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Absorcio de boro e potassio e relacio com a atividade da H'-ATPase de porta-

enxerto de citros

RESUMO

O micronutriente boro (B) tem sido objeto de estudos devido as suas varias fungdes
fisioldgicas em plantas. Uma dessas func¢des se relaciona com a absor¢do de potéassio
(K) através da membrana celular. Essa interacdo poderia ser justificada pela alteragdo
que o B exerce na atividade enzimatica da H'-ATPase nas raizes, o que em citros
explicaria, em parte, as diferengas observadas no estado nutricional das plantas no
campo. Com base no exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar a resposta do
suprimento de B e K para a laranjeira-doce sobre a atividade da H'-ATPase em raizes
dos porta-enxertos citrumelo Swingle (SW) e limdo Cravo (CR) e a absor¢do desses
nutrientes. O projeto foi desenvolvido em casa-de-vegetagdo em vasos com solucdo
nutritiva variando-se niveis de B (0; 0,5; 2,5 ¢ 5,0 mg L'l), dois porta enxertos, trés
repetigdes e trés periodos de coleta, até de 7 dias, numa primeira etapa. Em seguida,
variando-se niveis de B (0 e 2,5 mg L) eK (15 €200 mg L") para plantas sobre SW. A
méxima atividade da H'-ATPase foi determinada na dose 2,5 mg L' e ao terceiro dia
ap6s a aplicacdo dos tratamentos, sendo que ao sétimo dia ocorreu decréscimo da
atividade em todos os tratamentos, principalmente aqueles com CR, o qual se mostrou
mais sensivel a doses elevadas de B. As doses de B influenciaram na deplecdo da
solugdo nutritiva e a absorc¢do de K pela planta, sendo encontrado os maiores valores na
dose semelhante ao encontrado para a H'-ATPase, evidenciando a consistente relago
entre a enzima, B e K. O aumento de K promoveu a diminui¢ao da absorcao e deplecao
de B da solugdo nutritiva. A modulagdo da atividade da H'-ATPase pela aplicagio de B
pode ser considerada a principal promotora do aumento de K nas plantas, fato ocorrido,
devido que, a principal via de entrada desse elemento em plantas € o transporte ativo de

nutrientes, para qual a presenca e a atividade da H'-ATPase é indispensavel.

Palavras-chave: nutrigdo mineral; bombeamento de prétons; membrana plasmatica;

atividade enzimatica; solu¢ao nutritiva.
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Absorption of boron and potassium and the relationship with the H'-ATPase
activity of citrus rootstocks

ABSTRACT

The micronutrient boron (B) has been subject of studies due to its multiple
physiological functions in plants. One of these functions is related to the absorption of
potassium (K) through the plant cell membrane. This interaction could be justified by
the change that B exerts on the enzymatic activity of the H'-ATPase in the roots, which
in citrus explain in part the observed differences in the nutritional status of plants in the
field. Based on the above, the objective of this study was to evaluate the supply of B
and K on the activity of the H'-ATPase in roots of young sweet-orange trees either on
Swingle citrumelo (SW) or Rangpur lime (RL) rootstocks and the absorption of these
nutrients. The project was conducted in a greenhouse in pots with nutrient solution with
varying levels of B (0, 0.5, 2.5 and 5.0 mg L), two rootstocks, three replications and
three periods of evaluation, up to 7 days, in a first experiment. Then, varying levels of B
(0 and 2.5 mg L") and K (15 and 200 mg L") of trees on SW, in a second experiment.

The maximum activity of the H-ATPase was determined with 2.5 mg L' and during
the third day after treatment application; a decrease of the enzyme activity occurred
during the seventy day in all treatments, especially those with RL, which was more
sensitive to high doses of B. Doses of B influenced the depletion of the nutrient solution
and K uptake by the plant, with the highest values being found in similar dose to that
found for H'-ATPase, demonstrating the consistent relationship between the enzyme, B
and K. The increase of K in the nutrient solution decreased absorption and depletion for
B. The modulation of the activity of H'-ATPase by the supply of B can be considered
the main promoter of increased K in plants, fact occurred since the major route of entry
of that element in plants is active transport, which the H'-ATPase activity is

indispensable.

Keywords: mineral nutrition; proton pumping; plasma membrane; nutrient solution;

enzymatic activity.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de laranjas, com montante acima de 11 milhdes
de toneladas de frutos anuais, ocupando o sexto lugar nas commodities em volume de
producao do pais (FAO, 2013). A relevancia econdmica dessa atividade tem estimulado
pesquisas no sentido de analisar diversos aspectos relacionados ao sistema de producdo da
cultura. Contudo, face aos problemas fitossanitarios que pressionam atualmente os retornos
economicos da citricultura (BOVE & AYRES, 2007; POMPEU Ir. et al., 2008), as praticas
que regulam fatores de producdo [genética, combinagdes copa e porta-enxerto (PE), agua e
nutrientes] tém sido destacadas como importantes ferramentas para o aumento da produgdo e
da qualidade dos frutos e, consequentemente, para a manutencdo da competitividade no
mercado (DE NEGRI et al., 1998; PIRES et al., 1998; QUAGGIO et al., 2005).

Fertilizantes sdo insumos importantes para a cadeia citricola, principalmente na
composicao do custo da atividade (NEVES et al., 2005). Segundo estatisticas da Associacao
Nacional para Difusdo de Adubos (Anda), o consumo de fertilizantes pela laranja no Brasil
cresceu 17% de 2000 a 2004, totalizando 425 mil toneladas em 2005. A quantidade necessaria
de laranja para consumir 1 tonelada de fertilizante saltou de 49 caixas (de 40,8 kg de frutos)
em 2010 para 110 caixas em 2013. Diante da importancia do fertilizante anexado a cadeia
citricola brasileira, tornam-se interessantes e estratégicos estudos que analisem as relagdes

entre nutrientes na produgdo do citros.

O boro (B) ¢ um micronutriente alvo de estudos devido a suas varias fungdes
assumidas no metabolismo vegetal, sendo fundamental ndo s6 para rendimentos elevados,
mas também para alta qualidade das culturas (FATIMA, 2013). A deficiéncia de B provoca
mudangas anatOmicas, fisioldgicas e bioquimicas, sendo estes resultantes em efeitos
secundarios nos vegetais (BLEVINS & LUKASZEWSKI, 1998). H4 relatos da importancia
do B na composi¢do da parede celular, dos efeitos sobre germinagdo do polen e floracdo e da
frutificacdo das plantas (GAUCH & DUGGER, 1954; WIMMER & EICHERT, 2013), e mais
recentemente da influéncia do B na atividlade ATPasica (H'-ATPase) de membrana
plasmatica (MP), podendo induzir aumento na absor¢do de potéassio (K) (POLLARD et al.,
1977; CARA et al., 2002), porém ainda carece de trabalhos e avaliagdes sobre essa interagdo e
sua relagdo com as varias culturas de importancia para o agronegocio.

Hé4 demanda diferencial de porta-enxertos de citros por B, conforme observara

BOARETTO et al. (2008), cuja exigéncia nutricional de B em laranjeiras jovens enxertadas



em Swingle (SW) foi maior que em Cravo (CR) em ambiente controlado. Também
observagdes em campo relatam que alguns sintomas de deficiéncia de B tém sido mais
frequentes no porta-enxerto SW (BOARETTO et al., 2011).

A influéncia do B na absor¢ao de K em plantas citricas foi verificada em experimentos
sob condi¢des controladas (SMITH & REUTHER, 1949) e de campo com diferentes
combinagdes copa/porta-enxertos em experimento de fertirrigacdo desenvolvidos na
Califérnia (EUA) por COOPER et al. (1952), cujo trabalho mostra o aumento do teor de K
foliar de 1,6-1,9 g kg até 2,3-2,6 g kg”' com o incremento da disponibilidade de B via
fertirrigagdo. No Brasil, o mesmo foi verificado com a variedade Pera em condi¢ao nao
irrigada (QUAGGIO et al., 2003). Essa resposta parece bastante consistente, porém até o
momento ndo existem informagdes suficientes para estabelecer se a interacdo B ¢ K se deve a
efeitos sobre a disponibilidade destes nutrientes no solo ou as caracteristicas particulares de
absorc¢ao pelo citros.

Tem sido proposto que o B seria um importante efetor da atividade da H'-ATPase de
membrana plasmatica das células radiculares (POLLARD et al., 1977; CARA et al., 2002), o
qual em concentragcdes especificas modularia a atividade da enzima promovendo a
hiperpolarizagio da plasmalema e subsequentemente absor¢do de K™ como resposta para
manuten¢do do equilibrio eletroquimico celular (SCHON et al., 1990), porém ainda carente de
trabalhos especificos sobre o comportamento dessa interagdo reportada em vegetais de
importancia mundial como o citros.

As ATPases constituem uma familia de enzimas situadas ao longo de membranas
presentes em células e organelas, as quais t€ém a capacidade de distinguir quimicamente dois
meios, com a fun¢do do bombeamento de determinados ions, contra o gradiente de
concentragdo atual entre os meios (MORSOMME & BOUTRY, 2000; PALMGREN, 2001).
Estas enzimas catalisam a hidrolise da adenosina trifosfato (ATP), originando adenosina
difosfato (ADP) + Pi (fosfato inorganico) e a energia a ser utilizada para o bombeamento do
H', portanto, é um tipo de transporte denominado ativo pela necessidade do dispéndio de
energia para sua ocorréncia (PALMGREN, 2001). Contudo, o conhecimento do
comportamento da enzima H'-ATPase como indutora na correlagio positiva entre B ¢ K nos
citros ¢ inexistente, nao havendo, portanto, trabalhos que apresentem dados elucidativos sobre
o quanto o B influi na modulagio da atividade da H'-ATPase e o transporte de K através da

MP.



Com base no exposto, formulou-se a hipétese que a maior resposta da laranjeira sobre
SW a adubagao com K ( QUAGGIO et al., 2004; MATTOS Jr. et al., 2006) esta associada a
maior demanda e eficiéncia de absor¢do de B pelo SW e ao efeito do aumento da

hiperpolarizagdo da MP, como resultados da alteragao da modulacdo da atividade da enzima

H'-ATPase.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O Boro nas plantas

O elemento quimico B ¢ indispensavel para o crescimento ¢ desenvolvimento dos
‘vegetais superiores’ (LOOMIS & DURST, 1992), e devido a suas varias fungdes
fisiologicas, hd importantes revisdes sobre as funcdes do elemento em plantas (BLEVINS &
LUKASZEWSKI, 1998; HERRERA-RODRIGUES et al., 2010; WIMMER & EICHERT,
2013). Com o conhecimento adquirido, podem-se destacar trés areas de atuacdo do B na
fisiologia vegetal: componente estrutural na parede celular, funcdo na MP e participagdo em
atividades metabolicas (BOLANOS et al., 2004). Determinar a primeira fun¢io d B nos
vegetais ¢ um grande desafio na nutricdo de plantas (FATIMA, 2013).

O B nao ¢ encontrado na forma elementar na natureza; na solugao do solo a principal e
mais importante forma ¢ o acido borico (H3;BO;), que também ¢ aquela absorvida pelas
plantas (HERRERA-RODRIGUES et al., 2010). A constante de acidez (pKa) do 4cido borico
¢ de 9,2 o que o faz permanecer sem carga ao pH fisioldgico das plantas, e como reflexo a alta
permeabilidade na plasmalema (DORDAS et al., 2000; STANGOULIS et al., 2001), portanto,
a absorcao do elemento ocorre, entdo, por processos ndao metabodlicos, determinados pela
concentragcdo de B na solucdo do solo, pela taxa de transpiragdo, pela formacao de complexos
dentro e fora das raizes e pela mobilidade do nutriente na planta (GOLDBERG, 1997,
BROWN & SHELP, 1997; BROWN et al., 2002).

A absorcao de B ocorre pela combinacdo de dois tipos de transporte passivo através da
MP (DORDAS et al., 2000), pela simples difusdao do nutriente através da dupla camada
lipidica, cujo coeficiente de permeabilidade varia de acordo com a espécie, e possivelmente
pelo transporte através de canais intermedidrios, que sdo facilitadores da absor¢do do
elemento e podem ser saturados a baixas concentracdes do nutriente, os quais sdo inibidos na

presenca de HgCl, (DORDAS et al., 2000).



Os vegetais necessitam de continuo suprimento de B para o crescimento (O’NEILL et
al., 2001), essa situacdao se justifica pela grande concentracdo encontrada do elemento na
parede celular sob forma estrutural (BLEVINS & LUKASZEWSKI, 1998). A sua deficiéncia
impacta diretamente na estrutura, crescimento e divisao celular, sendo a morte do tecido
meristematico um dos sinais mais comuns da escassez de B (O’NEILL et al., 2001). Outros
fatores afetados indiretamente pela falta de B sdo a absor¢ao de agua e crescimento de raizes,
pois no estado de deficiéncia ocorre redu¢do na superficie de absor¢ao de agua, e por
consequéncia, a de nutrientes também ¢ prejudicada (WIMMER & EICHERT, 2013).

As variagdes na taxa de transpiracdo podem evidenciar oscilagdes na absorcao de B,
sendo na ocorréncia de disponibilidade adequada de agua para as plantas, a transpiracdo
eleva-se promovendo o arrasto de B e outros nutrientes por fluxo de massa a superficie
radicular, e assim ocorre a absor¢do, ¢ posteriormente, o transporte para a parte aérea
(REICHARDT & TIMM, 2004).

Os sintomas da deficiéncia de B estdo majoritariamente relacionados ao mau
funcionamento do tecido do cambio vascular, responsavel pela multiplicacdo de células dos
vasos condutores, provocando colapso do xilema e, posteriormente, do floema, quando a
deficiéncia ¢ aguda. Os outros efeitos metabolicos de sua deficiéncia ocorrem como
consequéncia dos danos ultraestruturais e da inibicdo do crescimento da planta, ou seja, em
“efeito cascata” (BROWN & HU, 1997; BLEVINS & LUKASZEWSKI, 1998; GASSERT et
al., 2002). Assim, verifica-se crescimento reduzido das raizes, comprometendo a absorcao de
agua e de nutrientes pela planta.

O B ¢ conhecido por ter uma faixa estreita entre a deficiéncia e a toxicidade (DAVIES
& ALBRIGO, 1994) sendo sua distribuicdo na planta feita basicamente devido a corrente
transpiratoria (BROWN & SHELP, 1997). Em regides mais frias, onde a taxa de transpira¢ao
das plantas ¢ menor, o B tem absor¢do reduzida, agravando os casos de deficiéncia. Em
fruteiras, a deficiéncia de B causa mau funcionamento do tecido do cambio vascular
resultando na redugdo do transporte de fotossintatos para as raizes, que tém o crescimento
prejudicado e com resultado final a diminui¢do no crescimento da planta, conforme observado
por HASS & KLOTS (1931) e HASS (1945), em citros, na Califéornia, EUA, e por
MORALES & MULLER (1977), em maracujazeiro, na Costa Rica.

A deficiéncia de B em plantas citricas promove a morte da gema apical e por
consequéncia superbrotamento das axilares e ndo ha relatos de sintomas tipicos em folhas.

Como ocorre prejuizo na conducdo de acucares para as raizes, os ramos jovens e,



principalmente, os frutos acumulam essas substancias em bolsas de goma no albedo (SMITH
& REUTHER, 1949; SMITH, 1954; JONES & SMITH, 1964). De acordo com XU et al.
(2002), caracteristicas morfologicas das raizes interferem na absor¢do e na utilizagdo do B, o
que resulta em diferengas no crescimento ¢ no desenvolvimento observados nas plantas no
campo.

Também, o B ¢ considerado um nutriente imével ou pouco moével no floema das
plantas, embora estudos mais recentes tenham demonstrado que as espécies vegetais
apresentam diferentes caracteristicas quanto a mobilidade do nutriente (BROWN & SHELP,
1977, BROWN & HU, 1998). O mesmo ndo foi documentado para os citros, dai a
importancia do suprimento pela adubacdo frequente para o atendimento da demanda pelos
tecidos meristematicos e pelas flores para formacao da produgdo (BOARETTO et al., 2004;
MALAVOLTA et al., 2006; BOARETTO et al., 2011).

O aumento do suprimento de B pode estar associado a maior absor¢ao de K pelas
plantas (COOPER et al., 1952; SCHON et al., 1990; OBERMEYER et al., 1996; QUAGGIO
et al., 2003; GRASSI et al., 2004). Tem sido proposto que o B seria um efetor da modulagao
da atividade da H'-ATPase de MP nas células radiculares, o qual em concentracdes
especificas ativaria a bomba de H' promovendo a hiperpolarizacio da plasmalema, e
subsequentemente, a absor¢do de K, como forma para manuten¢do do equilibrio

eletroquimico celular (SCHON et al., 1990).

2.2 O potassio nas plantas

O macronutriente K apresenta fungdes importantes no metabolismo e na existéncia dos
vegetais como: ativador enzimatico, regulador osmodtico, influi sobre relacdes hidricas,
presenca no transporte de carboidratos, manuten¢do de equilibrio eletroquimico nas células e
efeito marcante sobre extensibilidade celular que, consequentemente, modifica tamanho e
qualidade interna dos frutos (REESE & KOO; 1974, 1976; LAVON et al., 1995). A auséncia
desse elemento ndo apresenta claras evidéncias em folhas, porém, em casos severos, pode
ocorrer secamento de margens do limbo em folhas novas, frutos de tamanho reduzido e casca
lisa e fina sdo frequentes como a maturagdo precoce € queda prematura.

A produtividade e qualidade da produgdo de citros ¢ amplamente influenciada pela
adubagdo de K (CANTARELLA et al., 2003; ALVA et al., 2006) sendo o cloreto de potassio
(KCl) a principal fonte de K via fertilizante (QUAGGIO et al., 2011). O intervalo 6timo de



concentracdo foliar do nutriente em citros situa-se entre 10 a 15 g kg de massa de matéria
seca (QUAGGIO et al., 2005).

QUAGGIO et al. (2011) verificaram aumento do K foliar até valores de 15 g kg de
massa de matéria seca em estudo com doses e fontes de K na produgdo de laranjeira, também
foi relatado a queda do teor de B foliar simultaneo ao incremento do K foliar , cuja interagao
segundo os autores, ainda nao foi identificado qual mecanismo fisioldgico na planta ¢

responsavel por esse efeito.

2.3 A Enzima ATPase

A familia de ATPase (conhecidas como P-ATPase) ¢ dividida em cinco principais
subfamilias evolutivamente relacionadas (P1 a P5) de acordo com o ion por elas transportadas
(AXELSEN & PALMGREN, 1998). Esse importante grupo de enzimas ¢ caracterizado
estruturalmente por ter uma Unica subunidade catalitica, 8-12 segmentos transmembranares,
nitrogénio e carbono terminais expostos para o citoplasma e um grande dominio
citoplasmadtico central, incluindo a fosforilagdo e o sitios de ligacdo de ATP (PEDERSEN et
al., 2012). As P3A H'-ATPases sdo responsaveis pela formagdo de gradiente eletroquimico
através de uma membrana fornecendo a for¢a motriz protdnica para transportadores
secundarios (POULSEN et al., 2008). A H'-ATPase ¢ a tnica bomba de protons presente na
MP das plantas desempenhando papel fundamental em processos fisioldgicos, incluindo a
ativagcdo secunddria de transporte, aquisicdo de nutrientes, regulagdo do pH intracelular,
adaptacdo a salinidade e a metais pesados (MORSOMME & BOUTRY, 2000; JANICKA-
RUSSAK et al., 2008, 2013). Nos vegetais superiores, ndo ha presenga de bombas de Na'-
ATPase, indispensaveis aos reino animal na formac¢ao de gradientes eletroquimicos e controle
de sais, portanto, a formacdo do gradiente eletroquimico em plantas dependente inteiramente
da acdo da H'-ATPase através do bombeamento de protons (H') para fora da MP
(PEDERSEN et al., 2012).

Ha varios estudos relatando o envolvimento da H -ATPase na absor¢do de nutrientes
como o nitrogénio (SCHUBERT & YAN, 1997), fosforo (YAN et al. 2002), potassio
(SCHACHTMAN & SCHROEDER, 1994), e ferro (DELL’ORTO et al., 2000; SCHMIDT,
2003), porem existem lacunas de estudos relacionando essa enzima com a interacdo entre
nutrientes nas plantas. Devido ao papel exercido pela H'-ATPase na fisiologia vegetal,
modificacdes em sua atividade podem ser a justificativa para correlagdes entre absorcao de

nutrientes como B e K.



2.4 Interacao do porta-enxerto com a nutricio de citros

A utilizacdo de PE na citricultura ¢ indispensavel para o bom estabelecimento e
longevidade das plantas. Essa técnica também possibilita ganhos de producao, uniformidade,
e resisténcia a fatores bioticos e abidticos. As caracteristicas naturais da copa sao diretamente
afetadas pelo PE: tamanho, produgdo, maturacdo e peso de frutos, tolerancia a salinidade, ao
frio, a seca, composi¢ao quimica das folhas e absor¢ao de nutrientes (POMPEU Jr., 2005).

Embora sabido das diferencas relacionadas ao estado nutricional das plantas quando
sobre diferentes PE, poucos sdo os estudos que relacionaram essas respostas, por exemplo, a
distribuicdo do sistema radicular e influéncia da taxa de transpiragdo das plantas (MOURAO
FILHO, 1989; REICHARDT & TIMM, 2004), diferengas na condutividade hidraulica das
raizes das variedades PE (SYVERTSEN, 1981) e absor¢do de N e P (SYVERTSEN &
GRAHAM, 1985). Alguns outros trabalhos demonstraram a influéncia do PE na concentragao
de B nas folhas das plantas citricas (EATON & BLAIR, 1935; COOPER et al., 1952; LIMA
et al., 1980; WUTCHER, 1989; TAYLOR & DIMSEY, 1993; PAPADAKIS et al., 2004).

Na citricultura brasileira, destacam respostas diferenciais da adubagao para o PE de
citrumelo Swingle, cuja demanda de K dos pomares ¢ maior quando comparada a tangerina
Cleodpatra e o limao Cravo (MATTOS Jr. et al., 2006). Também, que taxa de absor¢do e o
acumulo de B parecem maiores para aquele primeiro (BOARETTO et al., 2008; MATTOS Jr.
et al., 2008).

Dado o exposto, o objetivo do presente trabalho foi verificar os efeitos do suprimento
diferencial de B e K para os citros, em solugdo nutritiva, sobre a modulacao da atividade da
H'-ATPase da membrana plasmatica nas raizes de dois porta-enxertos contrastantes quanto a

demanda desses nutrientes.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Planejamento

O presente estudo foi dividido em duas etapas: experimento I ¢ II. O experimento I
teve por finalidade responder qual a influéncia de diferentes niveis de B na modulacdo da
atividade da H'-ATPase de dois PEs (CR e SW) contrastantes para esse micronutriente e a
possivel absorcao de K resultante dessa correlagao.

Posteriormente, o experimento II introduziu também diferentes niveis de K
utilizando apenas o PE SW, que possui demanda diferenciada por B (BOARETTO et al.,
2008), o direcionamento dessa etapa foi para avaliar a possivel interagio de K com B e a H'-
ATPase, visto a consistente relagdo de absor¢ao de K com a extrusdo de H' promovidos pela
enzima (MENGEL & SCHUBERT, 1985) e também em doses elevadas o ‘stress’ provocado

pelo excesso de sais poderia resultar na modulagdo da atividade da H'-ATPase.

3.2 Experimento I: Atividade da H*-ATPase em raizes de porta-enxertos de citros sobre
diferentes doses de B’

3.2.1 Obtencio, preparo das plantas e manejo da solucao nutritiva

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetagao, do tipo telado, no Centro APTA
Citros “Sylvio Moreira” (CCSM/IAC), no municipio de Cordeirdpolis, SP, com plantas
jovens da laranjeira-doce cv. Valéncia [Citrus sinensis (L.) Osbeck] sobre os PE de citrumelo
Swingle [C. paradisi Macf. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.] e limdo Cravo (C. limonia
Osbeck). Os tratamentos utilizados foram definidos em delineamento inteiramente ao acaso
em fatorial com duas variedades PEs e quatro niveis de suprimento de B em solucdo nutritiva
0; 0,5; 2,5 ¢ 5,0 mg L' de B), com trés repeticdes e quatro periodos de amostragem
destrutiva (0, 1, 3 e 7 dias apds a introdug@o dos tratamentos - DAI), totalizando 96 plantas no

experimento (Figura 1).



Figura 1 Visao geral do experimento 1.

O experimento teve inicio 60 dias ap6s o periodo de adaptacio das plantas em solugao
sem fornecimento de B. A solugdo nutritiva completa foi adaptada a partir daquela completa
de SARRUGE (1975), com modifica¢des visando a melhor adequacdo do aporte nutricional
as necessidades do citros (Tabela 1) (ZAMBROSI et al., 2013). Foi admitida a densidade
média da solugdo de 1g cm™ apds testes realizados com a solugdo nutritiva completa. Os
niveis de B foram obtidos através da adi¢do de quantidades necessérias de H3BO;3 na solugao
nutritiva. O pH e a condutividade elétrica (CE) das solucdes iniciais de cada tratamento foram
mensuradas a fim de verificar possiveis erros no fornecimento homogéneo dos teores de
nutrientes. A adi¢do do B na forma do H3;BO; ndo possui capacidade de promover alteragdes

relevantes nas caracteristicas quimicas examinadas (Tabela 2).

Tabela 1. Concentracdo de nutrientes na solu¢do completa ausente de B no experimento 1.

Nutriente Concentracio na Solucao
------- mg L p— --———--mg L p—

N 180 Mn 0,5

P 15,5 Zn 0,2

K 137 Cu 0,6

Ca 200 Mo 0,05

Mg 30 Fe 5,0

S-SO4 40 - -




Tabela 2. Condutividade elétrica (CE) e pH referentes a solugdo nutritiva completa contendo
as diferentes doses de boro (B).

B solucao pH CE
~—-mg L'--- —-uS/em™---
0 5,87 7071 1833 £12°
0,5 5,91 %10 1828 +*1%
2,5 5,93+ 12 1825 +1>#
5,0 5,95 +%0° 1828 £%%

D Desvio padrao da média (n=4).

As mudas com idade de seis meses apoOs enxertia e utilizadas no experimento (Figura
2A), foram selecionadas em janeiro de 2013 e mantidas em viveiro em sacolas plésticas
preenchidas com substrato a base de casca de pinus. A adubag¢dao de manutengdo foi realizada
via fertirrigacdo sem o fornecimento de B, sendo que sete dias antes da transferéncia, foi
promovida a poda da parte aérea deixando o ramo principal a altura de aproximadamente 50
cm.

Em marco de 2013, foi realizado o transplante das mudas jovens para os recipientes
contendo solugdo nutritiva. As plantas foram retiradas dos sacos plasticos para remogao
inicial do substrato e, porteriormente, limpas em agua corrente e mantidas imersas por 10 min
em solucdo de 0,6 g L' de hidroxido de cobre a fim de reduzir a probabilidade de
contaminagdes por patdgenos provindos do substrato (Figura 2B e 2C). Apos esse tratamento
as plantas foram transferidas para vasos plasticos com capacidade para 8 L, contendo 6 L de
solucdo nutritiva.

Em cada vaso, foi utilizada tampa ajustada para minimizar perdas de agua por
evaporacao, a qual ainda recebeu a fixacdo de um tutor, tipo haste de PVC, para conducao das
plantas (Figura 3A). Para medicdo da perda de 4gua por evaporagdo , foram utilizados vasos
apenas com solucdo nutritiva, porem devidamente fechados com um cilindro de madeira
acoplado a tampa simulando a presenga dos mudas (Figura 3B). Para o fornecimento de
oxigénio as raizes foi utilizado um sistema de aeragdo utilizando compressores de ar
acoplados a um temporizador de eletricidade digital para fornecimento de aeragdo adequada

as raizes de citros.
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Figura 2. Mudas utilizadas no experimento (A), planta devidamente limpa (B) e tratamento

com hidréxido de cobre (C).

Figura 3. Modelo de vaso utilizado com planta ja instalada (A) e vaso destinado a medicdo da
evaporagao de agua (B).

A solugdo nutritiva ausente de B foi empregada inicialmente com 25 % da
concentragdo de nutrientes, sendo a cada quatorze dias trocada e dobrada a porcentagem de
concentragdo de nutrientes até a utiliza¢do da solugdo completa (Tabela 1). Periodicamente foi
adicionada agua destilada aos vasos para repor a massa de solugdao nutritiva consumida por
evapotranspiracao. O pH e a CE da solucao nutritiva foram monitorados, € quando necessario,
a correcdo do pH da solugdo foi realizada para manutencdo entre os valores de 5,0 e 6,5;
quando CE da solucdo completa caia para abaixo de 70% do valor inicial, a solu¢do nutritiva

era substituida.
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3.2.2 Coleta de raizes e plantas

O material coletado para analise da H'-ATPase consistia em segmentos de raizes
desenvolvidas na solucao nutritiva, as caracteristicas fisicas do sistema radicular sdo alteradas
com a planta sobre esse sistema, as novas raizes apresentam menos lignina , sendo de aspecto
aparentemente fasciculado, consisténcia tenra e coloragdo mais clara (Figuras 4 e 5). A
utilizagdo dessas raizes também se deve a grande capacidade de absor¢do de dgua e nutrientes,

o qual exige um papel atuante da H' -ATPase.

A coleta das raizes e plantas foi realizada de forma destrutiva, com a totalidade de
plantas iniciando o experimento simultaneamente e grupos de plantas foram desmontados ao
longo dos periodos citados anteriormente. O material fresco de raiz destinado a analise da H'-
ATPase possuia aproximadamente massa de 10 g, a qual era imediatamente depositado sobre
o gelo para preservar o estado fisiologico das raizes e assim a atividade da enzima. O restante
do sistema radicular e planta foram desmontados para obten¢do dos outros parametros
estudados, sendo que apds a retirada da planta do vaso era coletada amostra da solugdo

nutritiva.

Figura 4. Raiz do porta-enxerto de limao Cravo.
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Figura 5. Raiz do porta-enxerto de citrumelo Swingle.

3.2.3 Anadlises quimicas da solucao nutritiva

A solucdo nutritiva foi amostrada em 0, 1, 3 ¢ 7 DAI através da utilizacao de pipeta
automatica de 10 mL de capacidade, sendo retirados 40 mL de cada vaso para determinagao
da sua composi¢ao quimica dos teores totais de elementos minerais por espectrometria de
emissdo otica com plasma induzido (ICP-OES). Os resultados da andlise quimica da solucao
passaram por correcao de acordo com o decréscimo da solucdo em cada periodo de coleta. O
monitoramento da solu¢do foi realizado com pesagens imediatamente antes das amostragens
utilizando-se de balanca digital com resolucdo de +5 g. A perda de dgua por evaporacao
também foi monitorada pela introducdo de quatro vasos vedados sem plantas no sistema
(Figura 3).

Ao 7 DAI as perdas por evaporagdo foram de 112 +15 mL por vaso, representando
menos de 2% dos 6 L de solu¢do inicial, indicando a existéncia de baixas perdas no sistema e
assim o modelo proposto para utilizagdo no experimento possuia boa vedagdo e nao
influenciou no comportamento do decréscimo da solucdo nutritiva. Foram realizadas curvas

de deplecdo dos nutrientes estudados nos tratamentos propostos.

3.2.4 Fracionamento celular e anilise da H-ATPase de plasmalema

3.2.4.1 Purificacao das vesiculas de membrana plasmatica
Vesiculas microssomais enriquecidas com membrana plasmatica foram isoladas de

raizes das plantas; foi utilizada a centrifugacdo diferencial como descrito por DE MICHELIS
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& SPANSWICH (1986), com algumas modificagdes (FACANHA & DE MEIS, 1995). Dez
gramas (massa fresca) de raizes foram homogeneizadas em 20 mL de meio de extragdo gelado
contendo 250 mmol L' de sacarose, 10% de glicerol (m:v), 0,5% de PVP-40
(polivinilpirrolidona-40 KDa), 2 mmol L"'de EDTA 0,2% de BSA (albumina sérica bovina)
(m:v) e 0,1 mol L' de tamp#o Tris [tris-(hidroximetil) aminometano]-HCl, pH 7,5.

Imediatamente antes do uso foram adicionados 150 mmol L™ de KCI, 2 mmol L™ de
DTT (ditiotreitol), 1 mmol L de cloridrato de benzamidina e 1 mmol L™ de PMSF (fluoreto
de metilfenilsulfonil). Toda a preparagdo, a partir da manipulagdo das raizes até a obtengdo
das vesiculas membranares, foi efetuada a temperatura controlada entre 2 ¢ 4 °C. O pH do
tampao de extragdo foi monitorado durante o procedimento, mantendo-se na faixa de 7,5-8,0.

Apods a maceragdo do material radicular, o homogenato resultante foi e submetido a
centrifugacdo de 1.500 x g durante 10 min a 2 °C para a remocao de residuos, células ndo
rompidas e nucleos. O sobrenadante foi coletado e submetido a uma nova centrifugagdo a
10.000 x g por 15 min a 2 °C para a separagdo da fracdo mitocondrial. O novo sobrenadante
entdo foi submetido a nova centrifugacao a 100.000 x g por 40 min a 2 °C. O precipitado
dessa nova centrifugacdo, consistindo na fracdo microssomal, foi ressolubilizado em 2 mL de
solugdo tampdo [meio de ressuspensdo: glicerol 15% (v:v), DTT 1 mmol L", PMSF 1 mmol
L, 10 mmol L de Tris-HC1 pH 7,5]. A concentracio de proteina total contida na preparagio
foi dosada pelo método descrito por BRADFORD (1976).

A atividade ATPasica foi determinada colorimetricamente, segundo método descrito
por FISKE & SUBBARROW (1925). Todas as reagdes foram iniciadas com a adi¢do de
vesiculas/organelas (30 pg mL™' de proteina membranar) isoladas por fracionamento e
paradas através da adigcdo de acido tricloroacético 5% (m:v; gelado) ao meio.

O gradiente de prétons foi medido como descrito por DE MICHELIS & SPANSWICH
(1986), com algumas modificagdes propostas por FACANHA & DE MEIS (1998),
monitorando-se a taxa de decréscimo da fluorescéncia (AFmax min™) da sonda fluorescente
metacromatica, 9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina (ACMA), excitada com um feixe de
comprimento de onda de 415 nm e a emissdo captada a 485 nm, utilizando-se um

espectrofluorimetro (mod. RF-5301 PC, SHIMADZU, Téquio, Japao).

3.2.4.2 Determinacao da atividade ATPasica de membrana plasmatica
A atividade ATPasica foi determinada pela medida colorimétrica da liberagdo de Pi

(FISKE & SUBBARROW 1925); com modificagdes de (FACANHA & DE MEIS, 1995). A

reacdo foi iniciada com a adicdo da proteina (presente nas vesiculas isoladas) e paralizada
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através da adigdo de 4cido tricloroacético (TCA) para uma concentragdo final de 10% (v:v). A
revelagdo do Pi hidrolisado foi promovida mediante a adi¢do de 0,5 mL da mistura contendo
molibidato de amonio 2% em H;SO4 2% + acido ascorbico 1% e ap6s 10 min foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 790 nm. A composi¢ao do meio de
reacdo integra: 10 mmol L de Mops [4cido 3-(N-morfino) propano sulfénico]-Tris pH 6,5, 3
mmol L™ de MgCl,, 100 mmol L' de KCI, 1 mmol L' de ATP e 30 pg mL™" de proteina.

A atividade especifica da H'-ATPase tipo P de membrana plasmatica foi revelada pela
percentagem de atividade sensivel ao inibidor classico das P-ATPases, o ortovanadato de
sodio (0,2 mmol L'; Na;VO,) (DE MICHELIS & SPANSWICK, 1986). Ou seja, a atividade
hidrolitica da H'-ATPase foi medida a 25 °C, sem e com o inibidor, sendo a diferenca entre as

duas atividades respectivamente a a¢do da H-ATPase do tipo P.

3.2.4.3. Bombeamento de H" mediado pela H'-ATPase de membrana plasmatica

O gradiente eletroquimico de H'™ gerado pela H-ATPase de membrana plasmética foi
estimado pela porcentagem do méximo decréscimo da fluorescéncia da sonda ACMA sob
condi¢cdes de excitacdo a 415 nm e emissdo captada a 485 nm. O ACMA contém um grupo
amina que funciona como uma base fraca, que quando nao protonado atravessa livremente a
bicamada lipidica das membranas, enquanto a protona¢do do grupo amina limita essa
capacidade de movimento transmembranar. Desta forma, a sonda se acumula nas vesiculas
acidificadas pelo bombeamento de ions H' e tal acumulagio promove um quenching da
fluorescéncia da sonda sendo proporcional a queda do pH no interior das vesiculas pela
entrada do H™. O meio de reagio era composto de: 10 mmol L de Mops-Tris (pH 6,5), 100
mmol L™ de KCI, 5 mmol L™ de MgSO,, ACMA 1 pmol L™ e 30 pg de proteina. A reagéo foi
desencadeada pela adigdo de ATP (1 mmol L) e o gradiente eletroquimico de H™ formado foi

posteriormente dissipado pela adi¢do de NH,4C1 (20 mmol L™).

3.2.5 Crescimento e estado nutricional das plantas

A determinagdo de massa seca das folhas e raizes foi realizada em 0 e 7 DAIL O
material foi coletado, lavado e adequadamente colocado em estufa de circulagdo forcada de ar
a 60 °C até massa constante. As amostras entdo foram moidas para determinacao dos teores
totais de nutrientes, segundo métodos descritos por BATAGLIA et al. (1983).

A medigdo da area foliar por planta foi realizada em cada periodo de coleta, sendo
utilizado medidor de area (mod. LI-3100C, Li-Cor, Lincoln, EUA). Os valores adquiridos

foram relacionados com o teor de nutrientes foliares obtidos.
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3.3 Experimento II: Atividade da H'-ATPase em doses de boro e potassio em raizes de
porta enxerto de citros.

3.3.1 Obtencao, preparo das plantas e manejo da solucao nutritiva

Semelhante ao Experimento I, plantas jovens da laranjeira Valéncia sobre citrumelo
Swingle foram cultivadas em solugao nutritiva. Os tratamentos foram dispostos ao acaso com
fatorial 2x2x5x3 sendo dois niveis de suprimento de B (0 ¢ 2,5 mg L™ de B) e K (15 ¢ 200 mg
L' de K), cinco repeti¢des e trés periodos de amostragem (0, 1 e 7 DAI), totalizando 60
plantas no experimento. O decréscimo da solucdo nutritiva foi mensurado como descrito no
Item 3.2.3.

As mudas de citros foram obtidas em agosto de 2013 com sua produgdo, tempo de
enxertia e manejo realizado pré-transplante para solucdo nutritiva realizados de forma
semelhante ao Experimento I. Em outubro de 2013 foi realizado o transplante das mudas para

soluc¢do nutritiva.

Tabela 3. Condutividade elétrica (CE) e pH referente a solucdo nutritiva completa dos
tratamentos propostos .

Tratamentos"” pH C.E
-—-uS/cm’--
B0-K15 6,18 "% 1836 +£'¢73
B0-K200 6,67 + % 2174 £
B2,5-K15 6,01 = %7 1825 +'3%2
B2,5-K200 6,63 £*% 2155 £"3%

WB0: 0 mg L de B; B2,5: 2,5mg L' de B; K15: 15 mg L' de K; K200: 200 mg L' de K.
@Desvio padrio da média (n=4).

3.3.2 Anadlises quimicas da solucio nutritiva

A solugdo nutritiva foi amostrada, analisada e corrigida em 0, 1, ¢ 7 DAA utilizando
o mesmo procedimento do experimento I. O monitoramento da solu¢do também foi baseado
no primeiro trabalho sendo a perda média de dgua por evaporagdo ao 7 DAA de 99 + 11g,
representando menos de 1,85% da massa inicial da solu¢do e assim nao influenciando na
deplecdo da solucdo nutritiva. Também foram produzidas curvas de deplecdo dos nutrientes

estudados.
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Tabela 4. Concentracdo de nutrientes na solu¢do completa (menos B e K) do experimento 11

Nutriente Concentracio na Solucao

----- mg L p— -----mg L p—
N 200 Mn 0,5
P 15,5 Zn 0,2
Ca 200 Cu 0,6
Mg 30 Mo 0,05
S-S0, 40 Fe 5,0

3.3.3 Fracionamento celular e andlise da H'-ATPase de plasmalema

r1: + re .
Todas as etapas para a andlise H -ATPase da membrana plasmatica seguiu 0 mesmo

protocolo do experimento I, compreendendo o Item 3.2.4.

3.3.4 Crescimento e estado nutricional das plantas

A determinagdo da area foliar por planta e massa seca das folhas e raizes foram

aferidas em 0 e 7 DAA. A metodologia foi equivalente ao experimento 1.

3.3.5 Analise estatistica

A deplecdo de nutrientes da solugcdo, o consumo de 4gua pelas plantas, teor de
nutrientes e a atividade da H'-ATPase nas raizes foram avaliadas por meio da analise de
variancia e comparacao de médias através do teste Tukey a 5 % de probabilidade utilizando o

pacote estatistico SAS (SAS Institute, 1996) para ambos experimentos realizados.

4 RESULTADOS

4.1 Experimento I: Atividade da H'-ATPase em diferentes doses de B em raizes de porta
enxertos de Citros

4.1.1 Caracterizacio das plantas do experimento: massa de matéria seca de folhas e
raizes e area foliar

A uniformidade das plantas foi alta no presente experimento e atendeu a necessidade
do estudo para a redugdo de causas de variagdo devido a efeitos ndo controlaveis que
poderiam mascarar os resultados dos tratamentos testados. A massa de matéria seca de folhas

foi em média 13,5 g planta™ e a 4rea foliar de 1360 cm” planta™ (Tabela 5) independente dos
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niveis de B na solugdo nutritiva, da variedade PE e tempo de avaliacdo do experimento,
também ndo foram observadas novas brotag¢des nas plantas.

Por outro lado, a massa de matéria seca de raizes variou entre os dois porta-enxertos
estudados (p<0,05), enquanto que a concentracao de B e o periodo de avaliagdao experimental
submetido as plantas ndo causaram variagdes significativas sobre o sistema radicular (Tabela
5). Assim, plantas sobre CR apresentaram em média 22,6 g planta™ e aquelas sobre SW 17,1
g planta™. O crescimento diferencial das raizes ocorreu durante o periodo de adaptagio das
plantas na solu¢dao nutritiva, anterior ao inicio dos tratamentos. Como foram amostrados
segmentos de apices radiculares dos PEs para determinacdes da modulagdo da H'-ATPase
(Item 3.2.2), ndo foram realizadas podas de raizes, como feito para a parte aérea, para
uniformizagdo das plantas. Assim, os resultados obtidos sdo discutidos com base nessa
diferenca das variedades PEs.

Os procedimentos de poda, pré-adaptacdo das plantas na solug¢do nutritiva e selecdo
daquelas mais uniformes antes do inicio do experimento foram adequados. Assim, essas duas
caracteristicas revelam satisfatério grau de homogeneidade da parte aérea, o que permitiu
realizar comparagdes entre os teores de nutrientes nas folhas entre os tratamentos utilizados
minimizando ao maximo respostas associadas a efeitos de diluigdo ou concentragao de
nutrientes no tecido foliar dadas variagdes do crescimento das plantas, conforme observado
em estudos de nutri¢gdo mineral de plantas (MALAVOLTA, 2006).

Destaca-se que diferengas no crescimento de raizes de PEs sdo reportadas na literatura
e indicam que variedades de trifoliatas e seus hibridos, que ¢ o caso do (SW), sdo associados a
plantas menos vigorosas no campo devido a menor quantidade de raizes que se estabelece no
solo (CASTLE, 1980; POMPEU Jr., 2005). Embora esse maior crescimento possa ser
relacionado a tolerancia dos citros a seca quando maior volume do solo ¢ explorado pelas
plantas (CASTLE, 1980; KRIEDEMANN & BARRS, 1981), estudos recentes demonstram
que a condutividade hidraulica e o fluxo de dgua desses PEs variam em diferentes proporcdes

(PEDROSO et al., 2014).
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Tabela 5. Massa de matéria seca de folhas (MSF) e raizes (MSR) e area foliar (AF) de
laranjeiras enxertadas em Cravo (CR) ou Swingle (SW), cultivadas em solugdo nutritiva com
diferentes concentra¢des de boro (B) pelo periodo de O (inicial), 1, 3 e 7 dias.

3)
B solucao Iéol;ta-enxerto (;)‘127) Média B Média dia® B Teslt);F BPE
mgL' MSF (g planta™) ---------meeeeeeev
0 14,9 13,0 14,0
0,5 13,7 13,2 13,4 13.5% ns s ns
2,5 12,0 13,1 12,6 ’
5,0 13,5 14,6 14,0
Média PE 13,5 13,5 -
mgL' N SN R ) CT5 L i J—
0 1529 1344 1437
0,5 1354 1337 1346 o
2,5 1364 1262 1313 1360 nsooons s
5,0 1259 1431 1345
Média PE 1376 1343 -
11 17:8 D — Y ) S FT0 £ e ——
0 21,6 19,0 20,3
0,5 23,8 16,2 20,0 s
2,5 22,4 16,3 19,4 199 ns * ns
5,0 22,7 16,9 19,8
Média PE 22,6 17,1 -
D= 12;
@p= 96;

©) ns, ndo significativo; * significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

4.1.2 Teores de B e K nas folhas e concentracido na solucao nutritiva

Os teores de B e K nas folhas das plantas nos diferentes tratamentos estudados
variaram entre o periodo inicial e final demonstrando a absor¢ao de nutrientes (Tabelas 6 e 7).
Para B, os teores foliares médios foram 38 mg kg™ em 0 DAI e 55 mg kg em 7 DAI
(p<0,05), e para K, foram 13 mg kg em 0 DAI ¢ 14 mg kg em 7 DAI (p<0,05).

Verificaram-se ainda, repostas dos teores de B (p<0,01) e K (p<0,05) para niveis de B
na solugdo no 1 DAI (Tabelas 8 ¢ 9). Embora os dois PEs ndo tenham mostrado diferencas
sobre os teores desses nutrientes nas folhas (p<0,05). Verificou-se que o aumento do
suprimento de B na solucdo afetou a absorcao de K pelas plantas (p<0,05), cujos teores nas
folhas variaram entre 13 e 16 g kg (Tabela 9), com ponto de méaximo para o nivel de 2.5 mg

L' de B (R*=0,99, (p<0,01).
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Tabela 6. Teor de boro (B) nas folhas de plantas citricas sobre porta-enxertos de Cravo (CR)
ou Swingle (SW), supridas com diferentes concentragdes de boro (B) pelo periodo de 0
(inicial) e 7 dias em solu¢do nutritiva (DAI).

B Porta-enxerto (PE) . e e () Teste F®
B solucao Média B Média dia
CR SW B PE B*PE
mg L’ mg kg
0 DAI (inicial)
0 38,8 37,0 - 379b - ns -
7 DAI
0 34,8 Be 52,7 Ab 43,7
0,5 47,0 Ab 53,3 Ab 50,2 5542 - x N
2,5 61,0 Aa 64,7 Aa 62,8
5,0 63,4 Aa 66,7 Aa 65,0
Média PE 51,5 59,3
M'n = 4; médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha e mintsculas na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05);

@ 1 = 32; médias seguidas de mesma letra minascula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05);
© ns, ndo significativo; * e **, significativo pelo teste F ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.

Tabela 7. Teor de potéssio (K) nas folhas de plantas citricas sobre porta-enxertos de Cravo
(CR) ou Swingle (SW), supridas com diferentes concentragdes de boro (B) pelo periodo de 0
(inicial) e 7 dias em solugdo nutritiva (DAI).

. Porta-enxerto (PE) . P Teste F¥
B solucao Média B Média dia
CR SwW B PE B*PE
mg L gkg’
0 DAI (inicial)
0 13,1 13,7 - 13,4™ - ns -
7 DAI
0 13,90 13,0 13,4b
0,5 13,9 14,6 14,2 ab
14,4 * ns ns
2,5 15,7 16,8 16,2 a
5,0 13,1 13,8 13,5b
Média PE 14,2 14,5

M 1 = 4; médias seguidas de mesma letra maitscula na linha e mintisculas na coluna nio diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05);

@Dp= 32; ns, ndo significativo;

®) ns, ndo significativo; *, significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.
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A absorcao de B pelas plantas, estimada indiretamente pela deplecdo do nutriente na
solugdo nutritiva de cultivo até¢ o 7 DAL, foi linear com os niveis de B (y =-0,074x + 1,8; R’=
0,99, p< 0.01). Nessa condi¢ao, a absorcao total de B foi 1,3 mg planta'1 de B. No caso do K,
a absorcio pelas plantas foi maior no inicio e diminui ao final do experimento (y = 0,439x> —

5,44x +152,68; R =0,83, p<0,01), estimando-se o total de 117 mg planta'1 de K.

Destaca-se que, embora ndo tenham sido observados efeitos de PEs sobre a absor¢ao
desses nutrientes, a maior deplecdo, e consequentemente maior absor¢do de K, ocorreu nos
niveis de 0,5 ¢ 2,5 mg L' de B na solucdo até 7 DAI (Tabela 9). Também, destaca-se que 0s
teores foliares apresentados pelas plantas mostraram correspondéncia com as concentragdes
de B e K na solucdo nutritiva, o que estaria de acordo com os resultados observados para a
hidrélise de ATP e do transporte de H™ mediados pela atividade da H-ATPase (Tabelas 11 e
12).
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Tabela 8. Teor de boro (B) na solugdo nutritiva com plantas citricas sobre porta-enxertos de
Cravo (CR) ou Swingle (SW), supridas com diferentes concentragdes de boro (B) pelo
periodo de 0 (inicial), 1, 3 e 7 dias em solu¢do nutritiva (DAI).

B Porta-enxerto (PE) . e e () Teste F®
B solucao Média B Média dia
CR SW B PE B*PE
mg L’ mg L’
0 DAI
0 <0,01" <0,01 <0,01d
0,5 0,52 0,52 0,52 ¢ L7 -
a ns ns
2,5 2,11 2,12 2,11b ’
5,0 4,28 4,22 4,25a
Média PE 1,73 1,71
1 DAI
0 <0,01 <0,01 <0,01d
0,5 0,31 0,41 0,36
’ ’ ’ oD ¢ 1,66 ab % ns ns
2,5 2,10 2,07 2,08 b
5,0 4,28 4,10 4,19 a
Média PE 1,67 1,65
3 DAI
0 <0,01 <0,01 <0,01d
0,5 0,28 0,35 0,31c
1,58 b *x ns ns
2,5 2,06 2,04 2,05b
5,0 3,93 4,00 3,96 a
Média PE 1,57 1,60
7 DAI
0 <0,01 <0,01 <0,01d
0,5 0,27 0,29 0,28
’ ’ ’ -0 ¢ 1,50 ¢ K * ns
2,5 2,01 1,92 1,97 b
5,0 3,90 3,63 3,76 a
Média PE 1,54 A 1,46 B
M'n = 4; médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha e minusculas na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05);
@ n = 32; médias seguidas de mesma letra minascula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05);

©) ns, ndo significativo; * e **, significativo pelo teste F ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.
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Tabela 9. Teor de potassio (K) na solugdo nutritiva com plantas citricas sobre porta-enxertos
de Cravo (CR) ou Swingle (SW), supridas com diferentes concentragdes de boro (B) pelo

periodo de O (inicial), 1, 3 e 7 dias em solu¢do nutritiva (DAI).

B Porta-enxerto (PE) . e e () Teste F®
B solucao Média B Média dia
CR SW B PE B*PE
mg L’ mg L’
0 DAI
0 158 @ 155 157
0,5 156 152 154 155
a ns ns ns
2,5 156 154 155
5,0 155 156 155
Média PE 156 154
1 DAI
0 143 146 145 a
0,5 140 144 142 b
143 b * ns ns
2,5 142 142 142 b
5,0 143 144 144 ab
Média PE 142 144
3 DAI
0 143 146 144 a
0,5 139 144 142 b
143 b * ns ns
2,5 142 141 141 b
5,0 143 143 143 ab
Média PE 142 143
7 DAI
0 141 141 141a
0,5 137 129 133b
136 ¢ *k ns ns
2,5 136 135 135b
5,0 135 132 134 b
Média PE 137 134

M

teste de Tukey (p<0,05);

@

(p<0,05);
3

n = 4; médias seguidas de mesma letra maitiscula na linha e minusculas na coluna nao diferem entre si pelo
n = 32; médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey

ns, ndo significativo; * e **, significativo pelo teste F ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.
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4.1.3 Consumo de soluciao nutritiva

O consumo de acumulado de solugdo nutritiva pelas plantas ao longo de tempo
aumentou de 177 mL planta” no 1 DAI para 1054 mL planta” no 7 DAI (Tabela 10). A maior
taxa de transpiracdo foi verificada no primeiro periodo, 0,12 mL cm™ dia™, tomando-se por
base a area das folhas (Tabela 5) e se manteve em torno de 0,10 mL cm™ dia™!, entre 0 3 ¢ 7

DAL

As plantas sobre CR consumiram maiores volumes de solugdo nos trés periodos de
avaliagdo comparadas aquelas sobre SW, cuja diferenca foi 50% maior no 1 DAI,
correspondente a maior taxa estimada acima, e 20-28% maior no 3 e 7 DAL Essa diferenca
entre os PEs estd associada provavelmente a capacidade de absor¢do definida pelo tamanho
do sistema radicular (CR =22,6 g planta’ e SW = 17,1 g planta’; Tabela 5), capacidade de
transporte dos vasos condutores e regulacdo de abertura e fechamento estomatico (PEDROSO
et al., 2014). Outra diferenca interessante entre os PE, € que na menor disponibilidade de B
em solugdo (0 ¢ 0,5 mg L™ de B), o consumo de 4gua pelas plantas em SW foram ainda
menores que aquelas sobre CR. Isto justificaria a maior resposta em producdo do SW ao

suprimento de B quando comparada a outros PEs.

O estudo em desenvolvimento pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Fisiologia e
Nutri¢do dos Citros (CCSM/IAC) tem caracterizado estruturas e ultra-estruturas anatomicas
de raizes e folhas de citros quando supridas com B. Os resultados preliminares demonstram
alteracdes de vasos condutores das plantas quando o suprimento € limitado ou em excesso. Os
melhores arranjos de tecido e condutividade hidraulica das plantas foram verificadas para os
niveis de 2,5 mg L' de B na solugdo nutritiva (MESQUITA et al., 2012). Isto estd de acordo
com o observado no presente estudo, cujo maior consumo de dgua pelos PEs ocorreu entre os
niveis de 0,5 ¢ 2,5 mg L' de B nos periodos 3 e 7 DAL Nota-se que as plantas em SW foram

menos afetadas pela deficiéncia e excesso de B na solucao.
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Tabela 10. Reducdo do volume de solu¢do nutritiva com plantas citricas sobre porta-enxertos
de Cravo (CR) ou Swingle (SW), supridas com diferentes concentragdes de boro (B) pelo
periodo de 0 (inicial), 1, 3 e 7 dias em solu¢do nutritiva (DAI).

B Porta-enxerto (PE) . e e () Teste F®
B solucao Média B Média dia
CR SwW B PE B*PE
mg L’ mL planta™
0 DAI (inicial)
0 3,5 3,7 - 3,6c¢ - ns -
1 DAI
0 242 150 196
0,5 245 147 196
177 ¢ ns *ok ns
2,5 155 140 148
5,0 217 120 168
Média PE 215 139
3 DAI
0 463 Aab 300 Ba 382 ab
0,5 528 Aa 355 Ba 442 a 394 b « x .
2,5 432 Aab 407 Aa 419 ab
5,0 347 Ab 322 Aa 334 b
Média PE 443 346
7 DAI
0 945 753 849 ¢
0,5 1355 1185 1270 a 1054 a " s s
2,5 1135 958 1046 b
5,0 1180 920 1050 b
Média PE 1154 A 954 B

M 1 = 4; médias seguidas de mesma letra maitiscula na linha e minasculas na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05);

@ n = 32; médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05);

©) ns, ndo significativo; * e **, significativo pelo teste F a0 nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.

4.1.4 Atividade ATPasica
A atividade da enzima H'-ATPase em consumir o ATP, produzindo energia,

adenosina difosfato (ADP) e fosfato inorganico (Pi), também denominada de hidrdlise do
ATP, nao diferiu entre os PEs estudados no inicio do experimento (média de 410 umol Pi mg
! proteina h™'; 0 DAI) quando as plantas estavam em solugdo nutritiva com omissio de B
(Tabela 11). A Resposta a adi¢do do micronutriente foi verificada ja no primeiro dia apds o
inicio do suprimento diferencial de B dependendo do PE (1 DAI). Maiores valores de
hidrolise (ponto de maximo) foram obtidos nas concentragdes de 2,1 a 2,4 mg L™ de B na

solugdo nutritiva para os PEs de CR e SW, respectivamente (R* > 0,98, p<0,01). Essa
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resposta, de forma similar, foi observada para as avaliagdes realizadas nos intervalos 3 e 7
DAL Contudo, a maior atividade, foi estimada em 410 pmol Pi mg™' proteina h™' para a
concentragio de 1,4 mg L™ de B na solugdo nutritiva para o PE de CR (3 DAI) e > 500 pmol
Pi mg”' proteina h” para 2,9 mg L' de B na solugio nutritiva para o PE de SW (aos 3 e 7
DAI).

Tabela 11. Atividade de hidrélise de ATP (vanadato sensivel) mediada pela H'-ATPase de
membrana plasmatica de vesiculas microssomais de raizes de plantas citricas sobre porta-
enxertos de Cravo (CR) ou Swingle (SW), supridas com diferentes concentracdes de boro (B)
pelo periodo de 0 (inicial), 1, 3 e 7 dias em solucgdo nutritiva (DAI).

~ Porta-enxerto (PE) . e e () Teste F®
B solucao Média B Média dia
CR SW B PE B*PE
1117:3 D — pmol Pi mg” proteina h™ -------------—-
0 DAI (inicial)
0 396 424 - 410 a - ns -
1 DAI
0 356 ' Ab 353 Ab 355
0,5 485 Aa 528 Aa 506
425 a ok ns *
2,5 596 Aa 596 Aa 596
5,0 317 Ac 171 Be 244
Média PE 439 412
3 DAI
0 393 Aa 314 Bb 353
0,5 400 Ba 483 Aa 441 390 ab x x x
2,5 412 Ba 502 Aa 457
5,0 162 Bb 455 Aa 309
Média PE 342 438
7 DAI
0 328 Aa 291 Ac 310
0,5 288 Ba 400 Ab 344 348 b s s s
2,5 240 Ba 589 Aa 414
5,0 285 Ba 360 Abc 322
Média PE 285 410

D' n = 4; médias seguidas de mesma letra maitscula na linha e mintisculas na coluna nio diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05);

@ n = 32; médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05);

©) ns, ndo significativo; * e ** significativo pelo teste F ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.

No ultimo periodo, a atividade da enzima para o CR foi menor, com tendéncia de
estabilizacao da atividade nos diferentes niveis de B, comparada aquela do SW, em todos os

niveis de B na solugdo, demonstrando que plantas sobre SW mantiveram maior atividade da
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enzima ao longo do tempo. A concentracio de 5,0 mg L de B na solugdo causou prejuizos
para plantas em ambos PEs, com reducio da atividade da H'-ATPase. Assim, as médias
diarias revelaram maior hidrélise de ATP nos dias 0 ¢ 1 DAA (410-425 umol Pi mg™' proteina
h™"), com queda nos periodos seguintes do experimento (390-348 umol Pi mg™” proteina h™)

(»p<0,05; Tabela 11).

4.1.5 Bombeamento de H" mediado pela H-ATPase de membrana plasmatica

As analises de transporte de H™ mostraram que o gradiente gerado pelas H'-ATPases
variou entre os PEs, sendo maior quando determinado nas raizes do SW comparado ao CR
(Tabela 12). A maior atividade em fun¢do dos niveis de B na solugao nutritiva, o que
correspondeu com os pontos de maximo estimados (até de 20% no 1 DAI) para a hidrdlise de
ATP quando a concentra¢io do micronutriente foi cerca de 2,5 mg L. Essas diferengas foram
mais marcantes entre os periodos inicial (0 DAI), quando o transporte de protons H' (AF %)
foi de 3,6% e aumentou no primeiro intervalo (1 DAI) para 8,5% (CR = 7% e SW =11%), e
no 3 DAI para> 10% (CR = 9% e SW = 11%).

Ainda no nivel de suprimento mais elevado (5 mg L™ de B), o transporte de H' foi
possivelmente afetado pelo excesso do nutriente, cuja concentracdo na solugdo € esperado
causar toxicidade em plantas citricas. Nesta condi¢dao, os maiores decréscimos observados no
transporte foram em plantas de SW (5% no 3 DAI) comparadas aquelas de CR. Assim,
verificou-se que as meédias diarias de bombeamento foram crescentes até o terceiro dia de

amostragem, sendo que ao 7 DAI nao houve diferenca entre os PEs.
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Tabela 12. Transporte de protons H' (AF%) mediado pela H'-ATPase de membrana
plasmatica de vesiculas microssomais de raizes de plantas citricas sobre porta-enxertos de
Cravo (CR) ou Swingle (SW), supridas com diferentes concentragdes de boro (B) pelo
periodo de O (inicial), 1, 3 e 7 dias em solugao nutritiva (DAI).

~ Porta-enxerto (PE) L. e ) Teste F
B solucao Média B Média dia
CR SW B PE B*PE
mg L AF 1%
0 DAI (inicial)
0 35 3,7 - 3,6¢ - ns -
1 DAI
0 33WAc 4,1 Ad 3,7
0,5 5,0 Bb 10,6 Ab 7,8 8.5b s s s
2,5 10,2 Ba 20,1 Aa 15,2
5,0 9,3 Aa 5,4 Bc 7,4
Média PE 7,0 10,0
3 DAI
0 4,6 Bd 7,4 Ac 6,0
0,5 9,7 Bc 12,1 Ab 10,9 1012 s s s
2,5 10,8 Bb 16,4 Aa 13,6 ’
5,0 12,3 Aa 7,7 Bc 10,0
Média PE 9,3 10,9
7 DAI
0 6,7 Bc 11,0 Aa 8,9
0,5 8,2 Ab 8,0 Ac 8,1 82b s s s
2,5 12,9 Aa 9,4 Bb 11,2
5,0 4,1 Ad 5,0 Ad 4,6
Média PE 8,0 8,4

M'n = 4; médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha e mintsculas na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05);

@ 1 = 32; médias seguidas de mesma letra minascula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05);

©) ns, ndo significativo; * e **, significativo pelo teste F ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.

4.2 Experimento II Atividade da H*-ATPase em diferentes doses de B e K em raiz de

citros

4.2.1 Caracterizacao das plantas do experimento: massa de matéria seca de folhas
e raizes e area foliar

As plantas da laranjeira sobre SW utilizadas nesse segundo experimento mostraram
uniformidade de tamanho, cujas massas de matéria seca de folha e raizes e area foliar ndo
variaram entre os tratamentos (p>0,05) e o tempo de permanéncia na solucao nutritiva até 7

DAI (Tabela 13). Embora um pouco menores (folhas = 9,8 g planta™ e raizes = 12,6 g
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planta™), dada a diferenca de algumas semanas de idade no momento da transferéncia para os
vasos com solucdo nutritiva, estas apresentaram relagdo média para peso de massa seca de
raizes e peso de folhas igual a 1,281, semelhante aquela paras plantas também em SW, no

primeiro experimento.

Tabela 13. Massa de matéria seca de folhas (MSF) e raizes (MSR) ¢ area foliar (AF) de
laranjeiras enxertadas em Swingle, cultivadas em solugdo nutritiva com diferentes
concentra¢des de boro (B) e potassio (K) (mg L™) pelo periodo de 0 (inicial), 1 e 7 dias.

K L. (@) Teste F®
B Média B Meédia Dia
15 200 B K B*K
—————————————————— MSF (g planta™) -------neeeomeev
0 9,41 9,6 9,5 0.8
, ns ns ns
25 10,2 10,2 10,2
Média KV 9,8 9,9
------------------ AF (cm’ planta™) —-----neememmmen
0 899 914 9206
939™ ns ns ns
2,5 970 973 971
Média KV 934 943
------------------ MSR (g planta™) =-------mmmeemeev
0 12,9 12,4 12,7 N
12,8 ns ns ns
2,5 13,3 12,4 12,9
Média KV 13,1 12,2
On=15;
@ 4 = 60;

®) ns; ndo significativo pelo teste F (p>0,05).
4.2.2 Teores de B e K nas folhas e concentracido na solucio nutritiva
Os teores foliares de B e K aumentaram apos o periodo 7 DAI em que as plantas
foram mantidas na solugio nutritiva, de 40 para 46 mg kg™' de B e de 13 para 15 g kg™ de K
(tabelas 14 e 15).

A interacdo entre as doses de B e K (B*K; p<0,01) descreveu que quanto maior o
suprimento de B em solucdo, maior a absor¢do de K pelas plantas, principalmente quando a
disponibilidade de K foi baixa, o que destacaria o efeito do aumento da hidrdlise de ATP e do
transporte de H™ mediados pela H'-ATPase. Embora mecanismo especifico ndo tenha sido
descrito, o aumento do suprimento de K provoca diminui¢do da absor¢ao de B (QUAGGIO et

al., 2011).

29



Tabela 14. Teor de boro (B) nas folhas de laranjeiras enxertadas em Swingle, cultivadas em
solucdo nutritiva com diferentes concentracdes de B e potassio (K) (mg L) pelo periodo de 0
(inicial) e 7 dias em solu¢do nutritiva (DAI).

K . e e () Teste F®
B Média B Média Dia
15 200 B K B*K
mg kg’
0 DAI (inicial)
Média K - - - 40 b - - -
7 DAI
(1)
0 39"V Ab 35 Bb 37 46 a - x -
25 59 Aa 52 Ba 55
Média K 49 43
) n = 5; médias seguidas de mesma letra ‘maiuscula’ na linha e ‘minusculas’ na coluna ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey (p<0,05);

@ n = 20; médias seguidas de mesma letra ‘minuscula’ na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05);

©)# ¢ **_significativo pelo teste F ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.

Essas variacdes podem ser correlacionadas com os teores de K nas plantas, uma vez
que o aumento do suprimento de B na solugdo nutritiva foi acompanhado pelo aumento da
absor¢do de K nas duas condi¢des de disponibilidade deste elemento estudadas aos 7 DAI
(Tabela 16). Destaca-se, com base na estimativa da deplecdo de nutrientes na solugao nutritiva
ao 1 DAI a maior absor¢ao de B ocorreu com K baixo, isto é, as concentracoes de B na
solugdo foram: 0,005 e 1,88 mg L' de B (Tabela 16). Ao contrario, para K alto, essas

concentragdes foram 0,012 ¢ 1,96 mg L™ de B. Esse padriio de resposta repetiu aos 7 DAL

Tabela 15. Teor de potassio (K) nas folhas de laranjeiras enxertadas em Swingle, cultivadas
em solucdo nutritiva com diferentes concentracdes de boro (B) e K (mg L pelo periodo de 0
(inicial) e 7 dias em solugdo nutritiva (DAI).

3)

B K MédiaB  Média dia® Teste I

15 200 B K B*K

gkg'
0 DAI (inicial)
Média K - - - 13,5b - - -
7 DAI

(@)
0 13,1’ Bb 15,5 Ab 14,3 1512 . . .
25 14,6 Ba 17,2 Aa 15,9 ’
Média K 13,9 16,3
M'n = 5; médias seguidas de mesma letra ‘maitiscula’ na linha e ‘mintisculas’ na coluna ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey (p<0,05);

@ n = 20; médias seguidas de mesma letra ‘minuscula’ na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05);

©) #*_significativo pelo teste F ao nivel de 1% de probabilidade.
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Tabela 16. Teor de boro (B) na solucdo nutritiva com laranjeiras enxertadas em Swingle,
cultivadas com diferentes concentracdes de B e potassio (K) (mg L) pelo periodo de 0
(inicial), 1 e 7 dias em solu¢do nutritiva (DAI).

3)
B K MédiaB  Média Dia® Teste
15 200 B K B*K
mg L'
0 DAI (inicial)

Média KV - - - 1,078 a - - -

1 DAI

(1)

0 0,005 Ab 0,012 Ab 0,008 0.964 b . . .
25 1,881 Ba 1,958 Aa 1,920
Média KV 0,943 0,985

7 DAI
0 0,004 Ab 0,010 Ab 0,007 0.901 ¢ o . o
2,5 1,600 Ba 1,991 Aa 1,796 ’
Média K 0,802 1,001

M n = 5; médias seguidas de mesma letra ‘maiuscula’ na linha e ‘minusculas’ na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05);

@ n = 20; médias seguidas de mesma letra ‘minuscula’ na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05);

©) % ¢ **_significativo pelo teste F ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.

A deple¢do de K na solugdo variou com o suprimento de B apenas quando a
disponibilidade de K foi baixa (7 DAI; Tabela 17). Neste caso, verificou-se que para os niveis
0e25mg L' de B, a concentracdo da solugdo foi de 11 e 7 mg L' de K, respectivamente, o

que estd em acordo com as variagdes dos teores foliares observados anteriormente.
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Tabela 17. Teor de potéssio (K) na solu¢do nutritiva com laranjeiras enxertadas em Swingle,
cultivadas com diferentes concentracdes de boro (B) e K (mg L™) pelo periodo de 0 (inicial),
1 e 7 dias em solugdo nutritiva (DAI).

K P P , 2) Teste F(s)
B 15 200 Média B Média Periodo B K B'K
mg L
o 0 DAI (inicial)
0 15 201 108
25 15 199 107 108 a nso FFoms
MédiaK 15B 200 A
1 DAI
0 15 198 106 o "
25 14 195 104 1050 ns
Média K 14 B 196 A
7 DAI
0 11 179 95
25 7 172 90 92 ¢ ns ** ns
Média K 9B 175 A
M1 = 5; médias seguidas de mesma letra ‘maitiscula’ na linha e ‘minusculas’ na coluna nio diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05);
@ n = 20; médias seguidas de mesma letra ‘mintiscula’ na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05);

©) ns, ndo significativo; **, significativo pelo teste F ao nivel de 1% de probabilidade.

4.2.3 Consumo de solucao nutritiva

O consumo acumulado de solucdao nutritiva pelas plantas no presente experimento
(Tabela 14) foi proporcional ao tamanho da éarea transpirante, se comparado aquelas do
primeiro experimento. Assim, foram consumidos cerca de 160 mL planta”’ no 1 DAI e 800
mL planta™ até o 7 DAL o que correspondeu a taxas de transpiragdo das plantas de 0,17 e
0,11 mL cm? dia™, respectivamente. Esses valores foram similares aqueles observados no

primeiro experimento (item 4.1.3).
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Tabela 18. Redugao do volume de solugdo nutritiva com laranjeiras enxertadas em Swingle
com diferentes concentra¢des de boro (B) e potassio (K) (mg L™) pelo periodo de 0 (inicial), 1
e 7 dias em soluc¢do nutritiva (DAI).

K . e e () Teste F®
B Média B Meédia Dia
15 200 B K B*K
mL planta™
1 DAI
0 105 Bb 154 Ab 129
163 b *x ns *
25 216 Aa 177 Ba 196
Média K 160 165
7 DAI
0 700 Bb 790 Ab 745
803 a *k ns *
25 922 Aa 802 Ba 862
Média K 811 796

'n = 5; médias seguidas de mesma letra maitscula na linha e minusculas na coluna nio diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05);

@ n = 20; médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey
(»<0,05);

©) ns, ndo significativo; * e **, significativo pelo teste F ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.

4.2.4 Atividade ATPasica

A atividade de hidrélise de ATP, mediada pela H'-ATPase, no inicio do experimento
(0 DATI) foi 250 umol Pi mg™ proteina h™ e aumentou para 638 ¢ 1051 pmol Pi mg™' proteina
h™' nos periodos subsequentes (1 ¢ 7 DAI) (p<0,01) (Tabela 19). A interagio B x K foi
significativa nos dois periodos de avaliacdo apos o inicio do experimento. Verificou-se que, o
aumento do suprimento de B causou um acréscimo respectivo da hidrélise de ATP no 1 DAI
(de 275 para 750 pmol Pi mg™' proteina h™), para o tratamento com baixa disponibilidade de
K, ou seja, a modulagdo da enzima foi cerca de 2,7 vezes maior nessa condi¢do. Essa
diferen¢a foi menos pronunciada quando a disponibilidade de K na solucdo foi alta. Assim,
pode-se verificar que para o atendimento da demanda de K pela planta, quando este nutriente
¢ limitante na solugdo nutritiva, a maior atividade da H'-ATPase favoreceu o mecanismo
secundario de absorcao de K via antiporta.

No 7 DAI, embora observado o aumento da atividade de hidrodlise, comprada ao
periodo anterior, as respostas observadas foram na diminui¢do da atividade da enzima na
disponibilidade de B em relacdo a auséncia do micronutriente. Para alto K na solugdo, ndo

houve diferenca na atividade da mesma.
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Tabela 19. Atividade de hidrélise de ATP (vanadato sensivel) mediada pela H-ATPase de
membrana plasmatica de vesiculas microssomais de raizes de plantas citricas sobre porta-
enxerto Swingle, supridas com diferentes concentragdes de boro (B) e potassio (K) (mg L™)
pelo periodo de 0, 1 e 7 dias em solugdo nutritiva (DAI).

K . e e () Teste F
B MédiaB  Média Dia
15 200 B K B*K
————————————— pmol Pi mg” proteina h™' ------eccmeeee-
0 DAI (inicial)

Média K - - - 250 ¢ - - -

1 DAI

o

0 275" Bb 811 Aa 543 638 b s o o
25 754 Aa 712 Ab 733
Média K 515 762

7 DAI
0 1020 Ba 1115 Aa 1067

1051 a ns * *

25 888 Bb 1181 Aa 1035
Média K 954 1148

M n = 5; médias seguidas de mesma letra ‘maiuscula’ na linha e ‘minusculas’ na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05);

@ n = 20; médias seguidas de mesma letra ‘mintiscula’ na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05);

©) ns, ndo significativo; * e **, significativo pelo teste F ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.

4.2.5 Bombeamento de H" mediado pela H"-ATPase de membrana plasmatica

As analises de transporte de H' mostraram aumento ao longo dos periodos de
avaliagdes, de 6,4% no inicio, para 9,1 e 8,1% aos 1 e 7 DAIL respectivamente (p< 0,05)
(Tabela 20), o que foi correspondente com a hidroélise de ATP (Tabela 19). Contudo, observa-
se que outro componente do processo de absor¢do pelas raizes, além daquele associado ao
transporte secundario para K, possa estar envolvido nas respostas obtidas, uma vez que a
partir do 1 DALI, o transporte de H' foi menor. Desta forma, o fluxo passivo de K pode ter sido
maior apos a maxima taxa de absor¢do esperada no 1 DAL Isto estaria de acordo com o fato
de que neste periodo observou-se valor médio de transporte de 11% quando a disponibilidade
de K foi baixa na solugdo (15 mg L) e 5% quando a disponibilidade de K foi alta (200 mg L’
1. Na primeira condigdo, a planta teria que transportar K contra um gradiente de concentracio
através da MP, ja na segunda, o processo seria mais facilitado devido a existéncia de uma
menor diferenca entre a concentracdo celular e extracelular para K, podendo ainda considerar-
se a possibilidade da ocorréncia do transporte passivo do nutriente, o qual ndo necessita da

atividade da H'-ATPase.
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Tabela 20. Transporte de protons H' (AF,..%) mediado pela H'-ATPase de membrana
plasmatica de vesiculas microssomais de raizes de plantas citricas sobre porta-enxerto
Swingle, supridas com diferentes concentracdes de boro (B) e potassio (K) (mg L) pelo
periodo de 0 (inicial), 1 e 7 dias em solu¢do nutritiva (DAI).

K 3 i @ Teste F
B Média B Média Dia
15 200 B K B*K
AF 1%
0 DAI (inicial)
Média KV - - - 6,4b - - -
1 DAI
0 8,4" 10,9 9,7
9,1a ns ** ns
2,5 6,9 10,3 8.6
Média K 7,7B 10,6 A
7 DAI
0 15,1 Aa 43 Ba 9,7
8’1 a kk kk *
2,5 7,6 Ab 5,5 Ba 6,6
Média K 11,3 49

M n = 5; médias seguidas de mesma letra ‘maiuscula’ na linha e ‘minusculas’ na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05);

@ n = 20; médias seguidas de mesma letra ‘mintiscula’ na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05);

©) ns, ndo significativo; * e **, significativo pelo teste F ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.

5. DISCUSSOES

A uniformidade das plantas foi alta no presente experimento e atendeu a necessidade
do estudo para a reducdo de causas de variagdo devido a efeitos ndo controlaveis que
poderiam mascarar os resultados dos tratamentos testados.

A produgao de citros ¢ largamente regulada pelo manejo da fertilidade do solo, com a
corre¢do da acidez pela calagem e o suprimento de nutrientes pelas adubagdes com N, P, K e
micronutrientes, caracteristicos das condicdes tropicais nas quais se encontram as principais
areas produtoras do Pais (CANTARELLA et al., 1992; 2003; MATTOS Jr. et al., 2006;
QUAGGIO et al., 2006; 2014). Adicionalmente, destaca-se que o aumento da produtividade
dos citros no Brasil tem sido fator decisivo na manuten¢do desse agronegdcio, uma vez que
varios problemas de ordem econdmica, relacionados a politica desfavordvel de precos,
aumentos de custos de mao-de-obra, transporte, insumos e manejo fitossanitario nos pomares,
tém limitado seu rendimento e sustentabilidade (BOTEON & PAGLIUCA, 2010; NEVES et
al., 2010).
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Desta forma, o ajuste das adubacdes dos pomares, levando-se em conta reserva de
nutrientes no solo, estado nutricional das plantas, eficiéncia de fontes fertilizantes, condigdes
locais de producao, combinac¢des copa/porta-enxertos, e destino da fruta para mercados in
natura e processamento de suco, t€ém sido requeridos (QUAGGIO et al., 2011).

Um dos aspectos que a pesquisa dos citros tem abordado ¢ o estudo da eficiéncia das
adubagdes em pomares sobre diferentes porta-enxertos. Desses estudos, verificaram-se
respostas ao suprimento com macro e micronutrientes, e destacadamente, a maior demanda de
K por plantas sobre o porta-enxerto de SW (MATTOS Jr. et al., 2006). Nao obstante,
verificaram-se também em resposta ao nivel de campo, que a adubagdo com B aplicada via
solo promoveu maior absor¢ao de K, sem que se reportasse mecanismos especificos dessa
interagdo (QUAGGIO et al., 2003). Outros aspectos relevantes como a maior taxa de absorgao
de B pelo SW em comparacdo ao CR (BOARETTO et al., 2008) e a relacdo inversa do
suprimento de K e menor absor¢do de B (QUAGGIO et al., 2011) também foram reportados.

Uma possivel explicagdo para parte dessas respostas estaria relacionado ao efeito que
o B exerce sobre a modulagdo da atividade de hidrolise de ATP e bombeamento de prétons
através da MP realizada pela H'-ATPase que levaria a hiperpolarizagdo de membrana e
fornecendo a forca motriz para o sistema secundario de transporte de K (SCHON et al., 1990;
BRITTO & KRONZUCKER, 2008) e consequente absor¢do do nutriente pelas raizes das
plantas.

Diante do exposto, testou-se entdo a atividade da H'-ATPase em raizes de citros
mantidos em solu¢do nutritiva, uma vez que esta enzima € responsavel pela energizacdo de
transportadores secundarios, € que em condi¢cdes do suprimento diferencial de B e K para
porta-enxertos de SW e CR, cujas respostas circunstanciem aquelas observadas em campo,
isto €, que plantas sobre SW apresentam maior demanda de B e K. O estudo utilizou plantas
jovens de laranjeiras sobre os dois PEs estabelecidas em dois experimentos que verificaram a
atividade de hidrélise de ATP e o bombeamento de H' através da MP, mediado, pela H'-
ATPase tipo P, cujas caracteristicas estdo envolvidas, entdo, na geragdo de gradiente
eletroquimico € nos mecanismos primdrio e secundario de absorcdo de nutrientes
(MORSOMME & BOUTRY, 2000).

O efeito positivo de B na modulago da atividade da H'-ATPase ja foi relatado por
BLASER-GRILL et al., 1989; FERROL et al., 1993; CAKMAK et al., 1995 e¢ 1997,
OBERMEYER et al., 1996; FATIMA, 2013), porém, ainda ndo documentado em citros. A

semelhanca entre os varios trabalhos citados anteriormente se encontra no tipo de culturas
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utilizadas, consistindo basicamente em espécies de plantas aquaticas ou anuais, deixando de
lado culturas perenes e arboreas como o citros. Os motivos podem ser as possiveis
dificuldades técnicas a serem encontradas como: questdes de espaco e tempo, homogeinidade
de plantas, aspectos morfologicos de raizes e dificuldades na extracdo das vesiculas
microssomais em culturas no solo.

O modelo utilizado nesse trabalho, consistindo no uso de plantas jovens de citros
aliada a técnica do uso de solugdo nutritiva, possibilitou a atenuagdo dos empecilhos citados
viabilizando a adaptacdo para outras culturas ainda sem estudos com essa enzima. Porém,
taxas de absor¢do de nutrientes e,consequentemente, atividade da enzima H'-ATPase de MP
devem ser estudadas com cuidado em plantas perenes embasadas em qual estagio de
crescimento a planta se encontra(TAIZ & ZEIGER, 2004).

As analises bioquimicas mostraram que o aumento da disponibilidade de B na
solucao nutritiva causou aumentos de 60-100% da atividade de hidrolise de ATP vanadato
sensivel para os niveis de B em solugdo até de 2,5 mg L' e K igual a 140 mg L), ou até
170% quando a concentra¢io de K na solugio foi 15 mg L. O B apresenta papel importante
na manuten¢do da integridade da MP pela complexacdo de grupos cis-diol de constituintes
como glicoproteinas na interface da parede-membrana celular MP (MARSCHNER, 1995).
Também, destaca-se que atua diretamente/indiretamente sobre a atividade da P H'-ATPase
em fracoes microssomais de suspensdes de células, tubo polinico e raizes de girassol
(SCHON et al., 1990; ROLDAN et al., 1992; FERROL et al., 1993; OBERMAYER et al.,
1996).

No maior nivel de B em solu¢do (5,0 mg L), verificou-se reducdo a atividade
especifica da enzima entre -25 e -70%. A essa concentragdo era esperado toxicidade as plantas
de citros, cujos prejuizos ao crescimento das raizes sdo maiores, em comparacdo com outras
partes da planta, em condi¢des de excesso, indicando que essas primeiras sdo mais sensiveis a
toxicidade do que outros tecidos (SHENG et al., 2010). A toxicidade de B pode causar
injurias anatOmicas e ultra-estruturais nos tecidos das plantas, caracterizados pelo
espessamento da parede celular do xilema e consequente reducdo da condutividade hidraulica
da planta (Ky) (MESQUITA et al., 2012). Isso pode se estender a prejuizos a estrutura de
cloroplastos e funcionamento de estdmatos, que implicam em acentuada perda da capacidade
fotossintética e consequente produgdo de ATP requerido como substrato para a atividade da

H'-ATPase (TAIZ & ZEIGER, 2004; TEZARA et al., 1999; MESQUITA et al., 2013).
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A atividade da H™-ATPase foi maior entre 1 e 3 DAI e diminuiu no intervalo de 3 e 7
DAI para cerca de 20% do maximo encontrado. Destaca-se que as plantas nos dois
experimentos ndo apresentaram crescimento significativo de raizes no periodo até de 7 DAI
(Tabelas 5 e 13). A H'-ATPase de MP ¢ mais abundante em tecidos como nos apices
radiculares, ou coifa, e menos abundante em meristemas e tecidos corticais (PARETS-SOLER
et al., 1990; ROLDAN et al., 1991). Durante os primeiros periodos do desenvolvimento
radicular hd um aumento paralelo da ATPase mRNA, sugerindo que a maioria da regulacao
da enzima ocorre, entdo, durante o desenvolvimento radicular ao nivel da transcri¢do
(ROLDAN et al., 1991; MORSOMME & BOUTRY, 2000).

A atividade ATPasica da H'-ATPase foi em 22% maior em plantas sobre SW do que
em plantas sobre CR, quando a concentracdo de B na solucdo foi 6tima aos 3 DAL Essa
diferenga aumentou expressivamente para 145%, na mesma condi¢do e aos 7 DAL Isto se
relaciona provavelmente a maior demanda de B e K pelo porta-enxerto de SW comparado ao
CR (MATTOS Jr. et al., 2006, 2008; BOARETTO et al., 2008), explicada pelos maiores
teores desses nutrientes nas folhas e maior deplecdo da solucdo nutritiva nos periodos
correspondentes. Isso responderia a hipotese do presente trabalho, que a maior atividade da
enzima ocorre variedade SW e circunstanciaria o manejo diferenciado (QUAGGIO et al.,
2011). Assim, os resultados da atividade de transporte também evidenciam um padrio
diferenciado na modulacido do bombeamento de H' entre as variedades PEs estudadas.

Os teores foliares de K das plantas nos dois experimentos aumentaram cerca de 16%
quando o nivel de B na solugdo variou de 0 para 2,5 mg L™, isto ¢, de 13 para 16 g kg™ de K,
respectivamente, o que deve ser considerado bastante expressivo dado o curto periodo de
tempo (7 DAI) ao qual as plantas foram mantidas na solu¢do nutritiva e também ao fato que o
teor considerado como ideal para as folhas de citros situa-se entre 10 e 15 g kg'1 (QUAGGIO
et al., 2005).

O transporte de H" estimado pelo decréscimo da fluorescéncia da sonda sensivel ao
pH, 9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina (ACMA), determinado pela diferenga do
bombeamento sem e com o inibidor nos dois experimentos, sugeriu o acoplamento do
consumo de ATP com o transporte primario especifico da H'-ATPase. Em contrapartida, o
influxo de K, estimado pela absor¢io do nutriente pelas plantas correspondeu a esse
transporte, uma vez que o K ¢ um dos nutrientes que se destaca na manutencao do equilibrio

de cargas na célula (MARSCHNER, 1995).
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SCHON et al. (1990) demonstraram que a hiperpolarizagao e a despolarizagdo da MP
de células de raizes de girassol, medidos o potencial de membrana com microelétrodo, quando
variaram-se as concentragdes de B e K em solu¢do. Os autores sugeriram essas respostas
seriam pelo estimulo da bomba de H' ou pelo transporte de um ou mais ions através da
membrana. A resposta a manutencdo do equilibrio eletronico da MP explicaria o menor
bombeamento de H' verificado no segundo experimento aos 7 DAI, quando compara-se as
médias para a condicdo de baixo K na solugdo (11%) e alto K (5%). Com alto K, ¢ possivel
que parte do transporte secundario através da MP tenha ocorrido através de um menor
gradiente eletroquimico ou até por simples difusdo, sem gasto de energético (MARSCHNER,
1995).

Em conjunto, os resultados obtidos consolidam a hipotese de que a resposta pelos
citros ao aumento da absorc¢ao de K, quando supridos com B, esta relacionada a modulacao da
hidrélise do ATP e transporte de H™ mediados pela atividade da P H'-ATPase. Porém, ndo ofi
possivel observar diferengas entre os PEs os teores foliares de K, sendo que possivelmente o
intervalo proposto para o experimento ndo permitiu se observar as diferencas entre os PEs,
apesar de se verificar a tendéncia do SW apresentar valores superiores ao CR. Os resultados
ainda suportam as observacdes de campo que o a aplicagdo de 0 a 6 kg ha™ de B via solo, na
forma de H3BO3, causou o aumento dos teores foliares de plantas de citros em produgao, de 7
para 10 g kg de K em trés anos de experimenta¢io (QUAGGIO et al., 2003). Também, que
ocorrem diferencas entre as variedades PEs que precisam ser levadas em conta para o ajuste e
maior eficiéncia das adubagdes para o aumento da produtividade, sendo o SW mais exigente
para ambos os nutrientes (MATTOS Jr., 2006, 2008; BOARETTO et al., 2008). Estudos
sobre verificagdo dos padrdes de ativagdo das bombas de H™ na MP, associados a expressio
de genes de transporte de K (CABALLERO et al., 2013) poderdo subsidiar a selecdo de

gendtipos mais produtivos de citros.

6. CONCLUSOES
A maior atividade da hidrélise do ATP e transporte de H" mediados pela H-ATPase
de MP em raizes de porta-enxertos de citros foi obtida na dose de 2,5 mg L' de B. O SW
apresentou demanda por B e a atividade da H'-ATPase superiores ao CR, cuja modulagio,
para este primeiro, ocorreu por periodo maior para os tratamentos testados com diferentes
niveis de B. Porém, ndo foi possivel observar diferencas para a absor¢ao de K entre os PEs. O

aumento no suprimento de B promoveu o acréscimo do teor foliar e da deple¢dao de K, em

39



contrapartida, o aumento do nivel de K reduziu o teor foliar e da deplecao do B. A modulagao
da atividade da H'-ATPase de porta-enxertos de citros explica as diferengas entre variedades

para a absorcao de B e potencialmente para a de K.
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ANEXOS

Anexo I. Teores de nutrientes na solu¢do nutritiva no porta enxerto Cravo em 0 (inicial) e 1 dias ap6s aplicacdo das doses de B. (Experimento I)

Tratamento”  DAI? P S K Na Ca Mg B Cu Fe Mn Zn
e ————— mg Lo e ——

1 0 21279 40,776 158268 0,397 189,891 29,623 0,000 0,055 3,976 0,184 0,066
2 0 20,154 40,804 159,986 0,000 188,791 28,239 0,565 0,052 3,680 0,167 0,066
3 0 20,715 42,440 155,781 0,421 187,616 28,995 2,107 0,061 4,155 0,187 0,064
4 0 22,116 42337 154,891 0,386 187,300 28,810 4,298 0,060 4,255 0,180 0,070
1 1 22322 41,398 141,811 0,534 173,889 27,130 0,000 0,056 4,388 0,180 0,053
2 1 21,824 42,021 138,503 0,525 170,319 27,511 0,306 0,054 4,418 0,179 0,054
3 1 22,822 42,660 142247 0,635 177,422 28,285 2,103 0,056 4,385 0,186 0,055
4 1 22,110 42,926 140,382 0,608 175234 28,129 4,327 0,058 4,468 0,184 0,056

D Tratamentos (1=0;2=0,5;3=2,5;4=5,0) mg L' deB.
@ Dias ap6s aplicagio dos tratamentos (DAI).
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Anexo II. Teores de nutrientes na solugdo nutritiva no porta enxerto Cravo em 3 e 7 dias apds aplicacao das doses de B. (Experimento I)

Tratamento” DAI® P S K Na Ca Mg B Cu Fe Mn Zn
e mmmemmmmemeeememmemmemeemse—se—e———————— 1 1712) Dy —— ——

1 3 22,550 43,116 145,112 0,804 178,048 28,324 0,000 0,059 4,153 0,185 0,057
2 3 21,900 41,501 139,683 0,717 169,201 27,535 0,253 0,056 3,764 0,183 0,050
3 3 22,532 43242 141,564 0,765 174,371 28,095 2,064 0,060 4,044 0,183 0,055
4 3 22,7756 43,244 143,124 0,791 177,504 28,398 3,932 0,063 4,143 0,185 0,059
1 7 21,666 40,961 141,089 1,048 176,583 27,089 0,000 0,061 4,064 0,182 0,055
2 7 20,253 39,080 117,722 1,158 160,429 25,780 0,306 0,063 4,014 0,172 0,057
3 7 21,318 41,501 136,138 1,030 170,897 26,892 1,956 0,061 3,885 0,169 0,053
4 7 20,004 38,522 133,240 1,000 157,161 25,173 3,598 0,056 3,607 0,191 0,044

D Tratamentos (1=0;2=0,5;3=2,5;4=5,0) mg L' deB.

@ Dias ap6s aplicagdo dos tratamentos (DAI).
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Anexo III. Teores de nutrientes na solug¢ao nutritiva no porta enxerto Swingle em 0 (inicial) e 1 dias apos aplicacdo das doses de B.
(Experimento I)

Tratamento DAI? P S K Na Ca Mg B Cu Fe Mn Zn
Y1) D ————

5 0 21,405 42,406 143,921 0249 193430 27,680 0,000 0,053 3,933 0,173 0,061
6 0 21,819 42257 152,499 0,361 191,683 29242 0,488 0,055 4,075 0,177 0,072
7 0 21,832 42338 154,767 0,413 188226 28,731 2,096 0,059 4,164 0,187 0,061
8 0 22,125 42429 153,621 0,000 188,603 27,981 4,225 0,052 3,933 0,158 0,062
5 1 21,857 41,644 146,332 0,671 181,315 27,798 0,000 0,052 4,432 0,185 0,053
6 1 22,002 42,092 143,558 0,551 177,404 27,899 0,412 0,057 4,371 0,183 0,052
7 1 21,952 42,079 140,702 0,520 174,697 27,924 2,065 0,056 4,453 0,182 0,051
8 1 21916 42,077 141,672 0,558 174,968 27,802 4,132 0,058 4,177 0,181 0,051

M Tratamentos (5=0;6=0,5;7=2,5;8=5,0)mg L' de B.
@ Dias ap6s aplicagio dos tratamentos (DAI).
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Anexo IV. Teores de nutrientes na solu¢do nutritiva no porta enxerto Swingle em 3 e 7 dias ap6s aplicagdo das doses de B. (Experimento I)

(1)

Tratamento DAI? P S K Na Ca Mg B Cu Fe Mn Zn
Y Dpm— e memmememmemmemmemeememeemee—ee—eme———————

5 3 21,483 42,050 145,745 0,791 178,682 28,061 0,000 0,058 4,184 0,198 0,055
6 3 21,760 42,050 143,965 0,732 175,223 28,085 0,351 0,059 4,034 0,187 0,052
7 3 22,060 42,342 141,933 0,664 170,812 27,855 2,171 0,056 4,088 0,178 0,054
8 3 21,510 42,556 143,346 0,685 175,383 28,032 4,073 0,062 4,148 0,187 0,051
5 7 20,878 41,517 141,505 0,919 181,424 26,383 0,000 0,064 4,019 0,181 0,053
6 7 20,694 39,738 129,266 0,875 158,028 26,002 0,353 0,053 3,856 0,170 0,055
7 7 20,694 39,669 135,718 0,945 165,780 26,607 2,026 0,055 3,713 0,164 0,051
8 7 20,222 40,721 134,359 0,942 156,421 26,263 3,773 0,059 3,679 0,153 0,052

D Tratamentos (5=0;6=0,5;7=2,5;8=5,0) mg L' de B.
@ Dias apos aplicagdo dos tratamentos (DAI).
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Anexo V. Teores de nitrato, amonio e nitrogénio total da
solu¢do nutritiva no porta-enxerto Cravo em 0 (inicial), 1,
3 e 7 dias ap0s aplicagdo das doses de B. (Experimento I)

Tratamento” DAI® N-NO; N-NH; N-Total

163,978 18,021 181,998
162,210 17,677 179,887
165,000 17,506 182,506
165,671 18,435 184,106
163,723 12,201 175,925
160,995 14,205 175,200
160,728 11,368 172,096
168,733 12,241 180,974
159,003 13,301 172,304
155,593 16,264 171,857
151,942 15,501 167,443
160,721 10,996 171,717
157,244 7,864 165,108
136,594 6,913 143,507
148,898 8,898 157,796
142,021 10,483 152,504

AW N = B WD = B WD =, B WD =
N N W W W W= === O O O O

D Tratamentos (1=0;2=0,5;3=2,5;4=5,0) mg L' deB.
@ Dias apos aplicagio dos tratamentos (DAI).



Anexo VI. Teores de nitrato, amonio e nitrogénio total
da solucdo nutritiva no porta-enxerto Swingle em 0
(inicial), 1, 3 e 7 dias ap6s aplicacdo das doses de B.
(Experimento I)

Tratamento” DAI® N-NO; N-NH, N-Total

162,664 18,965 181,629
163,854 19,248 183,102
162,359 13,203 175,562
164,731 11,805 176,535
155,528 15,809 171,337
148,513 10,700 159,213
152,096 9,865 161,961
147,908 7,663 155,571
157,327 21,305 178,632
157,902 11,839 169,742
151,355 14,281 165,636
151,700 17,324 169,024
165,370 10,212 175,582
145,446 7,160 152,606
149,216 8,851 158,067
8 7 149,061 6,979 156,040

BN e NNV, B BEEN e NNV B CEN B NV, e BEEN BN e V)
N ) W W W W R =k = OO OO

O Tratamentos (5=0;6=0,5;7=2,5;8=5,0) mg L'deB.
@ Dias ap6s aplicagdo dos tratamentos (DAI).



Anexo VII. Teor foliar de nutrientes em plantas sob o porta enxerto Cravo em 0 (inicial) e 7 dias ap6s aplicacao das doses de B.(Experimento )

Tratamento”  DAI? N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn

- 3 3 g—— - - mg kg! - -—---
- 0 23,250 1,710 13,050 4,515 1,155 2,555 38,750 18,500 156,000 32,500 6,000
1 7 27,500 1,570 13,913 5,380 1,317 5397 34,750 73,333 168,500 36,000 9,667
2 7 30,417 1,393 13,917 5,783 1,610 3,890 47,000 37,667 186,667 39,333 8,667
3 7 31,417 1,055 15,696 5,543 1,155 4,480 61,000 62,000 154,250 44,000 8,000
4 7 30,375 1,345 13,113 5,188 1,163 1,840 63,417 32,500 150,375 35,000 8,500

D Tratamentos (1=0;2=0,5;3=2,5;4=5,0) mg L' deB.
@ Dias apos aplicagido dos tratamentos (DAI).
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Anexo VIII. Teor foliar de nutrientes em plantas sob o porta enxerto Swingle em 0 (inicial) e 7 dias apds aplicagao das doses de B.
(Experimento I)

Tratamento”  DAI? N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn
e -g kg'1 ------- -—-- -- -—-- -mg kg'1 -—--

- 0 23,521 1,460 13,722 5,850 1,290 13,804 45,039 38,015 172,046 40,012 13,045

5 7 22,167 1,047 12,975 4,985 1,420 3,573 46,750 38,013 156,667 33,503 10,060

6 7 26,500 1,945 14,567 5,765 1,810 3,370 53,333 42,500 193,500 43,065 10,250

7 7 24,333 1,743 16,784 5,090 1,507 3,180 64,667 37,333 183,667 37,028 9,003

8 7 25,025 1,145 13,846 4,255 1,130 2,575 66,667 37,000 155,333 32,007 12,023

" Tratamentos (5=0; 6 =0,5; 7=2,5; 8 =5,0) mg L' de B.
@ Dias apos aplicagdo dos tratamentos (DAI).
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Anexo IX. Teores de nutrientes na solucao nutritiva em 0 (inicial), 1 e 7 dias ap6s aplicacao das doses de K e B.(Experimento II)

1)

Tratamento DAI?® P S K Ca Mg B Cu Mn Zn
mg L™

1 0 13,265 63,322 15,265 129,017 45,263 0,046 0,044 0,498 0,198
2 0 13,516 63,421 200,552 128,818 44,338 0,035 0,044 0,517 0,193
3 0 13,175 62,684 15,465 130,457 45,171 2,043 0,044 0,531 0,199
4 0 13,121 63,155 198,855 128,583 44,205 2,153 0,041 0,502 0,197
1 1 13,280 62,471 14,505 129,346 46,535 0,005 0,036 0,513 0,194
2 1 13,344 64,176 197,637 124,626 43,459 0,012 0,040 0,490 0,199
3 1 12,944 60,930 13,616 123,774 44,480 1,881 0,056 0,489 0,206
4 1 13,203 63,745 194,839 125,416 43,376 1,958 0,039 0,478 0,189
1 7 12,896 62,193 11,070 123,130 44,246 0,004 0,054 0,495 0,200
2 7 12,613 62,140 178,866 115,215 40,187 0,010 0,037 0,469 0,183
3 7 12,101 58,837 7,423 114,952 41,663 1,600 0,055 0,477 0,191
4 7 12,436 61,542 171,611 115,874 40,491 1,991 0,033 0,462 0,232

M Tratamentos (1 =0mg L' deBe 15mgL" deK;2=0mgL" deBe200mgL"'deK;3=25mgL" deBel5mgL"deK;4=25mgL" deBe200

mg L de K).

@ Dias apos aplicagdo dos tratamentos (DAI).
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Anexo X. Teor foliar de nutrientes em plantas sob o porta enxerto Swingle em 0 (inicial) e 7 dias apos a aplicacdo das doses de K ¢

B.(Experimento II)

Tratamento”  DAI?®

N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn
------- g kg'l-------- -—-- T RCCEEREETPRREEEREY | 7o) kg'1 -—--
- 0 25,813 1,829 13,175 9,535 1,750 3,383 44,625 191,862 283,285 92,171 18,736
1 7 23,200 1,366 13,030 8,929 1,288 4,156 46,100 124,507 216,540 99,878 15,664
2 7 25,800 1,172 15,665 8,366 1,325 3,836 42,000 122,380 186,425 82,232 12,720
3 7 27,500 1,506 13,935 9,285 1,405 4,170 65,550 121,310 202,136 81,528 14,119
4 7 27,500 1,450 17,090 6,267 1,273 4,136 60,496 108,800 193,400 60,600 12,600

O Tratamentos (1 =0mgL" ' deBe 15mgL" deK;2=0mgL ' deBe200mgL"'deK;3=2,5mgL" deBel5mgL"deK;4=2,5mgL" deBe200mg

L' de K).

@ Dias apos aplicagdo dos tratamentos (DAI).
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