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Eficiéncia da aplicacéo foliar de fontes de boro e zinco em cafeé e citros

RESUMO

Boro (B) e zinco (Zn) sdo micronutrientes limitantes para a producéo de café e de citros,
devido a baixa disponibilidade desses nutrientes no solo. A adubagéo foliar tem sido uma
pratica comum para 0 manejo nutricional dessas culturas. No entanto, a eficiéncia desta pratica
varia dependendo dos fertilizantes empregados. As respostas agronomicas distintas séo
atribuidas ao ion acompanhante do elemento quimico, a solubilidade em &gua e ao tamanho de
particula do fertilizante. O objetivo do trabalho foi (i) avaliar a absor¢do de B e Zn pelos citros
aplicados na forma de fontes pouco soltveis, comparada com aquela na forma de fontes
soltveis usualmente recomendadas nos sistemas de producéo, e (ii) caracterizar produtos pouco
sollveis de B e Zn e capacidade de fornecimento desses micronutrientes para plantas de cafe,
comparada com fontes soltveis também usualmente recomendadas. Trés experimentos foram
desenvolvidos em casa de vegetacdo com cafeeiro Catuai Amarelo e laranjeira Pera. Foram
testadas (i) duas fontes contendo B (&cido bérico e borato de calcio) em quatro doses (0, 130,
260 e 520 mg L™ de B), (ii) duas fontes contendo Zn (sulfato de Zn e 6xido de Zn) em quatro
doses (0, 200, 600 e 1800 mg L de Zn) e (iii) duas fontes contendo B e Zn (borato de Zn e
acido borico + sulfato de Zn) em quatro doses (0, 43, 129 e 387 mg L de B e 0, 200, 600 e
1800 mg L™ de Zn). Verificaram-se aumentos dos teores de B e Zn nas folhas com aumento da
concentracdo de B e Zn na solucdo aplicada via foliar para todas as fontes fertilizantes. O maior
teor foliar de B foi observado quando aplicada a maior dose de borato de célcio nos citros e na
maior dose, com as duas fontes, para café no experimento | (B). No experimento Il (B e Zn) o
maior teor foliar de B foi alcancado com a fonte acido borico, na maior dose, para café e citros.
Os maiores teores foliares de Zn foram observados quando aplicada solu¢do na maior dose do
nutriente na forma de éxido de Zn no experimento Il (Zn) e na forma de borato de Zn no
experimento I11 (B e Zn) para café e citros. Café e citros aumentaram massa de matéria seca até
doses adequadas quando pulverizados com borato de calcio, &cido bérico, borato de zinco e
acido bérico + sulfato de zinco. As plantas de citros tiveram reducdo de massa de matéria seca
com maior dose de 6xido de zinco e borato de zinco, e café com maior dose de borato de célcio
e acido borico + sulfato de zinco. Sulfato de Zn no experimento Il (Zn) causou sintomas de
toxidez nas plantas de citros em todas as doses e reduziu area foliar do cafeeiro na maior dose.
A atividade da superoxido dismutase nas folhas de citros aumenta do controle até dose adequada
de 6xido de Zn e tem queda na dose mais alta para ambas as fontes. A atividade da polifenol
oxidase nas folhas de citros aumenta com aplicacdo de acido borico até dose adequada e para o
borato de célcio até dose alta. Houve queda do teor de ferro nas plantas de café e citros quando
pulverizadas com a fonte borato de Zn e acido boérico + sulfato de Zn. As particulas dos
fertilizantes foram caracterizadas como microparticulas e encontradas aderidas em folhas de
café pulverizadas com as fontes pouco sollveis. Os dados obtidos nesses trés experimentos
demonstram a viabilidade de uso das fontes pouco solUveis no suprimento de micronutrientes
via foliar para as plantas.

Palavras-chave: micronutrientes, microparticulas, pulverizacdo foliar, eficiéncia fertilizante
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Efficiency of foliar application of boron and zinc sources in coffee and citrus

ABSTRACT

Boron (B) and zinc (Zn) are limiting micronutrients for coffee and citrus production, due to low
soil availability of this nutrients. Foliar fertilization has been a common practice for the
nutritional management of these crops. However, the efficiency of this practice varies
depending on the choose fertilizer. Distincts agronomic responses are attributed to the
accompanying ion of the chemical element, the solubility in water and the particle size of the
fertilizer. The objective of the study was (i) to evaluate the absorption of B and Zn by citrus
plants applied as sparingly soluble sources, compared to the absorption as soluble sources
commonly used in production systems, and (ii) characterize low soluble B and Zn products and
the capacity of supplying these micronutrients to coffee plants, compared with soluble sources
also usually recommended. Three experiments were carried out in a greenhouse, with coffee
tree Catuai Amarelo and Pera orange tree. Were tested (i) two sources containing B (boric acid
and calcium borate) in four doses (0, 130, 260 e 520 mg L™ of B), (ii) two sources containing
Zn (Zn sulfate and Zn oxide) in four doses (0, 200, 600 and 1800 mg L™t of Zn) (iii) two sources
containing B and Zn (Zn borate and boric acid + Zn sulfate) in four doses (0, 43, 129 e 387 mg
L of Band 0, 200, 600 e 1800 mg L of Zn). There were increases in B and Zn contents in the
leaves with increasing concentration of B and Zn in the solution applied in the leaves to all
fertilizer sources. The highest leaf content of B was observed when the highest dose of calcium
borate was applied in the citrus and in the highest dose, with the two sources, for the coffee in
experiment | (B). In experiment I1l (B and Zn) the highest leaf content of B was reached with
the boric acid source, at the highest dose, for coffee and citrus. The highest leaf contents of Zn
were observed when solution was applied at the highest dose of the nutrient in the form of Zn
oxide in experiment Il (Zn) and in the form of Zn borate in the experiment 111 (B and Zn) for
coffee and citrus. Coffee and citrus increased dry matter mass until adequate doses when
sprayed with calcium borate, boric acid, zinc borate and boric acid + zinc sulfate. The citrus
plants had a reduction of dry matter mass with a higher dose of zinc oxide and zinc borate, and
coffee with a higher dose of calcium borate and boric acid + zinc sulfate. Zn sulfate in
experiment 1l (Zn) caused symptoms of toxicity in citrus plants at all doses and reduced leaf
area of coffee at the highest dose. There was a decrease in iron content in coffee and citrus
plants when sprayed with the Zn borate source and boric acid + Zn sulfate. Superoxide
dismutase activity in citrus leaves increases from control to adequate dose of Zn oxide and has
a drop in the highest dose for both sources. The polyphenol oxidase activity in citrus leaves
increases with application of boric acid until adequate dose and for calcium borate up to high
dose. Fertilizer particles were characterized microparticles and found adhered in coffee leaves
sprayed with sparingly soluble sources. The data obtained in these three experiments
demonstrate the feasibility of using these sparingly soluble sources in the supply of
micronutrients via foliar to the plants.

Key words: micronutrients, microparticles, leaf spraying, fertilizer efficiency
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1 INTRODUCAO

No Brasil, boro (B) e zinco (Zn) sdo micronutrientes que limitam a producéo de café e
de citros quando ndo supridos adequadamente as plantas. A deficiéncia de B tem sido verificada
em cultivares de cafeeiros e de citros com alta demanda de B, em plantas cultivadas em solos
com baixos teores de matéria organica e acidos e devido ao fato de que o B pode ser lixiviado
da zona radicular na forma de H3BOz (acido bdrico). O fato do transporte de B depender do
fluxo transpiratorio limita a absorcéo do nutriente pelas plantas em épocas de seca, sob excesso
de chuvas e em temperaturas frias do inverno, condicGes frequentemente encontradas em areas
de cultivo de café e citros nas regides tropicais. A deficiéncia de Zn nesses cultivos se torna
também comum nas condigdes tropicais prevalecentes no Brasil, atribuido aos baixos teores do
nutriente no material de origem do solo, baixa solubilidade na solucéo do solo e alta adsorcéo
aos coloides.

O manejo de B e Zn no campo é realizado com o suprimento desses nutrientes com
aplicagOes de fertilizantes via solo ou pulverizados via foliar. No solo, como relatado, os
nutrientes aplicados, principalmente Zn, sdo menos disponiveis para as plantas, assim, a
aplicacdo foliar tem sido a forma mais utilizada para a aplicacdo de micronutrientes na
cafeicultura e na citricultura, principalmente pela facilidade de distribuicdo de pequenas
quantidades e pela possibilidade de se adicionar os nutrientes a outros produtos na calda de
pulverizacdo.

Na aplicacao foliar os sais com sulfatos, cloretos e nitratos sdo solGveis em agua e mais
recomendados para o uso, ja os 6xidos e os carbonatos sdo pouco soltveis. A solubilidade da
fonte influencia o suprimento do nutriente na aplicagéo foliar. Adicionalmente, a eficiéncia do
fertilizante depende também do tamanho das particulas, em que fontes pouco sollveis, porém
com particulas menores, podem promover a absor¢do do nutriente do fertilizante pelas plantas.
Fertilizantes pouco sollveis podem manter o aporte de nutrientes para a planta por um periodo
longo e reduzir o risco de toxicidade imediatamente apds a aplicacdo, bem como a necessidade

de maior frequéncia de aplicacéo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Boro nas Plantas de Café e de Citros

A deficiéncia de B é comum na maioria dos solos onde se cultiva café e citros no Brasil
(MALAVOLTA et al.,, 1981; MALAVOLTA, 1986), o que tem sido atribuido a baixa
disponibilidade do nutriente no material de origem e aos baixos teores de matéria organica do
solo, como também ao uso de variedades com alta demanda de B. O que agrava a deficiéncia é
o fato de que o B € encontrado como o acido borico na solucdo de solos acidos e é facilmente
lixiviado da zona radicular (KOT, 2009). Além dos problemas relatados, sabe-se que o B tem
redistribuicao restrita no floema e a absor¢do e o transporte pelas plantas dependem,
basicamente, da corrente transpiratoria. Portanto, a deficiéncia de B é mais frequente na
cafeicultura e na citricultura em razdo do efeito de condi¢bes climéticas adversas, como
periodos prolongados de seca ou excesso de chuvas, que reduzem a absorcao do nutriente. Em
regibes mais frias, a transpiracdo das plantas € menor, 0 que também reduz diretamente a
absorcéo de B (BROWN & SHELP, 1997).

O B ¢ necessario para a estabilizacdo das paredes das células através da formacdo do
complexo borato ramnogalacturonano Il (RG-Il; um polissacarideo complexo péctico
estruturalmente localizada na parede celular primaria) de ligacdo cruzada (MATOH, 1996;
O’NEILL et al., 2004). O B também forma ligagdes cruzadas com glicoproteinas em
membranas celulares e pode regular propriedades fisicas, tais como fluidez da membrana. Isto
pode ter implicagdes na tolerancia de plantas a alta irradidncia (HUANG et al., 2002) e estresse
por baixas temperaturas (HUANG et al., 2005). Também € proposta a participacdo do B no
metabolismo dos fendis e lignina (CAKMAK & ROMHELD, 1997), mas este pode ser um
efeito secundario (CARA et al., 2002). Outra fun¢do esta relacionada com a sintese de etileno,
quando plantas em deficiéncia de B podem desencadear a sintese inicial, o que leva a rapida
deterioracdo da qualidade dos frutos.

A deficiéncia de B em cafeeiros foi identificada pela primeira vez no Brasil em 1953,
mas aconteceu provavelmente antes dessa data, uma vez que os sintomas de deficiéncia de Zn
podem mascarar as de B (MALAVOLTA, 1986). Em plantas de café a deficiéncia de B reduz
o0 crescimento do sistema radicular, e causa a morte do apice das raizes mais finas (FRANCO,
1982). Em fruteiras, a deficiéncia de B causa mau funcionamento do tecido do cambio vascular,
responsavel pela multiplicacdo de células dos vasos condutores, provocando colapso do floema
e, posteriormente, do xilema, quando a deficiéncia é aguda. A malformacdo de tecidos

vasculares foi classificada como uma lesdo de longo prazo causada por deficiéncia grave de B



em arvores frutiferas (BLEVINS & LUKASZEWSKI, 1998). Como consequéncia desses fatos,
a absorcdo de agua e minerais sdo reduzidas e as plantas ficam mais sensiveis a seca e menos
responsivas a fertilizagdo. O crescimento da planta, portanto, torna-se também reduzido,
conforme inicialmente caracterizado em plantas citricas na Califérnia (HASS & KLOTS, 1931,
HASS, 1945). Devido a funcédo do B na formacéo do tubo polinico, a deficiéncia causa também
abortamento de flores, reduzindo a producdo (FRANCO, 1982).

E relatado que a falta de B em cafeeiros também prejudica a formagio de vasos do
xilema, que se mostram mais finos e menos resistentes, os feixes vasculares se tornam mais
tortuosos, a superficie da parede celular de células do parénquima de folhas, ficam irregular e
em menor nimero, com formato anormal dos estomatos (ROSOLEM & LEITE, 2007).

A faixa de B encontrado em folhas de plantas adultas de café é de 30 a 70 mg kg *,
dependente de produtividade e regido do cultivo (GUIMARAES & REIS, 2010). A
concentracdo de B encontrada em folhas de citros foi de 54 mg kg™ para plantas com até 6
meses e 103 mg kg™ para plantas com mais de 6 meses. Nos ramos a concentragio de B variou
entre 14 e 17 mg kg, dependendo a espessura do caule, e nos troncos foi de 12 mg kg
(MATTOS Jr. et al., 2003). A faixa de teor foliar de B considerada adequada no padrédo
referencial para café ¢ de 40 a 80 mg kg * (FAVARIN et al., 2010), e para citros é de 40 a 100
mg kg * (QUAGGIO et al., 2010)

O sintoma de deficiéncia nas plantas de café pode ser caracterizado por folhas novas
com clorose na base, pequenas, deformadas ou com formas irregulares, morte da gema terminal
e brotamento das outras abaixo com formacdo de brotacGes em leque na ponta dos ramos
(GUIMARAES & REIS, 2010). Para 0s citros, ndo se vé sintomas tipicos nas folhas, a gema
apical morre e sucede superbrotamento de gemas axilares, com perda da dominancia apical e
as arvores apresentam crescimento do tronco atrofiado (BLEVINS & LUKASZEWSKI, 1998).
Como ha prejuizo a conducdo de aclcares para as raizes, 0s ramos jovens e principalmente o0s
frutos acumulam essas substancias em bolsas de goma no albedo. Ainda, nos citros, os sintomas
de deficiéncia de B sdo caracterizados por frutos duros que caem prematuramente, as vezes com
sementes malformadas e que apresentam bolsas de goma no albedo (SMITH & REUTHER,
1949; SMITH, 1954; JONES & SMITH, 1964). Os sintomas descritos, entretanto, sdo
observados em condigdes severas de deficiéncia, provocando grandes perdas de produtividade
das plantas, conforme observado por QUAGGIO et al. (1996) com tangerinas Ponkan (C.
reticulata Blanco) em Minas Gerais.

A toxicidade de B em café se manifesta como uma clorose malhada nas pontas e

margens das folhas, escurecimento de nervuras e desfolhamento, é associada a um teor foliar



da ordem de 200 mg kg . Nos solos argilosos a toxicidade se manifesta com doses muito
maiores do que as aplicadas em solos arenosos (GUIMARAES & REIS, 2010). Nos citros,
sintomas de toxicidade podem ocorrer em regides aridas e semiaridas, onde as concentracfes
mais elevadas de B sdo esperadas em aguas subterrdneas ou camadas de solo aravel
(PAPADAKIS et al., 2003; BELL & DELL, 2008). Nestas condi¢cdes, as arvores mostram
atraso no desenvolvimento e vigor, nimero de frutos e peso reduzidos. Manchas cloroéticas e
necréticas sdo encontrados nas folhas mais velhas sob toxicidade grave, com absciséo
prematura das folhas (NABLE et al., 1997). Em plantas cultivadas no campo, a distribui¢do néo
homogénea de fertilizantes contendo B pode gerar perdas de colheita por toxicidade (BELL &
DELL, 2008; BOARETTO et al., 2011). A deficiéncia ou toxicidade de B pode ser
caracterizada pelo aspecto morfologico e estrutural das plantas de citros antes dos sintomas
tipicos serem vistos (MESQUITA et al., 2016). Ainda, os porta-enxertos influenciam o
desempenho dos citros na obtencdo de B, e 0os mais eficientes na aquisicdo, como Swingle,
também mostram um sistema de vasos de xilema bem estruturado, que mantem o transporte de
agua e B para o dossel da planta e a fotossintese da folha. Sob o fornecimento alto de B, o porta-
enxerto Swingle é capaz de limitar danos anatbmicos e ultraestruturais e manter o transporte de
agua, evitando o impacto negativo do excesso de B no crescimento das plantas (MESQUITA
et al., 2016).

Na maioria das espécies, o B contido nas plantas acumula nos tecidos onde ocorre maior
fluxo de transpiracdo (OERTLI, 1994). Ndo pode ser remobilizado, uma vez que é altamente
complexado na fraccdo de pectina da parede celular (BROWN & HU 1994; MATSUNAGA &
NAGATA 1995; HU et al. 1996). Entretanto, mobilidade de B tem sido observada em plantas
em que os polidis (aglcar-alcoois) sdo abundantes. Complexos de B com polidis estdo presentes
em um numero diverso de espécies (BROWN & HU 1998), resultando num elevado grau de
mobilidade de B no floema. Culturas como o alho, aipo, aspargos, couve-flor, cenoura,
oliveiras, feijoes, ervilhas e café, que contém manitol, sdo capazes de formar complexos de B
transportaveis no floema (BROWN & HU, 1998).

2.2 Zinco nas Plantas de Café e de Citros

A deficiéncia de Zn é comum em cafeeiros e citros cultivados em solos tropicais e limita
o crescimento das plantas (LIMA FILHO & MALAVOLTA, 1998; MATTOS Jr. et al., 2005).
Este fato é associado ao baixo teor de nutrientes no materi al de origem do solo e a adsor¢do

elevada do metal pelos coloides do solo. A adsorcéo de Zn é maxima em solos com alto teor de



argila e pH elevado. A adsor¢édo sob baixo pH do solo (<5,5) também é importante quando
oOxidos de ferro e aluminio predominam na fraccdo mineraldgica do solo. Plantas de café e citros
respondem bem ao suprimento de Zn sob tais circunstancias (ALLOWAY, 2008). A aplicacédo
de Zn via solo, na maioria dos casos, mostra melhores respostas em solos de textura média ou
arenosa. A compactacdo do solo, umidade, fonte de Zn, luz, temperatura, irrigacéo, também
influenciam a eficiéncia da adubac¢éo com Zn via solo (SOUZA, 1999; HIPPLER et al., 2015).
Destaca-se também que ha diferencas quanto a capacidade de absorcéo, eficiéncia de uso e
tolerancia a deficiéncia de Zn entre variedades de café (PEDROSA, 2013).

O Zn nas plantas é requerido para a sintese de proteinas, regulacdo de genes,
estruturacdo e integridade das biomembranas, protecao das células de danos oxidativos e outras
funcgBes. Sob deficiéncia de Zn, a sintese de proteinas € reduzida, devido a niveis reduzidos de
RNA, ja que Zn tem papel essencial na polimerase de RNA. A importancia do Zn na sintese de
proteinas resulta em uma alta demanda de Zn em tecidos meristematicos. O Zn desempenha
também um papel-chave no controle da geracdo e desintoxicacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (CAKMAK, 2000). O dano oxidativo é responsavel por alguns dos sintomas
caracteristicos da deficiéncia de Zn causadas pela degradacdo da auxina (BELL & DELL,
2008).

Para o café, os teores foliares de Zn encontrados em plantas amostradas no Brasil foram
reportados na faixa de 6 a 30 mg kg™ e dependentes da regido do cultivo (GUIMARAES &
REIS, 2010). Ja para os citros, os teores foliares encontrados na matéria seca de diferentes partes
de laranja-doce Hamlin foram de 14 mg kg para folhas até 6 meses e de 26 mg kg para folhas
com mais de 6 meses de idade. Nos ramos a concentragdo de Zn variou entre 12 a 14 mg kg,
dentro os quais, aqueles mais espessos e velhos possuem menores teores de Zn. Nos troncos, 0
teor foi de 29 mg kg de Zn (MATTOS Jr. et al., 2003). O teor foliar de Zn considerado
adequado no padrdo referencial para café é de 10 a 30 mg kg * (FAVARIN et al., 2010) e para
citros é de 50 a 75 mg kg ! (QUAGGIO et al., 2010).

Cafeeiros deficientes em Zn apresentam ramos com internodios curtos, folhas pequenas
e estreitas, gemas terminais pouco desenvolvidas, ponteiros secos, superbrotamento que
formam rosetas, vingamento floral baixo, frutos pequenos, quedas de frutos e
consequentemente baixa producdo (MALAVOLTA et al., 1997). Segundo EPSTEIN (1975), o
efeito da reducdo na manutencdo do acido indolilacético (AlA) no tecido vegetal, além de
promover o encurtamento dos internddios, proporciona também o secamento dos ponteiros e,
em casos extremos, a morte de tecido. Quando sob deficiéncia, as folhas jovens de citros

mostram clorose internerval, que contrastam com as nervuras centrais e laterais verde-escuras,



sdo deformadas (limbo foliar estreito, lanceolado e de tamanho reduzido) e ocorrem em ramos
com internddios curtos, dando a planta o aspecto enfezado (MATTOS Jr. et al., 2003).

Por outro lado, o excesso de Zn causa clorose nas folhas, desfolhamento, morte
descendente de ramos, clorose semelhante a deficiéncia de ferro e também causa reducdo no
crescimento das raizes (MENGEL & KIRKBY, 1978; MALAVOLTA & VIOLANTE NETO,
1989). Dados mostram que o cafeeiro é tolerante ao excesso de Zn, dado aumento no teor foliar
em concentracGes acima do adequado apenas 128 dias apds a aplicagdo via solo, em dose
elevada. O Zn se acumula nos ramos desde doses baixas como forma de evitar a toxicidade
(TEZOTTO et al., 2012). Resultados apontam que os citros sdo mais eficientes na aquisicao de
Zn quando comparados com plantas de café, ja que estas supridas com 100 a 600 g planta™ de
Zn atingem teores foliares de apenas 10-35 mg kg* (TEZOTTO et al., 2012), enquanto para
citros os teores foliares chegam a 115 mg kg™ com a dose de 5 g planta? de Zn na forma de
sulfato de Zn (ZnSO4) (HIPPLER et al., 2015).

2.3 Pulverizagao Foliar

Deficiéncias de B e Zn podem ser corrigidas pela aplicacdo dos nutrientes via solo ou
via foliar. No solo, os nutrientes metalicos sdo menos disponiveis para as plantas devido a
menor mobilidade e elevada fixagao aos coloides da fracdo argila. Assim, a aplicagéo foliar tem
sido um método mais eficaz e preferido como pratica de adubac¢do no campo, tanto na
cafeicultura, como na citricultura, principalmente pela facilidade de distribuicdo das pequenas
quantidades necessarias para 0 manejo adequado das culturas (CAMARGO, 1991;
FAGUNDES et al., 2010).

No Brasil tem havido ainda davidas sobre a melhor maneira para se aplicar B as
plantacdes de café. A adubacdo foliar tem mostrado resultados positivos em muitas areas,
enquanto em outras, a aplicacdo no solo é melhor. Destaca-se ainda que aplicagdes de
fertilizantes que resultam em aumentos no conteudo de B na folha nem sempre resultaram em
maior rendimento de colheita (SANTINATO et al.,, 1991; MARUBAYASHI et al., 1994;
BARROS et al., 1996; LIMA FILHO & MALAVOLTA, 1998).

Em plantas de café, a aplicacdo de B foliar aumenta os teores do nutriente na planta,
mas ainda abaixo, quando quantidade equivalente € aplicada no solo. Nos frutos, na primeira
amostragem logo apds a aplicacgdo foliar, 5 a 8% do B encontrado foi proveniente do fertilizante
aplicado, o que demonstra que a translocacao de nutrientes a partir das folhas é pequena e ocorre

logo apds a aplicacdo (LEITE et al., 2007).



Pulverizacdes foliares podem suprir rapidamente certos nutrientes minerais as plantas.
Esse efeito, contudo, é temporério, e varios problemas podem diminuir a eficiéncia da sua
aplicacdo em vista de: i) baixas taxas de penetracdo, principalmente em folhas de cuticulas
espessas, como as do café e citros, ii) escorrimento de superficies hidrofdbicas, iii) lavagem da
folha pela chuva, iv) rapida secagem da solucdo pulverizada, v) redistribuicdo limitada de
nutrientes com baixa mobilidade no floema (e.g., Ca, B, Mn e Zn), do local de aplicacdo para
outras partes da planta, e vi) quantidade limitada de nutrientes que pode ser suprida em uma
aplicacdo foliar em razdo do risco de injdrias por salinidade (MARSCHNER, 2011).

Séo, portanto, justificativas para uso de fertilizantes foliares: i) quando as condic¢des do
solo limitar a disponibilidade de nutrientes aplicados; ii) em condic¢Oes de altas taxas de perda
de nutrientes aplicados no solo; iii) quando a fase de crescimento da planta, a demanda interna
da planta e as condi¢cGes ambientais interagem para limitar a entrega de nutrientes para 6rgaos
criticos (FERNANDEZ et al., 2013).

A facilidade com a qual uma solucdo de nutrientes pode penetrar no tecido da planta
dependerad de caracteristicas da superficie foliar, que pode variar com o 6rgdo, espécies,
variedades e condi¢cdes de crescimento, e das propriedades da composic¢do da pulverizacdo
foliar aplicada (FERNANDEZ et al., 2013). A absorcéo de nutrientes aplicados via foliar, pela
superficie da folha, envolve uma série de processos e eventos complexos. Os principais
processos incluem a formulacdo da solucédo nutritiva, a atomizagéo da solucdo de pulverizacao,
0 transporte das gotas de pulverizacao para a superficie da planta, a molhagem, o espalhamento,
a retencao da solucdo pela superficie da planta, a formacéo de um residuo de pulverizagéo sobre
a superficie, a penetracdo e distribuicdo do nutriente a um local metabdlico de reacdo (YOUNG,
1979).

A adubacao foliar tem sido um meio eficiente de fornecimento de Zn, Mn e B as folhas
que recebem a pulverizacdo, mas insuficiente para alterar os teores nas folhas novas das
laranjeiras que brotam nos novos fluxos de vegetacdo. Os resultados indicam que menos de
10% desses nutrientes depositados na superficie das folhas séo absorvidos e, menos de 1%,
transportado a outras partes do ramo (BOARETTO et al., 2003). Para 0s micronutrientes que
tém baixa mobilidade no floema, como é o caso do Mn, do Zn e do B, as aplicagdes foliares
devem ser feitas nos principais fluxos de vegetacdo (primavera e verdo), quando as folhas sdo
ainda jovens e tem cuticula pouco desenvolvida, o que facilita a absorcdo e fornece os
micronutrientes aos novos Orgdos em desenvolvimento (LABANAUSKAS et al.,, 1964;
EMBLETON et al., 1965; BOARETTO et al., 2002, 2004).



O intervalo de concentracdo ideal de solucBes de nutrientes minerais para aplicacao
foliar deve ser escolhido de acordo com fatores como o tipo de nutrientes (e.g., macro ou
micronutrientes), espécies de plantas, idade da planta, estado nutricional e as condigdes
meteorologicas (WITTWER & TEUBNER, 1959; WOJCIK, 2004; KANNAN, 2010), e todos
estes acabardo por ser limitados pela necessidade de evitar fitotoxicidade as plantas.

Para uma pulverizagdo eficiente, os processos de hidratagdo e dissolu¢do de um sal
devem ser considerados, e estes sao determinados pelo seu ponto de deliquescéncia (POD). O
POD é definido como o valor de umidade relativa na qual o sal se torna um soluto, portanto,
quanto menor for o ponto de deliquescéncia de um seu sal, mais cedo este se dissolve apos a
exposicdo a umidade do ambiente (FERNANDEZ & EICHERT, 2009). Os sais com POD
acima da umidade relativa prevalecem, quando aplicado nas folhas, teoricamente como solutos
e a penetracdo na folha é prolongada. A eficacia de sais com um elevado POD pode ser
melhorada através da utilizacdo de adjuvantes com propriedades umectantes. Os sais com POD
baixos podem ser mais efetivos nos primeiros momentos da aplicagdo, mas podem ser mais
susceptiveis para causar fitotoxicidade (FERNANDEZ et al., 2013).

Pulverizacdes de nutrientes nas folhas sdo frequentemente aplicados como misturas no
tanque do pulverizador, com adjuvantes e defensivos agricolas compativeis, de acordo com as
recomendacdes e especificagdes dos fabricantes de produtos relevantes. O desempenho de
fertilizantes foliares, em combinacdo com alguns adjuvantes e produtos fitossanitarios, podem
diferir de quando os nutrientes sdo aplicados sozinhos. Atualmente, ndo existe maneira de
prever teoricamente a eficicia relativa da pulverizacdo foliar de nutrientes, adjuvante e
agroquimicos na mistura (FERNANDEZ et al., 2013).

Fertilizantes foliares ajudam a evitar os sintomas de toxicidade que podem ocorrer ap6s
aplicacdo no solo dos mesmos micronutrientes, principalmente devido a qualidade de
distribuicdo (OBREZA et al., 2010), mas por outro lado, um sintoma comum de toxicidade pela
aplicacdo de adubos foliares € a ocorréncia da chamada “queima” ou “escaldadura”, que pode
ser consequéncia da ruptura de celulas devido grandes diferencas na pressdo osmotica através
da parede celular, quando a solugdo de fertilizante altamente concentrada é aplicada a superficie
das folhas (GREENWAY & MUNNS, 1980). Este tipo de dano tem maior ocorréncia com
compostos de elevado indice de sal (CLAPP, 2009). Neste cenario, o rapido desenvolvimento
de um gradiente de concentracdo de soluto através da membrana celular gera uma diferenca de
potencial osmético que leva ao colapso, devido a saida de agua para fora da célula (MAJID &
BALLARD, 1990).



Os efeitos positivos da aplicacdo foliar de B e Zn sobre o estado nutricional, a retencdo,
queda, rendimento e qualidade dos frutos foram observados em citros (DAWOOD et al., 2001;
EMAN et al., 2007; ULLAH et al., 2012; RAZZAQ et al., 2013). Aplicacdes combinadas de
Zn e B foram utilizadas para reduzir a desordem fisiologica e aumentar a produtividade e teor
de vitamina C em laranja-doce (TARIQ et al., 2007; SAJID et al., 2010). A aplicacéo foliar de
Zn ou B durante o desenvolvimento dos pomares, foi relatada aumentando o crescimento
vegetativo das plantas citricas (DAWOOD et al., 2001; ULLAH et al., 2012; RAZZAQ et al.,
2013). Em plantas de café e de citros, diferentes fontes de Zn aplicadas via foliar foram eficazes
na manutencio dos niveis de Zn na folha acima do limiar de 25 mg kg™ e acima dos teores
observados nas parcelas sem aplicacdo (ROSOLEM & SACRAMENTO, 2001).

2.4 Fontes de Boro e de Zinco

Os fertilizantes que contém micronutrientes podem ser inorganicos, quelatos sintéticos,
complexos organicos e fritas. Entre as fontes inorganicas mais comuns estdo os Oxidos,
carbonatos, fosfatos, oxissulfatos, sulfatos, cloretos e nitratos, sendo as trés ultimas citadas as
fontes mais utilizadas na cafeicultura e na citricultura para as aplica¢des foliares, muito embora
encontram-se no mercado uma série de fertilizantes foliares nas mais diversas concentracdes,
ndo s6 de micros como também de macronutrientes (FAGUNDES et al., 2010; QUAGGIO et
al., 2010).

Os sais com sulfatos, cloretos e nitratos sdo bastante sollveis em agua. Os 6xidos e 0s
carbonatos sdo pouco sollveis em &gua. Os oxissulfatos sdo produtos com maior ou menor grau
de solubilidade em agua, dependendo das quantidades de H.SO4 adicionadas na sua rota de
producdo. Fontes altamente solUveis de Zn como sulfato de Zn e formas de quelatos de Zn (e.g.,
Zn-EDTA, Zn-lignosulfonato), sdo fertilizantes mais caros e menos concentrados que o 6xido
de Zn, especialmente o Zn quelatado (MORTVEDT & GILKES 1993; LOPES, 1999).

Segundo a Instrugdo Normativa n° 46 de 2016 do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), os fertilizantes minerais, quando destinados a aplica¢do foliar,
deverdo apresentar os seus nutrientes na forma totalmente solUvel em agua, tendo como
especificacbes e garantias minimas para B de 0,03% e para Zn, 0,1% em produtos solidos e
fluidos. As garantias minimas devem ser do nutriente solivel em agua. Para a aplicagédo via
solo, produtos contendo exclusivamente micronutrientes ou micronutrientes com
macronutrientes secundarios devem apresentar no minimo 60% do teor total soltvel em solugédo

de acido citrico a 2% para B e Zn.



A solubilidade em &gua de Zn em Oxido de Zn é baixa, mas depende da natureza fisica
e quimica do produto, que é influenciada pelo processo de fabricacdo. Embora a solubilidade
de equilibrio de éxido de Zn em pé seja uma fungdo do pH, que é controlada até um grau por
pureza, a cinética de dissolugdo de ions de Zn (Zn?*) a partir de pos de 6xido de Zn dependera
da granulometria das particulas de fertilizante (McBEATH & MCLAUGHLIN, 2014), em que
fontes pouco soltveis, porém com particulas menores, aplicados via solo ou foliar, podem
aumentar a absorcao do nutriente do fertilizante pela planta (VOLKWEISS, 1991; ABREU et
al., 1996).

O tamanho de particulas encontradas em fertilizantes com as fontes carbonato de Mn e
0 6xido de Zn para aplicacdo via solo foram suspensdes com 90% das particulas no tamanho
150-300 e 200-800 nm, respectivamente (HIPPLER et al., 2015), sendo estas consideradas
microparticulas. Materiais que sdo menores que 100 nm, pelo menos em uma dimensao, séo
geralmente classificados como nano-materiais (SCOTT & CHEN, 2002; WIESNER et al.,
2006).

Fontes insoltveis de micronutrientes tém sido estudadas primeiramente no campo da
nanotecnologia, onde nano-materiais tém sido utilizados para a concepcdo de novos
fertilizantes de Zn, com a solubilidade, difusdo e disponibilidade de Zn para as plantas sendo
afetadas pelas caracteristicas das nano-particulas (tamanho, area superficial especifica e
reatividade) (SUBRAMANIAN & SHARMILA RAHALE, 2012; MOSANNA &
KHALILVAND, 2015). Produtos nano-particulados possuem uma capacidade de suspenséao
estavel e solubilidade controlada em solucdo aquosa que dificulta a interagdo com outros
produtos da pulverizacdo, diminuindo problemas no campo da tecnologia de aplicacao.
Apresentam também baixa probabilidade para causar fitotoxicidade mesmo em altas
concentracdes aplicadas nas folhas jovens (LI et al., 2012).

Uma Unica pulverizacédo foliar de Zn nano-particulado aumentou a concentracdo de Zn
nas folhas de roma, com aumento crescente do controle para as doses mais altas. Para o B nano-
particulado também ocorreu aumento com uma unica pulverizacgdo para as doses mais elevadas
(DAVARPANAH et al., 2016). Pulverizacdes foliares com nano-particulas de éxido de Zn
levaram a aumentos de 26-30% no rendimento de amendoim, qguando comparadas com aquelas
realizadas com sulfato de Zn e utilizado em doses muito mais elevadas, em duas estagdes
diferentes (PRASAD et al., 2012)

Fertilizantes pouco sollveis podem garantir o aporte de nutrientes para a planta por um
longo periodo e reduzem o risco de toxicidade imediatamente apds a aplicagdo, bem como a

frequéncia de aplicacdo (WESTFALL et al., 1999). A liberacéo lenta deste tipo de fertilizante
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poderia satisfazer os picos de demanda estendidos durante fases vegetativas ou estagios
reprodutivos (DU et al., 2015). Em fertilizantes de Zn pouco soluveis, as particulas aderidas a
superficie foliar podem servir como uma fase solida para repor o conteldo de Zn durante
periodos de crescimento prolongados, isso devido as particulas poderem ficar fortemente
retidas na superficie foliar durante longo prazo (FERNANDEZ & BROWN, 2013). Ao
contrario, a aplicacdo foliar de Zn soltvel geralmente resulta numa elevada absorcéo de Zn
pelas folhas em comparacdo com uma suspensdo de 6xido de Zn, em um primeiro momento
(ZHANG & BROWN, 1999; ERENOGLU et al., 2002; PERYEA, 2006), mas em seguida,
ocorre diminuicdo da taxa de absorcao de Zn pelas folhas (DU et al., 2015).

Uma vez que a quantidade total de ions absorvidos pelas folhas é limitada pela area da
cuticula coberta pelos solutos pulverizados, a eficacia das suspensdes de Zn pouco sollveis
pode ser potencialmente melhorada aumentando a area de pulverizacdo da folha, sendo essa
uma melhor estratégia do que aumentar as concentracfes (DU et al., 2015). A absorcdo foliar
de fertilizantes pouco soltveis em suspensdo sera influenciada pela umidade relativa ambiente
e seu POD, como discutido anteriormente. Apds a deposi¢cdo das particulas suspensas na
superficie das folhas, espera-se que a umidade na interface de contato entre as particulas do
fertilizante e a superficie da folha criem uma situacdo semelhante a um estado de saturacédo
(BOULARD et al., 2004; 2002). A taxa de absorcdo foliar e a dissolucdo de particulas
depositados sobre a superficie apos o tratamento foliar sdo melhoradas sob maior umidade
relativa (SCHONHERR, 2001; 2006).

A eficdcia de 11 produtos contendo Zn, disponiveis comercialmente, aplicados nas
folhas da macieira durante a fase pds-florescimento, demonstraram que todos os produtos de
Zn aumentaram as concentragdes de Zn na folha para niveis desejaveis (PERYEA, 2006;
PERYEA, 2007). As concentracdes foliares de Zn foram maiores na ordem: nitrato de Zn,
guelatados e Zn organicamente complexado, 6xido de Zn e Zn oxissulfato e por tltimo fosfato
de Zn. Poucos estudos com diferentes fontes de B para aplicacao foliar sdo relatados. A maioria
das formas de B disponiveis para uso em produtos fertilizantes foliares sdo altamente solUveis
e geralmente eficazes. Os produtos comerciais B Mor-Bor 17, Solubor, Solubor DF, Spraybor,
Borosol, Liquibor, N-boro, e Solubor mais Coron, que tem como principal diferenca a
porcentagem de B na formulacdo e adjuvantes no pacote tecnologico, mostraram pouca
diferenga na disponibilizagdo de B para macieiras (PERYEA et al., 2003). Em casa de
vegetacdo, houve diferenca na concentracdo de B no algodoeiro ao receber aplicagdes foliares
de fontes diferentes de B, incluindo &cido bérico e borato de s6dio, mas ndo houve qualquer

efeito sobre a concentracao de B nas folhas da soja (GUERTAL et al., 1996).
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O efeito relativamente pequeno de fonte ou formulacéao de fertilizantes foliares contendo
B é provavelmente resultante do tamanho pequeno e natureza ndo carregada de acido borico
ndo dissociado, que € o estado quimico predominante de B a valores de pH inferior a 8,2. O
acido borico néo dissociado, semelhante a ureia e glicerol, deve passar facilmente através das
membranas cuticulares (PERYEA et al., 2003).

2.5 Marcadores Bioquimicos

Uma ferramenta de pesquisa que pode auxiliar na avaliacdo da absorcao e eficiéncia de
nutrientes aplicados sdo os testes bioquimicos, que comparam a atividade de uma enzima em
uma amostra problema com um padréo, obtida em planta em condi¢6es adequadas. Estes testes
podem ser utilizados como forma indireta de avaliar o estado nutricional da planta (BAR-
AKIVA et al., 1971), permitindo a diagnose precoce.

O Zn desempenha varias funcGes fisioldgicas e bioquimicas nas plantas como a
constituicdo estrutural de enzimas, por exemplo, a superdéxido dismutase (SOD) (HANSCH &
MENDEL, 2009). A analise da atividade da SOD foi proposta para estudar a interacéo entre 0s
metais e as plantas (SHENKER et al., 2004). Em geral, nas plantas, sdo conhecidas trés espécies
de SOD, as quais séo classificadas pelo metal cofator, as Mn-SOD, Fe-SOD e as Cu/Zn-SOD,
que sdo encontradas no citoplasma, ligadas a membrana dos tilac6ides, mitocdndrias e
glioxissomos (RABINOWITCH & FRIDOVICH, 1983). A Cu/Zn-SOD desempenha um papel
importante na protecdo da planta contra os danos oxidativos causados por EROs e a atividade
da enzima relaciona-se positivamente com Zn ativo em plantas. EROs sdo continuamente
gerados como produtos da fotossintese e outros metabolitos celulares (FOYER & NOCTOR,
2000).

CLEMENTE (2014) verificou que atividade da polifenol oxidase (PPO) pode ser um
indicador do estado nutricional de B em plantas de café. A PPO é uma enzima que processa a
hidroxilacdo de monofenois a difendis e a oxidagcdo destes difendis a orto-quinonas (o-
quinonas). Devido a capacidade do B de complexar com compostos fendlicos livres, € bem
conhecido que ele € indiretamente envolvido na formacdo de quinona e, portanto, na sintese
dos alcoois fenolicos, que sdo os precursores da biossintese da lignina (PILBEAM & KIRKBY,
1983).
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2.6 Objetivos Gerais

Este estudo foi dividido em dois capitulos com os seguintes objetivos: (i) avaliar a
absorcédo de B e Zn pelos citros aplicados na forma de fontes pouco soltveis, comparada com
aquela na forma de fontes soltveis usualmente recomendadas nos sistemas de produgdo, com
base em respostas do estado nutricional, produgdo de biomassa, atividades enzimaticas e
estresse oxidativo da planta, e (ii) caracterizar produtos pouco soltveis de B e Zn e capacidade
de fornecimento desses micronutrientes para plantas de café, comparada com fontes solUveis
também usualmente recomendadas, com base em respostas do tamanho e morfologia de
particulas e retencdo das particulas fertilizantes na superficie das folhas, além do estado

nutricional e producéo de biomassa da planta.
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3 CAPITULOI

Eficiéncia da aplicacao foliar de fontes pouco soltveis de B e Zn em citros
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3.1 Introducéo

As plantas citricas sdo exigentes em boro (B) e zinco (Zn), e quando ndo supridas
adequadamente com esses micronutrientes, tém sua producéo de frutos limitada (QUAGGIO et
al., 2003, 2010). O B é necessario para a estabilizacdo das paredes das células, regular fluidez
das membranas e, ainda, foi proposto sua participacdo no metabolismo de fendis e lignina
(CAKMAK & ROMHELD, 1997). A deficiéncia de B causa reducéo do sistema radicular e ma
formacgédo de vasos condutores, prejudicando absorcdo de agua e de nutrientes, diminui a
producdo de biomassa, causa abortamento de flores e o chochamento de frutos (BLEVINS &
LUKASZEWSKI, 1998; HASS & KLOTS, 1931 & HASS, 1945). O Zn nas plantas é requerido
para a sintese de proteinas, regulagdo de genes, estruturacdo e integridade de membranas,
protecdo das células de danos oxidativos e desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (CAKMAK, 2000). Grande parte dos sintomas de deficiéncia de Zn esta associada a
disturbios no metabolismo das auxinas, principalmente do AlA, fitorménio responsavel pelo
crescimento das plantas (MARSCHNER, 2011)

A aquisicdo de B pelos citros pode ser limitada quando este € cultivado em solos com
baixos teores do micronutriente no material de origem, baixos teores de matéria organica, e
devido & presenga predominante de B na forma de &cido bdrico na solugdo, que pode ser
lixiviado da zona radicular (KOT, 2009). A deficiéncia de Zn também é comum e atribuida aos
baixos teores nos solos brasileiros, baixa solubilidade na solucdo do solo e alta adsorcdo aos
coloides (QUAGGIO et al., 2010). Assim, a aplicacdo foliar tem sido um método eficaz e
preferido pelos citricultores como pratica de adubacdo de micronutrientes no campo
(FAGERIA et al., 2009), pela facilidade de distribuicdo das pequenas quantidades e
possibilidade de aplicacdo em conjunto com os defensivos (FERNANDEZ et al., 2013).

As principais fontes utilizadas para a pulverizacdo foliar na citricultura sdo aquelas
soltveis, como os sulfatos, cloretos e nitratos (QUAGGIO et al., 2010), entretanto, problemas
ainda ocorrem em decorréncia da sua aplicagdo, dadas constatacdes de “queima” de folhas e
frutos jovens, associados a sintomas de toxicidade devido ao alto indice salino da solugéo
fertilizante (GREENWAY & MUNNS, 1980; CLAPP, 2009). A adubacéo foliar tem sido um
meio eficiente de fornecimento de Zn e B as folhas que recebem a pulverizagdo, mas
insuficiente para alterar os teores nas folhas novas das laranjeiras crescidas apds a aplicacédo
foliar (BOARETTO et al., 2003) e neste cenario, se reforca a busca por novas fontes, como
oxidos e os carbonatos, fontes pouco soltveis (MORAN, 2006; BELL & DELL, 2008), ja que
além da solubilidade em agua, a eficiéncia do fertilizante depende também do tamanho das
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particulas, em que fontes pouco sollveis, porém com particulas menores, podem promover a
absorcdo do nutriente do fertilizante pela planta (VOLKWEISS, 1991; ABREU et al., 1996)
manter o suporte de nutrientes por um longo periodo e reduzir o risco de toxicidade
imediatamente apos a aplicacdo, bem como a frequéncia de aplicacdo (WESTFALL et al.,
1999).

Testes bioquimicos podem auxiliar a avaliagdo da absor¢édo e eficiéncia de nutrientes
aplicados e permitir a diagnose precoce do estado nutricional dos citros (BAR-AKIVA et al.,
1971). A andlise da atividade da superdxido dismutase (SOD) foi proposta para estudar a
interacdo entre os metais e as plantas (SHENKER et al., 2004), considerando que 0 Zn que €
constituinte da Cu/Zn-SOD (HANSCH & MENDEL, 2009; HIPPLER et al., 2015). A atividade
da polifenol oxidase (PPO), pode ser um indicador do estado nutricional de B, ja que aumentos
na concentracdo de fenois em tecidos deficientes em B pode ser resultado de restricGes na
biossintese de alcoois fenolicos (PILBEAM & KIRKBY, 1983; CLEMENTE, 2014). A SOD
pode também ser indicadora do risco de fitotoxidade em plantas supridas com excesso de
micronutrientes (HIPPLER et al., 2015). As EROs surgem pelas modifica¢fes na fotossintese
e sintese de clorofilas em plantas sob estresse oxidativo por excesso de micronutrientes. Ainda,
a SOD e responsavel pela inativacdo destes radicais livres (O2” e superdxido) pela
transformacdo em H>O, (CAKMAK, 2000), que é subsequente eliminado pelas plantas por
meio da participacao de enzimas como a catalase, peroxidase e outras relacionadas com o ciclo
do ascorbato glutationa nos cloroplastos (CIA et al., 2012).

Tendo em vista a necessidade de validar a eficiéncia de novas fontes de micronutrientes,
pouco sollveis, a presente proposta de pesquisa foi definida para testar a hipotese que fontes
pouco sollveis de B e Zn, por estarem em microparticulas, suprem adequadamente esses
nutrientes as folhas de plantas de citros e possuem eficiéncia comparada aquelas soluveis,

tradicionalmente usadas nos pomares, independentemente da dose.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Condigdes de crescimento da planta e tratamentos

Trés experimentos foram realizados em casa de vegetacdo no Centro de Citricultura
Sylvio Moreira, no municipio de Cordeirdpolis, SP, com plantas jovens, 6 a 12 meses de idade,
de laranjeira 'Pera’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck] sobre limoeiro 'Cravo’ (C. limonia Osbeck).

As mudas de citros foram transplantadas para vasos com capacidade para 12 L, contendo
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substrato vegetal composto por casca de pinus e vermiculita, e podadas com 40 cm acima do
ponto da enxertia.

Durante o experimento, adubacdes de manutengdo com macro e micronutrientes, foram
realizadas com a aplicacdo de solucdo nutritiva ao substrato, segundo SARRUGE (1975) e
modificada: 136 mg L™ de fosfato de potassio (KHz PO4), 365 mg L™ de nitrato de potassio
(KNO3), 1049 mg Lt de nitrato de célcio [Ca(NO3)>4H,0], 143 mg L de nitrato de aménio
(NHzNO3), 450 mg L de cloreto de célcio [(CaClz)2H20], 493 mg L de sulfato de magnésio
(MgSO47H20), 10 mg L de &cido borico (HsB0s), 140 mg L de sulfato de manganés
(MnSO#H20), 30 mg Lt de Cu-EDDH (CuSOs4), 25 mg L de Zn-EDDH (ZnSO47H20) e 25
mg L de Fe-EDDH, , exceto Zn e B nos respectivos experimentos O fornecimento de
macronutrientes ocorreu com 40 aplicacBes, do transplante até 180 dias apds o inicio dos
tratamentos, e o fornecimento de micronutrientes com 15 aplicacdes até 180 dias ap6s o inicio
dos tratamentos.

Antes da aplicacdo dos tratamentos, apds 30 adubacdes de manutencdo, foi realizada
amostragem do substrato nos Experimentos | (B), Il (Zn) e Il (B e Zn), para analise de
caracteristicas quimicas e teores de micronutrientes e macronutrientes, a fim de avaliar as
adubacdes e teores de B e Zn residuais do substrato, ja que foram restringidos das adubacdes
para fornecimento dos tratamentos exclusivamente via foliar. Nesta ocasido os vasos do
Experimento | (B) e Il (B e Zn) tinham 0,1 mg L de B, o Experimento 11 (Zn) e 111 (B e Zn)
0,7mg L e 0,2 mg L? de Zn, respectivamente, extraidos pelo método de extragdo: 1:1,5
Holanda (SONNEVELD et al., 1974) e determinados por espectrometria de emissao Optica com
plasma (ICP-OES; JobinYvon, JY50P Longjumeau, France) (Anexo I). As plantas receberam
9,5 g vaso™ de calcario dolomitico PRNT 80, a fim de elevar a saturagdo por bases (V) para
85% (Anexo I1). Foi acionado o sistema de irrigacdo as 9, 12 e 15 h durante 30 s cada periodo,
garantindo a manutencédo de agua para o melhor desenvolvimento das plantas. Para adequar as
condicBes de umidade do ar da casa-de-vegetacdo as necessidades das plantas e, ainda simular
condi¢cdes de molhamento das folhas para a solubilizacdo das particulas dos tratamentos
pulverizados via foliar, um sistema de nebulizacdo foi acionado trés vezes por dia, as 10, 13 e
16 h durante 30 s, cuja quantidade de agua aplicada foi suficiente para ndo permitir
escorrimento.

Os tratamentos constituiram da aplicacdo de duas fontes de fertilizantes, uma soluvel
em agua e outra pouco soltvel em agua, porém microparticulada (0,2-14 um), e quatro doses
do micronutriente no esquema fatorial 2x4, com delineamento inteiramente ao acaso e cada

tratamento com 4 repeticdes. O Experimento | (B) consistiu na aplicacao via foliar de quatro
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doses de B sendo 0 (controle), 130, 260 e 520 mg L* de B (aproximadamente 0, 13, 28 e 55
mg planta® de B total) com as fontes &cido bédrico (HsBOs) ou borato de calcio
[CaB304(OH)3'H20]. O Experimento Il (Zn) consistiu na aplicacao via foliar de quatro doses
de Zn sendo 0 (controle), 200, 600 e 1800 mg L* de Zn (aproximadamente 0, 23, 65, 200 mg
planta? de Zn total) com as fontes sulfato de zinco (ZnSO4) e Oxido de zinco (ZnO). O
Experimento 11 (B e Zn) consistiu na aplicacdo via foliar de quatro doses de B e Zn
concomitantemente, sendo 0 (controle), 43, 129 e 387 mg L de B (aproximadamente 5, 14 e
45 mg planta de B total) e 0 (controle), 200, 600 e 1800 mg L* (aproximadamente 23, 65, 200
mg planta™ de Zn total) com as fontes acido borico (HsBOs) + sulfato de zinco (ZnSOs) e borato
de Zn (2Zn0-3B,033,5H:0). Foi adicionado 0,1 mL L? de adjuvante contendo 200 g L de
nonil fenoxi poli (etilenoxi) etanol, nome comercial Agral® (Syngenta Protecdo de Cultivos
Ltda, Paulinia) na solucdo das fontes sollveis para uniformizar condi¢cdes de aplicacdo entre
tratamentos testados, uma vez que a suspensdo das fontes pouco sollveis contém produto
similar. As doses consideradas adequadas para cada nutriente foram aquelas recomendadas por
QUAGGIO et al. (2010) e a partir destas foi definido para o Experimento com B, a metade e 0
dobro para dose baixa e alta, respectivamente, e de forma similar, para o Zn, o terco e o triplo
para dose baixa e alta, respectivamente. A dose de B no Experimento Il (B e Zn) foi ajustada

a partir da dose adequada de Zn.

Figura 1 - Crescimento das plantas de citros: apos transplante (A); ap6s 160 dias do transplante
(B); apds 310 dias do transplante para os vasos (C). Legenda: Barras horizontais representam
30 cm.
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Foram realizadas trés aplicacdes de tratamentos, com a primeira no primeiro fluxo de
vegetacdo dos citros, 160 dias apds o transplante, e as outras duas a cada 60 dias, coincidindo
com o segundo e terceiro fluxos de crescimento para os citros (Figura 1). O fornecimento dos
micronutrientes estudados foi feito exclusivamente via foliar, e a aplicacdo de quantidade
semelhante de solucdo em todas as plantas foi possibilitada com a pesagem dos vasos (precisdo
da balanca + 0,1 g) das plantas durante a pulverizacdo, uma vez quando retida a quantidade
determinada a pulverizacdo era interrompida (Figura 2). O volume de solucdo retida (mL)
multiplicado pela concentracéo da solucdo € igual a quantidade de nutriente (mg) aplicado por
planta. No momento da pulverizacao foliar foi colocado um aparato de plastico sobre 0 vaso
para evitar contaminacdo do substrato com a solucdo pulverizada. A quantidade de solucao
aplicada foi de aproximadamente 25 mL por planta na 12 aplicagdo, 45 mL por planta na 22
aplicacdo e 50 mL por planta na 32 aplicacdo e apds as trés aplica¢des, uma meédia da quantidade

total de micronutriente retido por planta foi determinada em cada tratamento.
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Figura 2 - Esquema de pesagem dos vasos para aplicacao dos tratamentos via foliar em citros.
Planta colocada sobre balanca (A); Detalhe da balanca tarada (B); aparato de plastico sobre o
vaso (C); Aplicacéo foliar realizada (D); Retirada do aparato de plastico (E); Volume de solucéo
aplicado (F). Obs.: mesmos procedimentos foram realizados para o estudo com cafeeiro

[Experimentos | (B), 11 (Zn), 11l (B e Zn)]. Legenda: Barras horizontais representam 30 cm.

3.2.2 Producao de massa de matéria seca e analise quimica do material vegetal

A parte aérea das plantas foi colhida de forma destrutiva, 60 dias ap6s a Gltima aplicacdo
dos tratamentos, nos Experimentos | (B), 1l (Zn) e Il1l (B e Zn) e divididas em folhas e parte
lenhosa (caule + ramos). Apos a coleta, 0 material vegetal colhido foi lavado, segundo método
padréo, com detergente diluido a 5% e agua destilada (ALVA & TUCKER, 1997), seco em
estufa de circulacao forgada de ar a 65 °C até peso constante para a quantificacdo da massa da
matéria seca.

As folhas e partes lenhosas, ap6s secagem, foram trituradas em moinho do tipo Willey
para determinacdo da concentracdo de nutrientes por analise quimica conforme BATAGLIA et

al. (1983). A partir dos valores de concentragdo do nutriente nas folhas e partes lenhosas, e
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respectivas massas secas, foi calculado o acimulo do micronutriente na parte aérea das plantas
de citros. Com a quantidade de micronutriente retida na pulverizacdo foliar em relagcdo ao
acumulo do mesmo na parte aérea, péde-se calcular a porcentagem de absor¢éo de B e Zn pela

parte aérea das plantas, para as fontes nos Experimentos | (B), I1 (Zn) e 11l (B e Zn).

3.2.3 Conducdo para andlise da atividade enzimética

As plantas dos Experimentos | (B), 11 (Zn) e 111 (B e Zn) foram reconduzidas apés poda
e coleta do material vegetal conforme descrito no item 3.2.2, desenvolvendo novas brotacdes
para a analise de atividade enzimatica das folhas. Uma aplicacéo de 6 g vaso™ de hidroxido de
calcio (Ca(OH)2) e 1,5 g vaso™ de hidroxido de magnésio (Mg(OH),) foi realizada no substrato
do citros antes do desenvolvimento das novas brotac6es, para manutencéo do pH do substrato,
antes da avaliacdo da atividade enzimatica correlacionada com a pulverizacdo foliar dos
tratamentos. Foram realizadas, neste novo periodo, 10 adubagdes de manutencdo conforme
descrito no item 3.2.1.

Quando as folhas do primeiro fluxo da nova brotacdo estavam completamente
expandidas e recém maduras, 70 dias ap6s a poda, foi realizada a primeira aplicacdo de
tratamentos conforme doses descritas no item 3.2.1. Apds 70 dias da primeira aplicacdo, uma
segunda aplicacdo de tratamentos com mesmas fontes e dosagens foi realizada. O volume de
solucdo aplicada foi de aproximadamente 25 mL por planta na 1 e 22 aplicacGes, determinado
conforme item 3.2.1. A quantidade de B aplicada para ambas as fontes nos tratamentos do
Experimento | (B) foi de aproximadamente 0, 6,5, 13 e 26 mg planta™ de B, a quantidade de Zn
aplicado para ambas as fontes nos tratamentos do Experimento 1l (Zn) foi de 0, 10, 30, 90 mg
planta de Zn, e a quantidade média de B e Zn para ambas as fontes no Experimento 111 (B e
Zn) foide 0, 2,1, 6,4 e 19,3 mg planta™ de B e 0, 10, 30, 90 mg planta™* de Zn.

3.2.4 Coleta de material vegetal para anélise enzimatica

Foram coletadas quatro folhas maduras por planta de citros, sete dias apds a segunda
aplicacdo de tratamentos realizada no periodo experimental apds poda e reconducao das plantas.
As folhas coletadas foram limpas com agua destilada para evitar contaminacdo de metais
presentes na superficie, imediatamente colocadas em nitrogénio liquido apo6s coletadas e em
seguida armazenadas em ultrafreezer a -80 °C, até 0 momento da extracdo de proteina (item
3.2.5).
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3.2.5 Extracdo e determinacdo de proteinas totais

Para a extracao, foi pesado 1,0 g do material congelado em um cadinho, onde adicionou-
se nitrogénio liquido e efetuou-se a maceracdo da amostra. A amostra foi homogeneizada em
5,0 mL de tampdo fosfato de potassio 100 mmol L* (pH 7,5), contendo 3 mmol L DTT
(ditiotreitol), 1 mmol L' EDTA (4cido etileno diaminotetracético) e 4% (m/v) PVPP
(polivinilpolipirrolidona) de acordo com GOMES Jr. et al. (2006). As amostras foram
centrifugadas a 5590 g por 35 min a 4 °C. Foi retirada uma aliquota do sobrenadante (extrato
vegetal) e esta foi armazenada em freezer -80 °C até o momento das analises. Para a
determinacdo de proteinas totais segundo o método de BRADFORD (1976), foi adicionado 20
uL da aliquota diluida 10 vezes de cada amostra para 1,0 mL de solucéo de Bradford. A leitura
foi em espectrofotdmetro com absorbancia de 595 nm. Como padréo utilizou-se o0 Bovine Serum
Albumin (BSA).

3.2.6 Atividade da superoxido dismutase

A determinacéo da atividade da SOD foi realizada por eletroforese segundo GOMES Jr.
et al. (2006), feita em gel de poliacrilamida (PolyAcrylamide Gel Electrophoresis, PAGE) a 12
% (m/v), sendo que a cada gel foi aplicada uma amostra padrdo de SOD de figado de boi e 50
ug de proteina dos extratos proteicos. Apos a separacdo das proteinas por eletroforese, 0s géis
foram rapidamente lavados em agua deionizada e incubados em ambiente isento de luz por 30
min em uma solucéo de reacdo contendo 50 mmol L de tampéo fosfato de potassio (pH 7,8),
1 mmol Lt EDTA, 0,1 mmol L nitroblue tetrazolium (NBT), 0,05 mmol L* riboflavina e
0,3% (m/m) TEMED. Apo6s a incubacdo, a solucdo de reacdo foi retirada, os géis foram
enxaguados com agua deionizada e expostos a luz por alguns minutos para a fotoxidacdo do
gel, sendo que as bandas correspondentes a atividade da SOD permaneceram sem fotoxidar. A
fotoxidacdao do gel foi interrompida com a inser¢do dos géis em &cido acético 7% (m/v) por 15
min. Os geis foram documentados em Image Scanner (Amersham Biosciences, Piscataway,
EUA). As isoformas de SOD, Cu/Zn-SOD, Fe-SOD ou Mn-SOD, foram determinadas por
eletroforese em gel segundo HIPPLER et al. (2016).
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3.2.7 Atividade da polifenol oxidase (PPO)

A atividade de PPO foi determinada segundo o método de KAR & MISHRA (1976). A
mistura de reacdo continha tampé&o fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8) contendo pirogalol 20
mM. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente durante 1 min e adicionou-se H2SO4
a 0,5% (v/v) para parar a reacdo. A atividade foi estimada por medi¢cdo da absorbancia a 420
nm durante 1 min. Uma unidade de atividade de PPO foi definida como a quantidade de enzima
que causou um aumento na absorbéancia de 0,001 por min para 1 mL da enzima e por mg de

proteina a 25 °C.

3.2.8 SPAD e analise quimica do material vegetal

Apbs coletadas as folhas para avaliagdo da atividade enzimatica foi feita a medida
indireta da clorofila com o medidor SPAD-502 Plus (Konica Minolta Sensing Inc., Japao),
sendo o valor final a média da medida SPAD de 10 folhas maduras de cada planta de café e de
citros, no mesmo padrdo da amostra de folhas para analise quimica. Logo apds, foi realizada a
coleta destrutiva das plantas para correlacdo entre atividade enzimatica e teores nutricionais

segundo item 3.2.3.

3.2.9 Andlise estatistica

Os dados coletados em casa de vegetacdo ou provenientes das analises de laboratério
foram submetidos a analise de variancia, as médias analisadas estatisticamente pelo teste F
(p<0,05) e foram estimadas equacdes de regressao (p<0,05). Para as medidas de absorcdo e teor
de nutrientes que ndo os estudados, os dados foram submetidos a andlise de variancia,
analisadas pelo teste F (p<0,05) e as médias comparadas usando o teste Tukey (p<0,05). Os
dados foram analisados com auxilio do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 1999).
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3.3 Resultados

3.3.1 Estado nutricional da planta

Nos Experimentos | (B), 1l (Zn) e Ill (B e Zn) os teores dos micronutrientes B e Zn
aumentam nas folhas com as doses crescentes para as fontes soltvel e pouco soltvel. Nas partes
lenhosas o teor de B teve aumento até a dose alta para a fonte borato de célcio, j& para a fonte
acido borico no Experimento | (B), houve aumento do teor de B com aplicacdo das doses
comparado ao controle. O teor de Zn nas partes lenhosas aumentou até a dose alta para as fontes
pouco soltveis (6xido de Zn e borato de Zn) e soltvel (sulfato de Zn) (Figura 3). A fonte pouco
soltivel (borato de calcio) na dose alta (520 mg L™ de B) proporcionou os maiores teores de B
para as folhas (97 mg kg™) e partes lenhosas (12 mg kg™), maior que a fonte acido bérico nas
folhas 44%, nesta dose. O éxido de Zn proporcionou 0s maiores teores de Zn nas folhas (375 g
kg™) e partes lenhosas (55 g kg™l), com a dose alta aplicada (1800 mg L™ de Zn), 56% maior
nas folhas comparada ao sulfato de Zn na mesma dose. Em concordancia com os Experimentos
I (B) e Il (Zn), a fonte pouco soltvel (borato de Zn) proporcionou maior teor foliar de Zn nas
folhas (256 g kg?) na dose alta (1800 mg L), e em contraste, a fonte soltvel proporcionou
maior teor foliar de B (53 g kg) com a dose alta (387 mg L™). Nas partes lenhosas das plantas
do Experimento 111 o teor de Zn foi igual para as fontes, com teor de 33 g kg na dose alta, e
em todas as doses o teor de boro nao foi significativo para as fontes (Figura 3).

Quando aplicadas as doses adequadas, o teor foliar de B no Experimento | (B) foi de 67
g kg™e 40 g kg com a fonte borato de calcio e 4cido bdrico, respectivamente. No Experimento
Il (Zn) com a dose adequada de Zn, o teor foliar de Zn foi de 169 g kg e 83 g kg* com as
fontes o0xido de Zn e sulfato de Zn, respectivamente. No Experimento Il (B e Zn) com a
aplicacéo da dose adequada de borato de Zn, os teores foliares de B e Zn foram de 28 g kg™ e
103 g kg™ respectivamente, e na aplicagdo de acido bérico em conjunto com sulfato de Zn, os
teores foram de 34 g kg™ de B e 107 g kgt de Zn.
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Figura 3 - Concentracdes de Zn e B nas folhas e nas partes lenhosas de plantas jovens de citros

pulverizadas com fontes sollveis e pouco sollveis de Zn e B, a concentracBes crescentes e

colhidas ap6s 60 dias da Gltima aplicagdo. Linhas verticais representam o erro padréo da média

(n=4). Legenda: * significativo a 1% e NS n3o significativo a 5% pelo teste F.

Ocorreu reducdo do teor de ferro (Fe) na parte aérea nas plantas pulverizadas com borato

de Zn, assim como naquelas pulverizadas com sulfato de Zn e &cido bérico no Experimento 111

(B e Zn), essa reducédo foi em média de 30% para as folhas e de 86% para as partes lenhosas

guando comparadas com o controle (Figura 4).
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Figura 4 - Concentracdo de ferro nas folhas e nas partes lenhosas de plantas jovens de citros
pulverizadas com fonte borato de zinco (pouco soluvel) e acido bdrico + sulfato de zinco
(solavel), a concentracBes crescentes e colhidas apds 60 dias da dltima aplicacdo. Linhas
verticais representam o erro padrdo da média (n=4). Médias com letras minusculas diferentes

sdo significativas a 5 % pelo teste Tukey entre doses.

3.3.2 Crescimento da planta e producéo de biomassa

No Experimento | (B), a massa de matéria seca da parte aérea e area foliar aumenta até
a dose adequada (260 mg L) e decresce até a dose alta (520 mg L), sem diferenca entre as
fontes. Os méximos de producdo da matéria seca de folhas, area foliar e matéria seca da parte
aérea foram verificados com dose de aproximadamente 295 mg L. A massa de matéria seca
de folhas e &rea foliar foram os parametros com maiores variacdes e reduzem 18% na
deficiéncia e 5% no excesso (Figura 5).

No Experimento Il (Zn), as plantas de citros pulverizadas com ¢xido de Zn mostraram
pequeno aumento de massa de matéria seca de folhas, area foliar, partes lenhosas e parte aérea
quando comparadas ao tratamento controle, e este aumento ocorreu com dose menor que a
adequada (600 mg L1), sendo que nesta dose, para a qual as folhas apresentaram teores foliares
de 169 mg kg de Zn, as plantas mostraram sintomas de toxicidade, e estes foram ainda mais

severos na dose alta (1800 mg L™ de Zn), cujos teores foliares atingiram 375 mg kg™ de Zn. O
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maximo de massa de matéria seca de folhas foi atingido com dose de 428 mg L™ de Zn. As
plantas que receberam pulverizagdo foliar com sulfato de Zn tiveram redugdo de massa de
matéria seca de toda a parte aérea na dose baixa de Zn, com teores foliares de 60 mg kg, e a
massa de matéria seca se mantem constante até a dose alta, para a qual os teores foliares foram
de 164 mg kg*. Com a fonte 6xido de Zn houve reducéo de 5% de massa de matéria seca de
folhas na deficiéncia e de 32% no excesso. Para o sulfato de Zn, a reducdo na producéo de
mateéria seca de folhas do tratamento controle para a dose mais alta foi de 17% (Figura 5).
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Figura 5 - Massa de matéria seca de folhas, area foliar, massa de matéria seca de partes lenhosas

e massa de matéria seca da parte aérea, de plantas jovens de citros pulverizadas com fontes

soluveis e pouco sollveis de Zn e B, a concentracfes crescentes e colhidas apos 60 dias da

ultima aplicagdo. Linhas verticais representam o erro padrdo da média (n=4). Legenda: *

significativo a 5% e NS nio significativo a 5% pelo teste F.
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As plantas pulverizadas com doses de B e Zn no Experimento 111 (B e Zn) mostraram
aumento na producdo de massa de matéria seca da parte aérea e area foliar até doses
intermediarias, com queda na dose alta. Quando utilizada a fonte borato de Zn, as plantas
mostraram maximo de producéo de massa de matéria seca da parte aérea e area foliar com dose
de 930 mg L de Zn e 200 mg L de B. Para a fonte sulfato de Zn em conjunto com &cido
borico, 0 méximo de producdo de massa de matéria seca pelas plantas ocorreu em média, com
doses de 1500 mg L™ de Zn e 290 mg L ! de B. A massa de matéria seca da parte aérea diminui
20% na deficiéncia para ambas as fontes. Para a fonte borato de Zn diminui 18% no excesso,
enquanto que para a fonte solGvel ndo se verificou reducdo no excesso (Figura 5). As
correlagOes entre os teores foliares e a massa de matéria seca da parte area no Experimento 111
(B e Zn), mostram o Zn responsavel pelas maiores alteragdes nesta caracteristica. O teor que
proporcionou maior massa de matéria seca da parte aérea para ambas as fontes, e a partir da

qual ocorre toxicidade, foi de 150 mg kg™ de Zn (Figura 6).
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Figura 6 - Correlagdo entre concentracdo de Zn nas folhas e matéria seca da parte aérea das
plantas pulverizadas com borato de Zn e sulfato de Zn mais acido borico e, correlagéo entre
concentracédo de B nas folhas e matéria seca da parte aerea das plantas pulverizadas com borato
de Zn e sulfato de Zn mais &cido bdrico, nos tratamentos com plantas jovens de citros
pulverizadas trés vezes com concentragdo de Zn e B variada e colhidas ap6s 60 dias da Gltima

aplicacdo. Legenda: * significativo a 5% e N° ndo significativo a 5% pelo teste F.
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3.3.3 Absorcéo de nutrientes

A porcentagem de absorcéo de B proveniente do fertilizante foliar aumenta nas doses
adequada (24%) e alta (25%) para o borato de célcio quando comparada a dose baixa (7%), e é
maior que o &cido bdrico nestas mesmas doses. O acido bdrico no Experimento | (B) ndo
proporcionou diferengas entre doses com valor médio de absorgdo de 7%. A absor¢do de Zn
ndo mostrou diferenga entre as doses para o 0xido de Zn, na média 34%, e decresce com
aumento da dose para o sulfato de Zn, variando de 36% na dose baixa para 28% na dose alta
(Figura 7). A absorcdo de o6xido de Zn € maior que o sulfato de Zn em todas as doses. As
porcentagens de absor¢édo de Zn e B provenientes dos fertilizantes borato de Zn e sulfato de Zn
com &cido bérico ndo tiveram diferencas estatisticamente significativas, sendo que a absorcéo
do Zn teve média de 16% nas fontes e a absorcdo de B decresceu de 16% na dose baixa para

6% na dose alta com o borato de Zn e teve média de 17% com acido borico (Figura 7).
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Figura 7 - Absorcdo de Zn e B proveniente do fertilizante, por plantas jovens de citros
pulverizadas com fontes sollveis e pouco sollveis de Zn e B, a concentracBes crescentes e
colhidas ap6s 60 dias da tltima aplicacdo. Linhas verticais representam o erro padrdo da média
(n=4). Dose: Letras minusculas diferentes sdo significativas ao teste Tukey 5%; Fonte: Letras
maitsculas diferentes sdo significativas ao teste Tukey 5%. Legenda: NS ndo significativo a 5%
pelo teste F.

3.3.4 Teores nutricionais nas folhas - fluxo vegetativo apés poda de conducéo

No Experimento | (B) houve aumento dos teores de B nas folhas com aumento da
concentracdo de B para ambas as fontes (Figura 8). A fonte &cido borico proporcionou maiores
teores de B para as plantas na dose alta (89 mg kg™ de B) quando comparado ao borato de calcio
na dose alta (70 mg kg* de B) (Figura 8). Com aumento da dose de Zn no Experimento 11 (Zn),
também ocorreu aumento dos teores de Zn nas folhas, sem diferenca entre as fontes, sendo que
a dose adequada proporcionou teor médio de 85 mg kg™ de Zn e a dose alta de 124 mg kg™ de
Zn (Figura 8). No Experimento Il (B e Zn) a fonte borato de Zn proporcionou teores de B e Zn

iguais a fonte soltvel até a dose adequada, j& na dose alta a fonte soltvel proporcionou 0s
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maiores teores de B (119 mg kg™ de B) e Zn (118 mg kg* de Zn) quando comparado com a
fonte borato de Zn (66 mg kg de B e 96 mg kg de Zn) (Figura 8).

3.3.5 indice de clorofila SPAD

O indice SPAD quando aplicado B no Experimento | (B) aumenta com aumento da dose
sem diferenca entre as fontes, de 57 no controle para 66 na dose alta de B, aumento de 14 %
(Figura 8). No Experimento Il (Zn) o indice SPAD aumenta 26 % do controle até a dose alta
para a fonte 6xido de Zn, ja para a fonte sulfato de Zn ocorre aumento de 22% até a dose de
890 mg L de Zn com posterior queda de 26% até a dose alta (1800 mg L™ de Zn) (Figura 8).
No Experimento Il (B e Zn) quando aplicada a fonte borato de Zn o indice SPAD tem valor
maximo 9% maior que o controle com dose adequada, e reduz 5% até a dose alta. Quando
aplicado sulfato de Zn em conjunto com &cido borico, o indice SPAD se mantem constante até
dose adequada e tem valor baixo na dose alta (47) em comparacdo com o maior indice atingido
(61) (Figura 8).
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Figura 8 - Concentracdo de Zn e B nas folhas e indice SPAD, de plantas jovens de citros
pulverizadas com fontes sollveis e pouco sollveis de Zn e B, a concentracBes crescentes e
colhidas apds 7 dias da ultima aplicacdo. Linhas verticais representam o erro padrdo da média

(n=4). Legenda: * significativo a 5% pelo teste F.
3.3.6 Sintomas toxicidade e excesso de sais

As plantas de citros que receberam pulverizacgdo foliar com dose alta de sulfato de Zn
(1800 mg L de Zn) nos Experimentos Il (Zn) e 111 (B e Zn) mostraram sintomas de toxicidade

devido ao alto indice salino do fertilizante soltvel, caracterizado por pontuacdes amareladas
que evoluem no limbo foliar principalmente nas folhas jovens (Figura 9C, D G e H). As plantas
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que receberam pulverizages com dose alta de Zn (1800 mg L™ de Zn) com as fontes 6xido de
Zn e borato de Zn ndo mostraram sintomas de toxicidade e mostram a deposicéao do fertilizante
pouco soluvel microparticulado (Figura 9A, B, E, F).

Experimento Il (Zn) Experimento 1l (B e Zn)

Figura 9 - Folha jovem de citros aplicadas com 6xido de Zn (A), visdo superior de planta jovem
de citros aplicada com éxido de Zn (B), folha jovem de citros aplicada com sulfato de Zn (C),
visdo superior de planta jovem de citros aplicada com sulfato de Zn (D), Folha jovem de citros
aplicadas com borato de Zn (E), visdo superior de planta jovem de citros aplicada com borato
de Zn (F), folha jovem de citros aplicada com sulfato de Zn e 4cido bérico (G), visdo superior

de planta jovem de citros aplicada com sulfato de Zn e &cido bérico (H).

3.3.7 Atividade da superoxido dismutase

Quatro isoformas de SOD foram identificadas nas folhas das laranjeiras aplicadas com
doses variadas de B e Zn: duas Cu/Zn-SOD (Il e I11) e duas Mn-SOD (I e 11). No Experimento
I (B) as plantas controle, sem aplicagdo de B, apresentaram baixa atividade da isoforma Cu/Zn-
SOD. Quando a aplicacdo de B foi realizada com borato de caélcio, a atividade da isoforma
Cu/Zn-SOD aumenta da menor dose (130 mg L) até a maior dose (520 mg L de B). A
isoforma Cu/Zn-SOD nas doses de 130 e 260 mg L™ de B, quando este foi aplicado na forma

de écido borico, apresenta atividade semelhante a dose de 520 mg L™ de B na forma de borato
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de célcio. Na dose mais alta de B na forma de acido bdrico, a atividade da isoforma Cu/Zn-
SOD tem pequena queda comparada com as duas doses mais baixas. A isoforma Mn-SOD ndo
altera atividade com as doses e fontes de B aplicadas (Figura 10 A).

No Experimento Il (Zn) as plantas controle, sem aplicacdo de Zn, apresentaram baixa
atividade da isoforma Cu/Zn-SOD. Na aplicacdo de oxido de Zn a isoforma Cu/Zn-SOD tem
diminuicdo da atividade da dose baixa para a dose mais alta, 0 mesmo padréo ocorre com a
aplicacdo de sulfato de Zn. A atividade da isoforma Cu/Zn-SOD é maior nas folhas das plantas
que receberam pulverizacdo com sulfato de Zn em todas as doses quando comparado com a
atividade nas folhas que receberam oxido de Zn. A isoforma Mn-SOD tem maior atividade nas
doses de 600 e 1800 mg L™ de Zn (Figura 10 B).

BoratodeCa Acido Bérico

padrdo o 130 260 520 130 260 520 (mgL™'B)
Cu/zZn-SODI

Mn-SOD 1& I

Fe-SOD

Cu/Zn-SODII
Cu/zZn-SOD I

35 44 45 70 48 58 89 (mg kg * B)

Oxidode Zn Sulfato de Zn

padrdo ¢ 200 600 1800 200 600 1800 (mgL™Zn)

Cu/Zn-SODI|

Mn-SOD 1 & I
Fe-SOD

Cu/zZn-SODII
Cu/zn-SODIll

12 29 103 1335 27 66 114 (mgkg™Zn)

Figura 10 - Atividade da superéxido dismutase (SOD) em PAGE (PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis, 12%), em folhas de plantas jovens de citros pulverizadas duas vezes com
concentracdo e fonte de B (A) e Zn (B) variada e colhidas apds 7 dias da ultima aplicacdo.

Legenda: bandas de cor branca mais abundante representam maior atividade da enzima.
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3.3.7 Atividade da polifenol oxidase

A atividade da polifenol oxidase nas folhas de citros que receberam a fonte soltvel &cido
borico, aumenta 38% das plantas controle sem aplicacio de B, até a dose de 334 mg L™, com
posterior queda (12%) na dose mais alta de B (520 mg L ™). Quando aplicada a fonte borato de
calcio a atividade da polifenol oxidase aumenta 29% da dose controle até a dose mais alta de
B. A maior atividade da polifenol oxidase com a aplicacéo de &cido bdrico é 11% maior que a
maior atividade alcangada com a aplicacéo de borato de calcio (Figura 11).

A Boratode Calcio [0 Acido bérico

1800 - y = -0,0054x2 + 3,6125x + 969,02
— R2=0,94 *
© 1600 -
k=
g
o
s 1400 4
o
o
a HE 1200 4
o c
1S
1000 [z
|
€ y = -0,00012 + 0,8639x + 990,98
w 800 R2=0,99 *
2
600 - T T T )
0 130 260 390 520

Boro (mg L %)

Figura 11 - Atividade da polifenoloxidase (PPO) nas folhas de plantas jovens de citros
pulverizadas duas vezes com concentracdo de B variada e colhidas ap6s 7 dias da ultima
aplicacdo. Linhas verticais representam o erro padrdo da média (n=3). Legenda: * significativo
a 5% pelo teste F

3.4 Discussao

Nosso estudo foi conduzido para avaliar a eficiéncia de fontes pouco sollveis dos
micronutrientes B e Zn aplicados via foliar em citros, pela comparagédo do teor de nutrientes,
absorcdo, massa de matéria seca da parte aérea, area foliar e atividades enziméticas, com as
fontes soluveis usualmente recomendadas no manejo dos pomares.

As plantas de citros que receberam as doses adequadas de B na forma de borato de calcio
e acido borico no Experimento | (B) tiveram os teores foliares dentro da faixa ideal para citros,
36 a 100 mg kg (QUAGGIO et al., 1996), ja os teores de B no Experimento 111 (B e Zn), cujas
plantas receberam a dose adequada de borato de Zn e &cido bérico tiveram teores abaixo da

faixa ideal, explicado pela menor quantidade de B aplicada (129 mg L), ja que a dose de B
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no Experimento 11 (B e Zn) foi ajustada a partir da dose adequada de Zn, e a concentracéo de
B no borato de Zn é menor (Figura 3). A aplicacdo da dose alta de borato de Ca, que
proporcionou maior teor de B nas folhas para os citros (97 mg kg™) (Figura3), foi menor que a
encontrada com aplicagdo foliar de 400 e 360 mg L de B na forma de acido borico em
tangerina Kinnow, que mostrou teores nas folhas de 120 mg kg ** (KHAN et al., 2015) e 100
mg kg de B (ULLAH et al., 2012), respectivamente, levando em consideragio que as plantas
do presente estudo sdo mais jovens e a analise foi realizada com amostra de folhas em todas as
idades.

Apesar dos menores teores encontrados, ocorre diminuicdo de massa de matéria seca na
dose alta de B (5%), assim como ocorre na deficiéncia (18%) (Figura 5), o0 mesmo padrao foi
encontrado na aplicacdo de doses baixa, adequada e alta de B absorvidos via radicular pelos
citros, com diminuicdo de matéria seca na deficiéncia e no excesso de B, entretanto a toxicidade
se deu quando os teores foliares atingiram teores de 300 mg kg (MESQUITA et al., 2016) e
358 mg kg (QUAGGIO et al., 2003), limites estes considerados toxicos para mudas citricas
de acordo com MATTOS Jr. et al. (1995), e ainda, a reducdo de massa de matéria seca na
deficiéncia (42%) e no excesso (50%) (MESQUITA et al., 2016), foram maiores que 0s
encontrados na presente pesquisa. A reducdo de massa de matéria seca ocorrida mesmo com
teores menores de B foliar nesta pesquisa, pode ser explicada pelo fato de que a aplicacéo foliar
de solucGes que contém altos niveis de B, apesar de causar menores aumentos B nas folhas do
gue quando absorvido via radicular, pode ter efeitos negativos consideraveis sobre o
crescimento da planta e producdo de massa de matéria seca (BEN-GAL, 2007), isto indica que
a toxicidade relativa de B entrando através das folhas é maior do que o de B que entra através
das raizes. Isto é possivel uma vez que uma maior porcentagem do total de B nas folhas que
receberam aplicacOes foliares existe numa forma solavel, intercelular (HU & BROWN, 1994),
sendo que o B soltvel tem sido relatado desempenhando um papel importante na ocorréncia de
toxicidade de B (WIMMER et al., 2003), uma vez que é provavel que seja mais envolvido em
processos fisiologicos (BROWN et al., 2002).

As plantas tiveram maior produgdo de matéria seca e area foliar com a dose de 295 mg
L de Boro no Experimento | (B) (Figura 5) que estdo coerentes com a dose de 200 a 300 mg
L1 de B, considerada adequada para citros (QUAGGIO et al., 2010) e usualmente aplicado
como acido borico, sendo que a ndo diferenca de producéo de matéria seca, mostra que o B esta
cumprindo seu papel fisiolégico quando aplicada a fonte microparticulada da mesma forma que

para a fonte soltvel.
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Os teores atingidos com a aplicacdo das doses adequadas de sulfato de Zn, borato de Zn
e 6xido de Zn, nos Experimentos Il (Zn) e 11l (B e Zn) estdo acima da faixa considerada ideal
para citros, de 50 a 75 mg kg * (QUAGGIO et al., 2010) (Figura 3), mas estio coerentes com
0 teor de Zn encontrado ap0s aplicacdo de dose adequada de sulfato de Zn (49 mM) em plantas
adultas de tangerina Kinnow, que foram da ordem de 110 mg kg* de Zn (KHAN et al., 2015)
e com o aumento de Zn de 17 mg kg para 87 mg kg™ com aplicacdo de sulfato de Zn em
laranja-doce [C. sinensis (L.) Osbeck] (TARIQ et al., 2007), exceto para o 6xido de Zn no
Experimento 11 (Zn), que atingiu teor elevado (169 mg kg™) com a dose adequada (Figura 3),
sendo que as plantas ja apresentaram diminui¢do da producéo de massa de matéria seca a partir
dessa dose, ficando ainda mais severa a diminui¢do (32%) com a dose alta de éxido de Zn, que
atingiu teores de 375 mg kg*. Houve também reducéo (18%) com aplicacéo da dose alta do
borato de Zn, que atingiu teores de 256 mg kg™ (Figura 3 e 5). Sintomas de fitotoxicidade
ocorreram em plantas de citros que receberam sulfato de Zn no solo (5 g planta de Zn), que
foram associadas a diminuicdo na massa de folhas novas, cujos teores foliares de Zn foram de
115 mg kg (HIPPLER et al., 2015). Segundo OBREZA & MORGAN (2008), teores de Zn nas
folhas acima de 100 mg kg™ sdo toxicos para as plantas. Estes dados estdo de acordo com a
resposta do 6xido de Zn e borato de Zn aplicado via foliar nas plantas de citros, para cuja
condicdo, os teores do nutriente nas folhas foram acima daqueles considerados tdxicos.

Ainda, as correlacOes entre os teores foliares e a producdo de matéria seca da parte area
no Experimento Il (B e Zn), mostram o Zn responsavel pelas maiores alteracbes nesta
caracteristica. O maximo de producdo de massa de matéria seca da parte aérea esta associada
com teor foliar de 150 mg kg™ para ambas as fontes, porém a fonte sulfato de Zn n&o
proporcionou esse teor para as folhas de citros até a dose mais alta, enquanto o borato de Zn
proporcionou teores acima deste limiar 6timo, causando toxicidade as plantas (Figura 6). O Zn
em alta quantidade alterou negativamente o metabolismo e isto pode ser correlacionado com a
reducdo de massa seca da parte aérea, mostrando a efetividade das fontes 6xido de Zn e borato
de Zn em proporcionar Zn para as plantas.

Plantas em mesma idade e condigéo supridas com dose adequada de Zn via substrato,
no Experimento | (B), apresentaram teores foliares na ordem de 35 a 40 mg kg que foram
suficientes para o bom crescimento vegetativo (dados ndo publicados). A reducdo de massa
seca da parte aérea mostrada ja nas primeiras doses, quando a aplicacdo foi realizada com
sulfato de Zn no Experimento 11 (Zn) (Figura 5), pode ocorrer devido fatores como quantidade
de sais presentes nas fontes sollveis que podem causar injurias, somado com o fato de que os

teores alcancados nas folhas com a dose baixa ja serem maior que o adequado, além de que as
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altas taxas de absorcdo que ocorrem apos a pulverizacdo das fontes soluveis, principalmente
quando as plantas s&o mais novas, podem gerar um atraso no crescimento inicial (DU et al.,
2015). O excesso de micronutrientes metélicos é problematico para as culturas, e como tem
sido demonstrado, provoca a reducdo da biomassa, deformidades de superficie da folha e o
aumento da producdo de ROS, que afetam os tilacoides, reduzindo assim o teor de clorofila e,
consequentemente, a capacidade fotossintética das plantas (MILLALEO et al., 2010).

Dos nutrientes avaliados o Unico que apresentou diferencas foi o teor de ferro nas folhas
e partes lenhosas dos citros pulverizados com borato de Zn e &cido bérico em conjunto com
sulfato de Zn no Experimento Il (B e Zn). O Ferro apresentou queda em todas as doses
aplicadas de ambas as fontes nas folhas e partes lenhosas (Figura 4). Diferentes nutrientes
podem interagir com o Zn, afetando a disponibilidade no solo e a absorcdo pela planta, e
consequentemente a distribuicdo e/ou utilizacdo no seu metabolismo (LONERAGAN &
WEBB, 1993). A reducéo de Fe nas folhas e seu acumulo na raiz dos citros foi encontrado como
resultado de um mecanismo de desintoxicagdo ou tolerancia ao excesso de Cu na solugdo
nutritiva, uma vez que 0 processo de desintoxicacdo do Cu, ndo discrimina entre Cu e Fe
(HIPPLER et al., 2016). Mecanismo semelhante pode ter ocorrido para conter o excesso de Zn
neste experimento.

A porcentagem de absorcdo de B pelas folhas quando aplicada a fonte borato de calcio
foi maior que a fonte acido borico na dose adequada e alta, com valores de 24 e 25% de absorcao
(Figura 7), respectivamente, que corroboram com BOARETTO et al. (2004) que encontraram
25% de absorcdo de °B por mudas de laranjeira com dose de 255 mg L de B na forma de
acido bérico, entretanto a absorcdo maxima de 7% de B quando foi aplicado acido bérico no
Experimento | (B) (Figura7), é bem menor do que o encontrado pelos autores citados. A
absorcéo de Zn também foi maior para a fonte pouco soltvel (6xido de Zn) comparado com o
sulfato de Zn em todas as doses, com valor médio de 34% (Figura 7). A absorcdo de Zn neste
experimento tanto para a fonte microparticulada quanto para a fonte soltvel tiveram valores
maiores que o encontrado por BOARETTO et al. (2003), que teve valor de 6% de absorcao 60
dias apds a aplicagdo de ®°Zn, e foi observado pelos autores a influéncia da fonte na absorcéo,
ja que a fonte cloreto de Zn (ZnCl,) teve absor¢do de 90%. Os maiores valores de absorcdo
encontrados no Experimento Il (Zn) podem ser resultado do efeito da lavagem da folhas
realizada no laboratério antes da andlise dos nutrientes, que seguiu o padrédo laboratorial de
lavagem com agua com detergente diluido e agua destilada, entretanto foi observado por
CHAMEL & GAMBONNET (1982) que a remoc¢do do micronutriente retido pela cuticula

depende da espécie ibnica e a lavagem com agua destilada, rotineiramente feita no laboratério
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para a analise foliar, deixou de remover 20% do Zn retido na cuticula de folhas de macieira.
Quando as folhas foram lavadas com soluc&o contendo 0,001 mol L de HCI, 99% do Zn retido
na cuticula foi retirado. BOARETTO et al. (2003) lavaram as folhas com acido cloridrico o que
pode explicar a menor porcentagem de absorcdo quando comparada com a das fontes sulfato
de Zn e 6xido de Zn no experimento Il deste trabalho. Ja a maior absorcéo pela fonte pouco
solivel comparada com a fonte sollvel neste experimento, decorre do fato que as particulas
retidas na superficie foliar promovem maior tempo de absor¢do pela planta para o fertilizante
microparticulado, que leva, consequentemente, a maiores porcentagens de absorcéo nas doses
onde as particulas so retidas em maiores quantidades (FERNANDEZ & BROWN, 2013).

No segundo periodo de conducdo dos Experimentos (ap6s a poda para reconducao), as
plantas permaneceram por um tempo menor em condig¢éo experimental, num total de 140 dias,
sendo gue na segunda aplicacdo de tratamentos as plantas foram coletadas para anélise apos 7
dias. Esse menor intervalo entre pulverizacdo e coleta das plantas, e o fato das folhas serem
mais novas, refletiu nos teores foliares de B e Zn, que foram menores que os encontrados nas
folhas durante a condugéo da primeira etapa experimental (Figura 8). A aplicacdo da fonte
soltvel sulfato de Zn gerou sintomas de queima nas folhas novas de citros (Figura 9), como
consequéncia da ruptura de células devido a grandes diferencas na pressdo osmatica através da
parede das células quando uma solugdo de fertilizantes com alto indice salino é aplicada a
superficie das folhas (GREENWAY & MUNNS, 1980). Essa queima teve efeito direto no
indice SPAD (Figura 8), que diminuiu na dose alta de Zn com a fonte sulfato de Zn em
comparacdo com a dose alta de 6xido de Zn e Borato de Zn. O contrario ocorreu para o acido
borico, que ndo possui alto indice salino, e 0 aumento do conteudo de clorofila, medido pelo
indice SPAD, tem relacdo proporcional ao aumento do teor de B nas folhas.

Assim como o indice SPAD e os teores foliares, a atividade da SOD foi afetada pelas
diferencas entre as fontes sollveis e pouco solGveis. Uma menor atividade da isoforma Cu/Zn-
SOD ¢ encontrada no controle, devido a necessidade do Zn como cofator para ativacdo da
enzima, e neste momento o teor de Zn nas folhas estava baixo (12 mg kg) (QUAGGIO et al.,
2010; HIPPLER et al., 2015). Nas doses 200 e 600 mg L™ de Zn aplicados na forma de sulfato
de Zn, as isoformas Cu/Zn-SOD foram mais ativas quando comparadas com as mesmas doses
na aplicacéo de oxido de Zn (Figura 10 B), o que pode ocorrer devido a elevada absorcéo inicial
que ocorre com aplicacdo das fontes de sais solUveis, principalmente em plantas mais novas.
Esse pico de absor¢do causa desbalango no metabolismo da planta com prejuizos ao aparelho
fotossintético, gerando EROs e consequentemente a ativacdo da enzima se faz necessaria para
a inativacdo desses radicais livres (HOU et al., 2007; HIPPLER et al., 2015). Como discutido
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na primeira etapa de conducéo deste trabalho, a menor massa seca da parte aérea que ocorreu
ja com as menores doses de sulfato de Zn podem ser consequéncia da alta absor¢éo inicial de
Zn que essa fonte proporciona e que nesta etapa experimental foi demostrado com a ativagéo
da isoforma Cu/Zn-SOD.

Na dose de 600 mg L de Zn aplicado na forma de 6xido de Zn, existe uma queda na
atividade da isoforma Cu/Zn-SOD, que fica ainda mais proeminente na dose de 1800 mg L,
cujos teores foliares foram 103 e 134 mg kg* nestas doses, respectivamente (Figura 10 B). A
mesma queda de atividade ocorre para a dose de 1800 mg L™ de Zn com aplicagdo do sulfato
de Zn, e os teores foliares eram de 114 mg kg™* de Zn. Todos os teores apresentados onde houve
queda na atividade da isoforma Cu/Zn-SOD podem ser considerados excessivos para as plantas
de citros, principalmente para plantas jovens (OBREZA & MORGAN, 2008; HIPPLER et al.,
2015), e os teores muito elevados de metais como 0 Zn podem aumentar significativamente a
geracdo de EROs, ja que esses niveis em excesso afetam a estrutura da clorofila substituindo o
ion de magnésio no anel de porfirina da molécula (HOU et al., 2007). Além disso, o estresse
oxidativo associado provoca a inibicdo da captacdo e transporte de outros micronutrientes
metalicos nas células, bem como o comprometimento da capacidade foliar para a sintese de
pigmentos através da alteracdo da composicao proteica das membranas fotossintéticas (HOU et
al., 2007; GRATAO et al., 2005, 2008). A queda da isoforma Cu/Zn-SOD neste trabalho,
quando os teores de Zn foram excessivos, corrobora com o proposto que diz que a atividade de
SOD das folhas aumenta sob stress moderado e baixo, mas além de um certo nivel de estresse,
a inativacdo e degradacdo da SOD pode prevalecer (CASANO etal., 1997; PANDA & PATRA,
2000).

Somados a geragédo excessiva de EROs, a diminuigéo da atividade da isoforma Cu/Zn-
SOD nas duas maiores doses com a aplicacdo de 6xido de Zn pode ter tido contribuicdo da
competicdo entre 0 Zn e Cu, ja que com alto teor de Zn o transporte de Cu para membrana dos
tilacdides, onde se encontram as isoformas Il e |1l da Cu/Zn-SOD, pode ter sido prejudicado,
uma vez que a ativagdo da enzima é dependente dos dois micronutrientes. Essa competicdo teria
acarretado consequéncia na atividade da Mn-SOD, que nas mesmas doses, aumenta a atividade
como forma de suprir a inativacdo da Cu/Zn-SOD (GRATAO et al., 2005).

A atividade da polifenoloxidase aumenta conforme o aumento do teor de B na folha e
diminui com excesso de B. Na aplicacdo de acido bdrico a maior atividade da enzima esta
relacionada com um teor de 58 mg kg, enquanto na aplicacdo da Ultima dose de B o teor de
89 mg kg diminuiu a atividade da enzima (Figura 11). Para o borato de Ca, a atividade aumenta

até atingir um teor de 70 mg kg* nas folhas com a tltima dose aplicada (Figura 11). E conhecido
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que o B tem a capacidade para se complexar com compostos fendlicos livres e que aumentos
na concentracdo de fendis em tecidos deficientes em B podem resultar na ativacdo da
polifenoloxidase, que processa a hidroxilacdo de monofendis em difendis e a oxidacéo destes
difendis em o-quinonas. Entretanto trabalhos tem demostrado que a atividade da enzima
também se expressa com aumento da concentracdo de B nas folhas até teores adequados (RUIZ
etal., 1998; CLEMENTE et al., 2014), que corroboram com o encontrado neste trabalho.

Ainda, é possivel notar que a atividade da SOD nas plantas que receberam a aplicacdo
de B, na forma de borato de célcio, estdo de acordo com a atividade da PPO nas mesmas doses
aplicadas, ou seja, a atividade aumenta conforme aumento do teor de B (Figura 10 A). Esse
fato pode ser explicado pela geragdo de quinonas ativas durante o processo de transformacéo
de fendis pela PPO, ja que ela processa a hidroxilacdo de monofendis em difendis e a oxidacgéo
destes difendis em o-quinonas. Essas quinonas ativas podem receber elétrons do processo
fotossintético saturado por luz, e quando em contato com oxigénio, ocorre a transferéncia desses
elétrons e a formacdo de superdxido, ocorrendo a ativacdo da enzima SOD no processo
antioxidante da planta (MARSCHNER, 2011). J& para o &cido boérico, a enzima fica saturada ja
na dose mais baixa, que pode ser consequéncia da rapida absorcdo da fonte soltvel que, como
explicado, também acarreta a geracdo de EROs.

Neste estudo, nos investigamos a atividade das enzimas SOD e PPO correlacionadas
com os teores foliares nas plantas de citros, quando aplicadas as fontes sollveis e insollveis de
B e Zn. Essa atividade € uma evidéncia bioquimica para demonstrar o efeito do suprimento de
micronutrientes das diferentes fontes, além do ja verificado pelos teores de nutrientes e pela
correlacdo com a matéria seca das plantas. Discussdes mais aprofundadas a respeito da geracao
das EROs, que nédo foi foco inicial do nosso estudo, como a quantificacdo dos produtos do
estresse, podem ser importantes para explicar alguns efeitos relacionados com as atividades das

enzimas, e sdo meta para futuros estudos dentro do grupo de trabalho.

3.5 Conclusao

Os resultados do presente trabalho demonstram que, com o aumento das doses de B e
Zn supridas as plantas de citros, os teores foliares destes nutrientes aumentaram
proporcionalmente quando aplicada as fontes fertilizantes pouco soltveis e microparticuladas
(borato de Ca, 6xido de Zn e borato de Zn), da mesma forma ou superior quando aplicadas as

fontes sollveis tradicionais (sulfato de Zn e &cido borico). Esses incrementos refletiram de
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forma consistente nas variacfes observadas para massa de matéria seca, area foliar e atividade
enzimatica do sistema antioxidante, suportando o potencial de uso destes novos fertilizantes no

manejo nutricional dos pomares de citros.
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4 CAPITULO Il

Caracterizacao de fontes pouco solUveis de boro e zinco para aplicacéo foliar em

plantas de café
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4.1 Introducéao

Existe uma grande oferta de fertilizantes com micronutrientes fabricados no mundo,
embora a sua distribuicdo e acessibilidade varie entre determinadas regides geograficas. Assim,
desordens nutricionais, associadas a adubacdo com micronutrientes, ainda permanecem
problematicas para muitas culturas de interesse agrondémico (BELL & DELL, 2008), por isso
continuam a ser desenvolvidos estudos para melhorar a aplicagdo de micronutrientes em
sistemas de producdo. No Brasil, boro (B) e zinco (Zn) sdo micronutrientes que limitam o
incremento de producéo de café (GUIMARAES & REIS, 2010). As deficiéncias de B e Zn no
café podem ser corrigidas pela aplicagdo via solo ou via foliar. No solo, os nutrientes metélicos
s8o0 menos disponiveis para as plantas devido a menor mobilidade e elevada fixacdo aos
coloides da fracdo argila, e a aplicacdo foliar tem a facilidade de distribuicdo de pequenas
guantidades necessarias para o suprimento do café e facilidade de aplicacdo com defensivos.
Assim, a aplicacgdo foliar tem sido um método eficaz e preferido como prética de adubagéo com
micronutrientes no campo (CAMARGO, 1991; FAGUNDES et al., 2010).

As fontes mais utilizadas para aplicacéo foliar no café sdo os sulfatos, cloretos e nitratos,
altamente solUveis, entretanto esses fertilizantes ainda oferecem desafios no campo da
tecnologia de aplicacdo, como a quantidade limitada a ser aplicada nas folhas para ndo causar
fitotoxidade, associada com altos indices salinos que afetam as folhas, a interacdo que pode
ocorrer com outros produtos no tanque de pulverizacdo e a necessidade de se fazer novas
aplicacbes a cada brotacdo, jA que esses micronutrientes sdo pouco mdveis no floema
(BOARETTO et al., 2002, 2004, CLAPP, 2009, FERNANDEZ et al., 2013). Neste cenario, 0
desenvolvimento de suspensdes concentradas, com base em fontes de micronutrientes
inorganicos pouco soltveis como 6xidos e carbonatos (MORAN, 2006) é o avanco tecnoldgico
mais significativo recentemente, que tem resultado em uma ampla gama de produtos
aperfeicoados para os produtores (BELL & DELL, 2008). A fim de melhorar a eficiéncia de
fontes pouco solGveis de micronutrientes, estes tém sido utilizados como micro ou nano-
particulas, ja que fontes de baixa solubilidade com tamanhos de particula menores podem
favorecer a absorcdo de nutrientes pelas plantas devido a maior superficie de contato
(VOLKWEISS, 1991; ABREU et al., 1996).

Com o uso de fertilizantes pouco sollveis, as particulas aderidas a superficie foliar
podem servir como fase solida para manter o suprimento de micronutrientes durante uma fase
de crescimento prolongado da planta, devido ao fato de que as particulas podem estar
fortemente retidas na superficie foliar durante um longo periodo (FERNANDEZ & BROWN,
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2013; DU et al., 2015). Em contraste, a aplicacdo foliar de fontes solUveis geralmente resulta
em alta absor¢cdo do micronutriente pelas folhas em um primeiro momento, em comparagéo
com uma suspensédo de fonte pouco solivel (ZHANG & BROWN, 1999; ERENOGLU et al.,
2002; PERYEA, 2006), mas logo, hd uma diminuicdo na taxa de absorcdo pelas folhas (DU et
al., 2015).

E necessario um melhor entendimento da eficacia e do modo de uso destes fertilizantes
pouco soluveis, especialmente para aplicacdes foliares, uma vez que, na legislacao brasileira,
os fertilizantes registrados para esse uso devem apresentar micronutrientes completamente
sollveis, 0 que nao permite o registro desses produtos de comercializacdo agronémica para uso
foliar. Frente ao exposto, este trabalho teve como objetivo caracterizar fontes pouco sollveis
de B e Zn e avaliar o suprimento destes micronutrientes para plantas de café em comparacao
com fontes sollveis usualmente recomendadas na cafeicultura, gerando informacbes que
podem contribuir com a tomada de decisdo para fins praticos e legislativos associados a

indUstria de fertilizantes e produtores rurais.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Determinacao do tamanho de particulas dos fertilizantes

As distribuicdes granulométricas dos fertilizantes pouco soltveis foram caracterizadas
guanto a granulometria com auxilio de analisador de tamanho de particula por difracdo a laser
(Mastersizer mod. 3.000, Malvern Instruments Ltd, Malvern, Inglaterra). Os fertilizantes
estudados, borato de calcio [CaB304(OH)3H20], éxido de Zn (ZnO) e borato de Zn
(2Zn0-3B,033,5H,0) foram diluidos em concentracdo de 100 mg L™ e adicionados no
equipamento até a deteccdo de leitura. A dispersdo de particulas final é a média de 5 leituras

subsequentes.

4.2.2 Angulo de contato

O angulo de contato de uma gota de pulverizagdo com uma superficie hidrofébica foi
comparado entre fontes pouco soluveis e fontes soluveis utilizando um tensidmetro Dataphysics
mod. OCA-15EC (DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt, Germany) e os dados
processados no programa SCA 20 (DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt, Germany). A
gota utilizada foi retirada de solucdes preparadas contendo 260 mg L™ de B com as fontes acido
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bérico (HsBOs) e borato de calcio [CaB304(OH)3-H20], 600 mg L de Zn com as fontes sulfato
de Zn (ZnS0O4) e 6xido de Zn (ZnO) e 129 mg L de B + 600 mg L™ de Zn com as fontes acido
borico (H3BO3) + sulfato de zinco (ZnS0Oa) e borato de Zn (2 Zn0O-3B203-3,5H,0), doses estas

consideradas adequadas para pulverizagdo foliar no cafeeiro.

4.2.3 Caracterizacao das fontes de zinco e boro retidas na superficie da folha de café

Para a caracterizacdo das particulas de fertilizantes retidas na superficie das folhas de
café, um estudo foi realizado em casa-de-vegetacdo no Centro de Citricultura Sylvio Moreira,
no municipio de Cordeirdpolis, SP, com plantas de 12 meses de idade, de cafeeiro, do cultivar
Catuai Amarelo [Coffea arabica (L.)]. Foram separadas e marcadas trés folhas maduras em 4
plantas de café. Cada planta recebeu a pulverizacdo de um respectivo tratamento. Foram
utilizados dose de 260 mg L™ de B com as fontes acido borico (HsBOs) e borato de calcio
[CaB304(OH)3-H20] e 600 mg L de Zn com as fontes sulfato de Zn (ZnSO4) e 6xido de Zn
(Zn0). As folhas escolhidas para serem pulverizadas foram limpas com &gua destilada antes da
aplicacdo de tratamentos.

Trés dias apds a aplicacdo de tratamentos as folhas marcadas foram coletadas e
armazenadas em gelo para preparagdo no laboratorio. Das folhas, foram coletadas amostras do
limbo foliar, de aproximadamente 0,5 x 0,5 cm e fixadas em solugdo de Karnovsky
(KARNOVSKY, 1965 - modificado), permanecendo em bomba de vacuo por 5 min e
conservadas na geladeira por pelo menos 72 h. Amostras fixadas foram desidratadas em série
de concentragdes de acetona [30, 50, 70, 90 e 100% (trés vezes)], permanecendo 20 min em
cada etapa. Logo apds foram secas ao ponto critico utilizando CO2, coladas em “stubs” e
metalizadas com ouro. A superficie foliar das plantas de café amostradas foram entdo analisadas
em microscopio eletrbnico de varredura LEO mod. 435 VP (London Electronic Optical,

Cambridge, Inglaterra), obtendo-se imagens armazenadas em arquivos digitais do tipo TIFF.

4.2.4 Fornecimento das fontes pouco solUveis em comparagdo com as fontes solGveis para

as plantas de café
Trés experimentos foram realizados em casa-de-vegetacdo no Centro de Citricultura

Sylvio Moreira, no municipio de Cordeirdpolis, SP, com plantas jovens, 6 a 12 meses de idade,

de cafeeiro, cultivar Catuai Amarelo [Coffea arabica (L.)]. As mudas de café foram
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transplantadas para vasos com capacidade para 12 L, contendo substrato vegetal composto por
casca de pinus e vermiculita.

Durante o experimento, adubagdes de manutengdo com macro e micronutrientes, exceto
Zn e B, nos respectivos experimentos, foram realizadas conforme descrito no Capitulo I, item
3.2.1.

Antes da aplicacdo dos tratamentos, apds 30 adubacBes de manutencdo, foi realizada
amostragem do substrato nos Experimentos | (B), Il (Zn) e Il (B e Zn), para anélise de
caracteristicas quimicas e teores de micronutrientes e macronutrientes, a fim de avaliar as
adubacdes e teores de B e Zn residuais do substrato, j& que foram restringidos das adubacdes
para fornecimento dos tratamentos exclusivamente via foliar. Nesta ocasido os vasos do
Experimento | (B) e Il (B e Zn) tinham 0,1 mg L™ de B, o Experimento 11 (Zn) e 111 (B e Zn)
0,7mg L e 0,9 mg L? de Zn, respectivamente, extraidos pelo método de extracdo: 1:1,5
Holanda (SONNEVELD et al., 1974) e determinados por espectrometria de emissao Optica com
plasma (ICP-OES; JobinYvon, JY50P Longjumeau, France) (Anexo I). As plantas receberam,
49 g vaso™ de calcario dolomitico PRNT 80, a fim de elevar a saturago por bases (V) para 85%
(Anexo II). Foi acionado o sistema de irrigacdo as 9, 12 e 15 h durante 30 s cada periodo,
garantindo a manutencdo de agua para otimizar o crescimento das plantas. Para adequar as
condicGes de umidade da casa-de-vegetacdo as necessidades das plantas e ainda simular
condicBes de molhamento para a solubilizagdo das particulas dos tratamentos pulverizados via
foliar, um sistema de nebulizacdo foi acionado trés vezes por dia 10, 13 e 16 h durante 30 s,
cuja quantidade de agua aplicada foi suficiente para ndo permitir escorrimento.

Foram realizadas trés aplicacGes de tratamentos, a primeira quando o cafeeiro possuia
cinco pares de ramos plagiotrdpicos, 190 dias apds o transplante, e as outras duas a cada 60 dias
(Figura 12). Os tratamentos foram realizados com mesmas fontes, doses e modo de aplicacao

conforme descrito no Capitulo I, item 3.2.1.
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Figura 12 - Crescimento das plantas de café: Apos transplante (A); apds 190 dias do transplante
(B); ap6s 280 dias do transplante para os vasos (C). Legenda: Barras brancas representam escala
30 cm real. Legenda: Barras horizontais representam 30 cm.

4.2.5 Producédo de massa de matéria seca e analise quimica do material vegetal

A determinacdo da producdo de massa de matéria seca e analise quimica do material

vegetal foi realizada conforme descrito no Capitulo I, item 3.2.2.

4.2.6 Andlise estatistica

As analises estatisticas do experimento foi realizada de acordo com o Capitulo I, item
3.2.9.

4.3 Resultados

4.3.1 Tamanho de particulas

Para a fonte borato de calcio utilizada no Experimento | (B), a distribui¢do de particulas
da suspensao de pulverizacéo foi de até 10% de particulas com diametro menor que 1,4 um, até
50% de particulas com diametro menor que 5,6 um e até 90% das particulas com diametro
menor que 14,3 um. Para a fonte Oxido de Zn utilizada no Experimento Il (Zn), a distribuicéo
de particulas foi de até 10% de particulas com didmetro menor que 0,37 um, até 50% de

particulas com didmetro menor que 0,91 um e até 90 % das particulas com didmetro menor que
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2,04 um. Para a fonte borato de Zn utilizada no Experimento Il (B e Zn), a distribuicéo de
particulas foi de até 10% de particulas com diametro menor que 0,44 um, até 50% de particulas
com didmetro menor que 8,56 um e até 90 % das particulas com didmetro menor que 18,3 pum.
Todas as fontes foram caracterizadas como microparticuladas. O menor tamanho de particulas

foi encontrado na fonte 6xido de Zn.

20 1 [ ] oxido de zn

. Borato de Ca
. Borato de Zn

16 1

12

Tamanho de particulas
(Hm)

Dlstrlbuu;ao de partlculas (%

Figura 13 - Distribuicdo do tamanho de particulas de fertilizantes pouco solGveis de B e Zn
com particulas em suspencéo. Legenda: Desvio padrdo da média para fontes dentro das classes
até 10% < 0,013; 0,015 0,001 um, até 50% < 0,003; 0,01; 0,03 um e até 90% < 0,05; 0,02; 0,03
um, respectivamente dentro das classes, para as fontes 6xido de Zn, borato de Ca e borato de
Zn.

4.3.2 Angulo de contato

O angulo de contato da gota de pulverizagdo com a superficie hidrofébica foi menor
guando aplicadas as fontes soltveis (aproximadamente 95°) comparado a 4gua e as fontes pouco
sollveis (>105°) no momento da queda da gota (t = 0 s) (Figura 14A e C), 0 que deveu-se ao
uso de espalhante na solugdo para uniformizar condi¢cdes de aplicacdo entre tratamentos
testados (Capitulo I, item 3.2.1), uma vez que a suspensao das fontes pouco solUveis contém
produto similar. O efeito do uso do espalhante adesivo sobre a tensdo superficial da gota
continua sendo evidenciado apds queda (t = 20 s), dado valor de angulo observado de
aproximadamente 77°, enquanto 0 mesmo para a gota com a fonte pouco soltvel ndo alterou
em relagdo ao t = 0 s (Figura 14B). E possivel notar, com base na transparéncia do liquido,

particulas em suspensao no interior da gota formada com as fontes pouco sollveis.
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A t=0s C Padrdo

Acido Bérico Borato de Ca Agua deionizada
Angulo de Contato : 97,1° Angulu de Contato : 106,0°
Sulfato de Zn Oxido de Zn

Angulo de Contato : 92,8° Angulo de Contato : 105,7°

.n....

Acido Bérico + Sulfato de Zn Borato de Zn

Angulo de Contato : 96,4° Angulo de Contato : 108,3°

v- .5

t=20s

Acido Bérico + Sulfato de Zn Borato de Zn

Angulo de Contato : 77,5° Angulo de Contato : 105,0°

2 0.

Figura 14 - Angulo de contato entre a gota de pulverizacio e uma superficie hidrofobica,

utilizando fontes soltveis e pouco soltveis de Zn e B, no tempo 0 s (t =0 s) (A) e no tempo 20
s (t = 20s) (B) e em comparacdo com o padrao de agua deionizada (C). Legenda: P = particulas

em suspensdo na gota de pulverizacdo das fontes pouco sollveis.

4.3.3 Caracterizacao das fontes de zinco e boro retidas na superficie da folha de café

Microparticulas dos fertilizantes pouco soltveis de B e Zn apareceram aderidas nas
faces adaxial e abaxial das folhas do café, o que nédo foi observado quando as folhas foram
pulverizadas com as fontes fertilizantes soltveis (Figura 15 e 16). Com a aplicacdo do borato
de calcio, foram encontradas microparticulas nas faces da folha em torno de 1,8 a 3,5 um, com
formato cristalino retangular (Figura 15B e C). Essas particulas foram encontradas
concentradas nos locais onde fixaram as gotas de pulverizacao sobre a epiderme foliar. Quando
utilizada a fonte sollvel, acido borico, ndo foram encontradas particulas retidas, assim como
ndo foram encontradas particulas nas folhas que ndo receberam pulverizagdo com os

micronutrientes (Figura 15A, D, Ee F).
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Acido Bérico " e Acido Bérico

Figura 15 - Microscopia eletrdnica de varredura de folhas de café pulverizadas com fontes de
B e coletadas apds 3 dias. Face adaxial da folha sem pulverizacdo (A), face adaxial da folha
com B pulverizado na forma de borato de calcio (B), face abaxial da folha com B pulverizado
na forma de borato de célcio (C), face abaxial da folha sem pulverizacéo (D), face adaxial da
folha com B pulverizado na forma de &cido bérico (E), face abaxial da folha com B pulverizado

na forma de acido borico (F).

Nas folhas pulverizadas com 6xido de Zn, duas classes de tamanhos de particulas foram
encontradas nas faces da folha, a menor em torno de 1,5 um e a maior de 8 a 10 um, mostrando
tamanho mais variado que a fonte borato de célcio (Figura 16B e C). Os cristais ndo mostraram
forma regular. Estas particulas ndo foram encontradas nas faces adaxial e abaxial quando as
folhas foram pulverizadas com sulfato de Zn, assim como ndo foram encontradas nas faces das
folhas que n&do receberam pulverizagGes foliares com os micronutrientes (Figura 16 A, D, E e
F).
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Oxido de zinco

Sulfato Zinco

Figura 16 - Microscopia eletrénica de varredura de folhas de café pulverizadas com fontes de
Zn e coletadas ap0s 3 dias. Face adaxial da folha sem pulverizacdo (A), face adaxial da folha
com Zn pulverizado na forma de 6xido de Zn (B), face abaxial da folha com Zn pulverizado na
forma de 6xido de Zn (C), face abaxial da folha sem pulverizacdo (D), face adaxial da folha
com Zn pulverizado na forma de sulfato de Zn (E), face abaxial da folha com Zn pulverizado

na forma de sulfato de Zn (F).

4.3.4 Estado nutricional da planta

O teor de B nas folhas das plantas de café no Experimento | (B) aumentou com as doses
do nutriente aplicadas na forma de borato de célcio, igualmente quando aplicadas como &acido
borico (Figura 17). Ja o teor de B nas partes lenhosas aumentou até a dose mais alta apenas para
a fonte borato de célcio, sem aumento para o acido borico. O teor maximo de B nas folhas foi
de 40 mg kg'?, alcangado com a maior dose do nutriente aplicada e independente da fonte testada
(520 mg L de B), enquanto para as partes lenhosas, o teor maximo foi de 11 mg kg de B com
a fonte borato de calcio.

No Experimento Il (Zn) houve aumento dos teores de Zn nas folhas e partes lenhosas
com aumento da concentracéo de Zn pulverizado com ambas as fontes. O maior teor de Zn nas
folhas (232 mg kg?) foi observado com o uso do 6xido de Zn na dose mais elevada (1800 mg
L) (Figura 17). Este teor foi 45% maior quando comparado aquele observado com a aplicagio

do sulfato de Zn. O uso do sulfato de Zn proporcionou maiores teores de Zn nas partes lenhosas
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(50 mg kg) comparado & dose mais elevada de 6xido de Zn, cujas plantas mostraram teores

pouco mais baixos (42 mg kgt) (Figura 17).
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Figura 17 - Concentracdo de Zn e B nas folhas e nas partes lenhosas de plantas jovens de café
pulverizadas com fontes sollveis e pouco sollveis de Zn e B, a concentragBes crescentes e
colhidas 60 apds dias da Gltima aplicagdo. Linhas verticais representam o erro padrdo da média

(n=4). Legenda: * significativo a 1% e NS nio significativo a 5% pelo teste F.

Com o0 aumento da concentracdo das solucgdes de pulverizacdo no Experimento 111 (B e
Zn), os teores foliares de Zn nas plantas de café aumentaram até a dose mais elevada do
nutriente, entretanto para o B, 0 aumento ocorreu até a dose alta apenas quando aplicado o acido
borico. O borato de Zn proporcionou os maiores teores de Zn nas folhas (179 mg kg™) na dose
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mais elevada (1800 mg L) e este foi maior 44% comparado & dose mais alta do sulfato de Zn
(Figura 17), em concordancia com o Experimento Il (Zn). O contrério foi observado para o B,
para o qual a maior concentracdo nas folhas (38 mg kg™) ocorreu com a aplicagéo do acido
borico na dose alta (387 mg L1). Esse teor foliar foi cerca de 20% maior comparado aquele
observado com a aplicagédo do borato de Zn (Figura 17). Ocorreu reducéo do teor de ferro (Fe)
nas folhas das plantas pulverizadas com borato de Zn e com sulfato de Zn e acido borico no
Experimento I11 (B e Zn) quando comparadas ao controle, essa reducdo foi maior para as plantas
pulverizadas com a fonte solGvel de B e Zn em todas as doses, comparada com a fonte pouco

solavel (Figura 18).
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Figura 18 - Concentracdo de ferro nas folhas de plantas jovens de café pulverizadas com fonte
borato de zinco (pouco sollvel) e &cido bérico + sulfato de zinco (soltvel), a concentracfes
crescentes e colhidas 60 apos dias da Ultima aplicacdo. Linhas verticais representam o erro
padrdo da média (n=4). Médias com letras minusculas diferentes sdo significativas a 5 % pelo

teste Tukey entre doses.

4.3.5 Crescimento da planta e producéo de biomassa

As plantas de café, quando pulverizadas com borato de calcio, apresentaram maxima
producio de folhas, cerca de 330 g, com uma dose correspondente a 269 mg L de B, ja as
pulverizadas com &cido borico mostraram producdo méaxima de massa de mateéria seca de folhas
igual a 318 g, sem diferenca estatistica para a fonte borato de calcio, porém com uma maior

dose de B, correspondente a 384 mg L™ (Figura 19). A massa de matéria seca de folhas, quando
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aplicada a fonte borato de calcio, diminuiu 15% na deficiéncia e 11% no excesso, enquanto na
aplicacdo com o &cido borico a queda na deficiéncia foi de 11% e ndo se verificou queda no
excesso. Quando pulverizadas com &cido borico, as plantas mostraram aumento de massa de
matéria seca da parte area até a dose mais alta, que foi 13% maior que o maximo atingido nas
plantas que foram pulverizadas com borato de célcio. As partes lenhosas apresentaram maior
queda de massa de matéria seca, na maior dose de B, quando aplicado a fonte borato de calcio.
A érea foliar ndo teve diferenga entre as fontes no experimento I, e tiveram aumento até a dose
adequada e queda na dose alta (Figura 19).

No experimento Il a area foliar foi o parametro mais afetado pelas diferentes fontes e
doses aplicadas nas plantas jovens de café. A aplicacdo com Oxido de Zn proporcionou a
maxima area foliar (3,5 m? planta), alcangada com dose correspondente de 1250 mg L7,
enquanto para o sulfato de Zn, a maxima érea foliar (3,5 m? planta®) foi atingida com dose de
800 mg L. Para a fonte sulfato de Zn a area foliar reduz 9% no excesso e na deficiéncia,
enquanto para a fonte 6xido de Zn ha reducéo também de 9% na deficiéncia, mas ndo ha reducéo
no excesso, as plantas continuam a aumentar area foliar até dosagem mais alta (Figura 19).

Quando aplicados os micronutrientes B e Zn em conjunto, no Experimento 111 (B e Zn),
amassa de matéria seca de folhas apresentou diferencas entre as fontes na dose mais alta (Figura
19). Para a fonte borato de Zn a massa de matéria seca de folhas continua tendo incremento até
a dose de 1800 mgL™ de Zn e 400 mg L de B, doses mais elevadas aplicadas. Ja quando
pulverizada a solugdo com sulfato de Zn em conjunto com &cido borico, 0 aumento ocorre até
dose de 1220 mg L de Zn e 230 mg L de B (Figura 19). A maior producgdo de massa seca de
folhas pelas plantas pulverizadas com borato de Zn foi 9% maior que 0 maximo produzido pelas
plantas pulverizadas com sulfato de zinco e &cido bérico (Figura 19). A massa de matéria seca
da parte aérea é maior quando aplicado as fontes solGveis de B e Zn na dose de 1000 mg L™ de
Zn e 700 mg L™ de B, ja para a fonte borato de Zn continua havendo incremento até a dose de
1800 mg Lt de Zn e 400 mg L de B, porém com producdo menor que quando aplicadas as
fontes solUveis de B e Zn, consequéncia da maior producdo de matéria seca das partes lenhosas
quando aplicada a fonte acido borico com sulfato de Zn (Figura 19). A area foliar alcangou o
maximo com dose de 1000 mg L de Zn e 200 mg L de B com aplicacio da fonte borato de
Zn, e de 750 mg L de Zn e 150 mg L™! de B com a fonte acido borico em conjunto com sulfato
de Zn (Figura 19). Na maior concentracdo de sulfato de Zn e &cido borico aplicada nas plantas
de café, estas mostraram maior reducdo de area foliar (9%) comparada a fonte borato de Zn
(4%) (Figura 18).
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Figura 19 - Massa de matéria seca de folhas, &rea foliar, massa de matéria seca de partes
lenhosas e massa de matéria seca da parte aérea, de plantas jovens de café pulverizadas com
fontes solUveis e pouco sollveis de Zn e B, a concentracdes crescentes e colhidas 60 dias apds
a Ultima aplicacdo. Linhas verticais representam o erro padrdo da media (n=4). Legenda: *

significativo a 5% e NS n&o significativo a 5% pelo teste F.

4.3.7 Sintomas de toxicidade e excesso de sais

As plantas de café que receberam pulverizagéo foliar com dose alta de sulfato de Zn
(1800 mg L™ de Zn) nos Experimentos Il (Zn) e 111 (B e Zn) mostraram sintomas de toxicidade
devido ao alto indice salino do fertilizante solGvel, caracterizados por pontuagcdes amareladas
que evoluem no limbo foliar principalmente nas folhas jovens (Figura 20C, D, G e H). As
plantas que receberam pulverizagdes com dose alta de Zn (1800 mg L de Zn) com as fontes
oxido de Zn e borato de Zn néo foram afetadas pela deposicéo excessiva de sais na epiderme e

mostram a deposic¢éo dos fertilizantes pouco soltveis microparticulados (Figura 20A, B, E e F).
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Experimento 1l (Zn) Experimento 1l (B e Zn)

Figura 20 - Folha jovem de café aplicadas com 6xido de Zn (A), visdo superior de planta jovem
de café aplicada com 6xido de Zn (B), folha jovem de café aplicada com sulfato de Zn (C),
visdo superior de planta jovem de café aplicada com sulfato de Zn (D), Folha jovem de café
aplicadas com borato de Zn (E), visdo superior de planta jovem de café aplicada com borato de
Zn (F), folha jovem de café aplicada com sulfato de Zn e acido borico (G), visdo superior de
planta jovem de café aplicada com sulfato de Zn e &cido bérico (H).

4.4 Discussao

Desenvolvemos este estudo para caracterizar fontes pouco solUveis dos micronutrientes
B e Zn e capacidade de fornecimento desses micronutrientes para plantas de café, comparada
com as fontes soluveis usualmente recomendadas para a producao dos cafezais, com base em
respostas do tamanho de particulas e retencdo das particulas fertilizantes na superficie das
folhas, além do estado nutricional e producdo de biomassa da planta. Dentre as fontes pouco
solUveis existentes para uso na agricultura, o 6xido de Zn é a mais utilizada na fabricacdo de
fertilizantes (MONTALVO et al., 2016). Neste contexto, identificamos também neste trabalho,
que das fontes pouco soltveis estudadas foi a que apresentou menor tamanho de particulas,
90% com diametro menor que 2,04 um (Figura 13). Este menor tamanho de particulas justifica
0s maiores teores de Zn proporcionados por essa fonte para as plantas de café, quando
comparada ao fornecimento de B pelo borato de célcio, e de Zn e B pelo borato de Zn. O teor
de Zn nas folhas com a dose alta de 6xido de Zn foi de 230 mg kg*, enquanto que com mesma

69



concentragéo e utilizando a fonte borato de Zn o teor foliar foi de 178 mg kg™, o que sustenta
a necessidade de se ter particulas pequenas na suspensdo fertilizante para a maior eficiéncia das
fontes pouco sollveis no suprimento de nutrientes para as plantas, ja que o aumento da
superficie de contato facilita a solubilizacdo das microparticulas e disponibilizam gradualmente
0 micronutriente para as folhas (MOSANNA & KHALILVAND, 2015). As fontes pouco
soluveis utilizadas neste trabalho foram classificadas como microparticuladas. Para serem
consideradas nanoparticuladas os materiais precisam ter particulas menores que 100 nm em
pelo menos uma dimensdo (WIESNER et al., 2006), o que ndo foi encontrado nos fertilizantes
estudados.

Além do tamanho de particulas, outra caracteristica importante para a eficiéncia de
fontes pouco soluveis é a aderéncia e o espalhamento das gotas na superficie da folha, medido
pelo angulo de contato entre a gota e a superficie hidrofébica da folha. A aderéncia das
microparticulas péde ser comprovada visualmente ap6s a aplicacdo, ao se verificar que a
suspensdo concentrada foi retida nas folhas e permaneceu por um longo periodo nas condi¢des
da casa-de-vegetacdo e uso frequente da nebulizacdo do ambiente (Figuras 20A e 20E). Esta
caracteristica foi comprovada também pela anéalise de imagens das folhas sob microscopia de
varredura, em que se verificou microparticulas retidas na superficie abaxial e adaxial das folhas
de café. As particulas encontradas aderidas nas faces das folhas de café estavam, dentro da
distribuicdo, na classe das menores particulas do fertilizante, o que sugere que menores
particulas tém maior potencial de retencdo foliar (Figuras 15 e 16). Para fertilizantes pouco
sollveis, o fato das particulas ficarem retidas a superficie foliar um periodo, proporciona
condigdo para a formacdo de uma fase solida para garantir o suprimento de micronutrientes
sobre as folhas de forma continuada durante intervalos de crescimento prolongado da cultura
(FERNANDEZ & BROWN, 2013; DU et al., 2015).

O espalhamento da gota de pulverizacéo é também importante uma vez que a quantidade
total de ions absorvidos pelas folhas é limitado pela area da cuticula coberta pelos solutos
pulverizados, ou seja, a eficacia das suspensdes pouco sollveis pode potencialmente ser
melhorada aumentando a &rea de pulverizagdo foliar, o que é uma estratégia melhor do que
aumentar a concentragdo de micronutrientes na suspenséo (DU et al., 2015). Neste estudo foi
acrescentado espalhante nas formulacgdes de sais a fim de se igualar aos adjuvantes ja presentes
na suspensdo concentrada das fontes pouco sollveis. Assim, verificou-se que, apesar da
presenca do adjuvante adesivo nestas formulagdes, o espalhante ndo pareceu efetivo. A auséncia
do efeito do espalhante foi detectada pelo &ngulo de contato medido entre a gota de pulverizagdo

e uma superficie hidrofobica utilizando ambas as fontes, principalmente apds 20 s do contato
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da gota com a referida superficie (Figura 14). O angulo medido para a gota obtida com solucdes
de sais soluveis foi menor que para a gota oriunda da suspenséo de fertilizantes pouco soluveis.
O uso do espalhante nestas suspensdes concentradas de fertilizantes pouco sollveis se faz entdo
necessaria e pode aumentar a eficidcia dessas fontes como discutido, tanto pelo maior
espalhamento, e também uma vez que em condigdes adversas de chuvas mais intensas, comuns
nos periodos de maior crescimento das plantas e demanda por nutrientes, a remocdo das
particulas aderidas a superficie das folhas pode limitar o efeito positivo da formacg&o da proposta
fase sélida (SCHMITZ-EIBERGER et al., 2002; KRAEMER et al., 2009).

Os teores de B para as plantas de café proporcionados pela fonte pouco soltvel no
Experimento | (B) foram iguais aos da fonte soluvel para todas as doses aplicadas. O teor
adequado de B aplicado (260 mg L de B) proporcionou teores de 30 mg kg nas folhas,
considerado baixo para café. A dosagem que conferiu um teor adequado de B foi a mais alta
(520 mg L* de B) com teores de 40 mg kg (FAVARIN et al., 2010) (Figura 17). O café é uma
das culturas que mais responde a fertilizacdo com B e sua deficiéncia compromete processos
como o transporte de acucar, sintese e estrutura da parede celular, lignificacdo, integridade de
membranas, metabolismo de fendis e metabolismo de RNA (BROWN & SHELP, 1997), o que
explica 0 aumento da massa de matéria seca de folha e area foliar do tratamento controle para
o tratamento com a dose adequada de B, para ambas as fontes, mesmo com teores inferiores ao
adequado. No Experimento Il (B e Zn) com aplicacdo das doses crescentes de B houve
aumento dos teores foliares apenas para a fonte soltvel, que como no Experimento | (B) atingiu
teor adequado de 40 mg kg* apenas na dose mais alta (387 mg L) (Figura 17), mostrando que
o0 borato de Zn ndo foi eficiente no fornecimento de B para o café como foi para o Zn.

Na dosagem alta aplicada com &cido boérico, as plantas de café continuaram a responder
com o0 aumento de massa de matéria seca da parte aérea e de folhas, explicado pelos teores que
ndo chegaram a niveis toxicos (40 mg kg?!) e que estavam dentro da faixa adequada para
cafeicultura. Entretanto para a aplicacdo realizada com borato de calcio, houve uma queda na
massa de matéria seca de folhas e da parte aérea, mesmo com teor foliar de B, na média, igual
quando a aplicacdo foi feita com acido borico (Figura 19). As folhas do cafeeiro possuem a
cuticula muito cerosa e espessa que favorecem o escorrimento das solugdes e suspensdes
pulverizadas (JANARDHAN et al., 1973; ESAU, 1974; MORAIS et al., 2004; RAMIRO et al.,
2004). Diferentes tipos de ceras cuticulares ja foram classificados para véarias plantas
demonstrando essa maior cerosidade para algumas espécies (BARTHLOTT etal., 1998, KOCH
& ENSIKAT, 2008) que geram diferengas na polaridade superficial e na hidrofobicidade de

cuticulas. Essas diferencas séo ligadas a condigdes de crescimento variaveis, espécies vegetais,
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variedades e oOrgaos, e possuem uma grande influéncia sobre a eficacia das pulverizagdes
foliares (FERNANDEZ et al., 2011). Notou-se logo ap6s as aplicacbes foliares que houve
escorrimento da solugdo e da suspencdo durante a pulverizacdo em algumas plantas devido a
maior cerosidade da cuticula do café, que gera maior hidrofobicidade, cujo fato foi suportado
também pelas imagens de microscopia eletrénica. O escorrimento gerou gotas maiores no limbo
foliar do café, que acumularam, algumas vezes, na ponta da folha. Tendo em vista que para a
absorcdo de nutrientes das fontes pouco sollveis é ideal que ocorra maior cobertura da
superficie da folha com a pulverizacdo, e consequentemente se promova maior superficie de
contato da microparticula aderida (L1 et al., 2012; DU et al., 2015), em algumas plantas de café
do tratamento com dose alta de B com a fonte borato de célcio, a absorcéo foi possivelmente
prejudicada pelo escorrimento, enquanto em outras plantas a deposicéo na folha foi ideal e o0s
teores foram mais altos que os alcancados com o &cido borico. Essa variabilidade pode ser
notada pelo erro padrdo no grafico de B nas folhas no Experimento | (B) (Figura 17). Essas
plantas que tiveram teores foliares acima do adequado podem ter tido uma reducdo de massa
de matéria seca de folhas e da parte aérea, com diminuicdo dos mesmos parametros de forma
geral para o tratamento, quando calculada a média.

No Experimento Il (Zn), os teores de Zn proporcionados pelas duas fontes foram
maiores que os considerados adequados para o cafeeiro. Considerando que valores acima de 30
mg kgt de Zn ja sdo considerados altos para o café (FAVARIN et al., 2010), os teores foliares
encontrados nas folhas com a dose adequada de Zn aplicada (70 mg kg™) ja estavam altos.
Apesar das plantas terem alcancado teores de Zn ainda mais elevados (230 mg kg?) na
aplicacdo com oxido de Zn, na dose alta de Zn (Figura 17), ndo ocorreram diferencas
significativas na massa de matéria seca da parte aérea dos cafeeiros, e para area foliar, as
diferencas ocorridas na dose alta entre as fontes, ndo foi regulada pelos teores foliares (Figura
19). No Experimento Ill (B e Zn), situacdo semelhante ocorreu para o café, em que na dose
adequada de Zn aplicada com a fonte sollvel e pouco soltvel, os cafeeiros tiveram teores
foliares de Zn considerados elevados, 70 mg kg* e 80 mg kg™ de Zn respectivamente, sendo
que na dose alta de borato de Zn os teores foram ainda maiores que o adequado (180 mg kg™
de Zn). Apesar dos altos teores de Zn verificados nestes experimentos, o café continuou
mostrando incremento de massa até a dose mais elevada de B e Zn com borato de Zn, e tem
gueda na dose mais alta com aplicacdo da fonte solvel, causada por outros fatores que néo o
teor foliar (Figura 18).

Estudos indicam que o café é tolerante a altas doses de Zn e que este se acumula nos

ramos como mecanismo de tolerdncia ao excesso de metais na planta (HALL, 2002;
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ANDRADE et al., 2010), como foi verificado para cafeeiros adultos, que tiveram sintomas de
toxicidade de Zn quando supridas com 600 g de Zn via solo, apenas dois anos ap6s a aplicacéo,
e 0s teores nos ramos eram maiores que os foliares j& no primeiro ano (TEZOTTO et al., 2012).
Neste trabalho os teores de Zn nos ramos ndo foram mais altos que nas folhas, devido ao modo
de aplicacao via foliar, mas atingiram, nos Experimentos Il (Zn) e 111 (B e Zn), niveis de 50 mg
kg™, considerados altos. Esta tolerancia pode explicar a falta de efeito dos teores foliares na
massa seca de plantas no Experimento Il (Zn) e a ndo correlagdo dos altos teores com a area
foliar. No Experimento Il (B e Zn), a tolerancia do café a doses altas de Zn também pode
explicar a resposta do café mesmo com teores altos de Zn nas folhas, e também a ndo correlagédo
do teor foliar, que foi menor, com a queda na massa de matéria seca de folhas e area foliar com
dose alta de sulfato de Zn e acido borico.

A érea foliar foi o parametro mais afetado pelas diferentes fontes e doses de nutrientes
aplicadas nas plantas jovens de café no Experimento Il (Zn), como discutido anteriormente. O
Zn esta envolvido no metabolismo do AlA, responsavel pelo crescimento das plantas, assim, a
deficiéncia do nutriente causa distirbios no metabolismo que levam a redugdo do tamanho da
folha, sintoma tipico de deficiéncia de Zn em cafeeiros (MENGEL & KIRKBY, 1978;
FERREIRA & CRUZ, 1991, MARSCHNER, 2011), o que provavelmente explica a menor area
foliar na dose controle do Experimento I (Zn), no qual os teores eram bem baixos (17 mg kg™
de Zn). Ja no Experimento Il (B e Zn) ocorreu uma maior absor¢do de Zn proveniente do
substrato, alcangando teor de 36 mg kg nas folhas, e, portanto, com um maior teor de Zn nas
folhas, a area foliar ndo foi tdo prejudicada quanto no experimento II.

Nos Experimentos Il (Zn) e 111 (B e Zn), houve redugdo de area foliar quando aplicada
a maior dose de sulfato de Zn (Figura 19), e como discutido, a diminuicdo nao foi regulada pelo
teor foliar, ja& que a fonte solivel proporcionou menores teores de Zn nas folhas quando
comparado ao 6xido de Zn e ao borato de Zn. Assim, a causa da toxicidade as plantas com dose
elevada de sulfato de Zn pode ter ocorrido pela alta concentracdo salina da solucdo de
pulverizacdo preparada com uma fonte soltvel, que em contato com as folhas causa injurias ao
tecido e pode reduzir a é&rea foliar, como na deficiéncia do nutriente (FERNANDEZ et al.,
2013).

Como discutido no Capitulo 1, o teor de ferro nas folhas do cafeeiro no Experimento IlI
(Zn e B) reduziu em todas as doses aplicadas dos nutrientes de ambas as fontes, embora ainda
maior quando se usou o sulfato de Zn em conjunto com acido bérico (Figura 18). Diferentes
nutrientes podem interagir com o Zn, afetando a disponibilidade no solo e a absorcdo pela

planta, e consequentemente a distribuicdo e/ou utilizacdo no seu metabolismo (LONERAGAN
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& WEBB, 1993). A reducéo de Fe nas folhas e seu acimulo na raiz dos citros foi encontrado
como resultado de um mecanismo de desintoxicagao ou tolerancia ao excesso de Cu na solugéo
nutritiva, uma vez que este processo ndo discrimina Cu e Fe (HIPPLER et al., 2016). Esse
provavel mecanismo retencdo do metal pode ter ocorrido para o café no presente experimento

para conter o excesso de Zn.

4.5 Conclusdo

As fontes pouco sollveis de B e Zn, caracterizadas como microparticuladas possuem a
capacidade de suprir as plantas com os micronutrientes B e Zn de forma semelhante ou superior
as fontes sollveis usualmente recomendadas. Para tanto, faz-se necesséria a retencdo de
particulas na superficie das folhas de café, sujeitas a solubilizacéo pela umidade do ar. Os teores
foliares desses micronutrientes explicaram variagfes nas medidas de massa de matéria seca de
folhas, partes lenhosas, parte aérea e area foliar, cujos teores adequados proporcionaram
aumentos nesses parametros, e excessivos, decrescimos correspondentes. Estes resultados
mostram o potencial dessas fontes pouco solUveis para o desenvolvimento de novos fertilizantes

foliares que melhorem a disponibilidade de micronutrientes para o cafeeiro.
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ANEXOS

Anexo | — Caracteristicas quimicas e teores de nutrientes na solugdo do substrato antes da

aplicacdo dos tratamentos via foliar nas plantas de café e citros.

Experimento pH EC niter-ito amN();ﬂo Cl S K Na Ca Mg
ds m? mg L
B 52 30 204 10 9,6 188 157 159 36 350 53
Citros Zn 52 22 158 13 6,9 121 118 108 16 254 42
Bezn* 54 17 98 14 6,2 109 113 82 15 197 23
B 44 13 54 20 4,4 94 93 22 25 129 23
Café Zn 43 28 125 24 7,7 236 217 105 32 302 44
BezZn* 43 28 118 26 9,8 177 254 71 26 307 45
Experimento B Cu Fe Mn Zn
mg L1
B 0,1 2,9 8,7 6,6 6,8
Citros Zn 11 13 3,7 2,6 0,7
BeZn* 0,1 0,6 2,0 1,6 0,2
B 0,1 2,4 7,1 6,3 3,5
Café Zn 1,7 2,1 4.8 13,3 0,7
BeZn* 0,1 1,7 3,8 12,7 0,9
* B e Zn na fonte borato de Zn ou &cido bdrico + sulfato de Zn
Anexo Il — Caracteristicas quimicas do substrato obtidas com método de teor total antes da

aplicacdo dos tratamentos via foliar nas plantas de café e citros.

Experimento MO pH (CaCl,) P K Ca Mg H+AI SB CTC V
gdm? mg dm® mmole dm-? %

B 102 47 271 9,5 138 30 42 177 219 81

Citros Zn 103 5 210 6,2 136 30 47 172 219 79
Bezn* 103 5 250 6,7 127 19 47 153 200 76

B 103 4.2 119 2,8 49 12 72 64 136 47

Café Zn 102 4,1 147 51 57 14 80 76 156 49
Bezn* 103 4.2 63 4 61 14 88 79 167 47

* B e Zn na fonte borato de Zn ou 4cido bdrico + sulfato de Zn
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Anexo 11 — Teores de nutrientes no substrato extraidos pelo método de teor total antes da

aplicacdo dos tratamentos via foliar nas plantas de café e citros.

Experimento N P K Ca Mg S
g kg™

B 10 1,5 1,4 191 7,1 3,8

Citros Zn 8,5 1,4 1,2 18,8 7,2 3,6

BeZn* 7,8 1,4 1,1 17,6 7,2 3,6

B 6,6 0,8 0,5 12,9 3,1 15

Café Zn 6,5 1,0 0,9 14,6 3,1 2,1

BeZn* 6,3 0,9 0,6 13,5 3,1 2,2
Experimento B Cu Fe Mn Zn C-orgéanico Recl?,(\;léo

------- fe- gkgt o e-mg kgl gkg?

B 32 761 7,6 1296 513 328 33

Citros Zn 68 846 8,2 1293 78 286 34

BeZn* 32 830 8,1 1257 71 379 49

B 28 796 7,8 855 390 320 49

Café Zn 64 933 9,2 1063 61 380 59

BeZn* 30 560 8,7 905 76 300 48

* B e Zn na fonte borato de Zn ou 4cido bdrico + sulfato de Zn
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