient content in
leaves, obtained in the four harvests, in commercial orchards not irrigated, where the fruit are
destinated to the commercialization in natura. The method of multivariate calculation CND
was utilized. In the Study 1, the rootstock ‘Trifoliata’ presented higher values of P influx,
concentration of P in tissue, gas exchanges, pigments and tendency of greater photosynthetic
rate, and stress or need of activation of the antioxidant system. In the Study 2, the method
CND was effective in the diagnosis of nutritional state of citrus, in relation to the nutrient
concentration in leaves of N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn, Zn and B in poor, adequate and
excessive concentration. The SB established from CND index are different from the ones
obtained in other countries and regions. The results of studies 1 and 2 can allow the rational
use of fertilizers, decrease problems with environmental contamination and unnecessary
expenses by the citrus farmers, besides to provide greater yields of citrus production in the
fruit farms.

Keywords: CND. Nutrients. Kinetics parameters. Nutritional status. Fruit farm.
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1 INTRODUCAO GERAL

A citricultura é uma das atividades agricolas mais relevantes em todo o mundo, com
uma producédo estimada de 146 milhGes de toneladas de frutos (FAO, 2019; IBGE, 2022),
sendo China, Brasil, Estados Unidos da América, México e India os cinco principais paises
produtores (FAO, 2019). O Brasil ¢ um tradicional produtor de frutas citricas (laranjas,
limdes, limas e tangerinas), sendo o maior produtor de suco de laranja e 0 sexto maior
produtor mundial de tangerinas (FAO, 2019), juntando-se a China, Espanha, Turquia,
Marrocos, Egito e Estados Unidos como os maiores produtores de tangerina do mundo. As
maiores areas cultivadas no pais estdo localizadas no estado de Sdo Paulo (SP), porém o Rio
Grande do Sul (RS) tem posi¢éo destacada, sendo o 4° maior estado produtor de tangerinas e o
6° de laranjas do Brasil (IBGE/SIDRA, 2022).

O RS tem uma éarea plantada de 35.446 hectares de citros (IBGE/SIDRA, 2022), e
cerca de doze mil familias possuem renda a partir da producéo de laranjas, tangerinas e limdes
ou de outros segmentos ligados, como transporte, inddstria e comercializacdo de frutas
frescas, producéo e vendas de mudas e insumos (EFROM; SOUZA, 2018). No ano de 2021, a
producdo de citros no RS foi de 523 mil toneladas. Como principais regides produtoras do
estado estdo o Vale do Cai, onde € expressiva a producdo de bergamotas (tangerinas); a regiao
do Alto Uruguai, onde estd a maior producédo de laranja para suco no estado; a regido da Serra,
onde se destacam variedades tardias destinadas ao consumo de mesa; e a Fronteira Oeste, polo
mais recente e produtor de variedades sem sementes, voltado também para a exportacdo
(JOAO; CONTE, 2018).

A maior parte dos solos cultivados com citros no Brasil e no mundo ndo possui
quantidade suficiente de nutrientes para suprir a demanda das plantas. 1sso porque as espécies
selecionadas visam a potencializar a capacidade de producdo de frutos, com consequentes
exigéncias nutricionais também potencializadas, ja que a exportagdo de nutrientes pelos frutos
colhidos acaba resultando na reducdo da fertilidade dos solos (QUAGGIO; RAIJ; PIZA
JUNIOR, 1997; SIQUEIRA; SALOMAO, 2017). Quando isso acontece torna-se necessario
realizar aplicacBes de nutrientes, principalmente os macros, como nitrogénio (N), potassio
(K), fésforo (P), célcio (Ca) e magneésio (Mg), com o objetivo de elevar as concentragdes nos
solos.

A planta citrica ndo entra em dorméncia e costuma vegetar o ano todo, acumulando
reservas de nutrientes, e, assim, a quantidade de nutrientes exportados pelos frutos depende da

adubacdo, do tipo de solo, clima, porta-enxerto e variedade copa. Porém, muitas vezes, é


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653520315745?casa_token=JsOVyk2EzNUAAAAA:3_9eNuwmSi2JaIM3AFnP9UQ_VlmeVHX-raJKz_KDpWc9Fw9a9SvXjnZmRLzd80DR4b2PrJnR#bib15
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baixa a eficiéncia de absorcdo de nutrientes, como o P, por porta-enxertos ou combinacéo
porta-enxertos e variedades de citros. 1sso pode acontecer porque normalmente variedades e
porta-enxertos sdo selecionados considerando-se as elevadas produtividades, a qualidade de
frutos e a resisténcia a pragas ou doencas (LADO; RODRIGO; ZACARIAS, 2014;
EMMANOUILIDOU; KYRIACOU, 2017; SIQUEIRA; SALOMAO, 2017). Por essa razdo,
torna-se importante determinar variaveis relacionadas a eficiéncia de absorcéo de nutrientes,
especialmente relacionadas ao P. Isso também é motivado porque as reservas de fertilizantes
fosfatados séo finitas (NOVAIS et al., 2018; ANTUNES et al., 2022), o que também tende a
estimular o aumento do custo dos fertilizantes no futuro (CORDELL; DRANGERT; WHITE,
2009). Além disso, a maior parte do P adicionado aos solos via adubacdo tende a ser
adsorvido a grupos funcionais de particulas reativas inorganicas do solo, formando complexo
de esfera interna (ANTELO et al., 2005), e, quando isso acontece, apenas uma pequena
porcao de P sera potencialmente disponivel as plantas (WEIL; BRADY, 2017).

A eficiéncia de absorcdo de nutrientes pode ser estimada considerando-se as variaveis
cinéticas de captacdo de nutrientes, como a velocidade méaxima de captacdo (Vmax), que se
refere & quantidade de nutriente absorvida quando todos os transportadores especificos na
membrana celular da raiz estdo saturados; pela constante de Michaelis-Menten (Kr,), que
indica a afinidade de absorcéao entre o nutriente/ion e o seu transportador, sendo o seu valor na
solucdo a metade da velocidade maxima de absor¢do; e a concentragdo minima (Cpin), que
corresponde @ menor concentracdo na qual as raizes podem extrair um nutriente da solugéo e o
influxo (1), que representa a quantidade de nutriente absorvida pela massa de raizes em uma
unidade de tempo (YANG et al., 2007; MARTINEZ et al., 2015; PAULA et al., 2018). Dessa
forma, porta-enxertos ou combinagdes porta-enxertos e variedades (enxertos) que apresentam
menores valores de Cnin € Km, juntamente com maiores valores de Vmax € |, podem se adaptar
a solos de baixa fertilidade natural ou mesmo podem ser submetidos a menores doses de
fertilizantes (PAULA et al., 2018; KULMANN et al., 2020).

No entanto, convém destacar que para porta-enxertos e enxertos nao sao
suficientemente conhecidos os valores de variaveis cinéticas relacionadas a absorcdo de
nutrientes e, por consequéncia, ndo sdo conhecidos claramente quais 0os materiais genéticos
mais e menos eficientes na absorcdo de nutrientes como o P. Caso isso seja determinado,
serdo possiveis variedade porta-enxertos ou combinagdo porta-enxertos e variedades copa em
solos mais ou menos férteis, mas também se poderad saber quais devem ser submetidos a
maiores ou menores doses de fertilizantes fosfatados. Isso possibilitara, tambeém, a

racionalizacdo de uso dos adubos P, além de diminuir o potencial de contaminagdo do solo e
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das aguas superficiais pelo excesso de P, que pode causar eutrofizacdo (ZHOU; GIBSON;
ZHU, 2001; BOITT et al., 2018; PU et al., 2021).

Contudo, depois da selecdo de porta-enxertos ou combinacdes de porta-enxertos e
variedades, através da enxertia, mais eficientes na absorc¢éo de nutrientes, torna-se necessario
definir outros critérios técnicos, preferencialmente em campo, para determinar a real
necessidade de aplicacdo de nutrientes nos pomares. 1sso pode ser feito através da analise de
solo que informa as fragbes do nutriente disponivel (PREZOTTI, 2013). Os teores de
nutrientes disponiveis podem apresentar boa relacdo com varidveis de producdo ou qualidade
de frutos (SRIVASTAVA; SINGH, 2007). Porém, nem sempre isso acontece, inclusive em
citros, pois as arvores possuem reservas internas de nutrientes, que séo redistribuidas na planta
no ciclo seguinte (NATALE; ROZANE, 2018), o que diminui a dependéncia da arvore dos
nutrientes do solo (LEGAZ; SERNA; PRIMO-MILLO, 1995). Além disso, as raizes de
plantas perenes podem ocupar maior volume de solo se comparadas a culturas anuais
(AVILAN, 1987; NATALE; ROZANE, 2018). Isso favorece a maior exploracdo do solo, o
que potencializa a absor¢do de agua e nutrientes, inclusive em camadas de solo nao
amostradas (AVILAN, 1987). Além disso, as raizes das camadas mais profundas podem
possuir mecanismos que potencializam a absorcdo de fracbes de nutrientes ndo detectadas
pelos métodos de analise de solo em laboratdrios de rotina. Por causa disso, convém, sempre
que possivel, realizar a analise quimica das folhas, que diagnostica o estado nutricional de
frutiferas, como os citros.

O ionoma é a composicdo de nutrientes minerais dos organismos vivos (HUANG;
SALT, 2016); assim, o ionoma foliar de plantas, como citros, pode ser interpretado por varios
procedimentos. Os mais comuns sdo 0s métodos univariados, como o Nivel Critico (NC)
(ULRICH; HILLS, 1967) e a faixa de suficiéncia (FS) (PREVOT; OLLAGNIER, 1956;
SMITH, 1962). Também ha métodos bivariados, como o Sistema Integrado de Diagnose e
Recomendacdo (DRIS), do inglés Diagnosis and Recommendation Integrated System
(BEAUFILS, 1973), e Modified - Diagnosis and Recommendation Integrated System (M-
DRIS) (BEVERLY, 1987; HALLMARK et al., 1987), que pressupdem rela¢des duais entre 0s
nutrientes. Por outro lado, também se pode usar o método multivariado Diagndstico da
Composicdo Nutricional (CND), em inglés Compositional Nutrient Diagnosis, uma técnica
evoluida e que foi aperfeicoada a partir do NC, FS e do DRIS por Parent e Dafir (1992).

O CND envolve interagdes multiplas entre os nutrientes e, também, considera os
elementos ndo determinados pela analise quimica das folhas, proporcionando assim uma

avaliacdo do equilibrio nutricional da cultura de forma integrada (BHADURI; DEBARATI,
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PAL, 2013; LABAIED; SERRA; MIMOUN, 2018; LIMA NETO et al., 2020; ROZANE et
al., 2020; SILVA; CHIAIA, 2021). Para realizar tal diagnose, € fundamental ter acesso a um
banco de dados amplo, representativo e confiavel, composto por nutrientes determinados nas
folhas e pela produtividade das culturas, pois este método considera o rendimento das culturas
para assim definir os valores de referéncia, os quais indicam a resposta vegetal a adi¢ao de
fertilizantes.

Estudos para estabelecer indices de deficiéncia, normalidade e excesso de nutrientes
em laranjeiras, usando a metodologia CND, ja foram realizados em citros em S&o Paulo
(ROZANE, et al., 2015; YAMANE, 2018). Porém, estados como o RS e outros utilizam
variedades copa distintas, com predominancia de tangerinas, assim como utilizam porta-
enxertos mais adaptados ao clima do frio, como no caso do RS, em que mais de 90% das
mudas produzidas sdo enxertadas em Poncirus trifoliata (SCHAFER; BASTIANEL;
DORNELLES, 2001), cujos frutos sdo destinados para consumo in natura. Por isso, torna-se
necessario definir indices regionais (deficiéncia, normalidade e excesso), NC ou FS, que
possibilitem a adequada diagnose do estado nutricional em variedades de citros no Rio Grande
do Sul, o que j& vem sendo realizado em frutiferas, como a mangueira (Mangifera indica)
(PARENT, 2013), goiabeira (Psidium guajava) (ROZANE et al., 2012), pessegueiro (Prunus
persica) (BETEMPS et al., 2020) e videira (ROZANE et al., 2020).
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2 HIPOTESES

a) O porta-enxerto Poncirus trifoliata, 0 mais utilizado no Rio Grande do Sul, € menos

eficiente na absorcdo de P quando recebe enxerto de uma variedade copa.

b) Faixas de suficiéncia (FS) de nutrientes em folhas de citros, definidas com o

estabelecimento de normas CND, terdo menores amplitudes para macro e micronutrientes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer os valores de variaveis cinéticas relacionadas a absorcdo de P e propor
valores de referéncia nutricionais em folhas de citros, as quais podem racionalizar o uso de

fertilizantes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)  Avaliar se 0s porta-enxertos de citros ‘Trifoliata’ e ‘Citrumelo’, sem e com enxertia,
possuem diferencas em relagéo a eficiéncia de absorcéo de P.
b)  Avaliar se, com os indices CND em folhas, sera possivel obter NC ou FS para todos 0s

nutrientes analisados na cultura dos citros.
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4 ESTUDO 1 - EORTA-ENXERTOS E ENXERTOS DE CITROS MAIS EFICIENTES
NA ABSORCAO DE FOSFORO POSSIBILITAM O USO MAIS RACIONAL DE
FERTILIZANTES FOSFATADOS

Resumo

Parametros cinéticos (Vmax, Km, Cmin € 1) podem indicar quais porta-enxertos e plantas

enxertadas de citros podem ser cultivadas em solos com menor disponibilidade de fosforo (P).

Isso é desejado porque podem racionalizar o uso de fertilizantes fosfatados, diminuindo o

custo de producdo e o potencial de contaminacdo de solos e &guas, com a manutencdo de

elevadas produtividades. Este estudo objetivou selecionar porta-enxertos e enxertos mais
eficientes na absorcdo de P. Os porta-enxertos ‘Trifoliata’ (T) e ‘Citrumelo’ (C) e enxertos
com a laranjeira ‘Valéncia’ (TV; CV) e mandarina ‘Montenegrina’ (TM; CM) foram
aclimatados em solucdo de Hoagland a 50% da forca e testados durante 10 dias de

esgotamento de reservas internas em solucdo de CaSO,; foram também avaliados durante 102

horas de marcha cinética. Os parametros cinéticos (Vmax, Km, Cmin € 1), a eficiéncia de

absorcdo de P, os pardmetros morfologicos de raizes e os bioquimicos e fisiologicos foram

determinados. O porta-enxerto ‘T’ apresentou valores mais altos de influxo de P,

concentracfes de P no tecido, trocas gasosas, pigmentos fotossintéticos, tendéncia de maior

fotossintese e menor estresse ou necessidade de ativagdo do sistema antioxidante, indicando
ser mais eficiente na absor¢do de P. Os porta-enxertos ndo demonstraram comportamento
superior as suas variedades enxertadas. O tempo minimo de avaliagdo da marcha cinética para
alcancar o Cn de absorcdo de P para o porta-enxerto ‘T’ foi de 87 horas, enquanto que para
‘C’,‘CM’, ‘CV’, “TM’ e “TV’ foi de 90 a 91 horas.

Palavras-chave: Parametros cinéticos. Fosforo. Selecdo de enxertos e porta-enxertos.

4.1 INTRODUCAO

As frutas citricas sdo algumas das frutas mais produzidas no mundo (LI et al., 2020). O
Brasil produziu 16 milhdes de toneladas de citros na safra 2020/2021 e preparou 79% de todo
0 suco de laranja consumido no mundo, 0 que torna a citricultura uma das principais
atividades do agronegdcio do pais e da América Latina (IBGE, 2022; USDA, 2022). Porém,
solos tropicais e subtropicais cultivados com citros possuem baixa disponibilidade natural de
fosforo (P), pois possuem grande capacidade de adsorsdo de P em grupos funcionais de
particulas inorganicas, como os oxidos de ferro (Fe), aluminio (Al) e manganés (Mn)
(MAHARAJAN et al., 2021; BASILIO et al., 2022). Por isso, os solos tropicais e subtropicais


https://acsess.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Maharajan%25252525252C+Theivanayagam
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no mundo ndo fornecem a quantidade de P necessaria para suprir a demanda do citros,
tornando-se necessario realizar aplicacdes de fertilizantes fosfatados em adubacdes de plantio
e producdo (RICHARDSON et al., 2009).

As adubacdes fosfatadas objetivam elevar os teores de P no solo até o nivel critico
(NC) ou a faixa de suficiéncia (FS) estabelecidos para o citros (ASHWINI et al., 2022).
Porém, o mais adequado é que as plantas citricas possam crescer e produzir em solos com
baixos valores de NC e FS de P. Isso porque menores serdo as doses de P a serem aplicadas,
diminuindo o custo de producéo e o potencial de contaminagéo de solos e &gua (WANG et al.,
2018). Além disso, as reservas de P no mundo sdo finitas e estima-se que o depdsito de rocha
fosfatica persista por apenas mais 50 anos (NOVAIS et al., 2018; ANTUNES et al., 2022).
Por isso, torna-se necessario selecionar porta-enxertos, como ‘Trifoliata’ (Poncirus trifoliata)
e ‘Citrumelo Swingle’ (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata), e variedades enxertadas, como
‘Montenegrina’ (Citrus deliciosa Tenore) e ‘Laranja Valéncia’ (Citrus sinensis L. Osbeck),
que apresentem caracteristicas que confiram maior eficiéncia na absorcao de P.

No clima subtropical, o porta-enxerto ‘Trifoliata’ (Poncirus trifoliata L.) € um dos
mais cultivados, porque é caducifolia (OLIVEIRA et al., 2008), possui tolerancia a doencas e
confere longevidade ao pomar (OLIVEIRA et al., 2008; EFROM; SOUZA, 2018). Também o
porta-enxerto hibrido ‘Citrumelo Swingle’ (Citrus paradisi Macfad. x Poncirus trifoliata L.) é
cultivado por possuir tolerancia a doengas e resisténcia ao frio e poder antecipar a producao de
frutos (EFROM; SOUZA, 2018). As variedades copa mais populares para o clima subtropical
sdo as tardias, como as mandarinas (Citrus sp.) e a laranjeira doce ‘Valéncia’ (Citrus sinensis
L. Osbeck), porque possuem dupla aptiddo e, por isso, podem ser destinadas a elaboracdo de
suco e/ou ao consumo in natura (SCHWARZ; SOUZA; OLIVEIRA, 2018). No entanto, ndo é
suficientemente conhecido quais sdo 0s porta-enxertos ou plantas enxertadas mais eficientes
na absor¢éo de P.

A eficiéncia de absorcdo de P em porta-enxertos e variedades pode ser estimada pelos
parametros cinéticos relacionados a absorcdo de fosfato. Os parametros cinéticos de absor¢édo
de nutrientes sdo compostos pela velocidade maxima de absor¢do (Vmax), constante de
Michaelis-Menten (K.,), concentracdo minima (Cnin) € influxo (I). A Vmax se refere a
quantidade de nutriente absorvido por unidade de tempo, quando todos os sitios (carregadores
ou canais) das membranas celulares das raizes estiverem saturados (LI et al., 2012;
MARTINEZ et al., 2020). A constante de Michaelis-Menten (K, indica a concentracdo de
nutriente/ion em solucdo na qual € atingida a metade do Vmax, ViSto que quanto menor o valor

de Ky, maior ¢ a afinidade do transportador pelo ion a ser transportado (EPSTEIN; BLOOM,


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/phosphorite
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/phosphorite
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2004). A Cnin indica a concentracdo minima de nutriente na solucdo onde as raizes ativam a
absorcdo do nutriente (CLAASSEN; BARBER, 1974; MARTINEZ et al., 2020). Por fim, o |
se refere a velocidade liquida de absor¢do do ion em uma solucdo de concentracao.

Esse conjunto de varidveis determina a taxa de influxo (I) por unidade de matéria de
raizes, por unidade de tempo (CLAASSEN; BARBER, 1974; MARSCHNER, 2012). Além
desses parametros, a medicdo da morfologia do sistema radicular possibilita correlacionar a
deplecdo da concentracdo de formas de P na solucdo com as caracteristicas genéticas da planta
(SAENGWILAI et al., 2014; MOROSINI et al., 2017; SANCHEZ et al., 2018; TORRES et
al., 2019). Isso porque maiores valores de varidveis morfolégicas radiculares, como
comprimento e area superficial de raizes, podem indicar que as plantas sdo mais adaptadas a
ambientes com baixa disponibilidade de nutrientes (ZONTA et al., 2006), mas isS0 nem
sempre é observado (SVISTOONOFF et al., 2007; TICCONI et al., 2009; POIRIER;
JASKOLOWSKI; CLUA, 2022). A eficiéncia nutricional de P pelos materiais genéticos pode,
também, ser avaliada por meio de indices de eficiéncia nutricional, como a eficiéncia de uso
de P (PUE), que sdo parametros que refletem processos fisioldégicos, como absorcéo,
translocacéo, armazenamento e redistribuicdo de nutrientes (ELANCHEZZHIAN et al., 2015;
MARQUES et al., 2020).

Variaveis fisiologicas e bioguimicas também podem ser importantes parametros na
determinacdo da eficiéncia nutricional, porque a produgdo de biomassa e o crescimento das
plantas estdo diretamente relacionados com as taxas fotossintéticas, contetdo de pigmentos,
atividade de enzimas metabolicas e capacidade de defesa antioxidante (JIA et al., 2021;
ALMEIDA et al., 2020). O estudo objetivou selecionar os porta-enxertos e enxertos de citros

mais eficientes na absorcao de P.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Tratamentos e condicGes experimentais

Duas variedades de porta-enxertos de citros, ‘Citrumelo Swingle’ (Citrus paradisi
Macfad. X Poncirus trifoliata L.) — (C) e ‘Trifoliata’ (Poncirus trifoliata L.) — (T), foram
testadas em trés condigdes: (i) sem enxertia (hipobioto); (ii) enxertados (epibioto) com a
variedade copa ‘Valéncia’ (Citrus sinensis (L) Osbeck): ‘Citrumelo + Valéncia’ — (CV),
‘Trifoliata + Valéncia’- (TV); e (iii) com a variedade copa ‘Montenegrina’ (Citrus deliciosa

Tenore): ‘Citrumelo + Montenegrina’- (CM), ‘Trifoliata + Montenegrina’ — (TM).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jipb.13053%23jipb13053-bib-0197
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As plantas foram produzidas por enxertia de gema ativa ou borbulha e, em seguida,
foram cultivadas em sacos plasticos de 1 L, com substrato contendo turfa de sphagnum,
perlita expandida, vermiculita expandida, casca de arroz torrefada, calcario dolomitico, gesso
agricola e fertilizante NPK. Aos 18 meses de cultivo, cinco plantas de altura e vigor
homogéneas de cada porta-enxerto e combinagdes foram selecionadas. As mudas foram
retiradas cuidadosamente dos sacos plasticos, e o sistema radicular de cada planta foi lavado
em agua destilada para a retirada do substrato de cultivo.

O estudo foi conduzido no periodo de 07 de novembro a 22 de dezembro de 2020, em
casa de vegetacdo (29° 42’ 57,4" S; 53° 43" 12,2" O, altitude 115m), no Departamento de
Solos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), em Santa Maria, Rio Grande do Sul,
regido Sul do Brasil. Ao longo do experimento, a umidade relativa do ar na casa de vegetacao
foi mantida em 60 + 5% e a temperatura média do ar em 25 + 2°C. As plantas foram fixadas
individualmente em vasos, com auxilio de uma folha de isopor de 3 mm de espessura, para
evitar a entrada de radiacdo solar e a evaporacdo da solugdo nutritiva, além de auxiliar na
fixacdo da muda (apéndice A). A lamina de isopor possuia um orificio central para a
passagem do caule das plantas. Em um segundo orificio, foi inserido um tubo de policreto de
vinila (PVC), ligado a uma mangueira de silicone que estava conectada em um compressor,
responsavel pela aeracédo do sistema (apéndice B). Os vasos foram distribuidos aleatoriamente
sobre as mesas na casa de vegetagdo, considerando um delineamento experimental
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 3 (duas variedades de porta-enxerto e trés
condigdes de planta).

As plantas foram acondicionadas individualmente, com as raizes nuas, em vasos de 7
L de capacidade, contendo 5 L de solugdo nutritiva de Hoagland a 50% (JONES JUNIOR,
1983). A solucéo de Hoagland a 100% continha (em mg L™): N-NOs" = 196; N-NH;* = 14; P
= 31; K=234; Ca=160; Mg = 48,6; S = 70; Fe-EDTA = 5; Cu = 0,02; Zn = 0,15; Mn = 0,5;
B =0,5e Mo =0,01. As plantas permaneceram em solucdo de Hoagland a 50% por 15 dias
para aclimatacdo, sendo a cada trés dias substituida. O pH foi ajustado diariamente em 6,0 +
0,2, utilizando HCI 1 mol L™ e NaOH 1 mol L™,

4.2.2 Marcha cinética

Apbs o periodo de 15 dias de aclimatizacdo em solucdo nutritiva, as plantas foram
estimuladas a um esgotamento de reservas internas de nutrientes. Para isso, as plantas foram

mantidas em solucdo de CaSO,4 (0,01 mol L™) para conservar o potencial eletroguimico e
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preservar a integridade da parede celular durante mais 10 dias (PAULA et al., 2018).
Posteriormente, as plantas retornaram a solucdo nutritiva de Hoagland a 15%, onde
permaneceram durante uma hora, para que o sistema restabelecesse as condi¢des estacionarias
de absorcdo, o que é requerido pelo modelo cinético (CLAASSEN; BARBER, 1974). Apo6s
uma hora, a soluc¢do foi substituida por outra solugdo de Hoagland a 15%. Imediatamente foi
iniciado o periodo de coleta das aliquotas de solucdo para a marcha cinética.

Dez mililitros da solucdo de cada vaso foram coletados no tempo zero (0), momento
de substituicdo da solucdo de Hoagland a 15%. Em seguida, foram coletadas aliquotas de 10
ml a cada 6 horas, até atingir as primeiras 42 horas (0; 6; 12; 18; 24; 30; 36; 42 h), a cada uma
hora entre 42 até 50 horas, a cada trés horas entre 50 e 53 horas, a cada 6 horas entre 53 e 65
horas, e a cada uma hora entre 65 e 102 horas. Assim, a solucéo foi coletada durante 102
horas. As solugdes foram armazenadas e congeladas a -10°C para posterior anélise. No inicio
e ao final do experimento as plantas passaram por medigcdes de altura, peso de planta e
diametro de caule. No final da avaliacéo, as plantas foram retiradas dos vasos e particionadas
em orgaos: folhas, caule e raizes. A matéria fresca de folhas, caule e raizes foi determinada
em uma balanga digital (Bel Engineering, Balanca de precisdo L, Brasil). O volume de
solucdo nutritiva remanescente em cada vaso foi mensurado com o auxilio de uma proveta
graduadade 1 L.

4.2.3 Andlise de nutrientes no tecido e solucédo nutritiva

Os 6rgdos das plantas foram secos em uma estufa com circulagdo de ar for¢ado a 65°C
até atingirem massa constante. Os 6rgdos foram pesados em balanga digital de precisdo para a
determinacdo da matéria seca. Em seguida, o tecido foi moido em moinho do tipo Willey e
passado em peneira com malha de 2 mm. A quantidade de 0,250g do tecido dos 6rgéos foi
preparada e submetida a digestdo nitroperclérica (3:1 de acido nitrico e acido percldrico) até
180°C, durante 5 horas (SILVA, 2009). No extrato foram determinadas as concentragdes de
Ca, Mg, Mn, Cu, Zn e Fe em espectrofotdmetro de absorcdo atbmica (EAA; Varian
SpectrAA-600, Australia). A concentracdo de K foi determinada em espectrofotdmetro de
chama (B262 Micronal). O P foi determinado por colorimetria, usando metodologia proposta
por Murphy e Riley (1962), em espectrofotometro (SF325NM, Bel Engineering, Italy). A
quantidade de 200 g de tecido vegetal seco foi pesada e submetida a digestdo sulfarica a
350°C, durante 4 horas. O extrato foi destilado em destilador micro Kjeldahl (Tecnal, TE-

0363, Brasil), utilizando acido borico como solugdo de captura, e titulado com &cido sulfurico
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0.025 mol L™ (TEDESCO et al., 1995). As concentragbes dos nutrientes no tecido foram
apresentadas em g kg™ para macronutrientes e mg kg™ para micronutrientes.

As concentracOes de P das aliquotas de solucdo nutritiva coletadas durante a marcha
cinética foram determinadas por colorimetria, usando a metodologia de Murphy e Riley
(1962), em espectrofotdmetro (SF325NM, Bel Engineering, Italy). Foram realizadas leituras

de pH nas aliquotas de solucéo.

4.2.4 Determinacao dos parametros cinéticos

Apbs a determinacdo da concentracdo de P em funcdo do tempo, medicdo dos volumes
inicial e final de solucdo no vaso, matéria seca das raizes e parametros morfoldgicos do
sistema radicular, foram propostos valores de Vyax € Kny utilizando o software Influx (PAULA
et al., 2021). O valor de Cnj, foi estipulado como a concentracdo de P na solugdo no ultimo
periodo de coleta (102 horas). O influx (I) foi calculado de acordo com a equacdo de
Michaelis-Menten, com modificacdes de Neilsen e Barber (1978) (Equagéo 1):

(1)

] = Vmax X (C - Cmin)
Km + (C - Cmin)

em que: | = taxa de influxo de P; C = concentracdo de P em cada momento de avaliacao; Vimax
= taxa de absor¢do maxima pelos transportadores de membrana; K, = constante de Michaelis-
Menten (Qm/Vtn); e Cmin = concentragdo minima de formas de P na solucéo.
A eficiéncia de uso de P (PUE) foi calculada usando a equacéo 2 (SIDDIQI; GLASS,
1981):
()

(massa seca total)?
PUE =

captacdodeP

A massa seca total é fornecida em gramas, a captacdo de P foi estimada multiplicando
a massa seca total (g) pela concentracéo de P na planta (g kg™); assim, a captacéo de P fica na
unidade g®kg™.

A eficiéncia de absorcdo de P (PUtE) foi calculada usando a equagéo 3 (SWIADER,;
CHYAN; FRENJI, 1994):

(3)


https://link.springer.com/article/10.1007/s00442-018-4059-9%23ref-CR34
https://link.springer.com/article/10.1007/s00442-018-4059-9%25252525252523ref-CR35
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teor total de P da planta
PUtE=

massa seca de raiz
em que: o teor total de P da planta é utilizado em g kg™ e a massa seca de raiz, em gramas.

A alocacdo de P nas plantas foi estimada utilizando o indice proposto por Fitter e
Setters (1988) e Dale e Causton (1992). O indice de alocacdo de P (PAI) em um 6rgéao foi
expresso pela equacgéo 4:

(4)

em que: Po representa a concentracdo de P no referido 6rgéo (g kg™*) e Pp, a concentracio de
P em toda a planta (g kg™). O Mo é a biomassa do 6rgdo (g) e Mp é a biomassa de toda a
planta (g). PAI é um indice sem unidade.

Um PAI > 1 para um determinado 6rgao indica uma maior alocacao proporcional de P
(DALE; CAUSTON, 1992).

4.2.5 Anélises morfologicas de raizes

As raizes de cada planta foram cuidadosamente lavadas em agua destilada e separadas
para avaliacdo morfologica. As raizes foram suspensas em uma bandeja de acrilico
transparente coberta por 0,5 cm de 4gua, posicionadas sobre o scanner. Em seguida, as raizes
foram digitalizadas a 600 dpi, utilizando o software WinRHIZO Pro 2013 no scanner EPSON
Expression 11000 equipado com luz adicional (TPU) (Regent Instruments, Quebec, Canada).
Foram determinados comprimento total, area superficial, volume, didmetro médio e
distribuicdo percentual de raizes em classes diamétricas. Em seguida, as raizes foram secas em

estufa a 65°C por 72 h e, posteriormente, pesadas para a obtencdo da massa de matéria seca.

4.2.6 Trocas gasosas

As analises das trocas gasosas nas folhas foram realizadas no final do periodo de
esgotamento de reservas internas das plantas, utilizando um Analisador de Fotossintese —
IRGA (Li-6400, Li-COR Inc., Neb., USA) —, em folhas do terco médio de cada planta. As
medicdes foram realizadas entre 7 e 9 h da manha na concentracéo de CO, 400 pmol mol™ e

densidade de fluxo de fétons 1500 umol m 2 s . A taxa de assimilacdo liquida da fotossintese


https://link.springer.com/article/10.1007/s00442-018-4059-9%252525252523ref-CR18
https://link.springer.com/article/10.1007/s00442-018-4059-9%252525252523ref-CR12
https://link.springer.com/article/10.1007/s00442-018-4059-9%23ref-CR12
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(A), condutancia estomatica de CO; (G;), concentragdo intercelular de CO, (Cj), taxa de
transpiracédo (E), eficiéncia do uso da agua (WUE) e eficiéncia instantanea de carboxilacdo de
Rubisco (A/C;) foram estimados. Os parametros foram calculados a partir de equacgdes pré-

estabelecidas por Von Caemmerer e Farquhar (1981).

4.2.7 Determinacéao de fluorescéncia da clorofila a

Neste mesmo periodo, também foi realizada a analise da fluorescéncia da clorofila a
com o auxilio do fluorémetro de pulso modulado JUNIOR-PAM (Walz, Alemanha). As
leituras da fluorescéncia foram realizadas em folhas no terco superior, no periodo entre as 6 e
8 h da manh4, sob radiacdo média de 600 pumol m™ s™. Antes da realizacio das medicdes, as
folhas foram pré-adaptadas a condicdo de escuro por um periodo de 30 minutos, com
cobrimento do limbo foliar com um envelope de papel aluminio para a determinagdo do nivel
minimo de fluorescéncia inicial (FO) (<0,05 umol m? s* por 1,8 us). As folhas foram
submetidas a um pulso de luz saturante (10.000 pmol m™s™) por 0,6 s para a determinacéo da
fluorescéncia maxima (Fm). Os valores referentes as variaveis de fluorescéncia (Fv = Fm -
FO) e a eficiéncia quantica méaxima da fotoquimica do FSII (Fv/Fm) foram calculados a partir
de FO e Fm. De acordo com os parametros determinados para fluorescéncia, tanto em
condicdes adaptadas a luz quanto escuras, foram calculadas a eficiéncia quantica (Equacéo 5)
e a dissipacdo ndo-fotoquimica (Equagéo 6) (MAXWELL; JOHNSON, 2000).

()

FSII (Fv/Fm) = (Fm-Fi 0)/ Fm)

(6)
(NPQ = Fm/Fm’-1)

4.2.8 Determinacao de pigmentos fotossintéticos e variaveis bioquimicas

Apbs o termino das coletas das aliquotas de solucdo, folhas e raizes de uma repeticao
de cada tratamento foram coletadas imediatamente e congeladas em N liquido.
Posteriormente, as amostras foram armazenadas em ultra freezer, a -80°C, até 0 momento de
realizacdo das analises. As amostras foram maceradas em N liquido (apéndice G) para a

determinacdo de pigmentos fotossintéticos, atividade da enzima superdxido dismutase (SOD)
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e enzima peroxidade (POD), concentracdo de perdxido de hidrogénio (H,0,) e atividade da
enzima fosfatase acida.

A concentracdo de H,O, foi determinada com base na metodologia de Loreto e
Velikova (2001). Para tanto, 0,1 g do tecido vegetal foi homogeneizado em 3,0 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) e, posteriormente, centrifugado a 12.000 rpm por 10 min a
4°C. 0,5 mL de sobrenadante foi adicionado com 0,5 mL de tampé&o fosfato de potassio (10
mM) (pH 7,0) e 1 mL de KI (1 mol L™). A absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro
(Bel Photonics, 1105, Brasil) no comprimento de onda de 390 nm.

Para a determinagdo da atividade das enzimas SOD e POD, meio grama de material
vegetal foi homogeneizado em 3 mL de solugdo tamp&o fosfato de sédio (0,05 mol L™) a pH
7,8, incluindo 1 mM de EDTA e 0,5% de Triton X-100. O extrato homogeneizado foi
centrifugado a 13.000 g por 20 min a 4°C. As atividades enzimaticas e o teor de proteina
foram determinados usando o sobrenadante (BRADFORD, 1976; ZHU et al., 2004). A
atividade das peroxidases ndo especificas presentes no extrato foi determinada segundo Zeraik
et al. (2008), utilizando-se o guaiacol como substrato. A atividade da SOD foi determinada
com base no metodo espectrofotométrico descrito por Giannopolitis e Ries (1977). Trés
mililitros de uma mistura contendo 50 mM de tampéo fosfato de potéssio (pH 7,8), metionina
(13 mM), EDTA (0,1 uM), NBT (75 uM) e riboflavina (2 uM) foram adicionados aos tubos,
que foram incubados sob lampadas fluorescentes (15 watts) por 3 min. A absorbancia foi
determinada em espectrofotometro (Bel Photonics, 1105, Brasil) no comprimento de onda de
560 nm. A inibicdo da reducdo de NBT (p-nitro azul tetrazélio) por extrato enzimatico foi
determinada com base neste método espectrofotométrico. Tubos livres de extrato expostos ou
ndo a luz foram usados como branco para a reagdo. A atividade da SOD foi determinada
calculando a quantidade de extrato que inibe a reacdo de NBT a 50% e foi expressa como U
mg-' proteina.

Raizes e folhas congeladas e homogeneizadas foram centrifugadas a 20.000 x g por 30
minutos e 0 sobrenadante resultante foi usado para a determinagéo da atividade da enzima
fosfatase &cida (APase), de acordo com Tabaldi et al. (2007), em um meio de reacdo
consistindo de 3,5 mM de azida sodica, 2,5 mM de cloreto de calcio e 100 mM de tampao
citrato (pH 5,5) em um volume final de 200 pL. Adicionou-se uma aliquota de 20 pL da
preparacdo enzimatica na mistura de reacdo, exceto nos controles, e pré-incubada por 10
minutos a 35°C. A reacdo foi iniciada pela adicdo do substrato (PPi, na concentracédo final de

3,0 mM) e interrompida pela adi¢do de 200 uL. de TCA 10% em uma concentracdo final de
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5%. O fosfato inorganico (Pi) foi quantificado a 630 nm usando verde malaquita como
reagente colorimétrico e KH,PO, como padréo para a curva de calibracéo.

A concentracdo de pigmentos fotossintéticos foi determinada com base na metodologia
proposta por Hiscox e Israelstam (1979), usando formulas de Lichtenthaler (1987). 0,05 g de
material vegetal foram pesados e, em seguida, incubados por 5 min a 65°C em 40 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO) até que os pigmentos fossem totalmente removidos dos tecidos
avaliados. A absorbéancia da solucdo sobrenadante foi determinada em espectrofotdmetro (Bel
Photonics, 1105, Brasil) nos comprimentos de onda 663, 645 e 470 nm para determinacdo da
clorofila a e b, e carotendides, respectivamente. A clorofila total resulta da soma dos valores

de clorofilaaeb.

4.2.9 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos aos testes de Bartlett (SNEDECOR,;
COCHRAN, 1983) e Shapiro-Wilk para verificar a homogeneidade das variancias e a
normalidade dos residuos, respectivamente. A analise de variancia foi realizada com o auxilio
do pacote “ExpDes.pt” (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2013), sendo realizado
um teste de dois fatores para comparar (i) porta-enxertos e (ii) efeito das variedades copas e,
quando as implicacGes foram significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(p < 0,05). O teste Tukey também foi utilizado para a comparagédo dos resultados obtidos em
pardmetros cinéticos: Vmax, Km € Cmin (p < 0,01), bem como as diferencas de concentracfes de
P ao longo das horas.

Para avaliar a relacdo entre as varidveis resposta e os tratamentos, realizou-se a analise
multivariada de componentes principais (PCA) utilizando os pacotes “factoextra”
(KASSAMBARA; MUNDT, 2020) e “FactoMineR” (LE; JOSSE; HUSSON, 2008). Todas as
analises estatisticas do estudo foram realizadas no ambiente estatistico R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2021).

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Producéo de matéria seca e variaveis morfoldgicas do sistema radicular

O menor valor de producdo de matéria seca de raizes (RDM) foi observado nas plantas
do porta-enxerto ‘T’ (9,69). O valor observado foi 1,6 vezes menor que o verificado no porta-
enxerto ‘C’ (15,99) (Figura 1b). Os valores de RDM ndo diferiram estatisticamente entre as
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plantas enxertadas (‘CM’, ‘CV’, ‘TM’ e ‘TV’) (Figura 1b). A matéria seca da parte aérea

(SDM) nao diferiu estatisticamente entre 0s porta-enxertos e as plantas enxertadas (Figura 1c).

Figura 1 — Razdo raiz/parte aérea (a), matéria seca de raiz (b), matéria seca da parte aérea (c), matéria seca total
das plantas (d) dos porta-enxertos ‘Trifoliata’ (T) e ‘Citrumelo’ (C) e porta-enxerto/enxerto ‘Citrumelo +
Montenegrina’ (CM), ‘Citrumelo + Valéncia’ (CV), ‘Trifoliata + Montenegrina’ (TM) e ‘Trifoliata + Valéncia’
(TV), cultivadas em solugdo de Hoagland apds 10 dias de reducdo de reservas internas de nutrientes m solucao
de CaS0O, (0,01 mol L™)".

! As médias seguidas com letras maidsculas diferem entre os porta-enxertos de suas variedades enxertadas (C x
CM x CV; T x TM x TV), e as médias seguidas por letras minusculas diferem as variedades de porta-enxertos e
enxertos entre si (CM x CV x TM x TV), utilizando o teste Tukey (p>0,05). A barra vertical indica o desvio-
padrdo entre as médias.
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As plantas ‘TV’ apresentaram os menores valores de diametro médio de raizes (Figura
2c) e o0 maior percentual de raizes finas (< 1,0 mm de didmetro) (Figure 2e),
comparativamente as demais plantas enxertadas. O volume médio de raizes foi menor no

porta-enxerto ‘T’ (Figura 2d).

Figura 2 — Comprimento de raizes (a), area superficial de raizes (b), didmetro médio de raizes (c), volume de
raizes (d) e porcentagem de raizes nas classes e didmetro (e) dos porta-enxertos ‘Trifoliata’ (T) e ‘Citrumelo’ (C)
e porta-enxerto/enxerto ‘Citrumelo + Montenegrina’ (CM), ‘Citrumelo + Valéncia’ (CV), ‘Trifoliata +
Montenegrina’ (TM) e ‘Trifoliata + Valéncia’ (TV), cultivadas em solu¢do de Hoagland apés 10 dias de reducédo
de reservas internas de nutrientes m solucio de CaSO, (0,01 mol L™)2.

2 As médias seguidas com letras maitsculas diferem entre os porta-enxertos de suas variedades enxertadas (C x
CM x CV; T x TM x TV), e as médias seguidas por letras minusculas diferem as variedades de porta-enxertos e
enxertos entre si (CM x CV x TM x TV), utilizando o teste Tukey (p>0,05). A barra vertical indica o desvio-
padrdo entre as médias.
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Fonte: Elaborado pela autora.
4.3.2 Concentracdo de P na parte-aérea e raizes e indice de alocacéo de P (PAI)

As concentracdes de P na parte aérea e nas raizes diferiram estatisticamente entre os

porta-enxertos e as plantas enxertadas (Figura 3a). As plantas enxertadas apresentaram as

menores concentracOes de P na parte aerea e raizes, comparativamente aos porta-enxertos

(Figura 3a).

A menor concentracdo de P na parte aérea foi observada nos enxertos ‘CV’ e “TM”’.

Nas raizes, a menor concentracéo de P foi observada em ‘CM’.
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As plantas de porta-enxertos e plantas enxertadas apresentaram a maior alocacao de P

em folhas (PAI > 1), comparativamente ao caule e raizes (PAI < 1) (Figura 3b). Entretanto, o

porta-enxerto ‘T’ apresentou 0os maiores valores de PAI > 1 nas raizes (Figura 3b).

Figura 3 — Concentracdo de P na parte aérea e raizes (a) e Alocacdo de P em folhas, caule e raizes (PAI) (b) dos
porta-enxertos ‘Trifoliata’ (T) e ‘Citrumelo’ (C) e porta-enxerto/enxerto ‘Citrumelo + Montenegrina’ (CM),
‘Citrumelo + Valéncia’ (CV), ‘Trifoliata + Montenegrina’ (TM) e ‘Trifoliata + Valéncia’ (TV), cultivadas em
solucéo de Hoagland ap6s 10 dias de reducédo de reservas internas de nutrientes m solucéo de CaSO, (0,01 mol L

P (gkg")

(b)

indice de alocacio de fosforo

3,0
25
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

1)3.
Tratamentos Mov Bm
By By
Aa

Aa I

o
g
g
]
b=
o
&

= g

Aa I é

Aa
I I
C T
(b)
P —
/ _V
CM CvV ™ TV C T
—o—Raizes =B=Folhas Caule

Fonte: Elaborado pela autora.

% As médias seguidas com letras maitsculas diferem entre os porta-enxertos de suas variedades enxertadas (C x
CM x CV; T x TM x TV), e as médias seguidas por letras minusculas diferem as variedades de porta-enxertos e
enxertos entre si (CM x CV x TM x TV), utilizando o teste Tukey (p>0,05). A barra vertical indica o desvio-

padrdo entre as médias.
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4.3.3 Cinética de absorcéo de P e eficiéncias do uso (PUE) e da absorc¢éo de P (PUtE)

Os valores de variaveis relacionadas a cinética de absorcdo de P, Vimax (MMSR), Ky, e

Cmin Ndo diferiram entre os porta-enxertos e seus enxertos (Tabela 1).

Tabela 1 — Pardmetros cinéticos relacionados & absor¢éo de P nos porta-enxertos ‘Trifoliata’ (T) e ‘Citrumelo’
(C), e porta-enxerto/enxerto‘Citrumelo + Montenegrina’ (CM), ‘Citrumelo + Valéncia’ (CV), ‘Trifoliata +
Montenegrina’ (TM) e ‘Trifoliata + Valéncia’ (TV), cultivadas em solucdo de Hoagland, ap6s 10 dias de reducéo

de reservas internas de nutrientes m solugdo de CaSO, (0,01 mol L™)*.

Tratamento  Vmax (MMSR) Km Chin
—-pmol g* h'--- ——-pmol L*---

CM 1.57712¢® Aa  0.164629 Aa 0.148241 Aa
CcVv 2.40547¢ Aa  0.161939 Aa 0.142915 Aa
™ 1.88354e® Aa  0.156574 Aa 0.128499 Aa
TV 2.34862¢® Aa  0.166758 Aa 0.135003 Aa

C 2.07625¢® Aa  0.156574 Aa 0.128499 Aa
6.50929¢ ™ Aa  0.162794 Aa 0.140688 Aa

Fonte: Elaborado pela autora

O maior valor de influxo (I) de P relacionado com MMSR foi observado no porta-
enxerto ‘T’ (Figura 4). Ao longo do tempo, as absorcGes de P pelos transportadores
diminuiram até atingir o Cnin. Ap0s 87 horas de avaliagdo, as concentragdes de P na solucédo
chegaram ao Cpin para o porta-enxerto ‘T’ e, ap6s 91 horas, para o porta-enxerto ‘C’ e para as
plantas enxertadas ‘CM’ e ‘TM’ (Figura 5). As plantas enxertadas com ‘Valéncia’, ‘CV’ e
“TV” atingiram 0 Cpin p0s 90 horas (Figura 5).

Figura 4 — Taxa de Influxo (umol g™ h'1) de P nos porta-enxertos ‘Trifoliata’ (T) e ‘Citrumelo’ (C), e porta-
enxerto/enxerto ‘Citrumelo + Montenegrina’ (CM), ‘Citrumelo + Valéncia’ (CV), ‘Trifoliata + Montenegrina’
(TM) e ‘Trifoliata + Valéncia’ (TV), cultivadas durante 102 horas em solugdo de Hoagland, ap6s 10 dias de
reduco de reservas internas de nutrientes m solugéo de CaSO, (0,01 mol L™%).

* Letras maitsculas comparam as variedades enxertadas (CM, CV, TM e TV) das n4o enxertadas (C e T), e as
médias seguidas por letras mintsculas comparam as variedades entre si utilizando o teste Tukey (p>0,01).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 5 — Concentrac@es de P na solucéo das plantas de porta-enxerto/enxerto ‘Citrumelo + Montenegrina’
(CM) (a), ‘Citrumelo + Valéncia’ (CV) (b), ‘Trifoliata + Montenegrina’ (TM) (c) e ‘Trifoliata + Valéncia’ (TV)
(d), e dos porta-enxertos ‘Citrumelo’ (C) (e) e ‘Trifoliata’ (T) (f), cultivadas durante 102 horas em solucgéo de
Hoagland, ap6s esgotamento de reservas internas de nutrientes em solugéo de CaSO, (0,01 mol L™)>.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O maior valor de eficiéncia de absorcdo de P (PUtE) foi observado no porta-enxerto
“T” (Figura 6a). Os valores de PutE foram maiores nos porta-enxertos, comparativamente aos
enxertos (Figura 6a). A eficiéncia de uso de P (PEU) foi menor no porta-enxerto ‘T,
comparativamente ao ‘C’. Foram encontrados valores menores de PEU no porta-enxerto ‘T’
do que ele enxertado (Figura 6b). Os valores de PEU ndo diferiram estatisticamente entre as

plantas enxertadas ‘CM’, ‘CV’, ‘TM’ e ‘TV’ (Figura 6b), mas observamos uma tendéncia de

* A cor amarela representa o tempo em que cada porta-enxerto e porta-enxerto/enxerto alcangou a0 Cpyip.
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maiores valores de PEU em ‘CM’ em relacdo as demais plantas enxertadas e de porta-

enxertos.

Figura 6 — Eficiéncias de absorcdo de P (a) e de uso de P (b) em porta-enxertos ‘Trifoliata’ (T) e ‘Citrumelo’ (C),
e porta-enxerto/enxerto ‘Citrumelo + Montenegrina’ (CM), ‘Citrumelo + Valéncia’ (CV), ‘Trifoliata +
Montenegrina’ (TM) e ‘Trifoliata + Valéncia’ (TV), cultivadas durante 102 horas em solucéo de Hoagland, apds
esgotamento de reservas internas de nutrientes em solugdo de CaSO, (0,01 mol L™°.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.4 Trocas gasosas

Os valores das varidveis referentes as trocas gasosas nao diferiram estatisticamente
entre 0s enxertos nos dois porta-enxertos (‘CM’, ‘CV’,"TM’, ‘TV’) (Figura 7). O porta-
enxerto ‘T’ apresentou os maiores valores de taxa de assimilacdo liquida da fotossintese (A),
condutanica estomatica de CO, (Gs) e taxa de transpiragdo (E), comparativamente aos seus
enxertos (Figura 7a,b, d).

Figura 7 — Taxa de assimilacdo liquida da fotossintese (A) (a), condutancia estomatica de CO, (Gs) (b),
concentracdo intercelular de CO, (Ci) (c), taxa de transpiracdo (Trmol) (d), eficiéncia do uso da &gua (e),
eficiéncia instantanea de carboxilagéo (A/Ci) (f), em porta-enxertos ‘Trifoliata’ (T) e ‘Citrumelo’ (C), e porta-

¢ As médias seguidas com letras maitsculas diferem entre os porta-enxertos de suas variedades enxertadas (C x
CM x CV; T x TM x TV), e as médias seguidas por letras minusculas diferem as variedades de porta-enxertos e
enxertos entre si (CM x CV x TM x TV), utilizando o teste Tukey (p>0,05). A barra vertical indica o desvio-
padrdo entre as médias.
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enxerto/enxerto ‘Citrumelo + Montenegrina’ (CM), ‘Citrumelo + Valéncia’ (CV), ‘Trifoliata + Montenegrina’
(TM) e ‘Trifoliata + Valéncia’ (TV), cultivadas durante 102 horas em solucdo de Hoagland, apds esgotamento de
reservas internas de nutrientes em solucéo de CaSO, (0,01 mol L™)’.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.5 Fluorescéncia da clorofila a

" As médias seguidas com letras maitsculas diferem entre os porta-enxertos de suas variedades enxertadas (C x
CM x CV; T x TM x TV), e as médias seguidas por letras minudsculas diferem as variedades de porta-enxertos e
enxertos entre si (CM x CV x TM x TV), utilizando o teste Tukey (p>0,05). A barra vertical indica o desvio-
padrdo entre as médias.



43

Os maiores valores de fluorescéncia inicial (FO0), fluorescéncia maxima (Fm),
rendimento quantico (Fv/Fm), taxa aparente de transporte de elétrons (ETRm) e eficiéncia
fotossintética Y pg) diferiram entre os porta-enxertos e suas plantas enxertadas. As plantas
enxertadas ‘CM’ apresentaram valores maiores de fluorescéncia inicial se comparados aos
valores observados em ‘TM, ‘TV’, ‘CV’, ‘T’ e ‘C’ (Figura 8a). Os porta-enxertos ‘T’ e ‘C’
apresentaram valores semelhantes de rendimento quantico (Fv/Fm) e maiores do que 0s
observados nas plantas enxertadas ‘CM’, ‘CV’, ‘TM’ e ‘“TV’ (Figura 8d).

Figura 8 — Eficiéncia fotossintética (Y neo) € Yan) (&; c), fluorescéncia inicial (F0’) (b), rendimento quéantico
(Fv/Fm) (d), fluorescéncia méaxima (e), taxa aparente de transporte de elétrons (ETRm) (f) nos porta-enxertos
‘Trifoliata’ (T) e ‘Citrumelo’ (C) e porta-enxerto/enxerto ‘Citrumelo + Montenegrina’ (CM), ‘Citrumelo +
Valéncia’ (CV), ‘Trifoliata + Montenegrina’ (TM) e ‘Trifoliata + Valéncia’ (TV), cultivadas durante 102 horas
em solucdo de Hoagland, apds esgotamento de reservas1 internas de nutrientes em solucdo de CaSQO, (0,01 mol L

).

8 As médias seguidas com letras maitsculas diferem entre os porta-enxertos de suas variedades enxertadas (C x
CM x CV; T x TM x TV), e as médias seguidas por letras minusculas diferem as variedades de porta-enxertos e
enxertos entre si (CM x CV x TM x TV), utilizando o teste Tukey (p>0,05). A barra vertical indica o desvio-
padrdo entre as médias.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.6 Pigmentos fotossintéticos e variaveis bioquimicas

Os valores de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides foram maiores nos
porta-enxertos, comparativamente aos seus enxertos. Contudo, os valores de clorofila a,

clorofila b, clorofila total e carotenoides nao diferiram entre os porta-enxertos (Figura 9a, b, ¢
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d). O enxerto “TM” apresentou os maiores valores de clorofila a e clorofila total (Figura 9a,
d).

Na parte aérea, a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) dos enxertos foi
maior do que o observado nos porta-enxertos ‘T’ e ‘C’ (Figura 10a). As plantas enxertadas
“‘TM’ apresentaram 20% maior atividade da enzima peroxidase (POD) na parte aérea,
comparativamente aos demais enxertos (Figura 10). Os menores valores da atividade de SOD
nas raizes e POD na parte aérea foram verificados nas plantas enxertadas ‘TV’ (Figuras 11a e
10b).

As concentracdes de perdxido de hidrogénio (H,O,) na parte aérea entre 0s porta-
enxertos foi maior em ‘C’ (Figura 10c). Os enxertos dos porta-enxertos ‘T’ apresentaram
maiores concentragdes de H,O, na parte aérea (Figura 10c). Os enxertos de ‘C’ apresentaram
maiores concentra¢@es de H,O, nas raizes (Figura 11c)

A maior atividade da enzima fosfatase acida na parte aérea (APase) nos enxertos foi
em ‘CM’, sendo ainda maior do que a atividade em seu porta-enxerto. A menor atividade da
APase foi observada no enxerto ‘TV’ (Figura 10d). Os maiores valores da atividade da APase
nas raizes foram observados nos porta-enxertos, em relacdo aos enxertos (Figura 11d). No
entanto, a atividade da enzima fosfatase nas raizes nao diferiu estatisticamente entre os porta-
enxertos ‘T” e ‘C’, o que também foi observado entre as raizes das plantas enxertadas ‘TV’,
‘CV’, “TM’ e ‘CM’ (Figura 11d).

Figura 9 — Pigmentos fotossintéticos: Clorofila a (a), Clorofila b (b), Clorofila total (c) e Carotenoides (d) dos
porta-enxertos ‘Trifoliata’ (T) e ‘Citrumelo’ (C), e porta-enxerto/enxerto ‘Citrumelo + Montenegrina’ (CM),
‘Citrumelo + Valéncia’ (CV), ‘Trifoliata + Montenegrina’ (TM) e ‘Trifoliata + Valéncia’ (TV), cultivadas
durante 102 horas em solu¢do de Hoagland, ap6s esgotamento de reservas internas de nutrientes em solugéo de
CaS0, (0,01 mol L.

® As médias seguidas com letras maitsculas diferem entre os porta-enxertos de suas variedades enxertadas (C x
CM x CV; T x TM x TV), e as médias seguidas por letras minusculas diferem as variedades de porta-enxertos e
enxertos entre si (CM x CV x TM x TV), utilizando o teste Tukey (p>0,05). A barra vertical indica o desvio-
padrdo entre as médias.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 10 — Estresse oxidativo nas folhas: Atividade da enzima Superdxido dismutase (SOD) (a), Atividade da
enzima peroxidade (POD) (b), Concentra¢do de peroxido de hidrogénio (H,0,) (c) e Atividade da enzima
fosfatase acida (Apase) (d) dos porta-enxertos ‘Trifoliata’ (T) e ‘Citrumelo’ (C) e porta-enxerto/enxerto
‘Citrumelo + Montenegrina’ (CM), ‘Citrumelo + Valéncia’ (CV), ‘Trifoliata + Montenegrina’ (TM) e ‘Trifoliata
+ Valéncia’ (TV), cultivadas durante 102 horas em solucdo de Hoagland apds esgotamento de reservas internas
de nutrientes em solucéo de CaSO, (0,01 mol L™)*.

19 As médias seguidas com letras maitsculas diferem entre os porta-enxertos de suas variedades enxertadas (C x
CM x CV; T x TM x TV), e as médias seguidas por letras minusculas diferem as variedades de porta-enxertos e
enxertos entre si (CM x CV x TM x TV), utilizando o teste Tukey (p>0,05). A barra vertical indica o desvio-
padréo entre as médias.
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Figura 11 — Estresse oxidativo nas raizes: Atividade da enzima Superdxido dismutase (SOD) (a), Atividade da
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‘Citrumelo + Montenegrina’ (CM), ‘Citrumelo + Valéncia’ (CV), ‘Trifoliata + Montenegrina’ (TM) e ‘Trifoliata
+ Valéncia’ (TV) cultivadas durante 102 horas em solucdo de Hoagland ap6s esgotamento de reservas internas
de nutrientes em solugéo de CaSO, (0,01 mol L™,

11 As médias seguidas com letras maidsculas diferem entre os porta-enxertos de suas variedades enxertadas (C x
CM x CV; T x TM x TV), e as médias seguidas por letras minusculas diferem as variedades de porta-enxertos e
enxertos entre si (CM x CV x TM x TV), utilizando o teste Tukey (p>0,05). A barra vertical indica o desvio-

padrdo entre as médias.
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4.3.7 Andlise de componentes principais (PCA)

A anadlise de componentes principais (PCA) foi realizada utilizando as variaveis dos
parametros cinéticos e as que demonstraram diferenca estatistica na comparacdo de médias
(Tukey p<0,05), extraindo apenas os dois primeiros componentes (PC1 e PC2), sendo que o
somatorio explicou aproximadamente 68% da variabilidade original dos resultados (Figura
12). Destes, 0 PC1 explicou 53% e 15% pelo PC2. Assim, a relagdo entre o PC1 e PC2 foi
eficiente na formacdo dos tratamentos em dois agrupamentos: grupo posicionado a direita, em
que os porta-enxertos ‘T’ e ‘C’ tiveram maior relacdo; e grupo posicionado a esquerda,
composto pelas plantas enxertadas ‘CM’, ‘CV’, ‘TM e ‘TV’. Os porta-enxertos *T’ e ‘C’
apresentaram relacdo positiva com as varidveis resposta de concentracdo de P em raiz,
concentracdo de P na parte aérea, atividade da enzima fosfatase acida na raiz e para os
pigmentos fotossintéticos: clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides. Por outro lado,
os tratamentos ‘CM’, ‘CV’, ‘TM e ‘TV’ apresentaram relacBGes positivas com as variaveis

cinéticas (Km € Vmax), COM as variaveis morfoldgicas de raiz (comprimento, area superficial e
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volume), com a matéria seca de raiz (relacdo parte aérea/raiz) e com a concentracdo de
peréxido de hidrogénio (H202). Além disso, a relacdo entre o PC1 e PC2 foi totalmente
eficiente em separar os dois porta-enxertos, ‘T’ e ‘C’. Mas, para as plantas enxertadas ‘CM’,
‘CV’, ‘TM e ‘TV’, a separacdo foi mais sutil (elipses se pertencendo), indicando possiveis
similaridades nas caracteristicas dos materiais avaliados, que podes ser potencializadas pela

utilizacdo do método da enxertia.

Figura 12 — Andlise de componentes principais das variaveis dos pardmetros cinéticos e varidveis bioquimicas,
concentracdo de nutrientes e parametros morfoldgicos de raiz que demonstraram diferenca estatistica na
comparacao de médias (Tukey p<0,05).
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4.4 DISCUSSAO

A maior relacdo raiz/parte aérea (R/PA) nos enxertos, em relacdo aos porta-enxertos
(Figura 1a), pode ser atribuida & enxertia, que pode proporcionar maior assimilagdo de
carbono (C) na parte area (FULLANA-PERICAS et al., 2020). Parte do C assimilado pode ser
destinado ao crescimento de 6rgdos jovens, como a emissdo de raizes jovens (LEE et al.,
2016; XUAN; BEECKMAN; XU, 2017). Porém, no estudo, ndo foram observadas grandes
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diferencas entre as variaveis morfoldgicas do sistema radicular entre os enxertos e 0s porta-
enxertos.

O ‘T’ apresentou as maiores concentracdes de P na parte aérea e raizes e maior indice
PAI (Figura 3a, b), provavelmente porque produziu menores quantidades de matéria seca da
parte aérea e raizes, 0 que aumenta a concentracdo de P em um determinado 6rgdo (PAZ;
RAMOS; VISCONTI, 2022). Mas, nos porta-enxertos e enxertos, por¢do significativa do P
foi encontrada nas folhas, provavelmente por causa da intensa divisdo e elongacéo celular,
além de o P ser requerido em grandes quantidades no processo fotossintético. Por isso, as
folhas se tornam dreno de nutrientes, como o P (LAMBERS et al., 2011; TEGEDER;
MASCLAUX-DAUBRESSE, 2018). Mas também, ao longo do crescimento das plantas,
raizes novas sdo emitidas, absorvendo parte do P presente na solucéo do solo, o que aumenta a
porcdo de P no 6rgdo (LEE et al., 2016; XUAN et al., 2017), explicando a presencga de P
também no sistema radicular. Em plantas jovens, a maior parte de P presente nas raizes é
redistribuida para os 6rgdos de crescimento da parte aérea, especialmente ramos do ano e
folhas (LI et al., 2015; HERSCHBACH et al., 2022). O caule, também localizado na parte
aérea, normalmente é responsavel pelo fluxo de nutrientes das raizes para a parte aérea
(CASALI et al., 2011; PICCIN et al., 2017; KULMANN et al., 2021), explicando, inclusive, a
menor porcao de P nesse 6rgao.

Os valores de varidveis cinéticas relacionadas a absor¢do de P, como Vmax, Cmin € K,
ndo diferiram estatisticamente entre 0s porta-enxertos, entre 0s enxertos ou entre 0s porta-
enxertos e seus enxertos (Tabela 1). Isso pode ser explicado, parcialmente, porque as plantas
podem acumular P em &rgdos, especialmente nos perenes, como raizes (KULMANN et al.,
2021; HERSCHBACH et al., 2022). O P pode ser acumulado na forma organica (Po),
metabolicamente ativo no citoplasma (Pso), em fosfolipidios (Ppip), P associado aos &cidos
ribonucleico e desoxirribonucleico, RNA e DNA (Prna € Ppona), como fosfoproteinas (Pres), €
como P inorgéanico (Pi) (PICCIN et al., 2017; KULMANN et al., 2021). Parte das formas de P
acumuladas pode ser redistribuida para érgdos em crescimento, diminuindo a demanda e o
decréscimo de P na solucdo (VALADARES et al., 2015; PICCIN et al., 2017; POIRIER;
JASKOLOWSKI; CLUA, 2022).

Destacamos que o maior valor de influxo, que é a velocidade liquida de absorcdo do
ion em uma solucédo de concentracao, foi observado no ‘T’ (Figura 4), que apresentou a menor
producdo de matéria seca da parte aérea, raizes e, inclusive, comprimento de raizes. 1sso pode
ter acontecido porque as raizes do ‘T’ podem apresentar maior densidade de transportadores
do ion fosfato por area de raiz (HUFNAGEL et al., 2014; JINDO et al., 2016). Isso se justifica
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porque, em ambientes com baixas concentracdes de um determinado nutriente, as plantas
podem sintetizar mais proteinas transportadoras de P na membrana plasmatica das células
epidérmicas da raiz (MUCHHAL; RAGHOTHAMA, 1999; JINDO et al., 2016). Além disso,
as plantas podem apresentar mais transportadores envolvidos na translocacdo ou
redistribuicdo de fosfato na parte aérea (JINDO et al., 2016). Isso também pode explicar, em
parte, as maiores concentracdes de P na parte aérea e nas raizes e PAl em ‘T’ (Figura 3b). A
absorcdo, translocacdo e redistribuicdo de fosfato na planta pode ocorrer através da acdo de
varios transportadores nas células vegetais, com distintas estruturas moleculares, localiza¢Ges
e funcBes (SHUKLA et al. 2016; GRUN et al., 2017). Com base na identidade, localizagio
subcelular variada (membrana plasmatica ou tonoplasto) e presenca em diferentes partes das
plantas (raizes, caule, folhas ou érgédos reprodutivos), os transportadores de Pi de plantas séo
agrupados em cinco classes de familias filogeneticamente distintas: PHT1, PHT2, PHT3,
PHT4 e PHTS5 (LIU et al., 2016; DAI et al., 2022). Essa diversidade de transportadores pode
estar atuando de forma mais efetiva no porta-enxerto “T°.

N&o observamos diferencas significativas nas variaveis fotossintéticas dos porta-
enxertos e seus enxertos. Contudo, o porta-enxerto ‘T’ apresentou valores mais altos de taxa
fotossintética, condutancia estomatica e eficiéncia instantanea de carboxilacdo (Figura 7) do
que seus enxertos. Além disso, os porta-enxertos ‘T’ e ‘C’ apresentaram maiores valores de
rendimento quantico e taxa de transferéncia de elétrons, além de menores valores de taxa de
fluorescéncia (Figura 8). Assim, houve maior aproveitamento da energia luminosa nas reagdes
fotoquimicas e menor perda de energia por fluorescéncia nesses porta-enxertos. Essas
varidveis de trocas gasosas possuem relacdo direta com o conteGdo de pigmentos
fotossintéticos (clorofilas a e b e carotendides) (Figura 9), que foram maiores nos porta-
enxertos ‘T’ e ‘C’, observando-se maior aproveitamento de energia luminosa para as reagoes
fotoquimicas da fotossintese. No entanto, esse porta-enxerto foi o que apresentou, em geral,
menor producdo de matéria seca de raizes e parte aérea e maior concentracdo de P nesses
orgéos, caracterizando efeito de concentracéo.

O porta-enxerto ‘T’ também apresentou menores valores de atividades das enzimas
superdxido dismutase e fosfatase acida nas folhas, além de possuir menor conteudo de
perdxido de hidrogénio (H20,), o que pode indicar auséncia ou baixo nivel de estresse nessas
plantas. O H,0, é uma espécie reativa de oxigénio (ERO), que, quando acumulada em altos
niveis nas células, pode ocasionar danos em componentes celulares ou participar de reacdes
com formacdo de ERO mais danosas as células, como o radical hidroxil (MITTLER et al.,

2022). Esses resultados, associados aos resultados de trocas gasosas e crescimento, indicam
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gue a capacidade metabolica na parte aérea desse porta-enxerto estava adequada e eficiente,
provavelmente por causa da maior taxa de influxo de P, bem como maior concentragdo de P
nesses tecidos. Isso pode ter beneficiado todo o metabolismo celular relacionado ao P,
principalmente respiragdo e fotossintese, ndo havendo producdo excessiva de ERO e
necessidade de ativacdo do sistema de defesa antioxidante, nem mobilizacdo de P de formas
organicas, papel esse desempenhado pela fosfatase acida.

Por outro lado, no sistema radicular, a atividade da enzima fosfatase &cida foi maior
nos porta-enxertos ‘C’ e ‘T, comparada aos enxertos (Figura 11), o que pode ter relagdo com
a maior capacidade de translocacdo e redistribuicdo de P de raizes para parte aérea. Além
disso, no porta-enxerto ‘C’, observou-se menor atividade da enzima POD, o que poderia
ocasionar aumento nos niveis de H,O,, o que ndo foi observado no presente estudo (Figura
11). Provavelmente, outras enzimas peroxidases agiram no sistema, desencadeando a remocao
eficiente de H,O, ja que a enzima SOD atua na conversdo de radicais superéxido (O,®) em
H,0, (PAN et al., 2018) e estava ativa nesse porta-enxerto. As ERO, entre elas 0 H,0,,
desempenham papéis fundamentais na deteccdo de estresses, na integracdo de diferentes redes
de sinalizacdo de resposta ao estresse e na ativacdo de mecanismos de defesa e aclimatacao
das plantas (MITTLER et al., 2022). Assim, o conteudo de H,O, estando em baixas

concentracdes, pode estar atuando como molécula sinalizante.

4.5 CONCLUSOES

Apos a realizacdo do estudo e analise dos resultados, constatamos que o porta-enxerto
‘T’ apresentou valores mais altos de influxo de P, concentragbes de P no tecido, trocas
gasosas, pigmentos fotossintéticos, e tendéncia de maior fotossintese e menor estresse ou
necessidade de ativacdo do sistema antioxidante, indicando ser mais eficiente na absorcao de
P.
Concluimos, também, que as variedades enxertadas dos porta-enxertos ndo demonstraram
comportamento superior na eficiéncia de absorcdo de P do que suas variedades de porta-
enxertos. Por fim, o tempo minimo de avaliacdo da marcha cinética para alcancar o Cp, de
absorcdo de P para o porta-enxerto ‘T’ foi de 87 horas, enquanto que para ‘C’, ‘CM’, ‘CV’,
‘TM’ e “TV’ foi de 90 a 91 horas.
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5 ESTUDO 2 - PROPOSICAO DE NIVEIS CRITICOS E FAIXAS DE SUFICIENCIA
DE NUTRIENTES EM FOLHAS DE CITROS, CULTIVADOS EM CLIMA
SUBTROPICAL, PARA COMERCIALIZACAO IN NATURAY

Resumo

Niveis criticos (NC) e faixas de suficiéncia (FS) de nutrientes em folhas de citrus para
producdo de frutos para consumo in natura podem auxiliar na definicdo da real necessidade
de aplicacdo de adubos em pomares, como aqueles localizados em solos tropicais e
subtropicais, que possuem baixa fertilidade natural. Este estudo objetivou estabelecer e
comparar os padrfes nutricionais obtidos pelo método CND em citros cultivados para
consumo in natura em clima subtropical e, entdo, gerar NC e FS em folhas. Um banco de
dados foi utilizado com a producéo de frutos e os teores de nutrientes em folhas obtidos nas
safras de 2016/17, 2017/18, 2019/20 e 2020/21 em pomares comerciais ndo irrigados de
laranjas e tangerinas. O método de calculo multivariado Diagndstico Composicional de
Nutrientes (CND) foi utilizado e se mostrou eficaz no diagnostico do estado nutricional do
citrus, em relacdo a concentracdo dos nutrientes N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn, Zn e B em
concentracOes deficientes, adequadas e excessivas. Os niveis criticos (NC) calculados foram
de 18; 1,2; 9,0; 25; 2,8; 3,0 g kg' de N, P, K, Ca, Mg e S, respectivamente, e de 117; 45; 97;
66; 19 mg kg™ de B, Cu, Fe, Mn e Zn, respectivamente. Mas, recomendac&o regional para 0s
citros do estudo pode estar superestimando a necessidade de aplicagdo dos micronutrientes.
As FS estabelecidas a partir do indice CND sdo diferentes das obtidas em outros paises e
regides. A adocdo das normas nutricionais para 0s macronutrientes obtidas neste estudo pode
permitir o uso racional de fertilizantes em pomares de citros, com melhoria no equilibrio

nutricional das plantas que terdo, por consequéncia, maiores rendimentos.
Palavras-chave: Estado nutricional. CND. Tangerina. Mandarina. Fertilizacdo em pomares.
5.1 INTRODUCAO

Os citros é uma fruteira de grande importancia econdmica e um dos tipos de fruta mais
populares em todo o0 mundo. Nos ultimos anos, aproximadamente 146 milhdes de toneladas de
frutas citricas foram produzidas anualmente no mundo todo, incluindo 16 milhGes de
toneladas no Brasil (FAO, 2019; IBGE, 2022). No Brasil, sdo cerca de 600 mil hectares

12 A versdo deste artigo em inglés, intitulada Proposition of critical levels of nutrientes in citrus leaves, grown in
a subtropical climate, for fresh market fruit production (KRUG et al., no prelo), foi submetida e aceita pelo
periddico internacional Scientia Horticulturae,
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(USDA, 2021; IBGE, 2022) plantados com diversas variedades de citros destinadas a
industria (6leo essencial e suco) e para consumo in natura. Mandarinas, tangerinas e laranjas
contribuem com 85% da quantidade total na producdo brasileira de frutas citricas (IBGE,
2022). As mandarinas, tangerinas e laranjas sdo consumidas em grandes quantidades por
causa de seu sabor e aroma altamente valorizados, além de varios componentes promotores da
saude (CHHIKARA et al., 2018). As recomendacdes globais e nacionais incentivam o0
consumo de frutas como parte de uma alimentacdo saudavel (OMS, 2003; ANGELINO et al.,
2019).

As arvores citricas requerem o fornecimento equilibrado e adequado de
macronutrientes e micronutrientes para alcancar alta produtividade e qualidade dos frutos
(CAO et al., 2022), pois € uma planta que permanece verde em todas as estacdes e brota
ramos muitas vezes por ano, tendo como consequéncia demanda constante na absorcdo de
nutrientes (DENG; PENG, 2013). Esta frutifera é cultivada, em geral, em solos com baixa
fertilidade natural, como o0s solos tropicais e subtropicais. Assim, € necessario o0 uso de
grandes quantidades de corretivos e fertilizantes para atender a elevada exigéncia nutricional
da cultura (LOMINDZE et al., 2018). Um sistema de manejo adequado de nutrientes é
importante para melhorar a resisténcia das plantas a geada (LOMINDZE et al., 2018). Estudos
em tradicionais paises produtores de citros indicam que o desequilibrio nutricional é a
principal causa da baixa produtividade e incidéncia de insetos-praga e doencas (DONG et al.,
2021). Assim, aumentar a produtividade de citros, reequilibrando o estado de nutrientes das
plantas, &€ um posicionamento fundamental para a cadeia citricola mundial.

A andlise quimica do tecido foliar é a principal ferramenta para detectar o
desequilibrio nutricional (OBREZA et al., 2020), e os teores de nutrientes podem ser
interpretados usando métodos univariados, bivariados e multivariados (PARENT, 2020;
PRADO; ROZANE, 2020). Entre os métodos mais difundidos esta o Diagndstico
Composicional de Nutrientes (CND)*, proposto por Parent e Dafir (1992). Por considerar as
interacBes entre os nutrientes no tecido foliar, esse método multivariado (CND) é o melhor
indicador dos desequilibrios nutricionais dos citros, em compara¢do ao método univariado,
que considera um unico nutriente por vez (RAGHUPATHI; SRINIVAS, 2014).

Nas culturas agricolas, o estabelecimento de valores de referéncia nutricionais, como
os niveis criticos (NC) e as faixas de suficiéncia (FS), facilita a interpretacdo dos resultados
das analises de tecido das culturas e auxilia na tomada de decisdo para a recomendacdo de

¥ Em inglés, Composition Nutritional Diagnosis.
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fertilizantes, pois informa valores de teores em que as plantas estardo nutricionalmente
equilibradas (DIAS et al., 2013; KURIHARA et al., 2013). Dessa maneira, atraves do CND, é
possivel obter indices nutricionais, mas também niveis criticos (NC) e faixas de suficiéncia
(FS) de nutrientes em folhas, com o objetivo de auxiliar no correto manejo da adubag&o.
Assim, seguindo a recomendac¢do adequada, é possivel racionalizar o uso de nutrientes em
pomares e evitar problemas de contaminacdo ambiental, como a eutrofizacdo das aguas
(WANG et al., 2018). Portanto, o estabelecimento de padrfes nutricionais pelo método CND
para os citros, com destino principalmente in natura, permite maior precisdo e confiabilidade
no diagnostico do estado nutricional das plantas, o0 que motivou a realizacdo deste trabalho
para estabelecer e comparar os padrdes nutricionais obtidos pelo método CND para citros in

natura e, assim, gerar NC e FS em folhas.

5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Area do estudo

Os niveis criticos (NC) e as faixas de suficiéncia (FS) para a cultura dos citros neste
estudo foram determinados com base em um banco de dados amplo, originario de pomares
distribuidos nas regides Sudoeste e Metropolitana do RS, incluindo as seguintes cidades:
Rosario do Sul, Pareci Novo e Montenegro (apéndice C). Os resultados foram derivados de
amostras de folhas de ramos frutiferos, coletadas em quatro safras, nos anos de 2016/17,
2017/18, 2019/20 e 2020/21, em plantas amostradas em pomares comerciais ndo irrigados de
laranjas e tangerinas cujas frutas séo destinadas ao consumo in natura.

O conjunto de dados original era composto por 583 observacdes e constituido, na
totalidade, por trés porta-enxertos (‘Citrange Troyer’, ‘Citrumelo Swingle’ e ‘Trifoliata’) e
dezessete variedades de copa (‘Nadorcott’, ‘Ortanique’, ‘Murcot’, ‘Ellendale’, ‘Navelina’,
‘Cara Cara’, ‘Lane Late’, ‘Midnight’, ‘Ponkan’, ‘Salustiana’, ‘Sandupay’, ‘Nova’,
‘Montenegrina’, ‘Owari’, ‘Okitsu’, ‘Cai’ e ‘Pareci’). A densidade de plantio dos pomares
amostrados variou entre 300 e 667 plantas por hectare.

A partir do banco de dados, a populagéo de referéncia em termos de produgéo (kg
planta™) foi determinada e os indices obtidos através do método CND. Apés exclusdo de
outliers, o conjunto de dados final compreendeu 487 observacdes de variedades de dossel,

conforme seguem: Cai (n=95), Cara Cara (n=22), Ellendale (n=13), Lane Late (n=18),
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Midnight (n=14), Montenegrina (n=106), Murcot (n=63), Nadorcott (n=10), Navelina (n=16),
Ortanique (n=17), Pareci (n=64), Ponkan (n=47) e Salustiana (n=2).

5.2.2 Amostragem de folhas e producéo

As plantas foram amostradas aleatoriamente em talhdes homogéneos, evitando plantas
doentes e possiveis manchas. As arvores foram marcadas com fita amarela no caule, para
possibilitar futuras avaliacbes de produtividade e coletar amostras de solo. Para constituir o
banco de dados de folhas, quatro folhas maduras, com aproximadamente seis meses de idade,
foram coletadas por arvore em ramos frutiferos (como a terceira ou quarta folha a partir do
fruto), quando o didmetro dos frutos estava entre 2-4 cm (QUAGGIO; MATTOS JR,;
BOARETTO, 2010) (apéndice D), em altura na planta de 1 a 1,5 m, nos quatro lados da planta
(apéndice E), em diferentes épocas do ano, conforme o periodo de frutificacdo de cada
variedade (apéndice F).

A produtividade foi obtida através da colheita de todos os frutos de cada arvore
marcada com fita amarela, na época de colheita de cada variedade, sendo pesadas as caixas

com os frutos para a defini¢do da producao.

5.2.3 Andlises de nutrientes nas folhas

As amostras de folhas foram lavadas suave e sucessivamente com agua destilada,
solucdo detergente (0,1%), solugdo com &cido cloridrico (0,3%) e &gua deionizada. Em
seguida, foram secas em estufa, a 65°C, entre 48 e 96 horas e, posteriormente, moidas até
menos de 2 mm. As amostras de folhas foram analisadas para nitrogénio (N), enxofre (S),
fosforo (P), potéssio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), boro (B), cobre (Cu), zinco (Zn),
manganés (Mn) e ferro (Fe) usando procedimentos-padrdo, conforme metodologia descrita
por Tedesco et al. (1995), para a determinacdo do contetdo total de nutrientes.

Uma subamostra do tecido foi digerida em digestdo sulfdrica (TEDESCO et al., 1995)
usando bloco digestor (Tecnal, Micro 42, Piracicaba, Brasil). O N foi determinado em
destilador a vapor Kjeldahl drag (TE-0364, Tecnal, Piracicaba, Brasil). A outra parte do tecido
foi submetida a digestdo nitroperclérica (EMBRAPA, 1997). No extrato, as concentracdes de
Ca, Mg, Cu, Zn, Fe e Mn foram determinadas por espectrofotdmetro de absorcdo atdmica
(AAS; Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA, AAnalyst 200) (TEDESCO et al., 1995). A
concentracdo de P foi determinada por colorimetria, com base na metodologia descrita por
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Murphy & Riley (1962), em espectrofotdmetro (SF325NM, Bel Engineering, Monza, Itélia).
A concentracdo de K no extrato foi determinada em fotémetro de chama (B262 Micronal, Sdo
Paulo, Brasil). A concentracdo de B foi determinada pela queima de 0,5 g de amostra de
tecido vegetal na mufla (600°C por 1 h). Depois do resfriamento, foram adicionados 10 ml de
H,SO4 0,18 mol I, agitados intermitentemente por 1 hora e deixados em repouso para
decantar por 3 horas. Em seguida, 4 ml do sobrenadante foram retirados e adicionados 4 ml de
tampdo azometina-H, sendo realizada a determinacdo em 435 nm em espectrofotdmetro
(SF325NM, Bel Engineering, Monza, Itdlia) (KRUG et al., 1981; GAINES; MITCHELL,
1979) (apéndice G).

5.2.4 Calculos e andlises estatisticas

O banco de dados dos nutrientes nas folhas, depois de composto, foi trabalhado na
ferramenta Microsoft Excel (2016), utilizando o método CND (PARENT; DAFIR; 1992).
Foram excluidos quatro dados discrepantes, ou outliers (dado que estd muito distante das
demais observacGes em uma distribuicdo de dados), pela distancia de Mahalanobis (PARENT;
NATALE; ZIADI, 2009). A avaliacdo da normalidade da variavel produtividade foi realizada
pelo teste de Kolmogrov-Smirnov (K-S = 0,1045; p>0,20) (HAIR; BLACK; SANT’ANNA,
2005). Portanto, aceito HO, ou seja, os dados possuem distribui¢cdo normal.

Os dados experimentais brutos sdo coletados no espaco real entre (-) infinito e (+)
infinito. Por outro lado, os dados composicionais sdo estritamente positivos e fornecem a
informacdo relativa (AITCHISON, 1986). Em analise composicional, o tecido foliar é
considerado um sistema fechado a 100%, formado por componentes conhecidos (N, P, K...) e
por componentes desconhecidos (outros elementos ndo determinados, carboidratos etc.),
reunidos num termo chamado R. Isso forma um arranjo de nutrientes d-dimensional, ou seja,
um simplex (S% (Equacdo 1) oriundo das proporcdes de d+1 nutrientes que incluem o0s

elementos d e um valor residual (Rq) (Equagéo 2):
1)
SY=[(N, P, K...Rq): N>0, P>0, K>0... Rd >0, N+P+K+---+Ry = 100]

em que: N, P, K... sdo as proporcGes de nutrientes determinados na matéria seca e Ry €

calculado por diferenca, como segue:

(2)
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R4=100—- (N + P + K+ ---)

As proporgdes de nutrientes se transformam em escala invariada depois que séo
divididas pela média geométrica (G) (Equacdo 3) de d+1 componentes, incluindo Ry
(AITCHISON, 1986):

©)

1

G=[N*P*K*.. Rq ‘'

Para expressar cada componente do simplex em relagcdo a todos os outros (estudo de
interacdo), € suficiente definir novas variaveis (V) (Equacgdo 4) que sofrem transformacao
logaritmica centrada (logaritmo natural ou neperiano), ou seja, em relacdo a média geométrica

dos valores observados, sendo expressas:

(4)

N
Vn=In G Vp=In G Ve=In G ... Vre=In G e, por definicéo,

~
NE
|

VN +Vp+ Vit -+ Vrg=0

Assim, considerando um unico desvio-padrdo, tem-se uma Unica posicdo relativa de
cada nutriente em relacdo a todos os outros. A vantagem das variaveis Vx € 0 acesso aos
recentes instrumentos de analise multivariada, como a analise de componentes principais e a
analise composicional. O passo seguinte é dividir a base de dados em duas subpopulactes
(alta e baixa produtividade) utilizando o procedimento de Cate-Nelson, uma vez que as
observacdes foram classificadas em ordem decrescente de rendimento, como indicado por
Khiari, Parent e Tremblay (2001).

Nas normas CND, sdo utilizadas as medias e o desvio-padrdo que correspondem as

relacbes da transformacgdo logaritmica centrada de Vx de d nutrientes para espécimes de

* * * * * * *

elevados rendimentos, isto &, Vy , Ve , UKL Vi e SDy , SD, , SDy SDy ,

respectivamente.

Depois que as normas CND foram desenvolvidas, a base de dados independente pode
ser validada, conforme relatado por Parent & Dafir (1992), servindo para finalidades
diagnosticas. Os indices CND para d elementos nutritivos sdo calculados (Equacéo 5):

()
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SD,,

I =M[ =Q/P_VP*)1 =6/K_VK*) ] =6/R_VR*)
N * P SDP* K SDK* R SDR*

Vi g Sx sdo, respectivamente, a média e o desvio-padrdo do elemento X na

/

em que:

subpopulacdo de alto rendimento, e “x é o indice CND do elemento X.
A independéncia entre os dados é garantida pela transformacéao logaritmica centrada
(AITCHISON, 1986). Os indices CND s&o normatizados e as variaveis tornadas lineares com

dimensdes de um circulo (d + 1 = 2), de uma esfera (d + 1 = 3), ou de uma grande esfera (d +

1> 3) em um espaco dimensional de d +1. O indice de desequilibrio nutricional r’ 4

2
distribuido como uma variavel %« se os indices CND s&o variaveis reduzidas independentes
(ROSS, 1987), calculado pela equacao 6:(6)

2 2 2 2 2
ro=I, +1,+1,” +..+1,

O seu raio r, computado no indice de nutriente do CND, caracteriza assim cada
especime.

Para encontrar a FS de cada nutriente, depois que o indice de nutrientes (In) = 0 (ponto
de equilibrio = BP) foi equacionado, (BPIn0) foi adicionado com (BPIn0) 2/3 do desvio-
padrdo do contetdo de nutrientes na populacdo de referéncia (KURIHARA et al., 2013;
SOUZA et al., 2015). O NC corresponde ao BP das FS.

5.3 RESULTADOS

Constituiu-se o banco de dados com informagdes das concentracfes de nutrientes em
folhas e da produtividade de citros obtidas em 487 pomares, cujos frutos sdo destinados para o
consumo in natura. A produtividade de citros nos pomares variou de 244,80 kg planta™ a 6 kg
planta™, a média foi de 90,37 kg planta™, e o desvio-padréo, de 48,84 kg planta™.

A correlacdo linear de Pearson foi usada para explorar os resultados entre as
concentracfes de nutrientes em folhas e a produtividade dos citros (Figura 13). Entre as 66
correlagbes, 53 foram significativas. A intensidade da correlacdo dos coeficientes foi
estabelecida considerando as faixas de classificagdo propostas por Dancey e Reidy (2006),
sendo os valores de 0,10 - 0,30 considerados com grau de correlagdo fraco; 0,40 - 0,60,
moderado; e 0,70 - 1,0, forte. Com base nesse sistema de classificacdo, ocorreu somente uma

correlagéo forte positiva entre Zn-Fe. As correlagdes entre P-K, P-Mg, P-Cu, P-Zn, P-Fe, K-
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Mg, K-Cu, K-Fe, S-B, Cu-Fe e B-produtividade foram classificadas como moderadas
positivas.

Figura 13 — Matriz de correlacdo de Pearson entre as concentracGes de nutrientes nas folhas e a produtividade em
pomares de citros (n = 487)*.

E
£
¥ oz 223,882 =
1
kg planta’ 1.00 X ><
N 1.00 X 08
P 1.00 06
K 1.00 X -
Ca  1.00 X X X .
Mg 100 X X D¢
S 1.00 -0.59  -0.70 ’
Cu  1.00 X || 02
Zn 100 073 X -072 | [ 04
Fe  1.00 -0.62 06
Mn 100 X e
B 1.0

Fonte: Elaborado pela autora.

A divisdo da populacdo entre alta e baixa produtividade foi realizada de acordo com
procedimento proposto por Khiari, Parent e Tremblay (2001). O ponto de inflexdo da funcéo
cumulativa da produtividade foi de 57 kg plantal. Os pomares que apresentaram
produtividade acima desse valor foram classificados como a subpopulagdo de alta
produtividade (populacdo de referéncia). Considerando o total de 487 pomares, 348 deles
(71,45%) apresentaram produtividade acima de 57 kg planta’ e passaram a compor a
subpopulacdo de alta produtividade. Os 139 pomares restantes (28,54%) formaram a
subpopulacdo de baixa produtividade (Figura 14).

Figura 14 — Funcdo cumulativa dos dados de produtividade (kg planta™), em pomares de citros (n = 487)™.

 Em que X = valores ndo significativos a p<0,005.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Depois de separar os pomares em alta e baixa produtividade, novas matrizes de
correlagdo foram elaboradas utilizando os dados de concentragdes de nutrientes nas folhas e a
produtividade de cada uma das populacdes (Figuras 15 e 16). Na populacdo de alta
produtividade, foram obtidas 50 correla¢Oes significativas (Figura 15), sendo 3 fortes, 19
moderadas e 28 fracas (entre positivas e negativas).

A produtividade da populacdo de alta produtividade apresentou correlacdo
significativa e positiva com P, Mg, Cu, Zn, Fe e B (Figura 15). A produtividade da populacao
de baixa produtividade apresentou correlagéo significativa e negativa com N, Zn, Fe (Figura
16). Os nutrientes que apresentaram correlagdes positivas fortes entre si foram Zn-Fe, dentro
da populacdo de alta produtividade (Figura 15). Por outro lado, na populacdo de baixa
produtividade, ndo foram observadas correlacfes fortes positivas entre os nutrientes (Figura
16).

Figura 15 — Matriz de correlacdo de Pearson entre as concentracdes de nutrientes nas folhas e a produtividade na
populacio de alta produtividade (n = 348) em pomares de citros™.

1> A linha tracejada em vermelho sinaliza o ponto de inflexdo que separa a alta produtividade da baixa
produtividade.
18 Em que X = valores ndo significativos a p<0,005.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 16 — Matriz de correlacdo de Pearson entre as concentracdes de nutrientes nas folhas e a produtividade na
populacdo de baixa produtividade (n = 139) em pomares de citros*’.

" Em que X = valores ndo significativos a p<0,005.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O indice de desequilibrio nutricional (CND-r?) e a distancia de Mahalanobis (D?) na
populacdo de alta produtividade foram relacionados (Figura 17). E importante destacar que
quanto maior a distancia (D?) dos dados em relacéo & reta de tendéncia central, maior é o
desequilibrio nutricional das plantas (CND-r?).

Figura 17 — Indice de desequilibrio nutricional (CND-r?) e distancia de Mahalanobis (D?) da populacéo de alta
produtividade (n = 348).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A equacdo quadrética da relagdo entre a produtividade de citros e o indice CND-r2 de
todos os pomares gerou um coeficiente de determinacdo (R?) de 23,01% (Figura 18).

Figura 18 — Relagéo entre o indice de desequilibrio nutricional (CND-r?) e a produtividade da populacéo de
citros (n = 487).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Com a utilizacdo do método CND, estabeleceram-se as normas das novas variaveis
(Vx) para cada nutriente na cultura de citros a partir da média e dos desvios-padrdo dos
constituintes da matéria seca e das relages logaritmicas centradas na linha dos teores foliares

de nutrientes da populacdo de alta produtividade (Tabela 2). Observou-se que Ca, N e K
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apresentaram 0s maiores valores da variavel Vx, indicando que a sequéncia dos maiores
teores de nutrientes e, consequentemente, das maiores exigéncias nutricionais de citros foram
de Ca, N e K. Nessas normas, os valores negativos das médias verificados em P, Cu, Zn, Fe,
Mn e B indicam apenas que a média geométrica da composi¢do nutricional foi superior a

concentracdo foliar do elemento na variavel multinutriente.

Tabela 2 — Padrdes do diagndstico da composicédo nutricional (CND) da populacédo de referéncia (n = 348).

VW Vp Vk Vca Vmg Vs Voo Vzn Ve Vv Vs

o 28 -02 19 31 0,7 09 -34 -43 -27 -30 -24
Média

Desvio 517 031 026 030 035 044 078 043 040 052 055
Padrao

Fonte: Elaborado pela autora.

Com o padrdo dos indices CND estabelecido, foi realizada uma simula¢do do
desequilibrio nutricional de um pomar hipotético, utilizando a média dos indices de
desequilibrio de nutrientes (Ix) dos pomares de citros (Figura 19). O resultado CND-r2 dessa
simulacdo, que é o indice de desequilibrio nutricional do pomar, foi de 70,71.

Observou-se que os nutrientes Cu, Fe, Mn e B estdo em niveis abaixo do adequado
para atingir elevadas produtividades, enquanto N, P, K, Ca, Mg e Zn estdo acima do adequado
(Figura 19). Quanto mais proximo do zero, mais equilibrado esta o nutriente em relagdo ao
conjunto dos demais, e quanto mais préximo de zero estd o CND-r?, mais equilibrado
nutricionalmente estd o pomar analisado em relacdo aos padrdes da populacdo de alta

produtividade.

Figura 19 — Simulacdo do indice de desequilibrio (Ix) nutricional de um pomar hipotético em relacdo a
populacdo de alta produtividade.



74

0 |—== 1 . .

H BN
L |IN P IK ICa IMg 1Zn IMn IB

ICu IFe

Fonte: Elaborado pela autora.

Através do método CND, foram calculados os indices CND para cada nutriente que foi
relacionado com a sua respectiva concentracdo em folhas. Os modelos matemaéticos
elaborados pela analise de regressdo para os nutrientes P, K, Mg, S, B, Cu, Fe, Mn e Zn
(Tabela 2) obtiveram coeficientes de determinacdo superiores a 80% (R2 > 0,80). Os NC, que
correspondem as concentracBes adequadas de cada nutriente no tecido vegetal, foram obtidos

igualando os indices de cada equacao a zero (Tabela 3).

Tabela 3 — Modelos estatisticos das relacdes entre os indices CND e as concentracdes foliares de macro (g kg™) e
micronutrientes (mg kg™) usados para calcular os niveis criticos e as faixas de suficiéncia de nutrientes foliares

em citros.
Faixa de
Nutriente Modelo R?> Nivel Critico suficiéncia
------------------ (L e —

N In = 0,0002N — 3,5639 0,33 234 21-26

P Ip =-6E% P2+ 0,0035P —3,2951 0,88 1,2 0,9-15

K Ik = 2,7059 In(K) — 24,632 0,82 9,0 7-11

lca = -2E%°Ca? + 0,0003Ca —

Ca 62969 0,78 25,1 25-33
Mg Ivg = 2,249 In(Mg) — 17,826 0,89 2.8 1,9-3,7

S Is = -2E%S? + 0,0022S — 4,8188 0,93 3,0 2.3-3,8
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B lg = 1,8675 In(B) — 8,9049 0,95
Cu lcy = 1,1369 In(Cu) — 4,3363 0,98
Fe lre = -3E"® Fe? + 0,0251Fe — 2,164 0,94
Mn Ivn = 1,8191In(Mn) — 7,6186 0,94
2 |z, = -0,0008Zn? + 0,1313Zn — 093

2,1628

45

97

66

19

7-83

50-145

38-94

8-29

Fonte: Elaborado pela autora.

Comparando os resultados das faixas de suficiéncia (FS) adequadas, obtidos neste

estudo, com outras FS observadas na literatura (Tabela 4), verificaram-se diferencas. As FS

propostas para a realizacdo do diagnostico nutricional a partir das concentracdes de nutrientes

em folhas foram confrontadas com as faixas indicadas para os citros cultivados no Brasil e

constantou-se que as FS para N, K, Ca, Mg e Zn foram menores neste estudo do que aquelas

encontradas na literatura.

Tabela 4 — Faixas de suficiéncia de nutrientes consideradas adequadas em amostras de folhas de citros obtidas

pelo método CND no presente estudo em comparagdo com recomendacdes estabelecidas por outros autores para
a mesma frutifera cultivada no Brasil.

N P K Ca Mg S
Referéncias
g kg™
CND-Citros RS® 21-26 0,9-15 7-11 25-33 1,9-3,7 2,3-38
CND - Citros SP*° 25,9-26,5 1,4-15 13,8-143 34-354 3,840 2,7-29
Malavolta et al.? 25-27 1,2-1,6 12-17 30-49 30-50 1,5-2,0
CQFS-RS/SC# 23-27 1,2-1,6 10-15 35-45 3,0-4,0 -
Cu Zn Fe Mn B

Referéncias

'8 Faixas encontradas neste estudo a partir da coleta da 3¢ e/ou 4 folha do ramo frutifero com frutos de 2 a 5cm.

1% yamane, Danilo Ricardo (2018)
20 Malavolta, Vitti e Oliveira (1997)

2! Manual de Calagem e Adubagcao dos Estados do RS e SC (CQFS-RS/SC, 2016).
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mg kg™
CND-Citros RS 7-83 8-29  50-145 38-94  84-149
CND - Citros SP 69-82  43-47  136-148 52-58  89-95
Malavolta et al. 516  25-100  60-120 25-100  36-100
COQFS-RS/SC 41-10 3550  50-120 35-50  50-100

5.4 DISCUSSAO

A correlacdo positiva entre 0s nutrientes nos mostra que uma possivel alteracdo de um
nutriente pode modificar, de forma proporcional, a composi¢do de outro (PARENT et al.,
2013; ROZANE et al., 2015). O alto nimero de correlagBes significativas (Figura 13)
possibilita a identificacdo de padrGes nutricionais para explicar a produtividade. Esta
constatacdo demonstra que métodos de analise baseados em correlagbes univariadas sao
ineficientes para explicar a produtividade. Segundo Marschner (2012), métodos que avaliam a
concentracdo de um dnico nutriente possuem baixa eficacia para prever a produtividade em
culturas, o que pode também acontecer com citros.

Mesmo com a divisdo entre as duas populac@es, as correlagdes mais significativas da
populacdo completa (Figura 13) permaneceram semelhantes a populagéo de alta produtividade
(Figura 15). Mais uma vez, os resultados demostraram que a produtividade é dependente ndo
somente das concentra¢Ges de um determinado nutriente no interior da planta, diagnosticado
pela andlise de folhas, mas, especialmente, das relacGes entre os nutrientes (MARSCHNER,
2012; ROZANE et al., 2016).

Detectou-se que ndo houve correlagdo positiva forte entre nenhum nutriente e a
produtividade, mesmo na populacdo de alta produtividade, o que demonstra que o equilibrio
adequado entre todos os nutrientes é o que garante maiores produtividades (MALAVOLTA,
2006; COSTA et al., 2022). O uso da distancia de Mahalanobis (D?), proposto por Parent e
Dafir (1992), permite identificar e excluir as observacfes com grandes desequilibrios,
procedimento que ndo é possivel de ser realizado com métodos bivariados, como o DRIS
(ROZANE et al.,, 2013). Além disso, a relacdo entre a D2 e o indice de desequilibrio
nutricional (CND-r2) permite visualizar o nivel de desequilibrio nutricional de um pomar
(Figura 17), mesmo que este pertenca a populacdo de alta produtividade, o que significa que,

por mais que a produtividade esteja elevada, ainda convém rever o0 manejo nutricional desses



77

pomares com o objetivo de chegar o mais proximo possivel do equilibrio. Essa pratica pode
contribuir, inclusive, para uma economia financeira do produtor, pois as doses e a frequéncia
de aplicacbes de fertilizantes podem ser reduzidas, caso seja constatado desequilibrio causado
pelo excesso de nutrientes (CHEN; LI; TANG, 2017; LUIZ et al., 2022).

Com o estabelecimento dos indices de desequilibrio nutricional (CND-r2) dos pomares
e relacionando-os com suas respectivas produtividades, obteve-se o coeficiente de
determinacdo (R2?). Convém destacar que o coeficiente de determinacdo significa a
porcentagem em que a produtividade pode ser explicada pelos indices gerados, a partir das
concentracdes de nutrientes em folhas, que, no caso do presente estudo, foi de 23,01% (Figura
18). Este resultado pode ser considerado baixo quando analisado isoladamente, porém deve-se
destacar que a produtividade de cultivos agricolas € influenciada por mais de 52 fatores, que
agem multiespectralmente sobre o crescimento, o desenvolvimento e a produtividade das
plantas (TISDALE; NELSON; BEATON, 1985). Também pode ser explicado pela influéncia
de outros fatores, como, por exemplo, o clima, principalmente com: a) a ocorréncia de
precipitacdes pluviométricas, que podem potencializar a incidéncia de doencas em folhas e
frutos (CHEN et al., 2020); b) a ocorréncia de elevados volumes e frequéncias de
precipitacdes pluviométricas, que podem elevar as perdas de nutrientes por lixiviagdo ou
escoamento superficial (SETE et al., 2015; WANG et al., 2019); c) a ocorréncia de sinistros,
como secas ou geadas, fora de época em periodos criticos para a cultura: florescimento e
enchimento de fruto; d) temperaturas muito elevadas, entre outros.

Com a utilizacdo do método CND, determinaram-se, no presente estudo, as maiores
exigéncias nutricionais das plantas de citros, que foram de Ca, N e K, o que coincide com 0s
nutrientes exportados em maiores quantidades pelos frutos de citros (BATAGLIA et al., 1977;
BOARETTO et al., 2007). Isso se deve, provavelmente, pela maior demanda desses nutrientes
pelas plantas. O N é vital para o crescimento dos tecidos, producdo e qualidade dos frutos
(ZEKRI; HANDAQ); CAIDI, 2016; OBREZA et al., 2020). Embora ele possa ndo afetar
diretamente a defesa da planta, o fornecimento adequado de N pode reduzir as possiveis trocas
entre a alocacdo de carboidratos para o crescimento e a reproducdo versus a sintese das
defesas da planta em citros (LI et al., 2019). O Ca € um componente muito importante da
estrutura da planta e sua deficiéncia causa vazamento de nutrientes para o apoplasto (SPANN;
SCHUMANN, 2009; AHMAD et al., 2011; RAMIREZ-GODOY; PUENTES-PEREZ;
RESTREPO-DIAZ, 2018). Por fim, o K ajuda no crescimento e na divisdo celular de tecidos

jovens. Ele intervém na hidratacdo dos tecidos e na transpiracdo da planta, condicionando a
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resisténcia da arvore as ac¢des do vento e das secas, influenciando no tamanho, qualidade e
conservacao dos frutos das plantas citricas (EFROM; SOUZA, 2018).

Com base nas faixas de suficiéncia (FS) estabelecidas pelo método CND no presente
estudo, as concentracdes propostas para os teores de Cu, Fe, Mn e B foram superestimadas,
quando comparadas com a recomendacao oficial do Manual de Calagem e Adubacéo para 0s
estados do Rio Grande do Sul (RS) e de Santa Catarina (SC) (CQFS-RS/SC, 2016).
Destacamos que as FS propostas neste estudo foram originadas a partir de um banco de dados
de andlises foliares de pomares comerciais, sendo comum apresentar teores excessivos de
micronutrientes nas analises (MATTOS JR. et al., 2009). Isso pode acontecer porque esses
nutrientes podem estar aderidos a superficie das folhas, principalmente quando produtos séo
aplicados no ciclo de cultivo, como fungicidas a base de Cu, Zn e Mn e fertilizantes foliares a
base de B, Zn e Mn (MATTOS JR. et al., 2009).

A recomendacdo regional para os citros do estudo pode estar superestimando a
necessidade de aplicacdo dos micronutrientes, o que pode elevar seus teores em solos e em
tecidos dos pomares. Os teores podem estar acima da demanda das plantas, o que pode
potencializar as transferéncias por lixiviagdo, mas, especialmente, por escoamento superficial,
uma vez que os pomares estdo localizados em relevos leves a ondulados. Isso mostra que as
FS dos micronutrientes, com excecao do Zn, propostas para as regides do estudo pelo método
CND néo séo adequadas.

Por outro lado, as FS propostas para N, K, Ca, Mg e Zn foram menores quando
comparadas com a recomendacdo oficial (CQFS-RS/SC, 2016). Essas novas FS propostas
indicam menor necessidade de adubacdo com esses nutrientes em citros nas regides Sudoeste
e Metropolitana do RS, podendo gerar até mesmo economia financeira para os produtores.
Porém, as recomendacdes devem ser seguidas com parcimdnia, evitando excessos e também
deficiéncias. Uma situacdo de caréncia nutricional pode prejudicar a produtividade, a
qualidade e a composicdo dos frutos citricos, como também observaram Stefanello et al.
(2021) e Ciotta et al. (2021) em videiras. E preciso cuidado especial em relagdo ao Zn, pois a
sua deficiéncia em plantas citricas pode ocasionar poucas brotacdes e reducdo do crescimento
da copa e da producdo (MATTOS JR. et al., 2009).

O método CND permitiu definir o NC e a FS para 0 S, o qual ainda ndo possui
recomendacéo oficial para os estados do RS e de SC (CQFS-RS/SC, 2016). A FS proposta
para o S foi levemente maior que a observada na literatura (Tabela 3), porém ndo extrapola o
nivel considerado excessivo (> 5,0 g kg™) (MATTOS JR. et al., 2009).
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Esses resultados demonstram que a proposta regional de interpretacdo das concentragdes
de nutrientes em folhas de citros, calculada pelo método CND, pode promover o balanco
nutricional. Além disso, fica claro que apenas um padrdo de recomendacdo para citros
cultivados em dois estados do Brasil, como o0 RS e SC (BRUNETTO et al., 2006), é
insatisfatorio, reforcando a necessidade da geracdo de valores de referéncias foliares que
permitam a interpretacdo regional (ROZANE et al., 2015; PAULA et al., 2021). Contudo, o
uso da proposta para outros lugares no mundo em que ndo possuem faixas de nutrientes para
as variedades de citros para consumo in natura, na falta de faixas de suficiéncia e niveis
criticos, € encorajado, pois este método considera o rendimento das culturas para, entdo,
definir os valores de referéncia, os quais indicam a resposta das culturas a adicdo de

fertilizantes.

5.5 CONCLUSOES

Neste estudo, constatamos que os indices CND-r2 foram eficazes em estabelecer o
estado nutricional das variedades de citros no Rio Grande do Sul em relagdo a concentracao
foliar dos nutrientes N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn, Zn e B em concentragdes deficientes,
adequadas e excessivas.

A metodologia CND estabeleceu os NC e FS de nutrientes adequados em folhas,
contribuindo para o estabelecimento da real necessidade de aplicagdo de fertilizantes em
pomares de citros, principalmente para macronutrientes.

As associacdes de multi-nutrientes foram mais eficazes do que a analise de um unico
nutriente ao expressar que a limitacdo de um determinado elemento pode reduzir a

produtividade dos citros.
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6 DISCUSSAO GERAL

Os resultados do estudo 1 mostram que o porta-enxerto ‘Trifoliata’ foi mais eficiente
na absorcao de P, pois este apresentou maiores taxas de influxo de P, concentragdes de P nos
tecidos, trocas gasosas, pigmentos, tendéncia de maior fotossintese e menos estresse ou
necessidade de ativacdo do sistema antioxidante. Isso contribui para nortear estudos futuros,
que terdo melhor entendimento do comportamento das plantas quanto a eficiéncia de absorcao
de P. Além disso, é possivel compreender um pouco mais a razdo pela qual este porta-enxerto
tem tido sucesso na formacédo de pomares no Rio Grande do Sul (RS), pois, além da tolerancia
ao frio, demonstra eficiéncia em absorcao de nutrientes, como o P. Os porta-enxertos de citros
sdo normalmente selecionados de acordo com a facilidade de propagacdo, vigor,
produtividade, resisténcia a doencas e adaptacdo a severas condi¢fes edafoclimaticas,
desconsiderando a eficiéncia de P. Os resultados do estudo 1 demonstram que também é
possivel selecionar os porta-enxertos em relacdo a eficiéncia de absorcdo de nutrientes e
verificar o comportamento de porta-enxertos implantados em variedades copa.

Os resultados do estudo 2 auxiliam no aprimoramento da recomendagdo de calagem e
adubacdo de citros no RS, em que os dados foliares de pomares comerciais foram base para
estabelecer o estado nutricional das variedades de citros utilizando o0 método CND, o que foi
eficaz para determinar as faixas de suficiéncia e os niveis criticos dos nutrientes nas folhas de
N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn, Zn e B, apresentando as concentragdes deficientes, adequadas
e excessivas. A garantia de aprimoramento da recomendacdo também vem da relacdo
multivariada que é possivel realizar com o metodo CND. Esse método faz associacbes de
multi-nutrientes, demonstrando o balango nutricional das plantas e considerando o balanc¢o na
planta de citros, diferentemente de métodos univariados ou relagfes duais entre nutrientes dos
métodos bivariados que analisam um Gnico nutriente de modo individual. Quanto mais
assertiva for a faixa de suficiéncia da cultura e de suas variedades, melhor serd a
recomendacdo da dose, considerando aspectos de posicionamento de adubacao, mas também a
diminuicdo do custo de producéo e o potencial de contaminacdo de solos e agua (WANG et
al., 2018). Além disso, as reservas de alguns nutrientes, como o P, no mundo s&o finitas; desse
modo, selecionar os porta-enxertos e enxertos de citros mais eficientes na absorcdo de P é um

avanco na pesquisa para a cultura de citros.

7 CONSIDERACOES FINAIS
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Os dois estudos realizados permitiram avancar na pesquisa na area de fertilidade do
solo, nutricdo de plantas e de citricultura. Dois significativos porta-enxertos da citricultura
mundial foram testados em relacdo a eficiéncia de absorcdo de P, o ‘Trifoliata’ e o hibrido
‘Citrumelo’, com duas variedades copas importantes, ‘Valéncia’ e ‘Montenegrina’, analisando
parametros bioquimicos, fisioldgicos, nutricionais e de biomassa. No estudo 1, a dificuldade
em encontrar 0s parametros cinéticos de absor¢ao (Vmax, Km € Cmin) para o nutriente P ja era
esperada, contudo a pesquisa foi bem sucedida, considerando-se, principalmente, o0s
parametros biogquimicos e fisiologicos, o que ajudou a entender o comportamento das
variedades, em especial do porta-enxerto ‘Trifoliata’ ao demonstrar sua eficiente na absor¢édo
de P. Ja se esperava que as variedades dos porta-enxertos implantados teriam uma diminuicao
na eficiéncia de absor¢do devido a técnica da enxertia.

O estabelecimento de faixas e niveis criticos para as variedades de citros no estudo 2
apresentou informagdes das concentracOes deficientes, adequadas e excessivas para a cultura
do citros comercializada in natura, o que atualizara a recomendacao oficial de adubacdo para

os citros no sul do Brasil.
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8 PERSPECTIVAS DE ESTUDOS FUTURQOS

Os resultados gerados nos dois estudos realizados contribuem para a obtencdo de algumas
concluses, que permitiram avango técnico-cientifico em relacdo ao conhecimento ja
estabelecido sobre a eficiéncia da absorcdo de P e a recomendacdo de calagem e adubacao
para os citros. No entanto, a geracdo dessas informagdes indica que novas pesquisas devem
ser realizadas, destacando-se:

)] Estudos para avaliar a eficiéncia de absor¢do de P em outras variedades ou mesmo em
diferentes concentracdes de P na solucéo, buscando aferir sobre diferentes porta-enxertos de

citros que melhor se adaptem a diferentes ambientes com teores de P disponiveis as plantas;

1)) Estudos para verificar o efeito da enxertia na absorcdo de nutrientes, utilizando as
plantas de porta-enxertos enxertadas nelas mesmas e variedades copa enxertadas nelas

mesmas;

1)  Estudos para avaliar a eficiéncia de absorcdo de P, analisando o fracionamento de P
nos tecidos das plantas, para verificar como ocorre o0 acimulo e a remobilizagdo do nutriente

no tecido das plantas citricas;

IV)  Estudos de pardmetros cinéticos com diferentes porta-enxertos de citros, avaliando a
absorcdo dos demais nutrientes, como K, Ca e Mg. Isso podera contribuir para a selecdo de

porta-enxertos de citros quanto a eficiéncia em absor¢do de um grupo de nutrientes;

V) Estudos sobre as alteragBes quimicas no ambiente rizosférico, provinda da exsudagdo
de &cidos organicos de citros, quando cultivados em solos de baixa fertilidade natural. 1sso
contribuird para melhor explicar a adaptabilidade dessas culturas em ambientes pobres em

nutrientes, como solos com baixos teores de P;

VI)  Estudos para avaliar o estado nutricional de citros, determinando valores de referéncia
nutricionais pelo método CND, utilizando amostras de tecidos florais e comparando com 0s

resultados foliares;

VII) Estudos com diferentes variedades de citros para agrupar as semelhantes com o
objetivo de deixar o diagnostico mais preciso e com uma interpretacdo mais correta dos
resultados. Isso porque no Brasil, atualmente, os citros sdo tratados como um grupo e ja foram

verificadas especificidades entre as variedades citricas.
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VIIl) Realizar estudos com banco de dados de folhas e solos, aplicando a inteligéncia

artificial para encontrar niveis criticos e faixas de suficiéncia.
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APENDICE A - FOTOS DO EXPERIMENTO DE PARAMETROS CINETICOS DE
ABSORCAO DE P EM CASA DE VEGETACAO (ESTUDO 1)

Fonte: Krug, 2020.



96

APENDICE B - ESQUEMA DO EXPERIMENTO DE PARAMETROS CINETICOS
DE ABSORCAO DE P EM CASA DE VEGETACAO, MOSTRANDO A ESTRUTURA
DE AERACAO E SUSTENTACAO DOS VASOS (ESTUDO 1)
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Fonte: Krug, G., 2021
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APENDICE C - LOCALIZACAO DOS POMARES DE CITROS EM QUE FORAM
COLETAS AS AMOSTRAS (ESTUDO 2)
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Fonte: Krug, G., 2022.
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APENDICE D - ILUSTRACAO DEMONSTRANDO AS FOLHAS DIAGNOSTICAS
COLETADAS PARA A ANALISE FOLIAR QUE GEROU O BANCO DE DADOS
PARA ENCONTRAR OS PADROES NUTRICIONAIS EM CITROS IN NATURA EM
CLIMA SUBTROPICAL (ESTUDO 2)

Fonte: Krug, G., 2022.
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APENDICE E — ILUSTRACAO MOSTRANDO OS LOCAIS NA PLANTA ONDE
FORAM OS PONTOS DE COLETA DE FOLHAS (ESTUDO 2)
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Fonte: Krug, G. A., 2022.
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APENDICE F - AMOSTRAGEM DAS PLANTAS DOS POMARES COMERCIAIS,
COLETAS DE FOLHAS E SOLO (ESTUDO 2)

Fonte: Krug, A.V., 2020 e 2021.
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APENDICE G — ANALISES DE LABORATORIO DOS ESTUDOS 1 E 2
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Determina¢do de N no tecido pelo Amostras de tecido foliar na mufla

Pesagem para Digestio sulfrica-
método em destilador microKjeldahl para determinacdo de B.

Determinagao de N total no tecido

Sl |

Preparo das amostras para leitura de B Imagein dc; sistema radicular do porta- Maceragdo de amostra foliar para
em espectrofotémetro. enxerto Trifofiata’ obtida utilizando o determinagdes bioquimicas.
software WinRHIZO Pro.

Fonte: Krug, A. V., 2020, 2021, 2022.



