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ABSORCAO, EFICIENCIA DE USO E PARTICAO DO FOSFORO EM PLANTAS CIiTRICAS

RESUMO

A restricdo ao desenvolvimento das mais variadas culturas agricolas, devido a deficiéncia por
fosforo (P), ¢ uma condi¢do comum na agricultura brasileira, incluindo a atividade citricola. Estudos
detalhados da nutri¢do fosfatada podem contribuir para auxiliar no manejo destas plantas em solos com
baixa disponibilidade do nutriente. Desta maneira, foram desenvolvidos quatro experimentos em
condi¢des de casa-de-vegetagdo, utilizando-se como ferramentas: a avaliagdo da atividade da fosfatase
acida, o fracionamento de P nas folhas, o emprego de radioisotopo 2p para estimativas de absorgédo e
remobilizagdo, medidas de crescimento e eficiéncia de uso de P, além da avaliagdo da forma reduzida
de P (fosfito, Phi) como fonte do nutriente. Para estes estudos, porta-enxertos citricos (PE) (limé&o
‘Cravo’, citrumelo ‘Swingle’, tangerinas ‘Cledpatra’ e ‘Sunki’, citrange ‘Carrizo’ e ‘Smooth Flat
Seville’) e combinag¢des copa/porta-enxerto (laranja ‘Péra’ sobre tangerina ‘Cledpatra’ ou limdo
‘Cravo’) foram combinados com variado suprimento e/ou fonte de P. Houve diferengas de crescimento
e estado nutricional por P entre os PE, mas todos eles responderam positivamente ao suprimento do
nutriente. O limdo ‘Cravo’ foi o PE mais eficiente para absor¢do e utilizagdo de P. A atividade da
fosfatase acida nas folhas (AFAF) e nas raizes (AFAR) dos PE foi negativamente correlacionada com
os teores de P nesses orgdos. AFAF confirmou a deficiéncia por P nestas plantas, enquanto que a
AFAR contribui provavelmente para diferencas na eficiéncia de absor¢do de P. As faixas de teores
maximos das fragdes de P nas folhas corresponderam a: 1,25-1,32; 0,29-0,50; 0,68-0,83 e 2,5-3,2
g kg, para Pi, P-éster, P-acido nucléico e P-total, respectivamente. A distribui¢io mais homogénea do
fertilizante fosfatado no solo deficiente apresentou potencial para maximizar a absor¢do do nutriente e
respostas de crescimento da laranjeira ‘Péra’ enxertada sobre tangerina ‘Cledpatra’ ou limdo ‘Cravo’. A
planta de ‘Péra’/‘Cravo’ apresentou maior crescimento vegetativo, incluindo o sistema radicular, além
de ter sido mais eficiente para absor¢do e acumulo de P do que a combinagdo ‘Péra’/‘Cledpatra’. Por
outro lado, esta ultima combinagéo apresentou maiores taxas de remobiliza¢cdo do nutriente, sendo mais
dependente das reservas internas de P para atender a demanda dos novos fluxos de crescimento. Esta
constatagdo esteve de acordo com a maior AFAF das plantas de ‘Péra’/‘Cleopatra’. As plantas
deficientes por P apresentaram maiores taxas e eficiéncia de absor¢do do nutriente apos o
ressuprimento. Houve alta participagdo do P remobilizado (média de 92%) nos novos fluxos de

crescimento, mesmo com o suprimento adequado do nutriente na solu¢do nutritiva. Embora os teores



foliares de P-total dos PE citrange ‘Carrizo’ e ‘Smooth Flat Seville’ tenham sido incrementados com o
uso de fosfito, isto ndo resultou em ganhos de biomassa vegetal. Desta maneira, o Phi demonstrou nio
ser uma fonte de P para plantas citricas, comprometendo o crescimento, nutricdo, eficiéncia de
utiliza¢do de nutrientes e a assimilagio de CO;.

Palavras-chave: citros; porta-enxerto; nutri¢do mineral; fosfito; 32fosforo.



UPTAKE, USE EFFICIENCY AND PARTITIONING OF PHOSPHORUS IN CITRUS
PLANTS

ABSTRACT

The low phosphorus (P) availability is often a growth-limiting to a number of crops growing in
Brazil, including citrus plants. Therefore, we expected that studies about P citrus nutrition could be
useful to improve the management of these plants at low-P soils. Therefore, four experiments were
carried out under greenhouse conditions. As strategy, acid phosphatase activity, P fractions in the
leaves, the rate of P uptake and remobilization using 32p 1sotopic technique, growth parameters and P
use efficiency as well as phosphite (a reduced form of P, Phi) as source of P were evaluated. For these
studies, citrus rootstocks varieties (CRV, ‘Cleopatra’ mandarin, ‘Rangpur’ lime, ‘Sunki’ mandarin,
‘Swingle’ citrumelo, ‘Carrizo’ citrange and ‘Smooth Flat Seville”) and scion/rootstocks combinations
(‘Péra’ sweet orange on ‘Cleopatra’ mandarin or ‘Rangpur’ lime) were seleted and combined with P
supply and/or source. There were differences on plant growth and P nutrition of citrus rootstocks, but
all of them responded positively to phosphorus supply. The ‘Rangpur’ lime rootstock showed the
highest phosphorus uptake and utilization efficiency. Acid phosphate activity in the leaves was
negatively related with P concentration and it comproved severe P deficiency of CRV. Differences in
APA in the roots might contribute to variation on phosphorus uptake efficiency among CRV. The
maximum values of P fractions in the leaves of CRV corresponded to: 1.25-1.32; 0.29-0.50; 0.68-0.83
e 2.5-3.2 g kg, for Pi, P-ester, P-acid nucleic and P-total, respectively. More homogenous P fertilizer
placement in the soil favored nutrient uptake and growth responses of ‘Péra’ on ‘Cleopatra’ and
‘Rangpur’. ‘Péra’/‘Rangpur’ plants growth more (including root system) and were more efficient in P
uptake and meeting P requirements than ‘Péra’/‘Cleopatra’. This latter scion/rootstock combination
showed higher P remobilization and dependence of stored P pools to meet plant’s demand. This result
is in agreement with the higher APA in the mature leaves of ‘Péra’/Cleopatra’ than in
‘Péra’/‘Rangpur’. The rate and phosphorus uptake efficiency were stimulated by P deficiency, while
relative remobilization was reduced after P ressuply. Regardless of P availability in the nutrient
solution, there was elevated contribution of remobilized P (average of 92%) in the new shoot growth.
Although the total P foliar concentration of ‘Carrizo’ citrange and ‘Smooth Flat Seville” was increased

by phosphite, this did not translate into plant growh. Phosphite use was harmful to plant growth,



nutrient utilization efficiency and net gas exchange. So, the use of phosphite did not meet the P
requirements by citrus.

Key words: citrus; rootstock; mineral nutrition; phosphite; **phosphorus.



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A citricultura ¢ uma atividade de reconhecida importdncia para a agricultura e a economia
paulista. Entretanto, o setor tem enfrentado desafios tanto no quesito econdmico, devido a continua
necessidade de redugdo dos custos de produgdo, como no aspecto fitossanitario, no qual os danos a
produtividade de frutos tém se acentuado pela ag¢do de varias pragas e doengas. Desta maneira, tem-se
procurado maximizar a eficiéncia do sistema de producdo, mediante a obtencdo de plantas mais
vigorosas e com maior potencial produtivo. Neste contexto, o manejo nutricional dos pomares citricos ¢
importante, devido ao efeito direto dos nutrientes sobre o crescimento, a produtividade e a qualidade do
produto.

Os solos brasileiros, de forma predominante, apresentam baixos teores disponiveis de fosforo
(P). Esta condi¢do ¢ limitante ao alcance de produtividades satisfatorias, sendo imprescindivel a
aplicagdo de doses adequadas de fertilizante fosfatado, sobretudo na instalagdo dos pomares de laranja,
quando as plantas apresentam maior demanda pelo nutriente, alta taxa de crescimento e sistema
radicular ocupando pequeno volume de solo. Deste modo, devido as fung¢des desempenhadas pelo P no
metabolismo vegetal, praticas de manejo deveriam ser adotadas, de modo que maximizassem a
disponibilidade no solo e o aproveitamento do nutriente pelas plantas citricas. Para tal, alguns aspectos
do manejo da fertilizacdo e/ou nutrigdo fosfatada nestas plantas necessitariam de conhecimentos mais
amplos, tais como: 1) formas mais eficiente de distribuig¢do do fertilizante fosfatado no sulco de plantio;
i) capacidade dos porta-enxertos na absor¢do de P e suprimento da demanda da parte aérea; iii) a
dindmica do P no interior da planta (remobilizagdo, parti¢do) em fungdo do porta-enxerto e do estado
nutricional; iv) a eficiéncia da forma reduzida (fosfito, PO3;) em substituir o fosfato (forma oxidada,
PO,) como fonte de P.

Considerando que elucidar os questionamentos e/ou duvidas acima referidos seriam importantes
para avangos no manejo da nutricdo fosfatada dos citros, quatro estudos independentes foram
programados, de modo que tais temas fossem abordados. Numa primeira etapa, sendo considerado
como um experimento basico, o seguinte trabalho foi realizado: Crescimento e nutri¢do fosfatada de
porta-enxertos citricos cultivados em solugdo nutritiva. Devido ao efeito da interagdo copa x porta-
enxerto sobre as respostas das plantas a disponibilidade de nutrientes e a necessidade de abordagem de
aspectos adicionais da nutri¢do fosfatada nas laranjeiras, outros dois experimentos foram conduzidos: 1)
Crescimento inicial e nutricdo de plantas jovens de laranjeira em fungcdo do porta-enxerto e da

localizacdo da adubagdo com fosforo, ii) Absor¢do, remobilizagdo e particdo de fosforo (°P) em



plantas jovens de laranjeira diferentes quanto ao estado nutricional por fosforo e porta-enxerto. Como
pesquisa complementar, em fun¢do do crescente estimulo ao uso de fosfito no manejo da nutri¢do
mineral de varias culturas de interesse econémico, incluindo o citros, foi desenvolvido na Universidade
da Florida (Flérida — EUA), o seguinte estudo: is phosphite a source of phosphorus for citrus
rootstocks?

Em suma, cada estudo teve o objetivo de investigar determinado aspecto da nutricdo fosfatada
dos citros, de maneira que os experimentos fossem complementares. E esperado que os resultados
possam contribuir para a geragdo e a ampliacdo de conhecimentos da relagdo entre o nutriente fosforo e

a planta de citros, tendo como consequéncia, um sistema de producdo mais eficiente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Aquisicdo de fosforo do solo pelas plantas

O fosforo (P) ¢ um nutriente imdvel e distribuido de forma heterogénea no solo, sendo
frequentemente fator limitante ao crescimento dos vegetais (Gilroy & Jones, 2001; Doerner, 2008). A
principal forma que o ion fosfato atinge a regido da rizosfera é por meio do processo de difusdo, o qual
¢ caracterizado por apresentar valores muito baixos (10210 m*s™). Desta forma, ¢ criada uma zona
desprovida de P na regido proxima as raizes, dificultando a absor¢do do nutriente (Schachtman et al.,
1998 Panigraphy et al., 2009). Apesar de ser uma etapa limitante ao processo de absor¢ao, a difusdo de
P em direcdo as raizes poderia ser incrementada pelo aumento da umidade do solo, ou pela
concentra¢do de P inorgénico (Pi) na fase soluvel por meio do deslocamento do nutriente complexado,
adsorvido a superficie dos minerais ou presente na forma orgénica (Lambers et al., 2006).

Na solugdo do solo, o P ¢ encontrado em baixa concentragdo (1-10 pmol L) (Raghothama,
2000), sendo a especiagdo idnica dependente do pH. Os pKs para a dissociagdo do H;PO, em H,PO4 €
este em HPO,? sdo 2,1 e 7.2, respectivamente (Schachtman et al., 1998). Desta maneira, em solos
acidos, a forma H,PO4 ¢ aquela predominantemente absorvida pelas raizes. Durante a absor¢do do
nutriente, ha requerimento por um transporte energizado do P proveniente da solugdo do solo através da
membrana plasmatica, devido ao potencial negativo da membrana e as concentra¢des relativamente
elevadas do elemento no citoplasma em relagdo ao meio externo (Mimura, 2001).

O P ¢ absorvido pelas raizes num processo associado ao movimento de ions positivamente
carregados (H') através da membrana plasmatica, o que ¢ guiado por um gradiente de protons
produzidos pela acio da H'-ATPase (Ullrich-Eberius et al., 1981). Esse processo envolve ainda, a
participagdo de proteinas especificas, denominadas transportadores de fosfato, as quais estdo
embebidas na membrana plasmatica e intermedeiam a passagem do ion (Smith et al., 2000). Estudos de
cinética de absor¢do de P tém indicado que os transportadores de alta afinidade operam em baixa
concentracdo do nutriente na solugdo do solo, e sdo induzidos pela condi¢do de estresse nutricional,
desempenhando a func¢do de aquisicdo do nutriente. Enquanto isso, aqueles de baixa afinidade séo
responsaveis pela absor¢do em concentracdo elevada e atuam no carregamento e descarregamento do
sistema vascular e na remobiliza¢do interna de P (Muchhal & Raghothama, 1999; Mimura, 2001;
Karthikeyan al., 2002; Panigrahy et al., 2009). Em func¢do da limitagdo ao desenvolvimento das plantas
pela baixa disponibilidade de P, além da precisa regulagdo dos transportadores nas membranas das

células das raizes, os vegetais desenvolveram outras estratégias ao nivel de sistema radicular, com o
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objetivo de aumentar a capacidade de aquisi¢do de P. Deste modo, a expressdo de transportadores de
alta afinidade teriam a sua contribui¢do maximizada, desde que as raizes fossem providas com ion
fosfato em taxas satisfatorias. Portanto, ¢ necessario que as plantas ampliem o volume de solo
explorado e promovam a transferéncia de P para a fase soluvel.

Uma das tipicas respostas das plantas & deficiéncia por P ¢ o incremento da relagdo raiz:parte
aérea (Hermans et al., 2006), que possibilita maior exploragdo de volume de solo para cada unidade de
biomassa vegetal da parte aérea (PA). A exploracdo mais eficiente do solo, também ¢ adquirida
mediante alteracdo da arquitetura do sistema radicular, aumentando o crescimento das raizes laterais, o
comprimento ¢ o numero de pélos radiculares (Bates & Lynch, 2000; Chevalier et al., 2003).
Alteragdes na regido da rizosfera também sdo importantes, como a exudacdo de acidos organicos
(Neuman & Romheld, 1999). A liberagdo destes acidos promove a complexagdo de metais e
subsequente liberag¢do do Pi precipitado para a fase liquida do solo (Vance et al., 2003). Existem ainda,
as enzimas que atuam na hidrélise do P organico (Bosse & Kock, 1998), permitindo que o nutriente se
torne disponivel para o processo de absor¢do. E importante ressaltar que as plantas também
estabelecem associag@o simbiotica com micorrizas. A colonizagdo por estes individuos contribui para
elevar a capacidade de absor¢do de P, sendo mais intensa em hospedeiros deficientes e crescendo em
solos com baixo teor disponivel do nutriente (Graham & Eissenstat, 1994).

2.2. Regulaciao da absorc¢ao de fésforo

No interior da planta, o P atua como elemento estrutural, participando da constitui¢do de acidos
nucléicos e fosfolipideos (formagdo das biomembranas), além de ser indispensavel para o metabolismo
energético, quando os ésteres de fosfato participam ativamente das reagdes de transferéncia de energia.
O Pi, através dos processos de fosforilagdo e desfosforilagdo de proteinas ¢ componente chave das rotas
de transdugdo de sinal (Rausch & Bucher, 2002; Yang & Finnegan, 2010). A distribuicdo de P na
planta ¢ heterogé€nea e segue o padrdo de demanda celular, o que requer um extensivo e sofisticado
mecanismo regulatdrio, a fim de que a planta mantenha a homeostase de P e a eficiéncia metabolica
(Dorner, 2008). Em plantas bem nutridas, o nutriente ¢ acumulado na PA durante o crescimento
vegetativo, enquanto mudancas na distribui¢do de P devem ocorrer a favor do sistema radicular quando
a disponibilidade ¢ restringida (Peuke, 2010). Isto porque, o estado nutricional do sistema radicular
detém importante controle sobre o padrdo de distribui¢do do nutriente (Cogliatti & Clarkson, 1983).

Para otimizar o uso interno de P, as plantas intensificam a reciclagem do elemento de tecidos velhos
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para os mais novos, havendo participacdo de fosfatases e nucleases, as quais promovem a
disponibiliza¢do de P dos compostos organicos celulares (Hammond et al., 2004).

A demanda da PA ¢ considerada o principal fator regulatorio do processo de absor¢do de
nutrientes (Marschner, 1995). Entretanto, de modo que esta absor¢do seja eficiente em atender as
necessidades da planta, com a manuten¢do da homeostase por P, a sinaliza¢do entre PA e raizes é uma
etapa essencial, sendo requeridos sinais a longa distancia para informar o estado nutricional destas
partes (Lin et al., 2008). Recentemente, sobretudo com o cultivo em condi¢des de deficiéncia por P,
avancos foram estabelecidos sobre os componentes desta comunica¢do. As plantas possuem ao menos
dois mecanismos diferentes de sinalizacdo para a manuten¢cdo da homeostase, sendo um operado ao
nivel celular, enquanto o outro envolve a planta inteira (multiplos 6rgdos), o qual ¢ provavelmente
proveniente da PA (Raghothama, 1999). A alocacdo, o transporte de Pi a longa distancia e a sua
reciclagem no interior da planta sdo processos cuidadosamente coordenados e altamente dependentes
do estado nutricional do vegetal (Morcuende et al., 2007). As primeiras evidéncias de alteragdo da
disponibilidade de P percebida pela PA, ocorrem por meio dos sinais provenientes do sistema radicular,
como a redugdo no transporte de Pi através do xilema. Ao mesmo tempo, uma sinalizacdo coordenada
pela primeira € necessaria para garantir a integracdo das alteracdes na fisiologia € no desenvolvimento
radicular, as quais devem estar em acordo com a demanda atual da planta (Doener, 2008; Lin et al.,
2008).

A reciclagem ou alocagdo de Pi na PA e entre esta e as raizes foi proposta como sinal indicador
do estado nutricional da PA ao sistema radicular. O transporte de Pi originado de tecido velho para os
mais novos, das raizes para a PA e de volta as raizes (para sustentar a atividade meristematica radicular
por maior tempo possivel) afeta as rotas de sinaliza¢do do estresse por P (Forde, 2000; Raghothama,
2000; Doerner, 2008). Mais recentemente, o microRNA399 foi proposto como sinal a longa distancia,
o qual, quando a PA se torna deficiente, tem a sua sintese aumentada, sendo movido da PA através do
floema em dire¢do as raizes. O microRNA399 ¢ percebido no sistema radicular pela proteina alvo
PHO?2, que ¢ responsavel pelo controle da absorgdo e transporte de Pi. A interagdo entre microRNA399
e 0 PHO2 foi considerada como etapa crucial para a manuten¢do da homeostase de P (Bari et al., 2006;
Doerner, 2008; Lin et al., 2008; Panygrahy, 2009).

A distribuicdo de carboidratos nas plantas também tem sido considerada como importante
componente das rotas de sinalizagdo do estado nutricional por P e para a coordenagéo e/ou ativagdo das

respostas no sistema radicular. Em plantas deficientes, as mudangas na concentra¢do de P celular sdo
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acompanhadas pelo transporte de consideraveis quantidades de carboidratos para as raizes, sendo
possivel que informagdes sobre o estado nutricional da PA sejam transmitidas por esses compostos
(Raghothama, 2000). Recentemente, Hammond & White (2008) reafirmaram o importante papel
regulatorio das repostas ao nivel radicular exercido pelos carboidratos em plantas deficientes, como por
exemplo, a participagfo da sacarose translocada da PA para ativagdo de transportadores de P de alta
afinidade nas raizes.

Em plantas de citros, os mecanismos de sinalizagdo do estado nutricional por P entre PA e raiz
ndo sdo ainda especificamente conhecidos. Entretanto, de forma conjunta, os mecanismos acima
abordados, devem contribuir em maior ou menor magnitude para a comunicagdo entre estas partes das
plantas. Os processos atuam para manter a P homeostase na PA, de modo que os drenos (folhas, ramos
ou frutos) sejam atendidos com sua demanda especifica, e que ao mesmo tempo, as folhas maduras nédo
tenham seus processos metabolicos comprometidos, como por exemplo, a fotossintese. Desta maneira,
os processos de remobililizagdo, absor¢do e uso do nutriente devem estar em adequada sintonia com a
taxa de crescimento da planta (acimulo de massa seca), de modo que em suprimento insuficiente de P
pelo sistema radicular, a planta ative seus mecanismos de tolerdncia ao estresse nutricional, como a
acdo de enzimas para a quebra de P organico. Ou ainda, em casos severos de deficiéncia, possa optar
pela restri¢do ao crescimento, diminuindo a demanda absoluta do nutriente pelo vegetal.

2.3. Porta-enxerto e a nutricio mineral da parte aérea

O porta-enxerto (PE) afeta varias caracteristicas da variedade copa, dentre elas o estado
nutricional. O conhecimento da interacdo entre estas duas partes sobre os aspectos nutricionais da
planta ¢ importante para escolha dos PE mais recomendados para solos que estdo deficientes, ou
possuem niveis toxicos de um ou mais elementos (Rivero et al., 2003). Estes autores acrescentaram
ainda, que o uso de PE mais adequados, que contribuam para nutricdo mais equilibrada, acarretaria
como consequéncia basica, o desenvolvimento mais vigoroso da planta e a redugdo proporcional da
susceptibilidade aos estresses ambientais. O efeito do PE no processo de adaptacdo a condicdes
adversas foi documentado, por exemplo, para solos salinos (Bafiuls & Primo-Milo, 1995). Os autores
constataram que o PE controlou efetivamente o acumulo de Cl em folhas de plantas jovens de citros
fertirrigadas com NacCl, o que foi atribuido & habilidade de cada material genético em excluir o Cl das
raizes.

Num trabalho amplo, no qual foi investigado o efeito de onze PE sobre o teor foliar de

nutrientes de tangerina ‘Nova’ [Citrus reticulata Blanco x (C. paradisi Macf. x C. reticulata)],
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exclusivamente para Fe, ndo foi observada influéncia significativa dos PE. Em relagdo ao P, os teores
variaram de 1,0 g kg a 1.4 g kg (Georgiou, 2000). Além do efeito do PE, a interagio com variedade
copa tem se mostrado importante em determinar o teor foliar de nutrientes. Por exemplo, em plantas
enxertadas de Pinus caribae, tanto a copa, quanto os PE, foram determinantes do teor foliar de P.
Entretanto, as diferencas nos teores foliares da PA refletiram mais a sua demanda, do que a capacidade
das raizes em absorver o nutriente (Haines & Simpson, 1994), minimizando deste modo a influéncia do
PE. Entretanto, num experimento em que foi avaliada a composi¢@o mineral de duas copas de laranja
‘Valéncia’ (‘Valencia Late’ e ‘Rhode Red Valencia’) enxertadas sobre trés porta-enxertos, observou-se
efeito exclusivo dos PE sobre os teores foliares de P das plantas, o que foi atribuido a capacidade
diferencial de absor¢do dos nutrientes por estes materiais genéticos (Toplu et al., 2008).

O vigor da combinagdo copa/porta-enxerto, o qual € regulado principalmente pelo PE (Jensen et
al., 2003), definira a taxa de absor¢do de nutriente pelas raizes, desde que plantas mais vigoras ¢
produtivas, apresentardo maior demanda, fazendo com que o total absorvido seja mais elevado do que
combinagdes menos vigorosas. Contudo, devido ao maior crescimento, ¢ possivel que menores teores
foliares do nutriente sejam determinados, uma vez que o fator dilui¢do atua em maior intensidade. Por
exemplo, a variagdo dos teores foliares de K em macga Fuji, cultivar BC-2, enxertadas sobre varios PE,
foi relacionado ao nivel de produgéo das arvores, sendo que aquelas com menor quantidade de frutos e
cosequentemente menor demanda, detiveram os maiores teores foliares do nutriente (Fallarhi et al.,
2001).

A PA influenciara a funcionalidade do sistema radicular quando por exemplo, torna-se incapaz
de suprir as raizes com carboidratos em quantidade suficiente, tanto para a manuten¢do quanto para o
crescimento, comprometendo entre outros fatores a aquisi¢do de nutrientes (Johnson, 1990). O PE, em
funcdo das caracteristicas do seu sistema radicular, tais como, densidade de raizes, arquitetura, pélos
radiculares, capacidade de associagdo com micorrizas, potencial para solubiliza¢do de P (Pi precipitado
ou P orgénico) e taxa de absor¢do do nutriente, afetara significativamente a capacidade de atender a
demanda do nutriente pela PA. Embora a habilidade de aquisi¢do de P pelo sistema radicular contribua
para o vigor final da arvore, sobretudo em solos com baixa disponibilidade do nutriente, outros fatores
apresentardo o seu efeito, como a absor¢do de demais nutrientes e a condutividade hidraulica do

sistema radicular (Gongalves et al., 2005), além da tolerancia aos demais estresses bidticos e abidticos.
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2.4, Fertilizacao fosfatada em plantas citricas

Embora a quantidade total de P possa ser alta em alguns tipos de solos, o nutriente se encontra
frequentemente em baixo teor disponivel, devido a elevada adsor¢do e precipitagdo, ndo sendo
suficiente para suportar satisfatorias taxas de crescimento das plantas (Schachtman et al., 1998). Desta
maneira, apesar da eficiéncia de aproveitamento do fertilizante no solo ser baixa, altas dosagens de
fertilizantes sdo normalmente requeridas para incrementar a disponibilidade do nutriente na solu¢ao do
solo e a obtengdo de produtividades adequadas (Du et al., 2009).

No caso especifico dos citros, o0 manejo detalhado da adubagdo fosfatada foi apresentado por
Quaggio et al. (2005), dividindo-se o programa de adubacéo em trés fases: plantio, formagdo da planta
e producdo. Por ocasido da instalagdo do pomar, as doses sdo baseadas no resultado da analise de solo
(P-resina), com doses variando de 20 a 80 g m" de P,Os linear de sulco. Ajustes também foram
sugeridos em fun¢do do PE utilizado. Por exemplo, foi recomendado que as plantas enxertadas sobre
tangerina ‘Cledpatra’ recebessem doses de P,Os 20% superior do que aquelas sobre os demais PE. Na
fase de formacdo, além do teor do nutriente no solo, a idade da planta é considerada na defini¢do da
dose, enquanto que, quando na fase produtiva, a expectativa de produtividade ¢ o destino da produgéo
(laranja para a industria ou in natura) também influenciam a quantidade de fertilizante recomendada.

A resposta dos citros a fertilizagdo com P tem sido estudada em plantas nos mais variados
estagios de desenvolvimento e condig¢des de cultivo. Num estudo com PE, houve limitagdo ao ganho
inicial de massa seca por plantas de tangerina ‘Cleopatra’, que foram cultivadas sem a adi¢do de
fertilizante em solo deficiente em P (Sena et al., 2004). Em plantas jovens de citros cultivadas em
vasos, o efeito positivo do fornecimento de P tem sido confirmado. Por exemplo, num trabalho
desenvolvido por Prado et al. (2008), ao avaliar a aplicacdo combinada de N, P e K em mudas de
laranjeira “Valéncia’ enxertada sobre citrumelo ‘Swingle’, os autores verificaram incrementos
significativos sobre o crescimento e o acumulo dos nutrientes em relagdo a testemunha sem adubag@o.
Em condi¢des de campo, as respostas a adubacdo t€m sido registradas para a producgdo de frutos em
pomares instalados em solos com baixo teor disponivel do nutriente (Quaggio et al., 1998; Sobral et al.,
2000). Estes trabalhos confirmam que os ganhos de massa seca e produtividade de plantas citricas, em
seus varios estagios de desenvolvimento, sdo limitados pela baixa disponibilidade de P no solo.
Entretanto, além das avaliagdes exclusivas de crescimento ou de produtividade de frutos, investiga¢des
detalhadas sobre nutri¢do fosfatada poderiam ser incluidas, uma vez que contribuiriam para ampliar os

conhecimentos das respostas destas plantas a variagdo da disponibilidade do nutriente no solo.
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2.5. O fosforo na forma reduzida: fosfito

A forma reduzida de fosfato (HPO4?; Pi), conhecida como fosfito (HPOs?2;, Phi), tem sido
amplamente pesquisada para ser utilizada em sistemas de produgdo de vérias culturas, tanto com a
fungdo de fungicida, como fonte de fosforo (Carswell et al. 1997). Nesta forma reduzida, um
hidrogénio substitui um dos oxigénios ligados ao atomo de P (Figura 1), alterando a conformagéo da

molécula (Carswell et al. 1996; Singh et al. 2003).

Fosfato (valéncia +5) Fosfito (valéncia +3)
0] @)
oAl ot
4 5

Figura 1. Estruturas quimicas das formas de fosforo (White & Metcalf, 2007).

As investigacdes sobre a viabilidade do fosfito para suprir P aos vegetais ndo sdo recentes
(Maclntire et al., 1950), porém, a sua adog¢do tem levantado considerdveis controvérsias no mundo
cientifico (MacDonald et al. 2001). O Phi foi tradicionalmente considerado inerte em relagdo ao
metabolismo dos seres vivos, até a descoberta de que as aplicagdes foliares ou a sua inje¢do ao tronco
das plantas na forma de Fosetil-Al efetivamente suprimiram a ocorréncia de doengas causadas por
fungos, como a Phytophthora. E aceito que o nivel de Phi empregado no controle de fitopatogenos nio
tem efeito prejudicial ao desenvolvimento ou metabolismo das plantas (Carswell et al., 1997).

O emprego do Phi, principalmente quando considerado como ‘fonte superior de P’ para as
plantas, tem gerado consideraveis controvérsias (Singh et al. 2003). Nos ultimos anos, um renovado
interesse pelas propriedades nutricionais do Phi tem estimulado a sua comercializagdo como
fertilizante. Isto esta ocorrendo em fungdo da constatagdo de alguns beneficios atribuidos a esta
molécula, como o incremento do florescimento e frutificagdo em plantas citricas (Richard, 2000). Este
autor mencionou as seguintes explicagdes para a a¢do positiva dos adubos contendo Phi: 1) fornece uma
forma prontamente disponivel para absor¢do pelas raizes, devido a sua menor fixagdo no solo; ii) maior
eficiéncia para adubag@o foliar, dada a sua mais pronta absor¢do quando comparado ao Pi.

Por outro lado, outros trabalhos demonstraram efeito adverso do Pi sobre o desenvolvimento e

crescimento das plantas. A aplicagdo de Phi na forma de fosetil-Al reduziu o crescimento de plantulas
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de cebola (Allium cepa), independentemente da disponibilidade de P no meio de crescimento (Surkano
et al., 1998). Forster et al. (1998) notaram que o uso de Phi restringiu o crescimento e provocou 0
surgimento de deficiéncia por P em plantas de tomate e pimentdo cultivadas em hidroponia. Os autores
concluiram que estudos adicionais seriam necessarios para avaliar a interagdo entre Phi e os
fertilizantes fosfatados.

Considerando o estimulo e a disseminagdo do uso de produtos a base Phi como fonte de P e/ou
complemento dos programas de fertilizacdo, seria importante a ampliagdo dos conhecimentos dos
efeitos desta molécula sobre o crescimento, a nutrigdo e o metabolismo dos vegetais. Isso se torna mais
importante, quando se considera a caréncia generalizada de P nos solos brasileiros, o que deve tornar
mais acentuado os efeitos da aplicacdo de Phi. Deste modo, estudos que promovam maior detalhamento

das interagdes entre as plantas e o Phi, contribuiriam para direcionar ao uso mais racional no ambiente.
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4. CRESCIMENTO E NUTRICAO FOSFATADA DE PORTA-ENXERTOS CiTRICOS
CULTIVADOS EM SOLUCAO NUTRITIVA

Resumo

Foi realizado em condigdes de casa-de-vegetagdo um experimento para avaliar o efeito de
concentrag¢des de fosforo (0,0125; 0,05; 0,2 e 0,8 mmol L'l) na solugdo nutritiva sobre o crescimento e
a nutricdo de porta-enxertos (PE) (limdo ‘Cravo’, citrumelo ‘Swingle’ e tangerinas ‘Cleopatra’ e
‘Sunki’). Apds 100 dias de cultivo, os PE foram coletados, ¢ separados em folhas, ramos ¢ sistema
radicular. Antes do término do experimento, amostras de folhas e raizes foram retiradas para
quantificacdo da atividade da fosfatase acida. Nas folhas, além do teor total (Pt), a separagdo de P em
suas diferentes fragdes (P inorganico, P-éster, P-acido nucléico) foi realizada. O suprimento de P a
solucdo nutritiva incrementou o numero de folhas, area foliar e o acimulo de MS do sistema radicular e
total das plantas. O teor de Pt e de suas respectivas fragdes nas folhas tiveram os teores elevados
mediante aplica¢do do nutriente, com os teores maximos correspondentes a: 1,25-1,32; 0,29-0,50; 0,68-
0,83 ¢ 2532 ¢ kg'l, para Pi, P-éster, P-acido nucléico e Pt, respectivamente. Diferengas para a
eficiéncia de absorc¢do e de utilizagdo de P foram observadas, sendo o limdo ‘Cravo’, o material mais
eficiente. A atividade da fosfatase acida nas folhas e na raiz apresentou correlacdo negativa com os
respectivos teores de P e confirmou a deficiéncia pelo nutriente. O Pt nas folhas associado ao maximo
crescimento dos PE, correspondeu a: 2.0; 24; 35¢ 23 g kgl', para tangerina ‘Cledpatra’, limdo
‘Cravo’, tangerina ‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’, respectivamente.

Palavras-chave: fragdes de P; eficiéncia de utilizacdo; eficiéncia absor¢do; fosfatase acida.
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GROWTH AND PHOSPHORUS NUTRITION OF CITRUS ROOTSTOCKS GROWN IN
NUTRIENT SOLUTION

Abstract

An experiment was set up under greenhouse conditions to study the effects of phosphorus (P) supply in
the nutrient solution (0.0125; 0.05; 0.2 ¢ 0.8 mmol L) on growth and P nutrition of citrus rootstocks
varieties (CRV, ‘Cleopatra’mandarin, ‘Rangpur’ lime, ‘Sunki’ mandarin and ‘Swingle’ citrumelo).
After 100 days of P treatments, the plants were harvested and further separated into leaves, stem and
root system. Before harvesting the experiment, samples of leaves and roots were collected to determine
acid phosphatase activity. P fractioning was performed in the leaves (inorganic, ester, acid nucleic and
total P). The phosphorus supply in the nutrient solution improved leaf number, leaf area, total plant and
root dry weight of the CRV, as well as concentration of total P and its fractions in the leaves. The range
of P fractions concentrations obtained for CRV corresponded to: 1.25-1.32; 0.29-0.50; 0.68-0.83 ¢ 2.5-
32 g kg, for Pi, P-ester, P-acid nucleic and P-total, respectively. ‘Rangpur’ lime was the most
efficient rootstock for phosphorus uptake and utilization. The acid phosphatase activity was negatively
correlated with P concentration in the leaves and root and confirmed P-deficient CRV. P-total related to
maximum CRV growth was 2.0; 2.4; 3.5 and 2.3 g kg for ‘Cleopatra’ mandarin, ‘Rangpur’ lime,
‘Sunki’” mandarin and ‘Swingle’ citrumelo, respectively.

Key-words: P-fractions; utilization efficiency; uptake efficiency; acid phosphatase.
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4.1. Introducio

As pesquisas envolvendo aspectos da nutricdo mineral de porta-enxertos (PE) citricos se
expandiram e contribuiram para avangos nas recomendagdes de manejo. Como alguns exemplos,
podem ser mencionados as investigacdes de tolerdncia dos PE a salinidade (Ruiz et al., 1999), a
deficiéncia por ferro (Pestana et al., 2005), e a toxicidade por aluminio (Pereira et al., 2003), ou ainda,
avaliacdes de respostas ao suprimento de cobre na solugdo nutritiva (Alva & Chen, 1995), boro (Mattos
Jr. et al., 2008) e nitrogénio no substrato (Esposti & Siqueira, 2004; Scivittaro et al., 2004; Sorgona et
al., 2006). Por outro lado, trabalhos envolvendo a relagdo entre disponibilidade de P no meio de
crescimento com aspectos da nutricdo e do metabolismo do nutriente sdo praticamente inexistentes.
Desta maneira, ndo ¢ possivel até o momento, proceder a classificagdo de tolerancia ao estresse por P
na regido da rizosfera entre os PE empregados na citricultura.

Avangos no entendimento da nutrigdo fosfatada de varias espécies de plantas foram alcan¢ados
por meio da identifica¢do e quantifica¢do das fra¢des que o P ¢ encontrado no tecido vegetal (Hogue et
al., 1970; Chapin et al., 1982; Hart & Jessop, 1983; Lopez-Cantarero et al., 1998; Close & Beadle,
2004; Santos et al., 2008). A caracterizagdo destas fra¢cdes permitiu melhor conhecimento da dinamica
de P, como por exemplo, a propor¢do ocupada pelo nutriente em formas orgénicas, que esta relacionada
a uma funcfo estrutural (P-acido nucléico; fosfolipideo), ou mais diretamente ao metabolismo
energético (P-éster) (Bieleski, 1973). Além disso, foi possivel identificar separadamente a por¢do do P
total representada pelo P inorgénico (Pi). O nutriente na forma inorganica desempenha a fun¢do de
regulador do metabolismo no citoplasma e de reserva no vacuolo, onde ¢ armazenado quando o
requerimento para o crescimento ¢ satisfeito, tendo a fungdo de manter a concentragdo constante no
citoplasma (homeostase) (Panigrahy & Sarla, 2009).

Apesar dos distintos papéis desempenhados por cada fragdo de P, até o momento ndo ¢
conhecido para os PE citricos, a variagdo dos teores das mesmas em fun¢do da disponibilidade do
nutriente, bem como possiveis diferencas entre os materiais genéticos. Além do fracionamento de P, a
determinacdo da atividade da fosfatase acida nas folhas e/ou raizes, por terem sua atividade aumentada
em condi¢des de deficiéncia (Lim et al., 2003), tem sido uma ferramenta interessante para estudos das
respostas dos vegetais a disponibilidade de P. Contudo, ainda ndo foi determinada a relagdo entre a
atividade da enzima com o estado nutricional e a eficiéncia de uso de P pelos PE.

A eficiéncia de uso de nutrientes tem sido amplamente empregada para avaliar a capacidade das

plantas em adquirir e utilizar nutrientes para producdo de biomassa (Gourley et al., 1993), além da
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habilidade em tolerar o estresse nutricional (Baligar et al., 2001). Esses autores complementaram que
incremento na eficiéncia de uso poderia reduzir os custos com fertilizantes, as perdas de nutrientes e
elevar a produtividade. Deste modo, seria importante para a cultura dos citros, em que varios materiais
genéticos sdo utilizados como PE, e portanto, os responsaveis pela absor¢do e transferéncia de
nutrientes para a PA, que fossem identificados aqueles com maior e menor potencial para tolerar
estresses nutricionais na regido da rizosfera. Neste contexto, o estudo da eficiéncia de absor¢do de P do
sistema radicular (EAP, unidade de P absorvido por unidade de MS de raiz) forneceria indicativos da
capacidade de suprimento de P as plantas. Respostas diferenciais de arvores enxertadas sobre distintos
PE a fertilizagdo com P foram constatadas em condi¢des de campo (Mattos Jr. et al., 2006). Tais
diferengas, a0 menos em parte, devem estar relacionadas a variagdes na EAP.

O desenvolvimento desta pesquisa foi baseado na hipotese que os PE comumente empregados
na citricultura respondem diferentemente a variagdo da disponibilidade de P. Desta maneira, o trabalho
foi conduzido com o objetivo de quantificar as respostas de crescimento e da nutri¢do por P de PE

submetidos a concentragdes do nutriente na solugdo nutritiva.

4.2. Material e Métodos
4.2.1. Condicoes de crescimento

O experimento foi realizado em condi¢cdes de casa-de-vegetacdo, no periodo de setembro a
dezembro de 2008. O delineamento experimental adotado foi de blocos ao acaso, num esquema de
parcela subdividida. As parcelas principais foram constituidas por concentragdes de P na solugédo
nutritiva (0,0125; 0,05; 0,2 e 0.8 mmol L'l), enquanto as subparcelas foram formadas pelos PE citricos:
tangerina ‘Cleopatra’ (Citrus reshni hort. ex Tanaka), limdo ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck), tangerina
‘Sunki’ [Citrus sunki (Hayata) hort. ex Tanaka] e citrumelo ‘Swingle’ [Citrus paradisi Macfad. cv.
Duncan x Poncirus trifoliata (L.) Raf]. Foram utilizadas quatro repeti¢des, totalizando 16 unidades
experimentais. A escolha dos PE foi baseada na importancia e representatividade para a citricultura
paulista. Segundo Pompeu Jr. (2005), estes PE respondem por 98% das mudas citricas produzidas no
Estado de Sdo Paulo, com destaque para o limdo ‘Cravo’ e a tangerina ‘Cledpatra’, que juntos
representam 72%. Além disso, resultados prévios da influéncia de cada material genético sobre a
nutricdo mineral da PA e respostas a fertilizagdo com P, foram preponderantes para a selecdo.

Os PE foram adquiridos em viveiro comercial. Foram selecionadas plantulas com idade

semelhante de semeadura e estdgio de desenvolvimento (2-3 pares de folhas). Elas foram acomodas no
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interior de casa-de-vegetacdo, onde durante 10 dias, receberam irrigagdes em dias alternados com
solucdo proposta por Sarruge (1975) e Furlani et al. (1999), diluida a % da forga i6nica e desprovida de
P.

O transplantio dos PE para a solugdo nutritiva ocorreu no dia 1 de setembro de 2008,
colocando-se 10 plantulas de cada material genético, os quais foram acomodados com auxilio de
espumas em orificios feitos em placas de acrilico colocadas sobre recipientes plasticos (caixas plasticas
de coloragdo escura), os quais continham 13,5 L de solugdo nutritiva. Para melhor aclimatagdo das
plantas ao novo ambiente de crescimento, os primeiros cincos dias de cultivo foram realizados em
solucdo diluida a 4 modificada daquela proposta por Sarruge (1975) e Furlani et al. (1999). Apds este
periodo, a solugdo nutritiva foi renovada por outra com concentragdo duas vezes maior, seguindo o
cultivo por mais cinco dias. No dia 10 de setembro, foram iniciados os tratamentos com as doses de P.
As plantas foram mantidas em solu¢do nutritiva basica, com os nutrientes presentes nas seguintes
concentracdes: 9,6 N (11% como NH;"), 3.6 K, 4,0 Ca, 1.2 Mg e 1.2 mmol L' deS;28 B, 54,0 Fe, 5.5
Mn, 2,1 Zn, 1,1 Cu e 0,01 pmol L' de Mo, tendo sido utilizadas como fontes: nitrato de calcio
(Ca(NOs3).4H,0), nitrato de amdnio (NH4NOs3), nitrato de potassio (KNOs), cloreto de potassio (KCl),
sulfato de potassio (K»SQO,), fosfato de potassio (KH,POy), sulfato de magnésio (MgSQy), acido bérico
(H3BO:3), sulfato de cobre (CuSO4.4H,0), ferro-EDTA (C;oH12N,OgFeNa.3H,0), sulfato de manganés
(MnS0O4.H,0), molibdato de sodio (Na,MoO.2H,0), sulfato de zinco (ZnSO;.7H,O). A solugédo
nutritiva foi renovada em intervalos de cinco a sete dias, mantendo-se os volumes dos recipientes
constantes com adi¢des didrias de agua deionizada. Aos 45 dias do transplantio para os recipientes,
objetivando maior espagamento entre as plantas, além de melhor uniformidade, realizou-se a remogao
de quatro plantas de cada PE por caixa, cultivando-se seis plantas até o final do experimento. O
fornecimento continuo de oxigénio as solugdes foi feito por meio de compressor de ar.

4.2.2. Avaliacdes do crescimento

Ap0s o periodo de 100 dias de cultivo em solugdo nutritiva com niveis variados de P, as plantas
foram coletadas e separadas em sistema radicular, ramos e folhas. Estas partes foram lavadas em agua
corrente ¢ deionizada, e colocadas para secar em estufa de circulagdo for¢cada de ar a 65 °C por 72 h.
No momento da coleta, procedeu-se a contagem do nimero de folhas (NF, folhas planta™) e a retirada
de discos foliares (16-20 discos por seis plantas), com o auxilio de furadores de rolhas, para estimativa

da area foliar (AF, cm? planta™). Apos os discos terem sido removidos, foram colocados para secar
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juntamente com todo o material vegetal coletado. Os discos foram pesados e procedeu-se a estimativa
da area foliar por meio de relacdo direta com a massa seca (MS) total de folhas.

Apo0s secagem, as diferentes partes foram pesadas em balanca analitica para a determinago da
producdo da MS total (MST, g planta™) e do sistema radicular (MSR, g planta™) de cada PE. Em
seguida, as amostras foram moidas e acondicionadas em vidros hermeticamente fechados até¢ a
realizagdo das analises.

4.2.3. Eficiéncia nutricional

A partir dos valores de MST e do contetdo total de P nas plantas (mg planta™), foram
calculados os seguintes indices: (a) eficiéncia de utilizagdo de foésforo (EUP, g2 mg) = (MST,
g)*/(contetdo total do nutriente na planta, mg) (Siddigi & Glass, 1981); (b) eficiéncia de absor¢do de
fosforo (EAP, mg g"') = (conteudo total do nutriente na planta, mg)/(MS do sistema radicular, g)
(Swiader et al., 1994).

4.2.4. Fracionamento de fésforo no tecido vegetal

A determinagdo dos teores P total (Pt) nas folhas, ramos e sistema radicular foi realizada
segundo os métodos descritos por Bataglia et al. (1983). Uma quantidade de 0,500 g de tecido vegetal
moido foi pesada em tubos de digestdo, seguindo-se a adigdo de acidos concentrados: 2 ml de acido
nitrico + 2 ml de acido perclorico. Os tubos foram acomodados em blocos digestores, os quais tiveram
a temperatura gradualmente elevada até 200 °C, permitindo que os acidos evaporassem e a digestdo do
material vegetal fosse completada. Os tubos tiveram o volume completado para 50 mL utilizando agua
ultra pura, e o conteudo transferido para frascos de vidro. A quantifica¢cdo da concentragdo de P no
extrato foi baseada na formagdo do complexo fosforo-molibdato, utilizando-se o acido ascorbico como
agente redutor na reagdo (Malavolta et al., 1997). A intensidade de cor formada foi determinada a um
comprimento de onde de 660 nm com auxilio de um Spectrofotometro Hitachi U-2000. A concentragdo
de Pt no tecido vegetal foi calculada com auxilio de uma curva padrdo previamente estabelecida, e
expressa em g kg™

O método de fracionamento de P nas folhas dos PE citricos foi aquele proposto por Close &
Beadle (2004), com base nas modifica¢des realizadas por Polglase et al. (1992). O equivalente a 0,160
g de amostras de tecido foliar seco foi pesado e colocado em tubos plasticos de centrifugas de 50 mL,
onde foram adicionados 20 mL de acido tricloroacético (TCA) 0,3 mol L™ a 4 °C. Os tubos foram
acomodados em suportes e colocados no interior de uma camara incubadora (do tipo BOD) com a

temperatura ajustada a 4 °C, onde permaneceram durante 1 h, com agitacdo manual a cada 10 min.
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Apos este periodo, foi feita a centrifugacdo das amostras por 15 min a 6000 rpm, em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi removido por sucgfo, colocados em frascos plasticos e armazenados a
4 °C, obtendo-se o primeiro extrato (Extrato A). O precipitado foi suspendido novamente em TCA 0,3
mol L™ a 90 °C, e deixado em banho termostatico durante 1 h a 90 °C, com agitagdes manuais a cada
10 min. Na sequéncia, foi realizada a centrifugagédo (15 min a 6000 rpm), obtendo-se o segundo extrato
(Extrato B). Uma sub-amostra (10-12 mL) de cada sobrenadante das extracdes a frio e a quente com
TCA (Extratos A e B) fol evaporada por secagem a 100 °C, seguindo-se a digestdo total com mistura
de acido nitrico e &cido perclorico concentrados. Os extratos obtidos foram diluidos com agua
deionizada para volume final de 25 ou 50 mL, transferidos para frascos plasticos e armazenados em
geladeira até a determinagéo da concentragdo de P.

Por este método de fracionamento, foram obtidas as seguintes fragdes de P: inorgénico, ésteres
de fosfato e acido nucléico. O P inorgénico (Pi) foi obtido a partir da leitura direta do Extrato A. A
partir dos valores de P da digestdo total deste mesmo extrato, foi subtraido os valores de Pi, obtendo-se
o P-éster. O P-acido nucléico foi determinado apos a digestdo total do Extrato B. A concentragdo de P
em cada uma das fragdes foi determinada pelo método colorimétrico do molibdato (Malavolta et al.,
1997).
4.2.5. Quantificacao da atividade da fosfatase acida (AFA) nas folhas e nas raizes

A determinagdo da atividade da fosfatase acida in vivo foi realizada segundo os procedimentos
descritos por Besford (1980) e Elliott & Lauchli (1986). Em amostras frescas do limbo foliar, evitando-
se a nervura central, foram retirados seis discos foliares de aproximadamente 5 mm de didmetro, os
quais foram colocados para incubar em tubos de ensaio contendo 1 mL de acetato de sodio 50 mmol L’
apH 50e 1 mL de 11,0 mmol L de paranitrofenilfosfato. Em seguida, os tubos permaneceram
durante 15 min em banho termostatico a 30 °C. Apos este periodo, aliquotas de 1 mL foram coletadas ¢
transferidas para tubos de ensaio ja contendo 2 mL de NaOH a 1 mol L™, de modo que a reagdo fosse
paralisada. Antes da leitura em espectrofotdmetro, foram adicionados 3,5 mL de agua deionizada em
cada tubo. As leituras foram imediatamente realizadas em espectrofotometro a 410 nm, confrontando-
se com uma curva padrdo de paranitrofenol. Os resultados foram expressos em pmol de paranitrofenol
por g de material vegetal fresco por min, correspondendo a atividade extracelular da enzima
(Fernandez & Ascencio, 1994).

Para analise da atividade extracelular da enzima nas raizes, fragmentos retirados a partir da

regido apical das raizes secundarias (Speir & Cowlling, 1991; Fernandez & Ascencio, 1994), dos PE
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crescidos em 0,0125 e 0.8 mmol L' de P foram incubados em tubos de ensaio contendo 1 mL de
acetato de sodio 50 mmol L™ a pH 5,0 e 1 mL de 11,0 mmol L' de paranitrofenilfosfato. Seguiu-se o
mesmo procedimento adotado para quantificagdo da atividade da enzima nas folhas, bem como a
expressdo dos resultados.
4.2.6. Analise dos dados

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia, considerando-se o esquema de parcelas
subdivididas. No caso de interagéo significativa entre as doses de P na solugdo nutritiva e os PE, os
efeitos das doses foram avaliados para cada PE por meio da analise de regressdo (ajuste linear ou
quadratico), e os PE, por sua vez, foram comparados entre si dentro de cada dose de P pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade. A partir dos ajustes do modelo quadratico, igualando-se a primeira
derivada a zero, foi determinado o valor da varidvel quantitativa (x, concentragdo de P na solugéo
nutritiva) que corresponderia a0 maximo valor da variavel resposta (y). Analises de correlagdes simples

foram realizadas para variaveis previamente selecionadas.

4.3. Resultados
4.3.1. Crescimento dos porta-enxertos citricos

Em todas as variaveis de crescimento foi observada interagdo entre PE e concentragdo de P na
solucdo nutritiva (Figuras 1 a 4 e Tabela 1). A magnitude dos incrementos e os ajustes das respostas
variaram entre os materiais estudados, refletindo resposta diferenciada dos PE em relagdo a
disponibilidade do nutriente.

O NF e a AF foram responsivos ao suprimento de P na solug@o nutritiva (Figuras 1 e 2). Por
exemplo, o NF do limdo ‘Cravo’ e do citrumelo ‘Swingle’, a AF da tangerina ‘Cledpatra’ e do liméo
‘Cravo’ apresentaram maximo crescimento com as concentragdes de P correspondentes a 0,52-0,54
mmol L™,

A MST dos PE mostrou efeito positivo ao fornecimento de P (Figura 3). A concentragdo mais
adequada do nutriente na solugdo nutritiva para o maximo acumulo de MS pelas plantas correspondeu
a: 0,52-0,58 mmol L' de P. Os resultados indicaram requerimento semelhante entre os PE, embora a
tangerina ‘Sunki’ tenha sido mais exigente do que os demais. Conforme observado para MST, a MSR

foi incrementada com a adi¢do de P na solugdo nutritiva (Figura 4).
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Figura 1. Efeito da concentracdo de fosforo sobre o numero de folhas (NF) de porta-enxertos
citricos cultivados em solugéo nutritiva. *P<0,05, **P<0,01.
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Figura 2. Efeito da concentracdo de fosforo sobre a area foliar (AF) de porta-enxertos citricos
cultivados em solugdo nutritiva. *P<0,05; **P<0,01.
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Confirmando a variagdo de vigor entre os materiais genéticos, diferengas no NF, AF, MST e

MSR foram observadas em todas as doses de P (Tabela 1). O limdo ‘Cravo’ apresentou o maior

crescimento durante o periodo experimental, seguido pelo citrumelo ‘Swingle’, e por fim as tangerinas,

com menores valores determinados para a ‘Cleopatra’.

A relacdo raiz/parte aérea ndo foi afetada pelos PE, indicando controle semelhante sobre a

parti¢do interna de carbono nas plantas. Por outro lado, o aumento da concentra¢do de P na solugo

nutritiva reduziu no acumulo relativo de biomassa nas raizes em relagdo a PA, principalmente entre a

primeira e as demais doses (Figura 5).
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Figura 3. Efeito da concentragdo de fosforo sobre a massa seca total (MST) de porta-enxertos
citricos cultivados em solug¢do nutritiva. *P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001.
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Figura 4. Efeito da concentracdo de fosforo sobre a massa seca do sistema radicular (MSR) de
porta-enxertos citricos cultivados em solugdo nutritiva. *P<0,05.

Tabela 1. Variagcdo no numero de folhas (NF), area foliar (AF), massa seca total (MST) e do sistema
radicular (MSR) entre porta-enxertos citricos, quando submetidos a variada disponibilidade de fosforo
na solu¢do nutritiva.

Porta-enxerto

Concentragdes de P (mmol L)

0,0125 0,05 0,2 0,8
NF (folhas planta'l)
‘Cleopatra’ 11,5b 140¢ 132¢ 145¢
‘Cravo’ 16,8 a 246 a 273 a 29,7 a
‘Sunki’ 125b 17,0 b 18,1b 21,8b
‘Swingle’ 153a 17.8b 19,6 b 21,1b
AF (em’ planta’l)
‘Cleopatra’ 26,5d 46,5d 375¢ 470c¢
‘Cravo’ 1289 a 261,1a 307,8 a 3393 a
‘Sunki’ 483 ¢ 778 ¢ 744 ¢ 116,7 ¢
‘Swingle’ 73,6 ¢ 113,3b 13540 1535b
MST (g planta™)
‘Cleopatra’ 0,46 d 0,79 ¢ 0,76 d 0,85c¢c
‘Cravo’ 296 a 593a 7,03 a 7,59 a
‘Sunki’ 0,88 ¢ 1,25¢ 1,51 ¢ 1,85¢
‘Swingle’ 2,33b 3,00b 3,18b 342b
MSR (g planta™)
‘Cleopatra’ 0,15b 0,21b 0,21d 0,22d
‘Cravo’ 0,88 a 122 a 128a 1,50 a
‘Sunki’ 0,28 b 0,34 b 0,35¢ 0,48 ¢
‘Swingle’ 0,82 a 0,98 a 0,92 b 1,09 b

As médias acompanhadas por letras mintisculas iguais na mesma coluna, nao diferem pelo teste de Duncan a 5%.
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Figura 5. Efeito da concentragdo de fosforo sobre a relagdo raiz/parte aérea (R/PA) de quatro porta-
enxertos citricos cultivados em solugdo nutritiva **P<0,01.

4.3.2. Estado nutricional por fosforo dos porta-enxertos citricos

Foi observada interagdo entre PE e concentrag¢do de P na solu¢do nutritiva para o teor de Pt e de
suas respectivas fragdes (Pi, P-éster e P-acido nucléico), indicando resposta variavel a disponibilidade
do nutriente (Figuras 6 a 9).

Ocorreu pouca variagdo entre os PE quanto a concentra¢do de P requerida para obtengdo do
maximo teor foliar de Pt (valores entre 0,53-0,59 mmol L' de P), com maior demanda para o citrumelo
‘Swingle’. As referidas concentragdes geraram teores de Pt, que variaram entre 2,5 ¢ 3,2 g kg’l, com
teor mais elevado para a tangerina ‘Sunki’. A diferenga entre o Pt nas folhas das plantas crescidas na
menor concentragdo de P com aquele estimado pelo modelo quadratico (Figura 6), correspondeu a
150% para o citrumelo ‘Swingle’ a 284% para a tangerina ‘Sunki’.

As concentragdes de P necessarias para a obten¢do dos teores maximos das demais fragdes do
nutriente nas folhas dos PE estiveram entre 0,50-0.60 mmol L. A partir destes valores, as seguintes
faixas de concentra¢do foram estabelecidas: 1,25-1,32; 0,29-0,50 ¢ 0,68-0,83 g kg’l, para P1, P-éster e
P-acido nucléico, respectivamente. A diferenca entre 0 menor teor € 0 maximo estimada para cada
fragdo foi variavel entre os PE. No caso do P-éster, os valores variaram de 262,5% para limao ‘Cravo’
a 733,3% para tangerina ‘Sunki’. Ja para o P-acido nucl€ico, a diferenca mais expressiva foi observada
para a tangerina ‘Cleopatra’, que foi equivalente a 300%. O P1 apresentou incrementos de 198% para o
limdo ‘Cravo’ e de 333% para a tangerina ‘Sunki’.

Na menor concentragdo de P (0,0125 mmol L) ndo foi detectada diferenca entre os PE para Pi
e P-éster, obtendo-se teores médios de 0,42 e 0,07 g kg™, respectivamente (Tabela 2). Enquanto que o
citrumelo ‘Swingle’ apresentou maior concentragdo de Pt e P-acido nucléico. Considerando que o teor
de Pi do ‘Swingle’ foi semelhante aos demais PE, a diferenga encontrada para o Pt foi resultante da

. . ~ A - ~ . \ -1
maior incorpora¢do de P na forma organica. Na concentracdo de P equivalente a 0,8 mmol L™, a
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tangerina ‘Sunki’ teve maiores teores de Pt, Pi e P-éster, sem contudo, ocorrer o mesmo para o P-acido
nucléico. Este PE apresentou menor incorporacdo do P contido nas folhas, mantendo maiores teores de
P1i, sobretudo nas concentragdes de 0,2 ¢ 0,8 mmol L!deP.

O Pi representou a maior propor¢do do Pt foliar, com valores variando de 42% a 60%, enquanto
que o P-acido nucléico ocupou 20% a 35%. O citrumelo ‘Swingle’ mostrou menor propor¢do de Pi e
maior de P-acido nucléico. A porcentagem de P-éster entre os PE foi homogénea, com maiores valores
porcentuais na concentragdo mais alta de P na solugdo nutritiva, mostrando média de 15% , contra 8%
na menor concentragio.

O Pt foi positivamente relacionado com o crescimento dos PE, sendo possivel estimar o teor de
Pt associado ao maior acumulo de MS (Figura 10). Estes teores corresponderam a 2.0; 2.4; 3,5 ¢
2.3 g kg, para tangerina ‘Cledpatra’, limdo ‘Cravo’, tangerina ‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’,
respectivamente, indicando varia¢do na exigéncia pelo nutriente. Correlagdes positivas também foram
estabelecidas entre a MST dos PE e os teores foliares das demais fracdes de P: MST x Pi (‘Cleopatra’
r=20,50; P=0,04; n=16; ‘Cravo’ r = 0,78; P = 0,0004; n = 16; ‘Sunki’ r = 0,76; P = 0,0007; n = 16;
Swingle’ r = 0,63; P = 0,008; n = 16), MST x P-éster (‘Cleopatra’ r = 0,59; P =0,01; n= 16; ‘Cravo’
r=0,66; P=0,01; n=16; ‘Sunki’ r=0,73; P =0,0014; n=16; ‘Swingle’ r = 0,70; P =0,003; n = 16)
e MST x P-acido nucléico (‘Cledpatra’ r =0,63; P =0,01; n=16; ‘Cravo’ r = 0,85, P <0,0001; n = 16;
‘Sunki’ r=0,72; P=0,0016; n=16; ‘Swingle’ r =76, P =0,001; n=16).
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Figura 8. Efeito da concentragdo de fosforo sobre o teor de P-éster nas folhas de porta-enxertos
citricos cultivados em solugdo nutritiva. **P < 0,01; *** P <0,001; ****P<0,0001.

Em condi¢do de menor disponibilidade de P na solugdo nutritiva (0,0125 mmol L' de P), foram
detectadas correlagdes significativas e positivas entre o acumulo total de MS dos PE com os teores de
P-éster (r = 0,59; P = 0,02; n = 16), apesar da pouca variagdo dos teores médios desta fracdo entre os
PE, e com P-acido nucléico (r = 0,60; P = 0,01; n = 16). Entretanto, ndo foi detectada correlagéo
significativa com o Pt (r =0,39; P = 0,13; n=16) ou Pi (r = 0,20; P = 0,46, n = 16). Esses resultados
forneceram indicativos de que em condi¢des de estresse mais acentuado por P, os PE detentores de
maior acumulo de MST apresentaram maiores teores de P-éster e/ou P-acido nucléico.

O incremento do teor de Pt em fungfo do aumento da disponibilidade do nutriente na solugéo
nutritiva, contribuiu para acréscimos nos teores foliares de outros nutrientes, conforme demonstrado
pelas correlagdes significativas com potassio (r = 0,30; P = 0,01; n = 64), calcio (r = 0,50 P < 0,0001;
n = 64), enxofre (r =0,45; P = 0,0002; n = 64), manganés (r =0,26; P = 0,04; n=64) e zinco (r = 0,28;
P =0,02; n=0,64), indicando efeito positivo sobre a absor¢do ¢ translocacdo destes nutrientes para a
parte aérea. Por outro lado, apresentou correlagdo negativa com o teor de ferro (r = -0,32; P = 0,01;

n=64).
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Tabela 2. Teores das fragdes de fosforo nas folhas de porta-enxertos citricos cultivados em variada

disponibilidade do nutriente na solugéo nutritiva.

Porta-enxerto

Concentragdes de P (mmol L)

0,0125 0,05 0,2 0,8
Pt(zke")
‘Cleopatra’ 0,86 b 1,32 ab 2,04 a 231D
‘Cravo’ 0,88 b 1,43 a 2,03 a 242D
‘Sunki’ 0,81 b 1,29 be 2,12 a 2,70 a
‘Swingle’ 0,98 a 1,19 ¢ 1,78 b 2.25b
Pi (g kg)
‘Cleopatra’ 0,41 a 0,53b 0,98 ab 1,12b
‘Cravo’ 0,44 a 0,66 a 0,94 ab 1,20 b
‘Sunki’ 0,42 a 0,54 b 1,13a 1,73 a
‘Swingle’ 041a 045¢ 0,89 b 1,07b
P-éster (g kg”)
‘Cleopatra’ 0,07 a 0,12a 0,20 be 0,35b
‘Cravo’ 0,08 a 0,13a 0,15¢ 0,32b
“Sunki’ 0,06 a 0,16 a 0,31a 0,43 a
‘Swingle’ 0,08 a 0,13a 0,27 ab 0,31b
P-acido nucléico (g kg™)
‘Cleopatra’ 0,17 ¢ 0,39b 0,46 ¢ 0,62 b
‘Cravo’ 0,27b 0,44 ab 0,55b 0,63 b
‘Sunki’ 0,25b 047a 0,53 be 0,59b
‘Swingle’ 0,36 a 0,47 a 0,64 a 0,71 a

As médias acompanhadas por letras minusculas iguais na mesma coluna, ndo diferem pelo teste de Duncan a 5%.
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Figura 10. Correlagdo entre o teor de Pt nas folhas com a massa seca total (MST) de porta-
enxertos citricos cultivados em solugdo nutritiva. *P <0,01; ** P <0,001; ***P<0,0001 (n=16).

4.3.3. Eficiéncia de absorcio e utilizagdo de fosforo

A eficiéncia de absor¢do de P (EAP) variou com o PE (Tabela 3) e com a concentragdo do
nutriente na solugdo nutritiva, sem contudo, ocorrer interagdo. O aumento da disponibilidade de P no
meio de crescimento reduziu a EAP, obtendo-se o modelo: § (EAP, mg g MS de raiz”' de P) =- 0,19x
(concentragdo de P na solu¢do nutritiva, mmol L'l) +3,9: R*= 0,55, P < 0,05. O limdo ‘Cravo’ foi o
PE mais eficiente na absor¢do de P, apresentando EAP 62.2-85,7% mais elevada do que os demais
(Tabela 3).

Em relacdo a eficiéncia de utilizagdo de P (EUP), foi observada interacdo entre PE e
concentra¢do de P (Figura 11 e Tabela 3), com o aumento da disponibilidade do nutriente resultando
em reducdo da EUP. Entretanto, tal decréscimo foi variavel, sendo o limio ‘Cravo’ o menos sensivel.
Os incrementos nos teores foliares de P se traduziram em utilizacdo menos eficiente do nutriente para a
producdo de biomassa vegetal, como demonstrado pelas correlagdes negativas entre EUP com Pi
(r=-0,34; P=0,01; n=64), P-éster (r = 0,36; P = 0,003; n=0,64) e Pt (r =0,30; P = 0,02; n = 64).
Entretanto, o referido padrdo ndo foi verificado com P-acido nucléico (r = -0,09; P = 0,46, n = 64), o

que foi dado possivelmente, pela funcdo estrutural desta forma do elemento nas plantas.
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Figura 11. Variagdo da eficiéncia de utilizacdo de fosforo para a producdo de biomassa (EUP) de
porta-enxertos citricos cultivados em solugdo nutritiva. **P < 0,01.

O citrumelo ‘Swingle’ e o limdo ‘Cravo’ foram mais eficientes na utilizagdo de P, com destaque
para este ultimo (Tabela 3). Apesar da redugdo da EUP dos PE em concentragdes mais altas do
nutriente na solugo nutritiva, a diferenga deste pardmetro entre o limdo ‘Cravo’ e o ‘Swingle’ foi
incrementada, passando de 28,0% na concentragdo de P equivalente 0,0125 mmol L, para 100,1%
naquela mais eleavada. Esta variacdo demonstrou o potencial do limdo ‘Cravo’ em utilizar o P
absorvido para ganho de biomassa, permitindo melhor aproveitamento do nutriente disponivel no
ambiente. Quando a comparagdo foi realizada com as tangerinas ‘Cleopatra’ e ‘Sunki’, aumentos na
EUP estiveram entre 526,7-933% e 273,8-752,7%, respectivamente. Os resultados refletiram a variagdo
entre os PE em relacdo a produgdo de MS por unidade de nutriente absorvido.

Objetivando identificar possivel relagdo entre as fragdes de P nas folhas com a EUP, correlagdes
simples foram estabelecidas. Para tal, foram escolhidos os dados dos PE na menor dose de P, condi¢do
na qual a EUP se torna um parametro mais importante para melhor adaptagdo dos vegetais. Correlagdes
positivas foram obtidas entre EUP com os teores de P-éster (r = 0,61; P = 0,01; n = 16) e P-acido
nucléico (r = 0,59; P = 0,01; n = 16), indicando que em condi¢des de disponibilidade restrita, a

incorporagdo de P na forma de ésteres de fosfato ou acido nucléico, foi favoravel ao uso mais eficiente
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do nutriente. Os PE traduziram a maior eficiéncia na utilizagdo de P em mais elevados ganhos de
biomassa, conforme refletido pela correlagdo entre EUP e MST (r=0,72; P <0,0001; n = 64).

Os indices EAP e EUP foram positivamente correlacionados (r = 0,64; P < 0,0001, n = 64),
demonstrando que os PE ao mesmo tempo em que apresentaram a capacidade de incrementar a taxa de
absor¢do por unidade de MS de raiz, também foram mais eficientes na conversdo do nutriente
adquirido em biomassa. Além disso, a EAP foi positivamente correlacionada com a MSR (r = 0,50;
P=0,0001; n=64).

Tabela 3. Eficiéncia de absor¢do (EAP) e de utilizagdo (EUP) de foésforo por quatro porta-enxertos
citricos cultivados em variada disponibilidade do nutriente na solu¢do nutritiva.

Porta-enxerto Concentracdes de P (mmol L)
0,0125 0,05 0,2 0,8
EAP (mg g) EUP (¢” mg’)
‘Cleodpatra’ 3,11b 405d 434 ¢ 1,91 ¢ 3,11¢
‘Cravo’ 5,20 a 2538 a 2988 a 19,73 a 17,65a
“Sunki’ 2,80b 6,79 ¢ 551c 3,05¢ 2,07c¢
‘Swingle’ 2,83b 19.83 b 20,56 b 11,51b 8,79b

EAP média das quatro concentracdes de P na solugdo nutritiva. As médias acompanhadas por letras mintsculas iguais na
mesma coluna, ndo diferem pelo teste de Duncan a 5%.

4.3.4. Atividade da fosfatase acida

A atividade da fosfatase acida nas folhas (AFAF) foi influenciada pelos PE e concentracdo de P,
sem ocorrer interagdo. AFAF reduziu com o suprimento de P, indicando relacdo negativa entre a
disponibilidade do nutriente no meio de crescimento e a atividade extracelular da enzima no tecido
foliar (Figura 12). Nos valores médios das concentragdes de P na solu¢do nutritiva, menor AFAF foi
determinada para citrumelo ‘Swingle’, sem diferenga entre os demais (Tabela 4). Além disso, foi
verificado que a AFAF foi negativamente correlacionada com o teor foliar de Pi (r =-0,42; P = 0,001,
n = 64), P-éster (r =-0,47, P < 0,0001; n = 64), P-acido nucléico (r = -0,68; P < 0,0001; n =64) e Pt
(r=-0,47; P < 0,0001; n = 64). Por outro lado, a AFAF ndo se correlacionou com a MST (r = -0,15;
P=021;n=64)e MSR (r=-0,16; P = 0,20, n=64).
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Figura 12. Valores médios da atividade da fosfatase acida nas folhas (AFAF) dos porta-enxertos
citricos cultivados em solug¢do nutritiva. **P<0,01.

Diferentemente do observado para AFAF, na atividade da enzima nas raizes (AFAR) ocorreu
interacdo entre PE e concentracdo de P (Tabela 4). AFAR das plantas cultivadas na menor
concentragdo de P (0,0125 mmol L") foi maior do que aquelas provenientes do tratamento com
0,8 mmol L' do nutriente, exceto para o citrumelo ‘Swingle’. Os acréscimos na AFAR corresponderam
a 89,5%; 120,3% e 156,7% na “Cledpatra’, ‘Cravo’ e ‘Sunki’, respectivamente. Na maior concentragdo
ndo foi constatado diferenga entre os PE. Entretanto, para a concentracdo de 0,0125 mmol L'deP, o
limdo ‘Cravo’ apresentou maior AFAR, sem diferir da tangerina ‘Sunki’. Valor intermediario foi
verificado para ‘Cledpatra’, enquanto o citrumelo ‘Swingle” demonstrou menor AFAR.

Tabela 4. Atividade da fosfatase acida nas folhas (AFAF) e nas raizes (AFAR) de porta-enxertos
citricos cultivados em variada disponibilidade de fosforo na solugdo nutritiva.

Porta-enxerto AFAR
AFAFY 0,0125 mmol L' de P 0,8 mmol L™ de P
umol nitrofenol g” min™
‘Cleodpatra’ 0,53 a 0,35 bA 0,19 aB
‘Cravo’ 0,52 a 0,54 aA 0,24 aB
“Sunki’ 0,47 ab 0,43 abA 0,17 aB
‘Swingle’ 0,40 b 0,21 cA 0,24 aA

I 1 ~ 1
MOs valores para cada porta-enxerto representam a média das concentragdes de P. As médias acompanhadas por letras
minusculas iguais na mesma coluna e por letras maiusculas na mesma linha ndo diferem pelo teste de Duncan e teste F a
5%, respectivamente.

4.4. Discussao dos Resultados
4.4.1. Suprimento de fosforo e crescimento dos porta-enxertos citricos

O decréscimo da AF devido a deficiéncia por P foi refletido em menores ganhos de biomassa,
como demonstrado pela relagdo positiva estabelecida entre AF e MST (r = 0,98; P <0,0001; n=64) e
MSR (r =0,74; P < 0,0001; n = 64). A area foliar foi o pardmetro mais afetado em plantas de soja

cultivadas em condi¢des de deficiéncia por P (Fredden et al., 1989). A reducdo da area foliar do
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feijoeiro em condi¢gdes de estresse pelo nutriente foi associada primeiramente com a reducdo no
aparecimento de folhas, mais do que prejuizos na elonga¢@o de folhas individuais e o tamanho final
(Lynch et al., 1991). Entretanto, segundo estes autores, ¢ possivel que os efeitos iniciais da deficiéncia
de P sobre a expansio foliar reduza a disponibilidade de carbono, comprometendo desta maneira todo o
desenvolvimento da planta. A redug¢do na expansio foliar também pode ocorrer devido a interagdes
entre P e transporte de agua, o qual ¢ reduzido na condi¢@o de deficiéncia pelo nutriente (Radin &
Eindenbock, 1984). Segundo Fredden et al. (1989), a diminui¢do na expansdo foliar é devida a
insuficiéncia de fosfato para expansao de células da epiderme. Além disso, o suprimento sub-otimo de
P limita a divisdo celular no meristema apical da PA (Chiera et al., 2002). Foi preconizado que o ganho
de biomassa por unidade de area foliar é menor em plantas com estresse por falta de P. Isto ocorre
devido a maior demanda respiratoria de tecidos heterotroficos, com perdas mais elevadas do carbono
fixado em plantas deficientes (Lynch et al., 1991).

A restri¢do ao crescimento das plantas cultivadas em condigdes de menor disponibilidade de P
¢ resultado das fun¢des desempenhadas por este elemento como componente estrutural, participante da
transferéncia de energia e regulagdo do metabolismo vegetal, além das interagdes com demais
nutrientes, afetando os processos de absor¢do, translocagéo e assimila¢do (Duff et al., 1994; Marschner,
1995). Em relagdo aos PE, houve estimulo a absor¢do e transporte de nutrientes para a PA, como
demonstrado pelas correlagdes positivas entre teores foliares de P com vdarios nutrientes. A restricdo ao
crescimento dos PE devido ao comprometimento das fungdes do P como participante do metabolismo
energético e formagdo das estruturas, foi relacionada aos teores mais baixos de P-éster e P-acido
nucléico, respectivamente, pois os ganhos de MS das plantas foram acompanhados de incrementos
destas fragdes de P nas folhas. A mesma inferéncia pode ser aplicada ao Pi, que estaria atuando como
regulador do metabolismo vegetal, como no processo fotossintético. Embora nfo tenha sido
contemplado no presente estudo, ¢ estabelecido o efeito negativo da deficiéncia por P sobre a
fotossintese, e consequentemente sobre o crescimento (Rao & Terry, 1995).

A deficiéncia por P altera a parti¢do de biomassa para drgdos ndo fotossintéticos, por limitar o
crescimento da parte aérea mais do que das raizes (Lynch et al., 1991). Isto estd de acordo com os
resultados encontrados neste trabalho para a relagdo raiz/parte aérea (R/PA). Houve maior acumulo
relativo de biomassa no sistema radicular dos PE em disponibilidade restrita do nutriente, devido a

distribui¢do preferencial de fotoassimilados para as raizes (Fredeen et al., 1989). O acumulo relativo de
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MS nas raizes foi dependente do estado nutricional da PA, uma vez que, correlagdo negativa foi
estabelecida entre o Pt nas folhas e R/PA (r=-0,30, P=0,01; n=64).

Apesar da R/PA ter sido aumentada, o crescimento absoluto das raizes foi reduzido quando as
plantas foram cultivadas em baixa concentracdo de P. Resposta positiva para o acimulo de MS no
sistema radicular foi obtida quando houve o suprimento do nutriente para plantas cultivadas em
condi¢des de deficiéncia (Urich et al., 2003; Wissuwa et al., 2005; Faye et al., 2006). Portanto, o
adequado suprimento de P se torna mais importante ao se considerar que o menor crescimento das
raizes podera restringir o volume de solo explorado, comprometendo o aproveitamento de agua e
demais nutrientes.

4.4.2. Estado nutricional por fosforo dos porta-enxertos citricos

A faixa de concentragdo de P na solugédo nutritiva utilizada neste estudo foi adequada para a
obten¢do de plantas com diferente estado nutricional. Foi possivel determinar as concentragdes
maximas do nutriente na solu¢do nutritiva e avaliar as respostas diferenciais dos PE quanto a
disponibilidade do nutriente. Entretanto, a resposta distinta dos PE ao suprimento de P ndo foi
constatada por Fonseca et al. (1994), pois ndo encontraram interac¢ao significativa entre doses de P ¢ PE
(lim&o ‘Cravo’ e tangerina ‘Cledpatra’) em relagédo ao teor do nutriente na PA, o que foi relacionado
aos teores ja elevados de P no substrato organico por ocasido da adubagio.

Nos procedimentos de analise foliar, o teor total de P ¢ normalmente determinado. Contudo, o
nutriente ocorre em diferentes formas no tecido vegetal, as quais se diferenciam por suas fungdes no
metabolismo. Desta maneira, o conhecimento destas fragdes poderia contribuir para melhor
compreensdo das respostas das plantas citricas a disponibilidade do nutriente. No presente estudo tal
suposic¢do foi confirmada, pois na menor dose de P, os teores de P-éster e de P-acido nucléico foram
positivamente correlacionados com a MST e EUPT dos PE, enquanto que o mesmo ndo ocorreu com
Pt. Isto significou que em condigdes de estresse, os materiais genéticos que apresentaram teores mais
elevados destas fragdes tiveram maiores ganhos de MS.

Além do teor total, todas as fragdes de P nas folhas aumentaram com a adi¢do de P na solugdo
nutritiva. Estes resultados concordam com aqueles encontrados para varias espécies de plantas e
condig¢des de cultivo (Bielieski, 1968; Hogue et al., 1970; Chapin et al., 1982; Chapin & Kedrowski,
1983; Hart & Jessop, 1983; Furtini Neto et al., 1998). O aumento porcentual do teor de Pi entre o
obtido na concentra¢do minima ¢ na maxima de P na solugdo nutritiva esteve entre 198-333%,

confirmando ser uma fra¢do responsiva ao elemento, o que justificaria o seu uso na avaliagdo do estado
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nutricional (Skiner et al., 1987). A concentracdo de todas as fragdes de P em folhas de capim-
estilosantes aumentou com a aplicagdo do elemento em solo deficiente, sendo os maiores incrementos
observados para o Pi (Hart & Jessop, 1982). Quando o requerimento para o crescimento ¢ atendido,
aumento da concentragdo de P no tecido ¢ devido principalmente ao Pi, que se acumula nos vacuolos
(Bieleski, 1973).

Considerando a constante variagdo no suprimento de P do solo para as plantas, o
armazenamento de Pi seria uma estratégia importante. Isto porque, quanto mais elevados os seus teores
foliares, maior a probabilidade da planta suportar a interrup¢do no fornecimento do P, pois ocorreria a
mobilizagdo do Pi vacuolar para o citoplasma (Fernandes et al., 2000). Neste contexto, quando o
suprimento de P no meio de crescimento foi abundante, a tangerina ‘Sunki’ foi o PE com maior
potencial para armazenamento de Pi nas folhas. Por outro lado, as reservas de Pi seriam de menor
importancia para o citrumelo ‘Swingle’, uma vez que apresentou os menores teores desta forma de P.

Apesar de terem sido encontradas variagdes dos teores absolutos das fragdes de P entre os PE, e
principalmente entre as doses de P na solugdo nutritiva, as fragdes de P ocuparam proporgdes
semelhantes no tecido foliar. Tal constatagdo indicou que mesmo havendo diferenga na quantidade total
de P nas folhas, a planta citrica apresentou tendéncia em manter uma propor¢do constante entre as
fragdes. Maiores diferengas foram encontradas ao serem avaliadas folhas provenientes de diferentes
espécies (Close & Beadle, 2004). Estes autores constataram que a propor¢do de P insoluvel foi maior, e
o P inorgéanico menor em folhas de Eucalyptus globus quando comparado ao Eucalyptus nitens.

4.4.3. Eficiéncia nutricional de fosforo em porta-enxertos citricos

Os resultados obtidos confirmaram a variagdo entre os PE citricos quanto a eficiéncia de uso de
P (EAP e EUP). As diferencas ocorreram porque os componentes genéticos e fisiologicos das plantas
apresentam acentuado efeito na habilidade das mesmas de absorver e utilizar os nutrientes nas mais
variadas condi¢des ambientais (Baligar et al., 2001). Como o limdo ‘Cravo’ foi o material com maior
EAP, espera-se que para cada unidade de MS do sistema radicular, essa planta (incluindo a variedade
copa) tenha maior capacidade para adquirir o nutriente do solo. Varios mecanismos sdo relacionados
com a maior ou menor eficiéncia do sistema radicular de uma determinada espécie ou variedade para
absor¢do de P, como: 1) o crescimento diferencial do sistema radicular (aloca¢io de biomassa); ii)
mudanga da arquitetura das raizes, com incremento do numero e comprimento dos pélos radiculares;
1i1) associagdes com micorrizas; iv) alteracdes da rizosfera, mediante a exudacdo de acidos orgénicos,

alteragdo do pH e liberacdo de fosfatases, que atuam no sentido de incrementar a disponibilidade do
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nutriente, deixando-o disponivel para o processo de absor¢do; v) aumento da taxa de absor¢do das
raizes mediante alteracdo na expressdo de transportadores de fosfato de alta afinidade (Drew, 1975;
Liu, 1998; Marschner, 1998; Syvertsen & Graham, 1999; Bates & Lynch, 2000; Hammond et al., 2004;
Hernans et al., 2006).

A eficiéncia de uso de P torna-se mais importante em condi¢des de baixa disponibilidade do
nutriente, por permitir melhor adaptacdo ao estresse nutricional. Isto fol mostrado para todos os PE,
pois a EUP foi negativamente correlacionada com o teor de Pt e de suas fragdes. A reducdo de
parametros de eficiéncia nutricional com aumento da disponibilidade do nutriente no meio de
crescimento € conhecida para outras espécies de plantas, como pinus (Elliot & White, 1994) e feijdo-
caupi (Sanginga & Singh, 2000). E bem estabelecido que os incrementos na absor¢do e acumulo de
nutrientes, ndo sdo acompanhados na mesma propor¢do dos ganhos de MS pelas plantas (Marschner,
1995).

Varios eventos devem explicar as redu¢des na EUP em doses mais elevadas do nutriente, pois
certamente, nesta condi¢do outros fatores foram mais importantes do que a propria disponibilidade do
elemento, como a interagdo com outros nutrientes, os ganhos de carbono por meio da atividade
fotossintética, ou mesmo o potencial genético para o crescimento. Em elevada disponibilidade, os
vegetais armazenam o P no vactolo na forma inorganica, o qual contribui para elevar o teor do
nutriente nas folhas, porém sem participar diretamente de reacdes metabdlicas ou formacdo de
estruturas como acido nucléico e membranas (fosfolipideos). Por outro lado, as plantas em situa¢des de
deficiéncia do elemento, atuam para maximizar o seu uso, com o P vacuolar contribuindo em menor
propor¢do para o Pt. A variagdo na EUP encontrada entre os PE foi acentuada, confirmando a
variabilidade existente entre os materiais estudados para o metabolismo de P. A capacidade dos PE em
direcionar a alocac¢do do P foliar para as fragdes P-éster e P-acido nucléico foi relacionada com o uso
mais eficiente do elemento, sobretudo em disponibilidade restrita. Entretanto, nesta condi¢do de
estresse nutricional, outros fatores devem ter sido preponderantes em determinar a EUP destas plantas,
apesar dos conhecimentos ainda limitados das bases que governam as diferencas. Algumas explicagcdes
tém sido relacionadas com varia¢des na agdo de enzimas na rota da glicolise, as quais operam através
de rotas alternativas do catabolismo de carboidratos durantes estresse por P, o que contribui para uso
mais eficiente do nutriente por meio de sua reciclagem, redugcdo de consumo e a utilizagdo de fracdes

alternativas, como o pirofosfato (Theodoru & Plaxton, 1993; Shenoy & Kalagudi, 2005).
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4.4.4. Atividade da fosfatase acida

A determinacdo da atividade da fosfatase acida nas folhas (AFAF) e/ou nas raizes (AFAR), tem
sido uma caracteristica comum em estudos que avaliam as respostas dos vegetais ao estresse por P.
Entretanto, o carater diagnostico do estado nutricional por P seria mais facilmente estabelecido para
quantificagdo da atividade nas folhas, sobretudo, pela facilidade de amostragem e defini¢do de padroes
quando comparado as raizes (Ascencio, 1994). A proposi¢do do emprego da AFAF para avaliagdo do
estado nutricional, foi baseada em sua relagdo negativa com o teor foliar de P encontrado para varias
culturas (Besford, 1979; O’Connell & Grove, 1985; Elliott & Lauchli, 1986; Silva & Basso, 1993; Yan
et al.,, 2001; Raposo et al., 2004). Além disso, devido a baixa especificidade por substratos, ¢
presumido que as fosfatases estejam envolvidas na hidrdlise ndo especifica de P organico, contribuindo
para a elevagdo da quantidade disponivel de Pi (Duff et al., 1994).

No presente estudo foi marcante o efeito do aumento da disponibilidade de P na solugdo
nutritiva sobre a redugdo da AFAF, principalmente entre a primeira dose e as demais (Figura 12). A
AFAF ¢ induzida por condi¢des de deficiéncia do nutriente (Fernandez & Ascencio, 1994), e a sua
atividade é elevada devido a um aumento na sintese da enzima (Reid & Bieleski, 1970; Besford, 1979).
Além disso, foi verificado para os PE que a AFAF foi negativamente correlacionada com o teor foliar
das varias fragdes de P, incluindo do Pt. Efeitos semelhantes também foram obtidos para plantas de
berinjela (r = -0,92) e de feijdo (r = -0,78) submetidas a doses crescentes de P (Lopez-Cantero et al.,
1998; Chavez et al., 2009), o que segundo os autores, confirmaria o valor diagndstico da enzima.
Entretanto, apesar das correlagcdes significativas obtidas para os PE, as maiores diferencas foram
estabelecidas com os teores foliares de Pt obtidos na menor concentragdo de P na solugdo nutritiva em
relagdo as demais. Ou seja, apesar dos incrementos do Pt entre a segunda e ultima dose do nutriente,
ndo houve queda da atividade da AFAF na mesma propor¢do, sendo a AFA mais sensivel em detectar
variag@o no estado nutricional do PE quando a deficiéncia foi severa. Isto ja foi apontado por Elliot &
Lauchli (1986) para atividade da enzima quantificada em discos foliares de plantas de milho. Segundo
os autores, a AFAF ndo foi habil para refletir variagdo no estado nutricional por P em condigdes
incipientes ou moderadas de deficiéncia, sendo eficiente somente para plantas severamente deficientes.
A aplicabilidade da AFAF como diagnose se tornou mais restrita, ao ser considerado que a atividade da
enzima nio se relacionou com a MST das plantas ao final do experimento, mesmo com 0s acréscimos

concomitantes de crescimento e dos teores de Pt nas folhas. Desta maneira, seria importante para
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plantas citricas, que o uso da AFAF fosse complementado com a determinagdo dos teores foliares de P
para a identificag@o de deficiéncias mais brandas.

Independente da disponibilidade de P, o efeito do material genético também foi constatado
sobre a AFAF, sendo o citrumelo ‘Swingle’ o PE com o valor mais baixo. A variagdo na AFAF entre
plantas de Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata ou entre genotipos de arroz foi atribuida a
diferencas nos teores da proteina e/ou atividade especifica de diferentes isoenzimas (Fernandez &
Ascencio, 1994; Lim et al., 2003).

Os resultados do trabalho demonstraram claramente o efeito da disponibilidade de P na solugéo
nutritiva e do PE sobre a atividade da fosfatase &cida secretada pelas raizes. Na condi¢do de maior
disponibilidade de P (0,8 mmol L) ndo houve diferenca entre os PE para AFAR, indicando que em
condig¢des de suficiéncia do nutriente, nenhum dos materiais alterou o nivel de secre¢do da enzima na
regido da rizosfera. Exceto para o citrumelo ‘Swingle’, a AFAR foi mais elevada no tratamento com
0,0125 mmol L' de P. Além disso, essa concentragdo permitiu a separa¢do na capacidade dos PE
quanto a secre¢do da enzima na regido da rizosfera em condi¢des de estresse pelo nutriente. Em plantas
de mostarda cultivadas em hidroponia, o nivel de fosfatase acida secretada nas raizes foi mais alto para
a concentracdo de 0,01 mmol L de P do que em 1 mmol L™ de P (Haran et al., 2000). O aumento da
atividade da AFAR com a reducdo da disponibilidade de P na zona radicular tem sido documentado em
outras pesquisas (Yun & Kaepler, 2001; Nanamori et al., 2004; Tomscha et al., 2004), sendo
considerado uma das mais marcantes respostas das plantas a deficiéncia por P.

A indugdo da atividade desta enzima em raizes de brassicas (B. nigra) foi considerada como
uma consequéncia direta de incrementos na sintese da proteina (Duff et al., 1991) ou a ativagdo de
enzima pré-existente em plantas de Arabidopsis (Coelho, 2002). A alteragdo da AFAR tem sido
relacionada ao estado nutricional da PA, sendo incrementada quando a concentragdo interna de P atinge
niveis de estresse pelo nutriente (Furlani et al., 1984) ou quando ha decréscimos no proprio teor
absoluto de P nas raizes (Speir & Cowling, 1991). Para os PE citricos, resultados semelhantes foram
encontrados, sendo a AFAR negativamente correlacionada com o teor de Pt nas folhas (r = -0,66;
P<0,0001; n = 32) e na prépria raiz (r = -0,63; P=0,0001; n = 32). Em plantas de tomate, a expressdo
de genes relacionados a atividade da enzima foi regulada pela concentragéo interna de P, sendo maior
em plantas desprovidas do elemento na solugéo nutritiva (Baldwin et al., 2010).

Considerando que a fosfatase acida nas raizes promove a quebra de varios ésteres de fosfato e

libera Pi na solugdo do solo, disponibilizando-o para absor¢do pelo sistema radicular (Quisel et al.,
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1996; Tomscha et al., 2004), os resultados com os PE indicaram que em condi¢des de estresse por P,
existem diferencas potenciais entre os materiais genéticos para o aproveitamento do P orgénico
presente no solo. Considerando que a fracdo orgdnica pode representar uma importante por¢ao
(30-80%) da quantidade total do P em areas cultivadas (Bieleski, 1973), a maior AFAR contribuiria
para a aquisi¢do do nutriente, levando a maior EAP e consequentemente a minimiza¢do do estresse
nutricional. A variagdo da AFAR entre gendtipos, quando as plantas foram crescidas em baixa
disponibilidade de P na solug@o nutritiva, também foi detectada para outras culturas, como o sorgo

(Furlani et al., 1984), feijdo (Helal, 1990), arroz (Lim et al., 2003) e milho (Machado & Furlani, 2004).

4.5. Conclusdes

Os porta-enxertos citricos, quando submetidos ao suprimento de P na solugdo nutritiva,
mostraram varia¢do nas respostas de crescimento e no estado nutricional. O incremento do teor foliar
de Pt e de suas fragdes (Pi, P-éster, P-acido nucléico) foi acompanhado de ganhos no crescimento. A
capacidade de aquisi¢do e a conversdo do P acumulado em biomassa foram mais elevadas para o liméo
‘Cravo’, indicando ser o material com maior potencial para aproveitamento do nutriente disponivel no
ambiente. A quantificagdo da atividade da fosfatase acida nas folhas foi util para confirmar a
deficiéncia severa por P. Entretanto, seria importante que tal avaliacdo estivesse associada a
determinacdo dos teores foliares do nutriente. A atividade desta enzima na raiz foi induzida por
deficiéncia de P, e deve contribuir para absor¢do mais eficiente do nutriente pelo limdo ‘Cravo’,

principalmente em condi¢des de baixa disponibilidade.
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5. CRESCIMENTO INICIAL E NUTRICAO DE PLANTAS JOVENS DE LARANJEIRA EM
FUNCAO DO PORTA-ENXERTO E LOCALIZACAO DA ADUBACAO COM FOSFORO

Resumo

No manejo da adubagdo e nutri¢do de plantas citricas, persistem questionamentos sobre a melhor forma
de distribuicdo do fertilizante fosfatado no solo por ocasido da instalagdo dos pomares. Além disso, a
magnitude de respostas de plantas de laranjeira ao suprimento de fosforo (P) tem se mostrado
dependente da combinagdo copa/porta-enxerto. Desta maneira, foi conduzido um experimento em
condi¢des de casa-de-vegetacdo, utilizando plantas jovens de laranjeira ‘Péra’ enxertada sobre
tangerina ‘Cledpatra’ ou limdo ‘Cravo’ submetidas a doses (20, 40 ou 80 mg kg™ solo de P), que foram
aplicadas em diferentes camadas de solo (0-0,28m ou 0,29-0,56 m). Durante o experimento, folhas
maduras foram coletadas para quantificagdo da atividade da fosfatase acida (AFAF) e teor de P total
(Pt). Ao final de 12 meses de cultivo em contéineres, as plantas foram colhidas e separadas em folhas,
ramos ¢ raiz. Independentemente do porta-enxerto, as plantas responderam positivamente ao
fornecimento do P em solo deficiente, com acréscimos correspondentes a 15,1% no acumulo total de
MS em relagdo ao tratamento sem adigdo de P. As plantas da combinacio laranja ‘Péra’/limdo ‘Cravo’
produziram 11,1% e 7,8% mais MS de raizes e MS total, respectivamente, do que as plantas
‘Péra’/tangerina ‘Cleopatra’. Além disso, as plantas desta ultima combinagdo absorveram somente 67%
da quantidade de P determinada para ‘Péra’/‘Cravo’. As plantas ‘Péra’/‘Cleopatra’ foram
caracterizadas como menos eficiente na absor¢do de P e com maiores valores de AFAF ao longo do
periodo experimental, o que possivelmente refletiu a menor capacidade do sistema radicular destas
plantas para a absor¢do de P e atender a demanda dos novos fluxos de crescimento pelo nutriente. A
distribuicdo homogénea do fertilizante entre as camadas de solo, demonstrou ser um procedimento
potencialmente benéfico para crescimento e nutricdo fosfatada de plantas jovens de laranjeira. A mais
baixa capacidade de aquisi¢do de P pelas plantas de ‘Péra’/‘Cleopatra’ foi resultante da menor
eficiéncia de absor¢do e crescimento absoluto do sistema radicular.

Palavras-chave: citros; nutri¢gdo mineral; fertilizante fosfatado; sistema radicular; deficiéncia por P.
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GROWTH AND NUTRITION OF YOUNG CITROS TREES ACCORDING TO ROOTSTOCK
VARIETY AND P FERTILIZER PLACEMENT

Abstract

There are still doubts about management of phosphorus fertilization in citrus orchards, mainly at the
moment of plants establishment in the field. Moreover, the rootstocks have been an important
component in determining citrus responses to P fertilization. A greenhouse experiment was carried out,
in which ‘Péra’ sweet orange on two rootstocks (‘Rangpur’ lime or ‘Cleopatra’ mandarin) were
subjected to P rates (20, 40 or 80 mg P kg soil™") applied at different soil layers (0-0.28 m or 0.29-0.56
m). During the experiment mature leaves were sampled to quantify acid phosphatase activity and total
P content. After 12 months, the plants were harvested and separated into leaves, stem and root system.
Regardless of the rootstocks, the P fertilization was beneficial for plant growth. The P fertilized plants
produced 15.1% more dry mass than unfertilized ones. The ‘Péra’/’Rangpur’ plants had higher values
of root and shoot dry mass as well total P accumulated and phosphorus uptake efficiency than
‘Péra’/’Cleopatra’, that showed higher phosphatase acid activity (APA) in the leaves and accumulated
only 67% of the total P determined in ‘Péra’/‘Rangpur’. The higher APA of ‘Péra’/’Cleopatra’ might
have been related to lower capacity of its root system to uptake P and meet shoot demand. More
uniform distribution of P fertilizer in the soil was an important practice to improve growth and P
nutrition of young citrus trees. The lower phosphorus uptake efficiency and root growth of
‘Péra’/’Cleopatra’ resulted in lower capacity of P acquisition than ‘Péra’/‘Rangpur’ plants.

Key-words: citrus; fertilization; rootstock; growth; mineral nutrition.
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5.1. Introducio

O fosforo (P) ¢ um nutriente limitante ao crescimento e produtividade das culturas em grande
namero de areas cultivadas. Em fungéo da caréncia generalizada de P nos solos brasileiros, a presenga
de sintomas visuais da deficiéncia deste nutriente e de resultados mostrando respostas a sua aplicagdo
sdo comuns em pomares de laranja, o que possivelmente se explica por situacdes em que a
disponibilidade do nutriente no solo estd abaixo do nivel critico para a cultura. A fertilizacdo com até
52 kg ha™' de P em plantas adultas de laranja ‘Péra’ afetou positivamente a produgdo (t ha™) e o peso
médio de frutos, além da porcentagem de suco e da relagdo solidos soluveis/acidez (Sobral et al., 2003).
Por outro lado, Quaggio et al. (2004) ndo constataram efeito da adubacdo fostadada sobre o
crescimento (volume da copa) de plantas de laranja ‘Péra’ enxertada sobre limdo ‘Cravo’, o que foi
atribuido aos teores ja relativamente elevados de P no solo (22 mg dm™). Em plantas adultas, as
respostas a aplicacdo de P sdo de maior probabilidade em solos com teores de P menores do que
20 mg dm™ (Quaggio et al., 1998).

Apesar dos importantes resultados sobre as respostas das plantas citricas ao aumento da
disponibilidade de P no solo por meio da fertilizagdo, devido a busca por pomares mais vigorosos ¢
produtivos, questionamentos ainda persistem sobre a melhor forma de distribui¢do da adubagdo
fosfatada no sulco de plantio (melhor combinagéo entre dose e posicionamento do adubo). Qual seria a
eficiéncia da aplicagdo de dose Unica na camada superficial do sulco de plantio, em relagdo ao seu
parcelamento em duas profundidades (por exemplo, aos 0,25-0,30 e 0,50-0,60m)? Estes
questionamentos sdo baseados em observagdes de campo, onde plantas jovens de laranjeira tém
mostrado sintomas de deficiéncia por P (Mattos Jr. et al., 2005), o que deve caracterizar limitagdes ao
desenvolvimento. Além disso, a demanda por P ¢ relativamente maior nos primeiros anos apos o
plantio, porque as plantas exploram menor volume de solo e apresentam taxa de crescimento mais
elevada do que a planta adulta (Quaggio et al., 2004, 2005). Uma opg¢do para estudar o efeito do
posicionamento do fertilizante sobre o crescimento e nutrigdo de citros, seria a condugdo de
experimentos em condi¢gdes controladas, como o cultivo em vasos, pois permite maior controle sobre a
variagdo das formas de distribui¢do. Por exemplo, a influéncia das formas de aplicagdo de P no solo
sobre o crescimento de mudas de Eucalyptus pellita em casa-de-vegetagdo foi estuda por Leite et al.
(2009). Os autores verificaram que a producdo de MS da parte aérea foi altamente influenciada pela
forma de localizagdo do P no solo e apresentou baixa relagdo com a quantidade total do nutriente

aplicada no vaso.
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As respostas de plantas citricas a adubagdo fosfatada t€ém se mostrado dependente da
combinagdo copa/porta-enxerto. Em resultados de experimentagdo de campo, foi observado que na fase
de formagdo, a resposta da laranjeira a adubagdo com P foi maior para aquelas copas enxertadas em
tangerina ‘Cleopatra’ (C. reshni hort. ex Tanaka) em comparagdo aquela em limdo ‘Cravo’ ou
citrumelo ‘Swingle’ [C. paradisi Macfad. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.] (Mattos et al., 2006). Deste
modo, ajustes nas doses de fertilizantes poderiam ser feitos em fung¢do do PE empregado. Apesar destas
constatagdes, os mecanismos relacionados a estas diferengas ainda s@o poucos conhecidos, e
provavelmente estdo associados a capacidade de aquisicdo de P pelo PE, a qual deve ser mais
importante em ambientes com disponibilidade restrita do nutriente.

Além da avaliagdo dos pardmetros de crescimento das plantas, medidas sensiveis para detectar a
disponibilizagdo de P pelo PE a parte aérea, seriam importantes para ampliar o entendimento da
interagdo copa x porta-enxerto. A analise da composi¢do mineral de tecidos foliares ¢ um procedimento
frequentemente empregado, por apresentar boa correlagdo entre a quantidade de nutriente aplicada e a
concentracdo nas folhas. Contudo, muitas vezes, a analise quimica do tecido vegetal ndo identifica
certos desbalangos nutricionais (Besford, 1979). Segundo este autor, uma alternativa para esta
limita¢do seria a medida de atividade de enzimas que sio influenciadas pelo elemento em questdo. Para
o P, a atividade da fosfatase acida nas folhas (AFAF) tem se destacado como alternativa para auxiliar
na avaliagdo do estado nutricional de varias culturas, como tomate (Besford, 1978), eucalipto
(O’Connell & Grove, 1985), milho (Elliott & Lauchli, 1986), feijdo e algoddo (Ascencio, 1994), cana-
de-agtcar (Silva & Basso, 1993) e soja (Raposo et al., 2004). Considerando a sua sensibilidade em
detectar a deficiéncia por P (Ellioott & Lauchli, 1986), a AFAF seria ferramenta interessante para
auxiliar no entendimento de respostas das combinagdes copa/porta-enxerto a disponibilidade de P.

O desenvolvimento do trabalho foi alicergado na seguinte hipotese: a forma de distribuicdo e
dose do fertilizante fosfatado no solo e o porta-enxerto afetariam o crescimento e a nutri¢do por fosforo
da laranjeira. Neste contexto, o objetivo proposto foi avaliar em condigdes controladas o efeito do
porta-enxerto, das doses e formas de distribui¢do do fertilizante fosfatado sobre o crescimento inicial e

a nutri¢do de plantas jovens de laranjeira ‘Péra’.
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5.2. Material e Métodos
5.2.1. Coleta, correcio da acidez do solo e definicio das doses de fosforo aplicadas ao solo

O solo empregado no estudo, Latossolo Vermelho-Amarelo distrofico tipico (EMBRAPA,
1999), foi proveniente da area experimental localizada na fazenda Santa Elisa, pertencente ao Instituto
Agrondémico (IAC), no municipio de Campinas-SP. A coleta foi realizada de forma manual em area
recoberta com gramineas (Brachiaria decumbens), retirando-se o solo contido na camada de 0-0,25 m.
O solo foi acondicionado em sacos de rafia e transportado para casa-de-vegetagdo, onde foi passado
através de peneira com malha de 4 mm de didmetro, e deixado secar ao ar livre — terra fina seca ao ar
(TFSA). Neste momento, foram retiradas amostras para caracterizagdo quimica (Raij et al., 2001) e
fisica (Camargo et al., 1986) (Tabelas 1 ¢ 2).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo na camada de 0-0,25 m usado para a instalagdo do

experimento.

pH H+Al AP Ca* Mg® K CTC S 3 B Cu Fe Mn Zn V
————————————————— mmol, dm™ mg dm™ %

43 38 5 7 3 10 490 14 3 029 23 65 33 05 22

Tabela 2. Caracteristicas fisicas do solo na camada de 0-0,25 m usado para a instalacdo do

experimento.
Areia Silte Argila
gkg'
617 50 333

A corregdo da acidez e fornecimento de calcio e magnésio foi realizada mediante a aplicagdo de
calcario (PRNT = 102,8%), para elevagdo da saturagdo por bases a 70%. O calcario foi misturado
manualmente com a TFSA, e em seguida acondicionado em sacos plasticos de coloragdo escura.
Posteriormente, foi aplicado volume de agua deionizada para manter a umidade a 80-85% da
capacidade de campo, repondo-se a agua sempre que necessario, com base em monitoramento
realizado por meio de pesagens a cada cinco dias. O solo permaneceu em incubacdo por
aproximadamente 60 dias. Apos esta etapa, o solo foi deixado secar na casa-de-vegetagdo e novamente
peneirado.

O solo utilizado no presente estudo apresentava teor muito baixo de P (3 mg dm™ de P),
segundo os critérios apresentados em Quaggio et al. (2005). A dose basica de P, de modo que fosse
atingido o nivel critico (NC) no solo para plantas de citros em produgdo foi previamente definida, o

qual, segundo Quaggio et al. (1998, 2005), esta ao redor de 20 mg dm™ de P. As demais doses foram
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definidas a partir desta, obtendo-se os seguintes tratamentos: i) controle - sem aplicagdo de P (Py); ii)
dose 1 - metade da dose recomendada para elevar o teor de P ao nivel critico (Pos = 10 mg dm™ de P);
ii1) dose 2 - recomendada para elevar o teor de P ao nivel critico (P; = 20 mg dm™ de P); iv) dose 3 -
dobro da dose 1 (P, = 40 mg dm™ de P). Apesar de se trabalhar com plantas em estagio de mudas e o
cultivo em vasos (contéineres contendo 200 kg de solo), o NC estabelecido para plantas adultas em
condigdes de campo foi mantido. O referido procedimento foi adotado porque o desempenho destas
plantas em tais niveis de disponibilidade, forneceria indicativos da aplicabilidade ou ndo destes valores
para interpretagdo do nivel de fertilidade do solo em pomares recém-instalados, e principalmente, criar
um ambiente favoravel para que possiveis diferencas entre os PE para o cultivo em solos deficientes
por P, fossem manifestadas.

A quantidade de P a ser adicionada ao solo, de modo que fossem atingidos os respectivos
teores, foi obtida a partir de uma curva prévia de incubagdo. Para a construgdo da curva, o0 mesmo solo
usado no experimento foi acondicionado em copos plasticos, com aplicagdo de quantidades crescentes
do nutriente na forma de fosfato monoamoénico (MAP), que apresenta 60% de P,Os. Os recipientes
foram deixados no laboratério @ sombra durante 90 dias. Durante este periodo, a umidade do solo foi
mantida a 80-85% da capacidade de campo por meio de pesagens diarias dos recipientes e adi¢do de
agua deionizada quando necessario. Ao final, o solo foi destorroado e passado através de peneira com
malha de 2 mm de didmetro, para analise de P segundo Raij et al. (2001). Foi entdo, obtida uma relagéo
entre a quantidade aplicada de P ¢ o teor extraido do nutriente apos o periodo de incubagdo: ¥ (teor de P
no solo, mg dm™) = 1,19x (dose MAP, mg MAP 100g de solo™") + 1,81; R* =0,99; n = 5.

A partir do modelo gerado, as seguintes quantias de P foram aplicadas para obtengdo dos teores
previamente definidos: Py - sem adi¢édo de P ao solo; Pys- 20 mg P kg solo™!; Py - 40 mg P kg solo™” e
P, - 80 mg P kg solo”'. Os tratamentos consistiram da distribui¢do destas doses em cinco maneiras
diferentes (Tabela 3), combinadas com a variedade de laranja ‘Péra’ enxertada sobre dois porta-
enxertos. Assim, cada tratamento, foi formado a partir da acomodagdo de duas camadas de solo (0 a
0,28 m — superficial, e 0,29 a 0,56 - profundidade), contendo cada uma 100 kg de solo, que receberam
quantidades variaveis do nutriente. O arranjo dos tratamentos foi proposto de modo a contemplar
possiveis formas de distribui¢do do fertilizante fosfatado no sulco de plantio no momento de instalagdo

dos pomares.
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5.2.2. Instalacao e conducao do experimento

Apos a definicdo das doses de P a serem aplicadas, quantidades variaveis de MAP (Tabela 3),
foram misturadas em lotes 10-15 kg de TFSA, até que os 100 kg de solo em cada camada fossem
obtidos. Para melhor homogeneidade na distribui¢do do fertilizante junto ao solo, procedeu-se a
mistura manual, mediante agita¢gdes de sacos plasticos. Neste mesmo momento foi realizada adubago
boratada de plantio, com o uso de acido borico (H;BO;, 17% de B) para elevar o teor deste
micronutriente no solo a 0,7 mg dm™. A quantidade de nitrogénio amoniacal (NH,") fornecido pelo
MAP, foi balanceada com o fornecimento de cloreto de amonio (NH4Cl), de modo a ser aplicada a
mesma quantidade de N. Imediatamente apos a mistura entre o solo corrigido e o fertilizante fosfatado,
ocorreu o enchimento dos contéineres de acordo com os tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Organiza¢do das doses e formas de aplicagdo de fosforo (tratamentos) aos contéineres
preenchidos com duas camadas de solos.

Camadas no Tratamentos de P

contéiner(l) P()/Po P]/P() Po 5/P0 5 Pz/P() P]/P1
Quantidade de P aplicada (mg kg de solo)

Superficial na. 40 20 80 40

Profundidade na. na. 20 na. 40

MCada camada foi constituida por 100 kg de solo, fazendo com que cada uma apresentasse altura aproximada de 0,28 m no
interior do contéiner. n.a.: ndo adigdo de P ao solo (teor orgininal de P equivalente a 3 mg dm™).

O experimento foi conduzido em condi¢des de casa-de-vegetagdo, no periodo de outubro de
2007 a novembro de 2008. As mudas de laranjeira ‘Péra’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck] enxertada em
dois porta-enxertos: lim&o ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck) e tangerina ‘Cleopatra’ (Citrus reshni hort.
ex Tanaka), foram transplantadas para os contéineres contendo 200 kg de solo. O delineamento
experimental utilizado foi em esquema fatorial 5 x 2 (tratamentos de P x porta-enxertos), distribuidos
num delineamento inteiramente casualizado, com trés repetigdes, totalizando 30 wunidades
experimentais, cada qual formada por um contéiner contendo uma planta. Foram utilizadas plantas em
estagio equivalente aquele de transplante para o campo. Antes do transplantio, a parte inferior (3-4 cm)
dos sacos plasticos que abrigavam as mudas foi cortada para retirada das raizes que pudessem estar
enoveladas. Em seguidas, o sistema radicular foi rapidamente mergulhado num recipiente contendo
solugdo de oxicloreto de cobre (2 g L™).

O monitoramento da umidade do solo foi realizado por meio de tensidmetros instalados nos
contéineres. A instalagdo ocorreu para as camadas de 0-0,2 m e 0,2-0,4 m, objetivando um melhor
manejo da irrigacdo, com maior homogeneidade na distribui¢do da agua. A irrigagdo foi realizada

manualmente, aplicando-se agua deionizada na superficie do solo, sempre que os valores de umidade
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do solo chegavam proximo aquele apontado como critico para a cultura do citros (potencial de agua de
-40 kPa) (Pires et al., 2005). Para auxiliar neste monitoramento, foi realizada uma curva de retencéo de
agua (Camargo et al., 1986), que relaciona tensdo e umidade do solo (Figura 1). A partir desta curva,
foram definidas as quantidades de agua adicionadas nos contéineres.

O manejo da adubagéo foi conduzido de acordo com Quaggio et al. (2005). A quantidade total
de nutrientes aplicados correspondeu aproximadamente a 90 g de N e 30 g de K,O planta™ ano™. A
adubacdo foi dividida em aplicagdes de intervalos de 7-10 dias, empregando-se como fontes, o nitrato
de calcio, nitrato de magnésio, nitrato de amonio e sulfato de potassio, aplicados via solugdo nutritiva
(fertirrigacdo). A adubag@o com micronutrientes, apos duas aplicagdes foliares iniciais (Quaggio et al.,
2005), foi feita via fertirrigag@o, utilizando-se fontes quelatadas de micronutrientes e de composi¢do
semelhante daquela recomendada por Furlani et al. (1999), sendo realizada juntamente com a
fertilizagdo nitrogenada e potassica.

Para o controle de pragas (acaros, insetos), sempre que necessario e de modo preventivo, foram

feitas aplicacdes de inseticidas sistémicos e/ou de contato.
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Figura 1. Curva de reten¢do de dgua obtida em amostras deformadas do solo empregado na instalagdo
do experimento em casa-de-vegetacio.

Umidade (m3 m-3)

5.2.3. Analises no tecido vegetal
5.2.3.1. Coleta das folhas

Com a inteng¢do de monitorar as respostas das plantas aos tratamentos de P ao longo do tempo,
foram feitas trés coletas de folhas fisiologicamente maduras (Fernandes et al., 2000) durante o todo o

periodo experimental. A primeira coleta foi realizada aos 150 dias do transplantio, enquanto a segunda
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ocorreu noventa dias mais tarde, e a terceira aos 330 dias apds o transplantio. Para todas as coletas foi
quantificada a atividade da fosfatase acida (AFAF) e o teor total de fosforo (Pt).

Em cada planta, coletaram-se 6-8 folhas completamente desenvolvida (3-4 pares de folhas a
partir da ponta do ramo). Apos a coleta, as mesmas foram acondicionadas em sacos plasticos,
colocadas em isopor com gelo e imediatamente levadas ao laboratorio para a determinagao da atividade
da AFA. Em seguida, o tecido foliar foi lavado, acondicionado em sacos de papel e deixados no interior
de estufa a 65°C durante 72 h. As amostras foram trituras em almofariz e passadas em peneira com
malha de 1 mm de diametro e, por fim guardadas em frascos de vidro hermeticamente fechados até a
realizagdo da analise de Pt.
5.2.3.2. Atividade da fosfatase acida nas folhas

A determinagdo da atividade da fosfatase acida in vivo foi realizada segundo os procedimentos
de Besford (1980) e Elliott & Lauchli (1986), conforme descritos no item 4.2.5.

5.2.4. Coleta do experimento

Por ocasido da coleta do experimento (360 dias apos o transplante das plantas para os
contéineres), a parte aérea (PA) foi separada em folhas (novas, maduras e velhas) e ramos (tronco
principal e ramificagdes secundarias). Com auxilio de uma régua foi avaliado o comprimento total de
ramos em cada planta (CTRM, cm planta™). O didmetro do tronco (cm) abaixo do ponto de enxertia
(aproximadamente 5 cm) foi determinado com auxilio de paquimetro. As varias partes das plantas
foram levadas ao laboratorio para lavagem em 4agua corrente e deionizada, seguindo-se o
acondicionamento em sacos de papel, os quais foram colocados no interior de estufa, com circulagéo
forcada de ar a 65°C durante 72 h. Apds esta etapa, as partes foram pesadas separadamente para
determinar a produgdo de massa seca total de folhas (MSF), de ramos (MSRM) e por fim da parte aérea
(MSPA).

Apds a coleta da PA, procederam-se imediatamente os trabalhos com o sistema radicular. A
separagdo das raizes do solo foi realizada com um auxilio de uma peneira com malha de 4 mm de
didmetro, de modo que todo o solo contido em cada contéiner (200 kg) foi passado através da mesma.
Este procedimento foi escolhido com intenc¢do de alcancar maior acuracia na separagdo e quantificagéo
da massa seca do sistema radicular (MSR) das plantas. Com os dados de produgéo de massa seca da PA
(ramos + folhas) e total do sistema radicular, foi calculada a relagdo raiz/parte aérea (g g"'), bem como

a massa seca total da planta (MSTP, g planta™).
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A determinagdo do teor de P no tecido vegetal foi realizada de acordo com os procedimentos em
Bataglia et al. (1983) e Malavolta et al. (1997), como apresentado no item 4.2.4. A partir do produto
entre os dados de produgdo de MS e do teor do nutriente nas diferentes partes das plantas, calculou-se o
actimulo total de P (mg planta™ de P).

5.2.5. Estimativa da absorcio de P pelas plantas

Imediatamente antes do transplante das mudas de laranjeira para os contéineres, trés plantas
representativas de cada combinacdo copa/porta-enxerto foram selecionadas e separadas em folhas,
ramos ¢ sistema radicular. Nestas partes foi determinado o acumulo de MS, e o teor de P. De posse
destes resultados, calculou-se o P acumulado nestas plantas (mg planta’ de P). Ao final do
experimento, este valor foi subtraido do P total acumulado nas plantas transplantadas para os
contéineres, obtendo-se deste modo, a estimativa do P absorvido ao longo de 12 meses por diferentes
combinagdes copa/porta-enxerto crescidas em variada disponibilidade do nutriente no solo.

A eficiéncia de absor¢do de fosforo (EAP, mg ') também foi calculada: EAP = (contetdo total
do nutriente na planta, mg planta” de P)/(MS do sistema radicular, g planta™) (Swiader et al., 1994).
5.2.6. Analise dos resultados

Os dados foram submetidos a analise de varidncia num esquema inteiramente casualizado. Os
efeitos dos tratamentos foram comparados pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade, enquanto os
porta-enxertos pelo teste F. Foram estabelecidas analises de correlagdes simples entre varidveis

previamente selecionadas.

5.3. Resultados
5.3.1. Crescimento de plantas jovens de laranjeira

A produgdo de MSF, MSR, MSPA e a MSTP foi influenciada pelos tratamentos de P (Tabela 4)
e pelos PE (Tabela 5), sem ocorrer interagdo. O comprimento total e MS de ramos variaram somente
em funcdo dos tratamentos de P, com menores valores para o controle (Py/Py) € maiores para P,/Pj e
Py/P; (Tabela 4). Os incrementos maximos de MS em relacdo ao Py/Py corresponderam a 35.5; 21,6;
2709, 21,7 e 15,1% para as folhas, ramos, parte aérea, sistema radicular e da planta toda,
respectivamente, com ganhos mais elevados para o P,/Py e P/P;. Por outro lado, o P,/Py somente em
relagdo ao acimulo de MS do sistema radicular diferiu do Py/Py.

Ao comparar as mesmas doses de P (mg planta” de P) concentrada na superficie (0-0,28 m), ou

distribuida igualmente entre as duas camadas de solo nos contéineres (Pi/Py vs Pgos/Pps ou
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P2/Py vs P1/Py), verificou-se que ndo houve diferenga sobre o crescimento final das laranjeiras (Tabela
4). Contudo, maiores acréscimos na producdo de MS em relagdo ao tratamento controle foram obtidos
quando a mesma dose do fertilizante foi parcelada em duas camadas (0-0,28 m e 0,29-0,56 m). Quando
a mesma quantidade total de P utilizada no P,/Py foi dividida em duas camadas (tratamento Py s/Py ),
além de acréscimos no crescimento do sistema radicular, foram observados ganhos para a MSF, MSPA
e MSTP.

O efeito positivo da distribui¢do da mesma dose de P entre duas camadas de solo em relagdo a
deposi¢do do nutriente de 0-0,28 m, também foi visualizado quando foram estabelecidas as seguintes
comparacdes: Pi/Py vs P»/Py e Pi/Py vs P1/P;. Observou-se maiores respostas na producdo de MS
quando o dobro da dose foi alocada em duas camadas, ou seja, o ganho na produgdo de MSTP, quando
o Pi/Py foi comparado com o P;/P;, foi mais alto do que aquele obtido na comparagdo entre P,/Py e
P,/Py (Tabela 4). Além disso, com a metade da dose dividida em duas camadas, foram conseguidas
producdes semelhantes de MSF e MSPA em relagdo ao dobro da quantidade de P concentrado na
camada superior, o que foi notado mediante comparagdo entre Ps/Pys e P»/Py. Esses resultados
indicaram que a distribuicdo mais homogénea do fertilizante entre as camadas de solo, contribuiu para
maximizar a resposta de crescimento das plantas citricas jovens ao suprimento de P em solo deficiente.

Tabela 4. Comprimento total de ramos e a producdo de massa seca de diferentes partes de mudas de
laranjeira ‘Péra’, aos doze meses apos o transplantio, submetidas a diferentes doses e formas de
aplicacdo de fosforo ao solo.

Tratamentos CTRM MSF MSRM MSPA MSR MSTP
de P
cm planta™ g planta”’

Py/Py 4330¢ 73,0d 925D 1653 ¢ 1040 b 269,6 ¢
Py/Pgy 509,7 ab 79,4 cd 99.3 ab 178.8 bc 118,7a 2974 be
Pos/Pos 4856 b 88,1 bc 100,6 ab 188,7b 121,7 a 310,4 ab
P,/Py 538,8a 92,1 ab 105,1 ab 1922 ab 1257 a 321,9 ab
P,/P, 5414 a 98,0 a 1125a 2114 a 1265 a 3378 a

Tratamentos de P (doses e formas de distribui¢do do P ao solo): Po/P, = sem adi¢do de P; P;/Py: 40 mg P kg'] de solo na
primeira camada e sem adigdo de P na segunda camada; Py s/ Pos=20 mg P kg™ de solo na primeira e segunda camada; P,/
P, = 80 mg P kg de solo na primeira camada e sem adi¢do de P na segunda camada; P,/P; = 40 mg P kg™ de solo na
primeira e segunda camada. As médias acompanhadas por letras minusculas iguais na mesma coluna, ndo diferem pelo teste
de Duncan a 5%. Os valore representam a média das duas combinagdes copa/porta-enxertos. CTRM: comprimento total de
ramos, MSF: massa seca total de folhas; MSRM: massa seca total de ramos; MSPA: massa seca total da parte aérea; MSR:
massa seca total do sistema radicular; MSTP: massa seca total da planta.

A relacdo raiz/parte aérea ndo foi influenciada pelos tratamentos, obtendo-se um valor médio de

0,64 + 0,07 (n = 30); significando que independente da disponibilidade de P e do PE, o acimulo de MS
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no sistema radicular correspondeu a 64% daquele da PA. O didmetro do tronco também ndo sofreu
variagdo, obtendo-se um valor médio de 1,70 = 0,12 ¢cm (n = 30).

Os PE influenciaram o crescimento das plantas jovens de laranjeira (Tabela 5). Na média dos
tratamentos de P, as plantas de ‘Péra’/‘Cravo’ mostraram produg@o mais elevada na ordem de 8.4; 6,9;
11,1 e 7,8%, para MSF, MSR, MSPA e MSTP, respectivamente, em relacio a combinagdo
‘Péra’/Cleopatra’.

5.3.2. Estado nutricional e absor¢io de fosforo por plantas jovens de laranjeira

Em nenhuma das amostragens foi constatada interagdo entre tratamentos de P ¢ PE sobre o teor
foliar de Pt. O PE afetou o teor do nutriente exclusivamente por ocasido da primeira amostragem,
quando as plantas enxertadas em limdo ‘Cravo‘ apresentaram teor de Pt 12,5% superior ao encontrado
nas folhas das plantas sobre tangerina ‘Cledpatra’ (Tabela 6).

Tabela 5. Produgdo de massa seca de diferentes partes de plantas jovens de laranjeira ‘Péra’ enxertada
sobre dois porta-enxertos, aos doze meses apos o transplantio.

Copa/porta-enxerto MSF MSPA MSR MSTP

g planta ---
‘Péra’/*Cleopatra’ 82,6 b 182,8 b 113,3b 296,1b
‘Péra’/‘Cravo’ 896a 1934 a 1259 a 3193 a

As médias acompanhadas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem pelo teste F a 5%. Os valores representam a média
dos tratamentos de P. MSF: massa seca total de folhas; MSPA: massa seca total da parte aérea; MSR: massa seca total do
sistema radicular; MSTP: massa seca total da planta.

Na primeira amostragem, somente os tratamentos P;/P, e P;/P; elevaram o teor de Pt nas folhas
em relacdo ao controle, ndo sendo observada diferenga entre os demais tratamentos (Tabela 7).
Entretanto, na segunda amostragem o incremento do Pt em relagdo ao controle foi exclusivo para
P/P4, o qual continuou ndo diferindo dos tratamentos P,/Py e P,/P, (Tabela 7).

Por ocasido da terceira amostragem, nenhuma diferenga entre os tratamentos foi observada para
o teor foliar de Pt (Tabela 7). De maneira geral, as plantas apresentaram deficiéncia severa do
elemento. Sintomas visuais da deficiéncia de P foram observados nas plantas aos 6-7 meses apos o
transplantio, mesmo nos tratamentos em que houve a aplicagdo do nutriente. O sintoma se tornou mais
acentuado no decorrer do experimento, o qual foi caracterizado pela necrose, enrolamento e queda das
folhas na base dos ramos secundarios. Estas observagdes estdo de acordo com os sintomas encontrados
para plantios novos em solos com baixos teores disponiveis de P (Mattos Jr. et al., 2005). E valido
destacar ainda, que o sintoma surgiu primeiramente € em maior intensidade nas plantas

‘Péra’/Cleopatra’, e que ndo receberam a fertilizagdo fosfatada.
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Relacdo positiva entre o teor foliar de Pt e o acumulo total de MS pelas mudas de laranjeira
‘Péra’ foi obtida para a primeira amostragem de folhas (Figura 2). Esta relagdo forneceu indicativos de
que o Pt determinado aos cinco meses do transplantio das mudas, afetou diretamente o acimulo de MS
das plantas apos periodo de um ano de crescimento, podendo deste modo, ser usado como estimativa
do desempenho das plantas jovens ao longo do tempo. Além disso, a quantidade de P acumulada nas
plantas foi positivamente relacionado com a MSTP ao final do experimento (Figura 2), indicando em
termos médios, que cada 1 mg de P acumulado no tecido vegetal correspondeu a 1,20 g de MS na
planta inteira.

Tabela 6. Variacdo do teor total de fosforo (Pt) nas folhas maduras de laranjeira ‘Péra’ enxertada sobre
dois porta-enxertos, em trés épocas de amostragem (Am).

Epocas de amostragens'” Pt foliar
‘Péra’/Cleopatra’ ‘Péra’/‘Cravo’
gkg'
Am 1 0,88 b 0,99 a
Am 2 0,59 a 0,60 a
Am 3 0,58a 0,59a

DaAm I, Am 2 e Am 3 foram realizadas aos 150, 240 e 330 dias apos o transplantio, respectivamente. As médias
acompanhadas por letras iguais na mesma linha ndo diferem pelo teste F a 5%. Os valores representam a média dos
tratamentos de P.

Tabela 7. Efeito dos tratamentos de fosforo sobre o teor total do nutriente (Pt) nas folhas maduras de
plantas jovens de laranjeira ‘Péra’, em trés épocas de amostragens (Am).

Tratamentos de P Amostragens'”

Am 1 Am 2 Am 3

Pt (gkg")

Po/Py 0,82 b 0,54 b 0,55a
P/Py 1,01 a 0,59 ab 0,55a
Pos/Pos 0,87 ab 0,54 b 0,57 a
P»/Py 0,92 ab 0,58 ab 0,61a
P,/P; 1,02 a 0,61 a 0,60 a

Tratamentos de P (doses e formas de distribuicdo do P ao solo): Py/P, = sem adigdo de P; P/Py: 40 mg P kg de solo na
primeira camada e sem adi¢do de P na segunda camada; Pys/ Pys =20 mg P kg de solo na primeira e segunda camada;
P,/ Py = 80 mg P kg' de solo na primeira camada e sem adi¢do de P na segunda camada; P;/P; = 40 mg P kg de solo na
primeira e segunda camada.’Am 1, Am 2 e Am 3 foram realizadas aos 150, 240 e 330 dias ap6s o transplantio,
respectivamente. As médias acompanhadas por letras minusculas iguais na mesma coluna, ndo diferem pelo teste de Duncan
a 5%. Os valores representam a média das combinagdes copa/porta-enxerto.

Mesmo ndo sendo observada diferenga nos teores foliares de Pt ao final do experimento, para a
absor¢do total do nutriente pelas plantas foi detectada interacdo entre PE e tratamentos de P (Tabela 8).
Exceto para o P,/Py nas plantas de ‘Péra’/‘Cravo’, houve aumento na quantidade absorvida do nutriente
em relacdo ao controle, com maiores incrementos para o P;/P;. Por exemplo, para ‘Péra’/Cleopatra’,

houve aumento de 147% no P absorvido. Quando foram comparadas as plantas ‘Péra’/’Cledpatra’ vs
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‘Péra’/‘Cravo’, maiores acumulos de P foram observadas para as ultimas, com destaque para o

tratamento controle, em que houve 126,2% mais P absorvido ao longo de 12 meses.
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Figura 2. Relacdo entre o teor foliar de P aos cinco meses do transplantio (a esquerda) e o P acumulado
na planta (a direita) com a MST da laranjeira ‘Péra’ enxertada sobre tangerina ‘Cleopatra’ ou limao
‘Cravo’, apos 12 meses de cultivo (n = 30). *P < 0,05; ****P<(,0001.

A eficiéncia de absor¢io de P (EAP) foi afetada pelo PE e tratamentos de P (Tabela 8), sendo o
maior valor determinado para as plantas do tratamento P/P;, o qual foi o tnico a diferir do controle. De
maneira geral, a distribuicdo do P em duas camadas fez com que a EAP fosse incrementada. Na média
dos tratamentos de P, a EAP para plantas de ‘Péra’/‘Cledpatra’ correspondeu a 0,65 mg g MS de raiz”
de P, enquanto a combinagdo ‘Pera’/’Cravo’, a EAP foi 33,9% superior (P < 0,05). Por outro lado, a
eficiéncia de utilizagdo total de P (EUP, produgdo de biomassa pela planta por unidade de P
acumulado) ndo foi alterada entre os tratamentos de P ou PE, obtendo-se EUP médio equivalente a
671,8+73.3 g MS mg' de P (n = 30).

5.3.3. Atividade da fosfatase acida nas folhas de laranjeira

A atividade da fosfatase acida nas folhas maduras (AFAF) da laranjeira ‘Péra’ ndo foi
influenciada pelos tratamentos de P, sendo detectado somente efeito do PE, com maior atividade para a
combinagdo ‘Péra’/‘Cleopatra’. Em valores médios, a AFAF destas plantas foi 38%, 43% e 28% maior
do que ‘Péra’/‘Cravo’, para a primeira, segunda e terceira amostragem, respectivamente (Tabela 9).

O teor foliar de Pt e a AFAF ndo foram significativamente correlacionados (P > 0,05) em
nenhuma das amostragens realizadas. Entretanto, ao longo do tempo, observou-se aumento da atividade
da enzima nas folhas madura da laranjeira em ambas as combinag¢des, o que provavelmente esteve ao

menos em parte, relacionado ao agravamento da deficiéncia por P, incrementando deste modo, a
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necessidade de reciclagem do nutriente de orgdos mais velhos para atender a demanda dos novos fluxos
de crescimento (sistema radicular e parte aérea).

Tabela 8. Absor¢éo total e eficiéncia de absor¢do de fosforo (EAP) por plantas laranjeira ‘Péra’
enxertada sobre dois porta-enxertos, para variadas formas de aplicagdo de P no solo, aos 12 meses apos
o transplantio.

Tratamentos de P Absor¢do de P
‘Péra/‘Cledpatra’ ‘Péra’/‘Cravo’ EAP'
------------ mg planta™ ------------ mg g MS de raiz”' de P
Po/Py 41,81 cB 94,56 bA 0,61b
P1/Py 70,43 bA 85,09 bA 0,64 b
Pos/Pos 68,07 bB 112,36 aA 0,77 ab
P,/Py 80,54 bB 121,41 aA 0,82 ab
P/P; 103,26 aB 126,84 aA 0,94 a

Tratamentos de P (doses e formas de distribuigdo do P ao solo): Po/P, = sem adi¢do de P; P,/Py: 40 mg P kg" de solo na
primeira camada e sem adi¢do de P na segunda camada; Pys/ Pys =20 mg P kg'1 de solo na primeira e segunda camada;
P,/ Py = 80 mg P kg' de solo na primeira camada e sem adi¢do de P na segunda camada; P/P; = 40 mg P kg™ de solo na
primeira e segunda camada. As médias acompanhadas por letras mintsculas iguais na mesma coluna, ndo diferem pelo teste
de Duncan a 5%. As médias acompanhadas por letras maiusculas iguais na mesma linha ndo diferem pelo teste F a 5%.
(M Os valores representam a média das duas combinagdes copa/porta-enxerto.

Tabela 9. Atividade da fosfatase dcida nas folhas maduras (AFAF) de laranjeira ‘Péra’ enxertada sobre
dois porta-enxertos, em trés épocas de amostragens (Am).

Amostragens AFAF
‘Péra’/Cleopatra’ ‘Péra’/‘Cravo’
---------- umol nitrofenol min™ g de folha ----------
Am 1 0,48 a 0,34 b
Am 2 1,03a 0,72 b
Am 3 1,30 a 1,01 b

MAm 1, Am 2 e Am 3 foram realizadas aos 150, 240 e 330 dias ap6s o transplantio, respectivamente. As médias
acompanhadas por letras iguais na mesma linha ndo diferem pelo teste F a 5%. Os valores representam a média dos
tratamentos de P.

5.4. Discussao dos Resultados
5.4.1. Crescimento das plantas, estado nutricional e acimulo de fosforo

Os aumentos de MS da PA e do sistema radicular das plantas jovens de laranjeira com a
aplicagdo de P, confirmaram o papel do nutriente para o estabelecimento destas plantas (Cruz et al.,
1971; Sena et al., 2004; Prado et al., 2008), como também para outras espécies frutiferas (Corréa et al.,
2002; Corréa et al., 2003; Melo et al., 2005) e florestais (Resende et al., 1999; Fernandes et al., 2000;
Neves et al., 2004; Schumacher et al., 2004, Santos et al., 2008). A participa¢do do P para o vigoroso
crescimento inicial de plantas citricas, ja tinha sido detectado para os diferentes PE cultivados em

condi¢des de solugdo nutritiva (item 4.3.1).
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Os beneficios no desenvolvimento das plantas com a melhoria da nutri¢do fosfatada foram
consequiéncias de um conjunto de papéis desempenhado pelo P no desenvolvimento, crescimento e no
metabolismo vegetal. Em condi¢des de deficiéncia, a redugdo da taxa de expansdo e emissdo de folhas
diminui a area foliar da planta, resultando em comprometimento da fotossintese e do crescimento
(Fredeen et al., 1989; Lynch et al., 1991; Yun & Kaepler, 2001), conforme detectado para os PE
cultivados em solugdo nutritiva (item 4.3.1). No presente estudo, apesar da area foliar ndo ter sido
diretamente avaliada, o impacto positivo da fertilizagdo fosfatada foi detectada no aumento de MSF ao
final do experimento, a qual foi positivamente correlacionada com MSR (r = 0,65; P = 0,0002; n = 30),
MSPA (r=0,91; P <0,0001; n=30) e por fim MSTP (r=0,88; P <0,0001; n=30).

Incrementos na capacidade de absor¢do de agua devido a elevagdo da condutividade hidraulica
do sistema radicular (Radin, 1990; Singh & Sale, 2000; Fan et al., 2007) ou a ocupa¢do de maior
volume de solo, devem ter contribuido para resultados positivos da adi¢do de P ao solo deficiente. O
efeito benéfico do suprimento de P para potencializacdo da absorcdo de agua e nutrientes foi
confirmado mediante maior crescimento radicular, o qual foi positivamente correlacionado com
acumulo de P nas plantas (r = 0,72; P <0,0001; n=30) e com a MSTP (r = 0,86; P <0,0001; n= 30).
Apesar do crescimento das raizes ser considerado menos sensivel ao estresse por P do que a PA ¢ as
plantas apresentarem a tendéncia de maximizar o volume de solo explorado por meio do aumento da
superficie efetiva das raizes (Hammond et al., 2004), a auséncia de aplicacdo de P comprometeu o
crescimento radicular das duas combinag¢des copa/porta-enxerto. Segundo Wissuwa et al. (2005),
apesar de ocorrer com frequéncia aumento da relacdo raiz/parte aérea quando ocorre deficiéncia do
nutriente, esta condi¢cdo conduz para uma redugdo absoluta do crescimento das raizes. Quando estas
crescem em solo com baixo P, ou apresentam deficiéncia, o nutriente necessita ser provido para
sustentar a atividade meristematica e fisiologica do o6rgdo, devendo ser mantido em elevadas
concentra¢des nos pontos de crescimento (Doerner, 2008). Embora ndo tenha sido evidenciado, ¢
provavel que a distribui¢do mais homogénea do P no solo amplie o contato dos pontos de crescimento
das raizes com regides mais ricas do nutriente, o que facilitaria a ocupagdo do solo pelo citros.

O maior crescimento radicular e a EAP da combinacdo ‘Péra’/‘Cravo’ contribuiram para a mais
elevada absor¢do e acumulo de P nestas plantas. Entretanto, é dificil separar a relagdo causa-efeito, ou
seja, se 0 maior desenvolvimento radicular ¢ uma consequéncia da maior eficiéncia de absor¢do, ou
vice-versa. O crescimento radicular e a EAP sdo interrelacionados, e a complexidade desta relagdo

dificulta a identificacdo de um fator primario que deve ter causado diferencas genotipicas na absor¢éo
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de P. Genotipos mais eficientes, certamente apresentardo maior crescimento relativo das raizes, porque
o P adicional absorvido permitira futuro acumulo de biomassa, incluindo o sistema radicular (Wissuwa,
2003). O maior crescimento das raizes verificado para PE liméo ‘Cravo’ crescido em hidroponia em
relagdo ao observado para a tangerina ‘Cleodpatra’ (item 4.3.1), foi mantido apos as plantas de laranja
‘Péra’ enxertadas sobre estes dois PE, terem sido cultivadas em solo durante o periodo de um ano.
Esses resultados demonstraram que o crescimento radicular mais vigoroso deteminado para os PE, foi
de certo modo, mantido apds o processo de enxertia. Além disso, a eficiéncia de utilizagdo de P para a
producdo de biomassa no sistema radicular manteve a tendéncia de ser mais elevada nas plantas de
‘Péra’/‘Cravo’, como ja havia sido detectado para as plantas de PE.

Além do efeito do PE, a EAP apresentou a tendéncia de ser incrementada com o suprimento de
P e maior homogeneidade na sua distribui¢do nas camadas de solo, provavelmente por permitir o
contato de maior volume do sistema radicular com solo contendo teor disponivel mais elevado do
nutriente, potencializando o funcionamento das raizes para o processo de absor¢do. Deste modo, ¢
provavel que as observagdes e recomendagdes previamente definidas para plantas sobre tangerina
‘Cleodpatra’ ou limdo ‘Cravo’, que consideraram as primeiras como mais exigentes no suprimento de P,
estejam relacionadas ao menor crescimento do sistema radicular, ocupando menor volume de solo, bem
como a menor EAP. A eficiéncia de utiliza¢do de P pela planta inteira (ganhos de biomassa por unidade
de P presente na planta) ndo foi alterada pelo PE, indicando que a diferenga no acumulo final de MS
entre estas duas combinagdes foi influenciada pelas caracteristicas de aquisi¢do do nutriente pelo
sistema radicular. Seria importante destacar, que a variagdo na EAP determinada para os PE no
experimento anterior (limdo ‘Cravo’ x tangerina ‘Cleopatra’, item 4.3.3), foi mantida neste estudo.

Apesar das informagoes disponiveis sobre a relacdo entre o acimulo de MS por mudas de
plantas perenes e a disponibilidade de P no solo, pesquisas que abordem o efeito do posicionamento do
nutriente no solo sobre o crescimento inicial destas plantas estdo disponiveis em menor numero.
Entretanto, isto se torna uma questdo importante, quando se considera a instalacdo de pomares citricos
em solos de baixa fertilidade, pois além da necessidade da defini¢do das doses adequadas, a localizagéo
do adubo também poderia ser considerada. Este argumento ¢ apoiado pelos resultados encontrados
neste estudo, no qual, os efeitos da fertilizagdo com P sobre o crescimento da laranjeira foram
influenciados pelo posicionamento no solo (aplicagdo concentrada na superficie ou distribuida em duas
camadas). A influéncia da forma de distribui¢do do fertilizante foi relacionada a dindmica do elemento

no solo. A interagdo do P com cations, a ocorréncia em formas orgénicas, além da baixa taxa de
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difusdo, fazem com que seja encontrado em baixissima disponibilidade na regido da rizosfera,
restringindo a absor¢do pelas raizes (Raghothama, 1999). Deste modo, torna-se benéfico que maior
area do sistema radicular esteja em contato com teores mais elevados do elemento, sobretudo, ao ser
lembrado que as aplicagdes subsequentes de fertilizantes nos pomares acontecerdo na superficie do
solo, fazendo com que ocorram acumulos na camada superficial. Em mudas de goiabeira o modo de
aplicacdo da mesma dose (50 ou 100% do sistema radicular em algum contato com o adubo fosfatado)
foi indiferente para o desenvolvimento da parte area, enquanto que para as raizes, no tratamento com
aplicagdo de 100% com algum contato, acarretou em maior acimulo do nutriente ¢ produgdo de MS.
Este fato foi atribuido ao aumento consideravel da quantidade de raizes que passaram a receber o
estimulo ao crescimento ocasionado pelo P externo (Corréa et al., 2003).

A influéncia PE no desenvolvimento vegetativo das plantas também foi documentada, sendo
detectado maior crescimento das plantas enxertadas sobre limdo ‘Cravo’. Num experimento de campo,
Quaggio et al. (2004) observaram que arvores de laranja ‘Natal’ enxertadas sobre limdo ‘Cravo’,
produziram copas mais vigorosas do que aquelas sobre tangerina ‘Cleopatra’, o que foi atribuido a
possivel ocorréncia de déficit hidrico. Por outro lado, para as plantas de laranja ‘Valéncia’, tal
comportamento ndo foi observado, refletindo a influéncia da interagdo copa X porta-enxerto. Apesar
dos varios relatos da acdo do PE em controlar o vigor da copa, este fenomeno é ainda pobremente
entendido (Clearwater et al., 2007). Segundo estes autores, varios fatores determinam as diferengas
encontradas, entre elas, as propriedades hidricas de cada material. A capacidade diferencial entre os PE
empregados na citricultura, quanto a absor¢do e translocagdo de nutrientes a parte aérea (Georgious,
2000; Pompeu Jr., 2005; Toplu et al., 2008), sobretudo em condigdes limitadas de disponibilidade do
nutriente, também contribuem para o vigor final da arvore.

Na primeira amostragem, a elevacdo do Pt mediante a aplica¢do de P ao solo correspondeu a
20% do tratamento controle. Na amostragem seguinte, além do incremento ter sido menor (proximo de
12%), foi constatada para todos os tratamentos a reducdo do Pt. Mesmo com os incrementos, os teores
foliares ainda se encontraram abaixo da faixa de suficiéncia apontada como adequada para este
nutriente (Malavolta et al., 1997, Quaggio et al., 2005). Contudo, deve ser destacado que os valores
compreendidos por estas faixas de interpretacdo, foram desenvolvidos para plantas adultas em
producdo. Além disso, a época de amostragem realizada no presente estudo foi diferente daquela
recomendada pelos referidos autores. Esta dificuldade de interpretagdo da analise foliar para plantas

jovens ja foi apontado por Ruschel et al. (2004), ja que no Brasil existem poucos resultados para este
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tipo de planta, e a natureza da composi¢do foliar é fortemente influenciada pela idade (Walworth &
Sumner, 1987). Soma-se isso, o fato que a determinagdo do status de P em plantas perenes ¢ dificil,
devido ao estoque de P na casca, tronco e raiz, a rapida mobilidade entre os 6rgdos vegetativo e
reprodutivo, e a compartimentalizagdo entre o P inorgénico e organico (Skiner et al., 1987). Apesar
destas dificuldades de interpretacdo, os beneficios da aplicacdo de P ao solo e consequiente incremento
no Pt das folhas das plantas jovens de laranjeira, determinados aos 5 meses apos o transplantio, foi
refletido por meio da correlagdo positiva com a MSTP. Esse resultado demonstrou possivel
aplicabilidade da analise foliar neste periodo para previsdo aproximada do desempenho destas plantas
ao longo de 12 meses de cultivo. Logicamente, a manutencdo dos teores nas folhas, dependera da
capacidade de suprimento de P pelo solo, o que sera proporcional a dose aplicada e aos fatores que
governam a disponibilidade do nutriente (adsorcéo e precipitagdo).

Apesar de ter sido em pequena magnitude e ocorrido somente para a coleta aos quatros meses
do transplantio, as diferencas no Pt das folhas confirmou a influéncia do PE sobre a nutri¢do por P da
PA. Além disso, o PE afetou a absorcdo total de P pelas plantas ao longo do experimento. Sobretudo
em condig¢do mais severa de deficiéncia (tratamento controle), a combinagdo ‘Péra’/*Cravo’ acumulou
quantidade muito maior do elemento do que as plantas de ‘Péra’/Cledpatra’. A capacidade de
acumular P em condi¢des de baixa disponibilidade do nutriente no solo foi determinante para a
performance das plantas nestas condi¢des, conforme demonstrado pela relagdo positiva entre P
acumulado nas plantas jovens de laranjeira ¢ a MS total produzida. Esses resultados estdo de acordo
com a afirmagdo de Kennedy et al. (1980), de que existe variagdo genética entre os PE quanto a
capacidade de absorver e translocar nutrientes do solo para a copa. A capacidade distinta de absor¢do
de P encontrada nos vegetais ¢ uma resultante de inumeros fatores, como mudangas na alocacdo de
biomassa e na arquitetura das raizes, estabelecimento de associagdes simbioticas com microganismos,
além de alteragdes na regido da rizosfera e na fisiologia de funcionamento radicular (eficiéncia de
absorc¢do de P), conforme discussdo ja apresentada para a variacdo de EAP entre os quatro PE (item
4.43). Segundo Chaplin & Westwood (1980), a composi¢do genética do enxerto parece ser mais
determinante no conteudo de nutrientes da PA, enquanto para Tagliavini et al. (1992), a concentragéo
no xilema parece estar mais relacionada com o vigor trazido pela combinagéo do sistema radicular com
a PA. O efeito dos PE na nutricio fosfatada da parte aérea tem sido atribuido a variagdo na
condutividade hidraulica das raizes (Rabe & Lovatt, 1986). Segundo estes autores, esta propriedade

deve ser a base fisiologica para diferengas entre PE quanto ao fornecimento de P as folhas da variedade
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copa, bem como para outros nutrientes. Correlagdes postivas foram obtidas entre a condutividade
hidraulica e os teores foliares de N e P em varios PE citricos (Syvertsen & Graham, 1985).

E notavel que o nivel critico de P no solo apresentado por Quaggio et al. (2005), correspondente
a20 mg dm> de P para plantas em produgdo, ndo se aplicou as condigdes do presente experimento,
onde foram utilizadas plantas jovens. Apesar do experimento ter sido realizado com o cultivo em
contéineres, o que poderia limitar o volume de solo explorado pelo sistema radicular, foram obtidos em
todos os tratamentos de P, apos 12 meses do transplantio, plantas deficientes. Deste modo, esses
resultados sdo fortes indicativos que o teor de 20 mg dm™ de P esta consideravelmente abaixo do
necessario para o estabelecimento e crescimento vigoroso de plantas jovens de citros no campo.
Entretanto, a baixa disponibilidade de P do solo empregado atendeu aos objetivos do experimento, pois
foram demonstradas respostas ao fornecimento do elemento e a diferenga no desempenho da laranjeira
‘Péra’ quando enxertada sobre tangerina ‘Cledpatra’ ou limdo ‘Cravo’.

Apesar do sistema intensivo de producdo preconizar a aplicagdo de dosagens adequadas de
fertilizante fosfatado, objetivando o alcance de teores satisfatorios do nutriente no solo, é conhecido
que o P ndo ¢ distribuido de forma homogénea no solo, apresentando maiores teores nas camadas
superficiais, além de apresentar baixa eficiéncia de aproveitamento. Deste modo, PE com sistema
radicular mais vigoroso e mais eficiente na absor¢do de P, como o limdo ‘Cravo’, detém
provavelmente, maior potencial de exploragdo do solo, contribuindo para o estabelecimento de plantas
jovens de laranjeira, pois teriam maior capacidade para aproveitar o nutriente além do sulco de plantio
ou concentrado na camada superficial. Neste contexto, maiores cuidados com a fertilizagdo fostadada
deveriam ser direcionados para a instalagdo de pomares utilizando a tangerina ‘Cleopatra’, como ja
apontado por outros autores (Quaggio et al., 2005; Mattos Jr. et al., 2006), pois foi confirmado menor
crescimento absoluto do sistema radicular, menor acimulo e eficiéncia de absor¢do de P por estas
plantas.

5.4.2. Atividade da fosfatase acida nas folhas (AFAF)

Os valores de AFAF de plantas citricas cultivadas em solos com baixos teores disponiveis de P
ndo sdo ainda conhecidos. Os resultados demonstraram para as trés amostragens que os valores de
AFAF, os quais variaram de 0,35 a 1,30 umol nitrofenol min’! g’1 de folha, estdo situados em faixas de
valores determinados para outras espécies de plantas (Besford, 1978; O’Connell & Grove, 1985,
Ascencio, 1994), apesar da acentuada variacdo quanto a idade e tipos de folha, condigdes de

crescimento, disponibilidade de P e metodologia de quantificagdo.

76



A medida da AFAF foi proposta como teste bioquimico para avaliar o estado nutricional por P,
dado que sofre pouco efeito da deficiéncia por outros nutrientes (Besford, 1979). Considerando a
relagdo negativa entre o status por P e AFAF para varias espécies de plantas (Besford, 1979; Besford,
1980; Press & Lee, 1983; O’Connell & Grove, 1985; Silva & Basso, 1993; Tristdo et al., 2006), é
pressuposto que o efeito do PE sobre a AFAF da laranjeira ‘Péra’ nas trés amostragens, refletiu
diferen¢a na disponibilizacdo de P a PA. De acordo com Ascencio (1994), a intensidade de elevacio da
atividade desta enzima esta relacionada com a severidade do estresse por P. E possivel afirmar que as
plantas ‘Péra’/‘Cleopatra’ foram mais dependentes das fontes de P previamente armazenadas (P
orgéanico), havendo maior necessidade da acdo da fosfatase 4cida para a mobilizagdo do nutriente, uma
vez que o sistema radicular destas plantas apresentou menor capacidade de aquisi¢do de P e
translocagdo para as regides mais jovens da PA, que detém demanda mais elevada do nutriente. Por
outro lado, neste estudo a AFAF néo foi habil para identificar diferengas entre os tratamentos de P,
provavelmente devido a estreita faixa de variagdo no teor de Pt nas folhas maduras (méaximo de 0,2 g
kg™"). Por exemplo, no estudo com PE (item 4.3.4), praticamente ndo foi detectada variacdo na AFAF
para teores médios de Pt entre 1,3 ¢ 2.4 g kg''. Em folhas de eucalipto (Eucalyptus diversicolor F.
Muell.), a AFA aumentou marcadamente para os niveis de fertilizagio menores do que 200 mg P kg’
de solo (O’Connell & Grove, 1985).

AFAF também tem sido relacionada com a eficiéncia de uso de P (capacidade de converter o P
em biomassa ou apos ser adquirido pela planta), bem como na remobiliza¢cdo do nutriente de folhas
mais velhas para os tecidos novos (Yun & Kepler, 2001). Esta remobilizacdo ocorre em maior
intensidade, quando a disponibilidade do nutriente no meio de crescimento e/ou as taxas de absor¢do
sdo insuficientes para atender a demanda da planta. Deste modo, devido ao fato da AFA ter sido
determinada em folhas maduras da laranjeira, acredita-se que as mesmas estavam atuando como fonte
de P para regides de crescimento da planta com elevada demanda por P. Além disso, independente do
PE, observou-se que houve aumento da AFA entre as coletas. A elevacdo da AFA foi acompanhada de
decréscimos dos teores de Pt nas folhas maduras, o que provavelmente foi relacionada ao aumento do
estresse por P da planta inteira, gerando a necessidade de maior reciclagem do P. O aumento da AFA,
tanto intra, como extracelular, pode incrementar a aquisi¢do e a reutilizagdo do P, ajudando a planta a
crescer sob condigdes deficientes de P. Contudo, o padrdo e nivel de mudanga na AFAF em dois
gendtipos de arroz contrastantes quanto a eficiéncia de absor¢do e o uso de P ndo foi suficientemente

diferente para responder pela diversidade no crescimento em baixa disponibilidade de P (Yun &
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Kepler, 2001). De acordo com os autores, os resultados sugeriram que AFA ndo foi o principal
mecanismo para aproveitamento do P interno, e mudangas na AFAF refletiram condigdo de estresse em
ambas as variedades. Desta maneira, ainda nfo esta claro se o aumento da AFAF foi1 um mecanismo de
eficiéncia de uso de P ou indicativo de deficiéncia (Yan et al. 2001).

E interessante notar que, apesar da consistente AFAF mais elevada para as plantas de
‘Péra’/‘Cleopatra’ em relacdo a ‘Péra’/*Cravo’ nas trés amostragens, diferenca no teor foliar de Pt foi
detectada somente para a primeira amostragem. Desta maneira, ¢ possivel que as plantas
‘Péra’/‘Cleopatra’ se tornaram mais adaptadas ao estresse por P, com maior quantidade absoluta da
proteina fosfatase nas folhas, a qual foi estimulada e promoveu quebra em maior propor¢do do
paranitrofenilfosfato incubado com discos foliares. O maior investimento na sintese da proteina teria
ocorrido em estagios anteriores de desenvolvimento das folhas, quando o teor de Pt provavelmente era
mais elevado do que o determinado no momento da amostragem. Conforme discutido para os PE (item
4.2.5), os incrementos na atividade da enzima tém sido relacionados a sintese mais elevada ou ativacdo

daquela previamente existente no tecido vegetal.

5.5. Conclusdes

Comprovando a hipotese do trabalho, os porta-enxertos tangerina ‘Cleopatra’ ¢ limdo ‘Cravo’
afetaram o crescimento e a nutricdo por fosforo da laranjeira ‘Péra’. A distribuicdo do fertilizante
fosfatado de forma mais homogénea entre as camadas de solo indicou ser uma estratégia potencial para
maximizar o desempenho de plantas recém transplantadas para o campo. O porta-enxerto limao
‘Cravo’ foi mais adaptado para solos deficientes por fosforo, dada a sua contribuicdo para maior
absor¢do de P e crescimento mais vigoroso das laranjeiras. Por outro lado, as plantas de
‘Péra’/‘Cleopatra’ foram mais sensiveis a baixa disponibilidade do nutriente, devido a um sistema
radicular com menor crescimento, menos eficiente para absor¢do de P e consequentemente menor
capacidade para atender a demanda da parte aérea. Estas caracteristicas fizeram provavelmente com
que as plantas de ‘Péra’/‘Cleopatra’ ativassem em maior intensidade a remobiliza¢do interna de P

(quebra de P orgénico nas folhas maduras), como refletido na maior atividade da fosfatase acida.
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6. ABSORCAO, REMOBILIZACAO E PARTICAO DO FOSFORO (**P) EM PLANTAS
JOVENS DE LARANJEIRA DIFERENTES QUANTO AO ESTADO NUTRICIONAL POR
FOSFORO E PORTA-ENXERTO

Resumo

O fosforo (P) ¢ um nutriente caracterizado por apresentar elevadas taxas de remobilizagdo. Entretanto,
este processo ndo ¢ detalhadamente conhecido em plantas citricas, especialmente em relagdo ao efeito
do porta-enxerto e do estado nutricional da laranjeira. Desta maneira, foi conduzido um experimento
em condi¢cdes de casa-de-vegetagdo, cultivando-se mudas de laranjeira ‘Péra’ [Citrus sinensis (L.)
Osbeck] enxertadas sobre limao ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck) ou tangerina ‘Cledpatra’ (Citrus
reshni hort. ex Tanaka) em condi¢des de solugdo nutritiva suficiente (S) ou deficiente (D) em P. Apos
um periodo aproximado de nove meses, cada conjunto de plantas foi subdividido, mantendo-se ou
alterando a disponibilidade do nutriente. Neste momento, também ocorreu a aplicagio de **P na
solugdo nutritiva. Os seguintes regimes de crescimento foram obtidos: 1) suficiéncia-suficéncia (SS); ii)
suficiéncia-deficiéncia (SD); iii) deficiéncia-deficiéncia (DD); iv) deficiéncia-suficiéncia (DS). As
plantas foram mantidas nestas condig¢des por 48 dias, quando foram coletadas e separadas em partes
novas e velhas. A absor¢do e a remobilizag¢do de P foi afetada pelo estado nutricional da planta e pelo
porta-enxerto. A maior taxa e eficiéncia de absor¢do de P foram obtidas para as plantas do tratamento
DS e enxertadas sobre limo ‘Cravo’. As plantas sobre tangerina ‘Cleopatra’ demonstraram menor
acimulo de P e maior dependéncia da remobilizagdo do nutriente previamente acumulado. A
quantidade remobilizada do nutriente foi dependente da reserva de P e da demanda dos novos fluxos de
crescimento. As partes novas representaram o destino preferencial para o P (**P) recém absorvido pelas
plantas.

Palavras-chave: citros; estado nutricional; solugdo nutritiva; nutricdo mineral.
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PHOSPHORUS UPTAKE, REMOBILIZATION AND PARTITIONING IN YOUNG CITRUS
TREES ACCORDING TO PHOSPHORUS NUTRITIONAL STATUS AND ROOTSTOCKS

Abstract

Phosphorus is considered to be a mobile element into the plants with high remobilization rates.
However, this process is not known in details for citrus plants, as well as the influences of the
rootstocks and P status. So, ‘Péra’ sweet orange plants on ‘Rangpur lime” or ‘Cleopatra’ mandarin were
grown in nutrient solution sufficient (S) or deficient in P for nine months. Further half of the plants
belonging to each group had the concentration of P in the nutrient solution changed, while the others
remained at the same level. The following treatments were obtained: i) sufficiency-suficiency; ii)
sufficiency-deficiency; iii) deficiency-deficiency; iv) deficiency-sufficiency. At the same time, the
nutrient solutions were labeled with **P. After 48 days treatments the plants were harvested and
separated into new and old parts. The uptake and remobilization of P were influenced by rootstock and
P status. The highest rate and P efficiency uptake were obtained for deficiency-suficiency plants on
‘Rangpur’ lime. On the other hand, plants on ‘Cleopatra’ mandarin had lower accumulated P and
higher dependence of P remobilization to meet plant P requirements. The amount of remobilized P
depended on the stored P in the old parts and growth rate of new tissues. The new parts were the main
fate for the P (**P) recently absorbed from the nutrient solution.

Key-words: citrus; nutritional status; nutrient solution; mineral nutrition.
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6.1. Introducio

O uso de porta-enxertos (PE) é uma pratica comum e importante para a atividade citricola,
devido a capacidade dos mesmos em influenciar varias caracteristicas horticulturais e
resiténcia/tolerdncia a doencas das arvores (Schafer et al., 2001). Dentre os efeitos dos PE sobre a
variedade copa, tem sido detectado variagdes na tolerdncia a estresses nutricionais impostos na regido
da rizosfera. A deficiéncia por fosforo (P) é um problema comum nos mais variados tipos de solo,
devido a formagdo de complexos de baixa solubilidade com calcio em condig¢des alcalinas, e com ferro
e aluminio em solos acidos (Ozturk et al., 2005), impactando de forma negativa sobre a produtividade
agricola, incluindo os pomares de laranja. Deste modo, o conhecimento detalhado da interagdo copa x
porta-enxerto sob condi¢do de deficiéncia do nutriente ¢ de interesse para melhor compreensdo de
respostas das plantas de laranjeira a variagdo da disponibilidade do nutriente, bem como, a
identificagdo dos PE mais ¢ menos adaptados para cultivo em solos com baixa disponibilidade de P, o
que demandaria ajustes no manejo, como maiores fertiliza¢des para materiais menos adaptados.

As plantas absorvem o P da solugdo do solo na forma de ortofosfatos (H,PO4 e HPO,?) (Vance
et al., 2003). E geralmente aceito, que na faixa de concentragdo micromolar de P na solugio dos solos
cultivados (1-10 pumol L") os transportadores de alta afinidade estariam promovendo a absor¢do do
nutriente (Raghotama, 2000). Esses transportadores sdo expressos nas células de epiderme, pélos
radiculares e na camada mais externa do cortex (Panigrahy et al., 2009). Apds a entrada pelo simplasto
das raizes, o Pi pode apresentar os seguintes destinos no interior da planta: i) permanecer contido na
fragdo metabolica (citoplasma celular somado aos das organelas), como pirofosfato na molécula de
ATP; ii) participar das rotas biossintéticas de P-lipidios, DNA, RNA, tornando-se componente
estrutural das células; iii) ser estocado no vacuolo para regular o homeostase interna, iv) ser
transportado a longas distancias pelos vasos do xilema; v) ou ainda sofrer efluxo celular (Rausch &
Bucher, 2002).

No interior das plantas, o P ¢ reconhecido por ser um elemento extremamente mével no floema
(Marschner, 1995). Neste sentido, estudos tém sido desenvolvidos para avaliar a importancia e a
participagdo do P remobilizado para atendimento da demanda pelo nutriente em varias espécies de
plantas (Crafts-Brandner, 1992; Helmisaari, 1992; Proe & Millard, 1995; Usuda, 1995; Saur et al.,
2000; Piatek & Allen, 2000; Salifu & Timmer, 2001; Fife et al., 2008). Consequentemente, espera-se
que em plantas citricas, a ciclagem interna de P seja importante para atender a demanda do nutriente

pelos novos fluxos de crescimento. Entretanto, tais padrdes de remobilizagdo ainda ndo s@o conhecidos
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para estas plantas. Além disso, qual seria a influéncia do PE e da disponibilidade de nutriente no meio
de crescimento (estado nutricional por P) sobre este processo?

O desenvolvimento do presente trabalho foi baseado na hipotese que a absorg¢do e a
redistribui¢do de P (**P) seriam afetados pelo estado nutricional da planta e pelo PE. Deste modo, ap6s
as plantas terem sido crescidas em condi¢des de suficiéncia ou deficiéncia por P, a solugdo nutritiva foi
marcada com *?P. A técnica do radioisotopo foi selecionada para atender aos objetivos do estudo:
acompanhar de forma acurada e detalhada, as respostas das plantas a nivel de aquisi¢do do nutriente
(taxa e eficiéncia de absorgdo), o grau de remobilizagdo interna, bem como a particdo do P (*’P)
proveniente da solug¢do nutritiva no interior das laranjeiras (destino preferencial), diferentes quanto ao

estado nutricional por P e porta-enxerto.

6.2. Material e Métodos
6.2.1. Primeira etapa: Instalacio e conducdo do experimento — obtencdo de estado nutricional
distinto por fésforo nas laranjeiras

O experimento foi conduzido em condigdes de casa-de-vegetagdo, durante o periodo de
outrubro de 2007 a setembro de 2008. Mudas de laranjeira ‘Péra’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck]
enxertada sobre dois porta-enxertos: tangerina ‘Cleopatra’ (Citrus reshni hort. ex Tanaka) ou lim&o
‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck), em estagio equivalente aquele de transplante para o campo, mudas
tipo pavil, foram adquiridas em viveiro comercial.

As plantas foram dispostas no interior de casa-de-vegetagdo. Para melhor aclimatagdo ao novo
ambiente, durante cinco dias, receberam irrigacdo com agua deionizada. A etapa seguinte consistiu da
transferéncia das mudas para a solugdo nutritiva. Para tal, as mesmas tiveram o sistema radicular
lavado em 4gua corrente até a remogao de todo o substrato contido na superficie das raizes, seguindo-se
a lavagem com agua deionizada por varias vezes. Imediatamente a isto, as plantas foram transferidas
para baldes plasticos (recobertos com tinta de coloragdo prata) contendo oito litros de solugdo nutritiva,
modificada a partir de Sarruge (1975), porém diluida a %. Foi acomoda uma planta por vaso através de
um orificio feito na tampa do mesmo, onde a planta foi prendida com o auxilio de espuma envolta ao
caule. Este procedimento permitiu que a planta ficasse suspensa e o sistema radicular mergulhado na
solugdo nutritiva.

Ap0s cinco dias de adaptagdo das mudas de citros ao novo ambiente de crescimento radicular, a

solugdo nutritiva foi renovada, dobrando a concentragdo de todos os nutrientes, porém mantidos na
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mesma propor¢do. Seguindo-se mais cinco dias de crescimento nesta condi¢do, iniciaram-se oS
tratamentos, mediante a combinagdo da laranja ‘Péra’ enxertada sobre limdo ‘Cravo’ ou tangerina
‘Cleopatra’, com duas condig¢des de disponibilidade de P na solugdo nutritiva: baixo P (condi¢do de
deficiéncia) e alto P (condi¢do de suficiéncia), totalizando 4 tratamentos, com 8 repetigdes cada um,
obtendo-se um total de 32 plantas.

Com o objetivo de ser obtido estado nutricional diferenciado em P, sem provocar entretanto,
crescimento acentuadamente distinto entre as plantas (acumulo de massa seca), anteriormente a
marcacdo da solugdo nutritiva com **P, o seguinte manejo nutricional foi adotado: num primeiro
momento, a condi¢do de deficiéncia por P correspondeu a uma concentra¢do de 0,05 mmol L' de P,
enquanto a de suficiéncia por P foi equivalente a 1,0 mmol L de P na solugdo nutritiva. O cultivo das
plantas nestas duas concentragdes de P perdurou por aproximadamente 180 dias. Apos este periodo, na
condicdo de deficiéncia, a concentragdo na solucdo nutritiva foi alterada para 0,005 mmol L™ de P,
enquanto na condi¢do de suficiéncia, o valor original foi mantido. Esta nova disponibilidade na
condicdo de deficiéncia perdurou até ao final do experimento. A defini¢do dos tratamentos
(disponibilidade de P) foi baseada na tentativa de criar um cenario em que as plantas sofressem estresse
nutricional e uma condi¢do de adequado suprimento.

Apesar da necessidade de obten¢do de plantas com estado nutricional diferenciado mediante
altera¢do da concentragdo do nutriente na solu¢do nutritiva, cuidados foram tomados, de modo que a
deficiéncia acentuada de P ndo limitasse profundamente o crescimento e o metabolismo destas plantas.
Isto porque, o estresse severo de P afeta diretamente a assimilagdo e/ou absor¢cdo de outros nutrientes,
como nitrogénio (Jeschke et al., 1997, Groot et al., 2003), enxofre (Lee, 1993), calcio ¢ magnésio
(Reinbott & Blevins, 1999), além de atuar negativamente sobre a atividade fotossintética e alterar as
relagdes hidricas (Carvajal et al., 1996). Deste modo, o uso de plantas severamente deficientes, poderia
limitar as proprias respostas ao ressuprimento de P. Argumento semelhante foi defendido por Misson et
al. (2005) ao estudarem as respostas morfologicas e bioquimicas de plantas de Arabidopsis a
disponibilidade de P.

Durante a maior parte do periodo de cultivo, as plantas cresceram livremente, sem a condugdo
preferencial de ramos. Contudo, antes da aplicagdo de **P a solu¢do nutritiva, com o objetivo de
estimular a emissdo de brotagdes e promover melhor padronizagdo no tamanho das plantas, foi
realizada uma poda branda, com a remocgdo das extremidades dos ramos, no dia 25 de julho de 2008.

Neste momento, promoveu-se também uma selecdo das plantas, eliminando-se aquelas menos
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uniformes, de modo que no final, cada tratamento contivesse trés repeticdes. Além da necessidade de
melhor padronizag¢do das plantas, o referido procedimento foi escolhido para favorecer e simular a
emissdo de fluxos de crescimento na parte aérea (PA) durante a primavera-verdo, quando haveria maior
demanda pelo nutriente.

Em rela¢do ao manejo da solugdo nutritiva, a renovagdo da mesma foi realizada em intervalos
de 7-10 dias, ocasido em que os valores de condutividade elétrica da solugdo correspondiam a
aproximadamente 75-80% do valor original (1,8-2,0 mS ¢cm™). A manutengdo do nivel inicial da
solugdo nos vasos foi realizada diariamente por meio da adi¢do de agua deionizada. A aeracgéo
constante da solugdo foi realizada com auxilio de um compressor de ar. O pH da solugéo nutritiva foi
mantido entre 5,5-6,0 mediante a adi¢gdo de KOH ou HCI 0,1 mol Lt
6.2.2 Segunda etapa: particio e remobilizacio de 2P em funciio do estado nutricional em fésforo
da planta

A marcagdo da solugdo nutritiva com *2P ocorreu no dia 13 de agosto de 2008. Nesta segunda
etapa, com o objetivo de verificar os efeitos de alteragdes na disponibilidade do nutriente em funcdo de
uma condi¢do nutricional anterior, os dois conjuntos de plantas formados pelos pré-tratamentos de
disponibilidade (0,005 ou 1,0 mmol L' de P, conforme item 5.2.1) foram subdividos. Para cada
conjunto, metade das plantas foi mantida na mesma concentra¢io de P na solugdo nutritiva, enquanto a
outra metade sofreu alteragdo na concentragdo do nutriente. Assim, no conjunto de plantas que estavam
crescendo em 1,0 mmol L' de P (suficiéncia), foi tomada uma parte das plantas, e entdo submetidas a
concentracdo deficiente por P (0,005 mmol L' de P), enquanto as outras permaneceram na
concentracdo original. Este mesmo procedimento, porém de modo inverso, foi aplicado ao outro
conjunto de plantas que estavam sob deficiéncia por P. Por fim, foram gerados oito tratamentos,
distribuidos em blocos ao acaso, cada qual com trés repetigdes, com uma planta cada (Tabela 1). No
momento da subdivisdo dos dois conjuntos de plantas, provenientes dos pré-tratamentos com P
(suficiéncia ou deficiéncia), foi aplicado fosforo 1 mL de solu¢do contendo 1462300 cpm **P mL™"' em
cada recipiente plastico contendo 7,8 L de solu¢do nutritiva. A partir de entdo, com o objetivo de
mensurar a parti¢do e redistribui¢cdo do nutriente na planta, todos os novos fluxos de crescimento na PA
foram identificados. O manejo de condugdo dos novos fluxos de crescimento foi adotado com o
objetivo de obtencdo de maior uniformidade possivel entre os tratamentos, sendo deixados 5-6

brotagdes crescerem livremente em cada copa até a coleta do experimento.
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Apo6s a marcagdo das plantas (aplicacdo do **P nos vasos), a solug¢do nutritiva ndo foi mais
renovada, sendo feito somente o monitoramento da condutividade elétrica e pH. A reposicdo de
nutriente foi feito uma tnica vez durante o periodo de crescimento, quando os valores de condutividade
elétrica estavam entre 70-75% do valor inicial, o que fez com que o valor voltasse proximo ao original
(1,8-2,0 mS cm™). O nivel de agua deionizada foi mantido constante por meio de reposicdes diarias,
bem como a aeragdo da solugdo nutritiva.

Ao final de um periodo de crescimento de 48 dias desde aplicagdo de *P, as plantas foram
coletadas e separadas em sistema radicular, folhas velhas e novas, ramos velhos (incluindo o porta-
enxerto) e novos, pétalas (incluindo flores e botdes florais se presentes) e frutos para analise da
atividade de **P. O emprego do termo ‘velha’, foi referente ao todo tecido vegetal presente na PA
anteriormente a aplicagdo do 2p. Ao mesmo tempo, a denominacdo de ‘nova’, correspondeu ao
material vegetal produzido na PA apds a adi¢do do radioisétopo na solugdo nutritiva. O mesmo
procedimento ndo foi realizado para o sistema radicular, a qual ndo pdde ser separado em ‘parte nova’
ou ‘parte velha’.

Tabela 1. Regimes de crescimento com variada disponibilidade de fosforo na solug¢do nutritiva, para
plantas jovens laranjeira ‘Péra’ enxertada sobre a tangerina ‘Cledpatra’ ou limdo ‘Cravo’.

Copa/porta-enxerto e pré-tratamentos de P Tratamentos gerados apés aplicacio de *’P"
‘Péra’/Cleopatra’ em Deficiéncia de P ‘Péra’/Cleopatra’ em Deficiécia de P (Cl-DD)
‘Péra’/Cleopatra’ em Suficiéncia de P (CI-DS)
‘Péra’/‘Cleopatra’ em Suficiénciade P ‘Péra’/*Cledpatra’ em Deficiéncia de P (CI-SD)
‘Péra’/Cleopatra’ em Suficiéncia de P (CI-SS)
“Péra’/‘Cravo’ em Deficiénciade P~ ‘Péra’/*Cravo’ em Deficiéncia P (Cr-DD)
‘Péra’/‘Cravo’ em Suficiéncia P (Cr-DS)
“Péra’/‘Cravo’ em Suficiénciade P ‘Péra’/*Cravo’ em Deficiéncia P (Cr-SD)

‘Péra’/‘Cravo’ Suficiéncia de P (Cr-SS)

™ Cada tratamento foi composto por trés repeticdes. Cl: tangerina ‘Cledpatra’. Cr: limdo ‘Cravo’. DD: deficiéncia-
deficiéncia; DS: deficiéncia-suficiéncia; SD: suficiéncia-deficiéncia; SS: suficiéncia-suficiéncia.

Apos a lavagem em agua deionizada por varias vezes, o material vegetal foi acondicionado em
sacos de papel ¢ imediatamente colocado para secar em estufa de circulacdo forcada de ar a 65 °C
durante 72 h. Apos essa etapa, as diferentes partes foram pesadas para a obten¢do da massa seca (MS),
imediatamente moidas e acondicionadas em frascos de vidros hermeticamente fechados. A etapa
seguinte consistiu da digestdo nitrico-perclorica, seguindo os procedimentos descritos em Bataglia et al.
(1983), como apresentado no item 4.2.4. Parte do extrato (exatamente 20 mL) obtido da digestdo total

foi transferido para frascos de cintilagdo e utilizados para a medida da atividade do **P por efeito
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Cerenkov em contador de cintilagdo liquida, determinando-se a atividade especifica em desintegracdes
por minuto por unidade de P (dpm mg™). A partir da analise de **P nas diferentes partes da planta, foi
calculada a porcentagem de P na planta proveniente da solu¢do nutritiva (%Pppsn), utilizando-se a
seguinte relacdo:

%Pppsn = [(dpm mg"' P no material vegetal)/(dpm mg"' P no material vegetal)]* 100

A partir desses resultados nas diferentes partes das plantas, foi determinada a absorgdo, a
remobilizagdo (em relagdo as partes novas) e a parti¢do do P (32P) nas plantas jovens de laranjeira.

A quantificag¢do do ter de P total (Pt) no tecido vegetal foi realizada de acordo com Malavolta
et al. (1997). A concentragdo de P no tecido vegetal foi calculada com auxilio de uma curva padréo
previamente estabelecida, e expressa em g kg™

Além do actumulo total de **P na planta inteira ou em diferentes partes (mg planta” de 2py e
remobiliza¢do total (mg planta” de P), a abordagem destes pardmetros também foi dada em termos
relativos: acumulo relativo (mg g MS™ de **P) e remobilizagdo relativa (mg grama MS™' de P na parte
nova). Esta metodologia foi importante porque forneceu uma idéia de ‘abundancia’ do P (**P) na MS,
indicando a capacidade de aquisi¢do do nutriente por unidade de MS ja presente na planta (partes
velhas) e/ou que esta sendo produzida (formagdo de tecidos novos), bem como a dependéncia do P
remobilizado por cada unidade de MS formada na parte nova (remobilizagdo relativa). E importante
ressaltar que a expressdo dos resultados de remobilizagdo neste estudo foram dados em relagdo a parte
nova, ou seja, o termo P remobilizado representou a participa¢do do P previamente contido na planta
em relacdo a quantidade total ou relativa do nutriente acumulado nos tecidos jovens.

Embora o presente trabalho, ndo tenha sido desenvolvido com objetivo principal de estudar os
efeitos dos PE e da disponibilidade de P na solugéo nutritiva sobre o crescimento vegetativo de plantas
jovens de laranjeira, consideragdes foram feitas sobre a produgdo e distribuicdo de MS nas plantas, uma
vez que estes resultados apresentam relagdo direta com o acumulo, a parti¢do e consequentemente a
remobiliza¢do de P (**P).

6.2.3. Analises dos Resultados
As médias dos tratamentos foram comparadas entre si por meio do uso do desvio-padrdo, tendo-

se trés repetigdes para cada tratamento.

6.3. Resultados
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6.3.1. Acimulo de massa seca em plantas jovens de larajaneira ‘Péra’ cultivadas em solucio
nutritiva

No final do experimento, pouca diferenca foi notada entre os tratamentos de P sobre o acaimulo
total de MS, sendo mais evidente o efeito dos PE (Figura 1a). Em valores médios, as plantas sobre
‘Cravo’ produziram 1,7 vez mais MS do que aquelas sobre ‘Cledpatra’. Para ambos os PE, quando os
tratamentos de P foram comparados, observou-se a mesma tendéncia na produgdo de MS total, sendo o
tratamento DS aquele de maior valor, com acréscimos de 10,1-15,0% em relagdo aos demais.

Ao avaliar o acimulo de MS na parte aérea (PA) (Figura 1b) e no sistema radicular (Figura 1c),
efeitos mais pronunciados da disponibilidade de P foram observados para este tltimo pardmetro. O
maior crescimento radicular foi constatado para as plantas cultivadas durante o pré-tratamento com
baixa disponibilidade do nutriente (DD e DS). O acumulo de MS nas raizes das plantas de
‘Péra/*Cravo’ foi 30,3% superior em relagdo a ‘Péra’/‘Cleopatra’. Observaram-se na PA valores
semelhantes de MS na parte velha (folhas velhas + ramos velhos + tronco) entre os tratamentos de P
dentro de cada PE. Considerando que apds a poda de uniformizag¢io/estimulo as brotagdes, o ganho de
MS nestas partes foi pequeno, os dados confirmaram a condi¢do de uniformidade das plantas no inicio
do estudo de absorcdo, parti¢do e remobilizacdo de P (**P). Em valores porcentuais, a fracio de MS nas
partes velhas correspondeu a 47-58% da MS total.

As diferengas no vigor de crescimento das brotagdes na PA foram observadas (Figura 1b). Para
ambas as combinagdes copa/porta-enxerto, o menor acimulo de MS na parte nova foi observado para o
tratamento DD, enquanto o maximo ocorreu para o DS. Isto demonstrou que as plantas, quando
ressupridas com o nutriente, investiram em novos fluxos crescimento. A participagdo de folhas novas e
ramos novos no acumulo de MS total ao final do experimento, representou na média dos tratamentos de
P a9,5e 16,2%, para as plantas de ‘Péra’/‘Cleopatra’ e ‘Péra’/‘Cravo’, respectivamente.

A relagdo raiz/parte aérea (R/PA) foi 25% e 50% mais elevada para os tratamentos CI-DD e
Cr-DD quando os mesmos foram comparados com CI-SS e Cr-SS (Figura 1d). Exceto para o
tratamento DD, as plantas sobre tangerina ‘Cledpatra’ mostraram mais elevada R/PA do que

‘Péra’/‘Cravo’, com diferengas entre 46,7-66,7%.
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Figura 1. Producdo de massa seca total (a), de componentes da parte aérea (b), do sistema radicular (c),
e relagdo raiz/parte aérea (R/PA) de plantas jovens de laranjeira ‘Péra’ enxertada sobre tangerina
‘Cleodpatra’ ou limao ‘Cravo’, cultivadas em variada disponibilidade de fésforo na solugdo nutritiva.
Barras verticais indicam o erro-padrdo da média (n = 3).

6.3.2. Estado nutricional por foésforo, absorcio e destino do nutriente em plantas jovens de
laranjeira ‘Péra’

Em todas as partes das plantas, os menores teores foram determinados naquelas continuamente
cultivadas em condi¢cdes de deficiéncia (Figura 2). Exceto para as pétalas dos tratamentos DS, SD e SS
(Figura 2e), teores mais baixos de P foram encontrados para ‘Péra’/‘Cravo’. Este resultado foi
provavelmente devido ao fator dilui¢do, uma vez que acumularam maior quantidade de MS do que as
plantas ‘Péra’/Cleopatra’.

A alteragdo da concentracdo de P da solugdo nutritiva de suficiéncia para deficiéncia (SD),
seguindo-se o cultivo por 48 dias, apresentou a tendéncia de reduzir os toeres de P no tecido vegetal em
relagdo ao SS. O decréscimo do teor de P nas folhas velhas, ramos velhos, tronco e raiz nas plantas do

SD em relagdo ao SS, foi dado em fungdo da mobilizagdo interna de P para os novos fluxos de
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crescimento. Em termos absolutos, as raizes das plantas ‘Péra’/‘Cravo’ tiveram o maior decréscimo no
teor do nutriente (queda estimada de 0,73 mg kg ™), fornecendo indicios de ter sido importante fonte do
P destinado para as partes novas. Nas folhas velhas e no tronco, o decréscimo correspondeu a
0,13-0,15 mg kg'. Nas plantas sobre ‘Cledpatra’, as partes velhas apresentaram redug¢des nos teores de
P que variaram entre 0,23 a 0,32 mg kg de P. O ressuprimento de P na solugdo nutritiva elevou os
teores do elemento no tecido vegetal. Por exemplo, nas folhas velhas tais acréscimos corresponderam a
58 e 60% para ‘Péra’/‘Cleopatra’ e ‘Péra’/*Cravo’, respectivamente.

Independente do PE, as plantas cultivadas na maior disponibilidade de P durante todo o periodo
experimental acumularam maior quantidade do elemento (Figuras 3a e 3b), sendo 123,1 a 184,9%
superior ao regime de crescimento DD (Figura 3a). As plantas enxertadas sobre ‘Cravo’ apresentaram
valores de P acumulado na ordem de 1,3 a 1,7 acima dos observados em ‘Péra’/‘Cledpatra’ (Figura 3a).
Na analise da distribui¢do do P nas plantas, maiores quantidades (mg planta” de P) foram observados
na parte velha (folhas velhas + ramos velhos + tronco) e raiz (Figuras 3b).

O acumulo de P nas varias partes das plantas seguiu o padrdo de produgdo de MS, o que foi
confirmado por correlagdes significativas entre estas duas variaveis (folha nova: r = 0,99; P < 0,0001;
n = 24; folha velha: r = 0,82; P = 0,001, n = 24; ramos novos: r = 0,85, P = 0,001; n = 24; pétalas:
r=0,98; P <0,001; n=24; frutos: 0,98; P < 0,001; n=24).
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Figura 2. Teor de P em folhas novas (a), folhas velhas (b), ramos novos (c¢), ramos velhos (d),
pétalas (e), frutos (f), tronco (g) e raiz (h) de plantas jovens de laranjeira ‘Péra’ enxertada sobre
tangerina ‘Cledpatra’ ou liméo ‘Cravo’, crescidas em variada disponibilidade de fosforo na solugdo

nutritiva. As barras verticais indicam o erro padrdo da média (n = 3).
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Figura 3. Acumulo total (a) e em diferentes partes (b) de P nas plantas jovens de laranjeira ‘Péra’
enxertada sobre tangerina ‘Cledpatra’ ou limdo ‘Cravo’, crescidas em variada disponibilidade de
fosforo na solug@o nutritiva. As barras verticais indicam o erro padrdo da média (n = 3).

6.3.3. Acumulo total e relativo de fosforo (*P) em plantas jovens de laranjeira ‘Péra’ em funcio
do porta-enxerto e do estado nutricional

O acumulo total (mg planta” de **P) e relativo de **P (mg g MS™ de *’P) na laranjeira foi
influenciado pelo PE e tratamento de P (Figura 4a e 4b). Em ambas as combinagdes, as plantas
cultivadas em baixa disponibilidade e em seguida ressupridas com P (CI-DS ou CR-DS), apresentaram
maior acimulo de **P em relagdo aquelas que permaneceram em suficiéncia durante todo o periodo
experimental (CI-SS ou Cr-SS). O regime de crescimento DS incrementou em 61,8-85,3% e
54.0-58,7% o acumulo total e relativo de **P, respectivamente, em comparagio ao SS. Nas plantas dos
tratamentos DS e SS, o acumulo de **P total esteve em concordancia com a produgdo final de MS,
conforme demonstrado pela correlagdo entre eles (r = 0,90; P <0,0001; n=12).

Observou-se que nas plantas ‘Péra’/*Cravo’ o acumulo total de **P foi 118,4% e 150,2% maior
nos tratamentos DS e SS, respectivamente, em comparagdo aos mesmos regimes de crescimento da
‘Péra’/*Cleopatra’ (Figura 4a). Os valores de **P relativo em CI-DS e CI-SS corresponderam a 73,2% e

71,1% daqueles determinados em Cr-DS e Cr-SS (Figura 4b).
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Figura 4. Acumulo total (a) e relativo de **P (b) em plantas jovens de laranjeira ‘Péra’ enxertada sobre
tangerina ‘Cleopatra’ ou limdo ‘Cravo’, crescidas em variada disponibilidade de fosforo na solugdo
nutritiva. As barras verticais indicam o erro padrdo da média (n = 3).

O acumulo total de **P em diferentes partes da planta esteve em conformidade com o ocorrido
para a planta inteira, com maiores valores observados para ‘Péra/‘Cravo’ (Figura 5a). Na combinagdo
‘Péra’/*Cledpatra’, o maior actimulo total de **P ocorreu na raiz, seguido pela parte velha (folhas velhas
+ ramos velhos + tronco), e por fim, as partes novas. Ja nas plantas de ‘Péra’/‘Cravo’, foi observado
maior acumulo total de **P nas folhas novas (Figura 5a). A parti¢do do 2P na planta seguiu a tendéncia
determinada para o acumulo total (Figura 5b). O sistema radicular se destacou com maiores valores
porcentuais nos tratamentos CI-DD, CI-SS, Cr-DD e Cr-SS. Para os demais, o destino do 32p para as
raizes foi equivalente ao da parte velha. As estruturas reprodutivas corresponderam ao menor destino

total de **P, devido ao menor acimulo de MS (Figura 5b).
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Figura 5. Acumulo em diferentes partes (a), e parti¢do de **P (b) em plantas jovens de laranjeira ‘Péra’
enxertada sobre tangerina ‘Cledpatra’ ou limdo ‘Cravo’, crescidas em variada disponibilidade de
fosforo na solugdo nutritiva. As barras verticais indicam o erro padrdo da média (n = 3).
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Foi observada maior alocagdo do **P para os tecidos novos das plantas (folhas novas, ramos
novos e frutos) em detrimento as partes velhas (tronco, folhas velhas e ramos velhos) (Figura 6a). A
alocacdo preferencial de 32p relativo para a parte nova esteve entre 97,7-400,0% e 233,3-566,7%
superior nos tratamentos de P avaliados, para as plantas enxertadas sobre ‘Cleopatra’ e ‘Cravo’,
respectivamente. O acumulo relativo de **P nas folhas novas + ramos novos, pétalas + frutos
apresentou o mesmo padrdo determinado para a planta inteira, quanto a influéncia dos PE e da
disponibilidade de P na solu¢do nutritiva (Figura 6b). Entretanto, para a parte velha, o efeito dos
tratamentos de P ocorreu em menor magnitude, e ndo foi detectado efeito do PE (Figura 6¢).

Exceto para o tratamento Cr-SS, quando as plantas foram conduzidas em condi¢cdes de
suficiéneia apos a adicdo de *°P, foi constatado o destino preferencial do *°P para as partes
reprodutivas (flores + frutos) em relagdo a folhas + ramos novos (Figura 6b), sobretudo apds as plantas
sofrerem periodo de deficiéncia do nutriente. Entre as partes velhas, o tronco representou a menor
importancia para o destino do **P, enquanto folhas velhas e ramos velhos tiveram valores semelhantes
de *?P relativo (Figura 6¢).

Em relagdo ao sistema radicular, maiores valores de **P relativo foram encontrados para as
plantas ‘Péra’/‘Cravo’ (Figura 6d). Entretanto, diferente do ocorrido na PA, o tratamento DS ndo
proporcionou maiores valores de **P relativo em comparacdo ao SS, indicando que, quando a planta
possui concentracdo do nutriente na PA em maiores niveis, aloca¢do preferencial da fragdo recém
absorvida permaneceu no sistema radicular (Figura 6d).

A absor¢do diaria estimada de **P para ‘Péra’/‘Cravo’ foi 133,3-147.8% superior ao
determinado para ‘Péra’/Cleopatra’ (Figura 7a). O maior crescimento radicular das laranjeiras sobre
‘Cravo’ contribuiu para a maior aquisi¢io de *’P, dada a maior superficie de raizes disponivel.
Entretanto, mudangas nas propriedades do sistema radicular destas plantas também ocorreram, uma vez
que variagdo na eficiéncia de absor¢do de **P (EAP) foi detectada entre as duas combinagdes, sendo
Péra’/*Cravo’ mais eficiente (Figura 7b). A EAP destas plantas foi 88,5-93,8% mais elevada do que
‘Péra’/‘Cleopatra’. Além disso, a mais elevada EAP foi constatada no tratamento DS, a qual foi 27,1%

e 23,7% superior ao SS, para ‘Péra’/‘Cleopatra’ e ‘Péra’/‘Cravo’, respectivamente (Figura 7b).
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Figura 6. Valores de **P relativo na parte nova ou velha da parte aérea (a), **P relativo na parte
vegetativa (folhas novas + ramos novos) e reprodutiva (pétalas + frutos) (b), **P relativo na parte velha
(folhas velhas, ramos velhos e tronco) (c), e por fim **P relativo nas raizes (d), em plantas jovens de
laranjeira ‘Péra’ enxertada sobre tangerina ‘Cledpatra’ ou limdo ‘Cravo’, crescidas em variada
disponibilidade de fosforo na solugdo nutritiva. As barras verticais indicam o erro padrdo da média
(n=3).

A eficiéncia de suprimento de P & parte aérea (ESP, mg **P na parte aérea g MS de raiz™") foi
dependente do PE e do tratamento de P (Figura 7c). O limio ‘Cravo’ foi mais eficiente em atender a
demanda da copa pelo nutriente para cada unidade de MS do sistema radicular, e apresentou ESP
104,0% e 113,3% superior a tangerina ‘Cledpatra’ para os tratamentos DS e SS, respectivamente.
Entretanto, para ambas as combinagdes, o regime de crescimento DS aumentou a ESP em 54,1-61,0%
em comparacdo ao SS (Figura 7c).

A relagdo entre **P relativo na PA e na raiz informou o destino preferencial do nutriente na
planta. Quando conduzidas no regime SS o *?P relativo na PA correspondeu a 40% dos determinados
nas raizes. Entretanto, apos passarem por estresse e serem ressupridas com P, o *2P por unidade de
massa seca foi aproximadamente equivalente entre PA e raiz, indicando aumento relativo no transporte

de P (Figura 7d). Para os tratamentos DS e SD, a relagdo entre 2P na PA com *P na raiz, maiores
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valores foram encontrados para ‘Péra’/‘Cledpatra’, o que significa que menor ESP por este PE ndo
esteve relacionado a acimulo preferencial do elemento no sistema radicular.

6.3.4. Remobilizacio de fosforo em plantas jovens de laranjeira ‘Péra’ com diferente estado
nutricional

Ocorreu remobilizagdo do nutriente previamente acumulado em folhas velhas, ramos velhos,
tronco e raiz, para os novos fluxos de crescimento da PA (ramos novos, folhas novas, pétalas e frutos).
A remobilizagio interna total de P (mg P planta™), exceto para o tratamento DD, foi dada em maior
quantidade para a ‘Péra’/‘Cravo’ (Figura 8a). Por exemplo, no tratamento SS, as plantas ‘Péra’/*Cravo’
apresentaram remobilizagdo 80,1% maior ao detectado para ‘Péra’/Cleopatra’.

As maiores diferengas na quantidade total remobilizada entre os tratamentos de P foram
constatadas para a comparagdo entre DD e SS. Este ultimo foi 104,6% e 234,4% superior para a
‘Péra’/‘Cleopatra’ e ‘Péra’/limdo ‘Cravo’, respectivamente. A quantidade total remobilizada foi
relacionada ao acumulo de MS nas partes novas ao final do experimento (r = 0,83; P = 0,001; n = 24).
Além disso, a remobilizagdo foi dependente do estado nutricional por P da planta, como demonstrado
pela correlagdo positiva entre o teor foliar de P das folhas velhas nas plantas dos tratamentos DD e SS
com a quantidade remobilizada para a PA (r=0,45, P =0,03; n=12).

Quando a quantidade de P remobilizada foi analisada para folhas novas, ramos novos, pétalas e
frutos, foi observada a mesma tendéncia da planta inteira (Figuras 9a, 9d, 10a e 10d), sendo
normalmente encontrada maior remobiliza¢do (participagdo do P previamente contido na planta em
relagdo ao P total acumulado em tecidos jovens) para ‘Péra’/‘Cravo’. Dentre as estruturas, as folhas
novas corresponderam aos maiores valores absolutos de remobiliza¢do, devido ao maior acumulo de
MS, caracterizando-se como o principal dreno. A quantidade remobilizada para esta parte correspondeu
a15,26-36,86 ¢ 26,57-85,58 mg planta” de P para as as plantas de ‘Péra’/Cledpatra’ e ‘Péra’/*Cravo’,
respectivamente.

Em termos de remobilizagdo relativa (mg de P grama MS parte nova "' de P), os tratamentos SD
e SS continuaram mostrando maiores valores quando comparados aqueles com pré-tratamento de
deficiéncia (DD e DS), tanto para a média de toda a parte nova (Figura 8b), como para as diferentes
partes avaliadas (Figuras 9b, 9e, 10b e 10e). Entretanto, ao contrario do ocorrido para a remobilizagdo
total, nas plantas de ‘Péra’/Cleopatra’ foi detectado remobilizagdo relativa mais elevada (Figuras 8b,
9b, 9e, 10b, 10e). Estes dados refletiram maior dependéncia do P previamente armazenado para atender

a demanda do elemento em cada nova estrutura que estava sendo formada na ‘Péra’/‘Cledpatra’. As
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diferengas foram mais acentuadas na comparagdo realizada no regime de crescimento DS, do que
aquela obtida para a condi¢do SS. Portanto, mesmo que as plantas de ‘Péra’/‘Cledpatra’ encontrem
teores adequados de P na solu¢do do solo no momento da emissdo dos fluxos de crescimento, por
serem mais dependentes das reservas internas, seria importante que estivessem suficientemente
nutridas, de modo que pudesse ocorrer remobiliza¢do em niveis adequados. Desta maneira, poderia ser
afirmado que nas plantas sobre ‘Cravo’ houve maior contribuicdo da absor¢do radicular para o

atendimento da nova demanda por P.
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Figura 7. Eficiéncia de absorcdo de **P (a), absor¢do diaria estimada de *’P (b), eficiéncia de
suprimento de **P a parte aérea (c), e relagdo entre *°P relativo PA com *P relativo na raiz (d) em
plantas jovens de laranjeira ‘Péra’ enxertada sobre tangerina ‘Cledpatra’ ou limédo ‘Cravo’, crescidas
em variada disponibilidade de fosforo na solugdo nutritiva. As barras verticais indicam o erro padrdo da

média (n = 3).

As plantas que foram mantidas em condi¢des adequadas do nutriente (tratamento SS)
apresentaram as mais elevadas taxas de remobilizagdo relativa (Figuras 8b, 9b, 9e, 10b, 10e). Estes
resultados sdo indicativos que a remobilizagdo foi dependente do estoque do nutriente na planta, e

provavelmente um processo com menor custo energético do que aquisi¢do de nutrientes através das
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raizes. Certamente, estas plantas apos um longo periodo acumularam P em seu tecido, sobretudo na
forma de P inorgénico vacuolar (forma de reserva), que se encontrava disponivel para o transporte em

direcdo as partes novas com maior demanda e atividade metabolica.
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Figura 8. Remobilizagdo total (a), relativa de P (b) para as partes novas da parte aérea de plantas

jovens de laranjeira ‘Pera’ enxertada sobre tangerina ‘Cledpatra’ ou limdo ‘Cravo’, crescidas em

variada disponibilidade de fosforo na solucdo nutritiva. As barras verticais indicam o erro padrdo da

média (n = 3).

CI-DD CI-DS CI-SD CI-SS Cr-DD Cr-DS Cr-SD Cr-SS

Quando considerados os tratamentos suficiéncia-deficiéncia (CI-SD, Cr-SD) ou deficiéncia-
deficiéncia (CI-DD, Cr-DD), observa-se que o P contido nos novos fluxos de crescimento, seriam
99,5% do P proveniente de fragdes do nutriente previamente contido nas plantas (8c, 9c, 9f, 10c e 31).
Verificou-se que a participagdo do P remobilizado daquele contido nos novos fluxos foi mais elevada
para as plantas enxertadas sobre tangerina ‘Cledpatra’ (Figuras 8c, 9¢, 9f, 10c, 10f). Além disso, as

diferengas foram mais acentuadas quando as plantas foram crescidas em condi¢do de deficiéncia por P.
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‘Cravo’, que foram desenvolvidos apés a marcagdo da solugdo nutritiva com *?P. As barras verticais
indicam o erro padrdo da média (n =3).
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Figura 10. Remobilizagdo total (a,d) e participacdo do fosforo remobilizado (b, ¢, e,f) em pétalas e
frutos de plantas jovens de laranjeira ‘Pera’ enxertada sobre tangerina ‘Cleopatra’ ou limdo ‘Cravo’,
que foram desenvolvidos apos a marcagdo da solugdo nutritiva com *2P. As barras verticais indicam o
erro padrdo da média (n =3).
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6.4. Discussao dos Resultados
6.4.1. Disponibilidade de fésforo e porta-enxertos: efeito na absorcio de 32p

As plantas apresentam mecanismos adaptativos para superarem as condi¢des de deficiéncia de P
no solo, os quais estdo relacionados ao aumento da disponibilidade do P do meio externo, a eficiéncia
de absor¢do e de utilizacdo interna (Liu et al., 1998). Existe a indugdo de genes, cujos produtos
promovem a reciclagem intracelular do Pi, a mobilizago e aquisi¢do extracelular (Abel et al., 2002). O
incremento da taxa de absor¢do de Pi em condi¢des de deficiéncia ¢ uma conhecida resposta dos
vegatais (Cogliatti & Clarkson, 1983; Schachtman et al., 1998; Mimura, 2001; Abel et al., 2002,
Karthikeyan et al., 2002). Semelhante constatacdo também foi detectada no presente trabalho. O pré-
tratamento de P, no qual se procedeu-se o cultivo em baixa disponibilidade de P, ¢ em seguida houve o
ressuprimento (tratamento DS), estimulou a absor¢do e 0 acumulo de **P nas laranjeiras, quando foram
comparadas aquelas continuamente tratadas com a maior disponibilidade de P (tratamento SS). Plantas
de milho e soja apds terem sido crescidas em condi¢des variadas de disponibilidade de P na solugéo
nutritiva, observou-se correlagdo negativa entre a concentragdo de P na PA e o valor de influxo
maximo (In,), indicando que a capacidade de absor¢do do sistema radicular foi regulada pelo estado
nutricional por P (Jungk et al., 1990). Os autores ainda relataram que o aumento na eficiéncia de
absorcdo das raizes de plantas estressadas ndo foi devido a mudancas da constante de afinidade (K,).
Assumindo que o K, define a caracteristica de uma proteina transportadora, quando mudangas neste
parametros ndo sdo observadas, isto significa que ndo houve alteragdo no tipo de transportador. Os
incrementos nas taxas de absor¢do radicular tém sido atribuidos a elevagdo do numero de
transportadores de alta afinidade na membrana plasmatica (Muchhal & Raghothama, 1999;
Karthikeyan et al., 2002). A presenga deste tipo de transportador é essencial para a aquisi¢do do
nutriente, uma vez que os seus teores normalmente encontrados na solu¢do do solo sdo extremamente
baixos (1-10 pmol L) (Raghothama, 1999).

As plantas apresentam dois sistemas bdsicos de respostas a varia¢do da disponibilidade de
nutrientes no meio. Um depende do estado nutricional da planta como um todo (ou especificamente da
PA), enquanto que o segundo, resulta de varia¢cdes no suprimento ao sistema radicular, que por sua vez,
transmite informagdes a parte aérea sobre alteracdes na disponibilidade do nutriente (Forde, 2002).
Ambos os mecanismos devem estar presentes nas plantas de laranjeira, com o PE atuando na percepcdo
do estresse e na transmissdo de sinais a PA, e esta por sua vez, regulando a demanda pelo nutriente.

Ambos os PE mostraram sensibilidade a menor disponibilidade do nutriente na solu¢do nutritiva, uma
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vez que apos a imposi¢do do estresse, seguindo-se o ressuprimento do nutriente, houve maior eficiéncia
na absor¢do de P e na sua translocagdo para a PA. A deficiéncia por P aumentou a absor¢do e o
transporte do nutriente para a PA de plantas de cevada cultivadas em solugdo nutritiva (Drew & Saker,
1984). A existéncia de sinais a longa distancia que regulam as respostas a deficiéncia por P tem sido
inferida a partir de experimentos com raizes subdividas. Nestes tipos de estudo, as raizes de plantas
deficientes em P sdo subdivididas, sendo uma parte exposta num meio com alto P, enquanto a outra ¢
deixada em baixa disponibilidade do nutriente P. As respostas ao meio deficiente em P tém sido
sistematicamente reprimidas nas partes das raizes expostas a um baixo P, o que tem conduzido para a
proposta que ¢ o estado nutricional por P na PA ¢ responsavel pelo controle das repostas nas raizes
(Franco-Zorilla et al., 2004). Recentemente, utilizando plantas de Arabidopsis e tabaco, foi confirmada
a participagdo do microRNA na comunicacdo do estado nutricional por P entre raizes e PA (Lin et al,,
2008). De acordo com os autores, a alocacdo e reciclagem de Pi reflete o estado nutricional por P em
diferentes tecidos. Deste modo, na condic¢do de reduzido transporte de P das raizes para a PA durante o
inicio da deficiéncia por P, ocorre indugdo a produgdo de microRNA (miR399s), que é transportado via
floema para o sistema radicular onde atuara na ativagdo do processo de absor¢do de P na regido da
rizosfera e subsequente distribuigdo na planta.

Os distintos resultados encontrados neste estudo quanto ao actimulo de **P nas plantas foram
definidas pela demanda da PA pelo nutriente, a qual ¢ o principal fator regulador da absor¢do de
nutrientes pelas plantas (Rubio et al., 2004). Além da regulacdo do processo de absor¢do do ion para a
manutencdo da homeostase celular em tecidos j& existentes, a demanda por P foi definida pelas
necessidades em atender MS que esta sendo incorporada nas plantas. O maior crescimento da PA e
consequentemente da area foliar disponivel para a transpiragdo, € assim do movimento de agua ao
longo do xilema, a principio poderia ser proposto, como um fator determinante para a maior absor¢do
do nutriente pelas plantas. Entretanto, ¢ bem definido que o processo metabdlico de aquisi¢cdo de ions e
o passivo de absor¢do de agua sdo independentes (Tanner & Beevers, 2001). Além disso, a associagéo
deste processo com o suprimento de nutriente a PA ¢ mais importante para outros elementos, como o
Ca ou mesmo moléculas neutras, sendo muito baixa ou praticamente inexistente para P (Marschner,
1995). Entretanto, uma vez no interior da planta, a taxa de transporte do P das raizes a PA pelos vasos
do xilema ocorre por fluxo de massa através da corrente transpiratoria (Almeida et al., 1999).

As diferencas encontradas para os PE quanto a absor¢éo e atendimento da demanda por P pela

parte aérea ¢ resultado de um somatorio de fatores. Os resultados do nosso trabalho demonstraram que
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em termos de acumulo total de **P, os maiores valores determinados para as plantas sobre limdo
‘Cravo’ foram definidos pela maior produgdo de MS total destas plantas. A PA das plantas de limdo
‘Cravo’ foi mais vigorosa (maior acumulo de MS) em todos os tratamentos de P. Deste modo, a maior
quantidade de MS na PA elevou a demanda pelo nutriente, fazendo com que as taxas de absor¢do do
sistema radicular fossem maiores para essas plantas, dado ao fator regulatorio da PA. Em nosso
trabalho tal suposi¢do foi confirmada por meio da correlacdo significativa entre o acumulo de 2P nas
plantas e a MS da parte aérea das plantas provenientes dos tratamentos DS e SS (r=0,81; P =0,001; n
= 12). Ainda, quando este acimulo é corrigido para a producdo total de MS, obtendo-se o >*P relativo,
a mesma tendéncia fo1 observada em diferentes partes das plantas, confirmando a maior capacidade de
aquisi¢do de P (**P) pelas plantas enxertadas sobre limdo ‘Cravo’.

Quando o sistema radicular dos dois porta-enxertos ¢ comparado, tanto o maior crescimento
absoluto (acumulo de MS) como a eficiéncia de absor¢do de P (EAP) contribuiram para maior
aquisicdo de *’P na combinagio laranjeira ‘Péra’/limdo ‘Cravo’. Isto foi confirmado pelas correlagdes
significativas obtidas para o total de **P acumulado (mg planta” de **P) com MS de raizes (r = 0,95; P
<0,001;n=12) e com a EAP (r=0,91; P < 0,001; n=12). A influéncia do PE no contetido mineral
da parte aérea das plantas tem sido atribuida as caracteristicas fisicas do sistema radicular, como o
crescimento lateral e vertical, o que altera a absor¢do de agua e de nutrientes (Ruiz et al., 1997).
Entretanto, estas diferengas tornam-se muito mais complexas quando as plantas sdo submetidas a
condi¢des de estresse nutricional, quando a eficiéncia de aquisi¢do de nutrientes ¢ o produto de
propriedades morfologicas, fisiologicas e bioquimicas do sistema radicular (Marschner, 1998). As
alteragdes no sistema radicular em plantas sob condi¢des de deficiéncia por P foram apresentadas
anteriormente neste trabalho (item 4.4.3).

6.4.2. Destino do *2P absorvido da solucdo nutritiva e remobilizagio interna de fosforo

Ao ser analisado o destino do P (**P) absorvido da solugdo nutritiva na PA, acentuada diferenca
foi observada no P alocado entre as partes novas e velhas, ocorrendo alocagdo preferencial para a
primeira, com diferengas mais acentuadas apos um periodo de deficiéncia pelo nutriente, seguindo-se o
ressuprimento (Tratamento DS). Segundo Rauch & Bucher (2002), a maior parte do nutriente
absorvido pelas raizes ¢ transportado no xilema para folhas novas. O acimulo de P nas regides de
crescimento ¢ suportado pelo fato que o elemento ¢ extremamente mdvel no interior da planta, e que

estas regides apresentam elevado requerimento (Floc’h & Penot, 1978).
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O estresse por P intensifica a competi¢do entre raiz ¢ PA pelo P endogeno e por aquele
recentemente absorvido quando o suprimento ¢ restabelecido (Cogliatti & Clarkson, 1983). No presente
estudo, a imposi¢do do estresse por P conduziu & incrementos no acumulo relativo de **P na PA das
laranjeiras em relagdo ao sistema radicular [(mg g MS PA™ de 32P)/(mg g MS raiz"' de 2py] apos o
ressuprimento do nutriente (Figura 6d). A maior propor¢do ocupada pelas partes novas em relagdo a
MS total da PA das plantas provenientes do tratamento DS, somada a alocagdo preferencial do
nutriente nestas partes, contribuiram para o maior acumulo relativo do P. Em plantas de aveia com 22
dias de idade cultivadas em solugdo nutritiva, aproximadamente 80% do **P absorvido pela raiz
seminal foi translocado para a PA (Clarkson et al., 1978). Segundo os autores, a analise da composi¢do
mineral das plantas de aveia demonstrou que a concentracdo de P na PA foi reduzida em maior
magnitude do que o ocorrido nas raizes, o que acarretou em domindncia da taxa de transporte para a PA
sobre a retencdo de P nas raizes.

Apesar da alocacdo preferencial do **P absorvido nas partes novas, isto ndo significou baixa
dependéncia do P remobilizado internamente das partes mais velhas. Mesmo com o adequado e
constante suprimento de P as plantas (tratamento SS), a participagdo da por¢do remobilizada do
nutriente para o total acumulado nas partes novas foi alta, com valores atingindo 95,8 e¢ 88,4% para as
combinagdes ‘Péra’/‘Cledpatra’ e laranja ‘Péra’/Cravo’, respectivamente. As plantas com insuficiente
suprimento de P na solucdo nutritiva (tratamento DD) tiveram aproximadamente 99,7% de todo o P
contido nas partes novas proveniente das fragdes previamente acumulado nas plantas. Contudo, apos o
crescimento em condi¢des de deficiéncia continua, mesmo com alta contribui¢do da remobilizagdo, os
teores do nutriente nas partes novas estiveram abaixo daqueles encontrados nas plantas que foram
ressupridas (tratamento DS), que permaneceram em suficiéncia (tratamento SS) ou mesmo aquelas, que
apés um periodo de suficiéncia, foram submetidas a deficiéncia (tratamento DS). Em plantas
deficientes, o restrito suprimento de Pi pelas raizes a PA através do xilema é compensado por
incremento na mobilizagdo do Pi estocado, que ¢ direcionado para tecidos novos na PA e no sistema
radicular, o que envolve tanto a deple¢do do Pi armazenado como a quebra do P orgénico (Rauch &
Bucher, 2002). O efeito do estado nutricional (normal ou deficiente) de plantas de café cultivadas em
condig¢des de solugdo nutritiva também foi verificado sobre a absor¢éo e distribuicdo de nitrogénio. Em
plantas deficientes, o nutriente absorvido da solugdo nutritiva foi preferencialmente transportado para
orgios em crescimento numa propor¢do maior do que aquelas bem nutridas (Lima Filho & Malavolta,

2003).
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A eficiente remobiliza¢do de nutrientes minerais se torna um processo fundamental durante o
periodo de interrup¢do na aquisi¢do de nutrientes pelas raizes (Marschner, 1998). As plantas
submetidas ao estresse por P apds periodo de suficiéncia (tratamento SD) demonstram decréscimos no
teor do nutriente na ordem de 10% a 27% nas partes velhas em relag@o as plantas do tratamento SS,
indicando a transferéncia da fracdo previamente acumulada. Verificou-se para plantas jovens Picea
sitchensis, que para os 50% do P remobilizado da parte velha para os novos fluxos de crescimento,
15% foi proveniente de tecidos lenhosos e 35% das folhas, refletindo a maior importancia relativa das
folhas (Proe & Millard, 1995). A redugédo no conteudo de P em folhas maduras de varias espécies
arboreas refletiu a remobilizagdo do nutriente, com decréscimos variando entre 54% e 63% (Fife et al.,
2008). Folhas de plantas de pinus em estagio de senescéncia, que estavam sendo cultivadas em solo
deficiente em P, apresentaram reducdes de 75% a 87% nos teores do nutriente (Helmisaari, 1992).

A quantidade total remobilizada de P (mg planta’ de P) nas laranjeiras foi positivamente
relacionada a demanda por P dos novos fluxos de crescimento da PA (acimulo de MS) e as reservas de
P no interior das plantas. A for¢a do dreno atua como o controle primario sobre a eficiéncia no qual N e
P sdo remobilizados para suportar o novo crescimento (Nambiar & Fife, 1991). Durante o periodo de
crescimento da PA (ramos e folhas) no inicio da primavera ¢ durante o verdo, a redugdo na
concentra¢do de nutrientes moveis, como o P, em folhas maduras de pinus foi atribuida ao transporte
para novos fluxos de crescimento (Helmisaari, 1992). A queda na concentrag¢do de nutrientes N, K e P
em folhas de Fucalyptus globulus com um ano de idade, foi coincidente com o periodo de maximo
crescimento das plantas. As maiores quantidades remobilizadas foram determinadas para as folhas com
maior acumulo de nutrientes (Saur et al., 2000). Os autores concluiram que as quantias iniciais de
nutrientes nas folhas e o crescimento das arvores foram os fatores chave em determinar a natureza e a
quantidade de nutrientes remobilizados. A quantidade remobilizada se correlaciona fortemente com o
conteudo total do nutriente presente imediatamente antes do inicio da remobilizagdo, e que esta, ¢ uma
relagdo aplicavel para todas as espécies crescendo em areas cultivadas (Fife et al., 2008). A taxa de
remobilizacdo ¢ largamente governada por efeitos sazonais sobre o requerimento de nutrientes pelo
crescimento da parte aérea. A quantidade de P remobilizada por unidade de massa de ramos ao longo
de uma estac¢do de crescimento foi diretamente correlacionada com o total do nutriente acumulado nos
novos tecidos em crescimento durante a mesma estagdo (Milla et al., 2005).

A quase totalidade do P contido nos novos fluxos de crescimento (>99,7%) das laranjeiras

. . . : : . ~ ~ 32 -
cultivadas com reduzido suprimento de P ao sistema radicular, apds a marcagdo da solugdo com ““P, foi
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proveniente de reservas internas. Em plantas arboreas da regido do Mediterraneo, o atraso entre
crescimento e remobilizagdo foi explicado pelo suprimento de nutrientes pelo solo, o qual tendo
disponibilidade suficiente em associagdo com absor¢do elevada pelas raizes, proveu importante
quantidade de nutriente requerido pelo crescimento. A remobilizagdo de P ocorreu em maior magnitude
quando o suprimento do nutriente pelo solo foi escasso (Milla et al., 2005). Quando o P se torna
limitante, o P previamente contido na planta, especialmente em partes menos ativas metabolicamente, ¢
remobilizados para os tecidos mais novos e mais ativos metabolicamente (Panigrahy et al., 2009).

Os resultados mais ilustrativos do efeito do estado nutricional de P sobre a remobilizagdo do
nutriente, foram observados mediante a comparacdo dos tratamentos DS e SS. Os resultados
demonstram menor participagdo do P remobilizado (valores em %) do P total acumulado nos novos
fluxos de crescimento para as plantas pertencentes ao tratamento DS. Estas diferengas podem ser
relacionadas com a maior capacidade de absor¢do de P pelo sistema radicular das plantas provenientes
do tratamento DS e/ou maior disponibilidade de P para remobilizagdo das plantas que continuamente
cresceram no regime de suficiéncia (tratamento SS), o que permitiu acimulo do nutriente em maior
magnitude no tecido vegetal. Outro aspecto importante a ser notado, é que para todas as partes novas
avaliadas, a porcentagem de P remobilizado do total acumulado foi mais elevada para as plantas de
‘Péra’/‘Cleopatra’. Considerando que o P armazenado na parte velha das plantas foi maior para
‘Péra’/*Cravo’, a menor contribuicdo do P remobilizado para esta combinagdo copa/porta-enxerto, foi
relacionada a maior capacidade do seu sistema radicular em adquirir P. Isto parece ser consistente,
porque as plantas sobre limdo ‘Cravo’ acumularam maior quantidade de **P por cada unidade de MS
produzida na parte nova, mesmo apos terem acumulado quantias mais elevadas de MS, o que poderia

provocar o efeito diluicdo sobre o teor do nutriente no tecido vegetal.

6.5. Conclusdes

O estado nutricional por P foi determinante na taxa de absorgdo e acumulo de P (**P), os quais
foram estimulados naquelas plantas deficientes no nutriente, e que foram ressupridas. O **P recém
absorvido foi alocado principalmente nas partes novas, com preferéncia para as estruturas reprodutivas
sobre as vegetativas. O P mostrou-se extremamente movel no floema de plantas citricas, apresentando
taxas elevada participagdo do P previamente contido na planta em relagdo ao total acumulado nas
partes jovens. Esta propor¢do foi dependente das reservas internas e da demanda dos novos fluxos de

crescimento, sendo mais elevada nos tratamentos suficientes em P, e para a combinagéo
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‘Péra’/*Cleopatra’. Nessa combinagdo, as plantas foram mais dependentes das reservas internas de P,
possivelmente pela menor capacidade de absor¢do do seu sistema radicular e consequentemente em

atender a demanda dos novos fluxos de crescimento pelo nutriente.
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7. IS PHOSPHITE A SOURCE OF PHOSPHORUS FOR CITRUS ROOTSTOCKS?

Abstract

There is a growing use of phosphite (Phi; PO;), a reduced form of phosphorus (P), as a compound for
nutritional management of several crops, but its nutritional efficiency as a source of P has not been
compared to phosphate (Pi; PO,) for citrus rootstocks. To clarify the potential nutritional value of Phi
as a source of P, we carried out a greenhouse conditions study using citrus rootstock seedlings of
Carrizo Citrange and Smooth Flat Seville growing in aerated hydroponic or sterilized native sandy soil.
There were four P-treatments: No P (control); 0.5 mmol L™ Pi; 0.25 mmol L™ Pi + 0.25 mmol L™ Phi
and 0.5 mmol L' Phi. Leaf net gas exchange and chlorophyll fluorescence were measured after 80 days
of treatment., the plants were harvested, separated into leaves, stems and roots and growth parameters
were evaluated at 83 days of P treatments. The water soluble form of P in leaf and root tissue was
analyzed for P-PO; and P-PO, using capillary electrophoresis. The No P treatment reduced plant
growth, net assimilation of CO, (4CO;), maximum quantum yield of dark-acclimated leaves (Fv/Fm)
and quantum yield (Y) of both rootstocks relative to the 0.5 mmol L Pi treatment and had the lowest
total P and P-PO, concentrations in leaves and roots. Plant growth was also reduced in 0.25 mmol L
Pi + 0.25 mmol L' Phi treatment. Although 0.5 mmol L' Phi increased the total P or P-PO,
concentration above the No P treatment, this did not translate into increased plant growth. In fact, the
0.5 mmol L' Phi treatment had a remarkable inhibitory effect on root growth. Net gas exchange,
phosphorus and nitrogen use efficiency also were reduced by 0.5 mmol L™ Phi. Thus, Phi could not
replace Pi as a source of P for healthy plants cultivated in growth media with a low potential of Phi
oxidation to P1i.

Key-words: phosphorus source; phosphate; root growth; photosynthesis.
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O FOSFITO E UMA FONTE DE FOSFORO PARA PORTA-ENXERTOS CiTRICOS?

Resumo

Atualmente existe crescente uso de fosfito (Phi; PO3), uma reduzida forma de fosforo (P), como um
composto para o manejo nutricional de varias culturas. Entretanto, a eficiéncia nutricional de Phi, como
fonte de P ndo tem sido comparada com o fosfato (Pi; PO4) para porta-enxertos citricos (PE). Desta
maneira, para ampliar o conhecimento sobre a eficiéncia desta molécula no suprimento de P, foi
conduzido um experimento em condig¢des de casa-de-vegetagdo. Os PE citrange ‘Carrizo’ ¢ ‘Smooth
Flat Seville’ foram cultivado em hidroponia ou cultura de areia e combinados com quatro tratamentos
de P: Controle (sem o fornecimento de P), 0,5 mmol L de Pi; 0,25 mmol L™ de Pi + 0,25 mmol L' de
Phi ¢ 0,5 mmol L' de Phi. A taxa de assimilacdo de CO, e a fluorescéncia da clorofila foram medidas
apos 80 dias de tratamento. Aos 83 dias as plantas foram coletadas e separadas em folhas, caule e raiz
para a determinagdo do crescimento. Na auséncia de P na solugdo nutritiva houve reducdo do
crescimento das plantas, na assimilagdo de CO,, na eficiéncia fotoquimica e na concentragdo de P total
ou P-PO, nas folhas dos PE em relagdo as plantas tratadas com 0,5 mmol L de Pi. Redugdes no
crescimento dos PE foram detectadas mesmo quando metade da quantidade total de P na solugéo
nutritiva foi fornecida como Phi. Embora o tratamento 0,5 mmol L™ de Phi elevou a concentragdo de P
total e PO4 nas folhas em relagdo ao controle, isto ndo resultou em ganhos de crescimento pelas plantas,
compromentendo fortemente o crescimento radicular. A assimilagdo de CO; ¢ a eficiéncia de utilizago
de nitrogénio e fosforo foram comprometidas pelo fornecimento de 0,5 mmol L' de Phi. Desta
maneira, o Phi ndo foi capaz de fornecer P para PE livres de doengas e cultivados em ambiente com
baixo potencial de oxidagédo de Phi para Pi.

Palavras-chaves: fonte de fosforo; fosfato; crescimento radicular; fotossintese.
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7.1. Introduction

Phosphorus is known to occur in at least seven oxidation states. Any P species with an oxidation
state lower than (+5) is termed ‘reduced phosphorus’. Although, it is assumed that P in natural systems
occurs exclusively in the +5 oxidation state as orthophosphate, polyphosphates, organophosphates, and
particulate phosphates, this assumption has not been explicitly proven (Morton and Edwards, 2005).
The reduced form phosphite (+3; Phi) differs from phosphate (+5; Pi) because in Phi, an oxygen atom
is replaced by a non-acidic hydrogen that bounds to the P atom (Bozzo et al., 2004). This substitution
results in major differences in which these two compounds behave in living organisms (MacDonald
et al., 2001). Some Phi formulation products can be good fungicides to combat Phytophthora root rot
on many crops (Guest and Grant, 1991; Barret et al., 2003) and thereby to reduce consequent crop loss
in many agricultural commodities including pineapple, avocado, green pepper (Pegg et al., 1985;
Rohrbach and Schenck, 1985; Forster et al., 1998), and citrus (Orbovic et al., 2008). However, the
claim regarding the potential of Phi as a fertilizer source of P is controversial (Singh et al., 2003).
Consequently, the effects of Phi on plant growth and quality in relation to Pi supply, merit further study
especially for crops with a high probability of phosphite application (Thao and Yamakawa, 2009). It is
unclear whether the positive effects attributed to Phi are due to its own direct effects, its fungicidal
properties or to the oxidative conversion of Phi to Pi and subsequent use of Pi by plants (Macdonald et
al., 2001). A series of US patents describe formulations containing Phi as suitable fertilizers for plants
and many current Phi products are widely marketed as ‘superior P fertilizer’ for either soil or foliar
applications (Thao et al., 2008a). However, such claims are not supported with sufficient data and the P
nutritional value of Phi needs to be evaluated relative to Pi.

Many studies have shown negative effects of Phi on plant growth and metabolism of many
species (Carswell et al., 1996, 1997; Foster et al., 1998; Wells et al., 2000; Ticconi et al., 2001; Singh
et al., 2003; Lee et al., 2005; Thao et al., 2008a, 2008b). Negative effects of Phi can include
suppression of plant responses to Pi starvation including reduced acid phosphatase in the Pi- starved
cells of Brassica napus (Carswell et al., 1997), accumulation of anthocyanins in the leaves, reduced
root hair formation and activation of phosphate starvation-inducible nucleolytic enzymes in roots of
Arabidopsis (Ticconi et al., 2001). However, some positive effects of Phi also have been described in
citrus plants. Foliar sprays of Phi during winter and bloom have been used to increase flowering in
citrus, perhaps as a stress response, and to increase subsequent orange juice soluble solids and fruit

yield (Albrigo, 1999). In California, the use of two applications of K-phosphite significantly increased

118



the number of commercially valuable large-size fruit, total soluble solids (TSS) and TSS to acidity ratio
of juice compared to non-sprayed control fruit (Lovatt, 1999). The mechanism by which fruit size was
increased was explained by improved phosphorus nutrition. In a more recent study, Orbovic et al.
(2008) concluded that citrus growers could apply Phi to soil or to leaves as multiple sprays, either alone
or in combination with Pi, because of its dual action as an antifungal agent and as an indirect source of
P. The positive effects of Phi were attributed to the potential oxidation of Phi to Pi in sandy soil.

Phi efficiency as a fertilizer source of Pi has rarely been tested against Pi (MacDonald et al., 2001)
and has been evaluated under conditions of potential for oxidation Phi to Pi (Orbovic et al., 2008).
Moreover, potential effects of Phi on photosynthesis and plant nutrient utilization efficiency have not
been studied. Since citrus rootstocks have differential tolerance to P-deficiency (Rabe and Lovatt,
1986; Graham et al., 1997), they could use Phi more or less efficiently to meet P demand. The
objectives of this study were to determine the effects of Pi and Phi availability on growth, mineral
nutrition, nutrient utilization efficiency and photosynthetic characteristics of citrus seedlings. We tested
the hypothesis that Phi alone or in combination with Pi could supply some P to seedlings of two
contrasting citrus rootstocks, Carrizo citrange and Smooth Flat Seville, and that responses of each

rootstock to Phi supply in hydroponic and sand culture would differ.

7.2. Material and Methods
7.2.1. Plant material and growth conditions

Plants were grown in either hydroponic solution or fine sand culture in an unshaded
greenhouse, under natural photoperiod with average day/night temperatures of 36 °C/21 °C, maximum
photosynthetically active radiation of 1200 pmol m™s™ and relative humidity from 40% to 100%, from
May to August, 2009. Uniform three-mo-old seedlings of Carrizo citrange [CC, Citrus sinensis (L.)
Osb. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.] and Smooth Flat Seville (SFS, Citrus spp., hybrid of uncertain
origin) rootstocks were purchased from a local nursery. As rootstocks, CC typically produces large
high yielding trees that have intermediate tolerance to Phytophthora root rot whereas SFS produces
intermediate sized trees that have a high tolerance to Phytophthora (Castle et al., 2006). Seedlings were
bare-rooted, and either set into black undrained 0.55 L pots containing % strength modified nutrient
solution (Sarruge, 1975; Furlani et al., 1999) without phosphorus (= basic nutrient solution, BNS) or
planted in identical well-drained pots filled with sandy soil (described below) and regularly irrigated

with the BNS. The BNS contained, in mmol L™, 13.0 N (11.0% as NH;"), 5.0 Ca, 3.0 K, 1.25 Mg, 1.25
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S and, in pmol L', 41.60 B, 46.70 Fe, 8.20 Mn, 3.50 Zn, 1.0 Cu, 1.25 Mo. In the hydroponic system,
the solution surface was covered with a slotted polystyrene disk to exclude light and to support plants.
Each pot contained 0.4 L of the BNS and was equipped with a small tube extending to the bottom
through which the medium was continuously aerated with gently bubbling air. One week after
transplant, three additional solutions with different phosphorus composition were added to the BNS to
establish the following treatments: Py = No P (BNS or control); 0.5 mmol L Pi (phosphate, P-PO,);
0.25 mmol L' Pi + 0.25 mmol L Phi (phosphite, P-PO3) and 0.5 mmol L™ Phi. The total P
concentration in the nutrient solution of the Pp; was based on previous experiments (unpublished data),
in which 0.5 mmol L™ Pi was sufficient to support adequate citrus growth (Bataglia et al., 2008). This
concentration was totally or partially replaced by Phi to investigate its nutritional value. Technical
grade KH,PO4 and KH,PO; were used as Pi and Phi sources, respectively. The volume of nutrient
solution in the hydroponic pots was kept constant by replacing water losses daily with deionized water.
Solutions were replaced every seven days and pH was adjusted to 5.8-6.0 using 0.1 mol L' KOH.

The sand culture used a native Candler sand soil, hyperthermic, uncoated Typic
Quartzipsamments, sand = 970 g kg™, pH = 5.8, OM <1%, with Mehlich extractable P < 10.0 mg kg™
The sand was collected from area under native vegetation adjacent to a nearby citrus grove from the
0.1-0.25 m depth. The soil was steamed in metal containers for 8 h to kill any microorganisms that
could interact with Phi and influence plant responses. The sterilized sand was air dried, sieved, and
weighted into 0.600 kg portions to fill each pot. Pots were thoroughly irrigated and after transplanting,
plants were fertigated with the BNS without P for one week. The same four nutrient solution treatments
used in the hydroponic culture were applied in excess 3-4 times per week. Throughout the experiment,
the volume of solution applied ranged from 40-65 mL for each application. Every 15-20 days,
deionized water was applied to leaching and to avoid any salt accumulation in the root zone. Nutrient
concentration, volume and frequency of fertigation were based on weekly N demand of similar citrus
seedlings (35-45 mg per plant per week; Orbovic et al., 2008). At the beginning of the P treatments
(May 7, 2009), shoot tips were marked with a loose wire loop in order to evaluate new stem and new
leaf growth. The experiment was set up in a randomized complete block design with 2 citrus rootstocks
x 4 P-treatments x 2 growth media with six replicate plants and was conducted for 83 days.

The growth media management used in these experiments was selected to minimize Phi
oxidation to phosphate (hydroponic and sterilized sand media) and the fertigated native sand media was

intended to allow normal soil-root and soil-phosphorus interactions involved in P acquisition.
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7.2.2. Leaf gas exchange, chlorophyll fluorescence and SPAD readings

Net assimilation of CO; (Acoy), leaf transpiration rate (Ejf), stomatal conductance (g;), internal
CO; concentration (C;) and photosynthetic water use efficiency (WUE = Acon Elf'l) were measured
using fully expanded leaves developed after 79-80 days of P treatments. Net gas exchange was
measured on a single leaf of each plant with a portable photosynthesis system (LI16200; LI-COR Inc.
Lincoln, NB, USA) using a 0.25-L cuvette. Chlorophyll fluorescence characteristics were measured
with a pulse modulated fluorometer (model OSI-FI1, Optic-Sciences, Hudson, NH, USA) using the same
leaves. Fluorescence was measured in light-exposed and also in dark-adapted leaves that had been
covered with light exclusion clips for a minimum 20 min. Maximum quantum efficiency of
photosystem I (Fv/Fm) was determined as Fv/Fm = (Fm-Fo)/ Fm; where Fm and Fo were maximum
and minimum fluorescence of dark-adapted leaves, respectively. Quantum yield (¥) was measured as ¥
= (F’'m-F")/FF’'m where F’'m and I’ were the maximal and steady-state fluorescence yield in the light,
respectively. This parameter measures the proportion of the light absorbed by chlorophyll associated
with the photochemistry in photosystem II (Pérez-Pérez et al., 2007). Leaf greenness was evaluated as a
chlorophyll index on same leaves used for gas exchange and fluorescence using a SPAD-502 (Minolta
Corp., Ramsey, NJ, USA) after 81 days of P treatments. For each plant, 3 to 4 SPAD measurements
were made on the same leaf and the average was calculated.

7.2.3. Growth parameters

Plants were harvested after 83 days of P treatments and separated into leaves and stems, before
and after phosphorus treatments (old and new), woody roots (>3.0 mm in diameter) and fibrous roots
(<3.0 mm in diameter). Total leaf area (cm?) per plant was measured using a portable leaf area meter
(LI-3000; LI-COR). Fibrous roots were spread out on a two centimeter grid pattern for measurement of
root length (m plant™) using the line intercept method (Tennant, 1975). These roots represented an
estimate of young thin root fraction that was probably responsible for water and nutrient absorption
(Korner and Renhardt, 1987). The specific root length of fibrous roots (m g') was calculated for each
plant.

Tissues were rinsed with deionized water, oven-dried at 60 °C for at least 72 h, weighed for dry
weight (DW) determination, ground to a fine powder using mortar and pestle, and stored in glass vials.
7.2.4. Phosphate and phosphite extraction and quantification by capillary electrophoresis (CE)

Dried and ground new leaves (expanded after starting phosphorus treatments) and fibrous roots

were weighted (0.06-0.12 g) into 60 mL centrifuge tube and extracted with 6-8 mL of ultrapure water
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by hand shaking every 10 min at room temperature for 2 h. The suspensions were centrifuged at 10,800
rpm for 15 min at 15 °C. The supernatant was collected and filtered through a 0.45 pm nylon syringe
filter. The filtrate was placed in 3 mL disposable vials for immediate analyses in capillary
electrophoresis (GPA 100, Groton Biosystem, Boxborough, MA) with a conductivity detector. A
standard calibration curve containing both Pi and Phi was developed from dilutions of a stock solution
of KH,PO4 and KH,POs3, respectively. The anions in the plant extracts were identified and quantified
using the previous prepared standard curve.
7.2.5. Phosphorus and nitrogen total concentration

Total phosphorus (Pt) concentration in new leaves and root tissues (g kg'l) and total nitrogen in
new leaves (N, g kg') were determined by Inductively Coupled Argon Plasma Emission
Spectrophotometer (6500 Series ThermoScientific, Waltham, MA , USA) and Total N Analyzer
(LECO Truspec, St. Joseph, MI, USA), respectively, in a commercial laboratory (WatersAg, Camilla,
GA, USA). Total amounts of nutrients accumulated in new leaves and roots (content) were calculated
by concentration x DW as well as the nutrient utilization efficiency index: NUE = (new leaves or total
root DW in g)*/(N or P content, mg) as proposed by Siddigi and Glass (1981). This index of evaluating
nutrient utilization efficiency takes into account absolute biomass increase (as g®), which is an
important parameter to quantify responses of plants to nutrients sources and/or rates (Siddiqi and Glass,
1981; Good et al., 2004).
7.2.6. Statistical analysis

Data were analyzed using a three-way analysis of variance (ANOVA; SAS version 9.1, SAS
Institute, Cary, NC). For significant three-way interactions, analysis of rootstocks x P-treatments were
run within each growth media experiment. If no significative three-way interaction was observed, the
statistic analysis was performed using averaged values for growth media. The rootstock effects were
compared using the F test and Duncan’s multiple range test was used to compare P treatments at p <

0.05. Linear correlation was used to describe relationships between selected variables.

7.3. Results
7.3.1. Plant growth

The effects of P-treatments on plant growth parameters of both rootstocks were independent of
the growth media as there were no three-way interactions. Overall, hydroponically-grown roots were

thinner (10.10 m g vs 6.73 m g'; P < 0.05) and had lower root/shoot dry weight ratio (0.48 vs 0.57;
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P < 0.05) than sand-grown plants, repectively. Since rootstock growth responses to P-treatments were
similar in both hydroponic and sand culture, this permitted analyses of growth values averaged across
the two media to determine the effects of Pi or Phi application on rootstocks.

After 83 days of differential P supply, plant growth was greatest in the high Pi treatment
(0.5 mmol L™ Pi) as measured by woody root (WR) DW, total root length (TRL), total plant (TP) DW,
new leaf number (NLN) and total leaf area (TLA) (Table 1). Plant DW and TRL of Phi decreased more
than 50% compared to the Pi treatment. Decreases in plant growth also occurred when half of the P in
the nutrient solution was supplied as Phi (0.25 mmol L' Pi + 0.25 mmol L Phi treatment). For
example, Pi+Phi reduced TPDW and TRL in 22% and 35%, respectively, compared to the Pi treated
plants. It is noteworthy that reduced growth effects by Phi occurred similarly in both rootstocks.

Phosphorus deficiency (No P) reduced WRDW but increased fibrous root (FR) DW up to 20%
compared to other treatments. This increased TRL, specific fibrous root length (SFRL) and root to
shoot (R/S) DW ratio (Table 1). Overall, the effect of P status on biomass allocation was characterized
by a negative correlation between Pt concentration in the leaves with R/S ratio (r = -0.48; P < 0.0001;
n = 96). Growth responses the Pi+Phi treatment generally were intermediate between the Pi and Phi
treatments as the Phi treatment had the lowest root growth. The No P treatment also decreased NLN
and TLA of both rootstocks similarly to that observed for TPDW. TPDW was positively correlated
with NLN (r = 0.93; P <0.0001; n = 96), with TLA (r = 0.93; P <0.0001; n = 96) and total root DW
(r=0.81, P <0.0001; n=96).

The lack of significative interaction between P-treatments and citrus rootstocks for TPDW and
root growth (Table 1) indicated that the growth of these rootstocks responded in a similar way to P
deficiency even though CC had greater WRDW, TRL and SFRL than SFS. However, SFS produced
more TLA and TLDW than CC (data not shown) because SES has entire citrus like leaves whereas CC
has smaller thinner trifoliate leaves. There was no difference in pattern of biomass partitioning between
rootstocks as both had similar R/S ratio.
7.3.2. Phosphorus nutrition

There were significant three-way interactions among rootstocks x P-treatments x growth media
for Pt concentration, Pt accumulated, P-PO,; and P-PO; concentration and content in the leaves and
roots. The analysis of variance within each media revealed that No P leaves of both rootstocks were, of
course, P deficient (<0.9 g kg") (Rabe and Lovatt, 1986; Bataglia et al. 2008) and roots had <0.8 g kg’
P. The Phi treatment of CC reduced Pt concentrations of plants in both growth media compared to Pi.
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However, the Phi treatments in SFS had higher concentration of foliar Pt in hydroponic media
compared to Pi (Table 2). Accumulation of Pt in the new leaves was lowest in the No P and Phi
treatments and highest in Pi plants (Table 2). Although Pt concentration in Phi leaves was increased
above the deficient levels, this must have been concentrating effect as the higher Pt did not translate
into improved plant growth. There was a negative correlation between foliar Pt and TPDW in Phi
plants (Figure 1a) even though Pt accumulation in leaves increased with TPDW (Figure 1b).

Similar to Pt, the lowest values of soluble phosphate (P-PO,) in leaves and roots were found in
No P plants (< 0.5 g kg'') whereas the highest P-POy occurred in those that received 0.5 mmol L' Pi
(> 1.3 g kg''; Table 3). Overall, there were highly significant correlations between P-PO, and Pt
concentrations in leaves (r = 0.78; P < 0.0001; n = 96) and roots (r = 0.86; P < 0.0001; n = 96).
Furthermore, P-PO4 concentrations in plant tissue within all treatments were higher for SFS than CC
with exception of Pi in sand media.

Phi caused significant decreases of P-PO,; concentrations in leaves and roots of the CC
compared to the SFS regardless of substrate. The soluble phosphite (P-POs) in the vegetative tissues
was determined by the Phi concentration in nutrient solution but concentrations of P-PO; were much
smaller than P-PO, (Table 3). Increases in P-PO; in leaves were less than those observed for roots,
where up to three times more P-PO; were found in SFS roots in sand than in leaves. Hydroponic SFS
roots also had higher P-PO; concentrations than hydroponic CC roots. The addition of Phi increased
P-POy4 concentration in the leaf tissue above that of the No P treatment, but the total amount of P-PO,
accumulated in roots and leaves was not different from the No P treatment (data not shown).

7.3.3. Net gas exchanges, photosynthetic water use efficiency, chlorophyll fluorescence and SPAD
readings

After 80 days of P treatments, Aco, and gs were decreased by about 50% by both the No P or
the Phi compared to the Pi treated plants (Table 4). The Phi treatment had the lowest Ej. Leaf WUE
was reduced in No P plants of both rootstocks. WUE was greatest in the Pi treatment of CC and there
was no difference among P-treatments for SFS. There were higher values of C; in the No P and Phi
treatments and for SFS leaves than in CC leaves (Table 4). Overall, Aco, rates were strongly correlated
with total plant growth as largest plants had the highest Aco, (Figure 1¢). Acop was positively correlated
with Pt concentration in the leaves when data from No P and Pi were plotted together. However,

increased Pt did not enhance Aco, when the No P and Phi were combined (Figure 1d).
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Table 1. Growth of Carrizo citrange (CC) and Smooth Flat Seville (SFS) citrus rootstock seedlings after 83 days of phosphate (Pi) and/or phosphite (Phi)
treatments grown hydroponic and sand media treatments combined.

P-treatments/rootstocks TPDW WRDW FRDW TRL SFRL R/S ratio NLN TLA
CcC SFS CC SFS

mmol LT s g plant™ —-eeeeeeeeeee- m plant mg' 0 leaves plant’ —---—- - cm” plant™ ------
No P 1.98 ¢ 0.38 b 0.57 a 5.10 a 10.90 a 0.80 a 93 cA 5.8¢cB 73.6 cA 82.2cA
0.5Pi 4.49 a 0.65a 047 b 420 b 7.51 b 047 b 18.8 aA 16.8 aB 1652aB  285.7aA
0.25 Pi +0.25 Phi 3.51b 0.59 a 041b 274 ¢ 6.80 b 0.48 b 15.6 bA 13.6 bB 1289bB  209.3 bA
0.5 Phi 1.57 ¢ 0.28 ¢ 022 ¢ 1.74d 8.52b 0.40 b 6.6 cA 44 cB 514 cB 62.9 cA
CcC 2.80 a 0.51a 0.41 a 3.80a 9.46 a 0.54 a

SFS 297 a 0.43 b 0.43 a 3.10 b 7.38 b 0.51 a

Bold font represents data without significative interactions between P-treatments and citrus rootstocks. P-treatment comparison: means followed by different small letters in the
columns (n = 96 or 48) are different by the Duncan’s multiple test (P < 0.05). Rootstocks comparison: means followed by different capital letters in the lines (n = 24, comparison within each
P treatment) or small letter in the columns (n= 96, comparison across P-treatments average) are different by the F test (P < 0.05). Legend: TSDW: total shoot dry weight, WRDW: woody
root dry weight; FRDW: fibrous root dry weight; TRL: total root length; SFRL: specific fibrous root length; R/S: root to shoot ratio; NLN: new leaf number; TLA: total leaf area.

Table 2. Concentration and accumulation of total P in leaves and roots of Carrizo citrange (CC) and Smooth Flat Seville (SFS) citrus rootstock seedlings after 83

days of phosphate (Pi) and/or phosphite (Phi) treatments grown in hydroponic or sand media.

Media P-treatments/ Total P
rootstocks Leaves Root Leaves Root
CC SFS CC SFS CC SFS CC/SFS
mmol L™ e — LTS 1V —
No P 0.71 cA 0.67 cA 0.62 cA 0.79 bA 0.22 bA 0.27 bA 0.60 ¢
Hydroponic 0.5Pi A A 2.36 aA 2.14 bA 3.82 aA 4.60 aA 2.43 aB 521 aA 4.61 a
0.25Pi+0.25 Phi 2.34 aA 1.86 bB 4.19 aA 4.66 aA 2.51 aA 370 aA 4.89 a
0.5 Phi 1.58 bB 291 aA 2.96 bB 5.02 aA 0.36 bB 0.54 bA 1.86 b
CC 2.65b
SFS 333 a
CC SFS CC/SFS CC/SFS CC/SES
No P 0.94 dA 0.90 cA 0.75b 0.37 ¢ 0.60 ¢
Sand 0.5Pi ‘ _ 2.70 aA 2.00 aB 140 a 3.05a 1.81a
0.25Pi+0.25 Phi 1.77 bA 1.95 aA 140 a 1.05b 1.26 b
0.5 Phi 1.35cA 1.64 bA 1.37 a 0.51¢ 0.72 ¢
CC 1.12b 1.06 b 1.08 a
SFS 1.32a 141 a 1.12 a

Bold font represents data without significative interactions between P-treatments and citrus rootstocks. P-treatment comparison: means followed by different small letters in the
columns (n = 96 or 48) are different by the Duncan’s multiple test (P < 0.05). Rootstocks comparison: means followed by different capital letters in the lines (n = 24, comparison within each
P-treatment) or small letter in the columns (n= 96, comparison across P-treatments average) are different by the F test (P <0.05).
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Fig. 1 a.) Relationship between total plant dry weight (TPDW) and total P (Pt) in the leaves from either No P plus 0.5 mmol
L' Pi (triangles, n = 48) or No P plus 0.5 mmol L' Phi treated plants (squares, n = 48) in CC and SFS citrus rootstock
seedlings combined or b.) between TPDW and total P accumulated in the leaves across all treatments (n = 96). c.)
Correlation between TPDW and net assimilation of CO, (Aco,) across all treatments (n = 96), and d.) relationship between
net assimilation of CO, (4co,) and Pt in the leaves from either No P plus 0.5 mmol L™ Pi (triangles, n = 48) or No P plus 0.5
mmol L™ Phi treated plants (squares, n = 48) in CC and SFS citrus rootstock seedlings combined. ns: not significative

(P>0.05);, ** P<0.01; ***P<0.001; ****P <0.0001.

Phi decreased maximum quantum yield of dark-acclimated leaves (Fv/Fm) and quantum yield
(Y) of CC compared to other P-treatments (Table 4). Fv/Fm and Y were lower for plants with No P
suggesting an impaired photosystem II apparatus, and SFS had consistently lower Fv/Fm and Y values
than CC in the No P and Pi treatments. The No P and Phi treatments lowered the leaf greenness index
(SPAD) up to 18.0% below that of the Pi treatment. Overall, SPAD values were correlated with foliar
Pt (r=10.49; P <0.0001; n=96), TPDW (r=0.47; P <0.0001; n=96) and ACO, (r=0.53; P <0.0001;
n=96).
7.3.4. Phosphorus use efficiency
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Phosphorus utilization efficiency for biomass production (PUE) was reduced by 53-85% in
Phi leaves compared to Pi leaves (Table 5). PUE was the lowest in roots (< 0.3 g> mg") of plants
supplied with Phi but root PUE exceeded 1 g mg' in the No P treatment. Although SFS tended to have
higher PUE in leaves than CC, CC had higher PUE in roots. The Phi treatment reduced the
photosynthetic phosphorus use efficiency (PPUE) for Aco; 50.0 and 60.0% compared to Pi. Although
all levels of leaf N were above the sufficiency range (26 g kg, Bataglia et al., 2008), concentrations of
nitrogen in leaves were highest in No P plants and N was decreased by Pi (Table 6). Leaf N values
were lower for the SFS than CC plants except in the 0.5 mmol L™ Phi. Nonetheless, total N
accumulated by SFS seedlings was greater because of the greater dry weight of the larger SFS leaves
than of CC leaves. Moreover, SFS had higher nitrogen utilization for biomass production (NUE) than
CC in the two P1 treatments. NUE and photosynthetic nitrogen use efficiency (PNUE) were reduced in
No P and Phi treated plants for both rootstocks.
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Table 3. Concentration and accumulation of water soluble phosphate (P-PO,) and phosphite (P-PO;) in leaves and roots of Carrizo citrange (CC) and Smooth
Flat Seville (SFS) citrus rootstocks seedlings after 83 days of phosphate (Pi) and/or phosphite (Phi) treatments grown in hydroponic or sand media.

Media P-treatments/ P-PO, P-PO;
rootstocks Leaves Root Leaves Root
CcC SFS CcC SFS CC/SFS CC/SFS
mmol L' g kg
No P 0.24 dB 0.47 bA 0.20cB 0.28 cA nd nd
Hvdroponic 0.5Pi 1.33 aA 1.48 aA 1.52 aB 3.01 aA nd nd
ydrop 0.25 Pi+0.25 Phi 0.90 bB 1.34 aA 1.56 aA 1.98 bA 0.19 a 0.18b
0.5 Phi 0.44 cB 1.48 aA 0.74 bB 2.00 bA 0.24 a 0.50 a
CC 0.20 a 0.34b
SFS 0.23 a 0.53 a
CcC SFS CC/SFS CcC SFS CC SFS
No P 0.30cB 0.54 cA 0.35¢ nd nd nd nd
Sand 0.5Pi A A 1.90 aA 1.29 aB 0.81a nd nd nd nd
0.25Pi+0.25 Phi 0.71 aB 1.19 aA 0.48 b 0.16 bB 0.23 aA 0.30 bA 0.27 bA
0.5 Phi 0.73 aB 0.90 bA 0.51b 0.30 aA 0.21 aB 0.48 aB 0.83 aA
CC 1.05a
SFS 1.08 a

Bold font represents data without significative interactions between P-treatments and citrus rootstocks. P-treatments comparison: means followed by different small letters in the
columns (n = 96 or 48) are different by the Duncan’s multiple test (P < 0.05). Rootstocks comparison: means followed by different capital letters in the lines (n = 24, comparison within each
P-treatment) or small letter in the column (n= 96, comparison across P-treatments average) are different by the F test (P < 0.05). nd: not determined.

Table 4. Effects of 80 days of phosphate (Pi) and/or phosphite (Phi) treatments on net assimilation of CO, (4co,), stomatal conductance (g;), intercellular CO,
concentration (C;), leaf transpiration (Ejf), photosynthetic water use efficiency (WUE = ACO, Ei,'), maximum quantum yield of dark-acclimated leaves
(Fv/Fm) and quantum yield (Y) of leaves Carrizo citrange (CC) and Smooth Flat Seville (SFS) citrus rootstocks seedlings grown in hydroponic or sand media
combined.

P-treatments/

rootstocks Acon 25 G Eir WUE Fv/Fm Y SPAD
----------------------- CC/SFS =-mmmmmmmmmmeeeeeeee CC SFS CcC SFS CC SFS CC/SFS
mmol L™ umol m?s’  mol m7s” ppm umol m?*h" - umol mmol™ ----
NoP 489 ¢ 0.04 b 1974 a 1.6 ab 349bA  3.16bA  0.72cA 059bB 0.53bA 0.39cB 603 b
0.5P1 9.80 a 0.07 a 137.1¢ 2.0a 5.13aA  437aB 083aA 080aB 0.70aA 0.67aB 71.5a
0.25 Pi+0.25 Phi 8.19b 0.06 a 146.8 be 2.0a 400bA 432aA 08laA 0.79aA 0.66aA 0.64 abA 69.8 a
0.5 Phi 437 ¢ 0.04 b 173.6 ab 1.2b 349bB  455aA  0.77bA  0.76aA  0.53bA 0.57bA 58.6 b
cC 7.04 a 0.051 a 1519 b 1.8a 69.1a
SFS 6.57 a 0.053 a 175.6 a 1.7 a 61.1b

Bold font represents data without significative interactions between P-treatments and citrus rootstocks. P-treatments comparison: means followed by different small letters in the
columns (n = 96 or 48) are different by the Duncan’s multiple test (P < 0.05). Rootstocks comparison: means followed by different capital letters in the lines (n = 24, comparison within each
P treatment) or small letter in the columns (n= 96, comparison across P-treatments average) are different by the F test (P < 0.05).
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Table 5. Phosphorus utilization efficiency (PUE) of leaves and roots and photosynthetic phosphorus use efficiency (PPUE) of Carrizo citrange (CC) and Smooth
Flat Seville (SFS) citrus rootstocks seedlings after 83 days of phosphate (Pi) and/or phosphite (Phi) treatments in hydroponic and sand media treatments
combined.

P-treatments/ rootstocks PUE
Leaves Roots PPUE
CC SFS CcC SFS CC SFS

mmol L™ S 11— umol CO, s' mg' P -
No P 0.44 aA 0.55bA 1.40 aA 1.05aB 0.10 aA 0.06 aB
0.5Pi 0.40 aB 1.03 aA 0.70 bA 0.59 bB 0.06 bA 0.05 aA
0.25 Pi + 0.25 Phi 0.36 aB 0.71 bA 0.53 bA 0.39 bcB 0.05 bA 0.06 aA
0.5 Phi 0.19 bA 0.15cA 0.29 bA 0.24 cA 0.03 cA 0.02 bA

Means followed by different small letters in the columns (n = 48) and capital letters in the lines (n = 24) are different by the Duncan’s multiple range test and F test (P < 0.05), respectively.

Table 6. Nitrogen concentration, accumulation, utilization efficiency (NUE) of leaves and photosynthetic nitrogen use efficiency (PNUE) of Carrizo citrange
(CC) and Smooth Flat Seville (SFS) citrus rootstocks seedlings after 83 days of phosphate (Pi) and/or phosphite (Phi) treatments in hydroponic and sand media
treatments combined.

P-treatments/rootstocks Leaf N NUE PNUE

CcC SES CC SES CC SES CcC SES
mmol L™ gkg! mg plant™ [ 1 R —— - umol CO, s g' N ===
No P 433 aA 344 aB 15.08 cA 14.12 cA 0.009 cA 0.012 cA 1.78 cA 1.35bA
0.5 Pi 35.8 bA 26.7 cB 35.81aB 5342 aA 0.028 aB 0.084 aA 3.97 aA 4.07 aA
0.25 Pi + 0.25 Phi 37.5bA 28.7 bcB 26.70 bA 32.89bA 0.021bB 0.056 bA 2.97 bA 425 aA
0.5 Phi 30.1 cA 31.5 abA 8.14 cA 8.71 cA 0.009 cA 0.009 cA 1.47 cA 1.59 bA

Means followed by different small letters in the columns (n =48) and capital letters in the lines (n = 24) are different by the Duncan’s multiple range test and F test (P < 0.05), respectively.
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7.4. Discussion
7.4.1. Growth and nutrition of citrus rootstocks under sources and rates of P

Since the growth and physiological responses to P-treatments were similar in both
hydroponic and sand culture, as indicated by no significant three-way interaction, we could not
support our original hypothesis that responses of each citrus rootstock to Phi supply to the roots
would vary with growth media. This may have been related to the fact that the sand used in the
experiment was autoclaved before the seedlings were transplanted, what negated any potential
role of soil bacteria in Phi oxidation to Pi during the 83 days period. The fertigation application
every other day was also favorable to maintain a constant elevated concentration of nutrients in
the soil solution contributing to the high nutrient uptake rate by the plants. Thus, both
hydroponic and sterilized sand media likely minimized oxidation of Phi to Pi and maximized
plant-Phi interactions at root system level.

The limited growth under P deficiency was probably the result of decreased energetic
plant metabolism, biosynthesis of nucleic acids and phospholipids along with down-regulation of
P dependent enzymes (Marschner, 1995; Rauch and Bucher, 2002; Morcuende et al., 2007).
Shoot growth was more affected by low P than root growth as R/S ratio increased (Syvertsen and
Graham, 1999). Phosphorus deficient plants also increased fibrous root length, which is
beneficial for P acquisition beyond existing nutrient depletion zones in the soil (Wissuwa, 2003;
Lynch and Ho, 2005) even though this response persisted in hydroponic culture. However,
hydroponically grown plants allocated less growth to roots than to shoots (lower R/S ratio) than
sand grown plants apparently due to higher facility to acquire water and nutrients since any P
depletion zones were absent in hydroponic culture. Despite the benefits increased root growth for
P acquisition under P deficiency, plant productivity can be decreased by increased growth
allocation to roots (Lynch and Ho, 2005). This idea was supported by a negative correlation
between TPDW and R/S ratio (r=- 0.51; P <0.0001; n = 96) determined for citrus rootstocks.

The use of Phi as a fertilizer could only be feasible if Phi supported growth efficiency as
well as Pi. However, even when Phi was mixed with phosphate in the Pi + Phi treatment, plant
growth was reduced compared to Pi. Furthermore, there was a remarkable reduction on root
development in the Phi supplied plants of both rootstock varieties compared to other P
treatments. The lower nutritional value of Phi for meeting P requirements of plants has also been

described in hydroponically-grown green pepper and tomato plants (Forster et al., 1998), potted
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alfalfa grown in P-deficient soil (Wells et al., 2000), seedlings of Brassica nigra (Carswell et al.,
1996), tomato (Varadarajan et al., 2002) and Arabidopsis (Ticconi et al., 2001). Phi also reduced
growth cell suspension of oilseed rape (Brassica napus) (Singh et al., 2003), Ulva lactuca culture
(Lee et al., 2005), plants of spinach (Spinacia oleracea) (Thao et al., 2008a) and komatsuna
(Brassica rapa) (Thao et al., 2008b) relative to Pi. Thus, Phi cannot replace Pi as a source of P
for citrus, when both are applied either separately or together. The inhibition of Arabidopsis
growth by Phi was considered a consequence of competitive inhibition of Pi assimilation and an
inability of the plants to readily utilize Phi via oxidation to Pi (Ticconi et al., 2001). Therefore,
although both Pi and Phi may be translocatable, Phi was not converted into Pi in plants so Phi
was unable to enter P biochemical pathways (Varadarajan et al., 2003). Phi reduced root growth
and leaf N below that of No P plants so there was evidence of phytotoxic effects of Phi and
negative interactions of Phi with Pi and nitrogen. This may be related to the stress-induced
increase in citrus flowering following winter applications of Phi (Albrigo, 1999).

The deleterious effects of Phi has been shown to be more pronounced in Pi stressed plants
than in plants with sufficient Pi (Carswell et al., 1996; Ticconi et al., 2001; Thao et al., 2008a).
This was supported here where plant growth was lower with Phi than with Pi + Phi which may
have been due to either a reduced Phi availability and uptake or its ability to interfere with
biochemical reactions in the presence of Pi (Varadarajan et al., 2003). Consequently, P-deficient
citrus plants might be more susceptible to possible damage caused by Phi than P sufficient
plants.

There is a structural similarity between Pi and Phi that allow both forms of P to be taken
up via membrane Pi transporters (Varadarajan et al., 2003) as citrus rootstocks accumulated P-
PO; in their roots proportionally to Phi supply in the nutrient solution. However, the increased
total P concentration of leaves from the Phi treatment resulted from reduced plant growth (Figure
la). Moreover, Phi plants had fewer roots, even with improved P nutrition from a lack of growth
dilution. In addition, total P was not accumulated in leaves of Phi treated plants (Table 3) similar
to effects of Phi on leaf P concentration and accumulation in spinach (Thao et al., 2008a). There
were increases in soluble P-PO, concentrations above that in No P plants in leaves and roots of
seedlings that received Phi which was also reported in sweet orange seedlings after foliar or soil

application of Phi (Orbovic et al., 2008). These could have resulted after oxidation of
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incorporated Phi to Pi or due to competition between P sources for assimilation in the plant
tissue, leading to an increase of free Pi concentration (Schroetter et al., 2006; Thao et al., 2008a).
SFS had higher PUE and NUE in the leaves compared to CC, but CC had higher PUE in roots
which contributed to its more vigorous root growth than SFS (Table 1). These results confirmed
the variation among citrus rootstocks varieties with regard to nutrient utilization efficiency. The
PUE in root and leaf tissue was greatly reduced for plants treated with Phi relative to Pi which
suggested that these Phi plants were either not able to use Phi or were not normally using the
fraction of Pi present in the leaves or roots for growth. The same pattern that occurred for NUE
might be explained by a strong interaction that exists between P and N metabolism in plants
(Rufty et al., 1990; Groot et al., 2003). Thus, the lower nutrient utilization efficiency in Phi
treated plants might have been due to the lower nutritional value of Phi impairing whole plant
metabolism including Pi and N assimilation, and/or due to a direct phytotoxic effect of Phi.

7.4.2. Photosynthetic apparatus

Although P deficiency is well known to limit the photosynthetic process, the limited
carbon assimilation in phosphate starved plants depends on the extent of nutrient deficiency in
the leaves as well the capability of plant metabolism to cope with low internal Pi supply
(Kondracka and Rychter, 1997). There was a negative effect of No P treatment on 4co, and gs but
Ci was not reduced. As in P-stressed Pinus radiate plants (Bown et al., 2009), the photosynthetic
limitation was not explained by a decrease in gs as Ci was increased. The restricted Aco, was
more limited by direct effects of low P on biochemical processes than by stomatal limitations. In
P deficient soybean plants, this non-stomatal limitation was related to a reduction in the active
site of RuBP-Case or to a decrease in the rate of RuBP-regeneration (Freeden et al., 1990). In Pi-
deficient No P or Phi plants, carbon sink strength from reduced growth undoubtedly resulted in
lower carbohydrate demand on the source leaves leading to a negative feedback control of
photosynthesis (Syvertsen et al., 2003).

Although the total Aco, was reduced in P deficient No P plants, these plants tended to use
leaf tissue P more efficiently to support photosynthetic process as supported by a high PPUE
(more gain of CO, per unit of P). PPUE was not accompanied by increases in the Pt as
demonstrated by the negative correlation between these two variables (r = -0.36; P = 0.0003;
n = 96). The well-nourished Pi plants may have maintained part of their total P stored in the

vacuole, and therefore, this P did not participate directly in the reactions involved with Aco,
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resulting in decreased PPUE. There was a curvilinear relationship between Pt in the leaves of
FEucalyptus grandis seedlings and Acox with less proportional increases in assimilation rates at
higher Pt contents (Kirschbaum & Tompkins, 1990). Thus, the higher Acoy in Pi leaves was
consequence of higher concentration of P expressed on a leaf area basis (mg cm™, data not
shown).

Even though the Pt concentration in the leaves increased in the Phi treatment, this
increase was not reflected in improved Aco, compared to No P plants (Figure 1c). The Pt
concentration in citrus leaves appeared not to have been the main limitation for Aco; in that case.
Since part of the total P in plant supplied with Phi remained as P in the reduced form, it likely
disturbed the Pi functions during the photosynthetic process. Differences in the symmetry
between Pi and Phi molecules have reported to be a probable cause of the inability of Phi to
replace Pi in plant metabolism (McDonald et al., 2001). In our study, the plants supplied with
only Phi developed chlorotic and necrotic spots with misshapen new leaves. Reduced
chlorophyll content (estimated from SPAD readings) in the Phi plants, probably also contributed
to reduced Acop since there was a positive correlation between SPAD readings and Acos.

The lower photosynthetic nitrogen use efficiency (PNUE) in No P and Phi treatments
leaves in relation to Pi leaves also could have contributed to the reduced Aco,. In spite of the
relatively high N concentration in all leaves, the reduced PNUE might have been related to
changes in nitrogen metabolism at low Pi. More than half of leaf N can be incorporated into the
photosynthetic apparatus as chloroplast constituents such as Rubisco or chlorophyll (Evans &
Terashima, 1987). The reduced SPAD reading for the No P and Phi treatments in both
rootstocks, confirm a decrease in leaf chlorophyll despite the high total N. Low Pi in young
tobacco plants (Nicotiana tabacum [L.]) resulted in increased NO3™ and amino acids in the root
and shoot as well as a decrease in the amounts of "N incorporated into shoot protein (Rufty et
al., 1990).

In our study, the lower photosynthetic efficiency of photosystem II in No P plants was
confirmed by reduced values of Fv/Fm and Y at the end of experiment in the leaves of both
rootstocks. However, our results differed from those obtained with common beans grown with
low Pi in the nutrient solution, where plants with lower Aco2 did not show any reduction of
Fv/Fm (Lima et al., 1999). The relation between Aco, and photosystem II depends on the P

deficiency level and the photosynthetic mechanisms used by the plants to cope with low P stress.
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Even though Phi promoted an increase on Fv/Fm and Y compared to the No P treatment,
chlorophyll fluorescence was still below that in Pi leaves. However, the higher values of Fv/Fm
and Y in Phi treated plants were not translated into increased 4coz. Nonetheless, the process of
electrons transport (PSII operating efficiency) in Phi treated plants appeared not to be as limiting
to Acop as in the No P plants that may have been less able to generate and consume ATP and
NADPH to support PSII (Baker, 2008). There was no significant correlation between Aco, with
either Fv/Fm (r=0.17, P<0.28;n=48) or ¥ (r=0.10; P <0.49; n = 48) when data were pooled
from No P plus Phi plants. In contrast, there were significative correlations between Aco, and
Fv/Fm (r=0.66; P<0.0001;n=48)and ¥ (r=0.67; P <0.0001; n = 48) using data pooled from
No P plus Pi plants.

7.5. Conclusions

To determine the relative efficiency of Phi in relation to Pi as a source of P, these two
potential sources of P were applied at about equal rates and in combination in aerated solution
and sand culture with a low potential for oxidation of Phi to Pi. There was no nutritional value
for Phi as a source of P to support growth or physiological responses of CC and SFS citrus
rootstock seedlings even though there were increases in the concentration of total P in leaf and
root tissues compared to No P plants. Phi reduced root growth and leaf N below that of No P
plants so there was evidence of phytotoxic effects of Phi and negative interactions of Phi with Pi
and nitrogen. Although Phi increased leaf chlorophyll fluorescence characteristics above No P
leaves, Phi treated plants had similarly low total plant growth, Aco, and leaf chlorophyll as No P
plants relative to Pi treated plants. Thus, Phi cannot be recommended to manage P nutrition.
Although there may be a fungicidal use of Phi, the deleterious effects of Phi on plant nutrition
should be avoided when there is no need to use this compound to control fungal diseases like

Phytophthora spp.
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CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento deste trabalho foi originado de questionamentos sobre a resposta
diferencial ao suprimento de P por laranjeiras enxertas sobre tangerina ‘Cleopatra’ ou limdo
‘Cravo’. Estaria este fato relcionado a eficiéncia de absor¢do de P do solo pelo sistema radicular
de cada porta-enxerto? Embora ndo tenham sido avaliadas as varias caracteristicas relacionadas a
defini¢do da eficiéncia de absor¢édo de P, este indice foi obtido de forma indireta, e apresentou
consisténcia ao longo dos trés primeiros estudos realizados. A planta exclusiva de porta-enxerto
limdo ‘Cravo’ apresentou sistema radicular mais eficiente para absor¢do de P do que a tangerina
‘Cleopatra’. Entretanto, outra questdo poderia surgir: esta eficiéncia seria mantida apos o
processo de enxertia? Os resultados dos experimentos demonstraram que sim, tanto para o
cultivo em solo, como em solugdo nutritiva, com o calculo baseado no uso de 32p. Além disso,
outro fator importante que pode contribuir para maior exploragdo do solo é o crescimento
absoluto do sistema radicular. Este parametro também foi consistente ao longo dos trés estudos,
com maior crescimento para o porta-enxerto limdo ‘Cravo’ ou plantas enxertadas sobre o
mesmo.

No experimento conduzido em condi¢des de solo, foi documentado que as plantas sobre
tangerina ‘Cleopatra’ apresentaram maior atividade da fosfatase acida nas folhas. Considerando
o papel desta enzima na quebra de P orgéanico e reciclagem do nutriente para os novos fluxos de
crescimento, poderia ser hipotizado que a atividade mais elevada desta enzima estaria
relacionada com a necessidade de maior remobilizagdo do nutriente para outras partes, dada a
menor capacidade do sistema radicular em atender a demanda atual do nutriente. Esta hipotese
foi confirmada com os dados de remobilizagdo de P obtidos no experimento com radioisétopo
32P, 0 qual reafirmou maior dependéncia dos novos fluxos de crescimento pelas reservas internas
de P.

Outro questionamento sobre a relagdo fosforo e plantas citricas abordado, correspondeu a
avaliagdo da formada reduzida de P (fosfito) em atender a demanda do nutriente pelas plantas.
Neste contexto, foi demonstrado pelo ultimo estudo, que o fosfito, quando utilizado em
condi¢des desfavoraveis para oxidag¢do a fosfato ndo mostrou nenhum valor nutricional, nédo

podendo ser empregado como fonte do nutriente.
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CONCLUSOES FINAIS

- Os citros apresentaram respostas positivas e consistentes ao suprimento de fosforo, que foi um

elemento limitante ao desenvolvimento inicial destas plantas.

- Os porta-enxertos citricos tiveram variabilidade em relagdo a eficiéncia de absor¢do e utilizagéo

de fosforo, com destaque para o limdo ‘Cravo’, que foi o mateiral genético mais eficiente.

- A distribui¢do mais homogénea do fertilizante no solo foi pratica favoravel para aplicacdo do

fésforo, uma vez que incrementou a absor¢ao do nutriente e o crescimento das plantas.

- Melhor desempenho de plantas de laranjeira cultivadas em solos deficientes por fosforo podem
ser obtidos com o uso do porta-enxerto limdo ‘Cravo’; por outro lado, plantas da combingdo
‘Péra’/tangerina ‘Cleopatra’ foram mais sensiveis & baixa disponibilidade de fosforo, exigindo

maior suprimento do nutriente.

- A taxa e a efici€ncia de absor¢do de fosforo foram mais elevadas em plantas de ‘Péra’/liméo

‘Cravo’ e que sofreram um periodo de estresse nutricional pelo nutriente.

- O fosforo foi caracterizado como um elemento movel em plantas citricas, o que foi essencial

para atender a demanda do nutriente pelos novos fluxos de crescimento da parte aérea.

- A participacdo da por¢do remobilizada do nutriente para o total acumulado nas partes novas foi
mais elevadas em plantas de ‘Péra’/tangerina ‘Cleopatra’ e com estado nutricional suficiente por

fésforo.
- O fosfito ndo substituiu o fosfato como fonte de nutriente para porta-enxertos citricos, ndo

sendo viavel a sua recomendag¢fo para 0 manejo nutricional, uma vez que comprometeu o

crescimento e o metabolismo destas plantas.
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