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RESUMO

A clorose férrica induzida pelo ido bicarbonato afectou diversos pardmetros e processos
fisioldgicos dos porta-enxertos de citrinos estudados, nomeadamente a clorofila total, a biomassa
total e parcial, a eficiéncia fotoquimica e o teor nutritivo da parte aérea e radicular. Estas respostas
permitiram diferenciar o nivel de tolerancia destes porta-enxertos, sendo a citranjeira ‘Troyer’ o
mais tolerante, seguido do Citrus taiwanica Tan. e apresentando-se o citrumeleiro ‘Swingle’ como
o mais susceptivel a clorose férrica. A susceptibilidade do citrumeleiro ‘Swingle’ esta
essencialmente associada a maior necessidade de Fe na solucdo nutritiva de modo a contrariar os
efeitos do ido bicarbonato. O aumento da actividade da quelato de Fe(Ill)-redutase ocorreu nas
plantas clordticas de laranjeira da cultivar ‘Newhall’, enxertadas em citranjeira ‘Troyer’, e esteve
associado a alteragdes morfologicas ao nivel do sistema radicular. As relagdes encontradas entre a
composicdo mineral das folhas, das flores e a clorofila total permitem concluir que ¢ possivel
efectuar o diagndstico da clorose férrica através da composicdo mineral das flores de laranjeira
‘Valencia late’ na plena floracdo (Abril), antecipando deste modo a data de colheita foliar
recomendada para citrinos, de Outubro para Abril. Foram estabelecidos intervalos de diagnostico
baseados nos valores médios da razdo nutritiva Mg/Zn, nas flores. Determinaram-se valores de
referéncia, ou niveis adequados, para a concentragdo de alguns nutrientes nas flores associados
com a producao de frutos com um calibre comercialmente favoravel (> 76 mm). O diagnostico
precoce ou prognoéstico da clorose férrica possibilita uma correc¢do atempada, prevenindo o
aparecimento dos sintomas da rebentacdo seguinte (Verdo) com a consequente melhoria da
qualidade da produgdo. As aplicagdes foliares de ferro em arvores de laranjeira ‘Valencia late’ e de
tangerineira ‘Encore’ permitiram controlar os decréscimos de producdo e de qualidade do fruto
provocados pela clorose férrica induzida em solos calcarios. Para além disso, estes tratamentos
podem ser efectuados com produtos economicamente mais viaveis como sejam as solu¢des com
sulfato de Fe(II). A clorose férrica afectou ndo s6 os parametros de qualidade da produgdo anual de
fruto, como também o0s novos crescimentos vegetativos e florais que surgem durante a Primavera.
Adicionalmente, verificou-se um atraso na maturagao dos frutos das arvores cloroticas das duas

espécies de citrinos estudadas.

Palavras chave: Analise nutritiva, Biomassa, Capacidade fotossintética, Citrinos, Clorose férrica,
Fluorescéncia, Métodos de diagnostico, Parametros de crescimento, Qualidade da
produgdo, Quelato de Fe(Ill)-redutase, SPAD, Tratamentos foliares.
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ABSTRACT

Lime-induced chlorosis affects several physiological parameters and processes of citrus
rootstocks namely total chlorophyll, shoot and root biomass, chlorophyll fluorescence parameters
and mineral contents of roots and shoots. These responses may indicate differential tolerance to
iron chlorosis with Citrange Troyer as the most tolerant rootstock, followed by Citrus taiwanica
Tan. and Citrumelo Swingle in increasing order of susceptibility. A 2.5-fold increase of ferric
chelate reductase activity over control was found only when plants of Newhall were grown with
low levels of Fe and in the presence of calcium carbonate. Based on the relationship between leaf
and flower mineral composition and leaf chlorophyll concentration, it is possible to diagnose iron
chlorosis in Citrus (cv. ‘Valencia Late’) using mineral composition of flowers at full bloom
(April). A Mg/Zn ratio in flowers smaller than 100 indicated that the trees developed iron
chlorosis 90 days after full bloom (July). When the ratio was greater than 200, the trees remained
green in the same date (July). Intermediary values meant a latent chlorosis with no apparent
symptoms. The mineral composition of flowers at full bloom could be used to estimate quality
parameters of fruits the following year, namely fresh weight and maturation index. Reference
values were determined for the mineral composition of flowers corresponding to trees where fruits
had a diameter greater than 76 mm. An earlier diagnosis can benefit commercial fruit growers
since it allows them to detect potential deficiencies earlier and implement treatments to prevent
loss of fruit quality. Iron chlorosis caused a delay in fruit ripening in both citrus species. Foliar
sprays with Fe could prevent yield and quality losses caused by Fe chlorosis in citrus orchards.
Furthermore, these treatments could be done with relatively cheap materials such as solutions
containing Fe(Il) sulphate. The addition of citric acid to iron (II) sulphate further improved the

results of the treatment.

Keywords: Biomass, Citrus, Diagnosis, Ferric chelate reductase, Fluorescence, Foliar treatments,
Fruit quality, Lime-induced chlorosis, Mineral composition, Photosynthetic capacity,
SPAD, Root/shoot ratio.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ACC acido carboxilico 1-aminociclopropano

ALA acido 5—aminolevulinico

ATP adenosina 5’-trifosfato

ATPase adenosina 5’-trifosfatase

BPDS “bathophenantrolinedisulfonate”

C ref concentracdo foliar de referéncia

CTC capacidade de troca cationica

CTCR capacidade de troca catidnica radicular

DAPF dias apds plena floracao

DGDG digalactosildiglicerol

DNA acido desoxirribonucleico

DOP “desviacion del optimo percentual”

DRIS “diagnosis and recomendation integrated system”
Fe-EDDHA  acido etileno-diamina di-orto-hidroxi-fenil de ferro
Fe-EDTA acido etileno-diamino tetraacético de ferro

Fn fluorescéncia maxima

F, fluorescéncia basal

F, fluorescéncia variavel

GA; acido giberélico

IAA acido indolacético

IDH isocitrato desidrogenase

MGDG monogalactosildiglicerol

NAA acido naftalo-acético

NAD(P)" nicotinamina-adenina-dinucledtido-fosfato oxidado
NADH nicotinamina-adenina-dinucleoétido reduzido
NADPH nicotinamina-adenina-dinucledtido-fosfato reduzido
PAB produto agricola bruto

PAR radiagdo fotossinteticamente activa

PEPC fosfoenolpiruvato carboxilase

PF plena floracdo

PFD densidade de fluxo quantico

Pi fosforo inorganico

PSI fotossistema |

PSII fotossistema 11

QF-R quelato de Fe(Ill)-redutase

RPA razdo do peso da parte aérea

RPR razdo do peso radicular

RRPA razao entre a parte radicular e aérea

RuBP ribulose-1,5-bifosfato carboxilase

SOD superoxido dismutase

VAZ ciclo da violaxantina (V), anteroxantina (A) e zeaxantina (Z)
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Introducdo

1.1. CONSIDERACOES GERAIS

Com o crescimento demografico que se tem vindo a verificar, a populagdo mundial ¢ cada
vez mais confrontada com a necessidade de aumentar e, sobretudo, melhorar qualitativamente a
producao agricola. Neste sentido, considera-se importante dispensar uma crescente atencdo ao
estudo dos principais factores envolvidos no processo produtivo. Embora os factores genéticos
continuem a ser, basicamente, os que mais influenciam a quantidade e, principalmente, a qualidade
dos produtos obtidos, julgamos importante realgcar os factores ambientais, pois serdo estes em
ultima andalise que irdo permitir que os primeiros manifestem, ou ndo, toda a sua potencialidade
intrinseca.

Para o efeito, considera-se indispensavel estudar, de forma dinamica, o papel dos elementos
nutritivos na planta salientando a sua participacdo nas diversas reac¢des bioquimicas envolvidas
no crescimento € na producao. De entre estes nutrientes, o Fe ¢ um elemento mineral essencial
para as plantas superiores, na medida em que, quando ndo se encontra disponivel em quantidades
suficientes, ¢ susceptivel de limitar severamente as produgdes agricolas (Marschner, 1995).

Quando apresenta actividade bioldgica, o Fe desempenha fungdes como micronutriente em
diversos processos metabolicos, associadas a sua capacidade de mudar de valéncia e de formar
complexos octaédricos estaveis com varios ligandos naturais (Marschner, 1995; Welch, 1995).

O processo de absor¢ao do Fe nas dicotiledoneas, onde se incluem os citrinos, inicia-se pela
sua reducdo na membrana plasmatica (Buckhout et al., 1989; Briiggemann et al., 1990; Holden et
al. 1991; 1992; 1994), através da acg¢do de uma quelato de Fe(Ill)-redutase, cuja actividade
decresce rapidamente para valores de pH acima de 6,5. Uma vez no simplasto do sistema
radicular, o Fe(Il) ¢ oxidado e complexado pelo acido citrico a Fe(Ill)-citrato, forma em que ¢
translocado, via xilema, para a parte aérea (Brown e Jolley, 1989). O transporte do Fe para os
tecidos jovens, especialmente para os apices caulinares em crescimento, pode ser efectuado através
do floema e/ou do xilema (Kosegarten et al., 1999). O Fe(Ill)-citrato transportado pela seiva
xilémica, das raizes para as folhas, pode passar para o floema (Stephan e Scholz, 1993). O passo
crucial nesta troca ¢ o transporte do Fe através da membrana plasmatica, que ¢ iniciado pela
reducdo do Fe(Ill). Esta redugdo pode ocorrer ao longo do sistema vascular nas interfaces
apoplasto/simplasto. O Fe*" que entra no citoplasma ¢ complexado pela nicotianamina e nesta
forma ¢ uniformemente distribuido no simplasma, permitindo a sua participagdo nos diversos

processos metabolicos.




Capitulo 1

Como resultado de um desequilibrio nutritivo, a clorose férrica afecta numerosas espécies
vegetais ocorrendo sobretudo em solos calcarios das regides aridas e semi-aridas (Chen e Barak,
1982). Os solos calcérios caracterizam-se pela presenga de carbonato de calcio que, apesar de ser
muito pouco soluvel, pode originar quantidades apreciaveis do ido bicarbonato na rizosfera devido
a maior pressao parcial do dioxido de carbono nas camadas superficiais do solo. O ido bicarbonato
¢ um dos principais factores indutores da clorose férrica e cuja accdo parece interferir tanto ao
nivel da disponibilidade do Fe no solo, como através da sua mobilidade na planta (Mengel et al.,
1984; Mengel, 1995). O aumento do pH do apoplasto radicular motivado pelo ido bicarbonato
diminui a actividade da quelato de Fe(Ill)-redutase, limitando a absorcao de Fe pela planta
(Romera et al., 1991a; Toulon et al., 1992). Posteriormente, apds o transporte do Fe para a parte
aérea, pensa-se que o processo de entrada deste elemento para o interior das células foliares ¢
inibido, ficando o Fe impossibilitado de participar nos diversos processos metabolicos onde ¢
necessario (Mengel, 1995) o que resulta no aparecimento dos sintomas de clorose férrica.

Devido a pouca mobilidade do Fe na planta, os sintomas desta deficiéncia manifestam-se
inicialmente nas folhas mais jovens e caracterizam-se pelo aparecimento de um fino reticulado no
qual apenas as nervuras permanecem verdes. A clorose do limbo parece ser devida, sobretudo, ao
facto do Fe ser essencial para a formagao das membranas dos tilacoides (Abadia, 1992; Miller et
al., 1995). O teor em carotenodides também diminui com a deficiéncia em Fe mas numa extensao
menor que o das clorofilas (Terry, 1980; Abadia e Abadia, 1993).

As diferentes espécies vegetais e por vezes algumas cultivares apresentam comportamentos
distintos face a clorose férrica o que permite classifica-las, em espécies eficientes, pela sua
capacidade de adaptagdo a deficiéncia de Fe e espécies ndo eficientes, que por ndo apresentarem
qualquer mecanismo de resposta, morfologico ou fisioldgico, desenvolvem os sintomas
caracteristicos de clorose férrica (Mengel et al., 1984; Bienfait et al., 1985; Marschner et al.,
1986; Romheld, 1987a; 1987b; Marschner e Romheld, 1994; 1995). Estes autores constataram
ainda que nas dicotiledoneas (Estratégia I) ha um aumento da extrusdo hidrogenionica, do poder
redutor das raizes e a excrecdo de agentes redutores ou quelatantes por células especializadas
localizadas nas zonas apicais das raizes, denominadas por células de transferéncia.

A interpretacdo dos resultados obtidos pela analise foliar constitui o meio, correntemente,
mais utilizado para avaliar o estado nutricional das plantas. No entanto, em muitos casos, nao
existe correlacdo entre a concentrag¢do de Fe nos tecidos vegetais e o grau de deficiéncia (Mengel,
1995). Diversos autores (Sanz ef al., 1993; 1994; Sanz e Montafiés, 1995a; 1995b) sugerem que a

analise floral pode ser utilizada como método de avaliar o estado nutricional em fruteiras,
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nomeadamente em pessegueiro e em pereira, permitindo diagnosticar o aparecimento dos sintomas
de clorose férrica antes da producao estar irremediavelmente afectada.

Actualmente, a correccdo da clorose férrica em fruteiras faz-se sobretudo recorrendo a
aplicagdes massivas ao solo de quelatos férricos sintéticos, como o acido etileno-diamina di-orto-
hidroxi-fenil de ferro (Fe-EDDHA). Devido a rapida imobilizacdo do Fe em solos calcarios estas
aplicacdes repetem-se, quase sempre anualmente, para as mesmas arvores. Os custos da correc¢ao
da clorose férrica sdo muito elevados podendo chegar a representar 60% dos custos totais da
fertilizagdo (Tagliavini et al., 2000). Por outro lado, desconhece-se o impacto ambiental destas
aplicagdes. Sabe-se, no entanto, que os agentes quelatantes sintéticos podem ser responsaveis,
sobretudo em solos calcérios, por uma maior absor¢do de outros metais, como o manganés, o
cobre e o niquel (Wallace e Wallace, 1992). E possivel desenvolver praticas de correcgdo baseadas
num diagnostico precoce, tal como foi desenvolvido para o pessegueiro (Sanz et al., 1994),
associadas a utilizagdo de menores quantidades de fertilizantes como seja a aplicagdo foliar de
solucdes acidas diluidas que permitem mobilizar o Fe ja existente na parte aérea (Sahu et al., 1987,
Tagliavini et al., 1995c).

O Algarve ¢ a principal regido produtora de citrinos em Portugal onde ocupam uma érea de
17000 ha, 70% da area total nacional de citrinos, contribuindo com cerca de 30 % para o produto
agricola bruto (PAB) regional (Freitas et al., 1998; Duarte et al., 1999). O Algarve dispoe de
condigdes climdticas favoraveis a produgdo de citrinos de qualidade diferenciada. Contudo, a
maioria dos pomares encontra-se instalado em solos de origem calcaria. Quando cultivados nestes
solos, os citrinos apresentam clorose férrica (Alcantara ¢ Romera, 1990; Sudahomo et al., 1994) e
consequentemente a producao pode ser reduzida e a qualidade do fruto afectada (El-Kassa, 1984).

Sabe-se que existe variabilidade genética na tolerancia a clorose férrica induzida em solos
calcarios em relagdo aos porta-enxertos de citrinos. Em estudos preliminares, varios autores
(Hamz¢é e Nimah, 1982; Hamzé et al., 1986) classificaram alguns porta-enxertos de citrinos desde
0s mais tolerantes como sejam, algumas tangerineiras, (Citrus reticulata Blanco, Citrus nobilis
Lour., Citrus depressa Hay), limas (Citrus limonia Osbeck) e limoeiros (Citrus jambhiri Tan.),
laranjeira doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck), hibridos de Poncirus trifoliata (L.) Raf. (citranjeira
‘Troyer’ e ‘Carrizo’) até ao mais susceptivel, Poncirus trifoliata (L.) Raf..

O presente trabalho teve como objectivo geral a melhoria do controlo da clorose férrica, em
citrinos estabelecidos em solos calcéarios. Pretendeu-se caracterizar os processos fisiologicos
inerentes a resposta de porta-enxertos e de uma combinacdo de porta-enxerto/garfo representativa

na regido do Algarve. Pretendeu-se desenvolver técnicas de selec¢do que permitam seleccionar
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porta-enxertos € combinagdes mais tolerantes a utilizar na instalagdo de novos pomares. Tentou-se
desenvolver técnicas de diagnostico que permitam uma detec¢do precoce da deficiéncia em
pomares ja estabelecidos e testaram-se praticas alternativas de correc¢do que, para além de
reduzirem a clorose férrica, ndo apresentem os impactos ambientais negativos associados as

praticas correntes.

1.2. O FERRO

O conhecimento prévio dos principios gerais subjacentes a dindmica do Fe no solo e na
planta, quando disponivel em quantidades suficientes as necessidades das espécies agricolas,

permite uma melhor compreensdo da clorose férrica.
1.2.1. Dindmica do ferro no solo

O Fe ¢ o quarto elemento mais abundante na litosfera depois do oxigénio, silicio e aluminio
(Loeppert, 1986). Os mecanismos geoquimicos envolvidos na formacdo das rochas igneas
determinam que a quantidade de Fe existente nos basaltos ¢ superior a dos granitos embora estes
apresentem uma relagio Fe’'/Fe’" mais elevada (Krauskopf, 1983). Por outro lado, nas rochas
sedimentares o xisto prevalece como sendo a rocha com mais Fe na sua constituicao.

O Fe existente nos minerais primarios encontra-se principalmente no estado reduzido,
incorporado em silicatos ferromagnesianos (piroxenas, olivinas, anfibolas e biotite) (Lindsay,
1995). A forma de Fe mais abundante na superficie terrestre ¢ a hematite (Fe,Os) devido a sua
estabilidade termodindmica e insolubilidade elevadas (Krauskopf, 1983). De um modo geral, estes
minerais sdo instaveis e a sua decomposi¢ao ocorre através de reacgdes de hidrolise e de oxidagao,
com a libertagio do Fe**, que rapidamente precipita na forma de 6xidos e hidroxidos secundarios
de Fe(Ill) e apenas uma pequena percentagem do Fe libertado ¢ que podera ser incorporado em
minerais silicatados ou complexado com a matéria organica do solo (Loeppert, 1986; Lindsay,
1991; 1995).

A quantidade total de Fe existente nos varios tipos de solos varia entre 0,02%, nos solos
arenosos, até valores superiores a 10%, nos solos ferraliticos (Chen e Barak, 1982). Na maioria dos

~ O 3+ 2+ . ~ r .
solos, a concentracdo de Fe na forma ionica (Fe’ e Fe”') existente na solu¢do do solo ¢ muito
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baixa e inferior a 10> M (Marschner, 1995). Os quelatos férricos e, ocasionalmente, os ferrosos,
sdo as formas soluveis que predominam na solucao do solo (Krauskopf, 1983; Marschner, 1995).

A actividade do Fe na solu¢do do solo ¢ determinada pela taxa de solubilidade e de
dissolu¢do destes compostos (Marschner, 1991) que por sua vez ¢ controlada por diversos
parametros ao nivel da fase solida (tipo de 6xido, superficie especifica, cristalinidade, quimica do
mineral) e da fase liquida do solo (potencial redox, pH, concentracdo de reagentes), fungcdo dos
processos de redugdo, complexagdo e protonizagdo (Schwertmann, 1991).

As condigdes existentes tanto na rizosfera como na superficie radicular sdo diferentes das
existentes na solucao do solo e podem determinar a mobilidade e a difusao do Fe soluvel, factor
determinante no movimento do Fe para a proximidade das raizes (Lindsay, 1995). Estas diferencas
sdo devidas a actividade microbiana e a absor¢do diferencial entre catides e anides, que
desencadeiam alteragdes no potencial redox e no pH da rizosfera (Romheld e Marschner, 1986b;
Marschner, 1991). Da actividade microbiana podem resultar pequenas zonas de anaerobiose bem
como a acumulacdo de siderdferos na rizosfera (Uren, 1993), complexos determinantes na
biodisponibilidade do Fe (Masalha et al., 2000). A importancia destes mecanismos, existentes na
rizosfera e na superficie radicular, acentua-se nos solos caracterizados por uma baixa actividade de

Fe na solucao do solo, como nos solos de origem calcéria (Marschner, 1991).

1.2.2. Dinamica do ferro na planta

De um modo geral, a assimilabilidade dos nutrientes pelas plantas ¢ determinada tanto pelos
factores que afectam a capacidade do solo em fornecer os nutrientes como por factores que
afectam a capacidade das plantas em os utilizar. Assim, apesar de nos solos bem arejados
prevalecer o Fe na forma oxidada (Fe’) as plantas dicotiledoneas apenas tém capacidade de

absorver o Fe*” (Chaney ef al., 1972; Wang e Peverly, 1999).

1.2.2.1. Absorcdo do ferro

O processo de absor¢ao do Fe inicia-se pela sua reducdo através da ac¢do de uma redutase
“standard” existente na membrana plasmatica, que transfere electroes de compostos redutores
citoplasmaticos para o meio exterior (Buckout ez al., 1989; Briiggemann et al., 1990; Holden et

al., 1991; 1992; Rubinstein e Luster, 1993; Grusak ef al., 1999; Schmidt, 1999). A dependéncia
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desta enzima do NADH (nicotinamina-adenina-dinucle6tido reduzido) ou do NADPH
(nicotinamina-adenina-dinucleotido-fosfato reduzido) como dadores de electroes ainda ndo esta
definida, havendo resultados contraditorios na bibliografia (Schmidt e Janiesch, 1991; Moog e
Briiggemann, 1994; Schmidt, 1994; Schmidt e Schuck, 1996; Schmidt e Bartels, 1998). Este
sistema enzimadtico constitutivo (“standard”) tem afinidade para substratos com baixo potencial
(Ex.: ferricianamida) e estd sempre presente tanto nas dicotiledoneas como nas monocotileddneas,
independentemente da disponibilidade de Fe no meio. Para além do seu papel biologico na
absorcao do Fe, tem também outras fungdes como sejam, a polarizagdo da membrana e o controlo
da elongacao e multiplicagdo celular (Moog e Briiggemann, 1994; Welch, 1995; Schmidt, 1999).

A redugio do Fe' medida em raizes intactas ocorre a valores de pH baixos, proximo de 5,
(Toulon et al., 1992; Susin et al., 1996) o que difere dos resultados obtidos em vesiculas do
plasmalema onde ¢ referido um pH de 6,8 dptimo para cevada (Briiggemann et al., 1993) e de 6,5
para tomate (Holden et al, 1991), diferengcas que podem ser devidas a ruptura de algumas
membranas com saida do citosol (Abadia, 1998).

Para além deste sistema “standard” de redutases localizado nos apices radiculares, o Fe
ligado a siderdferos ou a quelatos sintéticos pode ser absorvido em menor extensdo, via apoplasto,
isto ¢ através dos plasmodesmos, processo que ocorre preferencialmente na zona basal ou de
insercdo das raizes laterais (Marschner et al., 1987; Marschner, 1991). Por esta via, pode também
ser absorvido o Fe existente no apoplasma do cortex, adsorvido aos locais de troca da parede
celular, e/ou precipitado na forma de 6xidos com pouca estabilidade (Bienfait et al., 1985; Zhang
etal., 1999).

Depois de ser absorvido pela raiz, o Fe* atravessa radialmente as células corticais em
direc¢do aos vasos xilémicos (Figura 1.1). Neste movimento, intra e intercelular, o Fe(Il) esta
provavelmente complexado pela nicotianamina (Stephan e Scholz, 1993; Higuchi et al., 1995;
Stephan et al., 1995) de forma a evitar a sua adsorcdo a parede das células endodérmicas e a
deterioragao oxidativa das cé¢lulas radiculares resultante da interac¢do entre os catidoes de Fe livres

(Fe’" e Fe'") e as formas activadas de oxigénio (Grusak et al., 1999).

1.2.2.2. Translocacdo do ferro

Antes de entrar nos vasos xilémicos, o Fe(II) ligado a nicotianamina ¢ novamente oxidado e

complexado pelo 4cido citrico a Fe(Ill)-citrato, forma pela qual €, provavelmente, translocado
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através do xilema para a parte aérea (Brown e Jolley, 1989) (Figura 1.1). Em estudos recentes,
Rombola et al. (2000) referem que o acido citrico pode ser o complexante preferencial para o Fe
apenas quando todos os outros 4cidos organicos existentes no xilema estdo na mesma
concentragdo. Quando esta proporcionalidade se altera ¢ natural que outros acidos organicos
consigam também complexar o Fe, como seja o caso do acido malico, que foi detectado em
concentragdes elevadas na seiva xilémica de varias espécies vegetais (Clark e Gross, 1986;

Bialczyk e Lechowski, 1992; Rombola et al., 1998a).

Apice caulinar

Célula foliar

v

Floema

Fe 1 citrato

Fe I nicotianamina Fe 1 citrato? / /
Fe II ‘ C
Xilema
Célula radicular Célula radicular

Figura 1.1 — Modelo que descreve o transporte radial do Fe no simplasma radicular e a
translocagdo deste elemento para a parte aérea. Esta ainda apresentado esquematicamente, a
distribui¢@o foliar do Fe e o processo de transferéncia do xilema para o floema, via célula
transferéncia. T- célula de transferéncia; O - redutases. Adaptado de Marschner (1991).

O fluxo de Fe translocado através do xilema para a parte aérea ¢ regulado pela transpiracao,
transporte passivo, € em menor escala pela pressdo radicular, transporte activo (Welch, 1995). A
transpiragdo regula essencialmente o transporte de Fe para as folhas jovens totalmente expandidas,
sem grandes necessidades neste elemento. Por sua vez, o transporte do Fe regulado pela pressao
radicular, confinado a periodos de baixa transpiragdo (nocturnos), ¢ direccionado para as zonas de
crescimento na parte aérea (4pices caulinares, folhas, frutos e sementes em desenvolvimento) com

elevadas necessidades em Fe (Marschner, 1991; Welch, 1995).
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O ferro pode ser translocado para os meristemas, em especial para os apices caulinares em
crescimento, através do floema e/ou do xilema (Grusak et al., 1999). O Fe(Ill)-citrato proveniente
do xilema pode ser a principal fonte de Fe durante os primeiros estddios de crescimento foliar
(4rea foliar de 800 mm®) associados a elevadas taxas de transpiracio (Kosegarten et al., 1999).
Para que o Fe seja transportado através do floema (Figura 1.1), provavelmente complexado a uma
proteina de baixo peso molecular, ¢ necessario que ocorra a sua transferéncia do xilema para o
floema (Stephan e Scholz, 1993; Welch, 1995). Segundo Landsberg (1984) este processo ¢
efectuado por células altamente especializadas, células de transferéncia, e pode ocorrer ao longo

do sistema vascular nas interfaces apoplasto/simplasto.

1.2.2.3. Metabolismo do ferro na planta

O Fe translocado na forma de citrato férrico, uma vez na parte aérea, ¢ novamente reduzido
antes da entrada no mesoéfilo das células foliares (Nikolic ¢ Romheld, 1999). Esta redugdo ¢
regulada por uma enzima, a quelato de Fe(Ill)-redutase (QF-R), que foi pela primeira vez
identificada por Briiggemann et al. (1993) em Vigna unguilata L. Walp..

Este mecanismo de reducdo, existente no plasmalema das células foliares, apresenta algumas
analogias com o existente na raiz uma vez que depende essencialmente da actividade metabdlica
da planta e do pH apoplastico (Mengel e Geurtzen, 1988; Brown e Jolley, 1989). A méxima taxa
de reducdo do Fe(Ill) em folhas intactas foi obtida para um pH apoplastico de 5,0, estando de
acordo com a capacidade tampao das paredes celulares (pK, = 5) (Kosegarten et al., 1999). A QF-
R tem capacidade de reduzir o Fe(III) proveniente quer do citrato quer do malato (Rombola et al.,
1998a), confirmando a hipotese, anteriormente colocada, do Fe poder ser transportado para a parte
aérea complexado a outros 4cidos organicos para além do citrato. Ao contrario do verificado na
raiz, a reducdo e absor¢do dos complexos férricos sdo estimuladas pelo aumento da razio
NAD(P)H : NAD(P)" a nivel foliar (Briiggemann ez al., 1993; Rubinstein e Luster, 1993; Nikolic e
Rombheld, 1999). A fotoredugdo do Fe(III) pode ter também um papel significativo na sua absorc¢ao
pelas células do mesofilo (Pushnik e Miller, 1989; Alcantara et al., 1994) e contrariamente ao
observado na raiz, o Fe ¢ mais facilmente absorvido nas formas ndo quelatadas, com excepg¢ao do
citrato de ferro (Romheld e Marschner, 1983).

Apos a entrada no citoplasma, o Fe*™ é supostamente complexado pela nicotianamina, forma

na qual ¢ distribuido pelos varios processos metabolicos no simplasma, onde ¢ necessario (Scholz
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et al., 1992; Stephan e Scholz, 1993). Os dados actualmente disponiveis indicam que a entrada do
Fe no cloroplasto, destino de uma grande parte do Fe existente na planta (Terry e Abadia, 1986),
ocorre através de um transporte activo (Abadia, 1998).

O Fe participa em diversos processos metabdlicos das plantas superiores nomeadamente na
fotossintese, na respiragdo, na fixagao do azoto atmosférico e na redugdo dos ides nitrato pois
pertence ao grupo dos metais de transi¢do, o que lhe confere a capacidade de mudar de valéncia,
modificando o seu estado de oxireducdo e de formar complexos octaédricos com vérios ligandos
(Ex.: acidos organicos e fosfato inorganico) (Welch, 1995).

Em situagdes normais, a maior parte do Fe foliar (cerca de 63%) esta associado a algumas
proteinas que se podem agrupar em trés categorias (Miller et al., 1995): 1) proteinas com grupo
heme onde se incluem os citocromos, a catalase, a peroxidase e a nitrato redutase, correspondendo
a cerca de 9% do Fe foliar; ii) proteinas sem grupo heme, tais como a ferredoxina, nitrogenase,
nitrito redutase, aconitase, xantina oxidase, totalizando cerca de 19% e iii) a fitoferritina, uma
proteina de reserva que contém cerca de 35% do Fe existente nas folhas.

Os citocromos sdo constituintes dos sistemas redox dos cloroplastos e das mitocondrias
(Abadia e Abadia, 1993). A catalase e a peroxidase participam em varias reacgdes cataliticas na
planta como seja a dismutacdo do peroxido de oxigénio e a polimerizagdo dos compostos
fenolicos, respectivamente (Nenova e Stoyanov, 1995). A ferredoxina € uma proteina em que o Fe
esta ligado a cisteinas ou a enxofre inorganico permitindo a transferéncia de electrdes em diversos
processos metabolicos nomeadamente na fotossintese e na redugdo dos ides nitrato (Smith, 1984;
Miller et al., 1995). A aconitase ¢ uma enzima que catalisa a isomerizagdo do acido citrico a acido
isocitrico no ciclo de Krebs (ciclo dos acidos tricarboxilicos) onde o Fe ¢ requerido como grupo
prostético para a sua estabilidade e actividade (Smith, 1984). A xantina oxidase participa no
metabolismo das purinas (Ricardo e Teixeira, 1983). A fitoferritina para além de actuar como uma
reserva de Fe na parte aérea, evita a acumulacdo do Fe na forma iénica, prevenindo portanto a
fitotoxicidade causada por esta forma de ferro (Smith, 1984; Macur et al., 1991; Briat ef al., 1995;
Abadia, 1998). As vias metabolicas das estruturas porfirinicas das clorofilas, dos citocromos e do
grupo heme sdo muito semelhantes (Teixeira e Ricardo, 1983) e apesar do Fe ndo ser constituinte
da molécula de clorofila é cofactor de algumas das enzimas que participam em diversos passos da
sintese deste pigmento nomeadamente na sintese do acido d—aminolevulinico (ALA) e na
conversao do coproporfirinogénio a protoporfirina IX, do Mg-protoporfirina IX a protoclorofilidio
(Pushnick et al., 1984; Miller et al., 1995). Por outro lado, o Fe parece ser necessdrio para a

formagdo de proteinas associadas a estrutura lamelar do cloroplasto (Abadia et al., 1989).
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1.3. CLOROSE FERRICA

Numa situagdo de deficiéncia de Fe, as plantas superiores desenvolvem sintomas de clorose
férrica, resultantes do decréscimo da concentracdo dos pigmentos fotossintéticos nas folhas.
Devido a baixa mobilidade do Fe na planta, os sintomas desta deficiéncia nutritiva surgem nas
folhas mais jovens, caracterizando-se pelo aparecimento de um fino reticulado no qual apenas as
nervuras permanecem verdes.

Apesar de pouco frequente, a clorose férrica pode resultar apenas da falta de Fe no meio, o
que ocorre em solos acidos, em especial nos solos arenosos, solos organicos ou em solos
intensivamente cultivados (Chaney, 1984; Mengel e Geurtzen, 1986). Geralmente, a clorose férrica
¢ induzida por factores desfavoraveis a mobilizagdo, absorcao, transporte € metabolismo do Fe,
podendo dever-se a conjugacdo de um ou varios factores, tanto ao nivel da planta como do solo.

O conhecimento dos factores indutores e dos efeitos da clorose férrica no metabolismo
vegetal permite estabelecer métodos de diagnéstico e de correccdo desta deficiéncia nutritiva,

visando as implicagdes ambientais e econdmicas inerentes de todo este processo.

1.3.1. Factores indutores da clorose férrica

A clorose férrica pode ser induzida por diversos factores como sejam: ido bicarbonato
(Mengel et al., 1984); a temperatura do solo (Chapman, 1968; Wei et al., 1994; Welkie, 1995), o
potencial redox do solo (Chaney et al., 1989; Kolesh et al., 1987; McCray e Matocha, 1992) a
permeabilidade e/ou compactagdo do solo (Loeppert, 1986), a matéria orgdnica existente ou
adicionada ao solo (Chen e Barak, 1982), a actividade microbiana (Masalha et al., 2000), a
competicdo nutritiva (Wallace et al,, 1992) e a agua de rega com elevados teores de ido
bicarbonato (Loeppert et al., 1988).

A clorose férrica pode ser também induzida ou agravada devido a interac¢do do Fe com
alguns nutrientes que podem diminuir a disponibilidade deste elemento, como sejam: azoto,
fosforo, magnésio, calcio, manganés, zinco e cobre.

O efeito do azoto depende da forma e das condigdes em que ¢ adicionado podendo diminuir
ou favorecer a clorose férrica. O fornecimento de azoto apenas na forma de ido nitrato induz ao
aparecimento da clorose férrica (Wallace et al., 1992; Mengel et al., 1994). A absor¢do do ido

nitrato, pode conduzir a valores de pH elevados tanto na superficie radicular como no apoplasto
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radicular, uma vez que a absorcdo deste ifio é efectuada através do co-transporte H'/NO3~ existente
na membrana plasmatica (Ulrich, 1991; Kosegarten e Englisch, 1994; Kosegarten et al., 1998b).
Por sua vez, o ido nitrato reduz também a mobilidade do Fe nas folhas devido ao seu efeito no pH
apoplastico (Mengel e Geurtzen, 1988; Kosegarten e Englisch, 1994). Por outro lado, a absor¢ao
do azoto na forma de ido amodnio, pelo seu efeito acidificante pode aumentar a disponibilidade de
Fe na planta (Hoffmann et al., 1992).

Segundo diversos autores (Jolley et al., 1988; Hughes et al., 1990; 1992; Wallace et al.,
1992), o papel do potassio na diminui¢do da clorose férrica deve-se ao seu efeito na acidificacdo
da rizosfera uma vez que a absorcao deste ido ¢ acompanhada pela libertacao de hidrogenides para
a rizosfera beneficiando a acumulacdo de acidos organicos assim como a absor¢ao e a mobilidade
do Fe na planta.

Numerosos estudos (Mengel et al., 1984; Wallace et al., 1992) confirmam que a interac¢ao
do fosforo no solo e na planta com o Fe acentua-se sobretudo em solos de origem calcaria (Aktas e
van Egmond, 1979). Ayed (1970) observou que, na cultura de tomateiro, as quantidades de Fe e
de fosforo adicionadas concentravam-se nas raizes, sugerindo a formagao de fosfato de Fe nas
raizes.

Os restantes micronutrientes pertencentes ao grupo dos metais de transi¢ao (manganeés,
cobre e zinco) agravam a clorose férrica pelo seu excesso, interac¢ao que pode ser limitante tanto
ao nivel do solo, pela diminui¢do da mobilidade dos quelatos até as raizes como no interior da
planta, pela possibilidade de substituirem o Fe nos seus centros de actividade fisiologica (Mengel
et al., 1984; Natt, 1992; Wallace et al., 1992). Quantidades elevadas de manganés podem induzir
a clorose férrica devido ao antagonismo a nivel da actividade enzimatica uma vez que o Mn
compete pelas mesmas posi¢des metabolicas ocupadas pelo Fe, especialmente na enzimas
peroxidase e catalase como verificado por diversos autores em plantas de citrinos (Chapman,
1968; Zaharieva, 1995; Thomas et al., 1998; Lavon e Goldshmidt, 1999). O zinco e o cobre
competem com o Fe pelos agentes quelatantes diminuindo a disponibilidade do Fe na solucao do
solo (Jolley e Brown, 1994; Alva e Chen, 1995; Schmidt et al., 1997). No entanto, Lindsay e
Schwab (1982) referem que nos solos calcarios a actividade de Cu na solucao do solo € baixa pois
estd, na sua maioria, imobilizado pela matéria organica.

Os metais pesados, como o créomio ¢ o aluminio, podem também induzir ou agravar a
clorose férrica, parecendo o crémio interferir apenas no metabolismo do Fe ao nivel das raizes

(Schmidt et al., 1996). Por sua vez, um excesso de aluminio, frequente em solos acidos, induz a
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clorose férrica em gramineas (trigo e sorgo) porque inibe a biossintese e a excrecdao de
fitosideroferos (Brown e Jolley, 1989; Chang ef al., 1998).

A clorose férrica que ocorre na regido Mediterranea pode ser predominantemente induzida
pelo ido bicarbonato que se forma em niveis elevados nos solos calcarios, agravada por valores de
precipitacdo anual inferiores a 500 mm, caracteristicos das regides aridas e semi-aridas (Chen e
Barak, 1982). Mundialmente cerca de 30 % dos solos cultivados sdo calcérios e de acordo com a
classificagdo da FAO, os solos onde ha maior probabilidade de ocorrer clorose férrica (Vose,
1982) sdo: Rendzinas (17%), Arenosolos (10%), Chernozens (3%), Xerosolos (7%) e Solonetz
(2%).

Os solos calcarios sdo caracterizados por elevadas concentragdes de carbonatos (>20%), de
calcio e de magnésio, o que resulta num pH alcalino (entre 7,4 a 8,5). Os sais férricos e ferrosos
existentes nos solos calcarios reagem rapidamente com o carbonato de calcio, em condigdes
oxidantes, dando origem aos 6xidos de ferro de baixa solubilidade de acordo com as seguintes

reacgoes (1 e 2) propostas por Loeppert (1986):

(1) 4Fe* + O, + 4CaCO; + 2H,0 — 4FeOOH + 4Ca’" + 4CO,
(2) 2Fe’™ + 3CaCO; + 3H,0 — 2Fe(OH); + 3Ca®" + 3CO,

O tipo de 6xido formado depende das condi¢des de precipitagdo, da superficie especifica do
carbonato de calcio e da pressao parcial de O, e de CO,. De entre as condigdes de precipitacao
salienta-se o pH do meio: para um pH inferior a 7,4 domina a ferrihidrita; de 7,4 a 8,5
(caracteristico dos solos calcarios) a goetite; e superior a 8,5 o hidroxido férrico (Schwertmann,
1991; Lindsay, 1995). Segundo Lindsay e Schwab (1982), para cada aumento de uma unidade de
pH acima de 7 a solubilidade do Fe idnico decresce de 1000 vezes. Para os valores de pH
caracteristicos dos solos calcarios a concentragio de equilibrio do Fe' dissolvido ¢ de
aproximadamente 10" M, consideravelmente inferior ao intervalo de valores, entre 10*e 108 M,
necessarios ao crescimento normal das espécies vegetais (Lindsay, 1991; Haleem et al., 1995;
Welch, 1995).

O 130 bicarbonato existente na solu¢ao dos solos calcarios resulta da dissolucao do carbonato
de célcio, na presenca de H,O e CO, e frequentemente, atinge concentragdes superiores aos 200 g

kg' (Chen e Barak, 1982; Loeppert ¢ Hallmark, 1985; Loeppert, 1986). O ido bicarbonato

12



Introducdo

acumula-se particularmente na superficie radicular devido ao CO, libertado pela respiragao
radicular e que ¢ necessario a dissolugdo do CaCO3; (Mengel, 1995).

A seguir ao 130 bicarbonato, o ido nitrato ¢ o principal anido indutor da clorose férrica nos
solos calcarios (Bar e Kafkafi, 1992; Kosegarten ¢ Englisch, 1994; Smolders et al., 1997,
Kosegarten et al, 1998a; 1999) porque nos solos calcarios o azoto encontra-se quase
exclusivamente na forma de ido nitrato uma vez que tanto a conversdo do i@0 amoénio em ido
nitrato (nitrificacdo) como a volatilizacdo do amoénio na forma de NHj3 ocorrem mais rapidamente

para valores de pH entre 7 e 8.

1.3.2. Efeito da clorose férrica nas plantas

O 130 bicarbonato para além de diminuir a disponibilidade de ferro no solo e na rizosfera,
pode também afectar a absorcao radicular, a translocagdo para a parte aérea e a distribuicdo do Fe
nas folhas jovens induzindo o aparecimento da clorose férrica (Loeppert, 1986; Marschner, 1991;
Mengel et al., 1994; Mengel, 1995; Grusak et al., 1999).

A nivel radicular, a redugdo do Fe(IIl) na membrana plasmatica € o processo mais sensivel
ao efeito do 130 bicarbonato no pH apoplastico (Romera et al., 1991a; Toulon et al., 1992; Mengel
et al., 1994). Contudo, diversos autores mencionam que a menor absor¢do do Fe, observada nas
dicotiledoneas cultivadas em solos calcérios, pode ser apenas devida ao efeito indirecto do ido
bicarbonato no crescimento radicular (Alhendawi et al., 1997) ou a diminuigdo das reservas de Fe
no apoplasma radicular (Zhang et al., 1999). Diversos autores (Bienfait et al., 1985; Mengel e
Geurtzen, 1988; Longnecker e Welsh, 1990; Kosegarten et al., 1998a; 1998b) observaram que,
algumas espécies vegetais quando deficientes em Fe, apresentavam teores de Fe radicular
superiores aos encontrados nas folhas e por outro lado, em muitos casos, ndo verificaram qualquer
correlacdo entre a concentracdo de Fe nos tecidos vegetais e o grau de deficiéncia. Baseado nestes
factos, Mengel (1995), refere que a mobilizacdo do Fe nos solos calcarios e a absor¢do radicular
ndo sdo os Unicos processos criticos que levam ao aparecimento dos sintomas na parte aérea.
Posteriormente, Alhendawi et al. (1997) verificaram que a presenca do ido bicarbonato resulta na
acumulacdo de acidos organicos nas raizes, com o prejuizo da translocagdo do Fe para a parte
aérea.

Segundo Mengel et al. (1994), o aumento do pH da seiva xilémica e do apoplasto foliar

deve-se a presenga do ido bicarbonato. Contudo, Nikolic ¢ Romheld (1999) verificaram que o
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aumento do pH apoplastico motivado pela clorose férrica nao ¢ dependente do estado nutricional
de Fe nem ¢ motivado pelo ido bicarbonato. De acordo com estes autores, 0 HCOj;™ absorvido pelas
células radiculares dificilmente se acumula na parte aérea porque ¢ rapidamente metabolizado nas
raizes com a formagdo de acidos organicos, tais como o acido malico que foi detectado por
Bialczyk e Lechowski (1992) na parte aérea.

O aumento do pH apopléstico do xilema de folhas intactas foi também observado por
Kosegarten ef al. (1999) mas exclusivamente na presenca do ido nitrato e limitado a pequenos
micrositios localizados na zona intervernal das folhas jovens em crescimento, com elevadas
necessidades de N e de Fe. Estes resultados permitem também fundamentar a auséncia de sintomas
de clorose férrica em folhas velhas pois estas, para além de ndo terem grandes necessidades de N
(Aktas e van Egmond, 1979) apresentam elevadas taxas de fotossintese aparente que fornecem a
energia necessaria ao funcionamento das bombas protonicas responsaveis pela regulagdo do pH
apoplastico (Kosegarten et al., 1999). Pelo contrario, o ido amoénio (NH,') origina uma
acidificacdo do pH apoplastico porque durante a absor¢do deste catido hé despolariza¢do da
membrana plasmatica, processo que estimula a actividade da enzima H'-ATPase (Kosegarten et
al., 1999).

O decréscimo da actividade da QF-R, localizada no mesofilo, que ocorre em folhas jovens
com clorose férrica ¢ motivado pelo aumento do pH apopléstico (Gonzalez-Vallejo et al., 1999),
afectando ndo s6 a translocag¢do do Fe para a parte aérea como também a distribui¢do foliar do Fe.
Consequentemente, o Fe acumula-se no apoplasto foliar, onde permanece fisiologicamente
inactivo (Morales et al., 1998b; Kosegarten et al., 1999; Gonzalez-Vallejo et al., 2000). Segundo
Stephan e Scholz (1993), esta imobilizacdo do Fe pode também reflectir, pelo menos em parte,
uma diminui¢do no processo de “xylem unloading”.

Em folhas deficientes em Fe, o volume e o teor proteico do cloroplasto diminuem,
acompanhados por um decréscimo no teor de todos os componentes da membrana, incluindo os
transportadores fotossintéticos de electrdes e os pigmentos antena (Spiller e Terry, 1980; Terry,
1980; Pushnik e Miller, 1989; Terry e Abadia, 1986; Quilez ef al., 1992; Abadia e Abadia, 1993;
Guller e Krucka, 1993; Monge ef al., 1993; Nedunchezhian et al., 1997). O efeito mais evidente da
deficiéncia de Fe é o decréscimo no teor dos pigmentos fotossintéticos, em especial das clorofilas
e do B-caroteno (Miller et al., 1984; Terry e Abadia, 1986; Bassi et al., 1990; Morales et al.,
1990), enquanto que o teor de algumas xantofilas do ciclo VAZ, como a violaxantina (V), a

anteroxantina (A) e a zeaxantina (Z) pode até aumentar, resultando na cor amarela caracteristica
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das folhas deficientes em Fe (Terry e Abadia, 1986; Quilez ef al., 1992; Abadia e Abadia, 1993;
Morales et al., 1994; 1998Db).

Hellin et al. (1995) detectaram em folhas cloréticas de limoeiro que conjuntamente com
alteragdes na ultra-estrutura dos cloroplastos ¢ diminui¢do da clorofila total ocorria um decréscimo
significativo na actividade da superéxido dismutase (SOD) de Fe em simultineo com acréscimos
das SOD de Cu e Zn, provavelmente estimuladas pelo aumento dos radicais livres de oxigénio.
Apesar de diversos autores (Alcaraz et al., 1985; Huang et al., 1992) terem verificado que os
niveis de ferredoxina decresceram simultaneamente com os de clorofila em folhas cloroticas de
tabaco e de citrinos, Terry e Zayed (1995) referem que a quantidade de ferredoxina existente numa
situacdo de clorose férrica ¢ suficiente para a redu¢do do carbono e do azoto.

Os lipidos sd@o uma parte integrante da matriz da membrana dos tilacdides, nos quais os
complexos supramoleculares proteina-pigmentos estdo inseridos (Abadia, 1992) e numa situacao
de deficiéncia de ferro a razao MGDG (mono-galactosildiglicerol)/DGDG (di-galactosildiglicerol)
decresce nos tilacoides (Monge et al., 1993). Os tilacoides de plantas deficientes em Fe estdo
enriquecidos em acidos gordos saturados em prejuizo dos acidos gordos insaturados, originando o
decréscimo da fluidez de diversas membranas plasmaticas (Abadia et al., 1989; Abadia, 1992).

A diminuicao das taxas fotossintéticas em plantas deficientes em Fe, medidas através das
trocas gasosas (CO, ou O;) foi observada em diversas espécies cultivadas em campo e em estufa
como sejam: beterraba sacarina (Spiller e Terry, 1980; Terry, 1980; 1983), soja (Davis et al.,
1986), tabaco (Miller et al., 1985; Pushnik e Miller, 1989), milho (Nenova e Stoyanov, 1993),
macieira (Ji et al., 1984), pereira (Morales et al., 1992) e pessegueiro (Pérez et al., 1995). Estes
resultados estdo associados com o decréscimo coordenado de varios componentes da cadeia
fotossintética como, do PSI (fotossistema I) e dos citocromos (Morales et al., 1990). O decréscimo
sustentado do PSII (fotossistema II), indicador de fotoinibi¢ao, apenas ¢ apreciavel nas folhas com
uma clorose intensa (Belkhodja et al., 1998a; Morales et al., 1998a).

Adicionalmente, o processo de fixacdo fotossintética do carbono também ¢ prejudicado
(Terry, 1980; 1983; Terry e Zayed, 1995) devido a menor capacidade de carboxilagdo da RuBP
(ribulose-1,5-bifosfato carboxilase) (Winder e Nishio, 1995). Consequentemente, a densidade de
fluxo luminoso absorvida por plantas deficientes em Fe é muito superior as suas necessidades
fotossintéticas. Abadia et al. (1999) descrevem os mecanismos protectores presentes nas folhas
cloréticas: 1) aumento da radiagdo total reflectida e transmitida em prejuizo da radiagdo absorvida;

i1) dissipag@o na forma de calor pelo PSII, provavelmente facilitada pelo aumento relativo dos
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pigmentos do ciclo VAZ; iii) aumento da concentracdo relativa das enzimas e dos compostos
envolvidos na transformacao dos radicais livres de oxigénio.

Ainda ndo ¢ conhecido o processo primario que necessita de Fe e que induz a diminui¢do do
crescimento foliar (Mengel, 1995) que segundo Kosegarten et al. (1998b) é motivado pela baixa
translocagdo do Fe para a parte aérea e pela pouca eficiéncia de utilizagdo desse Fe. Um dos
processos necessarios ao crescimento e divisdo celulares ¢ a reducdo do ribonucledtido a
desoxirribonucleétido, pré-requisito para a sintese do acido desoxirribonucleico (DNA), efectuado
por uma redutase na qual o Fe tem um papel essencial (Reichard, 1993). Adicionalmente, a
actividade da enzima ATPase (adenosina 5’-trifosfatase) existente na membrana plasmatica ¢

afectada pela deficiéncia de Fe (Bafiuls et al., 1993; Mengel, 1995).

1.3.3. Mecanismos de resposta a clorose férrica

As espécies vegetais e, por vezes, algumas cultivares evidenciam comportamentos distintos
face a deficiéncia de Fe o que permite agrupa-las em espécies eficientes, pois apresentam
mecanismos de resposta que promovem a disponibilidade de Fe e espécies ndo eficientes, que por
ndo apresentarem capacidade de adaptacdo aquela deficiéncia desenvolvem os sintomas
caracteristicos de clorose férrica (Miller et al., 1984).

Os diferentes mecanismos de resposta que contribuem para um melhor estado nutricional em
Fe e portanto para uma maior tolerancia a clorose férrica, actuam através da mobiliza¢do do Fe na
rizosfera e do aumento da taxa de absorcdo e de translocagdo deste elemento na planta (Brown,
1978).

Segundo Romheld (1987b), os varios processos que promovem a solubilidade e
disponibilidade do Fe na rizosfera podem ser classificados (Tabela 1.1) como mecanismos nao
especificos, quando estdo presentes na planta independentemente do estado nutricional do Fe e
mecanismos especificos, que surgem quando a concentracdo de Fe nos tecidos vegetais decresce
abaixo do nivel critico, sendo desactivados assim que ¢ alcancado o nivel de Fe necessario para a

planta, prevenindo a absor¢ao excessiva deste nutriente.
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Tabela 1.1 - Mecanismos especificos e ndo especificos, que aumentam a absor¢ao do ferro (Romheld, 1987b).

A - Mecanismos ndo especificos

e Decréscimo do pH devido a uma absorg¢ao radicular cationica preferencial.

e Exsudagdo de acidos organicos, conduzindo a um decréscimo do pH e/ou
complexacao do ferro.

e Aumento da actividade microbiana na rizosfera devido a exsudagao radicular, o que afecta o
pH e deste modo a reducdo do Fe(Ill) e concentragdo de quelatos.

¢ Simbiose com microrganismos que sejam altamente eficientes na absor¢ao de ferro.

B - Mecanismos especificos

e Reducao do Fe(Ill). (Redutase induzida)

e Libertagdo de protoes. (ATPase induzida e dependente da bomba protonica)

¢ Exsudacao de compostos fendlicos. ( Agentes redutores e quelatantes)

¢ Exsudacao de substancias quelatantes especificas para o ferro. (Fitosideroferos)

e Sintese de sistemas especificos para absorcdo do ferro. (Proteinas de transporte)

Os mecanismos nao especificos estio sempre presente nas plantas superiores e podem
favorecer a absor¢do do Fe, independentemente da planta se encontrar em deficiéncia.

A acidificagdio da rizosfera pode ser motivada pela absor¢do catiénica (K™ e NH;"), uma vez
que para manter o potencial eléctrico das células € necesséario que simultaneamente ocorra extrusao
de protoes (Romheld et al., 1984; Marschner, 1995).

Os compostos organicos libertados pelas raizes podem ser agrupados em compostos de alto
peso molecular, como a mucilagem que protege as raizes da dessecagdo e aumenta as zonas de
contacto entre a raiz e o solo, e em compostos de baixo peso molecular (aminoacidos, acucares,
acidos organicos, fendis) que para além de complexarem o Fe podem ser uma fonte de carbono
para os microorganismos (Marschner ef al., 1986; Masalha et al., 2000).

A fauna microbiana pode aumentar a absor¢cdo de Fe de diversas formas nomeadamente
através da libertacdo de agentes complexantes (4cidos orginicos, acucares e sideroferos) e criando
pequenas zonas de anaerobiose favoraveis a redu¢ao do Fe (Powell et al., 1982; Cress et al.,
1986; Lindsay, 1991; Jurkevitch ef al., 1992; Marschner e Romheld, 1994; Awad et al., 1995b).

A simbiose com micorrizas aumenta a zona de contacto entre o solo e a raiz (Treeby, 1992) e
permite a acumulagdo de sideréferos na rizosfera, compostos muito eficientes na complexacao e
solubilizacdo do Fe (Powel ef al., 1982; Marschner et al., 1997). No entanto, Treeby (1992),
salienta que a simbiose com micorrizas apenas melhora o fornecimento de Fe para a parte aérea do

hospedeiro (plantulas de citrinos) em ambientes acidos e ndo na presenga de CaCOs.
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Os efeitos benéficos da simbiose com rizobactérias (Ex.: Pseudomonas) esta também
relacionada com a capacidade destes microrganismos produzirem siderdferos (Bar-Ness et al.,
1991; Walter et al., 1994). No entanto, os microorganismos podem ter efeito negativo na absor¢ao
deste elemento, competindo pelo Fe disponivel na rizosfera, decompondo os compostos
complexantes de Fe existentes na rizosfera e produzindo fitotoxinas que inibem o crescimento
radicular (Marschner ef al., 1986).

A capacidade de troca catidnica radicular (CTCR) ¢ uma caracteristica presente em todas as
espécies vegetais que pode permitir a adsor¢do de catides e de quelatos férricos, processo prévio a
absor¢ao do Fe (Bakker e Nys, 1999). As espécies calcicolas tém uma CTCR superior a das
espécies calcifugas (Chen e Barak, 1982), tendo Hamzé et al. (1980) observado que dos porta-
enxertos de citrinos estudados, os mais tolerantes apresentavam uma CTCR superior, apesar de
ndo ser uma caracteristica desencadeada pela clorose férrica.

Os mecanismos especificos estdo dependentes do estado nutricional da planta em Fe, que
transformado num “sinal”, provavelmente na forma de auxinas, induz as alteragdes bioquimicas e
morfologicas que ocorrem a nivel radicular e permitem regular a absorcdo de Fe (Landsberg,
1981b; Bienfait et al., 1983; Romheld e Marschner, 1986b; Rubinstein e Luster, 1993; Grusak e
Pezeshgi, 1996).

Resultados obtidos por Romera et al. (1996; 1999) indicam que o etileno, através do seu
percursor, acido carboxilico 1-aminociclopropano (ACC), estd também envolvido na regulagio
destes mecanismos de resposta. Schmidt (1999) refere ainda a existéncia de um sistema hormonal
multiplo e complexo uma vez que as auxinas e as citocininas estimulam a producao de etileno e
por sua vez, as giberelinas afectam a expansao radial das raizes, processo regulado pelo etileno. A
natureza transitoria das respostas radiculares a deficiéncia de Fe em espécies eficientes apontam
ainda para a existéncia de um mecanismo de retroac¢do (“feedback™) activado apds o
reverdecimento das folhas cloroticas (Marschner et al., 1986; Schmidt ef al., 1996).

Face ao aparecimento da deficiéncia de Fe, as espécies eficientes caracterizam-se por
desenvolverem diferentes mecanismos especificos de resposta o que permite agrupa-las em duas
estratégias: a Estratégia I, encontrada nas dicotiledoneas e em algumas monocotiledoneas e a

Estratégia II, caracteristica das gramineas.
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1.3.3.1. Estratégia I

Conforme descrito por diversos autores (Bienfait ef al., 1985; Romheld e Marschner, 1986a;
1986b; Romheld, 1987a; 1987b; Jolley e Brown, 1994; Marschner e Romheld, 1994; Welch, 1995;
Grusak et al., 1999; Schmidt, 1999), a Estratégia I é genericamente caracterizada por apresentar,
conjuntamente com alteragdes morfoldgicas da raiz, exsudacao protonica, libertagao de compostos
redutores e/ou complexantes e aumento da reducao do Fe(III).

Em condig¢des de deficiéncia de Fe, a acidificacio da rizosfera e do apoplasto das células
radiculares resulta da excre¢do de hidrogenides originados pelo aumento da actividade das
ATPases existentes na membrana plasmatica, distinguindo-se da acidificacdo ndo especifica
anteriormente descrita uma vez que ocorre em zonas localizadas do sistema radicular (Vos ef al.,
1986; Serrano, 1989; Welkie e Miller, 1993; Susin et al., 1994).

Este mecanismo de acidificagdo favorece a libertacio de substincias redutoras e/ou
complexantes do Fe para a rizosfera, tais como compostos fenolicos, flavinas, acidos orgénicos e
polipéptidos, que favorecem a solubilizacao dos compostos férricos inorganicos e a absor¢ao do Fe
(Bienfait et al., 1983; Marschner et al., 1986; Romheld, 1987a; 1987b; Buckhout et al., 1989;
Vempati et al., 1995).

Os compostos fendlicos libertados, diferem entre espécies vegetais, sendo os mais comuns 0
acido cafeico, o acido fenilico e o acido clorogénico (Romheld e Marschner, 1983; Alhendawi et
al., 1997). A sintese destes compostos ocorre devido a inibi¢do da actividade da enzima
peroxidase, motivada pela deficiéncia de Fe, resultando numa menor suberificagdo da raiz e na
acumulagdo dos percursores aromaticos dos fenois (Sijmons et al., 1985). A acumulagdo ¢ a
excre¢ao radicular de flavinas foram detectadas em pimenteiro (Welkie et al,, 1990) e em
beterraba sacarina (Susin ef al., 1993; 1994). Segundo Susin ef al. (1994) a libertagdo de flavinas
ocorre apenas quando o pH da rizosfera desce, uma vez que em condi¢des alcalinas estes
compostos acumulam-se nas raizes chegando a alcangar concentragdes de 1 mM. A sua func¢io nas
raizes ndo estd esclarecida, sabendo-se apenas que em presenca de NADH ou NADPH tém
capacidade de reduzir compostos férricos e interagir com a QF-R (Gonzalez-Vallejo ef al., 1998a).

A acumulac¢do de acidos organicos a nivel radicular, como o 4cido citrico e o acido malico,
foi comprovado por diversos autores (Fournier et al., 1992; Gerke et al., 1994; Alhendawi et al.,
1997; Rombola et al., 1998a) e parece estar associada ao aumento da actividade da enzima

fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) (Landsberg, 1981c; Sijmons e Bienfait, 1984; Rabotti e
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Zocchi, 1994; Andaluz et al., 2000), conjuntamente com outras enzimas como sejam: gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase, formato desidrogenase, ascorbato peroxidase (Suzuki et al., 1995;
Abadia, 1998; Gonzalez-Vallejo et al., 1998b; Lopez-Millan et al., 1998). Estes acidos organicos
favorecem ndo so a reducdo e a translocagdo do Fe para a parte aérea como a regulagao do pH
celular (Marschner et al., 1986).

Numa situagdo de deficiéncia de Fe, as espécies vegetais incluidas na Estratégia I,
apresentam maiores taxas de reducdo do Fe(IIl) ligado aos quelatos, motivadas pelo aumento da
actividade da QF-R, localizada na membrana plasmatica, referenciada por diversos autores como
redutase induzida ou “turbo-redutase” (Romheld, 1987b; Briiggemann et al., 1990; Romera et al.,
1991b; Moog e Briiggemann, 1994). As raizes de plantas deficientes em Fe podem apresentar uma
capacidade de reduzir o Fe(IIl) existente no meio de cultivo até 10 a 20 vezes superior aos valores
do controlo (Moog e Briiggemann, 1994; Susin et al., 1996). O potencial redutor acoplado a esta
enzima ainda nao esta esclarecido. Enquanto Sijmons et al. (1984) propuseram o NADPH como
dador de electrdes, Moog e Briiggemann (1994) verificaram que, em membranas isoladas, a QF-R
recebia os electrdes preferencialmente do NADH.

De acordo com os resultados obtidos por diversos autores (Bagnaresi e Pupillo, 1995;
Schmidt et al., 1996; Susin et al., 1996), a QF-R parece interagir com os componentes da
membrana plasmatica como parte de uma cadeia de transporte de electrdes. Robinson et al. (1997)
identificaram uma flavoproteina necessaria a actividade da QF-R em Arabidopsis.

A localizagcdo deste sistema enzimatico na raiz parece dependente das espécies vegetais
(Grusak et al., 1999). Algumas plantas apresentam actividade redutora na zona subapical das
raizes (Marschner ef al., 1982; Romheld e Marschner, 1986b; Chaney et al., 1992), enquanto que
noutras espécies ocorre ao longo de toda a raiz (Grusak et al., 1993). Por vezes esta actividade esta
confinada ao pélos radiculares (Romheld 1987a; 1987b), associacdo no entanto nem sempre
encontrada (Moog e Briiggemann, 1994).

Exceptuando-se os resultados obtidos por Susin ef al. (1994) em beterraba sacarina, o
aumento da actividade da QF-R est4d dependente da existéncia de pequenas quantidades de Fe no
meio (Romera et al., 1996; Grusak et al., 1999; Schmidt, 1999) observado em diversas espécies
nomeadamente, feijao (Chaney et al., 1972), soja (Tipton e Thowsen, 1985), girassol (Romera et
al., 1992), ervilha (Grusak et al., 1993) e pessegueiro (Gogorcena et al., 1998; 2000). Foram
apresentadas duas hipoteses para explicar a necessidade de Fe na actividade da QF-R induzida: 1)
pelo efeito indirecto do Fe na actividade da enzima ACC sintetase que participa na biossintese de

etileno, que por sua vez regula este mecanismo de resposta (Romera et al., 1996; Abadia, 1998) e
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1) pela necessidade de Fe como componente e/ou cofactor da propria enzima. Esta ultima
possibilidade estd associada com o facto da actividade da QF-R na auséncia de Fe ser inferior a
obtida em plantas verdes (Rubinstein e Luster, 1993; Romera et al., 1996) e dos acréscimos de
actividade da QF-R obtidos com membranas plasmaticas isoladas terem sido inferiores aos obtidos
com raizes intactas (Abadia, 1998).

De um modo geral, o aumento da actividade da QF-R ¢ evidente em diversas arvores de
fruto como sejam: videira (Bavaresco et al., 1991; Brancadoro et al., 1995) macieira (Ao et al.,
1985), pessegueiro (Romera et al. 1991a; 1991b; Egilla et al., 1994; Cinelli et al., 1995; de la
Guardia et al., 1995; Gogorcena et al., 1998; 2000), marmeleiro (Viti e Cinelli, 1993; Cinelli,
1995; Tagliavini et al., 1995b), pereira (Tagliavini et al., 1995b), kiwi (Vizzotto et al., 1997; 1999)
e citrinos (Manthey e McCoy, 1993; Treeby e Uren, 1993; Manthey et al., 1994; 1996). O facto de
diversos autores (Romera et al., 1991a; Tagliavini et al., 1995b) ndo terem registado aumentos da
actividade da QF-R em algumas situagdes ¢ atribuido por Gogorcena et al. (2000) a utilizagao de
diferentes metodologias.

Apesar de terem sido efectuados diversos progressos na caracterizagdo bioquimica da QF-R
existem algumas discrepancias entre os resultados obtidos com raizes intactas € com membranas
plasmaticas isoladas (Grusak et al., 1999; Schmidt, 1999). Por exemplo, a maxima actividade
desta enzima foi obtida para valores diferentes de pH consoante os estudos foram efectuados in
vivo ou in vitro sendo, respectivamente de 5,5 e 7 (Moog e Briiggemann, 1994).

Na definicdo original deste sistema (Rubinstein e Luster, 1993), baseada no diferente
potencial dos substractos requeridos, o aumento da redu¢dao do Fe ¢ atribuido a uma mesma
enzima, no entanto, os dados disponiveis e reunidos por diversos autores (Grusak et al., 1999;
Schimdt, 1999) apontam para um aumento da expressao da QF-R, em situacdo de deficiéncia de
Fe, enzima bioquimicamente diferente da redutase “standard” que ndo ¢ regulada pela necessidade
de Fe. Ainda ndo foi possivel identificar os dois sistemas de enzimas redox (“standard” e “turbo”)
envolvidos na absor¢ao do Fe pelas plantas superiores, contudo estdo a ser realizados estudos
bioquimicos baseados na especificidade estereoquimica destas enzimas para o o - NADH ou 3 -
NADH (Schmidt, 1999).

Ao nivel foliar, ainda ndo foi identificado qualquer mecanismo de inducdo da actividade da
quelato de Fe(Ill)-redutase em situagdo de deficiéncia de Fe (Briiggemann et al., 1993; de la
Guardia e Alcantara, 1996; Nikolic e Romheld, 1999; Rombola et al.; 2000).

Varios autores (Romheld e Marschner, 1981; Welkie e Miller, 1993; Romera ¢ Alcantara,
1994; Landsberg, 1995; Schmidt e Bartels, 1996) verificaram que as modificagdes fisiologicas
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desencadeadas pela deficiéncia de Fe eram acompanhadas por altera¢des morfologicas tais como:
1) uma dilatacdo das zonas subapicais da raiz devido a um alargamento do cértex originado por
uma divisdo adicional da células da epiderme da raiz e ii) um maior nimero de pélos radiculares
de comprimento superior. Estas alteracdes na morfologia radicular estdo quase sempre associadas
ao desenvolvimento de células de transferéncia que, espacialmente, coincidem com a zona
subapical da raiz onde ocorre a redu¢do do Fe (Romheld e Marschner, 1979; Landsberg, 1982;
Egilla et al., 1994).

A formagao de células de transferéncia, caracterizadas por possuirem protuberancias mais ou
menos desenvolvidas na parede celular acompanhadas pelo plasmalema envolvente, conduz a um
alargamento da superficie de ligacdo entre a parede celular e o citoplasma (Kramer et al., 1980;
Landsberg, 1982; 1984; Welkie e Miller, 1993; Schmidt e Bartels, 1996). Estas células sdo
citoplasmaticamente densas, com um numero particularmente elevado de mitocondrias polarizadas
no sentido das invaginagdes € com um reticulo endoplasmatico rugoso denso (Landsberg, 1981a;
1984).

As células de transferéncia podem também diferenciar-se a partir das células
parénquimatosas do xilema e sdo funcionalmente idénticas as que ocorrem nas células
rizodérmicas, mas apresentam um papel significativo na entrada do Fe para o sistema condutor e
posterior translocacdo deste elemento para a parte aérea (Kramer et al, 1980; Romheld e
Marschner, 1981; Marschner ef al., 1986). Na parte aérea podem existir em diversos locais como
sejam: 1) nos nds dos caules permitindo a troca de nutrientes entre os feixes vasculares adjacentes
ndo conectados; ii) nas nervuras secundarias das folhas desviando o Fe ja existente na seiva
xilémica dos vasos condutores para o simplasto das células adjacentes que apresentam elevadas
taxas de crescimento e necessidades de Fe e iii) na zona de conexdo entre o xilema e o floema
possibilitando a absor¢cdo do Fe através do fluxo transpiratorio e posterior distribuicdo deste
elemento, via floema, especialmente nos tecidos meristematicos da regido apical que apresentam
uma baixa taxa de transpiracao (Landsberg, 1984).

A coincidéncia espacial e temporal dos mecanismos de resposta caracteristicos da Estratégia
I a nivel radicular foi frequentemente encontrada por diversos autores (Landsberg, 1984;
Marschner et al., 1986) que classificaram este sistema de cooperativo. No entanto, Grusak et al.
(1990) estimaram que apenas 17% do Fe reduzido por este processo ¢ absorvido pelas raizes sendo

portanto um sistema muito pouco eficiente em termos de custos energéticos.
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1.3.3.2. Estratégia II

A Estratégia II estd confinada as gramineas (tribo Poaceae) as quais, face a uma deficiéncia
de Fe, libertam fitosiderdferos para a rizosfera e possuem um sistema de absor¢ao do Fe, proteina
de transporte, com elevada especificidade para os fitosideréferos férricos (Takagi et al., 1984;
Romheld e Marschner, 1986a; Romheld, 1987a; 1987b; Brown e Jolley, 1989; Chaney et al.,
1989; Romheld e Marschner, 1990; Welch, 1995).

Diversos autores (Sugiura e Nomoto, 1984; Takagi et al., 1984; Mishashi ef al., 1991; Kawai
et al., 1995; Alhendawi et al., 1997) identificaram varios fitosideroferos, complexantes especi-
ficos para o Fe(III), tal como o 4cido mugénico e o acido avénico. Estes compostos tém o mesmo
percursor quimico que a nicotianamina, aminoacido que existe nas plantas superiores (Sugiura e
Nomoto, 1984; Romheld, 1987a; Higuchi ef al., 1995). A producdo de fitosiderdéferos aumenta
gradualmente com a deficiéncia em Fe, ¢ regulada pelo ritmo diurno e atinge o maximo poucas
horas apds o periodo luminoso (Takagi et al., 1984; Kanazawa et al., 1995). O Fe, depois de
reduzido, entra na planta através de um sistema de transporte especifico. Simultaneamente o
fitosiderofero ¢ libertado, permanecendo disponivel para tornar a complexar mais Fe existente na
rizosfera (Marschner e Romheld, 1994; Wang e Peverly, 1999).

Ao contrario da libertagdo de fitosideroferos, o sistema de transporte parece ser muito
menos afectado pela adicdo do Fe complexado pelo EDTA (4&cido etileno-diamino tetraacético),
como foi verificado em plantas de cevada deficientes em Fe (Romheld, 1987a). Ambos os
mecanismos da Estratégia II estdo restritos as células rizodérmicas e ao conjunto de pélos
radiculares das zonas apicais (Romheld e Marschner, 1986a; Romheld, 1987a).

A elevada especificidade deste sistema para o Fe foi comprovada por diversos investigadores
(Romheld e Marschner, 1983; 1986a; Romheld, 1987a; 1987b; Marschner ¢ R6mheld, 1994) pois
verificaram que a taxa de absor¢ao do ferro ligado a fitosiderdferos é cerca de 1000 vezes superior
a taxa de absorcdo de quelatos sintéticos (Fe-EDDHA) ou sideréferos (ferrioxamina-Fe(III)) de
origem microbiana. Consequentemente, quando o Fe esta ligado a fitosideroferos, sao requeridas
baixas concentracdes de ferro solivel, inferiores aos valores criticos necessarios para o
crescimento de plantas ndo cloréticas (Romheld e Marschner, 1986a; 1990).

Surpreendentemente, a taxa de absor¢ao do Fe ligado a fitosideréferos é também elevada nas
plantas com niveis adequados deste elemento nutritivo, indicando que a especificidade deste

sistema de absorcdo estd sempre presente nas gramineas € que a sua bioregulagdo ¢ determinada
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preferencialmente pela taxa de producgao de fitosiderdferos e ndo pelo sistema de transporte através
da membrana plasmadtica (Romheld, 1987a; 1987b).

Estes mecanismos de resposta, tipicos das gramineas (Estratégia II), apresentam também
uma regulagdo hormonal que, no entanto, ¢ diferente da verificada nas plantas da Estratégia I. Esta
diferencga pode vir a distinguir taxonomicamente as duas estratégias (Schmidt, 1999), o que ainda

nao ¢ possivel (Wallace, 1990a).

1.3.3.3. Grau de tolerancia das espécies vegetais

Marschner et al. (1986) referem que uma comparagdo ecologica entre as duas estratégias,
revela que as gramineas (Estratégia II) apresentam vantagens relativamente as espécies eficientes
da Estratégia I: uma maior capacidade de mobilizar o Fe(Ill) inorganico existente na rizosfera e
uma menor sensibilidade a substractos com elevado pH, pois nestas condi¢des apenas se verifica
um decréscimo ligeiro na producdo de fitosideroferos. Estas consideracdes foram recentemente
comprovadas por Zhang et al. (1999) pois constaram que as dicotiledoneas estudadas (soja e
pepino) apenas acumulavam Fe no espago apoplastico do cortex radicular quando existiam
quantidades suficientes de Fe disponivel no meio. Em solos calcarios, estas plantas dicotiledoneas
ndo apresentaram capacidade de mobilizar o Fe existente no solo mas pelo contrario, as gramineas
(trigo) mantiveram a reserva de Fe radicular, independentemente da disponibilidade do Fe.

Entre espécies vegetais e mesmo cultivares existe uma grande diversidade de expressao,
qualitativa e quantitativa, dos mecanismos especificos activados por uma deficiéncia de Fe
(Marschner et al., 1986). A presenca destes mecanismos num determinado genoétipo nem sempre
esta associada a uma maior tolerancia a clorose férrica induzida uma vez que esta potencialidade
fisiologica pode ou ndo expressar-se nos solos calcarios. (Romheld e Marschner, 1986a). Deste
modo, os porta-enxertos de citrinos provenientes de C. macrophylla, C. aurantium ou de C.
jambhiri sdo tolerantes a clorose férrica enquanto que os de Poncirus trifoliata sdo susceptiveis
(Hamzé¢ et al., 1986; Sudahomo et al., 1994). Dos porta-enxertos de videira (Vitis sp.) utilizados,
os hibridos de V. berlandieri x V. rupestris ‘140 Ru’ e de V. berlandieri x V. riparia ‘SO4’ sdo
tolerantes enquanto que o hibrido V. riparia x V. rupestris sdo susceptiveis (Bavaresco et al.,
1995b). Segundo Shi e Byrne (1995) entre os porta-enxertos mais tolerantes das espécies de
Prunus sp. encontram-se os hibridos de P. persica x P. amygdalus ou o genotipo de P. persica

‘Swat’ e entre os susceptiveis estd o genodtipo de P. persica ‘Nemaguard’. Cordeiro (1997)
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conseguiu diferenciar o grau de tolerancia de duas variedades de oliveira, ‘Hojiblanca’ e ‘Lechin
de Sevilla’, utilizadas em Espanha e genericamente classificadas como susceptiveis a clorose
férrica.

Para além dos mecanismos especificos anteriormente referidos, Bavaresco et al. (1994)
referem que alguns dos porta-enxertos de videira tolerantes a clorose férrica podem apresentar um
mecanismo de proteccdo em relacdo a clorose férrica. Estas plantas, quando privadas de Fe, t€ém
uma baixa taxa de crescimento, quer da parte aérea quer do sistema radicular, conjuntamente com
uma elevada producdo de biomassa ao nivel da parte aérea, denotando uma maior eficiéncia de
utilizag¢ao de cada unidade de Fe absorvido.

Posteriormente, Wei et al. (1995) observaram que numa situagdo de deficiéncia de Fe, as
espécies de trevo (7rifolium sp.) tolerantes a clorose férrica apresentavam comparativamente com
as espécies susceptiveis: 1) uma relagdo entre a raiz e a parte aérea mais elevada; ii) um balango
nutricional mais equilibrado; iii) mecanismos de mobilizagdo do Fe mais efectivos; iv) menores
necessidades metabolicas de Fe e v) uma maior eficiéncia de utilizagdo do Fe na parte aérea.

A actividade fisiologica responsdvel pela diferente tolerdncia dos porta-enxertos de
pessegueiros, de acordo com Egilla et al. (1994) envolve a capacidade das plantas manterem uma
area de superficie radicular suficiente para a reducdo e a absor¢do do Fe em condigdes de baixa
solubilidade de Fe no meio de crescimento. Por outro lado, Han et al. (1998) constataram que,
numa situacdo de deficiéncia de Fe, a cultivar de macieira mais tolerante a clorose férrica
apresentava uma capacidade de troca cationica radicular superior, uma maior condutividade
eléctrica e capacidade de baixar o pH da rizosfera, apresentando consequentemente um maior teor
de Fe no apoplasto radicular. Longnecker ¢ Welsh (1990) sugerem que a capacidade de acumular
Fe no apoplasma radicular pode vir a ser utilizada como método de seleccdo de gendtipos
tolerantes a clorose férrica. Outra proposta, ¢ a utilizagdo da actividade da QF-R, método testado
na seleccdo de gendtipos de soja (in vitro) por Jolley et al. (1992) e de porta-enxertos de
pessegueiro (in vivo) por Gogorcena et al. (2000).

O grau de tolerancia, quantitativa e qualitativamente, a clorose férrica ¢ geneticamente
controlado e ¢ transmitido entre geracdes de uma mesma espécie e/ou cultivar variando no entanto
consoante as espécies estudadas. Em plantas de Glycine max. L. foi atribuida a genes multiplos
com ac¢ao aditiva (Cianzio, 1991; Cianzio e Voss, 1994), enquanto que em Avena byzantina L. e
Lycopersicum esculetum L. a um gene dominante (Cianzio, 1995), tal como em Beta vulgaris L.

(Campbell e Nishio, 2000). Em Phaseolus vulgaris L. estd associada com genes dominantes de
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accdo complementar (Zaiter e Ghlayini, 1994) e em Helianthus annuus L. o controlo ¢ efectuado

por dois genes dominantes (Alcantara et al., 1988).

1.3.4. Diagnéstico da clorose férrica

Numa primeira andlise, o diagndstico da clorose férrica passa pela identificacdo do grau de
incidéncia e da gravidade dos sintomas de clorose férrica. Diversos autores (McKenzie et al.,
1984; Romera et al., 1991b; Sanz ¢ Montainés, 1997) propdem o uso de uma escala de clorose
visual, ainda que subjectiva, baseada na intensidade dos sintomas.

O método mais correntemente utilizado para avaliar o estado nutricional de fruteiras ¢ a
interpretacdo dos resultados obtidos pela analise foliar apesar das limitagdes que apresenta
(Moreno et al., 1998). A quantidade de nutrientes absorvidos por uma planta ¢ determinada por
diversos factores, como sejam as caracteristicas genotipicas da espécie, as técnicas culturais
utilizadas e as condi¢des edafoclimaticas e consequentemente, a concentracdo de um elemento na
folha pode nao reflectir as necessidades actuais da planta (Drossopoulos ef al., 1994).

Por outro lado, existem duas limitagdes que inviabilizam o uso da concentracdo foliar de Fe
para diagnosticar a clorose férrica, induzida em solos calcarios, denominadas por R6mheld (1997)
como o “paradoxo da clorose”. A primeira resulta do facto das folhas cloroticas apresentarem
frequentemente, concentragdes de ferro elevadas, por vezes superiores as das folhas verdes
(Hamz¢é e Nimah, 1982; Mengel et al., 1984; Loeppert e Hallmark, 1985; Rashid et al., 1990;
Fernandez-Lopez et al., 1993) o que pode dever-se a imobilizagdo do Fe; recentemente, Morales
et al. (2000) verificaram que a proporcdo de Fe situada nos peciolos e nas nervuras, principal e
secundarias, de folhas de pessegueiro cloroticas tinha aumentado e pelo contrario, o Fe
fisiologicamente activo, localizado no limbo tinha decrescido. A segunda limitagdo da analise
foliar, consequéncia da primeira dificuldade, traduz-se pela falta de correlagdo entre a
concentragdo foliar de Fe e a clorofila total nas folhas (Aktas e van Egmond, 1979; Deckock ef al.,
1979; Terry e Low, 1982; Morales et al., 1990; Abadia, 1992; Bavaresco et al., 1993; 1995b;
Mengel, 1995; Morales et al., 1998b; Bavaresco et al., 1999).

De um modo geral, a data recomendada para a andlise foliar em arvores de fruto esta
proximo da data de colheita do fruto o que atrasa o diagnéstico, a prevencdo e/ou a correc¢ao
atempada da clorose férrica (Igartua et al., 2000). O paradoxo da clorose férrica ¢ frequente nas

arvores de fruto, tornando imprescindivel o estabelecimento de métodos alternativos de
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diagnostico da clorose férrica, que permitam corrigir este problema nutritivo antes da produgao ter
sido afectada (Mengel e Geurtzen, 1986; Mengel, 1995).

Diversos estudos tém sido efectuados com o objectivo de determinar a interac¢do nutritiva
existente em folhas clordticas de diversas fruteiras, como por exemplo, de macieira (Tagliavini et
al., 1992), de pessegueiro (Abadia et al., 1985; Alcantara e Romera, 1990; Koseoglu, 1995a), de
marmeleiro (Tagliavini ef al., 1995b), de pereiras (Tagliavini ef al., 1993), de laranjeiras (Wallace,
1990b), de videira (Bavaresco, 1997) e de limoeiro (Hellin et al., 1984; Fernandez-Lopez et al.,
1993). Diversas relacées nutritivas, baseadas na concentragdo foliar de cada um dos nutrientes,
tém sido utilizadas como sejam: P/Fe (Mengel et al., 1984; Koseoglu, 1995b; Wei et al., 1995),
K/Ca (Mengel et al., 1984; Abadia et al., 1985; 1989; Montafiés et al., 1990; Garcia et al., 1999) e
Fe/Mn (Lucena et al., 1990; Monge et al., 1993). As espécies vegetais mais sensiveis a clorose
férrica tendem a acumular mais Fe e mais P na parte aérea (Wei et al., 1995). Estes aumentos de P
podem dever-se a absorc¢ao preferencial e ao aumento da translocacao do P para a parte aérea (Wei
et al., 1995). Por outro lado, quando maior for a quantidade de Fe fisiologicamente inactivo
maiores serdo as necessidades em Fe pelas zonas em crescimento, originando desequilibrios
nutritivos como sejam os observados pelas razdes P/Fe, Mn/Fe, Zn/Fe (Nenova e Stoyanov, 1999).
Alternativamente, Mohammad et al. (1998) sugerem a determinagdo do Fe activo, extraido com
O-fenantrolina, ou da razao entre o Fe activo e o Fe total, como métodos de diagnostico da clorose
férrica em limoeiros.

Devido a grande complexidade dos efeitos da clorose férrica no equilibrio nutritivo, diversos
autores (Guzman e Romero, 1988; Guzman et al., 1991; Lopez-Cantarero et al., 1992; Valenzuela
et al., 1992; Koseoglu, 1995b) sugerem ainda o uso de diversos indices nutritivos como o indice
do Fe, o DOP (“Desviacion del Optimo Percentual”) e o DRIS (“Diagnosis and Recomendation
Integrated System”).

O indice do Fe (“Fe-index”) calcula-se com base na concentragio foliar de Fe (ug g de
peso seco), K (% de peso seco) e P (% de peso seco) mediante a aplicacdo da seguinte férmula:
[(I0P + K) 50]/Fe. Os valores mais elevados deste indice ocorrem nas folhas cloroticas e
decrescem destas para as folhas verdes (Guzman e Romero, 1988; Valenzuela et al., 1995). Para
condic¢des agrondmicas e climdticas conhecidas, Guzman et al. (1991) propdem a utilizagdo deste
indice de forma a efectuar as correcgdes nutritivas, atempadamente e quando necessarias, visando
a obtencdo da maxima producao associada a uma boa qualidade das culturas horticolas. Estes
autores estabeleceram ainda os intervalos de valores Optimos deste indice para diversas espécies

horticolas.
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O DOP resulta de uma simplificacdo do DRIS adaptada e proposta por Montaniés e Heras
(1991) uma vez que os resultados obtidos pela utilizacdo destes indices relacionaram-se entre si.
O DOP define-se como o desvio percentual da concentragdo foliar (C) de determinado elemento
em relacdo a concentracdo Optima ou de referéncia (C ref). Calcula-se de acordo com a seguinte
formula: 100 — [C*100 /C ref], permitindo avaliar a situagdo nutritiva de uma forma integrada,
efectuando o balango nutricional, traduzido quer pelos excessos como pelas deficiéncias nutritivas,
de forma a ordenar os nutrientes mais limitantes a obten¢do da produ¢ao méaxima (Sanz, 1999).

A andlise foliar, apesar de apresentar a vantagem de indicar os niveis de nutrientes
absorvidos, ndo permite distinguir as formas de Fe metabolicamente activas das ndo activas (Bar-
Akiva, 1964). Deste modo, este autor sugere a utilizagdo de métodos enzimaticos, nomeadamente
em citrinos, uma vez que através da magnitude da actividade enzimatica ¢ possivel avaliar o estado
nutricional das plantas. As enzimas peroxidase (Garcia et al., 1980; Hellin et al., 1983) e catalase
(Alvarado et al., 1995) podem vir a ser utilizadas como um possivel método de diagnostico da
clorose férrica, enquanto que a clorofilase (Fernandez-Lopez et al., 1991; 1992; Garcia e Galindo,
1991; Valenzuela et al., 1995) e a superoxido dismutase (Almansa et al., 1994) apenas permitem
identificar a deficiéncia de Fe. De acordo com os resultados obtidos, o desenvolvimento e uso
desta metodologia tem boas perspectivas futuras (Lavon e Goldshmidt, 1999).

Ultimamente tém sido efectuados diversos trabalhos com o objectivo de utilizar a
composicio mineral das flores como método de prognostico da clorose férrica, nomeadamente
em pessegueiro, kiwi, macieira e pereira (Sanz et al., 1993; 1994; Sanz e Montaii¢s, 1995a; 1995b;
Igartua et al, 2000; Tagliavini et al., 2000). O progndstico da clorose férrica, conceito
introduzido por Sanz e Montafiés (1995a), define o diagnostico efectuado antes do aparecimento
dos sintomas de forma a permitir uma correc¢do antecipada da clorose férrica, meses antes da
colheita, evitando os decréscimos na producdo e na qualidade do fruto (Sanz et al., 1997b;
Belkhodja et al., 1998b; Sanz et al., 1998).

A utilizagdo da andlise floral como método de diagnostico baseia-se na melhor relagcdo
encontrada entre a clorofila total (grau de clorose) e a concentracdo de Fe nas flores relativamente
a concentra¢do de Fe nas folhas de pessegueiro, nectarinas, macieira e pereira (Sanz e Montaiés,
1995a; 1995b; Sanz et al. 1997a; 1997b; 1998; Igartua et al., 2000; Toselli et al., 2000). Para além
disso, o intervalo de variacdo do Fe nas flores foi superior ao das folhas, traduzindo uma maior
sensibilidade as alteragdes do meio. Adicionalmente, os desequilibrios nutricionais verificados ao
nivel das folhas, como o aumento do K e da razao K/Ca, também foram observados nas flores

(Belkhodja et al., 1998b).
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Recentemente, Igartua et al. (2000) propdem a utilizagdo da razdo K/Zn nas flores como
método de prognostico da clorose férrica nas arvores de pessegueiro. O aumento desta razao nas
flores das arvores clordticas deveu-se sempre a aumentos da concentragdo de K enquanto que a
concentragdo de Zn diminuiu ou permaneceu constante (Belkhodja et al., 1998b). Os aumentos de
K estiveram, possivelmente, associados aos mecanismos desencadeados pela deficiéncia de Fe
como sejam, o aumento da actividade da enzima ATPase envolvida na libertagdao de hidrogenides a
nivel radicular (Marschner et al., 1986) e a acumulagdo de acidos organicos em toda a planta
(Welkie e Miller, 1993). Por outro lado, o Zn e o Fe partilham os mesmos processos tanto ao nivel

da absor¢ao radicular como da translocagdo na planta (Grusak et al., 1999).

1.3.5. Correccao da clorose férrica

A correccdo da clorose férrica induzida em solos calcérios constitui um problema de vérias
décadas e de dificil resolucdo (Démétriadres et al., 1964; Chandra, 1966). Apesar de estar
estabelecido que a clorose férrica diminui a produgdo e a qualidade do fruto, existem ainda poucos
trabalhos que abordem esta questdo. Tagliavini et al. (2000) constataram que a redugdo da
producao total, observada em pomares de kiwi, pereira e pessegueiros estabelecidos em solos
calcarios, em Espanha e em Italia, esta relacionada com o agravamento dos sintomas de clorose
férrica. Para além disso foi ainda observado que o calibre dos péssegos obtidos diminuiu e que
parte dos frutos de kiwi ndo reuniam as caracteristicas necessarias a sua comercializa¢do. Sanz et
al. (1997b) verificaram que a presenga de clorose férrica motivou um atraso de cerca de duas
semanas na maturacdo de péssegos, retardando a colheita para uma época de comercializagdo
menos favoravel.

O impacto econdémico deste problema nutricional acentua a necessidade de correccdo da
clorose férrica nos pomares estabelecidos em solos calcarios, pratica que pode ascender aos 60%
do total de custos da fertilizagdo e que tem que ser repetida anualmente (Rombola et al., 1999;
Tagliavini et al., 2000).

Actualmente, a correccdo da clorose férrica nas arvores de fruto ¢ correntemente efectuada
pela aplicacdo de quelatos ao solo, como o Fe-EDDHA. A eficacia destes tratamentos esta
relacionada com a estabilidade destes quelatos mesmo para valores de pH acima de 9 (Andréu et
al., 1991; Wallace, 1991; Lucena et al., 1992a; 1992b; Hernandez-Apaolaza et al., 1995). Pelo

contrario, a estabilidade do Fe-EDTA decresce a acima de pH 6,5 e o Fe ¢ substituido por outros
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catides como sejam o Ca, o Zn ou o Cu, ndo sendo efectivo na correc¢ao da clorose férrica em
solos com reaccdo alcalina (Alva, 1992). As aplicacdes de quelatos ao solo sdo habitualmente
efectuadas na Primavera, entre o inicio € a plena floracdo, de forma localizada (Rombola et al.,
1999). A aplicagdo preventiva de quelatos sintéticos a diversas fruteiras (pessegueiro, kiwi,
macieira, pereira) durante o Outono, atrasou o aparecimento dos sintomas de clorose na Primavera
(Papastylianou, 1993; Tagliavini et al., 2000). Contudo, devido a chuva frequente durante o
Outono, as aplicacdes nesta época apresentam encargos econdmicos e riscos ambientais elevados
devido a lixiviagdo do quelato férrico e/ou dos ligandos nao absorvidos pelas raizes (Tagliavini et
al., 2000). Para além dos custos associados a esta pratica, os impactos ambientais da aplicacao de
quelatos ao solo sdo pouco conhecidos nomeadamente através da sua complexacdo com outros
metais como sejam, o Mn, o Cu e o Ni (Wallace e Wallace, 1992).

Existem diversos métodos em estudo, alternativos a correc¢do da clorose férrica pela
aplicacdo de quelatos de Fe(Ill) ao solo. Estes tratamentos quando efectuados ao solo podem
fornecer Fe, aumentar a disponibilidade de Fe existente na rizosfera ou apresentar
simultaneamente os dois efeitos.

A aplicagdo ao solo de sais inorganicos de ferro soliveis, como seja o sulfato de Fe(Il),
raramente ¢ efectivo em solos calcarios uma vez que o Fe precipita na forma de 6xidos ou
hidréxidos férricos e torna-se indisponivel para as plantas (Ruiz et al., 1984; Loeppert, 1986). Para
que este tratamento tenha algum efeito no controlo da clorose férrica deve ser efectuado em
aplicacdes localizadas conjuntamente com produtos acidificantes (Horesh et al., 1986; 1991) ou
com matéria organica humificada que complexam o Fe e evitam a sua precipitagdo (Tagliavini et
al., 2000). Do mesmo modo, estes autores propdem conjuntamente com a adicdo de sulfato de
Fe(Il) ao solo, a implantagdo de uma consociagdo entre as fruteiras e algumas gramineas que em
situagdo de deficiéncia de Fe libertam fitosideroferos que complexam o Fe.

A quantidade de acido necessaria para baixar o pH de 8 para menos de 7 depende da
percentagem de CaCOj existente no solo (Wallace, 1991; Tagliavini et al., 2000). O controlo da
clorose férrica através da diminui¢do do pH na rizosfera torna-se assim dificil devido ao efeito
tampao do 130 bicarbonato nos solos calcarios pelo que seriam necessarias elevadas quantidades de
acido tornando esta pratica economicamente inviavel (Wallace, 1991). No entanto, apds a adigao
localizada de acido sulfurico num cubo de turfa colocado junto ao colo de plantas de citrinos
cloréticas e estabelecidas em vaso (Horesh et al., 1986; 1991) ou nos dois lados de arvores de
marmeleiro estabelecidas num solo calcario foi possivel corrigir, momentaneamente, a clorose

férrica (Wallace, 1991). Graziano (1995) verificou que a adi¢ao localizada de enxofre elementar
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(S) foi temporariamente eficiente no controlo da clorose férrica em arvores de pessegueiro uma
vez que, no solo, o S é microbiologicamente oxidado a ifo sulfato (SO,”), permitindo a
acidificagdo pontual do meio. Em termos praticos, a distribui¢do de acidos fortes no solo tem
varios riscos, nomeadamente de fitotoxicidade e de aumento da salinidade do terreno (Khorsandi,
1994). Tagliavini et al. (1995a) constataram que a neutralizacdo completa dos solos calcérios pela
aplicagdo de adubos azotados na forma amoniacal fornecia quantidades de N excessivas, sendo
necessario complementar o tratamento com inibidores da nitrificacao.

Para a correc¢do da clorose férrica induzida em solos calcarios, as pulverizagdes foliares
podem ser potencialmente mais eficientes do que as aplicagdes ao solo, uma vez que deste modo
os efeitos do 130 bicarbonato na imobiliza¢do do Fe no solo e na absorcao e transporte do Fe para a
parte aérea poderdo ser evitados (Mengel, 1995). Os produtos aplicados foliarmente para o
tratamento da clorose férrica podem actuar directamente, através do fornecimento de Fe e/ou
indirectamente ao nivel do pH apoplastico e da membrana plasmatica; no entanto, a eficacia destes
tratamentos esta limitada as situagdes de clorose férrica ligeira e pela curta duracdo dos efeitos
obtidos na recuperacdo dos sintomas (Rombola et al., 1999). Por sua vez, a eficicia das
pulverizacdes foliares com compostos quimicos que fornecam Fe estd dependente da capacidade
que tém em atravessar a cuticula e deslocarem-se através do apoplasto em direc¢do a membrana
plasmatica, local onde ocorre a redugdo do Fe, necessaria a entrada deste elemento no mesofilo das
células foliares (Rombola et al., 2000).

Vérios autores constataram que a aplicacdo foliar de sulfato de Fe(II) conduziu ao
reverdecimento das folhas cloréticas de varias culturas destacando-se o pimenteiro (Varennes et
al., 1997), o kiwi (Rombola et al., 1999) e os citrinos (Horesh e Levy, 1981; Hamz¢ et al., 1985;
Miller et al., 1994). Todavia, os efeitos deste tratamento na clorofila total podem, por vezes, ndo
ser suficientes para melhorarem a producdo devido a pouca mobilidade do Fe na planta.

A aplicacdo de sulfato de Fe directamente nos vasos lenhosos de arvores de pessegueiro €
uma técnica que tém vindo a ser utilizada em Espanha e nos EUA apesar de onerosa e de
apresentar riscos de infec¢do parasitaria (Ruiz et al., 1984; Wallace, 1991; Toselli et al., 1995).
Apesar de salientar que a utilizagdo deste método de correccdo deve restringir-se a situagdes de
emergéncia, Wallace (1991) referiu que a aplicacdo de 10 cm® de uma solucdo de citrato férrico
(8% de Fe) com ido amonio conduziu ao aumento da concentragdo foliar de Fe e ao
reverdecimento de arvores cloroticas no espaco de uma semana. Mas segundo Toselli et al. (1995)

as solucdes utilizadas devem apresentar concentracdes de Fe baixas (0,5-1%) e em cada aplicagao
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devem ser injectados pequenos volumes de solugio (250-500 cm’) de forma a evitar
fitotoxicidade.

Com o objectivo de corrigir a clorose férrica, diversos autores testaram a aplicagdo de
quelatos férricos por pulverizacao foliar em vérias culturas, tais como, morangueiro (Hernando e
Casado, 1972), ervilheira (Sahu et al., 1987), laranjeira (El-Kassa et al., 1984; Legaz et al., 1992),
videira (Cuesta et al., 1993), amendoim (Potdar e Anders, 1995) e kiwi (Rombola et al., 1999;
Tagliavini et al., 2000). Este método tém sido menos eficaz que a sua adicdo ao solo,
possivelmente devido ao baixo nivel de translocacdo do Fe aplicado para as folhas novas (Legaz et
al., 1992).

A aplicacdo foliar de diversos produtos que promovem a actividade da QF-R existente nas
células do mesofilo foi testada por varios investigadores. De entre esses produtos salientam-se
solugdes diluidas de acidos minerais ou organicos, de hormonas, de alcoois e de ureia. O
reverdecimento, mesmo que parcial, resultante da aplicacao destes produtos permitiu evidenciar a
imobilizacdo foliar do Fe em folhas cloroticas (Kosegarten e Englisch, 1994; Mengel ef al., 1994;
Tagliavini et al., 1995c; 1996).

A utilizagdo do acido sulfiirico foi testada em plantas clordticas de ervilha (Sahu et al.,
1987), pimenteiro (Varennes et al., 1997), girassol (Mengel, 1995) e em diversas fruteiras
nomeadamente em kiwi (Tagliavini et al., 1995c¢) e pereira (Garcia ef al., 1998) tendo resultado no
reverdecimento parcial das folhas cloroticas. Do mesmo modo, as aplicagdes foliares de acidos
organicos, como o acido citrico ¢ o acido ascérbico, com um forte efeito anti-oxidante,
permitiram apenas a recuperacao parcial da clorose em arvores de kiwi (Tagliavini et al., 1995¢;
Rombola et al., 1998b) e de pereira (Garcia et al., 1998) instaladas em solos calcarios. Resultados
idénticos foram obtidos por Rombola ef al. (1999) com a aplicagdo de malato e citrato de Fe(III).
A recuperacdo incompleta da clorose férrica esteve, provavelmente, associada a simultinea
absorcao radicular deficiente em Fe (Sahu et al., 1987; Tagliavini et al., 1995c). A eficacia destes
produtos quando aplicados conjuntamente com sulfato de Fe foi testada por diversos autores
(Varennes et al., 1997; Rombola et al., 1999; Garcia et al., 1998) e podem vir a constituir um
método alternativo a aplicacdo de quelatos ao solo, uma vez que podem aumentar a concentracao
de Fe na folhas ndo s6 pela adicdo do Fe como também pela mobilizagdo do Fe ja existente nas
folhas.

De entre as aplicagdes foliares com hormonas testadas destacam-se, o acido giberélico
(GA3) e acido naftalo-acético (NAA) aplicados por Sahu et al. (1987) em plantas de ervilha.

Segundo Mengel (1995) as auxinas, como o acido indolacético (IAA), ao estimularem a actividade

32



Introducdo

da bomba protonica do plasmalema permitem uma maior entrada de Fe nas células. Mengel e
Geurtzen (1986) verificaram que folhas de milho clordticas reverdeceram apds pulverizagdo com
IAA comprovado por Tagliavini et al. (2000) em arvores de kiwi. No entanto, as pulverizagdes
com [AA ndo conduziram a aumentos do teor de clorofila total em plantas de pimenteiro cloréticas
(Varennes et al., 1997).

Sahu et al. (1987) constataram a recuperagdo parcial da clorose férrica através da aplicacdo
de 4lcoois como o Mixtafol (mistura de alcoois alifaticos de cadeia longa) em plantas cloréticas de
soja. Varennes et al. (1997) obteve resultados idénticos pela aplicagdo de metanol em plantas de
pimenteiro com clorose férrica. A aplicacdo de uma solugdo com diversos nutrientes dissolvidos
em metanol, nas folhas e nos ramos de plantas de citrinos deficientes em Fe, teve alguns efeitos
positivos no crescimento € na maturagdo dos frutos (Nonomura et al., 1995).

Mengel e Geurtzen (1986) observaram o reverdecimento das folhas de milho apos
pulveriza¢ao com fusicocina, composto que ao estimular a actividade da bomba protonica conduz
a uma diminui¢ao do pH apoplastico (Hoffmann et al., 1992). Os resultados obtidos pela aplicacdo
de Fe complexado por poliflavonédides variaram com as espécies estudadas, tendo sido
promissores quando aplicados em arvores clordticas de limoeiro, macieira e ameixeira (Hellin et
al., 1983; 1984; Fernandez-Lopez, 1993). As diferengas obtidas pela aplicacao foliar do mesmo
produto em diferentes espécies vegetais devem-se a variabilidade genotipica e fenotipica de cada
uma das espécies como sejam, os mecanismos de resposta e de adaptagdo a clorose férrica e a
permeabilidade das folhas, caracteristica dependente da composicdo e espessura da cuticula
(Rombola et al., 1999).

A necessidade de utilizar um sistema integrado de produc¢ao acentua-se nos solos calcarios
com baixo teor em calcario activo onde o uso de praticas culturais adequadas, incluindo as
mobilizacdes do solo, o sistema de rega e o planeamento da fertilizagcdo, pode prevenir e por vezes
atenuar os efeitos da clorose férrica.

Uma menor mobilizagdo ou ndo mobilizacdo do solo, especialmente nos meses mais
chuvosos, podera ter um efeito benéfico no controlo da clorose férrica porque a presenca de
infestantes, na sua maioria gramineas, para além de melhorar o sistema de percolacdo do solo,
aumenta a biodisponibilidade de Fe no solo devido aos fitosiderdferos libertados (Toselli et al.,
1995). As mobilizacdes s6 devem ser efectuadas quando as infestantes competem, nutritiva e
hidricamente, com as arvores constituintes do pomar. Toselli et al. (1995) sugerem ainda a

utilizacdo de um prado misto composto por espécies como, o Lolium perenne L., Poa pratensis L.,
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Fetsuca rubra L. e Festuca ovina L. estabelecido em consociacdo com pomares de arvores de
fruto.

O planeamento da fertilizacdo em solos calcarios deve passar em primeiro lugar pela
seleccdo de adubos que apresentem uma reac¢do fisiologica acidificante de forma a diminuir o
efeito do ido bicarbonato (Wallace, 1991; Mengel, 1995). A aplicacdo do sulfato de potéssio
(K2SO4) em solos calcarios ¢ caracterizada por uma reacgdo fisiologica acidificante, pois a
absor¢do do ido K é acompanhada pela libertagio de hidrogenides para a rizosfera que conduz ao
aumenta da actividade do Fe na solugdo do solo (Chen e Barak, 1982). A aplicacdo de sulfato de
amoénio ((NHy)2SO,), apesar de ser um adubo fisiologicamente mais acidificante do que o sulfato
de potéssio, pode ser menos eficiente na prevencdo da clorose férrica uma vez que o ido amoénio
(NH,") pode ser oxidado a ido nitrato (NO3) pela actividade microbiana (Toselli ez al., 1995). De
forma a evitar o agravamento da clorose férrica induzida nos solos calcarios, Wallace (1991)
propoe a utilizagdo de adubos na forma amoniacal (ou ureia) conjuntamente com inibidores da
nitrificacdo e Toselli et al. (1995) sugerem o fraccionamento da adubag¢do azotada em vérias
aplicacdes.

Quanto aos correctivos organicos, a matéria organica pode prevenir ou corrigir a clorose
férrica devido ao seu papel na complexacao e solubilizacdo do Fe (Horesh ef al., 1986; Wallace,
1991). A diferente capacidade de correc¢ao da clorose férrica obtida pela aplicacdo de residuos
organicos de diferentes espécies vegetais ao solo estd relacionada com a sua composicdo, a sua
capacidade de complexar o Fe e a estabilidade dos complexos formados (Hagstrom, 1984).
Segundo Alva (1992) estes compostos organicos podem permitir que a solubilizacdo do Fe ocorra
lentamente para diversos valores de pH da rizosfera. A adi¢do de elevados niveis de residuos
solidos urbanos pode corrigir a clorose férrica da cultura do sorgo (Wallace, 1991) e do trigo
(Awad et al., 1995a). Por sua vez, a aplicagdo de complexos hiimicos com Fe(Il) permitiu
aumentar a disponibilidade e a absor¢do do Fe em solos calcarios (Garcia-Mina et al., 1995).

A eficacia da aplicagdo do Fe por fertirrega depende dos niveis de bicarbonato na dgua de
rega e da forma em que o Fe ¢ aplicado. Lucena ef al. (1991) referem que a aplicacdo conjunta
dos dois quelatos (Fe-EDTA e Fe-EDDHA), num sistema de rega de gota a gota, permite manter
maior quantidade de Fe em solugdo. Zekri e Koo (1992) verificaram que o fornecimento de Fe por
fertirrega apenas resultou em maiores concentracdes de Fe nas folhas de citrinos quando
adicionado na forma de quelato tal como posteriormente comprovado por outros autores (Rombola
et al., 1999). Tagliavini et al. (2000) sugerem que a acidificacdo da agua de rega, que tenha niveis

elevados de bicarbonato, pode evitar a adicao do Fe na forma de quelato.
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A utilizacao de métodos bioldgicos com o objectivo de corrigir a clorose através do aumento
da eficiéncia de utilizacdo do Fe tem sido testada em diversas espécies vegetais. Bavaresco et al.
(1995a) através da inoculacao radicular, com uma suspensao celular de Pseudomonas fluorescens
e com um inoculo de Glomus mosseae (Nicol. e Gerd.), conseguiram controlar o aparecimento da
clorose férrica em plantas de videira (Vitis vinifera L. cv. ‘Chardonnay’) enxertadas num porta-
enxerto susceptivel. No final do ensaio, a clorofila total foi proporcional a percentagem de
colonizacdo conseguida. Jurkevitch et al. (1986; 1992) obtiveram resultados idénticos na
recuperacao dos sintomas de plantas de amendoim e de algodao artificialmente inoculadas. Apesar
de ser necessario efectuar ensaios mais pormenorizados sobre este tipo de tratamento da clorose,
os resultados preliminares sdo prometedores e devem-se a acumulacdo de sideroferos na rizosfera
e consequentemente ao aumento da disponibilidade e absor¢do do Fe (Powel ef al., 1982; Walter et

al., 1994).

1.4. OS CITRINOS

1.4.1. A citricultura no Algarve

O Algarve ¢ a principal regido produtora de citrinos em Portugal apresentando em 1997 uma
superficie instalada de 17000 ha, correspondente a 70% da érea total nacional de citrinos. Esta
tendéncia mantém-se para todas as espécies citricas uma vez que nesta regido estd representada
cerca de 60% da area nacional de pomares de laranjeiras, 85% de tangerineiras ¢ 40% de limoeiros
(Freitas et al., 1998). Por sua vez, as cultivares de laranjeira com maior expressao cultural nesta
regido sao no grupo das baias, ‘Newhall’, ‘Navelina’ e ‘Lanelate’ e no grupo das comuns, o clone
Frost da ‘Valencia Late’ (Calabrese, 1994; Duarte et al., 1999). Relativamente ao grupo das
clementinas, as cultivares mais representativas sdo a ‘Fina’ e a ‘Nules’ e nos hibridos de
tangerineira, a ‘Encore’ e a ‘Ortanique’ (Duarte et al., 1999).

Apesar do Algarve apresentar condi¢des climdticas favordveis a produgdo de citrinos com
uma qualidade diferenciada (Calabrese, 1994; Freitas et al, 1998) a maioria dos pomares
encontra-se instalada em solos de origem calcaria e apresentam, frequentemente, clorose férrica.
Actualmente, os porta-enxertos, citranjeira ‘Troyer’ e citranjeira ‘Carrizo’, apesar de serem

susceptiveis a clorose férrica, ocupam cerca de 50 a 60% da superficie de citrinos instalada no
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Algarve (Freitas et al., 1998; Duarte et al., 1999) por serem tolerantes ao virus da tristeza (Byrne

et al., 1995).

1.4.2. Ciclo produtivo

A classificacdo taxonomica dos citrinos ¢ complicada devido a existéncia de numerosas
espécies, pela facilidade de hibridagdes e pela ocorréncia frequente de mutagdes de gomo. Os trés
géneros de citrinos verdadeiros, Fortunella, Poncirus e Citrus tal como os seus hibridos estdo
incluidos na subfamilia das Aurancioideas, familia da Rutaceas (Ortiz, 1985).

De um modo geral, o habitat dos citrinos ¢ determinado pelos climas com temperaturas
médias que oscilam entre os 10 e os 35°C, onde se inclui a regido do Algarve. Ao longo do ciclo
vegetativo das laranjeiras verificam-se trés épocas de rebentacao (Bain, 1958): a primeira e a mais
intensa ocorre na Primavera (Fevereiro - Marco), a segunda ao inicio do Verdo (Junho - Julho) e a
ultima ao principio do Outono (Setembro - Outubro). O ciclo produtivo das arvores de laranjeira
da cultivar “Valencia late’ inicia-se no més de Dezembro com a indu¢do e diferenciagdo floral
(Guardiola, 1981). De Fevereiro a Marco verifica-se o desenvolvimento floral e dos rebentos
vegetativos. Em Abril ocorre a plena floracdo e no inicio de Maio o vingamento e crescimento dos
frutos, o qual se processa em trés fases (Bain, 1958): uma primeira fase que decorre até Junho,
caracterizada por um crescimento lento dos frutos tanto em peso fresco como em didmetro; uma
segunda fase desde meados de Junho até Janeiro, definida pelo rapido desenvolvimento do fruto e
uma terceira fase que ocorre desde meados de Janeiro até a maturacao do fruto e em que o ritmo de
crescimento dos frutos volta a decair. A colheita decorre de Margo a Julho (Spiegel-Roy e
Goldschmidt, 1996).

A diferenciacdo de gomos florais nos citrinos esta associada com a formacao de trés tipos de
ramos, com comprimentos sucessivamente menores: i) ramos vegetativos; ii) ramos florais com
folhas e i1) ramos florais sem folhas. A abertura das flores, agrupadas em inflorescéncias, coincide
com os valores minimos de N, P e K nas folhas velhas (Guardiola ¢ Lazaro, 1987). Desde a
emergéncia dos botdes até a floracdo, a fotossintese é superior ao consumo de hidratos de carbono,
o que resulta na acumulacao de hidratos de carbono nao estruturais nas folhas, ndo sendo um factor
limitante a flora¢do. No entanto, durante este periodo, a absor¢ao de nutrientes pelas raizes ¢ muito
baixa e o crescimento dos orgaos reprodutivos estd dependente da retranslocacdo dos nutrientes
acumulados nas folhas velhas. Cerca de 70 % de P e K e 40% de N da quantidade total usada na

formacao das flores ¢ proveniente das folhas velhas (Guardiola e Lazaro, 1987). Para uma mesma
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cultivar, as datas e a duracao da plena floracdo dependem muito das condi¢des climaticas, podendo
haver diferencas entre ramos com diferente exposi¢ao (Spiegel-Roy e Goldshmidt, 1996).

Os frutos citricos sdo hesperideos constituidos por duas regides morfologicamente distintas:
0 pericarpo ou casca ¢ o endocarpo ou parte comestivel. O pericarpo por sua vez divide-se em
epicarpo ou flavedo, por¢do da casca colorida e em mesocarpo ou albedo, camada branca da casca.
A polpa estd dividida em segmentos, loculos ovarianos, fechados em membranas loculares e
cheios com os sacos de sumo, muitas vezes designados por vesiculas de sumo.

O desenvolvimento dos frutos de ‘Valencia late’ pode ser dividido em trés estadios (Bain,
1958): 1) divisao celular, ii) alargamento celular e iii) maturagdao do fruto. Nos primeiros estadios
de desenvolvimento dos frutos, o albedo pode ocupar entre 60 a 90% do volume do fruto e o
flavedo ¢ verde escuro, fotossinteticamente activo. Préximo da maturacdo dos frutos, ocorre a
transformagdo dos cloroplastos, existentes no flavedo, em cromoplastos pois aumenta a
concentragdo em carotenoides e xantofilas especificas e a clorofila degrada-se, processo regulado
pelo etileno (Purvis e Barmore, 1981). Por sua vez, a polpa do fruto aumenta e o albedo torna-se
numa camada muito estreita.

A maturacdo da laranja caracteriza-se, sobretudo, por uma variagdo na constitui¢do ¢ na
concentragdo de alguns componentes do seu sumo. Existem dois pardmetros frequentemente
utilizados para avaliar o grau de maturagdo da laranja: a acidez, expressa em percentagem de acido
citrico anidro, principal acido orgéanico constituinte do sumo de laranja (Widodo et al., 1995) e o
teor em agucares, geralmente expresso como o total de solidos soluveis ou graus (°) Brix. Durante
o periodo de maturagdo do fruto a percentagem de acido citrico decresce de 2,2% para 0,5% (v/v
de sumo) e aumenta o total de solidos soluveis de 9 para 12° Brix (Spiegel-Roy e Goldschmidt,
1996). A data de colheita dos citrinos ¢ determinada pelo indice de maturagao definido pela razdo
entre os ° Brix e a acidez, sendo recomendado valores entre 10 e 16, admitindo-se no entanto um
minimo de 8 para consumo em fresco e de 10 para a industria (Ledo ef al., 1999).

A acidez dos frutos varia entre espécies citricas e entre cultivares, € para um mesmo
gendtipo esta principalmente dependente da nutri¢do mineral e do clima (El-Kassa, 1984; Spiegel-
Roy and Goldschmidt, 1996). O acido citrico existente nos frutos citricos ndo ¢ translocado das
folhas para os frutos uma vez que a sua sintese ocorre nas mitocondrias das células dos sacos de
sumo (Figura 1.2.), via ciclo dos acidos tricarboxilicos. Este processo, descrito por Sadka et al.
(2000), consiste na condensagdo da acetil-CoA com o 4cido oxaloacético na presenca da citrato
sintetase e com a formagdo de 4cido citrico que, por accdo da enzima aconitase, € reversivelmente

isomerado a acido isocitrico. Posteriormente, o acido isocitrico atravessa a membrana do
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tonoplasto, por um sistema de co-transporte dependente de ATP e acumula-se nos vactuolos destas
cé¢lulas em concentragdes elevadas onde reage com os hidrogenides libertados pela ATPase,
actuando como um tampao as variagdes de pH. O Fe tem um papel crucial na acumulacio do acido
citrico, uma vez que a aconitase ¢ uma sulfoproteina que contém um grupo Fe-S, onde o Fe actua
na orientacao do substracto (Imsande, 1998). A expressao desta enzima foi detectada durante todo
o processo de desenvolvimento do fruto e, em menor extensdo, nos botdes florais e nas flores
abertas (Sadka et al., 2000). Estes autores detectaram ainda uma actividade minima desta enzima
no flavedo e albedo dos frutos. O decréscimo na concentracdo de acido citrico, que ocorre durante
a maturagdo dos frutos, esta associado a sua saida para o citosol onde é convertido em acido a—
cetoglutarico, processo regulado por uma aconitase citosdlica e portanto dependente de Fe

(Spiegel-Roy e Goldschmidt, 1996).

Acucares

v

Piruvato

Acetil-CoA

Citrato 3

Citrato

Citrato 3

Citrato

Aconitase l

Isocitrato

Oxaloacetato

& Citrato 3
Vacuolo
pH 2,5

-Fe Cit-Aco

Mitocondria Isocitrato

‘/NADP-IDH

o-Cetoglutarato

Figura 1.2 — Modelo que mostra as reac¢des envolvidas na acumulacdo e no decréscimo do acido
citrico durante o processo de desenvolvimento e de maturagdo dos frutos citricos. Cit-Aco — aconitase
citosolica; IDH - isocitrato desidrogenase; PEPC — fosfoenolpiruvato carboxilase; Pi — fésforo
inorganico. Adaptado de Sadka et al. (2000).

O valor nutritivo dos citrinos deve-se ao elevado teor de acido ascorbico (Vitamina C),
habitualmente presente no sumo destes frutos que, apesar de variar ao longo da maturacao do fruto
e entre cultivares, permanece pouco alterado mesmo depois da colheita ja que estes frutos sdo
climatéricos (Spiegel-Roy e Goldshmidt, 1996). Miguel et al. (1999) registaram os teores de 4cido

ascorbico no sumo dos frutos de duas cultivares de laranjeira (‘Newhall’ e ‘Valencia late’)
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colhidos durante a fase de maturagao dos frutos em dois pomares da regido do Algarve. Os valores
obtidos variaram entre um minimo de 45 e um maximo de 75 mg por 100 g de sumo para as duas
cultivares.

Dentro dos limites impostos pelas caracteristicas genéticas da variedade, o tamanho do fruto
¢ determinado pela for¢ca de demanda do fruto (“sink™) e pela disponibilidade de metabolitos na
arvore, que por sua vez depende da competicdo entre os 6rgdos em desenvolvimento (Guardiola,
1992). Recentemente, Ledo et al. (1999) referem o papel de diferentes porta-enxertos de citrinos
no calibre e em diversos parametros de qualidade do fruto de cultivares de laranjeira. Constataram
que os porta-enxertos como a citranjeira ‘Carrizo’ e as tangerineiras ‘Sunki’ e ‘Cledpatra’
promoveram a producdo de frutos com maior teor de solidos soliveis e maior acidez total
comparativamente aos valores obtidos nos frutos das arvores enxertadas em limoeiro ‘Cravo’.

O calibre do fruto ¢ dos parametros mais determinantes na comercializagao dos citrinos e é
afectado, entre outros factores, pela clorose férrica. El-Kassa (1984) verificou que os frutos
provenientes de arvores com clorose férrica eram menores e apresentavam uma colora¢do menos
intensa. Por sua vez, o sumo destes frutos apresentou um grau Brix inferior ¢ uma maior acidez

titulavel.

1.4.3. Composi¢ao mineral dos citrinos

Na Tabela 1.2. esta apresentada a composi¢ao mineral “standard” de folhas de citrinos com

4-6 meses de idade, colhidas em ramos nao frutiferos (Spiegel-Roy e Goldschmidt, 1996).

Tabela 1.2 — Composicao mineral “standard” de folhas de citrinos, com 4-6 meses de idade,
colhidas em ramos ndo frutiferos — Florida (Spiegel-Roy e Goldschmidt, 1996).

Elemento Deficiente Baixo Optimo Alto Excesso
N (%) <22 2,2-2,4 2,5-2,7 2,8-3,0 >3.0
P (%) <0,09 0,09-0,11 0,12-0,16 0,17-0,29 >0,3
K (%) <0,7 0,7-1,1 1,2-1,7 1,8-2,3 >2.4
Ca (%) <1,5 1,5-2,9 3,0-4,9 5,0-6,9 >5,0
Mg (%) <0,20 0,20-0,29 0,30-0,49 0,5-0,70 >0,80
Mn (mg kg'l) <17 18-24 25-100 101-300 >500
Zn (mg kg'l) <17 18-24 25-100 101-300 >300
Cu (mg kg'l) <3 34 5-16 17-20 >20
Fe (mg kg'l) <35 36-59 60-120 121-200 >200
B (mg kg'l) <20 21-35 36-100 100-200 >250
Mo (mg kg") <0,05 0,06-0,09 0,1-1,0 2,0-5,0 >5,0
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Existem diversos trabalhos que referem o efeito da clorose férrica na composi¢ao mineral
das folhas de cultivares (El-Kassa, 1984; Alva, 1992; Fernandez-Lopez et al., 1993; Moreno ef al.,
1996) e de porta-enxertos de citrinos (Hamzé e Nimah, 1982; Obreza ef al., 1993; Treeby e Uren,
1993; Byrne et al., 1995; Maksoud e Khalil, 1995).

Segundo Taylor e Dimsey (1993) a composi¢ao mineral dos citrinos varia consoante o porta-
enxerto e o garfo utilizado. Para as mesmas condicdes, estes investigadores constataram que a
utilizagdo de porta-enxertos trifoliados (Poncirus trifoliata e as citranjeiras) conduziram a
concentragdes foliares de N, P e K eclevadas, ao contrario dos valores obtidos nas arvores
enxertadas em laranjeira azeda, que foram mais baixos. Em relacdo ao Fe, ndo verificaram
alteracdes motivadas pelos porta-enxertos, provavelmente porque em todos os ensaios realizados

os niveis deste elemento eram suficientes.

1.4.4. Tolerancia dos porta-enxertos de citrinos

De um modo geral, a seleccdo e utilizacdo de porta-enxertos tolerantes pode evitar o
aparecimento dos sintomas porque a intensidade da clorose férrica observada nos citrinos
relaciona-se com o bindrio porta-enxerto/garfo (Taylor e Dimsey, 1993). Actualmente, os porta-
enxertos de citrinos que sdo tolerantes a clorose férrica induzida em solos calcarios tém outras
caracteristicas que ndo sdo favoraveis do ponto de vista agronémico como a baixa qualidade dos
frutos e a pouca resisténcia a doengas, nomeadamente ao virus da tristeza (Byrne et al., 1995).

Os porta-enxertos nao-trifoliados, como sejam, o limoeiro rugoso, a laranjeira doce e
tangerineira sdo geralmente classificados entre medianamente tolerantes a tolerantes a clorose
férrica (Hamzé e Nimah, 1982; Hamz¢ et al., 1986; Sagee et al., 1992; Sudahomo et al., 1994;
Byrne et al., 1995). De qualquer modo, hé algumas tangerineiras (‘Parson’s Special’ e ‘Sanguine’)
e alguns hibridos de tangerineira (tangerineira ‘Sunski’ x trifoliata ‘Benecke, tangerineira
‘Cleopatra’ x hibridos trifoliata) que sdo susceptiveis a clorose férrica (Byrne et al., 1995). Os trés
hibridos puros de trifoliata sdo muito susceptiveis aos solos calcarios (Hamz¢é e Nimah, 1982;
Hamzé et al., 1986; Sudahomo et al., 1994).

Baseados nos resultados obtidos, Hamzé ef al. (1986) classificaram o limoeiro rugoso
(Citrus jambhiri Lush.) como o porta-enxerto mais tolerante a clorose férrica em solos calcérios e
a laranjeira trifoliata (Poncirus trifoliata (L.) Raf.) como o mais susceptivel. Entre estes dois

extremos de tolerancia situaram-se os seguintes porta-enxertos, por ordem decrescente de
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tolerancia: tangerineira Cleoptara (Citrus reticulata Blanco), limeira Rangpur (Citrus reticulata
Austera), laranjeira azeda (Citrus aurantium L.), laranjeira doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) e as
citranjeiras (hibridos de Poncirus trifoliata L.).

Na sequéncia de ensaios conduzidos em solos calcéarios, Byrne et al. (1995) indicam os
seguintes porta-enxertos como os mais tolerantes a clorose férrica: Citrus obovoidea, C.
canaliculata, laranjeira doce cv. ‘Texas’ e ‘Tosu’, tangerineira ‘Cleopatara’, limoeiro rugoso,
limoeiro ‘Vangasy e os hibridos, tangerineira ‘Sunki’ x trifoliata ‘Swingle’ e Shaddock x trifoliata
‘Rubidoux’. Contudo, a classifica¢do da tolerancia a clorose férrica ndo elimina a necessidade de
testar a resisténcia ao virus da tristeza e de alargar os ensaios a outras classes de solos de forma a
avaliar a adaptabilidade e produtividade destes porta-enxertos.

Actualmente, a base fisiologica que permite justificar os diferentes graus de tolerancia aos
solos calcarios, observados nos varios porta-enxertos de citrinos, ainda ndo ¢ totalmente conhecida
(Treeby e Uren, 1993). No entanto, j& em 1968, Wallihan e Garber tinham proposto que a
distribui¢do dos fotossintetizados, expressos em peso seco, entre a raiz e a parte aérea era o
parametro fisiolégico mais indicado para distinguir o grau de tolerancia obtido entre dois porta-
enxertos de citrinos.

Hamzé et al. (1986) estabeleceram que valores da razdo K/Ca diferentes de 1:2 na parte
aérea e de 1:1 na seiva xilémica estdo associados a porta-enxertos de citrinos susceptiveis a clorose
férrica. Shijinag et al. (1995) verificaram que o grau de tolerancia dos porta-enxertos de citrinos a
clorose férrica se correlacionou com a diminui¢do da actividade das enzimas, catalase e
peroxidase. Por outro lado, Manthey et al. (1994) referem que a tolerancia é determinada pelo
nivel de estimulo radicular conseguido, abarcando o processo de redugdo e de absor¢ao do Fe.
Verificaram ainda que a taxa de redugdo do Fe(III) pelas raizes do porta-enxerto C. macrophylla e
citranjeira ‘Troyer’ foi cerca de 4 a 6 vezes superior nas plantas deficientes enquanto que no
citrumeleiro ‘Swingle’ apenas observaram acréscimos de 1,9 vezes e no P. trifoliata nao
registaram alteracdes. Por outro lado, a taxa de absor¢cdo do Fe verificada no porta-enxerto C.
macrophylla foi muito superior nas plantas cloroéticas, contrariamente ao observado na citranjeira
‘Troyer’. A avaliacdo simultidnea das taxas de redu¢do e de absorc¢do ou translocacio do Fe para a
parte aérea permitiu diferenciar com mais pormenor o grau de tolerancia anteriormente proposto

por Hamz¢ et al. (1986) para estes porta-enxertos.
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1.5. PROGRAMAS DE MELHORAMENTO

A clorose férrica afecta numerosas culturas estabelecidas em solos calcarios (Chen e Barak,
1982). Nas arvores de fruto a clorose férrica induz a decréscimos na produ¢do, quantitativa e
qualitativamente e aumenta o custo das praticas culturais necessarias & manuten¢ao destes pomares
(Sanz et al., 1997b). De entre as espécies fruticolas mais afectadas pela clorose férrica destacam-
se, 0 pessegueiro, a pereira, o0 marmeleiro, o kiwi e os citrinos (Sanz et al., 1992; Cinelli et al.,
1995; Bassi et al., 1998; Tagliavini et al., 2000).

As arvores de fruto sdo, geralmente, um sistema genético composto por porta-enxerto e garfo
em que cada uma das partes tem uma contribui¢do especifica na producdo obtida (Ruiz et al.,
1997). A incidéncia da clorose férrica nas fruteiras mais susceptiveis estd associada ao porta-
enxerto mais comercializado e portanto mais utilizado. Por exemplo, na videira, a clorose férrica
foi pela primeira vez detectada quando se substituiu os porta-enxertos tradicionais por outros
resistentes a ‘Phylloxera’ (Socias 1 Company et al., 1995)

Tém sido desenvolvidos diversos programas de melhoramento com o objectivo de obter
material vegetal mais tolerante a clorose férrica (Chaney et al., 1989; Cianzio, 1991; Cianzio e
Voss, 1994; Socias i Company et al., 1995) que quando aplicados a arvores de fruto, como se
baseiam na avaliacdo de campo, sdo geralmente muito onerosos € morosos devido a uma longa
fase juvenil das arvores.

De forma a encurtar a duracdo dos programas de melhoramento tradicionais, Jolley et al.
(1995) propdem métodos alternativos de seleccdo de genotipos tolerantes, baseados em algumas
respostas fisioldgicas das plantas a clorose férrica e podendo ser realizados numa fase precoce do
ciclo de vida da planta. O delineamento deste tipo de programa pressupde no entanto, o prévio
conhecimento das alteragdes morfologicas e fisiologicas, assim como dos mecanismos moleculares
envolvidos nas diferentes respostas obtidas a clorose férrica.

Para além dos métodos convencionais, incluindo cruzamento ou enxertia, Mori (1999)
propde a producdo de plantas trangénicas tolerantes a clorose férrica. Por fim, os programas de
melhoramento estabelecidos com o objectivo de melhorar os mecanismos de tolerdncia a clorose
férrica devem contemplar, simultaneamente, a seleccdo de gendtipos tolerantes com produgdes

adequadas de forma a possibilitar a sua utiliza¢ao pelos agricultores (Cianzio, 1995).
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Efeito da clorose férrica em parametros fisiologicos

RESUMO

Com o objectivo geral de estudar o efeito da clorose férrica em diversos parametros
fisiologicos de plantas de citrinos efectuaram-se dois ensaios em solu¢do nutritiva. No ensaio 1
utilizaram-se trés porta-enxertos de citrinos (citranjeira ‘Troyer’ - Citrus sinensis (L.) Osbeck x
Poncirus trifoliata (L.) Raf., Citrus taiwanica Tan. e citrumeleiro ‘Swingle’ - Poncirus trifoliata
(L.) Raf. x Citrus paradisi Mactf.) e no ensaio 2 uma laranjeira (Citrus sinensis (L.) Osbeck, cv.
‘Newhall’) enxertada em citranjeira ‘Troyer’. A solu¢do nutritiva utilizada apresentava a seguinte
composi¢ao quimica (em mM): 5,0 Ca(NOs),, 1,4 KNOs, 0,6 K»SO4, 1,0 MgSO4, 0,9 NaCl, 0,6
(NH4):HPO4, 3,0 (NH4)2SO4, 0,2 MgCl, e (em uM): 41,8 H3;BO;, 3,8 ZnSO4, 3,9 CuSOs, 6,9
MnSO4 e 1,0 (NH4)sM07024. As solucdes nutritivas utilizadas no ensaio 1 continham CaCOs (1 g
L") de modo a induzir clorose férrica e foram completadas com 5 concentragdes de ferro, na forma
de Fe(Ill)-NaEDTA: 0, 5, 10, 15 ¢ 20 uM de Fe. No ensaio 2 cada concentragdao de Fe (0,5, 10 e
20 uM de Fe) foi utilizada com e sem carbonato de célcio, resultando num total de 8 modalidades.
Ao longo dos dois ensaios a clorofila total foi estimada através do aparelho SPAD-502. No final
do ensaio 1 determinou-se a altura da parte aérea, biomassa total e parcial, alguns parametros de
crescimento, eficiéncia fotoquimica (C. faiwanica e citranjeira ‘Troyer’) baseada nos parametros
de fluorescéncia da clorofila a e o teor nutritivo da parte aérea e da raiz. Estabeleceram-se ainda
diversas correlagdes de forma a avaliar o efeito das concentragdes de Fe na particdo dos nutrientes.
No final do ensaio 2, mediu-se a altura da parte aérea, determinou-se o peso seco € a composi¢ao
mineral das folhas, estudou-se a eficiéncia fotoquimica, a capacidade fotossintética a partir da
evolugdo do O, e a actividade da quelato de Fe(IlI)-redutase medida em 4apices radiculares.

Os sintomas de clorose férrica, associados a decréscimos na clorofila total, manifestaram-se
no ‘Swingle’ nas concentragdes de 0, 5, 10 e 15 uM de Fe, enquanto que nos porta-enxertos
‘Troyer’ e C. taiwanica apenas ocorreram nas concentracdes mais baixas de Fe (0 e 5 uM de Fe) e
estiveram associados a decréscimos na eficiéncia fotoquimica (F, / F,) devidas a alteragdes ao
nivel da cadeia de transporte de electrdes para o ‘Troyer’ e C. taiwanica. Neste ultimo porta-
enxerto os pigmentos do fotossistema II também foram afectados. A clorose férrica afectou ainda
os parametros de crescimento ¢ de biomassa medidos. Os resultados sao discutidos com base na
tolerancia a clorose férrica dos diferentes porta-enxertos. As plantas de laranjeira das modalidades
com as concentragcdoes mais baixas de Fe (0 e 5 uM de Fe) apresentaram decréscimos na clorofila
total resultando no aparecimento dos sintomas de clorose férrica. As folhas das plantas que
cresceram sem Fe apresentaram taxas de libertacdo de oxigénio mais baixas, tanto nas
modalidades com como sem carbonato de célcio, comparativamente com as plantas das
modalidades com 10 uM de Fe. Na auséncia de carbonato de célcio, a eficiéncia do fotossistema II
foi idéntica em todas as modalidades, enquanto que se observou um pequeno decréscimo nas
plantas que cresceram sem Fe e com carbonato de célcio. Relativamente ao controlo, apenas as
plantas que cresceram com baixos niveis de Fe (0 e 5 uM de Fe) e com carbonato de célcio ¢ que
apresentaram um acréscimo de 2,5 vezes da actividade da quelato de Fe(Ill)-redutase. A razdo
Fe/Mn na parte aérea foi a que se correlacionou melhor com a clorofila total em todos os porta-
enxertos enquanto que nas plantas enxertadas foi a razdo K/Ca.

Palavras chave: Andlise nutritiva, Biomassa, Capacidade fotossintética, Citrinos, Clorose férrica,
Fluorescéncia, Parametros de crescimento, Quelato de Fe(Ill)-redutase, SPAD.
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ABSTRACT

To study the effects of iron chlorosis on physiological parameters of citrus two experiments
were done in nutrient solutions. In the first experiment, three citrus rootstocks (Citrange Troyer -
Citrus sinensis (L.) Osbeck x Poncirus trifoliata (L.) Raf., Citrus taiwanica Tan. and Citrumelo
Swingle - Poncirus trifoliata (L.) Raf. x Citrus paradisi Macf.) four-weeks old, were grown in a
nutrient solution containing CaCO; (1 g L) in order to induce iron chlorosis. Solutions were
complemented with different iron amounts, added as Fe(IlI)-NaEDTA: 0, 5, 10, 15 and 20 uM of
Fe. For each rootstock, shoot growth, shoot and root fresh and dry weights were analysed at the
end of experiment. Chlorophyll a fluorescence parameters were also determined in the same date.
Low iron concentrations in the nutrient solution triggered low F, /F , values, 0.5 to 0.6 for
Citrange Troyer and 0.3 to 0.5 for C. faiwanica. However, for Citrange Troyer, F, / Fy, ratio
increased in plants grown with iron concentrations greater than 10 uM of iron. Root/shoot ratio
was higher for Citrange Troyer, compared with C. faiwanica, which may indicate significant
differences in photosynthates partition. Apparently, in Citrumelo Swingle, the iron concentration
did not affect that parameter. The different effects on growth parameters and fluorescence values
are discussed in relation to differential tolerance to iron chlorosis.

In the second experiment, orange plants (Citrus sinensis (L.) Osbeck, cv. ‘Newhall’) grafted
on Citrange Troyer rootstock were grown in nutrient solutions with 0, 5, 10 and 20 uM Fe, with
and without calcium carbonate. Leaf chlorophyll concentration was estimated every 3—4 days.
Chlorophyll fluorescence parameters, photosynthetic capacity estimated from oxygen evolution,
leaf Fe concentrations, and root tip ferric chelate reductase activity were measured at the end of the
experiment. Plants from the 0 and 5 uM Fe treatments showed leaf chlorosis and had decreased
leaf chlorophyll concentration. Leaves of plants grown in the absence of Fe in the solution had
smaller rates of oxygen evolution both in the presence and absence of calcium carbonate,
compared with plants grown in the presence of 10 uM Fe. In the absence of calcium carbonate the
photosystem II efficiency, estimated from fluorescence parameters, was similar in all treatments. A
slight decrease in photosystem II efficiency was observed in plants grown without Fe and in the
presence of calcium carbonate. A 2.5-fold increase in root tip ferric chelate reductase activity over
the control values was found only when plants were grown with low levels of Fe and in the
presence of calcium carbonate. The ratio Fe/Mn in the shoots was correlated with chlorophyll
concentration in all rootstocks, while in orange grafted on Citrange Troyer the ratio of K/Ca was
the best related to the chlorophyll concentration.

Keywords: Biomass, Citrus, Ferric chelate redutase, Photosynthetic capacity, Fluorescence, Lime-
induced chlorosis, Mineral composition, SPAD, Root/shoot ratio.
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2.1. INTRODUCAO

Um dos principais factores indutores da clorose férrica em solos calcarios ¢ o ido
bicarbonato (Boxma, 1972; Chen e Barak, 1982) cuja acc¢do parece afectar processos metabdlicos
nas raizes e nas folhas, diminuindo a disponibilidade de Fe no interior da planta (Mengel, 1995).
Nestas condigdes, quando a absor¢ao de Fe ¢ baixa, os genotipos Fe-eficientes desencadeiam
mecanismos de resposta ao nivel da parte aérea e/ou radicular que incluem alteragdes fisiologicas,
bioquimicas e morfologicas (Marschner e Romheld, 1995; Terry e Zayed, 1995; Schmidt, 1999).

A actividade da quelato de Fe(Ill) — redutase (QF-R) ¢ essencial para a absorcao do Fe e ¢
inibida na presenca do ido bicarbonato devido ao elevado pH da solucao (Toulon ef al., 1992;
Susin ef al., 1996). Algumas plantas podem aumentar o poder redutor das raizes pela activagao de
uma redutase especifica localizada na membrana plasmadtica, conhecida como “turbo-redutase” e
que pode ter um papel preponderante na prevencdo da clorose férrica (Bienfait et al., 1983;
Rombheld, 1987; Briiggemann et al., 1990; Moog ¢ Briiggemann, 1994; Mengel, 1995; Schmidt,
1999).

Ao nivel da parte aérea, o ferro ¢ um elemento essencial para a formacdo das membranas dos
tilacdides e para a biossintese clorofilina (Terry, 1980; Abadia et al., 1991; Abadia, 1992; Abadia
e Abadia, 1993). Consequentemente, a eficiéncia de conversdo da energia fotossintética ¢ afectada
pela clorose férrica e pode ser avaliada pelos parametros de fluorescéncia da clorofila a
(Lichtenthaler e Rinderle, 1988; Morales et al., 1991).

Varios autores (Clakmak et al., 1994; Marschner et al., 1996; McDonald et al., 1996, Viti ¢
Cinelli, 1993) referem os efeitos da clorose férrica na variagao de diversos parametros vegetativos
nomeadamente, na taxa de crescimento e na distribui¢ao dos fotossintetizados entre a parte aérea e
a raiz.

Socias i Company et al. (1995) salientam a necessidade de clarificar e definir os métodos de
seleccdo e melhoramento nas arvores de fruto caracterizados por um sistema genético composto
por garfos e porta-enxertos. O comportamento de um porta-enxerto pode ser diferente daquele
observado no garfo enxertado nesse mesmo porta-enxerto, uma vez que a zona de enxertia pode ter
um papel importante na taxa de transporte dos fotossintetizados necessdrios ao crescimento
radicular (Tagliavini et al., 1993).

Em estudos preliminares, varios autores (Hamzé e Nimah, 1982; Hamzé et al., 1986;
Sudahomo et al., 1994; Byrne et al., 1995) classificaram alguns porta-enxertos de citrinos desde os

mais tolerantes como sejam, algumas tangerineiras, (Citrus reticulata Blanco, Citrus nobilis Lour.,
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Citrus depressa Hay), limeiras (Citrus limonia Osbeck), limoeiros (Citrus jambhiri Tan.),
laranjeira doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck), hibridos de Poncirus trifoliata (L.) Raf. (citranjeiras
‘Troyer’ e ‘Carrizo’) ao mais susceptivel, Poncirus trifoliata (L.) Raf..

A adicdo de carbonato de célcio a solugdo nutritiva ¢ um método que tem sido utilizado com
éxito por diversos investigadores (Coulombe et al., 1984a; 1984b; Alcantara e Romera, 1990;
Romera et al., 1991a; 1991b) de forma a simular as condigdes existentes nos solos calcarios e

proceder a caracterizacdo e selec¢cdo das espécies vegetais mais tolerantes a clorose férrica.

2.1.1. Objectivos

Nestes ensaios que decorreram em solugdo nutritiva utilizaram-se trés porta-enxertos de
citrinos (Citrus taiwanica, citranjeira ‘Troyer’ - Citrus sinensis (L.) Osbeck x Poncirus trifoliata
(L.) Raf. e citrumeleiro ‘Swingle’) e uma laranjeira - cultivar ‘Newhall’, enxertada em citranjeira
‘Troyer’, com o objectivo de estudar o efeito da clorose férrica em diversos componentes ¢
processos fisioldgicos da planta nomeadamente: 1) clorofila total; ii) eficiéncia fotossintética
estimada através de trocas gasosas e dos parametros de fluorescéncia da clorofila a; iii) biomassa
total e parcial; iv) composi¢cdo mineral e v) actividade da quelato de Fe(Ill)-redutase em &pices
radiculares. Deste modo, pretendeu-se caracterizar a tolerancia destas espécies citricolas a clorose

férrica.

2.2. MATERIAL E METODOS

Com o objectivo de estudar o efeito da clorose férrica em diversos parametros fisioldgicos
efectuaram-se dois ensaios em solugdo nutritiva. No ensaio 1 utilizaram-se trés porta-enxertos de
citrinos € no ensaio 2 uma cultivar de laranjeira enxertada.

Os ensaios realizaram-se de Marco a Julho de anos consecutivos (1996 e 1997), num
compartimento com 50 m? de 4rea de uma estufa de vidro, com ambiente controlado, existente no
Centro de Desenvolvimento de Ciéncias e Técnicas de Producdo Vegetal da Universidade do
Algarve. As condigdes de temperatura (< 25° C) e humidade (80%) foram controladas e

permaneceram constantes durante todo o ensaio.
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2.2.1. Material vegetal

O material vegetal foi seleccionado com base na sua representatividade na regido do Algarve
e nos diferentes niveis de tolerancia apresentado em ensaios preliminares realizados por outros
autores.

Os porta-enxertos de citrinos utilizados no ensaio 1 foram, o Citrus taiwanica Tan., a
citranjeira ‘Troyer’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck x Poncirus trifoliata (L.) Raf.) e o citrumeleiro
‘Swingle’ (Poncirus trifoliata (L.) Raf. x Citrus paradisi Mact.). As sementes do porta-enxerto
‘Troyer’ foram gentilmente cedidas pelo proprietario dos Viveiros do Foral (S. Bartolomeu de
Messines, Algarve-Portugal), Sr. Andrew Welsh, enquanto que as sementes dos outros dois porta-
enxertos foram adquiridas a empresa Willits e Newcomb (Arvin, EUA). O ensaio 2 foi realizado
com plantas de laranjeira (Citrus sinensis (L.) Osbeck) cv. ‘Newhall’, enxertadas em citranjeira

‘Troyer’ que foram adquiridas aos Viveiros do Foral.

2.2.2. Sistema de cultura

Ambos os ensaios foram realizados em solugdo nutritiva. Utilizaram-se caixas de plastico,
opacas, com 20 L de capacidade e com a tampa perfurada onde se colocaram as plantas utilizando
como suporte uma “rolha” de esponja. Durante todo o periodo de ensaio, o arejamento da solucao
nutritiva foi garantido por um compressor acoplado a um sistema de tubagens de forma a garantir
um fornecimento de oxigénio adequado. O fluxo de ar debitado por caixa foi regulado por uma
torneira existente a entrada de cada caixa.

A solugdo nutritiva foi preparada com agua desmineralizada e apresentava a seguinte
composi¢dao quimica (em mM): 5,0 Ca(NOs),, 1,4 KNOs, 0,6 K,SO4, 1,0 MgSO4, 0,9 NaCl, 0,6
(NH4):HPO4, 3,0 (NH4)2SO4, 0,2 MgCl, e (em uM): 41,8 H;BO;, 3,8 ZnSO4, 3,9 CuSOs, 6,9
MnSO4 e 1,0 (NH4)sM07024 (Carpena-Artes, 1983).

As modalidades foram estabelecidas com base nas diferentes concentracdes de ferro, na
forma de Fe(III)-NaEDTA, adicionadas a solucdo nutritiva. Com a adi¢do de carbonato de calcio a
solucao nutritiva (1 g de CaCOs por litro de solugdo nutritiva) pretendeu-se simular condigdes

semelhantes as dos solos calcarios de forma a induzir a clorose férrica.
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A solugao nutritiva foi substituida sempre que a condutividade baixou para 1,0 ou 1,7 dS m’
conforme se tratasse da solucdo nutritiva a 2 for¢a ou completa, respectivamente. O pH e a
condutividade da solucdo nutritiva das diferentes modalidades do ensaio foi medido cada 3 dias,
como controlo da concentragdo idnica na solu¢do nutritiva, através da utilizacdo de um
potenciémetro (HI 9023C, Hanna Instruments, Alemanha) e um condutimetro (LF95/SET, WTW,
Alemanha) portateis.

Durante o periodo em que permaneceram em solugcdo nutritiva, as plantas foram
preventivamente tratadas contra os dcaros com uma periodicidade de 2 vezes por més. Os produtos
utilizados foram, fenepiroximato (AgrEvo) a uma concentracdo de 0,15% e fluxenoxurdo (Bayer)

a uma concentragao de 0,10 %.

2.2.3. Delineamento experimental

e Ensaiol

A desinfec¢do das sementes dos trés porta-enxertos foi realizada através da sua imersdo
numa solu¢do de hipoclorito de s6dio comercial a 30% durante 15 minutos, seguida de uma
passagem por dgua e nova imersao numa solu¢do de hipoclorito de s6dio comercial a 15% durante
10 minutos. Apdés uma ultima lavagem com 4gua procedeu-se a sementeira, efectuada
manualmente em tabuleiros de alvéolos. O substracto utilizado na fase de germinacdo foi a
vermiculite. A germinagdo das sementes teve lugar numa camara de crescimento (750 — EDTU,
Aralab, Portugal) com um fotoperiodo de 12 horas de Iluz (lampadas fluorescentes e
incandescentes)/12 horas de escuro. Durante o periodo de luz, a densidade de fluxo proténico
minima foi de 113 umol de quanta de PAR (radiagdo fotossinteticamente activa) m? s ao nivel
das plantas. A humidade relativa da cdmara manteve-se a 80% e a temperatura oscilou entre os
21°C e os 22°C.

Quatro semanas ap6s a germinagdo as plantulas foram transferidas para a solugdo nutritiva.
Estabeleceram-se 5 modalidades correspondentes a 5 concentragdes de ferro na solugdo nutritiva
(0, 5,10, 15 € 20 uM de Fe) todas na presenca de CaCOs. Durante os primeiros 25 dias de ensaio

as plantas cresceram na solugao nutritiva completa mas diluida, a 2 for¢a para todos os nutrientes
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com excep¢ao do Fe e carbonato de célcio, ap6s os quais foram mudadas para a concentracao
completa onde permaneceram até ao final do ensaio.

O pH inicial da solucao nutritiva foi de 6,1 £ 0,1 e depois da adigdo do carbonato de célcio
subiu para 7,1 + 0,2 para todas as modalidades. Para cada uma das 5 modalidades, colocaram-se

12 plantas, com cerca de 7 cm de altura, por caixa.

o Ensaio 2

Trés meses apds a enxertia, as plantas com aproximadamente 20 cm de altura da parte aérea
(com cerca de 10 a 12 folhas) foram colocadas na solugdo nutritiva completa e anteriormente
indicada.

O ferro foi adicionado a solugdo nutritiva em 4 concentracdes diferentes: 0, 5, 10, e 20 uM
de Fe. Cada concentragio de Fe foi utilizada com e sem carbonato de célcio (1 g L™), resultando
num total de 8 modalidades. Para cada uma das 8 modalidades, utilizaram-se 10 plantas

distribuidas por 2 caixas.

2.2.4. Métodos

O procedimento experimental utilizado em qualquer um dos parametros medidos foi idéntico

para os dois ensaios.

2.2.4.1. Quantificacio da clorofila total (SPAD)

O grau de clorose foi estimado através da utilizagdo de um aparelho medidor de clorofila,
SPAD-502 (Minolta Co., Osaka, Japao). O principio de funcionamento deste aparelho consiste em
medir a luz transmitida através de uma folha depois de submetida, sequencialmente, a dois tipos de
luz; primeiro com uma radia¢do na zona do vermelho (= 650 nm), e que corresponde a um pico de
absorcdo das moléculas de clorofila e de seguida com uma luz na zona do infravermelho (= 940
nm) e que funciona como referéncia. A intensidade luminosa transmitida pela folha ¢ convertida,
primeiro em sinais eléctricos e depois, através de um microprocessador, em unidades de SPAD

conforme definido pela Minolta.
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Este aparelho pode ser utilizado como um método ndo destrutivo de estimar a concentragao
clorofilina uma vez que os valores de SPAD sao proporcionais a quantidade de clorofila total
existente nas folhas. De forma a converter os valores de SPAD na correspondente concentragdo de
clorofila total efectuou-se, previamente, uma curva de calibracdo para cada uma das espécies
estudadas.

Para cada um dos porta-enxertos seleccionaram-se folhas com diferentes graus de clorose
onde se efectuaram medi¢cdes de SPAD em diversos discos foliares (didmetro = 1 cm; area =
0,7854 cm®). De seguida, procedeu-se & extracgdo dos pigmentos com acetona a 100% na presenca
de ascorbato de sédio, de forma a evitar a rapida degradagdo da clorofila a. A absorvancia das
amostras foi determinada por leitura colorimétrica num espectrofotometro UV-Visivel (Shimadzu,
Kyoto, Japdo) a diferentes comprimentos de onda (661,6 nm — clorofila a; 644,8 nm — clorofila b).
Todo o procedimento de extrac¢do e leitura foi comum as diferentes espécies e foi efectuado
conforme descrito por Abadia e Abadia (1993).

A conversao dos valores de absorvancia (A), obtidos no comprimento de onda indicado, para
concentracdo de clorofila total (mg L) foi realizada com base nas equacdes propostas por

Lichtenthaler (1987):

Clorofila a = 11,24 * A661,6_ 2,04 * A664,8

Clorofila b = 20,13 * A644’g— 4,19 * A661,6

Clorofila total = Clorofila a + Clorofila b

Todos os valores de SPAD medidos ao longo dos dois ensaios foram convertidos em pmol
de clorofila total m™ através da utilizagdo das curvas de calibragio.

Na Figura 2.1, estdo apresentadas as curvas de calibragdo correspondentes aos trés porta-
enxertos utilizados no ensaio 1: citranjeira ‘Troyer’ (a), Citrus taiwanica (b) e citrumeleiro

‘Swingle’ (¢).
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Figura 2.1 — Relacdo entre os valores de SPAD e a concentracdo foliar da clorofila total
(umol m™) para citranjeira ‘Troyer’ (a), Citrus taiwanica (b) e citrumeleiro ‘Swingle’ (c).
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Na Figura 2.2 estd apresentada a curva de calibracao dos valores de SPAD para as plantas

de laranjeira, cv. ‘Newhall’, utilizado no ensaio 2.
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Figura 2.2 — Relacdo entre os valores de SPAD e a concentragdo foliar de clorofila total
(umol m?) das plantas de laranjeira, ‘Newhall’, enxertadas em citranjeira ‘Troyer’.

Em ambos os ensaios, as medi¢cdes de SPAD iniciaram-se sempre 3 dias apoOs as plantas
terem sido colocadas na solu¢do nutritiva. Em cada uma das 10 plantas amostradas por modalidade
foram efectuadas duas leituras nas 2* e 3* folhas recentemente expandidas.

No ensaio 1 realizaram-se 2 medi¢des semanais de SPAD enquanto que no ensaio 2 apenas
se efectuou uma leitura semanal. Deste modo, em cada uma das datas de amostragem e para cada
uma das modalidades foram considerados um total de 40 valores (n = 10 plantas x 2 folhas x 2
valores de SPAD) no ensaio 1 e de 20 valores (n = 10 plantas x 2 folhas x 1 valor de SPAD) para
0 ensaio 2.

A percentagem (%) de variacdo da clorofila total, utilizada para comparar os 3 porta-

enxertos utilizados no ensaio 1, foi calculada de acordo com a seguinte equacgao:

% de variacio da clorofila total = (Cf—Ci)/Ci * 100

em que Ci e Cf sdo respectivamente, a concentragio de clorofila total (umol m™) obtida no inicio e

no final do ensaio.

70



Efeito da clorose férrica em parametros fisiologicos

2.2.4.2. Parametros de fluorescéncia da clorofila a

Em condigdes Optimas, a radiagdo absorvida por uma folha ndo ¢ totalmente utilizada nas
reac¢des fotoquimicas da fotossintese e ¢ dissipada pela clorofila @ na forma de fluorescéncia
(cerca de 3 a 5%) e de calor (Lichtenthaler e Rinderle, 1988; Walker, 1990). Sempre que os
processos fotossintéticos de conversdo de energia sdo de algum modo limitados a emissdo na
forma de fluorescéncia aumenta e a sua quantificacdo permite medir a eficiéncia fotossintética in
vivo (Schreiber e Bilger, 1985; Abadia et al., 1991).

No final dos dois ensaios, os parametros de fluorescéncia da clorofila a (F,, fluorescéncia
basal; Fy, fluorescéncia maxima; F, = Fy-F,, fluorescéncia variavel) foram medidos através do
fluorimetro portatil (PEA - Plant Efficiency Analyser, Hansatech, Kyngs Lynn, UK.). A
fluorescéncia basal (F,) ¢ determinada com uma luz de intensidade muito baixa (cerca de 1,2 pmol
quanta m™ s) e corresponde a energia base de excitagio dos pigmentos antena, portanto antes de
migrar para os centros de reac¢do. A fluorescéncia maxima (F,,) € determinada em resposta a um
{inico pulso de luz saturante (2100 pmol quanta m™ s, previamente determinado) de forma a
reduzir todos os aceitadores primarios ¢ em folhas adaptadas ao escuro corresponde a capacidade
maxima de captacao de energia pelo fotossistema II (PSII). A eficiéncia de conversao de energia
pelos centros de reac¢dao do PSII foi estimada pela razdo entre a fluorescéncia variavel (F, = Fy,-F,)
e a fluorescéncia maxima (Fn). Foi demonstrado por Bjorkman e Demmig (1987) que em folhas
intactas o rendimento quantico maximo do PSII (F,/F,) tem uma estreita correlacio com o
rendimento quantico da fotossintese liquida.

As medi¢des foram efectuadas na 2* folha mensuravel apds 20 minutos de adaptacdo ao

2 5! durante 5

escuro seguidos de uma exposicdo a uma radiagdo com 2100 pumol quanta m’
segundos. O tempo de adaptacdo ao escuro e a intensidade de luz saturante utilizados foram
previamente determinados para o material vegetal em estudo e para as condigdes destes dois
ensaios.

No ensaio 1 apenas foi possivel efectuar as medi¢cdes de fluorescéncia nos porta-enxertos

Citrus taiwanica e citranjeira ‘Troyer’. As medi¢des foram realizadas em pelo menos 5 plantas no

ensaio 1 ¢ em pelo menos 10 plantas por modalidade no ensaio 2.
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2.2.4.3. Biomassa parcial e total

No final do ensaio 1 registou-se a altura da parte aérea e determinou-se o peso fresco e seco
quer da parte aérea, quer da parte radicular para as varias modalidades e para cada um dos porta-
enxertos estudados. Utilizaram-se pelo menos 8 plantas por modalidade, separando-se a parte
aérea (incluindo folhas, caules e peciolos) da parte radicular.

No final do ensaio 2 apenas se mediu a altura da parte aérea de todas as plantas utilizadas
(10). Posteriormente as folhas de cada uma das plantas foram utilizadas para a determinagdo do
seu peso fresco e seco e utilizadas para analise nutritiva.

Apo6s a determinagdo do peso fresco procedeu-se a lavagem do material vegetal, efectuada
com detergente ndo ionico (Teepol), acido diluido (HCI - 0,01 mM), e com 3 passagens por agua
desionizada. De seguida, procedeu-se a sua secagem a 60°C durante 48 horas para determinagao do
respectivo peso seco. O arrefecimento do material vegetal seco foi realizado num excicador de
vidro, com silica gel. As pesagens foram efectuadas numa balanga analitica (A 120 S, Sartorius
GmbH, Alemanha). As amostras foram finamente moidas através de um moinho do tipo almofariz

de agata (RM 0, Retsch, Alemanha) e guardadas para posterior analise nutritiva.

2.2.4.4. Parametros de crescimento

No final do ensaio 1 e posteriormente a determinagdo da biomassa total e parcial de cada um

dos porta-enxertos foram calculados os seguintes parametros de crescimento:

Razao do peso da parte aérea - RPA
RPA =Ppa /Pt

em que Ppa ¢ a biomassa da parte aérea e Pt ¢ a biomassa total, expressos em termos de peso seco.

Razao do peso radicular - RPR
RPR =Pr/ Pt

em que Pr ¢ a biomassa radicular e Pt ¢ a biomassa total, expressos em termos de peso seco.
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Razao entre a parte radicular ¢ a aérea - RRPA

RRPA =Pr/ Ppa

em que Pr ¢ a biomassa da parte radicular e Ppa ¢ a biomassa da parte aérea, expressos em termos

de peso seco.

Para cada porta-enxerto (emsaio 1), calculou-se ainda a percentagem de variagdo entre os

parametros de crescimento para as diferentes concentracdes de ferro:

Percentagem de variacao - %

% = (Vméx- - Vmin.) / Vméx. *100

em que Vmax. € Vmin, $80 respectivamente o valor maximo e minimo obtidos em cada um dos

parametros de crescimento.

2.2.4.5. Analise nutritiva

A andlise nutritiva foi efectuada com o material vegetal previamente seco. No ensaio 1
analisou-se a parte aérea e a parte radicular de cada porta-enxerto e no ensaio 2 determinou-se a
composicao mineral das folhas de cada uma das modalidades em ensaio.

A composicao mineral foi determinada através dos métodos normalizados e descritos pela
“Association of Official Analytical Chemists” (A.O.A.C., 1990). Apos incineragao a 450°C as
amostras permaneceram em solu¢do, por digestdo acida (HCI 1N), num volume final de 25 ml para
a determinagdo dos restantes nutrientes, conforme indicado por Abadia er al (1985) e por
Belkhodja et al (1998b). O fosforo foi determinado através da andlise do complexo
molibdovanadato fosférico a 420 nm, no espectrofotometro de UV-Visivel (Shimadzu, Kyoto,
Japdo). O potassio foi determinado por fotometria de chama (Corning Ltd., Halstead, Inglaterra) e
os restantes nutrientes (Mg, Ca, Fe, Mn, Cu e Zn) por espectrofotometria de absor¢do atomica
(Shimadzu, Kyoto, Japao).

No ensaio 1 a quantidade total de cada nutriente foi determinada a partir da respectiva
concentragdo e do peso seco total da parte aérea e da raiz. Os macronutrientes foram expressos em
mg de nutriente e os micronutrientes em pg. Com o objectivo de comparar o comportamento dos

diferentes porta-enxertos face as diferentes concentragdes de Fe na solu¢do nutritiva testaram-se
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diversas correlagdes, estando apresentadas apenas as que apresentaram o coeficiente de
determinagdo mais significativo. Avaliou-se ainda o efeito das modalidades na distribui¢ao dos
nutrientes entre a parte aérea e a raiz que foi calculada através da razdo entre o teor de um
nutriente na parte aérea e o teor desse nutriente na raiz. Para estudar o efeito da clorose férrica no
equilibrio nutritivo da parte aérea realizaram-se correlagdes entre algumas razdes nutritivas (P/Mg,
K/Ca, K/Zn, P/Fe, Fe/Mn e Fe/Zn) e a clorofila total obtida na ltima data de observagao.

No ensaio 2 os resultados expressaram-se em concentragao foliar, ou seja, em g de nutriente
por kg de peso seco (ps) para os macronutrientes e em mg de nutriente por kg de ps para os

micronutrientes.

2.2.4.6. Capacidade fotossintética

A taxa de evolucdo do O, foi determinada em discos foliares a concentracdes de CO; ¢ a
irradiancias saturantes pela utilizagdo do eléctrodo de oxigénio (LD2, Hansatech, Kings Lynn,
Reino Unido) e de acordo com o método descrito por Bjorkman e Demmig (1987).

Este sistema mede a libertacdo de oxigénio originada pela actividade fotossintética dos
tecidos clorofilinos colocados numa camara fechada, iluminada e com dioxido de carbono. O
oxigénio libertado ¢ detectado, polarograficamente, por um eléctrodo do tipo “Clark”, que consiste
num catodo de platina e num anodo ligados entre si por um electrolito (95 % de etileno glicol com
5% de KCI). A aplicagdo de uma pequena voltagem (600 a 700 mV) entre os dois eléctrodos
polariza a platina e reduz o oxigénio, que funciona como aceitador de electrdes. A corrente gerada
¢ proporcional a actividade do oxigénio presente (Walker, 1990).

Previamente, determinou-se a intensidade luminosa saturante em discos foliares provenientes
de 10 plantas de laranjeira, ‘Newhall’ (ensaio 2). As taxas fotossintéticas foram obtidas para
valores de densidade de fluxo quantico (PFD) crescentes entre 20 e 2002 pE m?s' e numa
concentragdo de CO; saturante (5%). Os valores de PFD foram obtidos através da combinacao de
filtros (“Neutral Density filters”, Hansatech) colocados no sistema de iluminagdo constituido por
uma lampada de Bjorkman (LS2, Hansatech). A curva fotossintética de resposta a densidade de

fluxo quantico assim obtida esta apresentada na Figura 2.3.
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Figura 2.3 — Curva fotossintética de resposta a luz para as plantas de laranjeira,
‘Newhall’, enxertadas em citranjeira ‘Troyer’. Cada ponto da curva representa a
média de duas leituras e o respectivo erro padréo.

No final do ensaio 2 todas as determinagdes foram efectuadas a temperatura controlada
(25°C), em condi¢des de irradidncia (1625 pE m™ s™) e de CO, (5%) saturantes, de forma a
ultrapassar a limitagdo estomatica e possibilitar a obtengdo dos niveis maximos correspondentes a
capacidade fotossintética. A concentracdo saturante de CO, (aproximadamente 5%) foi obtida
através de uma solu¢ao saturada de NaHCO; (Walker, 1990).

Para cada uma das leituras, incluindo as da curva de resposta a luz, utilizaram-se 9 discos
foliares com 0,5 cm de diametro retirados aleatoriamente, da 2* e da 3* folha completamente
desenvolvidas (por contagem basipeta) em pelo menos 3 plantas de cada uma das modalidades.
Em cada uma das folhas de onde se retiraram os discos foliares efectuaram-se duas leituras de
SPAD, de forma a relacionar a clorofila total com a evolugdo do oxigénio. A capacidade

T . 2 -1
fotossintética foi expressa em pumol de O, m™ s™.

2.2.4.7. Actividade da quelato de Fe(I1ll)-redutase

A actividade da quelato de Fe(Ill)-redutase foi apenas determinada nos apices radiculares
das plantas de laranjeira, ‘Newhall’ enxertadas em citranjeira ‘Troyer’ (emsaio 2). O método

utilizado foi modificado a partir do proposto Bienfait ef al. (1983) e baseia-se na quantificacao
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colorimétrica do complexo Fe(I)-BPDS (“bathophenantrolinedisulfonate™) obtido a partir do
quelato Fe(III)-EDTA adicionado.

No final do ensaio, seleccionaram-se aleatoriamente pelo menos 3 plantas de cada uma das
modalidades. Cortaram-se 5 apices radiculares de raizes secundarias aproximadamente com 2 cm
de comprimento e 64 = 23 mg de peso fresco, que foram colocados conjuntamente num tubo
“eppendorff” de 2000 pl de capacidade. Cada “eppendorff” continha 900 pl de solucdo de
Hoagland’s a 2 for¢a e sem micronutrientes, 300 pl de BPDS (300 uM), 30 ul de Fe(III)-EDTA
(500 uM) e 300 pl de solugdo tampao Tris (SmM, pH=6,5). A reaccdo processou-se durante 3
horas, no escuro, apds as quais se procedeu a leitura da absorvancia de 1 ml destas solugdes a 535
nm num espectrofotometro UV-Visivel (UV-160 A, Shimadzu, Kyoto, Japao). Para os calculos
considerou-se um coeficiente de extingdo de 22,14 mM cm. Apds as leituras procedeu-se a
secagem dos apices radiculares a 60°C durante 48 horas para determinagao do respectivo peso seco
(ps). Os resultados expressaram-se em nmol de Fe(Il) min” g'l de peso fresco (pf) e nmol de Fe(II)
min" g de ps. De forma a corrigir possiveis redugdes ndo especificas de ferro efectuaram-se

solugdes de controlo sem raizes (Branco).

2.2.5. Procedimento estatistico

Em qualquer um dos dois ensaios realizados as plantas foram distribuidas num desenho
experimental completamente casualizado. O nimero de repeti¢des considerado em cada um dos
parametros medidos foi anteriormente referenciado.

A comparacdo das médias obtidas entre modalidades, em cada data de observacdo e para
cada parametro medido, foi efectuada através da andlise de variancia (ANOVA) e do teste de
comparag¢do multiplo de médias de Duncan (DMRT) para um intervalo de confianc¢a de 95%.

O valor do coeficiente de determinagio (R?) foi indicado como medida da inter-relago entre
as variaveis.

A andlise estatistica dos dados foi processada através do programa SAS - Versdo 6 (SAS

Institute, 1989).
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Ensaio 1

2.3.1.1 Parametros de crescimento

Na Figura 2.4 apresenta-se a altura média registada por modalidade, para cada um dos

porta-enxertos em estudo, no final do ensaio.

O crescimento das plantas da citranjeira ‘Troyer’ foi significativamente superior quando a
concentragdo de ferro na solug¢do nutritiva aumentou de 5 para 10 uM de Fe. Para o C. taiwanica
este facto apenas se observou a partir da concentracdo de 10 uM de Fe e para o citrumeleiro

‘Swingle’ s6 para a concentra¢ao de 20 uM de Fe na solugdo nutritiva.
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Figura 2.4 - Altura da parte aérea (cm) dos diferentes porta-enxertos.
Considerando cada porta-enxerto, colunas com a mesma letra ndo apresentam
diferencas significativas a 95% (teste de Duncan).

Os resultados referentes a biomassa total e parcial obtida no final do ensaio, bem como aos
diversos parametros de crescimento calculados para os trés porta-enxertos, estdo apresentados na
Tabela 2.1. De um modo geral, a clorose férrica diminuiu a produc¢ao de biomassa total quer
expressa em peso fresco quer em peso seco. Enquanto que nos porta-enxertos ‘Troyer’ e C.

taiwanica a biomassa total apenas diminuiu nas plantas das modalidades sem ferro ou com a
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concentra¢do mais baixa deste elemento (5 uM de Fe), no citrumeleiro ‘Swingle’ diminuiu para
todas as concentracdes em relagdo a concentracdo mais alta de ferro (20 uM de Fe).

A percentagem (%) de variacdo da biomassa total e parcial (parte aérea e raiz) foi
semelhante para os trés porta-enxertos, abrangendo valores entre os 64 % e os 89 % (Tabela 2.1).
Os valores de variagdo mais elevados registaram-se no porta-enxerto ‘Swingle’ e no C. taiwanica,
quando expressos respectivamente em peso fresco e peso seco. Em qualquer um dos porta-
enxertos estudados, o decréscimo da biomassa total deveu-se a diminuigdes tanto ao nivel da parte
aérea como da parte radicular. As maiores percentagens de variagdo relativas a distribuicdo do
peso seco entre a parte aérea e a radicular registaram-se no porta-enxerto C. taiwanica (- 277%).
Por outro lado, os valores mais baixos foram obtidos no citrumeleiro ‘Swingle’ (- 28%) enquanto

que a citranjeira ‘Troyer’ teve um comportamento intermédio (-77%).

Tabela 2.1 — Valores médios de biomassa total e parcial (parte aérea e parte radicular) observados nos trés porta-
enxertos de citrinos submetidos a diferentes concentra¢des de Fe na solucdo nutritiva, com CaCOs.

Peso fresco (g) Peso seco (g) Razoes
Fe parte aérea raiz  total parte aérea raizes total RPA RPR RRPA

uM)

citranjeira ‘Troyer’

0 1,0b 0,7b 1,6 b 0,3b 03b 0,5b 0,6a 05a 1,0a
5 1,5b 1,0b 2,5b 0,4b 03b 0,7b 06a 04a 0,8a
10 35a 22a 56a 1,0a 0,6 a 1,5a 06a 04a 0,6a
15 3,1a 1,8a 5,0a 09a 0,6 a 1,5a 0,6a 04a 0,7a
20 33a 2,1a 55a 09a 0,6a 1,5a 06a 04a 0,6a
(%) 72 69 71 73 64 70 17 26 =77
Citrus taiwanica
0 0,6 ¢ 03c 09c 0,1b 0,1c 02b 04b 0,6a 1,1a
5 0,7 ¢ 0,4 c 1,0 c 0,4b 02bc 0,6b 0,7a 03D 0,5b
10 2,0 ab 0,6b 26ab 0,9a 0,3b 12a 08a 03D 0,3b
15 23a 1,0a 3,3a 1,2a 0,4a 1.6a 08a 03b 0,4b
20 1,5b 08a 22D 1,0a 0,3b 12a 08a 02b 0,3b
(%) 72 75 73 89 74 84 40 -144 =277
citrumeleiro ‘Swingle’
0 0,5b 0,3b 081D 0,2b 0,1b 03b 06a 04a 0,6 a
5 0,6 b 04b 1,00b 0,2b 0,1b 03b 06a 04a 0,7a
10 1,0b 0,6b 1,59b 0,3b 02b 0,6b 06a 04a 0,7 a
15 1,2b 08b 2,07b 0,3b 02b 0,5b 0,7a 04a 0,6 a
20 29a 19a 48la 0,8a 04a 1,3a 06a 04a 0,5a
(%) 82 85 83 75 71 73 9 -17 -28

Valores médios da razdo entre a biomassa, expressa em peso seco (RPA — razdo do peso da parte aérea; RPR — razdo do peso
radicular; RRPA — razao entre a parte radicular e a aérea). Valores de percentagem de variagdo (%) calculado entre o valor maximo
e o valor minimo obtidos para cada um dos pardmetros de crescimento apresentados. Para cada porta-enxerto e para parametro,
médias seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes a 95% (teste de Duncan).
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Independentemente da concentragdo de ferro na solucdo nutritiva, a principal contribuicao
para o peso seco total do porta-enxerto ‘Troyer’ e do ‘Swingle’ foi dada pela parte aérea, cerca de
60% (Tabela 2.1). Em relacdo ao porta-enxerto C. taiwanica esta tendéncia (74 % de contribui¢do
da parte aérea) apenas se manteve nas modalidades em que se adicionou ferro a solugdo nutritiva,
uma vez que na auséncia de ferro na soluc¢do nutritiva foi a parte radicular que contribuiu mais
para a biomassa total (57%). Consequentemente, a razao entre a parte radicular e a aérea (RRPA),
expressa em peso seco foi nitidamente mais afectada no C. taiwanica do que nos outros porta-
enxertos. Saliente-se ainda, que a distribuicdo dos fotoassimilados entre a parte aérea e a parte
radicular, no ‘Swingle’, parece ndo ter sido afectada pela clorose férrica, uma vez que os valores
de RRPA obtidos sdo similares entre si e portanto independentes da concentracdo de ferro na
solucdo nutritiva.

O investimento dos diferentes porta-enxertos na biomassa da parte aérea ou da parte
radicular, expresso pela razdo entre a parte radicular e a parte aérea (RRPA), foi diferente

consoante a concentragdo de ferro na solugdo nutritiva (Figura 2.5).

0.8 1 .

RRPA
o
o
©
©

0.4 4 b b

0.2 4

0.0
"Troyer' C. taiwanica 'Swingle'

Concentragéo de Fe (uM): 00 O5 O10 @15 W20

Figura 2.5 - Comparagdo entre cada um dos porta-enxertos estudados
relativamente a razdo entre a parte radicular e a aérea (RRPA), calculada com
base no peso seco (g). Considerando cada uma das concentra¢des de ferro na
solucdo nutritiva, colunas com a mesma letra ndo indicam diferencas
significativas a 95% (teste Duncan).

As plantas de citranjeira ‘Troyer’ e de C. taiwanica que cresceram sem Fe apresentaram
valores de RRPA significativamente superiores aos registados no citrumeleiro ‘Swingle’. Nas
restantes modalidades, o C. taiwanica apresentou os valores mais baixos. Na modalidade

correspondente a 20 uM de Fe os porta-enxertos tiveram um comportamento distinto, j& que os
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valores de RRPA obtidos foram decrescendo, significativamente, do ‘Troyer’ para o ‘Swingle’ e

por fim para o C. taiwanica.

2.3.1.2. Clorofila total

No inicio do ensaio as plantas de citranjeira ‘Troyer’, de Citrus taiwanica e de citrumeleiro
‘Swingle’ apresentavam, respectivamente, uma concentragao média de clorofila total de 409 * 26,
436 + 5 ¢ 243 + 26 umol m™.

A variagao da clorofila total do porta-enxerto ‘Troyer’, ao longo do ensaio, esta apresentada
na Figura 2.6. Na primeira semana de ensaio registou-se um decréscimo na clorofila total das
plantas sujeitas as concentragdes mais baixas de ferro (0 e 5 uM de Fe), enquanto que nas plantas
das outras modalidades se verificou um aumento da clorofila total até ao final do ensaio. A partir
de 4" data de leitura (25 de Marco) a clorofila total apresentada pelas plantas das modalidades com
15 e 20 uM de Fe foi superior a das plantas com 10 uM de Fe. Os sintomas de clorose férrica
surgiram primeiro nas plantas sem ferro e o decréscimo do teor de clorofila nestas plantas foi

sempre mais acentuado, comparativamente as plantas com 5 uM de Fe na solugdo nutritiva.
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Figura 2.6 — Variagdo da clorofila total (umol m™) do porta-enxerto citranjeira ‘Troyer’
ao longo do ensaio. A analise estatistica apenas esta apresentada em 2 datas. Médias
com a mesma letra ndo apresentam diferencgas significativas a 95% (teste de Duncan).
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No final do ensaio, a clorofila total variou na razao directa com a concentra¢do de ferro
existente na solug¢do nutritiva. Apenas se registaram cloroses intensas na auséncia de ferro ou na
concentracdo mais baixa de ferro na solucao nutritiva.

A clorofila total das plantas de Citrus taiwanica das modalidades com 15 e 20 uM de Fe foi
aumentando lentamente ao longo do ensaio (Figura 2.7), contrariamente as plantas das
modalidades com 0 e 5 uM de Fe. O decréscimo mais acentuado verificou-se na auséncia de ferro.
Na modalidade com 10 uM de Fe, a clorofila diminuiu durante os primeiros 40 dias e depois

aumentou até ao final do ensaio atingindo valores semelhantes aos das modalidades com 15 e 20

uM de Fe.
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Figura 2.7 — Variagio da clorofila total (umol m™) do porta-enxerto Citrus taiwanica
ao longo do ensaio. A analise estatistica apenas esta apresentada em 2 datas. Médias
com a mesma letra ndo apresentam diferengas significativas a 95% (teste de Duncan).

No final do ensaio, os valores mais elevados de clorofila total foram registados para as
plantas com 10, 15 e 20 uM de Fe na solugd@o nutritiva e os mais baixos verificaram-se nas plantas
sem ferro estando associados a cloroses intensas com algumas necroses. As plantas da modalidade
com 5 uM de Fe apresentaram valores intermédios e expressavam sintomas de clorose férrica.

Na Figura 2.8 estd apresentada a variagdo da clorofila total do porta-enxerto ‘Swingle’, ao

longo do ensaio. Nas primeiras semanas de ensaio, as plantas das trés modalidades com maior
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concentragdo de Fe apresentaram um acréscimo na clorofila total contrariamente ao decréscimo
registado nas outras duas modalidades, o qual se manteve até ao final do ensaio. Entre a 5* e a 7*
data de leitura, a clorofila total das plantas com 10, 15 e 20 uM de Fe decresceu acentuadamente,
atingindo valores semelhantes aos verificados nas plantas das outras modalidades. A partir da 10?
data de medi¢dao apenas as plantas da modalidade com 20 uM de Fe recuperaram os valores
iniciais e no final do ensaio eram as unicas que ndo apresentavam sintomas de clorose férrica. As

plantas da modalidade com 15 pM de Fe na solucdo nutritiva apenas apresentavam sintomas

moderados de clorose férrica.
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Figura 2.8 — Variagio da clorofila total (umol m™) do porta-enxerto citrumeleiro ‘Swingle’
ao longo do ensaio. A analise estatistica apenas esta apresentada em 3 datas. Médias com a
mesma letra ndo apresentam diferengas significativas a 95% (teste de Duncan).

A percentagem (%) de variacdo da clorofila total ocorrida entre o principio e o final do

ensaio estd apresentada na Figura 2.9, de forma a comparar os resultados obtidos com os trés

porta-enxertos.

Enquanto que os porta-enxertos ‘Troyer’ e Citrus taiwanica apresentaram um decréscimo de
clorofila total em relagdo ao valor original apenas nas duas concentragdes mais baixas de ferro (0 e

5 uM de Fe), o porta-enxerto ‘Swingle’ mostrou sempre variagdes negativas com excepcao dos

valores referentes a concentragdo mais alta de ferro (20 uM de Fe ).
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Figura 2.9 — Percentagem de variagdo da clorofila total entre o inicio (0 %) e o final
do ensaio para cada um dos trés porta-enxertos estudados (citranjeira ‘“Troyer’, Citrus
taiwanica e citrumeleiro ‘Swingle’).

Nas restantes modalidades (10, 15 e 20 uM de Fe), os porta-enxertos ‘Troyer’ e C.
taiwanica, apresentaram comportamentos diferentes. Enquanto que para o ‘Troyer’ a percentagem
de variacdo da clorofila total relacionou-se directamente com a quantidade de ferro adicionada a
solugdo nutritiva, no C. taiwanica a partir da modalidade com 10 uM de Fe os acréscimos de
clorofila foram idénticos entre si e independentes da concentragcdo de ferro na solucao nutritiva. O
‘Troyer’ foi o porta-enxerto que apresentou, independentemente da modalidade, maiores

percentagens de variacdo da clorofila total.

2.3.1.3. Fluorescéncia da clorofila a

O porta-enxerto ‘Troyer’ (Figura 2.10a) apresentou valores de fluorescéncia basal (F,)
iguais, independentemente da concentracdo de ferro na solug¢do nutritiva. Relativamente ao C.
taiwanica  (Figura 2.10b) constatou-se que a F, decresceu progressivamente a partir da

modalidade sem Fe, mantendo-se constante entre 10 ¢ 20 uM de Fe.
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Figura 2.10 — Pardmetros de fluorescéncia da clorofila a dos porta-enxertos citranjeira
‘Troyer’ (a) e Citrus taiwanica (b) para diferentes concentracdes de ferro na solugdo
nutritiva, obtidos no final do ensaio. F, — Fluorescéncia basal; F,, — Fluorescéncia
maxima e F, / F,, — Razdo entre a fluorescéncia variavel (F, = F, - F,) e a fluorescéncia
maxima. Considerando cada porta-enxerto e cada um dos pardmetros, colunas com a
mesma letra ndo indicam diferencas significativas a 95% (teste de Duncan).

A fluorescéncia maxima (Fy,) das plantas de citranjeira ‘Troyer’ que cresceram na auséncia
de Fe ou com 5 uM de Fe na solucdo nutritiva foi inferior a obtida nas restantes modalidades.
Observou-se uma tendéncia semelhante para as plantas de C. faiwanica embora os valores de Fy,
para as concentragdes mais baixas tenham sido ligeiramente superiores.

A razdo F, / F,, (fluorescéncia variavel / fluorescéncia méxima) apresentou uma tendéncia
similar nos dois porta-enxertos, os valores aumentaram das plantas sem Fe até as plantas com 10

uM de Fe, que apresentaram valores idénticos aos obtidos nas concentracdes mais altas. No
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entanto, os valores obtidos com o porta-enxerto ‘Troyer’ foram sempre superiores aos do C.
taiwanica.

Na Figura 2.11 estdo apresentadas graficamente as correlagdes obtidas entre a razdo F,/Fy, e
a fluorescéncia maxima - Fp, e entre a razdo F,/F,, e a fluorescéncia basal — F,, para os dois porta-

enxertos ‘Troyer’ e Citrus taiwanica.
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Figura 2.11 — Correlagdo entre a fluorescéncia maxima e a razdo entre a
fluorescéncia variavel e a fluorescéncia maxima (a) e correlagdo entre a
fluorescéncia basal e a razdo entre a fluorescéncia varidavel e a fluorescéncia
maxima (b), para os porta-enxertos citranjeira ‘Troyer’ (®, —) e Citrus taiwanica
(o, ---). F, — Fluorescéncia basal; F,, — Fluorescéncia maxima e F, / F,, — Razao
entre a fluorescéncia variavel (F,= F,,- F,) e a fluorescéncia maxima.

Para o porta-enxerto ‘Troyer’, cerca de 83% da variacdo dos valores da razao F, / Fy, foi
explicada pela F,. Por outro lado, a F, ndo teve influéncia nessa variacdo, uma vez que o
coeficiente de determinagdo obtido ndo foi significativo (R2=0,O8). A razdo F,/F,, obtida, para o

porta enxerto Citrus taiwanica, dependeu da variagdo simultdnea dos dois pardmetros, da
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fluorescéncia basal (56 %) e da fluorescéncia méaxima (74 %). Os valores de F,/F, foram
directamente proporcionais a fluorescéncia maxima e inversamente proporcionais a fluorescéncia
basal (Figura 2.11, Tabela 2.2).

Deste modo, os efeitos da clorose férrica na fluorescéncia da clorofila a diferiram face ao
material vegetal em estudo. Enquanto que no porta-enxerto ‘Troyer’ estes efeitos se traduziram
fundamentalmente por uma diminui¢ao da Fy,, no porta-enxerto Citrus taiwanica resultaram da
diminuicao da F,, ¢ do aumento da F,.

Na Tabela 2.2 estdo ainda apresentadas as equagdes de regressdes lineares que permitem
avaliar a influéncia da clorofila total na razio F, / Fy,, para cada um dos porta-enxertos, citranjeira

‘Troyer’ e Citrus taiwanica.

Tabela 2.2 — Equagdes de regressdes lineares que permitem avaliar a
influéncia dos parametros de fluorescéncia (maxima e basal) e da
concentragdo da clorofila total na razdo F, / F, para cada um dos porta-
enxertos, citranjeira ‘Troyer’ (n=29) e Citrus taiwanica (n=25).

Equacio R’ p

citranjeira ‘Troyer’

F,/Fn=-0,0003 * F,+ 0,91 0,08 0,15
F,/Fn= 0,0002 * F, + 0,20 0,83 0,0001
F,/Fn= 0,0004 * CIf + 0,49 0,59  0,0001

Citrus taiwanica

F,/Fn= 0,0005* F,+ 1,12 0,56  0,0001
F,/Fn= 0,0002 * F, + 0,003 0,74  0,0001
F,/Fn,= 10,0009 * CIf + 0,23 0,76  0,0001
F, — fluorescéncia basal; F, — fluorescéncia maxima; F, —

fluorescéncia variavel; CIf - concentracdo de clorofila total; R* -
coeficiente de determinagdo; p — probabilidade.

A razdo F, / Fy, correlacionou-se linear e positivamente com a clorofila total medida no final
do ensaio. A percentagem de variacdo da razdo F, / F,, explicada pela clorofila total foi de
aproximadamente 59 % para o porta-enxerto ‘Troyer’ e de 76 % para o Citrus taiwanica. Deste
modo e para ambos os porta-enxertos, parte da variacdo da fluorescéncia pode ser também

explicada pelo efeito da clorose férrica na clorofila total.
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2.3.1.4. Teor nutritivo da parte aérea e da raiz

Os teores nutritivos, quer na parte aérea (pa) quer na raiz (r), de cada um dos porta-enxertos
apresentam-se agrupados por macronutrientes (P, K, Ca e Mg) e micronutrientes (Fe, Mn, Zn e

Cu).

e Macronutrientes

Na Figura 2.12 estdo apresentadas as relagdes entre os teores médios de P, K, Ca e Mg
determinados na parte aérea de cada um dos porta-enxertos e a concentracdo de Fe (uM) na

solucao nutritiva.
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Figura 2.12 — Correlagdes entre os teores (mg) de P, K, Ca e Mg existentes na parte aérea e a concentragdo
de ferro (uM) na solug@o nutritiva para cada um dos porta-enxertos: citranjeira ‘Troyer’ (m, —), Citrus
taiwanica (@, ----) e citrumeleiro ‘Swingle’(A, ....).
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Em relagdo as concentragdes crescentes de Fe, os teores médios de P, K, Ca e Mg dos porta-
enxertos ‘Troyer’ e C. taiwanica apresentaram uma tendéncia idéntica entre si mas diferente da
registada para o ‘Swingle’.

Para qualquer um dos porta-enxertos, as plantas que cresceram na auséncia de Fe
apresentaram sempre teores nutritivos de K, Ca e Mg na parte aérea muito semelhantes entre si.
Nas restantes modalidades, o porta-enxerto ‘Troyer’ apresentou os valores mais altos, o ‘Swingle’
os mais baixos ¢ o C. taiwanica, valores intermédios.

De um modo geral, as relagdes obtidas entre as diferentes modalidades e o teor nutritivo

radicular foram semelhantes as obtidas na parte aérea e estdo apresentadas na Figura 2.13.
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Figura 2.13 — Correlagdes entre os teores (mg) de P, K, Ca e Mg existentes na raiz e a concentragio de ferro
(UM) na solugdo nutritiva para cada um dos porta-enxertos: citranjeira ‘Troyer’ (m, —), Citrus taiwanica (e,
) e citrumeleiro ‘Swingle’(A, .....).

88



Efeito da clorose férrica em parametros fisiologicos

Com excep¢ao do Ca, em que todos os porta-enxertos apresentaram relagdes linearmente
crescentes, observou-se que os teores nutritivos existentes na raiz do porta-enxerto ‘Troyer’ e do
C. taiwanica apresentaram sempre relagdes quadraticas ou logaritmicas com a concentragdo de Fe
na solugdo nutritiva, tendendo portanto para um patamar. Contrariamente e dentro dos valores
amostrados, o ‘Swingle’ apresentou sempre relagdes lineares ou exponenciais. Nas plantas que
cresceram sem Fe na solucdo nutritiva os teores dos macronutrientes P, K, Mg e Ca, foram iguais
em qualquer dos porta enxertos estudados.

As plantas dos porta-enxertos C. taiwanica e citranjeira ‘Troyer’ apresentaram um aumento
dos teores radiculares de P superior ao das plantas de citrumeleiro ‘Swingle’. Na modalidade com
20 uM de Fe na solugdo nutritiva, os teores radiculares de Mg das plantas de citranjeira ‘Troyer’
decresceram e igualaram os valores observados nas plantas de C. taiwanica e o ‘Swingle’. Nas
restantes modalidades o teor de Mg foi equivalente para o C. taiwanica ¢ o ‘Swingle’, tendo o
‘Troyer’ apresentado sempre valores mais altos. Os teores mais baixos de K observaram-se nas
plantas de citrumeleiro ‘Swingle’, exceptuando-se a modalidade com 20 uM de Fe, onde o valor
mais baixo foi obtido para as plantas de C. taiwanica. Os teores de Ca na raiz do porta-enxerto
‘Swingle’ foram mais baixos que os registados nos restantes porta-enxertos. Nas plantas das duas
modalidades com mais ferro (15 e 20 uM de Fe) o C. taiwanica teve valores de Ca muito

superiores aos dos outros porta-enxertos o que acentuou o declive desta relacdo.

e Micronutrientes

Na Figura 2.14 estao apresentadas as correlagdes obtidas entre os teores médios de Fe, Mn,
Cu e Zn existentes na parte aérea ¢ a concentragao de Fe (uM) na solugdo nutritiva, para cada um
dos porta-enxertos.

Na auséncia de Fe na solucdo nutritiva, e para qualquer um dos micronutrientes, o porta-
enxerto citranjeira ‘Troyer’ apresentou sempre teores superiores aos outros dois porta-enxertos.
Com o aumento de Fe na solu¢do nutritiva, a tendéncia manteve-se, tendo as plantas de citranjeira
‘Troyer’ apresentado sempre valores superiores (dos teores de Fe, Zn e Mn) aos das plantas de
citrumeleiro ‘Swingle’ e de C. taiwanica que por sua vez apresentaram um comportamento
intermédio. A dependéncia entre o teor de Cu na parte aérea e a concentracao de Fe na solugdo

nutritiva foi pequena, comprovada pelos baixos coeficientes de determinacao obtidos.
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Figura 2.14 — Correlagdes entre os teores (ug) de Fe, Mn, Cu e Zn existentes na parte aérea e a
concentrag@o de ferro (UM) na solugo nutritiva para cada um dos porta-enxertos: citranjeira ‘Troyer’ (m,
—), Citrus taiwanica (@, ----) e citrumeleiro ‘Swingle’(A, ....).

A quantidade de Fe existente na parte aérea das plantas de citrumeleiro ‘Swingle’ aumentou
exponencialmente com o acréscimo de Fe na solugdo nutritiva, enquanto que as plantas dos outros
porta-enxertos apresentaram um decréscimo na concentracdo mais alta.

Ao nivel dos teores de micronutrientes existentes na raiz, as diferencas de comportamento
dos trés porta-enxertos acentuaram-se face a concentragdo de ferro na solugdo nutritiva (Figura
2.15). Comparativamente com a parte aérea, enquanto que os teores radiculares de Fe obtidos no
C. taiwanica mantiveram a tendéncia logaritmica, no ‘Troyer’ estes valores foram directamente
proporcionais as concentragdes de Fe na solucdo nutritiva e de um modo geral, superiores aos dos

outros porta-enxertos.
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Figura 2.15 — Correlagdes entre os teores (ug) de Fe, Mn, Cu e Zn existentes na raiz e a concentracdo de
ferro (uUM) na solugdo nutritiva para cada um dos porta-enxertos: citranjeira ‘Troyer’ (m, —), Citrus
taiwanica (@, ----) e citrumeleiro ‘Swingle’(A, ....).

A relagdo obtida entre o teor radicular de Zn e o de Mn ¢ a concentragdo de Fe na solugdo
nutritiva foi semelhante para cada um dos porta-enxertos. O ‘Swingle’ apresentou teores
crescentes com o aumento da concentragdo de Fe e inferiores aos obtidos nos restantes porta-
enxertos. Por outro lado, o ‘Troyer’ e o C. faiwanica apresentaram uma relagao que se traduziu por
uma fungdo quadrética positiva, com o valor mdximo na concentracdo de 10 uM de Fe na solucao
nutritiva. O ‘Troyer’ apresentou os teores de Zn e Mn mais altos e o C. faiwanica intermédios aos
dos outros dois porta-enxertos. A tendéncia destes dois porta-enxertos (‘Troyer’ e C. taiwanica)
manteve-se para os teores de Cu mas o ‘Swingle’ apresentou uma relagdo linear e inversamente

proporcional a concentragcdo de Fe na solucao nutritiva.
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2.3.1.5. Distribuicdo dos teores nutritivos entre a parte aérea € a raiz

A andlise do distribuicdo dos nutrientes entre a parte aérea e a parte radicular traduziu-se

pela razdo entre o teor existente na parte aérea e o teor existente na raiz, para o mesmo nutriente.

e Macronutrientes

Da analise da Figura 2.16 salienta-se que todos os macronutrientes (P, K, Ca e Mg) se
acumularam preferencialmente na parte aérea (razao entre parte aérea e raiz > 1).

A distribui¢ao do P entre a parte aérea e a raiz para além de dependente da concentragdo de
Fe na solucdo nutritiva foi diferente em cada um dos porta-enxertos. Ambos os porta-enxertos,
‘Swingle’ e ‘Troyer’, apresentaram relagdes quadraticas mas diferentes, respectivamente positiva e

negativa, enquanto que o C. faiwanica teve uma relagado linear e directamente proporcional.
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Figura 2.16 — Correlagdes entre as razdes nutritivas (teores de P, K, Ca e Mg existentes na parte aérea -pa e
0 mesmo nutriente na raiz -r) e a concentragdo de ferro (uM) na solugdo nutritiva, para cada um dos porta-
enxertos: citranjeira ‘Troyer’ (m, —), Citrus taiwanica (®, ----) ¢ citrumeleiro ‘Swingle’(A, .....).
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Independentemente do material vegetal, a particdo do Mg entre a parte aérea e a raiz
apresentou coeficientes de determinagao baixos nao estando portanto, dependente da concentragao
de Fe disponivel na solu¢do nutritiva. Por outro lado, os teores de K na parte aérea foram
inversamente proporcionais a concentra¢do de Fe na solu¢do nutritiva e decresceram para valores
proximos de 1 nas concentragdes mais altas, tendendo para uma distribuicdo equilibrada entre a
parte aérea e a raiz dos porta-enxertos citrumeleiro ‘Swingle’ e C. taiwanica. O teor de K do porta-
enxerto ‘Troyer’ foi pouco afectado pelas modalidades testadas. O Ca apresentou uma distribui¢ao

oposta a do K, j& que os valores mais baixos se registaram nas plantas cloroticas.

¢ Micronutrientes

Contrariamente aos macronutrientes, os teores dos micronutrientes (Fe, Mn, Zn ¢ Mn) foram
de um modo geral superiores na raiz (razdo < 1), em qualquer um dos porta-enxertos estudados

(Figura 2.17).
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Figura 2.17 — Correlagdes entre as razdes nutritivas (teores de Fe, Mn, Cu e Zn existentes na parte aérea —
pa e o mesmo nutriente na raiz -r) e a concentra¢do de ferro (M) na solugdo nutritiva, para cada um dos
porta-enxertos: citranjeira ‘Troyer’ (m, —), Citrus taiwanica (®, —--) e citrumeleiro ‘Swingle’(4., ....).
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Tanto no porta-enxerto ‘Troyer’ como no C. faiwanica nao se verificou qualquer tendéncia
de distribuicao do Fe entre a parte aérea e a raiz proporcionalmente a concentragdo de Fe na
solugdo, j4 que os coeficientes de determinacdo obtidos entre estes parametros foram sempre
inferiores a 0,30. Por outro lado, nas plantas de ‘Swingle’ e a medida que se adicionou Fe a
solucdo nutritiva, este elemento acumulou-se preferencialmente na raiz atingindo o valor mais
baixo para 10 uM de Fe, a partir do qual os valores aumentaram até¢ a modalidade com mais Fe.

A medida que a concentragdo de Fe aumentou na solugdo nutritiva o Mn passou a acumular-
se preferencialmente na raiz nas plantas de ‘Swingle’, passando a razao entre o teor de Mn na parte
aérea e o teor de Mn na raiz (Mnpa / Mnr) de 0,9 para 0,1. Para os outros porta-enxertos a
tendéncia ¢ semelhante, mas mais acentuada. As plantas do porta-enxerto C. taiwanica, na
concentragdo mais alta de Fe, apresentaram uma distribui¢do de Mn equitativa entre a parte aérea e
a raiz e portanto com valores proximo da unidade.

A particdo do Cu e do Zn entre a parte aérea e a raiz traduziu-se por razdes directamente
proporcionais a concentragdo de Fe na solugdo nutritiva. A curva de distribuicdo do Cu e do Zn
permitiu diferenciar alguns dos porta-enxertos estudados. Assim, a particdo do Zn entre a parte

aérea e a raiz foi diferente no C. taiwanica enquanto que a do Cu foi diferente no ‘Swingle’.

2.3.1.6. Relacdo entre o equilibrio nutritivo da parte aérea e a clorofila total

As relagdes obtidas entre o grau de clorose, expresso pela clorofila total, e o equilibrio
nutritivo da parte aérea traduzido por razdes entre o teor de alguns nutrientes, estdo apresentadas
na Figura 2.18 para cada um dos porta-enxertos.

Da andlise da figura salienta-se que os valores de clorofila total obtidos para as diferentes
concentragdes de Fe na solugdo nutritiva correlacionaram-se de modo diferente com o equilibrio
nutritivo da parte aérea de cada um dos porta-enxertos.

A razdo Fe/Mn foi a unica que se relacionou significativamente com a clorofila total, em
todos os porta-enxertos. De qualquer modo, o ‘Swingle’ apresentou uma curvatura inversa a dos

outros porta-enxertos.
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Figura 2.18 — Correlagdes entre as razdes nutritivas (P/Mg, K/Ca, P/Fe, K/Zn, Fe/Mn e Fe/Zn) e a clorofila
total (umol m™) em cada um dos porta-enxertos obtida, no final do ensaio: citranjeira ‘Troyer’ (m, —),
Citrus taiwanica (@, ---) e citrumeleiro ‘Swingle’(A., .....).

Considerando cada um dos porta-enxertos, os melhores coeficientes de determinagdo foram
obtidos com a razdo P/Mg para o porta-enxerto C. taiwanica, K/Zn para o ‘Troyer’ ¢ Fe/Mn

seguida da razdo P/Mg para o ‘Swingle’.

95



Capitulo 2

2.3.2. Ensaio 2

2.3.2.1. Altura e peso seco da parte aérea

Na Figura 2.19 esta apresentada a altura e o peso seco da parte aérea das plantas de
laranjeira da cultivar ‘Newhall’, registados no final do ensaio, que permaneceram em diferentes

concentragoes de Fe na solucdo nutritiva, com e sem carbonato de calcio.
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Figura 2.19 — Peso seco (g) das folhas e altura (cm) das plantas de laranjeira, cv. ‘Newhall’, no final do
ensaio, sujeitas a diferentes concentrag¢des de ferro com (colunas pretas) e sem carbonato de célcio (colunas
brancas). Comparando as diferentes modalidades, colunas com a mesma letra ndo indicam diferengas
significativas a 95% (teste de Duncan).

As plantas que apresentaram maior altura da parte aérea e o maior peso seco foliar foram as
que cresceram na solu¢do nutritiva sem ferro e com carbonato de célcio. Em relagdo as plantas das

restantes modalidades ndo se registaram diferengas significativas.

2.3.2.2. Clorofila total

Nas primeiras trés datas de observacdo a concentracdo de clorofila total das folhas
recentemente desenvolvidas foi idéntica para todas as modalidades, com uma média de 747,5 + 8,1
umol m™. A partir desta data, observou-se um acentuado decréscimo na clorofila total das plantas

colocadas em solugdo nutritiva sem Fe e com 5 uM de Fe (Figura 2.20), coincidente com o
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aparecimento dos sintomas de clorose férrica que permaneceram até ao final do ensaio. Nas
plantas cultivadas em solug¢do nutritiva com 5 uM de Fe o decréscimo na clorofila total ocorreu
entre a 5% e a 6* data de observagdo, tanto na presenga como na auséncia de CaCOs. O decréscimo
na clorofila total foi mais rédpido na presengca de CaCOs;, atingindo valores semelhantes aos

registados na auséncia de ferro logo a partir da 7* data de observagao.
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Figura 2.20 — Variagio da clorofila total (umol m?) ao longo do ensaio nas folhas
recentemente desenvolvidas de plantas de laranjeira cv. ‘Newhall’ com diferentes
concentragdes de ferro na solugdo nutritiva: 0 uM Fe, (0); 5 uM Fe, (A); 10 uM Fe,
(A); 20 uM Fe, (X). Em ambos os graficos, a analise estatistica apenas esta
apresentada em quatro datas. Para cada data, médias com a mesma letra ndo sdo
significativamente diferente para 95% (teste de Duncan).
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No final do ensaio, a concentracdo foliar de clorofila total das plantas que cresceram nas
modalidades sem Fe ¢ com 5 uM de Fe foi idéntica (314 umol m™). Nio se registaram sintomas de
clorose férrica nas plantas das restantes modalidades (10 ou 20 uM de Fe na solugdo nutritiva).
Contudo, nas tltimas semanas de ensaio, as plantas da modalidade com 10 uM de Fe na solugdo
nutritiva (sem CaCOs) apresentaram uma pequena, mas significativa, diminui¢do nos valores de
clorofila total quando comparados com os registados nas plantas que cresceram nas concentragdes

20 uM de Fe. Todavia, este decréscimo ndo se registou na presenga do carbonato de calcio.

2.3.2.3. ParAmetros de fluorescéncia da clorofila a

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a obtidos no final do ensaio estao apresentados
na Tabela 2.3. Na auséncia de CaCOs, a razdo F, / F,, foi similar em todas as modalidades.
Contudo, nas plantas que cresceram com CaCOj; na solucdo nutritiva, a razdo F, / F, foi
ligeiramente inferior nas plantas sem ferro quando comparadas com as plantas que cresceram com

a concentracao mais alta de ferro (20 uM de Fe) na solucdo nutritiva.

Tabela 2.3 — Eficiéncia fotossintética do PSII (razdo F,/ F,)
em folhas recentemente desenvolvidas das plantas de
‘Newhall’ sujeitas a diferentes concentragdes de ferro na
solucdo nutritiva, com e sem carbonato de calcio. As
medig¢des foram efectuadas no final do ensaio (7 semanas).

Fe (uM) Sem CaCO; Fv/FmCOm CaCQO;
0 0,78 a 0,78 b
5 0,78 a 0,79 ab
10 0,80 a 0,80 ab
20 0,79 a 0,82 a

Para cada coluna, médias seguidas pela mesma letra ndo sdo
significativamente diferentes a 95% de probabilidade (teste
de Duncan).

Relativamente a fluorescéncia maxima (F,) e a fluorescéncia basal (F,) ndo se verificaram
diferencas significativas entre modalidades, tanto na presen¢a como na auséncia de CaCOs. Nas

plantas que cresceram nas modalidades com CaCOs, os valores médios de Fp,, foram 2721 + 181 e
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os de F,, 564 £ 7. Por outro lado, na auséncia de CaCOs os valores foram de 2768 + 250 para a Fy,

e de 564 + 20 para a F,,.

2.3.2.4. Capacidade fotossintética

A capacidade fotossintética no final do ensaio e referida a cada uma das diferentes
modalidades, esta apresentada na Figura 2.21.

As plantas que cresceram sem ferro apresentaram sempre uma menor capacidade
fotossintética em relagc@o a das plantas que cresceram nas solugdes nutritivas com as concentragdes

mais elevadas de Fe (10 e 20 uM de Fe).
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Figura 2.21 — Capacidade fotossintética (umol de O, m? s das plantas de laranjeira
cv. ‘Newhall’ enxertadas em citranjeira ‘Troyer’, para as diferentes modalidades no
final do ensaio, na presencga (colunas pretas) e na auséncia (colunas brancas) de
carbonato de calcio na solugdo nutritiva. Colunas com a mesma letra ndo apresentam
diferencas significativas a 95% (teste de Duncan).

A existéncia de uma correlagdo significativa entre a capacidade fotossintética e a clorofila
total foi constatada nas folhas recentemente desenvolvidas das plantas que cresceram com CaCOs

na solu¢ao nutritiva (Figura 2.22). Contudo, para as plantas das modalidades sem CaCOs a

correlacdo nao foi significativa (R*=0,16).
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Figura 2.22 — Correlagio entre a capacidade fotossintética (umol de O, m?s') e a
concentragdo de clorofila total em folhas recentemente desenvolvidas das plantas de
laranjeira cv. ‘Newhall’ sujeitas a diferentes concentragdes de ferro, no final do
ensaio. Na presen¢a de CaCOj; (circulos pretos) e na auséncia de CaCOs (circulos
brancos). A equagdo refere-se as plantas das modalidades com CaCOj; (circulos
pretos, —).

2.3.2.5. Actividade da quelato de Fe(1ll)-redutase

A morfologia externa das raizes das plantas de laranjeira da cultivar ‘Newhall’, enxertadas
em citranjeira ‘Troyer’, que cresceram nas modalidades sem ferro ou com 5 uM de Fe na solugdo
nutritiva foi bastante distinta da observada para as restantes modalidades.

As raizes eram menores, apresentavam-se menos ramificadas e portanto com uma densidade
inferior. Por sua vez, os dpices laterais apresentavam uma zona subapical dilatada, com cerca de 2
a 4 mm de comprimento. Apds a determinacdo da actividade da quelato de Fe(Ill)-redutase (QF-R)
esta zona permanecia com uma coloracdo rosa forte, caracteristica do complexo Fe(II)-BPDS, e
identificando os possiveis locais de reducdo do ferro conforme ilustrado pela fotografia

apresentada na Figura 2.23.
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Figura 2.23 - Fotografia ilustrativa da alteragdo
morfologica apresentada pelos apices radiculares das
plantas de laranjeira que cresceram sem Fe ou com 5 uM
de Fe na solugdo nutritiva. Ampliagdo: 6x.

Os valores de actividade da QF-R na presenca do substrato Fe(IlI)-EDTA, medida no final

do ensaio em apices radiculares de cada uma das modalidades esta apresentada na Figura 2.24.

Para as duas concentragdes mais baixas de ferro (0 ¢ 5 uM de Fe) na solugdo nutritiva, a

presenca de carbonato de calcio induziu aumentos significativos na actividade da QF-R

(aproximadamente 2,5 vezes), comparativamente as plantas que cresceram nas concentragdes mais

altas de Fe (10 e 20 uM de Fe). Saliente-se que, nas condi¢des de ensaio, este acréscimo da

actividade apenas se verificou na presenca de CaCOs.
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Figura 2.24 — Taxa de redugdo do ferro, expressa em nmol de Fe(I) min™' g
de peso fresco (pf), das raizes de plantas de laranjeira cv. ‘Newhall’ enxertadas
em citranjeira ‘Troyer’. Considerando a presenca (colunas pretas) ou ndo
(colunas brancas) de carbonato de calcio na solugdo nutritiva, colunas com a
mesma letra ndo apresentam diferengas significativas a 95% (teste de Duncan).

101



Capitulo 2

2.3.2.6. Anélise nutritiva

Na Tabela 2.4 apresentam-se os valores médios dos elementos nutritivos analisados nas
folhas, para cada uma das modalidades estudadas.

Independentemente da presenca ou ndo do CaCO; na solugdo nutritiva, as diferentes
concentragdes de Fe na solugdo nutritiva tiveram um efeito significativo na concentragdo foliar de
P, K, Ca e Mn, assim como na razdo K/Ca. Verificou-se ainda, um efeito significativo na
concentragdo foliar de Zn, para as modalidades sem CaCOs e na concentracdo de Mg e na razao
Fe/Zn, nas modalidades com CaCOs. Nestes nutrientes, as concentracdes mais baixas registaram-
se sempre nas modalidades sem ferro. A concentracdo dos restantes elementos nutritivos nas
folhas ndo foi afectada pela concentracdo de Fe na solucdo nutritiva. Refira-se que a concentragdo

foliar de ferro foi independente das modalidades testadas neste ensaio.

Tabela 2.4 — Composi¢ido mineral das folhas de laranjeira, no final do ensaio.

Fe P K ,(1:3 Mg Zn Fe 71Cu Mn P/Fe K/Ca Fe/Mn Fe/Zn
L —— gkg ™ ps mg kg~ ps -----------
Sem CaCO;

0 1,5b 17b 14b 1,9a 171b 149a 17a 43b 1,1a 13 a 3,5a 09a
25a 23a 17b 22a 3l6a 156a 27a 65a 1,6a 14 a 24a 0)5a

10 32a 23a 29a 2,3a 238ab 18la 1la 54a 1,7a 08 b 34a 0,8a

20 32a 20a 17b 23a 249ab 170a 18a 50a 1,5a 12 a 34a 0,7a
Com CaCO;

0 1,7b 18b 12b 2,0b 150a 152a 12a 41b 1,2a 14a 3,7a 1,0a

5 22b 20a 18ab 22ab 255a 187a 25a 57ab 1,3a 1,1bc 3,3a 0,7ab

10 23ab 22a 17ab 24a 243a 148a 13a 54ab 1,6a 13ab 2,7a 0,6b

20 3,0a 23a 25a 23ab 305a 249a 16a 80a 1,2a 09c 3,1a 0,8ab
ps — peso seco. Comparando as concentragdes de Fe, na presenca ou na auséncia de carbonato de célcio,
médias seguidas pela mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes a 95% (teste de Duncan).

Nas modalidades sem CaCOs, a concentracdo foliar de P, K, Zn e de Mn apenas foi
significativamente inferior nas plantas sem Fe. O Ca apresentou sempre valores mais baixos com
excepcdo da modalidade com 10 puM de Fe, onde se registou o valor mais elevado.
Consequentemente a razao K/Ca foi inferior para esta concentracdo de Fe.

A presenga de CaCOs acentuou o efeito da concentragdo de ferro da solu¢do nutritiva na
composi¢ao mineral das folhas. De um modo geral, os valores nutritivos maximos apenas foram

alcancados na concentracao mais alta de ferro (20 uM de Fe), excepcao feita ao potassio, que s
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foi afectado na auséncia de ferro. Em relagdo as razdes entre nutrientes, a razdo K/Ca teve uma
tendéncia geralmente inversa a das concentragcdes de ferro na solucao nutritiva. A razdo Fe/Zn,
apresentou diferencas entre as plantas com 10 uM de Fe e as sem Fe, sendo estes ultimos valores

superiores.

2.4. DISCUSSAO

A andlise dos dados experimentais recolhidos no presente capitulo sugere que as diferentes
respostas do material vegetal estdo associadas com o nivel de tolerancia a clorose férrica induzida.
Constatou-se que a clorose férrica afecta diversos parametros fisioldgicos tanto ao nivel da parte

aérea como da raiz das espécies citricas estudadas.

2.4.1. Parametros de crescimento

No ensaio 1, os trés porta-enxertos de citrinos (citranjeira ‘Troyer’, Citrus taiwanica e
citrumeleiro ‘Swingle’) responderam a clorose férrica induzida através da diminui¢ao da altura e
da producao de biomassa total a semelhanca do observado para outras espécies (Abadia et al.,
1989; Nenova e Stoyanov, 1993; Marschner et al., 1996).

Os resultados obtidos em relagdo a altura da parte aérea evidenciaram comportamentos
distintos entre os trés porta-enxertos, particularmente para as concentragdes de 10, 15 e 20 uM de
Fe, ja que as diferencas observadas indicaram um crescimento significativo do ‘Troyer’
comparativamente ao dos outros porta-enxertos, contrariando os efeitos do ido bicarbonato
existente na solucdo nutritiva. Por outro lado, este “nivel critico” foi para Citrus taiwanica de 15
uM de Fe e para o citrumeleiro ‘Swingle’ de 20 uM de Fe. Ou seja, a resposta ao aumento da
disponibilidade de ferro, foi sucessivamente mais lenta, pela seguinte ordem: citranjeira ‘Troyer’,
Citrus taiwanica e citrumeleiro ‘Swingle’.

A razdo entre o peso seco da raiz e o peso seco da parte aérea (RRPA) tem sido, entre outros
parametros, utilizada de forma a avaliar a distribuicao dos fotossintetizados entre a parte aérea e a

parte radicular (Clakmak et al., 1994; McDonald et al., 1996).
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As plantas dos porta-enxertos citranjeira ‘Troyer’ e C. faiwanica que cresceram sem Fe e na
presenca de carbonato de calcio apresentaram valores de RRPA mais elevadas que as plantas
verdes, demonstrando o efeito da clorose férrica no aumento da biomassa radicular,
preferencialmente a da parte aérea, tal como obtido por diversos autores (Viti e Cinelli, 1993;
Marschner et al., 1996) em outras espécies vegetais. Segundo Bavaresco et al. (1994), este facto
pode ser motivado pela activagdo de mecanismos de resposta, como o aumento do numero de
raizes secunddrias e a diferenciag@o de células de transferéncia nos apices radiculares, os quais sdo
genotipicamente determinados e estdo associados a espécies mais tolerantes a clorose férrica
(Socias 1 Company et al., 1995). Deste modo, o porta-enxerto ‘Swingle’ ndo evidenciou este
mecanismo de resposta traduzido por valores de RRPA constantes e independentes da
concentragdo de ferro na solucdo nutritiva e poderad ser considerado como susceptivel a clorose
férrica.

Ao utilizar o porta-enxerto ‘Troyer’ com o enxerto de laranjeira, cv. ‘Newhall’, (ensaio 2)
constatou-se que houve uma resposta diferente da parte aérea. Assim, os valores mais elevados da
altura da parte aérea e do peso seco das folhas de ‘Newhall’ foram registados nas plantas que

cresceram na auséncia de Fe e com carbonato de célcio na solugao nutritiva.

2.4.2. Clorofila total

Segundo diversos autores (Abadia et al., 1991; Sudahomo et al., 1994) a clorofila total é um
parametro que, para além de permitir medir o grau de clorose, pode ser utilizado como método de
seleccao de genotipos tolerantes a clorose férrica.

O acréscimo de ferro a solugdo nutritiva, na presenca de carbonato de calcio, permitiu
evidenciar a resposta diferenciada dos trés porta-enxertos utilizados no ensaio 1, expressa em
clorofila total. Enquanto que as plantas dos porta-enxertos citranjeira ‘Troyer’ e C. taiwanica
apenas apresentaram sintomas caracteristicos desta defici€éncia nas concentragdes mais baixas (0 e
5 uM de Fe), as plantas de citrumeleiro ‘Swingle’ apresentaram sintomas de clorose férrica nas
plantas das modalidades com 0, 5, 10 e 15 uM de Fe na solu¢do nutritiva. Estes resultados
reflectem a diferente capacidade de resposta, de cada um dos porta-enxertos, ao efeito inibitorio do
130 bicarbonato na absorcao e translocacdo do ferro nas plantas superiores (Bialczyk e Lechowski,

1992; Mengel, 1995).
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Em relacdo a clorofila total, o porta-enxerto e a cultivar enxertada nesse porta-enxerto
apresentaram um comportamento semelhante. Tal como o porta-enxerto ‘Troyer’ (ensaio 1), as
plantas de laranjeira cv. ‘Newhall’ (ensaio 2) apenas apresentaram sintomas de clorose férrica
quando cresceram nas concentracdes mais baixas (0 e 5 uM de Fe) de ferro na solu¢do nutritiva.
Para estas concentragdes, o decréscimo do teor de clorofila total das plantas de ‘Newhall’ (ensaio
2) foi mais acentuado na presenga do que na auséncia de carbonato de célcio, provavelmente,
porque o ido bicarbonato ao elevar o pH intracelular diminuiu a mobilidade do ferro, existente ja
em deficiéncia nessas plantas, afectando mais rapidamente a biossintese clorofilina (Mengel,

1995).

2.4.3. Eficiéncia fotossintética

Nas diferentes abordagens aos mecanismos de susceptibilidade a clorose férrica o aumento
ou a reducdo da biomassa parece estar relacionada com a eficiéncia de conversdo da energia
captada pelo aparelho fotossintético (Lichtenthaler e Rinderle, 1988).

Os baixos valores da razao F,/Fy, verificados nos porta-enxertos ‘Troyer’ e C. taiwanica, nas
plantas cloréticas significam que a eficiéncia de conversdo da energia fotossintética foi
significativamente afectada pela clorose férrica (Morales et al, 1991; 1998a). Na citranjeira
‘Troyer’ esta reducao foi devida apenas a altera¢des ao nivel do transporte de electrdes, expressa
pela diminui¢do da F,,, enquanto que no C. taiwanica se deveu também a alteragdes estruturais ao
nivel dos pigmentos do PSII uma vez que a F, também variou. Os acréscimos verificados na F,
podem ser originados pela reducdo da plastoquinona ocorrida no escuro, como verificado por
Belkhodja et al. (1998a) em beterraba sacarina.

Contrariamente aos resultados obtidos com o porta-enxerto ‘Troyer’ (ensaio 1), os valores
de fluorescéncia das folhas de laranjeira, ‘Newhall’, quando enxertada nesse porta-enxerto (ensaio
2) foram apenas ligeiramente afectados pela clorose férrica e estiveram associados a variagdes no
PSII, tal como referido por Abadia et al (1999) para a beterraba sacarina e a pereira.
Adicionalmente, o facto de a variacdo da capacidade fotossintética se correlacionar com a clorofila
total denota que apesar do nimero de unidades fotossinteticamente activas ter decrescido, a
eficiéncia de conversdo da energia luminosa ndo foi muito afectada pela clorose férrica (Morales et

al., 1998a).
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2.4.4. Composicao mineral

O teor nutritivo, quer da parte aérea quer da raiz, dos trés porta-enxertos utilizados no ensaio
1 foi afectado pela clorose férrica e apresentou tendéncias crescentes com o aumento de Fe na
solucao nutritiva. A diminui¢do de crescimento e da biomassa devida a auséncia de Fe, agravada
pela presenca de carbonato de calcio, pode justificar os baixos teores nutritivos dessas plantas
(Abadia et al., 1989). De um modo geral, os teores médios de Fe existentes na parte aérea foram
em todos os porta-enxertos inferiores aos obtidos na raiz tal como verificado por Viti e Cinelli
(1993).

As razdes obtidas entre o teor de um nutriente na raiz e o teor desse nutriente na parte aérea
permitiu avaliar a particdo mineral entre esses Orgdos. Nas plantas clordticas de citranjeira
‘Troyer’ verificou-se uma acumulacdo preferencial de P na parte aérea, decrescendo nas plantas
verdes. Esta tendéncia foi inversa a verificada nos outros porta-enxertos. Mengel et al. (1984)
referem valores mais elevados de P em folhas clordticas.

Comparativamente com os outros porta-enxertos, a translocagdo do Fe no citrumeleiro
‘Swingle’ foi mais afectada pelo ido bicarbonato uma vez que o Fe se acumulou preferencialmente
na raiz (razao Fepa / Fer < 1), tal como obtido por Cinelli (1995) no porta-enxerto de marmeleiro
mais susceptivel a clorose férrica.

Em trabalhos anteriores, diversos autores propdem a utilizagdo das razdes nutritivas como
forma de caracterizacdo e seleccdo de diferentes espécies vegetais quanto a sua tolerancia a clorose
férrica; nomeadamente Hernando e Casado (1972) sugerem a razdo Fe/Mn como a mais indicada
para a cultura de morangueiro, Abadia et al. (1985) indicam a razdo K/Ca anteriormente citada por
Hamz¢ et al. (1980) para citrinos e Kdseoglu (1995) refere a razdo P/Fe para pessegueiro. Num
trabalho mais recente, Igartua et al. (2000) apresentam a razdo K/Zn nas flores como método de
diagnoéstico em pessegueiros. Existe assim uma grande discrepancia de resultados face ao material
vegetal em estudo e as condi¢des de cultura, o que se comprova nos dados obtidos no ensaio 1,
onde a razdo P/Mg foi a que se correlacionou melhor com a clorofila total para o porta-enxerto C.
taiwanica, enquanto que para o ‘Troyer’ foi a razdo K/Zn e para o ‘Swingle’ a razdo Fe/Mn. A
razdo Fe/Mn foi a que apresentou relacdes mais significativas com a clorofila total, nos trés porta-
enxertos indicando ser um bom parametro para avaliar a tolerancia a clorose férrica. A

concentra¢do do Fe por si s6, ndo ¢ suficiente para explicar a clorose férrica induzida pelo ido
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bicarbonato (Fernandez-Lopez et al., 1993) e deste modo os resultados obtidos ndo podem ser
explicados apenas pela deficiéncia deste elemento mas sim pela interac¢do nutritiva observada.

De um modo geral, a auséncia de Fe motivou um decréscimo da concentraciao de P, K, Ca,
Zn e de Mn nas folhas clordticas de laranjeira cv. ‘Newhall’ (ensaio 2), nutrientes que sdo
referenciados por diversos autores em condigdes de clorose férrica (Tagliavini et al., 1993; Terry e
Zayed, 1995; Belkhodja et al., 1998b). A concentracao foliar de Fe foi independente das
modalidades, o que estd de acordo com os resultados obtidos por outros autores sugerindo que
houve imobilizagao fisiologica do Fe dentro da folha (Rashid et al., 1990, Abadia, 1992; Carpena-
Artes et al., 1995; Morales et al., 1998b).

Na presenca de carbonato de calcio, a razdo nutritiva K/Ca diminuiu com a adi¢cdo de Fe a
solugdo nutritiva tal como verificado por Hamz¢ et al. (1980; 1986), que associam este resultado
ao equilibrio existente entre catides monovalentes e divalentes, caracteristico das espécies
calcicolas.

A diferenca entre a melhor razdo identificada para os porta-enxertos (ensaio 1; Fe/Mn) e
para a laranjeira cv. ‘Newhall’ (emsaio 2; K/Ca) deve-se provavelmente as caracteristicas

genotipicas e portanto as necessidades nutritivas intrinsecas de cada espécie.

2.4.5. Actividade da quelato de Fe(I1I)-redutase

Na presenca de carbonato de célcio e nas concentragdes 0 e 5 uM de Fe, o sistema radicular
das plantas de laranjeira (ensaio 2), ou seja do porta-enxerto ‘Troyer’, apresentou raizes menores e
menos ramificadas, que por sua vez apresentavam cerca de 2 a 4 mm de comprimento da zona
subapical dilatada. Algumas destas alteracdes morfologicas foram idénticas as observadas por
Bavaresco ef al. (1991) em raizes de videira e por Landsberg (1995) em beterraba sacarina.

A actividade da QF-R em &pices radiculares foi detectada, pela primeira vez, em citrinos por
Manthey e McCoy (1993) e por Treeby e Uren (1993) oscilando os valores entre 4,1-6,3 e 2,0-56,1
nmol Fe reduzido min" g de peso fresco, respectivamente para o controlo e para as plantas
deficientes em Fe. O aumento da actividade da quelato de Fe(Ill)-redutase (cerca de 2,5 vezes)
registado nos apices radiculares das plantas que cresceram com 0 ou 5 uM de Fe, na presenca de
carbonato de calcio esta de acordo com Manthey et al. (1994) que evidencia que os acréscimos de

actividade desta enzima ocorrem entre menos de 1 até 10 vezes. Tem sido assumido que resulta da
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activagdo de uma quelato de Fe(Ill)-redutase, enzima ligada a membrana plasmatica (Bienfait et
al., 1983; 1985; Moog e Briiggemann, 1994; Schmidt, 1999) e geralmente denominada por “turbo-
redutase”.

A associagdo do aumento da actividade enzimdtica com a localizagdo da coloragdo rosa
intenso, caracteristica da intensa redu¢do do Fe, permite-nos propor que a inducdo deste
mecanismo de resposta em plantas de laranjeira desenvolvidas em solugdo nutritiva, ocorre
preferencialmente nas zonas subapicais e mais dilatadas dos 4apices radiculares, tal como
observado por outros investigadores (Marschner et al., 1982; 1988; Romheld, 1987).

Nas condi¢des de ensaio, o aumento da actividade radicular da quelato de Fe(Ill)-redutase
apenas se verificou na presenca de carbonato de calcio o que indica que a deficiéncia de Fe por si
s6 ndo foi suficiente para desencadear este mecanismo de resposta a nivel radicular. Estes
resultados sdo concordantes com os obtidos por diversos investigadores em outras fruteiras
(Romera et al., 1991a; 1991b; Cinelli, 1995; Tagliavini et al., 1995; Gogorcena et al., 2000).

Saliente-se que, apesar de ter aumentado a reducdo e presumivelmente a absor¢do do Fe para
a parte aérea, a activagdo da QF-R a nivel radicular ndo foi suficiente para contrariar os efeitos do
130 bicarbonato na translocag¢ao do Fe (Mengel, 1995), uma vez que a nivel foliar parece continuar
a haver deficiéncia de Fe. Consequentemente as plantas destas modalidades apesar do acréscimo

de actividade da QF-R apresentaram sintomas de clorose férrica.

2.4.6. Tolerancia do material vegetal

Pode assim admitir-se que os parametros fisiologicos medidos no ensaio 1 permitiram
caracterizar e avaliar a eficiéncia de utilizacio do ferro. E possivel concluir que, relativamente aos
porta-enxertos estudados, a citranjeira ‘Troyer’ ¢ o mais tolerante, seguido do Citrus taiwanica e
apresentando-se o citrumeleiro ‘Swingle’ como o mais sensivel a clorose férrica. Esta classificagao
esta de um modo geral de acordo com a apresentada por diversos autores (Hamz¢ e Nimah, 1982;
Hamz¢ et al., 1986; Sudahomo et al., 1994; Byrne et al., 1995), baseada em parametros medidos
na parte aérea. Segundo estes autores, a citranjeira ‘Troyer’ e o Citrus taiwanica situam-se no
mesmo grupo, o dos porta-enxertos medianamente tolerantes. Os resultados suplementares obtidos
em outros parametros, nomeadamente a nivel radicular, permitiram distinguir o comportamento
dos dois porta-enxertos salientando-se a maior tolerdncia do ‘Troyer’ relativamente ao C.

taiwanica.
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A utilizagdo de diferentes concentragdes de ferro na solugdo nutritiva permitiu identificar o
nivel critico de Fe de cada um dos porta-enxertos estudados, isto ¢ o valor a partir do qual a
disponibilidade de Fe na rizosfera ¢ suficiente para contrariar os efeitos do ido bicarbonato,
evitando o aparecimento de sintomas de clorose férrica. Esses valores sdo de 10, 15 e 20 uM de Fe
respectivamente para a citranjeira ‘Troyer’, o C. taiwanica e o citrumeleiro ‘Swingle’, o que
fundamenta a ordem de tolerdncia anteriormente proposta. A citranjeira ‘Troyer’, considerada
como o porta-enxerto mais tolerante dos estudados, apresentou maior crescimento da parte aérea,
maior acumulacdo de biomassa, valores de clorofila total mais eclevados, uma eficiéncia
fotoquimica superior e um equilibrio nutritivo menos afectado pela clorose férrica. Pelo contrario,
a susceptibilidade do citrumeleiro ‘Swingle’ esta essencialmente associada a necessidade de mais
Fe na solu¢do nutritiva, para conseguir contrariar os efeitos do ido bicarbonato tal como
constatado.

As diferengas encontradas entre o comportamento do porta-enxerto ‘Troyer’ (ensaio 1) e da
sua combinacdo com a laranjeira ‘Newhall’ (ensaio 2) estdo de acordo com o referido por Socias i

Company et al. (1995) e por Tagliavini et al. (1993).

2.5. CONCLUSOES

A clorose férrica induzida pelo ido bicarbonato estd associada, ndo s6 a deficiéncia de ferro
como também as interacgdes entre diversos nutrientes, quer na parte aérea quer na parte radicular.

Dos porta-enxertos estudados, a citranjeira ‘Troyer’ ¢ o mais tolerante a clorose férrica. No
entanto, apesar de ser um dos mais utilizados na regido Sul do pais, em situagcdes de baixa
disponibilidade de Fe no meio e na presenga de carbonato de calcio, continua a apresentar
sintomas de clorose férrica.

Face as respostas obtidas, a seleccdo de porta-enxertos tolerantes a clorose férrica nao
elimina o estudo das combinagdes entre o porta-enxerto ¢ o garfo uma vez que os aumentos
significativos da actividade da QF-R ao nivel do porta-enxerto, ocorridos na presenca de carbonato
de célcio, estiveram associados a decréscimos significativos da clorofila total e da eficiéncia

fotossintética do garfo o que explica os sintomas de clorose férrica.
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Diagnostico da clorose férrica em citrinos

RESUMO

Com o objectivo geral de avaliar se a analise floral pode ser usada para diagnosticar o estado
nutritivo dos citrinos e para estimar alguns parametros da produ¢do foram seleccionadas 20
arvores de laranjeiras (Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. ‘Valencia late’), enxertadas em citranjeira
‘Troyer’ e instaladas num solo calcario. Em Abril de 1996, durante a plena floragdo, foi efectuada
uma colheita de 30 flores e 30 folhas de cada uma das arvores. Nos restantes meses do ano foram
efectuadas colheitas foliares. Em finais de Marco do ano seguinte (1997) efectuou-se uma
amostragem de frutos nas mesmas arvores, determinando-se o seu peso fresco e calibre, assim
como o total de solidos solveis e a percentagem de acido citrico existente no sumo desses frutos.
A clorofila total foi estimada através do aparelho SPAD-502 em todas as folhas utilizadas para a
andlise foliar. Este procedimento experimental repetiu-se nos dois anos seguintes nas mesmas
arvores. Foi utilizada a anélise em componentes para avaliar a variacdo sazonal da composi¢ao
mineral das folhas e da clorofila e os modelos foram estabelecidos com base no método de
eliminacao por passos. Na validagao dos modelos foi considerada a diferenca entre o coeficiente
de determinagdo do modelo original e o coeficiente de determinagdo determinado para o conjunto
de dados externos de forma a estimar a perca de poder preditivo de cada um dos modelos.

O padrdo de variagdo encontrado na composi¢do mineral das folhas contrasta o aumento dos
macronutrientes (N, P, K, Ca e Mg) enquanto que nas flores ¢ evidenciado o aumento de N, P e K
com o de Ca, Fe e Zn. As relagdes encontradas entre a composi¢cdo mineral das folhas, das flores e
a clorofila permite concluir que ¢ possivel efectuar o diagndstico da clorose férrica através da
composicao mineral das flores de laranjeira na plena floragdo (Abril). Flores com valores médios
de Mg/Zn inferiores a 100 correspondem a arvores que terdo tendéncia a manifestar sintomas de
clorose férrica 90 dias ap6s a plena floracao (Julho). Pelo contrario, flores com uma razao Mg/Zn
nas flores superior a 200 tendem a permanecer verdes em Julho. Valores intermédios,
correspondem provavelmente a arvores com clorose férrica latente, isto é, num estado incipiente
sem sintomas. A concentragdo nutritiva das flores durante a plena floragdo de um determinado ano
permite estimar alguns parametros de qualidade da producdo do ano seguinte, nomeadamente o
peso fresco do fruto e o indice de maturagdo. Enquanto que para a estimativa do peso fresco do
fruto foram considerados os nutrientes, N, Mg, Ca e Zn nas flores para o indice de maturagao
foram incluidos o N, P, Mg e Fe. Determinaram-se valores de referéncia para a concentragdo de
alguns nutrientes nas flores associados com a produgdo de frutos com um calibre comercialmente
favoravel (> 76 mm). Através da analise floral é possivel antecipar a data de colheita foliar
recomendada para citrinos, de Outubro para Abril. O diagnostico precoce ou progndstico da
clorose férrica possibilita uma correccdo atempada, previne o aparecimento dos sintomas nos
meses seguintes e melhora a qualidade da produgao.

Palavras chave: Analise foliar, Analise floral, Citrinos, Clorose férrica, Métodos de diagndstico,
Qualidade da produgao, SPAD.
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ABSTRACT

A field experiment was conducted in a commercial orange orchard (Citrus sinensis (L.)
Osbeck cv. “Valencia late’) grafted on Citrange Troyer and established on a calcareous soil in the
south of Portugal, to investigate if flower analysis could be used to diagnose the nutritional status
of the trees, and predict fruit quality. In April 1996, during full bloom, flowers and leaves were
collected from 20 trees. Leaf samples were again collected in June and August from the same
trees. In March 1997 the fruits were harvested and their quality evaluated. Total chlorophyll was
estimated in all the leaves sampled for foliar analysis, using the SPAD-502 apparatus. This
procedure was repeated every year. Principal Component Analysis was used to evaluate the
variation of chlorophyll and leaf mineral content throughout the season and mathematic models
were established based on stepwise regression procedure. In models validation, the difference
between the correlation coefficient of the original model and the same coefficient obtained in
external data was used in order to estimate the loss of the predictive power of the models.

The variation pattern in leaf mineral composition contrasts the increase in macronutrients (N,
P, K, Ca and Mg), while in flowers the increase in N, P and K is put in contrast to Ca, Fe and Zn.
Based on the relationship between leaf and flower mineral composition and leaf chlorophyll
concentration, it is possible to diagnose iron chlorosis in Citrus (cv. ‘Valencia Late’) by using
flowers mineral concentration at full bloom (April). A Mg/Zn ratio in flowers smaller than 100
indicates that the trees will develop iron chlorosis 90 days after full bloom (July). When the ratio is
greater than 200, the trees remained green in the same date (July). Intermediary values indicate a
latent chlorosis with no apparent symptoms. The mineral concentration of flowers at full bloom
allows estimations of quality parameters in the fruit the following year, namely fruit fresh weight
and maturation index. N, Mg, Ca and Zn registered in flowers were related to fruit fresh weight
estimations and N, P, Mg and Fe were related to fruit maturation index. Reference values were
determined for the mineral composition of flowers corresponding to trees where fruits had a
diameter > 76 mm. An earlier diagnosis can benefit commercial fruit growers since it allows them
to detect potential deficiencies earlier in time and implement treatments to prevent loss of fruit
quality.

Keywords: Floral analysis, Foliar analysis, Citrus, Iron chlorosis, Diagnostic, Fruit quality, Lime-
induced chlorosis, SPAD.
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3.1. INTRODUCAO

A clorose férrica ¢ um problema nutricional muito frequente nos pomares estabelecidos em
solos calcarios (Chen e Barak, 1982). Nestes solos, a deficiéncia de Fe resulta do efeito do idao
bicarbonato na absorcdo, translocagdo e biodisponibilidade deste elemento na parte aérea. Na
folha, o aumento do pH apoplastico conduz a imobilizacao fisiolégica do Fe (Terry e Zayed,
1995), que resulta num decréscimo dos pigmentos fotossintéticos e no aparecimento dos sintomas
caracteristicos de clorose férrica (Terry e Abadia, 1986; Abadia, 1992; Abadia e Abadia, 1993).

A interpretagdo dos resultados obtidos pela andlise foliar constitui o meio mais
correntemente utilizado para avaliar o estado nutricional das arvores de fruto (Moreno et al.,
1998), nomeadamente dos pomares citricolas. No entanto, no caso das arvores de fruto com
clorose férrica, o uso de métodos de diagndstico baseados na andlise foliar, quer do Fe total (Heras
et al., 1990) quer de fracgdes activas do Fe (Abadia et al., 1985; 1989), apresenta diversas
limitagdes.

As folhas deficientes em Fe apresentam muitas vezes concentragdes de Fe superiores as
existentes nas folhas verdes (Venkatraju e Marschner, 1981; Chen e Barak, 1982; Hamzé e Nimah,
1982; Mengel et al., 1984; Abadia et al., 1985; Abadia et al., 1989; Morales et al., 1998). Em
muitos casos, ndo existe qualquer correlagdo entre a concentragdo de Fe nos tecidos vegetais ¢ a
clorofila total, que expressa o grau de incidéncia desta deficiéncia (Hamzé e Nimah, 1982; Mengel
et al., 1984; Abadia, 1992). Este fenomeno foi denominado por Romheld (1997) como o
“paradoxo da clorose férrica”.

Diversos autores (Sanz e Montaiiés, 1995; Sanz et al., 1997, Igartua et al., 2000) propuseram
0 uso da composi¢do quimica das flores como método de diagnostico do estado nutricional de
arvores de fruto como o pessegueiro, a macieira e a pereira. Como fundamento, referem que nestas
arvores de fruto as flores surgem primeiro do que as folhas e antes do aparecimento dos sintomas
de clorose férrica que ocorrem habitualmente no final de Abril ou no principio de Maio.

O diagnéstico nutricional efectuado pela composi¢ao mineral das flores, para além de poder
ser efectuado mais cedo, apresenta ainda a vantagem de basear-se em 6rgdos de curta duracdo e
fotossinteticamente nao activos, que ndo estdo sujeitos aos processos de imobilizagdo do Fe
presentes nas folhas (Sanz et al., 1994).

Em arvores de pessegueiro com deficiéncia de Fe a concentracdo de Fe nas flores (Abril)

correlaciona-se com a clorofila total existente nas folhas cloroticas, permitindo estimar o grau de
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incidéncia e o aparecimento da clorose férrica nas folhas, meses mais tarde, durante o
desenvolvimento do fruto (Sanz et al., 1997). Resultados semelhantes foram observados em
outras arvores de fruto como pereiras (Sanz ef al., 1994), macieiras (Sanz et al., 1998) e nectarinas
(Toselli et al., 2000).

Nas flores de macieira com clorose férrica verificaram-se também relagdes entre outros
nutrientes como o Ca e o Mn e a clorofila total das folhas colhidas 60 e 120 dias apds a plena
floragdo (Sanz et al., 1998). Baseados no padrdo consistente encontrado ao longo de 5 anos,
Igartua et al. (2000) propuseram o uso da razdo K/Zn nas flores como um bom indicador do
aparecimento de clorose férrica em pessegueiros.

O uso da composicao mineral das flores como método de diagnostico pode assim evitar,
através do tratamento antecipado, o aparecimento dos sintomas de clorose férrica e melhorar nao

s6 a quantidade como a qualidade da producdo (Sanz ef al., 1997; Igartua et al., 2000).

3.1.1. Objectivos

Neste capitulo pretendeu-se avaliar a possibilidade da analise floral poder vir a ser utilizada
como método de diagnostico precoce do estado nutritivo e da qualidade da produgdo de laranjeiras
instaladas em solos calcarios.

Para tal, determinou-se a composi¢ao mineral das flores e das folhas e estimou-se a clorofila
através do aparelho SPAD-502, durante 3 anos. Foram estudados os padrdes de variagdo sazonal
destes parametros e identificadas as relagdes mais consistentes entre eles.

Mediram-se diversos parametros de qualidade da produgdo que se relacionaram com a
composi¢ao nutritiva das flores.

Estabeleceram-se modelos entre a composi¢do mineral das flores, a clorofila nas folhas e a
producdo do ano seguinte. Procedeu-se, ainda, a validagdo dos modelos originais com dados
externos.

Por fim, foram estabelecidos valores de referéncia para a composicdo mineral das flores,
com base nos valores obtidos nas arvores que produziram frutos com um calibre comercialmente

mais favoravel.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Caracterizacio do pomar

3.2.1.1. Localizacdo

O ensaio foi realizado num pomar de citrinos estabelecido em solo calcario, situado na
provincia do Algarve, a uma latitude de 37° 03" N e a uma longitude de 8° 23" W, com uma
altitude inferior a 50 m. O pomar esta localizado a cerca de 3 km de Faro, no Sitio do Mar e
Guerra, local pertencente ao Concelho de Faro, constituindo uma parcela de uma propriedade
particular.

Na Figura 3.1 esta representada a parcela do pomar utilizada para o ensaio, composta por
laranjeiras, cv. ‘Valencia late’ com 12 anos de idade em Abril de 1996, data de inicio do ensaio. O

compasso de plantagdo ¢ de 3 por 4 m, o que equivale a 833 arvores por hectare.
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Figura 3.1 — Representagdo esquematica do pomar com identificagdo da parcela de experimentagdo, assinalando
as 20 arvores ( ) de laranjeiras da cultivar ‘Valencia late’. O - arvores de ‘Valencia late’ ndo utilizadas no
ensaio.

3.2.1.2. Caracterizacdo climatica

Segundo Koppen, o clima do Algarve ¢ Mediterraneo, encontrando-se o pomar utilizado no

ensaio numa area que abrange a variagdo Csa que representa um clima mesotérmico em que a
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temperatura média diaria do ar do més mais frio se situa entre —3°C e 18°C, havendo pelo menos
um meés em que a temperatura média diaria do ar € superior a 10°C. A estagdo seca coincide com o
Verdo (insolacdo elevada), sendo a temperatura do ar do més mais quente do ano superior a 22°C.
Num estudo do Instituto Nacional de Meteorologia e Geofisica, Rocha Faria et al. (1981) associam
o Litoral Sul do Algarve a um clima semi-arido com base no intervalo de precipitagao
frequentemente obtidos (entre 250 ¢ os 500 mm).

Num estudo do Instituto Nacional de Meteorologia e Geofisica, Rocha Faria et al. (1981)
associam o Litoral Sul do Algarve a um clima semi-arido com base no intervalo de precipitagao
frequentemente obtido (entre 250 e 500 mm).

Com o objectivo de caracterizar o periodo em que decorreu o ensaio reuniu-se informacao
referente as temperaturas minima, maxima e média do ar e a precipitacdo registadas na estacao
meteoroldgica da Direccdo Regional de Agricultura do Algarve, que esta localizada no Patacao, a
cerca de 1 km a Sul do pomar (Figura 3.2). A temperatura média do ar resultou da média
aritmética entre as temperaturas minima e maxima registadas num termohigrégrafo colocado em
abrigo de madeira a cerca de 1,5 m do solo. A precipitagdo foi medida a partir de um udometro

situado no mesmo local, também a mesma altura.
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Figura 3.2 — Variagdo das temperaturas (T, °C) minima, maxima e média mensal do ar e da precipitagdo (P, mm)
mensal de Janeiro de 1996 a Margo de 1999.
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Contrariamente a precipitagdo, o padrao sazonal e anual das temperaturas média, minima e
maxima diarias do ar foi muito semelhante ao longo dos trés anos de ensaio (Figura 3.2). No ano
de 1996 o valor total de precipitagdo foi de 1030 mm, enquanto que nos anos de 1997 e 1998
apenas se registaram 594 e 298 mm, respectivamente. Em 1997, verificaram-se valores de
precipitagdo anual 50% inferiores aos registados em 1996. Por sua vez, de 1997 para 1998 foi
observado o mesmo decréscimo. Tanto em 1996 como em 1998, 60 % da precipitacdo anual
ocorreu no primeiro semestre do ano e sucedeu o contrario em 1997. Comparando com o valor
médio da precipitagdo anual, calculado para o periodo de 1964 a 1980 (I.N.M.G., 1991), 1996 ¢
um ano que se afasta do padrio pois apresenta o dobro da média (514 mm), tendo sido

especialmente chuvosos os meses de Janeiro, Margo e Dezembro.

3.2.1.3. Caracterizacao fisica e quimica do solo

De acordo com a classificagdo de solos do Servi¢o de Reconhecimento ¢ Ordenamento
Agrérios (S.R.0.A.) o solo da parcela utilizada para os ensaios pertence a familia dos aluviossolos
antigos calcarios de textura pesada (Atac), a que corresponde um Fluvissolo calcario nas
categorias taxonomicas da FAO (FAO-Unesco, 1985).

De um modo geral, estes solos resultam de um processo de sedimentagao fluvial, e por
apresentarem o lencol fredtico muito proximo da superficie apresentam propensdo ao alagamento.
Apresentam teores em carbonato de calcio que podem oscilar entre 2 — 70% ao longo do perfil,
podendo surgir horizontes ao nivel do subsolo, enriquecidos em calcério (Kopp et al., 1989). Estes
solos apresentam baixa capacidade de troca catidonica (CTC), uma saturacdo em bases sempre
elevada e uma reaccdo ligeira alcalina. Nestes solos retinem-se diversas caracteristicas (como
sejam, a reaccdo, a presenca de carbonato de célcio e as condi¢des de asfixia radicular) que podem
ndo s6 induzir como agravar a clorose férrica, salientando a importancia da selec¢cdo de um porta-
enxerto tolerante, quando da instalagdo de pomares nestas unidades pedoldgicas.

No inicio do ensaio foi efectuada uma amostragem aleatoria na camada superficial (0-30
cm) da parcela seleccionada da qual resultou uma amostra composta, uma mistura de vérias
porcdes de solo retiradas de diferentes pontos e entre as linhas das arvores da parcela seleccionada
do pomar, com o objectivo de especificar a caracterizagdo fisica e quimica do solo do pomar em

estudo.
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Os resultados obtidos nas analises quimicas e fisicas realizadas ao solo, de acordo com os
métodos descritos por A.O.A.C. (1990), estao apresentados na Tabela 3.1. O fosforo foi extraido
com bicarbonato de sodio (Olsen), o potassio com acetato de amonio e foi utilizado o diagrama de
Pereira Gomes e Antunes da Silva (1962) in Costa (1995) para se proceder a classificagdo da

textura do solo.

Tabela 3.1 — Analise quimica e fisica da amostra de solo composta
obtida a 30 cm de profundidade, na parcela experimental.

Parametros Valores
K (mgkg™) 398
P(mgkg") 166
Matéria organica (%) 2,1
Calcario total (%) 17
Calcério activo (%) 9

pH (H0) 7,7
Condutividade eléctrica (mS cm™) 0,17
Areia (%) 60
Limo (%) 11
Argila (%) 29
Textura Franco-argilo-arenosa

De um modo geral, os valores obtidos enquadram-se nas caracteristicas apresentadas por
Kopp et al. (1989) para os solos da familia Atac. No entanto, os valores de fésforo e potéssio estao
muito acima dos teores esperados, provavelmente por este solo ser cultivado, e portanto
fertilizado, h& vérios anos. Nas caracteristicas fisicas salientam-se os elevados teores em argila,

factor que pode afectar tanto a porosidade como a permeabilidade do solo.

3.2.1.4. Sistema de rega

A rega do pomar, a cargo do agricultor, foi efectuada através de um sistema de micro-
aspersdo, com 2 micro-aspersores, colocados junto ao tronco de cada arvore. Cada aspersor tem

uma dispersao de 180° e debita, segundo o fabricante, 10 L de dgua por hora.
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3.2.2. Delineamento experimental

Numa parcela do pomar (Figura 3.1) seleccionaram-se aleatoriamente 20 arvores de
laranjeira (Citrus sinensis (L.) Osbeck), cultivar ‘Valencia late’, enxertadas em citranjeira ‘Troyer’
(Citrus sinensis (L.) Osbeck x Poncirus trifoliata (L.) Raf.).

Em cada uma das arvores seleccionadas realizaram-se colheitas mensais de folhas e estimou-
se a clorofila total dessas folhas, através da utiliza¢do do aparelho de SPAD-502, durante trés anos
consecutivos (de Abril de 1996 a Marco de 1998). Efectuou-se ainda uma colheita de flores
durante a plena floragdo (mais de 75% de flores abertas) que foi coincidente com o més de Abril
nos trés anos considerados. No final de Marco de cada um dos anos seguintes a primeira colheita
de flores (1997, 1998 e 1999) efectuou-se uma amostragem aleatoria de frutos de cada uma das
arvores. Independentemente do tipo de amostragem (folhas, flores ou frutos) as colheitas

abrangeram sempre os quatro quadrantes da copa.

3.2.3. Parametros estudados

Neste ponto descreve-se a metodologia utilizada para cada um dos parametros estudados,

clorofila total, composi¢ao mineral das folhas e flores, e qualidade da producao.

3.2.3.1. Andlise da composicdo mineral das folhas e flores

Em toda a exposicdo da copa de cada uma das arvores seleccionadas, colheram-se
mensalmente 30 folhas sds e recentemente expandidas (2* e 3* folha). Em Abril de cada ano,
colheram-se também 30 flores completas (incluindo as sépalas). As folhas foram colhidas dos
ramos nao frutiferos enquanto que as flores foram colhidas independentemente do tipo de ramo.
As amostras (foliares ou florais) colhidas por arvore foram analisadas separadamente de forma a
constituirem uma repeti¢do por tratamento.

A lavagem das folhas foi efectuada com detergente nao idnico (Teepol), acido diluido (HCI -
0,01 mM), e seguidamente com 3 passagens por agua desionizada e no final da lavagem retirou-se
a nervura principal de cada folha. As flores foram lavadas apenas com 4gua destilada. De seguida,

procedeu-se a secagem das amostras foliares e florais em estufa a 60° C, durante 48 horas.
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Posteriormente, as amostras foram finamente moidas através de um moinho do tipo almofariz de
agata (RM 0, Retsch, Alemanha).

A composicdo mineral, de qualquer uma das amostras analisadas, foi determinada através
dos métodos normalizados descritos pela ‘“Association of Official Analytical Chemists”
(A.0.A.C., 1990). O azoto foi determinado pelo método de Kjeldhal, utilizando como catalisador
uma mistura de sulfato de cobre, sulfato de sodio e selénio. Apos incineragao a 450°C as amostras
permaneceram em solucgdo, por digestdo acida (HCl IN), num volume final de 25 ml para a
determinagdo dos restantes nutrientes, conforme indicado por Abadia et al. (1985) e por Belkhodja
et al. (1998). O fosforo foi determinado através da analise do complexo molibdovanadato fosforico
a 420 nm, no espectrofotometro de UV-Visivel (Shimadzu, Kyoto, Japao). O potéassio foi
determinado por fotometria de chama (Corning Ltd., Halstead, Inglaterra) e os restantes nutrientes

(Mg, Ca, Fe, Mn, Cu e Zn) por espectrofotometria de absor¢ao atdmica (Shimadzu, Kyoto, Japao).

3.2.3.2. Quantificacido da clorofila total (SPAD)

A clorofila total foi estimada pelo aparelho SPAD-502 (Minolta Co., Osaka, Japao), que
pode ser utilizado como um método nao destrutivo de estimar a concentracdo clorofilina uma vez
que os valores de SPAD sao proporcionais a quantidade relativa de clorofila total existente nas
folhas.

De forma a converter os valores de SPAD na correspondente concentragdo de clorofila total
efectuou-se, previamente, uma curva de calibragdo. Antes de iniciar o ensaio colheram-se folhas,
com diferentes graus de clorose, das arvores seleccionadas, de imediato transportadas numa arca
térmica para o laboratorio, onde se efectuaram medi¢des de SPAD em diversos discos foliares
(didmetro = 1 cm; area = 0,7854 cm®). De seguida, procedeu-se a extrac¢do dos pigmentos com
acetona a 100% na presenga de ascorbato de sédio, de forma a evitar a rapida degradagdo da
clorofila a. A absorvancia das amostras foi determinada por leitura colorimétrica num
espectrofotometro UV-Visivel (Shimadzu, Kyoto, Japdo) a dois comprimentos de onda (661,6 nm
e 644,8 nm). Todo o procedimento de extraccdo e leitura foi efectuado conforme descrito por
Abadia e Abadia (1993). A conversdo dos valores de absorvancia (A), obtidos no comprimento de
onda indicado, para concentracio de clorofila (mg L) foi realizada com base nas equacdes

propostas por Lichtenthaler (1987):
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Clorofila a = 11,24 * A661,6_ 2,04 * A664,8

Clorofila b = 20,13 * A644’g— 4,19 * A661,6

Clorofila total = Clorofila a + Clorofila b

Todos os valores de SPAD medidos ao longo do ensaio foram convertidos em pmol de
clorofila total por unidade de 4rea (m?) através da utilizacdo da curva de calibragdo apresentada na
Figura 3.3, para as arvores de laranjeira utilizadas. Segundo diversos autores (Abadia et al., 1991;

Miller et al., 1994) este parametro ¢ adequado para medir o grau de clorose.
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Figura 3.3 — Relagdo entre a clorofila total (umol m™) e os valores de SPAD medidos
em arvores de laranjeira, cv. ‘Valencia late’.

As medicoes de SPAD foram efectuadas em cada uma das folhas amostradas mensalmente,
para andlise foliar. Para cada uma das datas de amostragem foram considerados no minimo um

total de 30 valores por arvore.

3.2.3.3. Parametros de qualidade dos frutos

No final de Marco de 1997, 1998 e 1999 realizou-se uma amostragem de frutos de, pelo

menos, 60 frutos por cada uma das arvores seleccionadas. Os frutos foram rapidamente
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transportados numa arca frigorifica para o laboratério e mantidos no frigorifico (4°C) até se
completarem todas as analises.

Em cada fruto determinou-se o seu peso fresco (g) e o calibre (mm). No sumo de cada fruto,
determinou-se o total de sélidos soltiveis, expresso em ° Brix, através do indice de refraccdo do
sumo medido pela utilizagdo de um refractometro de bancada (Atago Co. Ltd., Toquio, Japao) ¢ a
acidez através da titulacdo de 10 ml de sumo com NaOH 0,1 M, na presenca do indicador
fenolftaleina (pKi = 8,1). A acidez do sumo foi convertida em percentagem de acido citrico anidro
(m/v de sumo). Estas andlises foram realizadas de acordo com os métodos descritos por A.O.A.C.
(A.0.A.C., 1990). O indice de maturagdo dos frutos foi avaliado pela razdo entre o total de sélidos
solveis e a concentragdo de 4cido citrico (%) conforme proposto por Spiegel-Roy e Goldschmidt

(1996).

3.2.4. Procedimento estatistico

O ensaio realizado teve um desenho experimental totalmente casualizado. Os valores obtidos
por arvore para cada um dos parametros foram considerados como uma repeti¢do independente. O
numero de arvores variou entre 20 e 18, porque no decorrer do ensaio foram cortadas duas arvores
pelo agricultor.

A comparagdo das médias obtidas para determinado parametro medido foi efectuada através
da andlise de varidncia (ANOVA) e do teste de comparacdo multiplo de médias de Duncan
(DMRT) para um intervalo de confianca de 95%.

A consisténcia interanual na variabilidade da composi¢ao mineral e da clorofila das folhas ao
longo dos anos foi testada através do coeficiente de concordancia de Kendall (W) (Siegel e
Castellan, 1988).

A identificacdo dos principais padroes de variagdo sazonal e o estudo da variagdo do
conjunto de resultados obtidos em cada um dos parametros medidos foi efectuado através da
andlise em componentes principais. A andlise em componentes principais ¢ um método
multivariado que permite transformar um conjunto de variaveis iniciais correlacionadas entre si,
num outro conjunto de varidveis ortogonais e portanto, ndo correlacionadas, denominadas por
componentes principais, que resultam de combinagdes lineares do conjunto inicial. Cada
componente ou eixo representa uma propor¢ao da variagdo existente na matriz inicial de resultados

(Legendre e Legendre, 1998). Foram considerados como relevantes os eixos com valor-proprio
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superior a 1, de acordo com o critério de Kaiser (Legendre e Legendre, 1998). Este procedimento
estatistico ¢ muito aplicado na area da nutricdo vegetal devido as correlagdes frequentemente
encontradas entre os nutrientes vegetais (Carranca et al., 1993; Igartua et al., 2000).

Ap0s a extraccdo das componentes principais € possivel calcular novos valores (“scores”)
para cada uma das observagdes (arvores) ou casos (médias, meses). Estes valores transformados,
resultam da substituicdo dos valores originais de cada varidvel no vector calculado para cada uma
das componentes principais. Através dos “scores” € possivel especificar quais as observagdes ou
casos que tém mais influéncia na formacdo das componentes principais € como ¢ que essas
observagdes ou casos se apresentam distribuidos ao longo de cada componente extraida (Legendre
e Legendre, 1998).

Foram testadas diferentes regressdes multiplas da forma: Y = by + b1 X; + baXs +...4+ by Xy
(Glantz e Slinker, 1990; Ott, 1997) frequentemente utilizadas para estimar producdes em funcdo
do estado nutricional das arvores de fruto (Carranca et al., 1993; Correia et al., 2000). Para o
estabelecimento dos modelos, os resultados dos trés anos de ensaio foram considerados como
observagdes independentes de modo a dispor de um conjunto de dados mais representativos do
estado nutricional das arvores. A inclusao das variaveis (X;...X,) foi efectuada através do método
de eliminacdo de variaveis por passos (“stepwise backward”) de forma a obter modelos

optimizados que concretizem os seguintes objectivos:

i) prever o aparecimento dos sintomas de clorose férrica nos meses seguintes a plena

floracdo (Abril) através da composicao mineral das flores.

ii) estimar diversos parametros de qualidade da produ¢do com base na composi¢do mineral

das flores do ano anterior.

De modo a avaliar a capacidade de previsdao dos modelos seleccionados, foi efectuada uma
validagdo para um novo conjunto de dados, baseada na comparagao entre os valores observados e
os estimados pelo modelo seleccionado.

Para a validacdo do modelo referente a clorofila total utilizaram-se 16 arvores de laranjeira
cv. ‘Valencia late’ instaladas no mesmo pomar do ensaio. No ano de 1999, efectuou-se uma nova
colheita de flores em Abril e mediu-se o SPAD 90 dias apds a plena floracdo em 30 folhas das
mesmas arvores. A clorofila total apresentou uma média de 517 + 26 pmol m™, correspondente a

um intervalo entre 414 e 734 pmol de clorofila por m*.
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Em relagdo ao modelo que permite estimar os parametros de qualidade da produ¢do através
da composi¢cdo mineral das flores do ano anterior, utilizaram-se os resultados provenientes de
outro pomar instalado num Cambissolo célcico segundo a classificagdo da FAO (FAO-Unesco,
1985) e localizado em Almancil, a cerca de 5 Km a Oeste do pomar onde decorreu o ensaio. Em
Abril de 1997, procedeu-se a colheita de flores em 10 arvores de laranjeira, ‘Valencia late’. Em
Margo do ano seguinte, recolheram-se, pelo menos, 40 frutos de cada uma das 10 arvores.
Determinou-se o peso fresco e o calibre dos frutos e registou-se o total de so6lidos soltuveis e
percentagem de acido citrico existente no sumo desses frutos. O peso fresco dos frutos observados
esteve entre 151 e 203 g, a que correspondeu um valor médio de 166 + 5. O indice de maturagdo
observado apresentou uma média de 7,8 + 0,3, sendo o valor midximo e minimo de
respectivamente de 6,8 ¢ 9,0.

Na validagio de cada um dos modelos foi calculado o coeficiente de determinacio (R?) que
se obtém no conjunto de dados novos, externos ao modelo original. O R foi calculado através da
equacao:

R* = [X(9 — ymed)’] / [X(y-ymed)’],

onde oy ¢ o valor de cada observacdo, ymed ¢ o valor médio das observagdes ¥ € o valor estimado
pelo modelo original.

A diferenca entre o coeficiente de determinagio do modelo original e o R? do novo conjunto
de dados traduz a perca de poder preditivo, quando se utiliza o modelo em dados diferentes
daqueles para os quais foi construido (Glantz e Slinker, 1990).

Por fim, foram determinados os valores referéncia, ou niveis adequados, relativos a
concentragdo nutritiva nas flores com base nos valores médios obtidos para as arvores que
produziram frutos com um calibre superior a 76 mm.

A andlise estatistica dos dados obtidos foi efectuada no programa de estatistica

STATISTICA - Versao 5 (Statsoft, 1995).
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Composicao mineral das folhas

Na Figura 3.4 estd apresentada a variagdo mensal da concentracao nutritiva de folhas de
laranjeira, cv. ‘Valencia late’, entre Abril de 1996 e Marco de 1999.

Entre Maio e Agosto, nos anos de 1997 e 1998, a concentracdo foliar de N permaneceu
constante entre 19,9 ¢ 22,4 g kg™ de peso seco (ps), tendéncia que se manteve nos restantes meses
do ano de 1997. Por outro lado, a partir de Agosto de 1998 os valores aumentaram até Novembro,
més em que se registaram os valores mais altos. Desde Novembro de 1998 até Marco de 1999 os
valores decresceram. Esta variacdo foi idéntica nos anos de 1996/97 ¢ de 1997/98.
Independentemente do ano, a concentracdo foliar de N foi sempre mais baixa nos meses de Abril
ou de Maio e variou entre um minimo de 19,9 g de N kg™ de peso seco (ps) e um méaximo 30,9 g
kg'1 ps. A variagdo anual deste elemento foi diferente nos trés anos (W=0,23; x2=7,4; gl=11;
p=0,763).

De um modo geral, a concentragdo média mensal de P aumentou sucessivamente de Maio
até Novembro. A partir de Novembro os valores decresceram até Maio do ano seguinte, més em
que se encontraram os valores minimos de P nas folhas. A concentragdo foliar de P apresentou
valores médios entre 1,1 ¢ 2,5 g kg™ ps, considerando os trés anos estudados. O P ndo apresentou
um padréo de variacio anual semelhante nos trés anos (W=0,53; y*=17.4; gl=11; p=0,096).

Tal como observado para o P, o padrao mais evidente na variagdo do K nas folhas de
‘Valencia late’ foi o decréscimo observado nos dois meses posteriores a floracdo (Maio e Junho),
que se manteve nos trés anos de ensaio. No ano de 1997/98 a concentragdo média de K decresceu
ao longo do periodo de tempo considerado. Nos outros anos, os valores aumentaram a partir de
Junho e permaneceram constantes durante os meses de Verdo (Julho, Agosto e Setembro). Nos
meses seguintes a concentracdo média de K decresceu até Marco. No periodo de tempo
considerado, a concentragdo de K nas folhas esteve compreendida entre um minimo de 4 ¢ um
méximo de 12 g kg™' ps e apresentou uma variagdo nio concordante entre anos (W=0,46; x*=15,3;
gl=11; p=0,171).

Nos trés anos amostrados e tal como para o Ca (W=0,37, x2=12,3; gl=11; p=0,34), nao foi

possivel identificar um padrdo de variagdo sazonal para o Mg (W=0,29; x*=9,6; gl=11; p=0,563).
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Em comum, as concentragdes destes nutrientes apresentaram um decréscimo entre Marg¢o ¢ Maio,

facto que variou com o ano. Considerando os 3 anos, a concentragao foliar de Mg oscilou entre 1,6

e 3,2 gkg" ps enquanto que a de Ca variou entre 21 ¢ 62 g kg™ ps.
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Figura 3.4 — Variacdo anual da concentra¢cdo média mensal dos nutrientes em folhas de laranjeira da cv.
‘Valencia late’ registada durante trés anos consecutivos. Cada valor corresponde a média mensal de pelo
menos 18 arvores. Circulos brancos, cinzentos e pretos representam respectivamente, os valores obtidos
no periodo de Abril de 1996 a Margo de 1997, de Abril de 1997 a Marco de 1998 e de Abril de 1998 a
Margo de 1999.

A concentragdo foliar de Fe para os trés anos considerados variou entre 51 e 203 mg kg™ ps.

Por outro lado, a variacdo anual da concentracao foliar de Fe ndo foi concordante entre os anos

considerados (W=0,31; x2=10,1; gl=11; p=0,518). Em 1996 e 1998, os valores mais altos foram

observados nos meses de Outono - Inverno enquanto que em 1997 foram registados nos meses de

Verao (Julho, Agosto e Setembro). Considerando cada um dos anos, verificou-se que os valores de
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Fe mais baixos foram observados sempre no més de Abril ou de Maio, tal como observado para o
Zn e o0 Mn. O Mn ndo apresentou um padrao de variacdo evidente durante o periodo em que
decorreu o ensaio (W=0,43; y*=14,3; gl=11; p=0,22). No periodo entre Abril de 1996 ¢ Marco de
1999 os valores de Mn estiveram compreendidos entre 6 e 20 mg kg™ ps.

Contrariamente aos restantes nutrientes, o Zn apresentou um padrdo de variacdo anual
concordante nos trés anos considerados (W=0,59; X2=l9,4; gl=11; p=0,05) e os valores estiveram
entre 10 ¢ 24 mg kg™’ ps

A concentragdao foliar de Cu ndo apresentou uma variagao anual concordante (W=0,54;
v’=17,8; gl=11; p=0,086). Os valores correspondentes aos meses entre Outubro ¢ Marco foram
superiores aos registados nas outras datas de amostragem. Nos restantes meses os valores de Cu
nas folhas permaneceram pouco alterados. A concentragdo de Cu nas folhas apresentou variagdes
entre 11 ¢ 130 mg kg™ ps.

As elevadas variagdes relativas ao Cu sao motivadas pelos tratamentos efectuados com
fungicidas com sulfato de cobre, ndo sendo este nutriente considerado na restante analise

estatistica dos resultados.

3.3.2. Variac¢ao sazonal da concentracio nutritiva das folhas

Com o objectivo de identificar um padrao de varia¢do nutritiva comum aos 3 anos de ensaio
aplicou-se a andlise em componentes principais ao conjunto de dados obtidos da analise foliar
efectuada mensalmente.

Verificou-se que cerca de 58% da variacdo global estd condensada nas duas primeiras
componentes, explicando o primeiro eixo 35% e o segundo eixo 23% desta variacdo. Da andlise
em componentes principais (Figura 3.5), salienta-se que o primeiro eixo (CP1) reflecte um
gradiente nutricional que contrasta o aumento de N, P, K, Ca e Mg, com o aumento de Fe, tendo o
Zn e o Mn um peso negligenciavel na formagao do eixo. Neste gradiente, Abril de 1998 aparece
no extremo com maiores concentracdes de Fe e os meses de Julho, Agosto, Outubro e Novembro
de 1996 aparecem no extremo oposto.

O segundo eixo (CP2) reflecte um gradiente nutricional que corresponde basicamente a um

aumento coordenado da concentracdo de K, Zn, Mn, Fe e Ca nas folhas. O K, embora com um
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peso relativamente baixo na formagdo do eixo, ¢ o Uinico nutriente cujo comportamento contrasta

com o gradiente dominante.
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Figura 3.5 — Diagrama da andlise de componentes principais referente a concentracao foliar de
diversos nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Zn e Mn) durante 3 anos. Os vectores representam os
pesos factoriais (“loadings”) das variaveis (nutrientes) nas duas componentes e os circulos
representam os valores das componentes (“scores”) para cada caso (meses). CP1 — primeiro
eixo; CP2 — segundo eixo.

Analisando cada um dos anos separadamente, verificou-se que Fevereiro, Maio e Junho sao
os meses que se tendem a localizar no extremo do gradiente definido pelo CP1 que corresponde as
maiores concentragdes foliares de Fe, e menores concentragdes dos restantes nutrientes (N, P, K,
Ca e Mg) (Figura 3.5).

No gradiente definido por CP2, os meses de Novembro, Dezembro e Fevereiro tendem a
localizar-se no extremo do gradiente definido por menor concentragao foliar de Fe, Ca, Mn e Zn.
Pelo contrario, os meses imediatamente ap6s a plena floragdo (Abril a Julho) tendem a concentrar-
se no extremo oposto deste gradiente (Figura 3.5).

Na Figura 3.6, destaca-se o comportamento singular do ano de 1996 relativamente aos
outros dois anos, onde as variagdes ao longo do ano segundo o CP1 sdo mais acentuadas (W=0,31;
x*=10; gl=11; p=0,52). O gradiente de variagdo nutricional expresso no segundo eixo apresentou
uma tendéncia similar nos trés anos, salientando-se o decréscimo verificado a seguir a Abril ou

Maio (W=0,57; x*=19; gl=11; p=0,05).
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Figura 3.6 — “Scores” calculados segundo os vectores dos dois primeiros eixos referentes ao gradiente da
concentragdo foliar de N, P, K, Ca, Mg, Fe, Zn e Mn). Cada ponto representa o valor médio mensal. CP1 —
primeiro eixo; CP2 — segundo eixo.

A variacdo do Fe e do Ca estd distribuida segundo os dois eixos principais salientando a
influéncia destes dois elementos nutritivos no padrao de variagdo anual encontrado pela anélise em
componentes principais. No entanto, no CPl estes elementos tém comportamentos opostos

enquanto que no CP2 tém comportamentos concordantes.

3.3.3. Composi¢cao mineral das flores

Na Tabela 3.3 estd apresentada a composigdo mineral de flores de laranjeira colhidas
durante a plena floracdo (Abril) durante trés anos consecutivos (1996, 1997 e 1998).

Considerando os anos amostrados, a concentra¢io (expressa em g de nutriente por kg de
ps) média, de N variou entre 20,5 ¢ 29,7, a de K entre 14,8 e 24,0, a de P entre 2,5 ¢ 2,8, a de Ca
entre 3,0 ¢ 7,2 ¢ a de Mg entre 1,7 e 2,3. Relativamente aos micronutrientes (mg de nutriente por
kg ps), os valores médios minimos e maximos registados no conjunto dos trés anos foram
respectivamente, de 22,0 e 62,0 para o Fe, de 6,6 ¢ 49,3 para o Cu, de 11,3 ¢ 20,2 para o Zn ¢ de
11,4 e 12,8 para o Mn. As razdes obtidas entre a concentragdo nutritiva de alguns nutrientes nas
flores de laranjeira colhidas em 1996 sdo muito superiores as obtidas nos outros dois anos

realcando um equilibrio nutritivo diferente no primeiro ano de ensaio.
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Tabela 3.3 — Média ¢ desvio padrdo da concentragdo de diversos nutrientes e de
algumas razdes nutritivas obtidas em flores de laranjeira colhidas durante a plena
floragdo (Abril) durante trés anos consecutivos (1996 a 1998).

1996 (n=20) 1997 (n=20) 1998 (n=18)
desvio desvio desvio
média padrao média padrao média padrao
g kg™ peso seco
N 29,7 24 21,6 2,7 20,5 2,1
P 2,8 03 25 04 2,6 0,8
K 24,0 2,1 18,5 2,1 14,8 4,2
Mg 2,2 0,3 2,3 02 1,7 0,2
Ca 3,0 0,9 72 1,1 49 1,7
mg kg peso seco
Fe 21,6 34 61,8 9,2 41,5 7,6
Cu 6,6 1,0 19,8 4,1 49,3 12,9
Zn 11,3 1,1 20,2 2,7 18,7 6,4
Mn 12,3 1,5 12,8 1,6 11,4 2,0
razoes nutritivas
P/Fe 134,2 35,8 40,2 10,5 65,1 14,3
K/Ca 87 2,7 2,6 04 33 1,1
K/Zn 2131,8 251,5 931,2 166,5 834,8 180,5
K/Mg 1149,1 2328 304,8 68,9 370,5 91,1
K/P 11,3 1,3 8,1 0,5 8,8 1,0
Mg/Zn 191,8 31,8 115,6 18,9 95,3 18,0
Fe/Mn 8,8 13 7,7 1,5 5,7 09

3.3.4. Variacao da concentracio nutritiva das flores

A variagdo da composi¢do mineral das flores estd condensada nos dois primeiros eixos
extraidos pela andlise em componentes principais. No primeiro e segundo eixos estao
respectivamente representados 44% e 23% da variacdo global. O CP1 evidencia o gradiente
nutricional que contrasta o aumento de N, P e K com o aumento de Ca, Fe, Cu e Zn (Figura 3.7),
embora o P tenha uma contribuicao relativamente baixa. A concentragdo de Mg ¢ Mn tem uma
contribuicdo muito baixa na formacao deste eixo. O CP2 reflecte o gradiente nutricional associado

ao aumento coordenado do Mg, Ca e Mn.
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Figura 3.7 — Diagrama da analise de componentes principais referente a concentragao floral
(f) dos nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn e Mn) durante 3 anos. Os vectores
representam os pesos factoriais (“loadings”) das variaveis (nutrientes) nas duas componentes
principais. CP1 — primeiro eixo; CP2 — segundo eixo.

Os “scores” de cada uma das arvores (1 a 20) segundo o CP1 e o CP2 estdo representados na

Figura 3.8.
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Figura 3.8 — “Scores” resultantes da analise em componentes principais referente a concentracao floral (f)
dos nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn e Mn) no més de Abril (plena floragdo) durante 3 anos (1996 a
1998). Cada barra representa o valor obtido em cada uma das arvores. CP1 — primeiro eixo; CP2 — segundo
eixo.

No gradiente expresso pelo CP1, os valores obtidos para todas as arvores no ano de 1996 sdo
contrarios aos calculados para os anos de 1997 e de 1998. Consequentemente, ¢ no ano de 1996
que as arvores apresentaram as concentragdoes mais altas de N, P ¢ K e as mais baixas de Ca, Fe,
Cu e Mn nas flores. Em relagdo ao CP2, parece haver um contraste marcado entre os anos de 1997

e 1998, tendo os valores de 1996 pouca influéncia na formagdo deste eixo. O ano de 1997
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corresponde a concentragdes mais elevadas de Mg, Ca e Mn, enquanto que em 1998 se verificaram
concentragdes mais baixas deste nutrientes e mais elevadas de Cu. Em resumo, os gradientes
definidos pelos dois primeiros eixos da andlise em componentes principais sugerem que 0s

principais contrastes podem ser mais definidos por diferengas na concentragdo de nutrientes em

diferentes anos, do que por diferengas sistematicas entre grupos de arvores.

3.3.5. Comparacio entre a composicao mineral das folhas e das flores

Na Figura 3.9 estdo apresentadas as concentragdes nutritivas nas flores e nas folhas colhidas

em Abril de cada um dos anos considerados.
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Figura 3.9 — Concentragdes nutritivas obtidas em flores (barras brancas) e folhas (barras cinzentas) de
laranjeira colhidas em Abril de 1996, 1997 ¢ 1998. Para cada média esta representado o respectivo erro padréo.
Comparando folhas com flores, médias com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes a 95%.

Da comparagdo entre as concentracdes médias dos nutrientes nas flores e nas folhas de

laranjeira ‘Valencia late’ verificadas no més de Abril dos trés anos de ensaio ¢ evidente que, por
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um lado, os valores de K e de P nas flores sdo sempre superiores aos das folhas e que pelo
contrario, a concentragdo de Ca e de Fe nas flores ¢ sempre inferior a registada nas folhas. Assim,
enquanto que a concentragdo média de K oscilou entre 19 ¢ 24 g kg™ ps nas flores, nas folhas os
valores em Abril variaram entre 4 ¢ 12 g kg ps. Em relagdo ao P, a concentragdo variou entre 2,5
e 2,8 g kg ps nas flores e de 1,0 ¢ 2,5 g kg™' ps nas folhas. A concentragdo de Ca situou-se entre 3
e 7 g kg ps nas flores e entre 25 e 62 g kg™ ps nas folhas. O Fe nas flores apresentou valores
compreendidos entre 22 ¢ 62 mg kg™ ps, valores muito inferiores aos registados nas folhas (51 e
203 mg kg™ ps) e com um intervalo de variagio menor.

A concentragdo de N e de Mg nas flores foi muito idéntica a das folhas, com excepgdo de
1996 para o N e de 1997 para o Mg. Quanto aos restantes micronutrientes (Cu, Zn ¢ Mn), os
valores registados nas folhas e nas flores apresentaram uma ordem de grandeza muito semelhante.
Por outro lado, ndo se reconhece qualquer tipo de padrao de variagdo semelhante destes nutrientes
nos trés anos de amostragem.

Devido ao elevado intervalo de variagdo dos valores de Cu nas flores, motivado pelas
frequentes pulverizagdes com fungicidas cupricos, este nutriente nao foi incluido em qualquer um

dos modelos posteriormente testados.

3.3.6. Variacao sazonal da clorofila total

Na Figura 3.10 esté representada a variacdo mensal da clorofila total nas folhas de laranjeira
‘Valencia late’ entre Abril de 1996 e Marco de 1999. De um modo geral, os valores de clorofila
total foram inferiores aos registados para a mesma cultivar, quando instalada em solos nao
calcarios, onde pode atingir valores da ordem das 800 pmol m?. Verificaram-se sintomas de
clorose férrica sempre que os valores decresceram abaixo das 400 pmol m™.

Da anélise do grafico salienta-se que o padrao de variagdo anual da clorofila total nas folhas
de laranjeira ¢ muito semelhante nos anos de 1996/97 e de 1997/98 enquanto que no ano seguinte a
partir de Agosto de 1998 as tendéncias sdo contrarias (W=0,22; x2=5,2; gl=2; p=0,8). Nos dois
primeiros anos verificou-se que a clorofila total aumentou desde Abril até Agosto, més a partir do
qual os valores decresceram novamente até Dezembro. Em Agosto e Setembro de 1998

registaram-se os valores mais baixos de clorofila total que aumentaram nos meses seguintes
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enquanto que, pelo contrario, em Agosto de 1996 e de 1997 obtiveram-se os valores altos que

decresceram nos meses seguintes.
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Figura 3.10 — Variacdo anual (Abril de 1996 a Margo de 1999) da clorofila total
média de folhas de ‘Valencia late’. Cada ponto representa a média mensal e o
respectivo erro padrio de pelo menos 18 arvores .

O valor mais baixo de clorofila total foi registado em Abril de cada um dos trés anos
enquanto que o valor mais alto foi observado em Setembro dos dois primeiros anos (1996 e 1997)
¢ em Dezembro de 1998. Considerando os trés anos, os valores médios mensais de clorofila total

oscilaram entre 333 e 552 pmol m™.

3.3.7. Relacao entre a clorofila total e a composicio mineral das folhas e flores

Aplicou-se o método da analise em componentes principais aos valores referentes a clorofila
total e & composicao mineral das folhas e das flores no més de Abril considerando o conjunto dos
trés anos de ensaio. Verificou-se que os dois primeiros eixos factoriais representam cerca de 53%
da variacao total dos dados.

Na Figura 3.11 sdo representados os pesos das variaveis nos dois primeiros eixos extraidos
pela andlise em componentes principais, ilustrando-se assim as relagdes dominantes entre a

clorofila total e os nutrientes nas folhas e nas flores. Para a clorofila total foram considerados os
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valores medidos nos meses de Abril, Maio, Junho, Julho e Agosto, enquanto que para a
composi¢ao mineral das folhas e das flores foram incluidos os valores referentes ao més de Abril
(plena floragdo).

A clorofila acompanha o padrao de varia¢ao associado ao CP1, independentemente do més
considerado, e com igual tendéncia entre meses. A clorofila, medida nos meses de Maio e Julho, ¢é
a que apresenta maior contribuicao para a formagdo deste eixo. O peso das clorofilas na formagao
do segundo eixo factorial € negligenciavel.

Enquanto que o K, N e P nas flores, assim como o N e o Ca nas folhas acompanham o
gradiente de variacdo da clorofila segundo o CP1, pelo contrario, o Fe, 0 Zn e o Ca nas flores bem
como o Mn nas folhas tém uma tendéncia contraria. Para a formac¢ao do segundo eixo factorial
(CP2) os nutrientes Mg, K e P nas folhas assim como o Mg nas flores tém uma contribui¢do

contraria a do Fe nas folhas.
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Figura 3.11 — Diagrama da analise de componentes principais referente a clorofila total (CIf),
concentragdo floral (f) e concentragdo foliar dos nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Zn e Mn) na
plena floracdo (Abril) durante 3 anos (1996 a 1998). Apresentam-se os valores de clorofila total
nos meses de Abril (CIf Abr), Maio (CIf Mai), Junho (CIf Jun), Julho (CIf Jul) e Agosto (CIf
Ago). Os vectores representam os pesos factoriais (“loadings”) das variaveis (nutrientes) nas
duas componentes principais. CP1 — primeiro eixo; CP2 — segundo eixo.

Tal como tinha sido evidenciado pela analise foliar (Figuras 3.5 e 3.6), os valores obtidos

segundo o CP1 para todas as arvores no ano de 1996 sdao mais altos e contrarios aos obtidos no ano
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de 1997 e de 1998 (Figura 3.12). Em relagdo ao CP2, 1998 foi o ano que apresentou uma

influéncia mais acentuada e de um modo geral, contraria a dos outros anos.
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Figura 3.12 — “Scores” resultantes da analise em componentes principais referente a clorofila total (CIf),
concentracdo floral (f) e concentragdo foliar dos nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Zn ¢ Mn) na plena
floragdo (Abril), durante 3 anos (1996 a 1998). Cada barra representa o valor obtido em cada uma das
arvores (1 a 20). CP1 — primeiro eixo; CP2 — segundo eixo.

Verificou-se uma grande homogeneidade no conjunto das arvores amostradas em cada um
dos anos. Isto ¢, em termos de caracterizacdo nutritiva e de clorose férrica as arvores apresentaram
valores similares dentro de cada ano e diferentes de 1996 para os outros anos segundo o CP1 e
diferente de 1998 em relagdo a 1996 e 1997, segundo o CP2. O efeito do ano nos pardmetros

considerados foi, assim, evidenciado na analise dos ““scores”.

3.3.8. Modelacao das relacoes entre os nutrientes na flor e a clorofila total nas folhas

Na sequéncia dos resultados da analise em componentes principais, foram testados diversos
modelos de regressao multipla com o objectivo de estimar a clorofila total verificada nas folhas de
laranjeira 90 dias apds a plena floragdo (DAPF, Julho) a partir da composi¢do mineral das flores
colhidas durante a plena floracao (PF, Abril).

O modelo, construido através do método de seleccdo progressiva por passos, reteve como
Unicas varidveis significativas o Mg e o Zn (Tabela 3.4). Este modelo ¢ globalmente significativo

(p<0,0001; F(251y = 20), embora apresente um coeficiente de determinagdo relativamente baixo

140



Diagnostico da clorose férrica em citrinos

(R’=0,44). Por outro lado, a introduc¢io do termo de interac¢do definido por estas variaveis

(Mg*Zn) nao melhorou o modelo.

Tabela 3.4 — Valor e respectivo erro padrdo do declive (b) e da ordenada na
origem para cada um dos nutrientes incluidos no modelo de regressdo
multipla obtido pelo método de seleccdo progressiva por passos entre a
clorofila total 90 DAPF (Julho) e diversos nutrientes nas flores.

b erro padréo p
Ordenada na origem 4423 53,3 0,000
Mg (fores) 79,2 22,9 0,001
71 (flores) -10,2 1,8 0,000

Para tentar obter uma maior capacidade de previsao da clorofila a partir das concentragdes de
nutrientes nas flores, desenvolveram-se novos modelos baseados nas razdes nutritivas
habitualmente utilizadas para avaliar o estado nutritivo das arvores de fruto. O melhor modelo
construido com base numa eliminagdo progressiva por passos apenas reteve como varidvel
significativa a razdo entre a concentragio floral de Mg e de Zn (R*=0,49; F,52) =50; p<0,00001).
A inclusdo desta razdo nutritiva esta de acordo com o modelo obtido quando se consideraram
apenas as concentragdes individuais de cada nutriente (Tabela 3.4). Os valores que permitem
estimar a clorofila 90 DAPF (Julho) em funcdo da razdo nutritiva Mg/Zn nas flores estdo

apresentados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5— Valor e respectivo erro padrao do declive (b) e da ordenada na
origem para a razdo nutritiva incluida no modelo de regressdo multipla
obtido pelo método de seleccdo progressiva por passos entre a clorofila
total 90 DAPF (Julho) e diversas razdes nutritivas nas flores (f).

b erro padrdo p
Ordenada na origem 283,6 23,1 0,000
Mg/Zn (fiores) 1,2 0,2 0,000

Para cada acréscimo de uma unidade na razdo Mg/Zn, determinada nas flores em Abril (PF),
a clorofila total nas folhas no més de Julho aumenta de 1,2 + 0,2 e menor sera a probabilidade de

ocorrerem sintomas de clorose férrica no més de Julho. A diminuicdo desta razdo nutritiva nas
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flores ao longo dos trés anos esteve associada a acréscimos mais acentuados do Zn em relagao aos
de Mg.

A fungdo linear resultante deste modelo esta graficamente apresentada na Figura 3.13.
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Figura 3.13 — Regressao linear entre a razdo Mg/Zn nas flores durante a plena floragdo
e a clorofila total (umol m™) nas folhas 90 dias apés a plena floragio (DAPF).

Através da andlise da Figura 3.13 ¢ evidente o decréscimo anual da clorofila a partir de

1996.

3.3.8.1. Validacdo do modelo

A validagdo dos modelos de regressdo entre a clorofila e a razdo nutritiva Mg/Zn foi
efectuada com base em dados ndo utilizados na sua construgdo, uma vez que a avalia¢do interna da
capacidade preditiva tende a produzir sobre-estimativas.

O primeiro modelo considerado, que resulta da concentracdo nutritiva de cada um dos
nutrientes, Mg e Zn, apresentou uma reduzida capacidade de previsdo para outro conjunto de
dados independentes pois a validagdo deste modelo apresentou diferengas entre os valores
observados e os estimados superiores a 50%. Os resultados obtidos da validagdo do modelo onde ¢
considerada a razdo nutritiva Mg/Zn nas flores como pardmetro que permite estimar a clorofila 90

DAPF estdo apresentados na Figura 3.14.
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Figura 3.14 — Validacdo do modelo seleccionado para a clorofila total
90 dias apds a plena floragdo. Cada ponto representa o valor médio
estimado por arvore.

A clorofila observada 90 DAPF apresentou uma média de 517 + 25 pmol m™ enquanto que
os valores de clorofila estimados pelo modelo apresentaram valores médios de 497 + 8 pmol m™.
O coeficiente de determinagdo calculado para o conjunto de dados utilizados na validacdo do
modelo decresceu para 0,22, o que significa que quando se utiliza a equacao para estimar valores
externos ao modelo ha uma perca de 27% do poder preditivo.

Partindo do pressuposto que folhas de laranjeira ‘Valencia late’ com uma concentragao
clorofilina inferior a 400 pmol m™ apresentam sintomas de clorose férrica foi possivel determinar
a razdo Mg/Zn associada a estas condig¢des através do modelo estabelecido. Deste modo, flores de
“Valencia late’ com valores de Mg/Zn inferiores a 100 durante a PF (Abril) terdo tendéncia a
manifestar sintomas de clorose férrica 90 DAPF (Julho).

Pelo contréario, arvores que apresentem flores com uma razdo Mg/Zn superior a 200 ndo
deverdo apresentar sintomas de clorose férrica 90 DAPF e apresentardo valores de clorofila
superiores a 500 umol m™. Flores com valores intermédios, entre 100 e 200, encontram-se

provavelmente numa situacao de clorose férrica latente.
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3.3.9. Qualidade da producio

Na Tabela 3.6 mostram-se as médias e os respectivos erro padrdo obtidos em alguns dos
parametros de qualidade da produgdo (peso fresco, calibre, total de solidos soluveis, percentagem

de acido citrico) durante os anos de 1997 a 1999.

Tabela 3.6 — Média e respectivo erro padrao de alguns pardmetros de qualidade da produgdo colhida em
Abril de 1997, 1998 e 1999.

1997 (n=60) 1998 (n=190) 1999 (n=126)

média + erro padrdo média * erro padrdo média + erro padrdo
Peso fresco do fruto (g) 208,7 11,6 a 176,2+6,5 b 194,1 £ 10,0 ab
Calibre (mm) 732+15 a 71,7+13 a 72,5+12 a
Total de solidos soluveis (° Brix) 10,0+02 b 11,5+0,1 a 10,0+£0,2 b
Acido citrico (%) 1,1£0,04 b 1,0+ 0,03 ¢ 1,4£0,02 a

Na linha, médias seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes a 95% (teste de Duncan).

Considerando cada um dos anos, ndo houve diferencas acentuadas entre o peso fresco dos
frutos que, contudo, foi ligeiramente superior em 1997. Por sua vez, o calibre das laranjas foi
independente do ano. Em 1998, os frutos apresentaram os valores mais altos de total de so6lidos
soluveis e mais baixos de acido citrico. No ano de 1999 registou-se uma acidez média dos frutos
superior a dos outros dois anos.

Aplicou-se a andlise em componentes principais aos parametros de qualidade obtidos num
determinado ano e as respectivas concentragdes florais obtidas no ano anterior. A projec¢do destas
variaveis segundo os dois eixos principais, representam 54% da variagdo total do conjunto de
dados (Figura 3.15).

No primeiro eixo estdo expressos os parametros que definem o tamanho dos frutos, o calibre
e o peso fresco, que variam em concordancia entre si, € os que caracterizam o estado de maturagao
dos frutos, total de solidos soluveis e percentagem de acido citrico, que apresentam entre si um
padrdo de variagdo contrario. Por sua vez, enquanto que o acido citrico acompanha a variagdo do
tamanho do fruto, o indice de maturacdo e o total de sélidos soliiveis apresentam uma tendéncia

contraria. A variacdo dos parametros de qualidade da produgdo representados neste eixo esta
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associada a um gradiente nutricional que contrasta o aumento de P, K e N com o aumento de Ca,

Fe e Zn nas flores.
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Figura 3.15— Diagrama da analise de componentes principais referente a concentragdo floral (f)
durante 3 anos (1996 a 1998) ¢ aos parametros de qualidade dos frutos colhidos nos anos
seguintes (1997 a 1999). Apresentam-se os parametros de qualidade: C - calibre; TSS - total
solidos soluveis; IM - indice de maturagdo; AC — percentagem acido citrico. Os vectores
representam os pesos factoriais (“loadings™) das variaveis nos dois eixos principais. CP1 —
primeiro eixo; CP2 — segundo eixo.

O segundo eixo representa a variagdo do indice de maturagdo que ocorre independentemente
do tamanho dos frutos onde o total de sélidos soliveis e a percentagem de &cido citrico apresentam
um padrdo de variagdo contrario. Nas flores, o gradiente nutricional que acompanha a variagdo da
maturagdo dos frutos ¢ definido pelo aumento coordenado do Mg, K, N e em menor extensao, do

Mn.

3.3.10. Modelaciao das relacoes entre a composicio mineral das flores e a qualidade da

producao

Com base nas relacdes encontradas entre a composi¢cao mineral das flores (N, K, P, Ca, Mg,
Fe, Zn e Mn) colhidas num determinado ano e a qualidade da producdo obtida no ano seguinte a
partir dessas flores foram estabelecidos dois modelos de regressdo multipla, pelo método de

selecgdo progressiva por passos, formados a partir de diferentes variaveis dependentes: 1) Modelo
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1, que considera o tamanho do fruto (peso fresco do fruto) e ii) Modelo 2, referente ao estado de

maturacao dos frutos (indice de maturagao).

e Modelo 1 (peso fresco do fruto)

A concentragdo de N, Mg, Ca e Zn existente nas flores de um determinado ano permitiu
estimar o peso fresco do fruto no ano seguinte através de uma equacgdo de regressao linear multipla

apresentada na Tabela 3.7.

Tabela 3.7 — Valor e respectivo erro padrao do declive (b) e da ordenada na
origem para cada um dos nutrientes incluidos no modelo de regressdo
multipla obtido pelo método de eliminagdo progressiva por passos entre o
peso fresco do fruto e diversos nutrientes nas flores.

b erro padrdo p
Ordenada na origem 193,1 43,7 0,000
N (flores) -2,2 1,3 0,080
Mg (flores) 41,0 14,4 0,006
Ca (fiores) -20,1 3,0 0,000
70 (fiores) 4,2 1,2 0,001

A alteragdo do efeito singular do N no peso fresco do fruto foi devida ao efeito conjunto dos
nutrientes incluidos no modelo que como varidveis muito correlacionadas apenas tem valor

preditivo (R* = 0,50; F4 50)= 12,3; p<0,0001).

e Modelo 2 (indice de maturacio)

O indice de maturagdo, expresso pela razdo entre o total de solidos soltveis e a percentagem
do 4cido citrico existente no sumo de laranja, ¢ o parametro mais indicado para avaliar o estado de
maturagdo e determinar a data de colheita dos frutos citricolas. A composi¢ao mineral das flores,

colhidas durante a plena floracdo, pode ser utilizada para estimar o indice de maturagao dos frutos
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no ano seguinte. O melhor modelo de regressio multipla (R* = 0,55; F,50=15,1; p<0,00001) foi
obtido pela inclusdo da concentracao floral de N, P, Mg e Fe (Tabela 3.8).

Tabela 3.8 — Valor e respectivo erro padrdo do declive (b) e da ordenada na
origem para cada um dos nutrientes incluidos no modelo de regressdao multipla
obtido pelo método de seleccdo progressiva por passos entre o indice de
maturagao das laranjas e a composi¢do mineral das flores.

b erro padrdo p
Ordenada na origem 1,82 2,11 0,400
N (flores) 0,16 0,05 0,005
P (flores) -1,03 0,43 0,020
Mg (flores) 1,78 0,58 0,003
Fe (flores) 0,07 0,01 0,000

3.3.10.1. Validacdo dos modelos 1 € 2

Para a validag¢do dos dois modelos estabelecidos entre a composi¢do mineral das flores e o
peso fresco das laranjas (Modelo 1) e o indice de maturagdo (Modelo 2) utilizou-se um conjunto
de observagdes externas as utilizadas na construgdo destes modelos.

Na Figura 3.16 estdo apresentados os resultados resultantes da aplicacdo do modelo

determinado entre o peso fresco das laranjas e a composi¢cao mineral das flores.

Peso fresco do fruto
(validagdo do modelo)

225
200 1
3 o °
£ o) /o) o
© 175
8 e
s o
>

150 A 1:1 @

125 r r :

125 150 175 200 225

Valores observados

Figura 3.16 — Validacao do modelo seleccionado para o peso fresco do fruto (g).
Cada ponto representa o valor médio estimado por arvore.
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Enquanto que o peso fresco do fruto observado apresenta uma média de 166 + 5g, o peso
fresco do fruto estimado apresenta valores médios de 174 £ 5 g. Comparando o coeficiente de
determina¢do do modelo (0,50) com o obtido para os dados externos (0,42) verifica-se que a
equacao perde cerca de 8% de poder preditivo quando ¢é utilizada para estimar casos externos ao
modelo.

Os resultados obtidos da valida¢do do modelo seleccionado para o indice de maturagdo estao

apresentados na Figura 3.17.

indice de maturagao
(validagdo do modelo)

10,0
9,5 1
9,0 1
8,5 1

8,0 1

Valores estimados

7,5 1

7,0 1

6,5
6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0

Valores observados

Figura 3.17 — Validacao do modelo seleccionado para o indice de maturagao.
Cada ponto representa o valor médio estimado por arvore.

Os valores do indice de maturagdo observados apresentam uma média de 7,8 + 0,3 enquanto
que os estimados tém uma média de 8,3 + 0,2. O modelo explica 55% da variabilidade dos dados
originais mas sO explica 36% da variabilidade dos dados externos utilizados na sua validagado, o

que representa uma redugao de poder preditivo da ordem dos 19%.

3.3.11. Valores de referéncia para a composi¢cio mineral das flores

De forma a obter valores de referéncia, ou os niveis adequados, para a concentragao nutritiva
das flores de laranjeira, cv. ‘Valencia late’, seleccionaram-se todas as arvores que

independentemente do ano, produziram frutos com um calibre médio superior a 76 mm. Estes
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calibres da laranja “Valencia late’, correspondem as classes com maior valorizagdo econdémica na
regido do Algarve. Deste modo, do conjunto de arvores utilizadas, nos trés anos de ensaio,
seleccionaram-se 12 arvores caracterizadas por produzirem frutos com um calibre médio de 80,4 +
3,6 mm. Na Tabela 3.9 apresentam-se identificadas as arvores seleccionadas em cada um dos
anos, o calibre médio dos frutos obtido por arvore e os correspondentes valores da concentragao
nutritiva obtidos nas flores, colhidas de cada uma das arvores durante a plena floracdo do ano

anterior ao da producao.

Tabela 3.9 — Valores de calibre e da concentragdo nutritiva das flores para calculo de valores referéncia
para a composi¢ao mineral das flores.

Frutos Flores

Arvore C N P K Mg Ca Fe Zn Mn
(mm)  gkg' ps mg kg ps
1997 1996
1 83,7 30,0 2,3 254 2,1 3,1 29,8 26,2 13,2
3 80,2 25,5 2,4 26,3 2,1 1,7 22,7 11,9 12,5
7 77,7 32,7 3,0 25,5 2,3 2,0 19,7 10,8 13,6
15 80,7 27,7 3,0 25,4 2,5 2,5 17,6 10,1 11,8
16 78,6 26,7 3,2 26,4 3,0 3,7 17,3 12,6 12,0
1998 1997
7 90,5 22,8 2,5 18,1 2,2 6,4 79,5 23,5 12,5
11 78,2 26,4 2,6 17,6 2,1 6,3 52,0 26,5 12,0
1999 1998
13 76,9 21,3 2,8 14,7 1,6 34 42,0 17,5 10,5
14 78,8 20,4 34 16,0 1,8 4,0 41,5 17,5 10,5
15 79,8 25,3 3,4 15,8 1,7 34 43,0 18,5 12,5
18 80,9 21,4 3,2 14,1 1,7 3,8 56,0 18,5 13,0
19 78,8 223 3.4 22,7 2,0 4,4 38,5 21,0 11,5
Meédia 80,4 25,2 2,9 20,7 2,1 3,7 38,3 17,9 12,1
Desvio padrdo 3,6 3,8 0,4 5,0 0,4 1,5 18,5 5,7 1,0

C — calibre do fruto; ps — peso seco.

A obtencdo de laranjas com um calibre comercial favoravel (acima de 76 mm) esta associada
ao intervalo de valores médios calculados para cada um dos nutrientes analisados nas flores
durante a PF do ano anterior e indicados na Tabela 3.9.

Dos macronutrientes, expressos em g kg™ ps, o N apresenta um valor médio de 25,2 + 3.8, o
P de 2,9 £ 0.4, o K de 20,7 £ 5,0, o Mg de 2,1 £ 0,4 e o Ca de 3,7 £ 1,5. Em relagdo aos
micronutrientes, expressos em g kg'l ps, a concentracao média de Fe € de 38,3 £ 18,5, a de Zn de

17,9+ 5,7¢e ade Mn de 12,1 +1,0.
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3.4. DISCUSSAO

3.4.1. Composicao mineral das folhas e das flores

A avaliagdo do estado nutritivo das arvores foi efectuada pela comparagdo dos valores
obtidos por andlise foliar, com os propostos por Spiegel-Roy ¢ Goldschmidt (1996) como valores
referéncia para as folhas de laranjeira, ‘Valencia late’. De um modo geral, as concentragdes de N,
P e Ca nas folhas situaram-se no intervalo de valores recomendados para esta cultivar. Pelo
contrario, na maioria dos meses, os valores de K, Mg, Zn e Mn foram inferiores encontrando-se as
arvores carenciadas destes elementos. Estes niveis deficitarios parecem ser motivados pela
interac¢ao nutritiva caracteristica dos solos calcarios, onde os elevados teores do ido bicarbonato
na solucdo do solo afectam ndo s6 a biodisponibilidade como a subsequente absor¢do e
metabolizacdo do Zn e do Mn na planta (Grusak et al., 1999; Lavon e Goldschmidt, 1999;
Schmidt, 1999). O antagonismo i6nico existente entre o Ca que existe em elevadas quantidades
nos solos calcarios, e outros nutrientes (K e Mg) ¢ referido em diversos trabalhos (Wallace, 1990;
Garcia et al., 1999), inclusivamente para citrinos (Hamz¢ ef al., 1980).

A concentragdo média mensal de Fe nas folhas situou-se no limite superior do intervalo de
valores Optimos e ndo decresceu com o aparecimento de sintomas de clorose férrica.
Contrariamente ao registado para os outros nutrientes, a concentracdo média mensal de Fe nas
folhas apresentou um desvio padrdo elevado. Estes resultados comprovam que a concentragdo
foliar de Fe ndo ¢ o parametro mais indicado para diagnosticar a clorose férrica (Abadia, 1992;
Rombheld, 1997; Sanz et al., 1998). Por outro lado, as concentracdes elevadas de Fe nas folhas
cloréticas, podem ser de extrema importancia para o estabelecimento de novos métodos de
controlo da clorose férrica baseados na remobilizagdo do Fe existente em formas fisiologicamente
inactivas, tal como referido por Morales et al. (1998) em arvores de pessegueiro e de pereira.

Pelo facto de ndo existirem valores de referéncia para a composi¢cdo mineral das flores de
laranjeira, os valores obtidos foram comparados com os valores geralmente referenciados para
outras fruteiras como, pessegueiro (Sanz et al., 1997; Belkhodja ef al., 1998; Igartua et al., 2000;
Toselli et al., 2000), macieira (Sanz et al., 1998) e pereira (Sanz et al., 1994; Sanz e Montafi¢s,
1995). Deste modo, verificou-se que s6 a concentragdo de N foi similar a obtida nas outras
fruteiras, uma vez que a de Ca foi sempre superior e a dos restantes nutrientes (P, K, Mg, Fe, Mn e

Zn) foi sempre inferior. A concentragdo média de Fe das flores de laranjeira esteve associada a
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intervalos de variag@o inferiores aos registados nas outras fruteiras. Os valores excessivos de Cu
registados nas folhas e nas flores estiveram associados aos tratamentos foliares com fungicidas
cupricos (Igartua et al., 2000).

As diferencas entre os niveis nutritivos das flores de laranjeira e os das flores das outras
espécies devem-se ao diferente ciclo anual destas arvores de fruto que condiciona a estratégia de
utilizacdo nutritiva destas espécies. Nas arvores de laranjeira ‘Valencia late’, a floragdo ocorre
simultaneamente com a rebentacdo vegetativa da Primavera e com a matura¢do dos frutos
formados no ano anterior, o que implica uma elevada demanda nutricional (Spiegel-Roy e
Goldschmidt, 1996). Pelo contrario, nas outras fruteiras por serem arvores de folha caduca, para
além de haver retranslocagao nutritiva imediatamente antes da queda da folha, a floracao ocorre
antes do aparecimento das folhas, sendo reduzida a competicdo nutritiva pelos diferentes 6rgaos
em crescimento.

A comparagdo entre a composi¢cao mineral das folhas e das flores foi efectuada no més de
Abril, ja que é neste més que ocorre a plena floragdo. As flores de laranjeira apresentaram sempre
valores de P e de K superiores e valores de Ca e de Fe inferiores aos obtidos nas folhas. Estes
resultados parecem reflectir as diferencas entre as necessidades nutritivas e as fun¢des metabolicas
destes nutrientes em cada um dos 6rgaos considerados. Enquanto que o P e o K existente na arvore
sdo preferencialmente distribuidos para as flores, o Ca e o Fe parecem ser mais necessarios nas
folhas, ou ai permaneceram, devido a sua baixa mobilidade na planta. Com excep¢ao do Fe, esta
tendéncia na distribui¢do dos elementos pelos diferentes 6rgdos da planta foi também verificada
por Sanz et al. (1993) quando compararam a concentragdo nutritiva das flores na plena floracao
com a das folhas de pereira colhidas 60 dias apos a plena floragao. Por outro lado, em situagdo de
“stress”, a arvore apresenta uma redistribui¢do nutritiva favoravel aos oOrgdos reprodutivos

(Bavaresco, 1997).

3.4.2. Variacio sazonal da clorofila e da composicio mineral das folhas e flores

Para a identificacdo dos padrdes sazonais de variagdo, as 20 arvores amostradas em cada um
dos anos foram consideradas como uma observagao independente de forma a reunir o nimero de
repeticdes necessarias a utilizagdo da analise em componentes, procedimento mais adequado a

variaveis que se relacionam entre si.
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O principal padrao de variagdo sazonal identificado na composicdo mineral das folhas
evidencia o aumento de Fe com a diminui¢ao dos macronutrientes principais ¢ secundarios (N, P,
K, Mg e Ca) que ocorre do mesmo modo nos meses de Fevereiro, Maio e Junho dos trés anos
amostrados. No ciclo das arvores de laranjeira ‘Valencia late’, estes meses correspondem ao
periodo que antecede (Fevereiro ou Marco) e que sucede (Maio e Junho) a plena floragao (Abril).
Este padrao de variacdo estd nitidamente associado ao aparecimento das flores e portanto a
parti¢do destes nutrientes entre os Orgados reprodutivos e os vegetativos (Goldschmidt e Koch,
1996).

Nas flores, o gradiente nutricional mais consistente nos trés anos ¢ o que expressa a variacao
inversa do N, P e K relativamente ao Ca, Fe e Zn. Sempre que as concentragdes nutritivas de N, P
¢ K aumentaram nas flores, as concentragoes de Ca, Fe e Zn, decresceram. Estes resultados sdo
parcialmente idénticos aos obtidos por Igartua ef al. (2000) em flores de pessegueiro onde o Fe,
Ca, P e 0 Zn apresentaram uma variagao contraria a de K, Mg e Mn.

O padrao de variagdo encontrado nas folhas e que contrasta o aumento do N, P ¢ K com o
aumento de Fe foi verificado de igual modo nos meses imediatamente anteriores e posteriores a
plena floracdo. Durante a plena floragdo, sdo as flores que passam a traduzir esse gradiente
nutricional. Além disso, as flores também expressam a interac¢do nutritiva, em que a concentracao
de alguns nutrientes na flor depende em alguma extensao do nivel de outros nutrientes.

Os resultados obtidos sugerem que as flores, tal como as folhas, podem ser utilizadas como
orgdos que expressam o equilibrio nutritivo de toda a arvore tal como observado nas fruteiras
caducifdlias acima referidas. Contudo, para que as flores possam ser utilizadas como método de
diagnoéstico da clorose férrica € necessario que a composi¢ao nutritiva das flores se relacione com
a clorofila total, um dos parametros mais utilizados na caracterizacdo e identificacdo desta
deficiéncia.

O gradiente nutricional existente nas flores durante a plena floragdo condicionou os valores
de clorofila observados nos meses seguintes, sendo Julho (90 dias apds a plena floragdo) o més
mais determinante nestas relacdes. Para outras arvores de fruto como, pessegueiro (Sanz e
Montanés, 1995; Belkhodja et al., 1998; Toselli et al., 2000), pereira (Sanz et al., 1994) e
macieira (Sanz et al., 1998) o més seleccionado foi Agosto (120 dias apos a plena floragao) A
maior competi¢cdo nutritiva presente nas arvores de laranjeira induz a um aparecimento antecipado
dos sintomas e do més indicado para o diagndstico da clorose férrica.

A concentracdo foliar de Fe ndo acompanhou o padrdo de variacdo da clorofila total nos

meses seguintes a plena floracdo, tal como referido por diversos autores (Mengel, 1995; Morales et
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al., 1998; Bavaresco et al., 1999) e denominado por Romheld (1997) como o paradoxo da clorose
férrica. O Fe pode existir nas folhas em elevadas concentragcdes mas estar metabolicamente
inactivo, confinado ao apoplasto foliar devido a valores de pH intracelular limitantes (Kosegarten
e English, 1994; Mengel, 1995; Kosegarten et al., 1999). Contudo, a clorofila relacionou-se
negativamente com a concentracdo floral de Fe ao contrario do verificado em outras arvores de
fruto de folha caduca (Sanz et al., 1994) em que esta relagdo € positiva.

Dos resultados evidencia-se que quanto mais Fe se acumular nas flores em Abril, menor sera
a concentracdo da clorofila total nos meses seguintes e maior serd a probabilidade de ocorrerem
sintomas de clorose férrica. A maioria do Fe, se ndo todo, presente nas flores corresponde ao Fe
acumulado durante o periodo de dorméncia, Outono-Inverno, porque devido a mobilidade do Fe
no floema, os crescimentos vegetativos e reprodutivos da Primavera, ocorrem principalmente a
custa das reservas armazenadas nas folhas do ano anterior € na raiz (Goldschmidt e Koch, 1996;
Toselli et al., 2000). Quanto mais Fe houver imobilizado nas folhas, maior sera a concentracao
floral de Fe em Abril e menor serda a clorofila em Julho. Consequentemente, as reservas
necessarias ao crescimento do ano seguinte poderdo ser mais afectadas, ocorrendo o agravamento
da clorose férrica de um ano para o outro.

O efeito do ano ¢ um dos resultados mais evidente e consistente em todos os parametros
amostrados (concentracdo nutritiva das flores e das folhas, clorofila total e parametros de
qualidade da produgdo). O efeito do ano no tamanho e na maturagdo de laranjas ‘Valencia late’ foi
também observado por Carranca et al. (1993). Dentro de cada ano, as arvores amostradas
apresentaram um intervalo de variagdo muito baixo, denotando a homogeneidade nutritiva em que
se encontravam no inicio do ensaio.

Em relagdo a composicao mineral das folhas e das flores, foi no ano de 1996 que se
verificaram variagdes sazonais mais acentuadas, provavelmente devidas aos elevados valores de
precipitagdo que ocorreram no primeiro semestre deste ano. Esta precipitacdo anormal, associada
aos elevados teores de argila do solo, pode ter originado condigdes favoraveis a acumulagdo do Fe
nas folhas do ano o que, podera ter favorecido a distribui¢do do Fe para as flores do ano seguinte.
Consequentemente, em 1997 as arvores apresentaram o equilibrio nutritivo mais debilitado
associado a sintomas de clorose férrica 90 dias ap6s a plena floracdo (DAPF). Por outro lado, em
1997 houve precipitagdo até final de Junho, facto que segundo Toselli et al. (2000) pode agravar o
aparecimento dos sintomas de clorose férrica, que estdo associados nao s6 aos elevados niveis de

carbonato de célcio como também a humidade do solo motivada pelas chuvas da Primavera.
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Nestas condigdes o nivel do ido bicarbonato na solugdo do solo aumenta, prejudicando a nutrigao

de Fe (Boxma, 1972; Chaney, 1984; Kdseoglu, 1995b).

3.4.3. A utilizacio das flores como método de diagnostico da clorose férrica

Para que as flores de laranjeira possam ser utilizadas como parametro de diagnostico da
clorose férrica € necessario identificar e testar o seu poder preditivo.

A composi¢dao mineral das flores pode ser utilizada para estimar a concentragdo clorofilina
nas folhas 90 dias ap6s a plena floragao (Julho). O modelo que melhor se ajustou ao conjunto de
dados obtidos nos trés anos do ensaio, foi estabelecido entre a razdo nutritiva Mg/Zn nas flores e a
clorofila total. Recentemente, a utilizacdo das razdes nutritivas nas flores de pessegueiro (K/Ca,
K/P, P/Fe e K/Zn) para estimar a clorofila nos meses seguintes foi sugerida por diversos autores
(Belkhodja et al., 1998; Nenova e Stoyanov, 1999; Igartua et al., 2000). Em arvores de laranjeira,
a clorofila total 90 dias apds a plena floragdo relacionou-se directamente com a razdo Mg/Zn, nas
flores, nutrientes associados com a clorose férrica (Kdseoglu, 1995b). Uma vez que o Mg ¢
constituinte da molécula de clorofila e existe relagdo directamente proporcional entre a
concentracdo deste elemento nas flores e nas folhas, sera de esperar que quanto menor for a
concentragdo de Mg nas flores menor serd a sua concentracao nas folhas e menor serd a sintese
clorofilina. O Zn partilha diversos mecanismos com o Fe, nomeadamente ao nivel da absor¢do e
translocagdo para a parte aérea (Koseoglu, 1995a; 1995b; Grusak et al., 1999), onde o Fe ¢
necessario a formagao do anel pirrdlico da molécula de clorofila (Marshner, 1995). As arvores
cloréticas apresentam razdes Mg/Zn mais baixas que estdo associadas a aumentos na concentragao
de Zn.

A elevada correlacdo verificada entre a concentragdo média de Fe e de Zn nas flores, ndo
permitiu que o Fe fosse incluido no modelo utilizado para estimar a clorofila total. Por outro lado,
a concentracao de Fe e de Zn nas flores relacionou-se inversamente com a clorofila total nos meses
seguintes a plena flora¢dao. Segundo Koseoglu (1995b) o teor de Zn no solo pode ser determinante
na intensidade ou gravidade dos sintomas de clorose férrica.

A homogeneidade dos resultados por ano impossibilitou a obtencao de modelos anuais uma
vez que devido ao pequeno intervalo de variagdo amostrado ndo foi possivel estabelecer relagdes.

O decréscimo das variagdes encontradas de 1996 para 1998 reflecte a influéncia que o estado
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nutritivo de uma arvore em determinado ano tem no ano seguinte. Em futuros ensaios, as arvores
deverdo ser marcadas com base nos valores de clorofila, de forma a abarcar um maior intervalo de
variagdo e a permitir o estudo da consisténcia dos resultados ano a ano.

A utilizagdo de dados externos permitiu estimar a perca de poder preditivo deste modelo.
Enquanto que o modelo explica 49% da variabilidade dos dados originais apenas explica 22% da
variabilidade dos dados externos, que pontualmente ultrapassaram o intervalo de valores utilizados
no modelo original.

Estes resultados comprovam que a razdo Mg/Zn nas flores ¢ um parametro que pode ser
utilizado para estimar a clorofila 90 dias apods a plena producdo. Com base no modelo original foi
ainda possivel determinar valores referéncia para as condicdes estabelecidas neste ensaio. Se a
razdo entre 0 Mg e o Zn for inferior a 100 as folhas de laranjeira apresentam sintomas de clorose
férrica 90 dias apos a plena produgdo (clorofila total < 400 umol m™), enquanto que para valores
acima de 200 as folhas permanecerdo verdes (clorofila total > 500 umol m™). Valores intermédios
poderao estar associados a uma clorose férrica latente, isto €, num estado incipiente sem sintomas.

A importancia de determinar um método de diagnostico para a clorose férrica ¢ acentuada
pelo efeito da clorose férrica na produgdo (Sanz et al, 1997; 1998). Através da composicao
mineral das flores foi possivel estimar alguns dos parametros de qualidade da producio obtidos
no ano seguinte, nomeadamente o peso fresco do fruto e o indice de maturagdo, dois parametros
afectados pela clorose férrica (Hamz¢ et al., 1980; Sanz et al., 1997).

O peso fresco e o calibre do fruto estiveram directamente relacionados entre si. O peso do
fruto ¢ essencialmente determinado pela quantidade de sumo existente no fruto que por sua vez
esta limitado, entre outros factores, pelo calibre do fruto (Fernandez, 1995). A variagcdo destes
pardmetros esteve associada a um gradiente nutricional que contrasta o aumento de N, P ¢ K com o
aumento de Ca, Fe e Zn nas flores.

O indice de maturagdo permite avaliar o estado de maturagdo do fruto que se caracteriza,
sobretudo por uma variagao na constituicao e concentragao de alguns componentes do seu sumo
(Spiegel-Roy e Goldschmidt, 1996). A varia¢do do indice de maturacdo dependeu do aumento
coordenado do Mg, K e N nas flores € em menor extensdao de Mn.

Através da concentracdo de N, Mg, Ca e de Zn nas flores foi possivel estimar o peso fresco
dos frutos do ano seguinte. Enquanto, que o Zn e o Mg nas flores t€ém um efeito positivo, o Ca nas
flores apresentam uma tendéncia contraria. Quanto mais Mg e Zn houver e menos Ca nas flores
em Abril maior serd o peso fresco dos frutos formados a partir do vingamento dessas flores.

Carranca et al. (1993) obtiveram também relagdes positivas entre o tamanho das laranjas ‘Valencia
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late’ e a concentragdo de Mg nas folhas de ramos frutiferos que eventualmente, expressam um
comportamento idéntico ao das flores. O facto da concentragdo de Mg e de Zn nas flores estarem
incluidos no modelo com a clorofila e com os parametros de producdo salienta o efeito cumulativo
destes dois elementos em estimar o aparecimento da clorose férrica e em quantificar o decréscimo
de qualidade da producio.

Sabendo a concentragdo de N, P, Mg e Fe nas flores ¢ possivel prever o indice de maturagao
do sumo das laranjas. O acréscimo de N, Mg e Fe nas flores conduziu a frutos com um indice de
maturacao superior. O Fe afecta significativamente a percentagem de acido citrico existente no
sumo de laranja devido ao seu papel na actividade da enzima aconitase (Sadka et al., 2000). O P
nas flores teve um efeito contrario ao dos restantes elementos. O aumento da concentracao de Mg
nas flores teve um efeito cumulativo no peso fresco e no indice de maturagdo das laranjas vingadas
a partir dessas flores.

Com base nos modelos estabelecidos entre a composi¢do mineral das flores e os pardmetros
de qualidade da producdo do ano seguinte torna-se possivel corrigir o estado nutritivo da arvore
antes de a producao ter sido afectada. Estes resultados foram comprovados através da interpolagao
de valores com base em dados externos, diferentes dos utilizados para estabelecer o modelo.

A utilizagdo das flores como método de diagndstico da clorose férrica, permite antecipar a
avaliagdo nutricional das arvores de Outubro (data de colheita foliar recomendada para citrinos)
para Abril.

Por fim, o uso da analise floral como método de diagndstico necessita do estabelecimento de
valores de referéncia para cada espécie e inclusivamente variedade, habitualmente determinados
com base na producio total de cada arvore (Sanz e Montanés, 1995).

Como neste ensaio nao foi possivel determinar a produgdo total de cada arvore marcada, os
valores apresentados como referéncia para as flores de laranjeira foram calculados com a média
das concentragdes nutritivas da flor que originaram frutos com um calibre superior a 76 mm,
comercialmente mais favoravel.

Apesar desta limitagdo metodologica, numa primeira aproximagdo estes valores podem ser
utilizados para avaliar os resultados obtidos numa analise floral, pois expressam o balango
nutritivo mais adequado a produ¢do de frutos com um valor econémico acrescido, permitindo a

correccao precoce dos desequilibrios nutritivos mais evidentes.
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3.5. CONCLUSOES

A composicao mineral das flores ¢ um pardmetro que permite avaliar o estado nutricional
das arvores de laranjeira, cv. ‘Valencia late’ e antecipar a avaliagdo do estado nutricional de
Outubro (data de colheita foliar recomendada para citrinos) para Abril.

E possivel efectuar o diagnostico da clorose férrica através da composi¢do mineral das flores
de laranjeira, cv. ‘Valencia late’ na plena floragdo (Abril). Flores com valores médios de Mg/Zn
inferiores a 100 correspondem a arvores terdo tendéncia a manifestar sintomas de clorose férrica
90 dias ap6s a plena floracdo (Julho). Pelo contrario, flores com uma razdo Mg/Zn nas flores
superior a 200 tendem a permanecer verdes em Julho. Valores intermédios, correspondem
provavelmente a arvores com clorose férrica latente, isto ¢, num estado incipiente sem sintomas.

A concentracdo nutritiva das flores durante a plena floracdo de um determinado ano permite
estimar alguns parametros de qualidade da produ¢do do ano seguinte, nomeadamente o peso fresco
do fruto e o indice de maturagao.

Nas condi¢des de ensaio, determinaram-se valores referéncia para a concentragao de alguns
nutrientes nas flores associados com a producdo de frutos com um calibre comercialmente
favoravel (> 76 mm).

O diagnéstico precoce ou progndstico da clorose férrica possibilita uma correc¢do atempada,
prevenindo o aparecimento dos sintomas da rebentacdo seguinte (Verao) com a consequente

melhoria da qualidade da produgao a obter no final do ciclo produtivo.
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Praticas alternativas para controlar a clorose férrica

RESUMO

Foram realizados trés ensaios em campo onde se efectuou a aplicacdo foliar de diversos
compostos em arvores de tangerineira (hibrido ‘Encore’, Citrus deliciosa Tan. x Citrus nobilis
Lour. — ensaio 1) e de laranjeira (Citrus sinensis (L.) Osbeck, cv. ‘Valencia late’ — ensaios 2 e 3)
enxertadas em laranjeira azeda (Citrus aurantium L.) e estabelecidas num solo calcario. Os
tratamentos estudados foram: sulfato de Fe(Il) (500 mg Fe L"), 4cido sulfarico (0,5 mM H,SOy),
quelato de Fe(IIl) (Hampiron 654 GS, 120 mg Fe L™), 4cido citrico (C¢HsO7.H>0, 10 mM), sulfato
Fe(Il) (500 mg Fe L") mais 4cido citrico (10 mM), sulfato Fe(I) (500 mg Fe L") mais acido
sulfurico (0,5 mM H,SO4) e dgua destilada como testemunha. Adicionou-se um agente molhante
ndo idnico a todos os tratamentos. Durante os ensaios, a capacidade de recuperagdo das arvores foi
estimada pelo aparelho SPAD-502 através da variagdao da concentragdo foliar de clorofila total. No
final dos ensaios 2 e 3, foi ainda analisado o efeito dos tratamentos na composi¢cao mineral das
folhas e flores, nos parametros de fluorescéncia da clorofila a, no tamanho e na qualidade dos
frutos. Simultaneamente, avaliou-se a duragdo dos efeitos de algumas das pulverizagdes
efectuadas.

O uso frequente de pulverizagdes foliares permitiu atenuar os sintomas de clorose férrica, em
ambas as espécies estudadas, e traduziu-se pelo acréscimo da clorofila total. O tratamento com
acido sulfurico apenas afectou a concentragao da clorofila total. Comparativamente a testemunha,
o maior calibre e peso fresco dos frutos de tangerineira (‘Encore’ - ensaio 1) foram obtidos com as
aplicagdes de quelato férrico enquanto que nos frutos de laranjeira (ensaio 2) foi com a aplicagdo
de sulfato ferroso que se obteve os melhores resultados, tendo-se verificado aumentos na
concentragdo de ferro e de zinco nas folhas e flores. As aplicagdes foliares com quelato de ferro as
arvores de ‘Valencia late’ apesar de originarem acréscimos na concentragdo foliar de ferro e de
promoverem a qualidade do fruto, ndo promoveram o aumento do calibre do fruto. A adi¢do de
acido citrico as solu¢des com sulfato de ferro (emsaio 3) melhorou os resultados obtidos. Neste
ensaio, os tratamentos aplicados afectaram principalmente a concentracdo de ferro nas folhas
novas o que pode estar relacionado com as relagdes “source/sink” e/ou com a menor suberificacao
destas folhas.

A clorose férrica atrasou a maturacdo dos frutos das duas espécies de citrinos estudadas,
expressa pela razao entre o acido citrico e o total de solidos soliveis. Em todas as arvores tratadas
a concentracao de 4cido citrico nos frutos decresceu e o total de sdlidos soluveis aumentou.

O decréscimo de eficiéncia fotoquimica das arvores de ‘Valencia late’ (emsaio 3) com
sintomas de clorose férrica esteve associado com alteragcdes ao nivel da cadeia de transporte de
electrdes e do fotossistema II.

Os resultados obtidos sugerem que as aplicagdes foliares de ferro em pomares de citrinos
permitem controlar os decréscimos de producao e de qualidade do fruto motivados pela clorose
férrica induzida pelo calcéario. Para além disso, estes tratamentos podem ser efectuados com
produtos economicamente mais viaveis como sejam as solucdes com sulfato de ferro (II).

Palavras chave: Citrinos, Clorose férrica, Composi¢ao mineral, Fluorescéncia, Qualidade da
producao, SPAD, Tratamentos foliares.
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ABSTRACT

The responses of tangerine (‘Encore’ hybrid, Citrus deliciosa Tan. x Citrus nobilis Lour. —
experiment 1) and orange trees (Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. ‘Valencia late’ — experiment 2
and 3) grown on a calcareous soil to different foliar sprays were studied. The treatments were
Fe(II) sulphate (500 mg Fe L™), sulphuric acid (0.5 mM H,SO4), Fe(III)-chelate (Hampiron 654
GS, 120 mg Fe L") citric acid (CsHsO7.H,0, 10 mM), Fe(II) sulphate (500 mg Fe LY plus citric
acid (10 mM), Fe(II) sulphate (500 mg Fe L) plus sulphuric acid (0.5 mM H,SO,) and distilled
water as a control. A non-ionic wetting agent was used in all treatments. In all the experiments, the
recovery from iron chlorosis was evaluated with the SPAD-502 apparatus and the values converted
to total chlorophyll concentration. The effects of treatments on the mineral composition of leaves
and flowers were studied in experiment 2 and 3. Chlorophyll @ fluorescence parameters were also
measured. In all the experiments the size and quality of fruits were evaluated. The residual effect
of some treatments was also evaluated one year later.

In tangerine trees, the chlorophyll concentration in the leaves, and the total sugar content of
the fruits, were greater in all experimental treatments, compared with control, but with no
significant differences between treatments. The concentration of citric acid decreased in the treated
plants. The greatest diameter and fresh weight fruit were obtained in the treatment with iron
chelate. Foliar applications of iron sulphate or sulphuric acid led to values of these parameters that
were intermediate between those of the control and the iron chelate treatments. In orange trees, the
use of frequent foliar sprays was able to alleviate Fe chlorosis. Sprays of Fe(II) sulphate increased
the concentrations of chlorophyll, Fe and Zn in leaves and significantly improved fruit size and
quality over those of fruits in control trees. Sprays of Fe(Ill)-chelate also increased leaf
chlorophyll and Fe concentrations and improved fruit quality, but did not significantly increase
fruit size. Iron chlorosis caused a delay in fruit ripening in both citrus species. In addition of citric
acid to iron (II) sulphate further improved the results of the treatment. The decrease of
photochemical efficiency in chlorotic orange trees was associated with changes in the electron
transport chain. Sprays of sulphuric acid alone produced a small increase in leaf chlorophyll and
Fe concentrations, without improving fruit size and quality. These results suggest that foliar sprays
with Fe could help to avoid yield and quality losses caused by Fe chlorosis in citrus orchards.
Furthermore, these treatments could be done with relatively cheap materials such as solutions
containing Fe(II) sulphate.

Keywords: Citrus, Fluorescence, Foliar treatments, Fruit quality, Lime-induced chlorosis, Mineral
composition, SPAD.
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4.1. INTRODUCAO

A clorose férrica afecta ndo s6 a composi¢do mineral das folhas e das flores (Sanz et al.,
1993; 1994; Sanz e Montafi¢s, 1995) como ¢ responsavel por um significante decréscimo na
producao, no calibre e na qualidade dos frutos, facto que foi referenciado para algumas fruteiras
como, limeiras (El-Kassa, 1984), pessegueiros (Sanz et al., 1997) e kiwi (Tagliavini et al., 1995c).

O aparecimento de sintomas de clorose férrica em fruteiras, para além de alterar o equilibrio
nutritivo da arvore nesse ano, afecta consequentemente o crescimento vegetativo e dos orgdos
reprodutivos da arvore no ano seguinte, que estd dependente das reservas reunidas no ano anterior
(Tagliavini et al., 2000). Assim, os efeitos negativos da clorose férrica em darvores de fruto
permanecem nos anos subsequentes ao aparecimento dos sintomas e por vezes mesmo apds a sua
correcgao.

A correc¢do da clorose férrica em fruteiras instaladas em solos calcarios faz-se
frequentemente recorrendo a aplicagdes massivas de quelatos férricos sintéticos, ao solo. O quelato
mais eficaz na correc¢do desta deficiéncia nutritiva € o acido etileno-diamina di-orto-hidroxi-fenil de
ferro (Fe-EDDHA) devido a sua elevada estabilidade mesmo a pH superiores a 9,0 (Norvell, 1991;
Wallace e Wallace, 1992). No entanto, a aquisi¢ao destes quelatos ¢ muito dispendiosa e,
nomeadamente devido ao regime de rega excessivo ou as chuvas frequentes no Outono-Inverno, o
ferro aplicado num ano ndo previne o aparecimento da clorose no ano seguinte e estas aplicagcdes
repetem-se anualmente para o mesmo pomar (Legaz et al., 1992). Os custos desta operacao podem
atingir os 60% do custo total da fertilizagdo o que corresponde a cerca de 250 Euros por hectare
(Tagliavini et al., 2000). Em relacdo ao impacto ambiental desta aplicagdo apenas se sabe que
estes agentes quelatantes sintéticos podem ser responsaveis por uma maior absor¢do de outros
metais, tais como o Mn, Cu ¢ o Ni (Wallace et al., 1992).

Torna-se importante desenvolver praticas alternativas de controlo da clorose férrica que
apresentem menores custos e reduzido impacto ambiental. As fertiliza¢des efectuadas ao nivel do
solo quer através da adicdo de adubos com Fe quer através da correc¢do do pH da rizosfera ndo
sdo totalmente eficientes em solos calcarios devido ao elevado poder tampao destes solos
(Papastylianou, 1990; Graziano, 1995; Tagliavini et al., 2000). Os resultados mais promissores
foram obtidos com a aplicagdo ao solo de residuos provenientes de actividades industriais
constituidos por acidos humicos e/ou fulvicos (“Fe-humate”) tal como referido por Alva e Obreza
(1998). Alternativamente, varios autores (Sahu et al., 1987; Tagliavini et al., 1995b; 1995c¢; 2000)

propdem a aplicacdo de diversos compostos por pulverizagdo foliar pois deste modo é possivel
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evitar os efeitos inibitorios do 130 bicarbonato na absor¢ao e no subsequente transporte do ferro
para a parte aérea. Por outro lado, a aplicacdo foliar de acidos minerais, acidos orgénicos ou de

auxinas permitiu ainda disponibilizar o Fe imobilizado no interior das folhas cloréticas.

4.1.1. Objectivos

Neste capitulo, procurou-se estudar a recuperagdo da clorose férrica através da aplicacdo
foliar de diversos compostos em arvores do hibrido de tangerineira (‘Encore’ - ensaio 1) ¢ de
laranjeira (‘Valencia late’ — ensaios 2 e 3) estabelecidas em solo calcério.

No final dos ensaios, foi analisado o efeito dos tratamentos na composi¢do mineral das
folhas e flores e no tamanho e qualidade dos frutos. Avaliou-se ainda a duragdo dos efeitos de
algumas das pulverizagdes efectuadas (ensaio 2), procurando identificar-se a existéncia ou nao de
correlacdes entre a composi¢do mineral das folhas e das flores num ano e alguns parametros de

qualidade da producdo no ano seguinte.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Caracterizacio do pomar

4.2.1.1. Localizacao

Seleccionou-se um pomar de citrinos estabelecido em solo calcario, situado na provincia do
Algarve, a uma latitude de 37° 05" N e a uma longitude de 8° 28" W, com uma altitude inferior a
200 m. A sua area total é de 12000 m”.

O pomar estd localizado a cerca de 3 km de Almancil, vila pertencente ao Concelho de

Loulé, constituindo uma parcela de uma propriedade particular.
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r

O pomar ¢ composto por diferentes espécies de citrinos nomeadamente, laranjeiras (cv.
‘Valencia late’), hibrido de tangerineiras (‘Encore’) e clementinas distribuidas por diferentes

parcelas, conforme indicado na Figura 4.1.
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Figura 4.1 — Representagdo esquematica do pomar com identificagdo das diferentes parcelas de experimentagdo. € -
hibrido de tangerineira ‘Encore’; O - laranjeiras, ‘Valencia late’. [d -Ensaio 1; @ - Ensaio 2 e [ - Ensaio 3.

4.2.1.2. Caracterizacdo climatica

Segundo Kdppen, o clima do Algarve ¢ Mediterraneo, encontrando-se os pomares utilizados
nos ensaios numa area que abrange a variacao Csa que representa um clima mesotérmico em que a
temperatura média didria do ar do més mais frio se situa entre —3°C e 18°C, havendo pelo menos
um meés em que a temperatura média didria do ar € superior a 10°C. A estacdo seca coincide com o
Verido (insolagdo elevada), sendo a temperatura do ar do més mais quente do ano superior a 22°C.
Num estudo do Instituto Nacional de Meteorologia e Geofisica, Rocha Faria ef al. (1981) associam
o Litoral Sul do Algarve a um clima semi-arido com base no intervalo de precipitacao

frequentemente obtidos (entre 250 ¢ os 500 mm).
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Com o objectivo de caracterizar periodo em que decorreram os ensaios reuniu-se informacao
referente as temperaturas minima, maxima e média didrias do ar e a precipitacdo registadas na
estacdo meteorologica da Direccdo Regional de Agricultura do Algarve, que estd localizada no
Patacdo a cerca de 2 km a Oeste do pomar (Figura 4.2). A temperatura média do ar resultou da
média aritmética entre as temperaturas maxima € a minima registadas num termohigrografo
colocado em abrigo de madeira a cerca de 1,5 m do solo. A precipitacdo foi medida a partir de um

udometro situado no mesmo local, também a mesma altura.
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Figura 4.2 — Variagao das temperaturas (T, °C) minima, maxima e média mensal do
ar e da precipitagdo (P, mm) mensal ao longo do periodo em que decorreram os
ensaios.

As variagdes da temperatura média do ar foram muito semelhantes ao longo dos dois
periodos de ensaio (Figura 4.2) contrariamente a precipitagdo. No periodo de Agosto de 1997 a
Margo de 1998 a precipitacao total foi de 523 mm enquanto que no ano seguinte apenas se

registaram 205 mm.
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4.2.1.3. Caracterizacdo fisica e quimica do solo

De acordo com a classificacdo de solos do Servico de Reconhecimento ¢ Ordenamento
Agrarios (S.R.O.A.) o solo da parcela utilizada para os ensaios pertence a familia dos solos
vermelhos de calcério fridvel (Vc), a que corresponde um Cambissolo calcico nas categorias
taxonomicas da FAO (FAO-Unesco, 1985).

De um modo geral, estes solos caracterizam-se pelos elevados teores em carbonato de
calcio que podem oscilar entre 2 — 70% ao longo do perfil. O calcario pode existir na forma
pulverulenta, na forma de concregdes compactas ou macias, ou ainda como crostas lamelares ou
ndo lamelares (Kopp et al., 1989). Apresentam também elevados teores em calcério activo,
parametro limitativo para a fisiologia de plantas pouco tolerantes a clorose férrica e determinante
na seleccdo do porta-enxerto a utilizar quando da instalagdo de pomares nestas unidades
pedoldgicas.

De forma a especificar a caracterizagao fisica e quimica do solo do pomar em estudo, no
inicio dos ensaios foi efectuada uma amostragem aleatéria na camada superficial (0-30 cm) da
parcela seleccionada da qual resultou uma amostra composta, uma mistura de varias por¢des de
solo retiradas de diferentes pontos e entre as linhas das arvores da parcela seleccionada do pomar.

As analises quimicas e fisicas foram realizadas de acordo com os métodos descritos por
A.0.A.C. (1990) e os resultados estdo apresentados na Tabela 4.1. O fosforo foi extraido com
bicarbonato de so6dio e o potassio com acetato de amonio. A classificagdo da textura foi efectuada
de acordo com o diagrama de Pereira Gomes e Antunes da Silva (1962) in Costa (1995).
Relativamente as caracteristicas fisicas salientam-se os elevados teores em argila, factor que pode
afectar tanto a porosidade como a permeabilidade do solo.

De um modo geral, os valores obtidos enquadram-se nas caracteristicas apresentadas por
Kopp et al. (1989) para os solos da familia Vc. Contudo, os teores de fosforo e potassio estao
muito acima dos valores esperados, provavelmente por este solo ser cultivado, e portanto

fertilizado, ha varios anos.
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Tabela 4.1 — Analise quimica e fisica da amostra de solo composta
obtida a 30 cm de profundidade, na parcela experimental.

Parametros Valores
K (mg kg™) 259
P(mgkg") 133
Matéria organica (%) 2,4
Calcario total (%) 59
Calcario activo (%) 11

pH (H,0) 7,7
Condutividade eléctrica (mS cm™) 0,34
Areia (%) 64
Limo (%) 10
Argila (%) 26
Textura Franco-argilo-arenosa

4.2.1.4. Sistema de rega

A rega do pomar, a cargo do agricultor, foi efectuada através de um sistema de micro-
aspersao, com 2 micro-aspersores colocados junto ao tronco de cada arvores. Cada aspersor tem

uma dispersao de 180° e debita, segundo o fabricante, 10 L de 4gua por hora.

4.2.2. Delineamento experimental

Seleccionaram-se duas espécies citricolas, um hibrido de tangerineira (Citrus deliciosa Tan.
x Citrus nobilis Lour., ‘Encore’) e uma laranjeira (Citrus sinensis (L.) Osbeck, cv. ‘Valencia late”)
estabelecidas na mesma parcela do pomar conforme indicado na Figura 4.1. Ambas as espécies
estavam enxertadas em laranjeira azeda (Citrus aurantium L.) que é um porta-enxerto
caracterizado pela sua pouca tolerancia ao calcério activo (Obreza et al., 1993). Para corrigir a
clorose férrica, efectuaram-se aplicagdes foliares com diversos compostos caracterizados por
actuar como uma fonte de ferro (sulfato ferroso e quelato férrico) ou por permitirem a mobilizagao
das “pools” de ferro existentes nas folhas cloréticas (acido sulfurico e &cido citrico). Entre 1997 e

1999, realizaram-se trés ensaios:

170



Praticas alternativas para controlar a clorose férrica

e Ensaiol

Neste ensaio utilizaram-se arvores de tangerineira com 7 anos de idade. O compasso de
plantacdo ¢ de 3 por 4 m, o que equivale a 833 arvores por hectare. O ensaio iniciou-se a 5 de
Agosto de 1997, altura em que os frutos apresentavam um diadmetro de 30 mm. A tUltima
pulverizacdo foi efectuada a 14 de Dezembro de 1997 e a colheita dos frutos efectuou-se a 29 de
Dezembro de 1997.

Testaram-se aplicagdes foliares com quatro produtos diferentes. Os tratamentos foram com
sulfato Fe (II) (500 mg Fe L™), 4cido sulférico (0,5 mM H,SOy), quelato de Fe (III) (Fe-EDDHA,
Hampiron 654 GS - Rhone-Poulenc, 120 mg Fe L) e dgua destilada como testemunha. Estas
solugdes apresentaram um pH de 3,4, 2,3, 6,4 e 6,2, respectivamente. Durante o ensaio foram
realizadas um total de 6 pulverizagdes em cada um dos ramos marcados. Avaliou-se o efeito dos
tratamentos na recupera¢do dos sintomas de clorose férrica e em diversos parametros de qualidade

da produgdo.

e Ensaio 2

Para este ensaio utilizaram-se arvores de laranjeira que estavam distribuidas no pomar com
um compasso de 3 por 4 m o que corresponde a 833 arvores por hectare. Em 1997, as laranjeiras
tinham 6 anos de idade e os frutos apresentavam um didmetro de aproximadamente 50 mm. Em
Agosto de 1997 as folhas apresentavam a seguinte composi¢do mineral (g kg™): P (1,4 + 0,03), K
(10,3 £ 0,16), Ca (57,1 + 1,0), Mg (3,9 £ 0,05) e (mg kg): Fe (268 + 10), Mn (25 + 1), Zn (27 +
0,4)e Cu(9£0,7).

As pulverizagdes foliares decorreram, quinzenalmente, de 15 de Agosto de 1997 até 9 de
Margo de 1998. Os frutos, as folhas e flores foram colhidos a 22 de Margo de 1998, altura que se
realizaram as ultimas medig¢des do ensaio. Os tratamentos estudados neste ensaio foram iguais aos
aplicados no ensaio 1.

Com este ensaio pretendeu-se analisar o efeito dos tratamentos no reverdecimento das folhas
cloréticas, nos parametros de qualidade dos frutos e na composi¢ao mineral das folhas e flores.

Por fim e de forma a avaliar os efeitos residuais dos tratamentos, a 23 de Mar¢o de 1999

foram de novo colhidos frutos de acordo com a metodologia anteriormente descrita. Estudou-se o
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efeito dos tratamentos, aplicados em 1997-98, no tamanho e na qualidade dos frutos colhidos em
1999. Determinaram-se ainda os coeficientes de correlacdo (r) entre a composi¢cdo mineral das
folhas e das flores em 1998 e os frutos colhidos em 1999. Saliente-se que ndo foram efectuadas
quaisquer pulverizacdes desde Marco de 1998 (final do ensaio 2) a Margo de 1999 (nova colheita
de frutos).

e Ensaio3

Para este ensaio seleccionaram-se outras arvores de laranjeira localizadas na mesma parcela
do ensaio anterior. As pulverizagdes foliares iniciaram-se a 11 de Agosto de 1998, altura em que o
diametro dos frutos era aproximadamente de 50 mm e terminaram a 8 de Marco de 1999. As
medicoes finais bem como a colheita dos frutos, folhas e flores foram efectuadas 15 dias depois da
ultima pulverizacao (23 de Margo de 1999).

Os tratamentos aplicados por via foliar foram com sulfato Fe (II) (500 mg Fe L"), 4cido
citrico (C¢HgO7.H,0, 10 mM), sulfato Fe(I) (500 mg Fe L) e acido citrico (10 mM), sulfato
Fe(I) (500 mg Fe L) e 4cido sulfarico (0,5 mM H,SO4), ¢ 4gua destilada como testemunha. O
pH destas solugdes foi respectivamente 3,4, 2,6, 2,5, 3,1 e 6,2. Com este ensaio pretendeu-se
analisar o efeito dos tratamentos na recuperagdo dos sintomas de clorose férrica, nos pardmetros de
qualidade da producgdo, na eficiéncia fotoquimica e na composicdo mineral das folhas novas,
folhas velhas e flores.

Na Tabela 4.2 estd resumida a informagdo sobre o material vegetal, o periodo em que
decorreram os ensaios, os tratamentos aplicados por ensaio, bem como o cddigo de identificacao

de cada um dos tratamentos testados.

Tabela 4.2 - Identificagdo do material vegetal, dos tratamentos realizados e da duragdo de cada um deles.

Ensaios  Cultivar Inicio - Final Produtos estudados Cédigo
Ensaio1 ‘Encore’ 5-8-97 a29-12-97 Sulfato de Ferro (II) SF
Ensaio 2 ‘Valencia late’ 15-8-97 a 22-3-98 Quelato de Ferro (III) QF
Acido Sulftrico AS
Agua Destilada T
Ensaio 3 ‘Valencia late’ 11-8-98 a 23-3-99  Sulfato de Ferro (1) SF
Acido Citrico AC

Sulfato de Ferro (IT) e Acido Citrico SFAC
Sulfato de Ferro (II) e Acido Sulfurico SFAS
Agua Destilada T
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O procedimento experimental foi 0 mesmo nos trés ensaios realizados. Para testar cada uma
das aplicacdes foliares seleccionaram-se, aleatoriamente, 4 arvores. Em cada arvore e para cada
um dos tratamentos marcaram-se, em diferentes orientacdes da copa, quatro ramos homogéneos
que apresentavam sintomas moderados de clorose férrica nas folhas jovens.

Os tratamentos foram efectuados com um pulverizador manual de modo a molhar todas as
folhas dos ramos marcados. Para pulverizar todos os 16 ramos tratados, utilizaram-se 3 L de cada
solugdo, o que equivale a uma taxa de aproximadamente 2500 L ha”. Adicionou-se um agente
molhante ndo i6nico a todos os tratamentos (Etaldyne — monifenol polietilenado, Rhone-Poulenc,
0,5mL L' — 10 mM).

Em Outubro de 1997, periodo em que decorriam os ensaios 1 ¢ 2, e no final de Setembro de
1998, altura em que decorria somente o ensaio 3 ndo foi possivel efectuar pulverizagdes devido a
condicdes climaticas desfavoraveis.

Todas as operacdes culturais inerentes a manutencdo do pomar citricola, nomeadamente o
controlo da rega, das doencas e pragas, foram efectuadas pelo agricultor de forma a reproduzir as
condicdes habituais de producdo. Saliente-se, no entanto, que nas arvores marcadas ndo foram
aplicados fertilizantes contendo ferro. Durante o periodo em que decorreram os ensaios, apenas
foram efectuadas trés adubagdes de cobertura com 800 g arvore”’ do adubo composto NPK
(10:10:10, com o N na forma amoniacal), respectivamente em Novembro de 1997, Janeiro e

Agosto de 1998.

4.2.3. Parametros estudados

Neste ponto descreve-se a metodologia utilizada para cada um dos parametros estudados.

4.2.3.1. Quantificacdo da clorofila total (SPAD)

A clorofila total foi estimada pelo aparelho SPAD-502 (Minolta Co., Osaka, Japdo). O
principio de funcionamento deste aparelho consiste em medir a luz transmitida através de uma
folha depois de submetida, sequencialmente, a dois tipos de luz; primeiro com uma radiagdo na
zona do vermelho (= 650 nm), e que corresponde a um pico de absor¢ao das moléculas de clorofila
e de seguida com uma luz na zona do infravermelho (= 940 nm) e que funciona como referéncia. A

intensidade luminosa transmitida pela folha é convertida, primeiro em sinais eléctricos e depois,
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através de um microprocessador, em unidades de SPAD conforme definido pela Minolta. Este
aparelho pode ser utilizado como um método ndo destrutivo de estimar a concentracio clorofilina
uma vez que os valores de SPAD sdo proporcionais a quantidade relativa de clorofila total
existente nas folhas.

De forma a converter os valores de SPAD na correspondente concentracao de clorofila total
efectuaram-se, previamente, duas curvas de calibra¢do; uma para as arvores de tangerineira e outra
para as arvores de laranjeira. As curvas de calibragdo foram realizadas de igual modo para as duas
espécies estudadas. Antes de iniciar os ensaios colheram-se folhas, das arvores seleccionadas e
com diferentes graus de clorose, que foram de imediato transportadas, numa arca térmica, para o
laboratério onde se efectuaram medicdes de SPAD em diversos discos foliares (didmetro = 1 cm;
area = 0,7854 cm®). De seguida, procedeu-se a extracgdo dos pigmentos com acetona a 100% na
presenga de ascorbato de sodio, de forma a evitar a rdpida degradacdo da clorofila a. A
absorvancia das amostras foi determinada por leitura colorimétrica num espectrofotometro UV-
Visivel (Shimadzu, Kyoto, Japao) a dois comprimentos de onda (661,6 nm e 644,8 nm). Todo o
procedimento de extrac¢do e leitura foi efectuado conforme descrito por Abadia e Abadia (1993).

A conversao dos valores de absorvancia (A), obtidos no comprimento de onda indicado, para
concentracdo de clorofila (mg L) foi realizada com base nas seguintes equagdes propostas por

Lichtenthaler (1987):

Clorofila a = 11,24 * A661,6_ 2,04 * A664,8

Clorofila b = 20,13 * A644’g— 4,19 * A661,6

Clorofila total = Clorofila a + Clorofila b

Todos os valores de SPAD medidos ao longo dos ensaios foram convertidos em pmol de
clorofila total por unidade de area (m?) através da utilizacdo das curvas de calibracdo apresentadas
na Figura 4.3, para as duas espécies estudadas tangerineira (a) e laranjeira (b).

Durante os ensaios, a capacidade de recuperagdo das arvores foi determinada, em campo,
através dos acréscimos na concentragdo foliar de clorofila total estimados pelo SPAD. Segundo
diversos autores (Abadia et al., 1991; Miller et al., 1994) este parametro ¢ adequado para medir o

reverdecimento de folhas cloroticas.
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No inicio dos ensaios e imediatamente antes de cada pulverizacao, efectuaram-se medi¢des
de SPAD em todos os ramos marcados. Em cada um dos ramos, consideraram-se pelo menos 3
valores de SPAD que consistiam na média de 5 leituras efectuadas em 5 folhas diferentes. Todas
as medigoes foram efectuadas na 2% e 3? folhas recentemente expandidas. Para cada uma das datas
de amostragem foram considerados no minimo um total de 48 valores por tratamento (4 arvores X

4 ramos x 3 médias SPAD).
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Figura 4.3 — Relacdo entre os valores de SPAD e a concentraggo foliar da clorofila
total (umol m™?), em arvores de tangerineira - ‘Encore’ (a) e em arvores de laranjeira
—cv. “Valencia late’ (b).
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A percentagem (%) de variagdo da clorofila total, utilizada para comparar os ensaios

realizados, foi calculada de acordo com a seguinte equacao:

% de variac¢io da clorofila total = (Cf—Ci)/Ci * 100

em que Ci e Cf sdo respectivamente, a concentragio de clorofila total (umol m™) obtida no inicio e

no final do ensaio.

4.2.3.2. Pardmetros de fluorescéncia da clorofila a

Em condigdes Optimas, a radiagdo absorvida por uma folha ndo ¢ totalmente utilizada nas
reaccdes fotoquimicas da fotossintese e ¢ dissipada pela clorofila @ na forma de fluorescéncia
(cerca de 3 a 5%) e de calor (Lichtenthaler e Rinderle, 1988; Walker, 1990). Sempre que os
processos fotossintéticos de conversdo de energia sdo de algum modo limitados a emissdao de
energia na forma de fluorescéncia aumenta e a sua quantificagdo permite medir a eficiéncia
fotossintética in vivo (Schreiber e Bilger, 1985; Abadia ef al., 1991).

No final do ensaio 3, os parametros de fluorescéncia da clorofila a (F, fluorescéncia basal;
Fp, fluorescéncia maxima; F, = F,-F,, fluorescéncia varidvel) foram medidos no campo através de
um fluorimetro portatil (PEA - Plant Efficiency Analyser, Hansatech, Kyngs Lynn, U.K.). A
fluorescéncia basal (F,) ¢ determinada com uma luz de intensidade muito baixa (cerca de 1,2 umol
m? s7) e corresponde a energia base de excitagdo dos pigmentos antena antes de migrar para os
centros de reac¢do. A fluorescéncia maxima (Fp,) ¢ determinada em resposta a um Unico pulso de
luz saturante (2100 pumol m™ s, previamente determinado) de forma a reduzir todos os aceitadores
primarios e em folhas adaptadas ao escuro corresponde a capacidade maxima de captacdo de
energia pelo fotossistema II (PSII). A eficiéncia de conversdo de energia pelos centros de reacgao
do PSII foi estimada pela razdo entre a fluorescéncia varidvel (F, = F,-F,) e a fluorescéncia
maxima (F,). Foi demonstrado por Bjorkman e Demmig (1987) que em folhas intactas o
rendimento quantico maximo do PSII (F,/F,) tem uma estrita correlagdo com o rendimento
quantico da fotossintese liquida.

As medi¢des foram efectuadas na 2* folha mensuravel e em pelo menos 5 dos ramos
marcados por tratamento, apos 20 minutos de adaptacdo ao escuro seguidos de uma exposicdo a

uma radiagdo com 2100 pmol quanta m™> s durante 5s. O tempo de adaptagdo ao escuro ¢ a
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intensidade de luz saturante utilizados foram previamente determinados para o material vegetal em

estudo e para as condi¢des de campo.

4.2.3.3. Analise da composicdo mineral das folhas e flores

Como inicialmente referido, a composi¢do mineral das folhas e das flores foi apenas
determinada nos ensaios 2 e 3 (laranjeiras cv. ‘Valencia late’). No final destes dois ensaios
colheram-se, aleatoriamente, pelo menos 30 flores e 30 folhas sas e recentemente expandidas (2% e
3* folha) do total de ramos marcados de cada arvore seleccionada. Nas arvores referentes ao ensaio
3 foram também colhidas folhas velhas (folhas do ano anterior).

As folhas foram colhidas dos ramos nao frutiferos enquanto que as flores foram colhidas
independentemente do tipo de ramo. As amostras (foliares ou florais) colhidas por arvore foram
analisadas separadamente de forma a constituirem uma repeti¢ao por tratamento.

A lavagem das folhas foi efectuada com detergente ndo idnico (Teepol), acido diluido (HCI -
0,01 mM), e seguidamente com 3 passagens por agua desionizada. Apds a lavagem foram
removidas as nervuras principais das folhas. As flores completas (incluindo as sépalas) foram
lavadas apenas com agua destilada. De seguida, procedeu-se a secagem das amostras foliares e
florais em estufa a 60° C durante 48 horas. Posteriormente as amostras foram finamente moidas
através de um moinho do tipo almofariz de agata (RM 0, Retsch, Alemanha). A composi¢do
mineral, de qualquer uma amostras analisadas, foi determinada através dos métodos normalizados
descritos pela “Association of Official Analytical Chemists” (A.O.A.C., 1990). O azoto foi
determinado pelo método de Kjeldhal, utilizando como catalisador uma mistura de sulfato de
cobre, sulfato de sodio e selénio. Apods incineracdo a 450°C as amostras permaneceram em
solugdo, por digestdo acida (HCl IN), num volume final de 25 ml para a determinacdo dos
restantes nutrientes, conforme indicado por Abadia ef al. (1985) e por Belkhodja et al. (1998b). O
fosforo foi determinado através da analise do complexo molibdovanadato fosforico a 420 nm, no
espectrofotometro de UV-Visivel (Shimadzu, Kyoto, Japao). O potassio foi determinado por
fotometria de chama (Corning Ltd., Halstead, Inglaterra) e os restantes nutrientes (Mg, Ca, Fe, Mn,

Cu e Zn) por espectrofotometria de absorgao atémica (Shimadzu, Kyoto, Japao).
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4.2.3.4. Parametros de qualidade dos frutos

Como anteriormente referido em cada um dos ensaios a data de colheita dos frutos foi
diferente e esta referida no ponto 4.2.2.

No final de cada um dos ensaios colheram-se todos os frutos existentes numa area de 1m? de
copa de cada um dos ramos marcados, o que correspondeu a pelo menos um total de 20 frutos por
cada uma das arvores seleccionadas. Os frutos foram rapidamente transportados numa arca
frigorifica para o laboratorio e mantidos no frigorifico (4°C) até se realizarem as analises.

Em cada fruto determinou-se o seu peso fresco (g), o calibre (mm) e o volume de sumo
(expresso em ml e em percentagem do peso fresco do fruto). No sumo de cada fruto efectuou-se a
leitura do indice de refraccao que traduz o total de solidos soluveis (° Brix) através da utilizagdo de
um refractometro de bancada (Atago Co. Ltd., Toquio, Japao) e a determinacao da acidez através
da titulagdo do sumo com NaOH a 0,1 M na presen¢a do indicador fenolftaleina (pH=8,1). A
acidez do sumo foi convertida em percentagem de acido citrico (m/v de sumo) ou em mg de acido
citrico por volume de sumo. Estas analises foram realizadas de acordo com os métodos descritos
por A.O.A.C. (1990). O indice de maturagao dos frutos foi avaliado pela razdo entre o total de
solidos soltuveis e a concentracdo de acido citrico (%) conforme proposto por Spiegel-Roy e
Goldschmidt (1996).

A concentracdo de acido ascorbico (Vitamina C) no sumo de laranja foi determinada nos
frutos utilizados para avaliar os efeitos residuais dos tratamentos (ensaio 2, colheita de 1999) e no
final do ensaio 3. Em ambos os ensaios, as determinagdes foram efectuadas em pelo menos 5
frutos por tratamento, aleatoriamente seleccionados do total de frutos colhidos. Pesaram-se 10 g de
sumo por fruto que foram homogeneizados com 50 ml de uma solucao de acido citrico a 3% (m/v).
A amostra depois de filtrada sob vacuo foi sujeita a nova filtragao utilizando um filtro Millipore
tipo HA, com poro de dimensdo 0,45 um de didmetro. A solucdo foi entdo passada por um
cartucho Sep-Pak C18-Waters Millipore. Depois de lavado com 10 ml de agua destilada, o
cartucho foi eluido com 4 ml de metanol. As andlises foram efectuadas num cromatdgrafo
equipado com um detector UV-visivel (254nm; Beckman moddulo 166), uma coluna de ago
inoxidavel (Lichrocart NH;, 250 mm x 4 mm) com particulas de 5 um de didmetro, um injector
Rheodyne com um “loop” de 20 pl acoplado a um registador. Como eluente utilizou-se uma

solugdo de acetonitrilo : tampao dihidrogenofosfato de amoénio a 0,01 M e pH=4,3 (70:30, v/v) a
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um fluxo de 2 ml minuto™. O 4cido ascorbico foi determinado pelo método do padrio externo.
Para tal injectaram-se 20 ul de uma solucdo de &cido ascérbico com dacido citrico nas
concentragdes de 1, 10 e 50 mg por 100 ml. Os valores apresentados correspondem a uma média
de duas injec¢des por amostra. Os resultados expressaram-se em valores relativos, percentagem de
acido ascorbico (m/m de sumo).

Com o objectivo de avaliar a possibilidade de estimar o peso fresco do fruto através do seu
calibre, a relacdo entre estes 2 parametros foi testada em todos os ensaios realizados. Nos ensaios
com arvores de ‘Valencia late’ (ensaio 2 —1998 e 1999 e ensaio 3) os resultados foram agrupados

de forma a aumentar a representatividade do modelo proposto.

4.2.4. Procedimento estatistico

O desenho experimental de qualquer dos ensaios realizados foi totalmente casualizado. Os
valores obtidos para cada um dos parametros por ramo foram introduzidos individualmente e
foram considerados como uma repeticao independente. De modo a obter material (foliar ou floral)
suficiente para andlise da composi¢ao mineral, as colheitas provenientes dos 4 ramos marcados de
cada arvore foram juntas numa s6 amostra. Assim, para cada um dos tratamentos estudados foram
efectuadas 4 analises correspondentes a cada uma das arvores.

A comparacdo das médias obtidas entre modalidades, em cada data de observagdo e para
cada parametro medido, foi efectuada através da andlise de variancia (ANOVA) e do teste de
comparagao multiplo de médias de Duncan (DMRT) para um intervalo de confianga de 95%.

O valor do coeficiente de correlacao (r) foi indicado como medida da inter-relagao entre as
variaveis.

A seleccdo da melhor regressdo linear efectuou-se com base no coeficiente de determinacao
(R, no teste t efectuado ao declive e na respectiva anélise de varidncia do modelo, para um
intervalo de confianca de 95% e 99%.

Toda a andlise estatistica dos dados foi efectuada no programa de estatistica SAS - Versdo 6

(SAS Institute, 1989).
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. Ensaio 1

4.3.1.1. Clorofila total

No inicio do ensaio, as arvores de tangerineira apresentavam sintomas moderados de clorose
, . . . ~ L, - )
férrica aos quais correspondia uma concentracdo média de clorofila total de 311 £ 5 pmol m™.
Na Figura 4.4 estdo apresentados os valores de clorofila total registados ao longo do ensaio

para cada um dos tratamentos aplicados.

8/11 8/28 919 10/10 11/28 12/13 1/5
Data (1997-98)

Figura 4.4 - Variacio da concentragio de clorofila total (umol m™) ao longo do ensaio nas
arvores de tangerineira. Os tratamentos aplicados por via foliar foram: Testemunha (o), Sulfato
de ferro (e), Acido sulfiirico (x) e Quelato de ferro (00). As setas indicam as datas em que se
efectuaram as pulverizag¢des foliares. Para cada uma das datas, médias com a mesma letra ndo
sdo significativamente diferentes a 95% (teste de Duncan). A analise estatistica estd apenas
apresentada nas datas em que houve diferengas significativas.

Apo6s a 3% pulverizagdo, efectuada a 19 de Setembro, a recuperagdo da clorose férrica nas
arvores tratadas com ferro e/ou com acido sulfurico foi evidente pois apresentaram valores de

clorofila total superiores aos da testemunha.
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Desde 10 de Outubro até 28 de Novembro, ndo se efectuaram aplicacdes foliares devido a
condicdes climatéricas adversas e consequentemente, a concentragdo da clorofila total das arvores
tratadas decresceu. No final do ensaio a recuperacdo da clorose férrica das arvores tratadas foi
visivel em todos os tratamentos, com excep¢do da testemunha. Contudo, a concentragdo de
clorofila total nas folhas nao permitiu distinguir os diferentes tratamentos testados. No final do
ensaio, ndo se observaram necroses nas folhas nem nos frutos motivadas pelas pulverizagdes

foliares efectuadas.

4.3.1.2. Parametros de qualidade dos frutos

A comercializagdo de produtos susceptiveis de corrigir a clorose férrica passa pela avaliacao
dos efeitos da sua aplicagdo no calibre e na qualidade da producio citricola. Na Tabela 4.3 esta
apresentado o efeito das aplicagdes foliares em diversos parametros de qualidade dos frutos no
final do ensaio. O peso fresco e o calibre dos frutos foram superiores em todas as arvores tratadas,
comparativamente com os frutos das testemunha. No entanto, o tratamento mais efectivo foi
registado nas arvores tratadas com quelato de ferro.

O volume de sumo dos frutos provenientes das arvores tratadas com acido sulfirico ou com
quelato de ferro foi superior ao obtido nos frutos da testemunha, no entanto, quando se expressou o
volume de sumo relativo ao peso fresco dos frutos ndo se verificaram diferencas entre

tratamentos.

Tabela 4.3 - Efeito das aplicagdes foliares na qualidade dos frutos de tangerineira, colhidos no final do
ensaio (Dezembro 97).

Tratamentos PFF C VS VS TSS AC ACF IM
(g (mm) (ml) (%PFF) (°Brix) (% m/v) (mg/VS)
Testemunha 66¢c 55c¢ 33¢c 47 a 8,5b 20a 0,6 b 45¢

Acido sulfurico 89b 60b 46ab 48 a 9,2a 1,4b 0,6 ab 6,9 a
Quelato de ferro 107a 65a 5Sla 47 a 9,2a 1,5b 0,7 a 6,7 ab
Sulfato de ferro 87b 60b 39bc 48 a 9,0a 1,7b 0,6 ab 5,7b

PFF — peso fresco do fruto; C — calibre; VS — volume de sumo; TSS — total de sélidos soluveis; AC —
acido citrico; ACF — acido citrico por fruto; IM — indice de maturacdo. Na coluna, médias seguidas pela
mesma letra ndo sdo significativamente diferentes a 95% (teste de Duncan).
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Comparativamente com a testemunha, a percentagem de acido citrico nos frutos das arvores
tratadas diminuiu e o total de sélidos soltiveis aumentou, nao se tendo verificado diferencas
significativas entre tratamentos.

O efeito das pulverizagdes no indice de maturagao dos frutos determinou-se através da razao
entre o total de s6lidos soluveis e a concentragdo de acido citrico. As aplicagdes foliares com ferro
conduziram a frutos com um estado de maturacao intermédio, entre os frutos das arvores tratadas
com acido sulftrico e os frutos das arvores ndo tratadas, os quais apresentaram os valores mais
baixos.

Considerando o principal objectivo do citricultor, ¢ importante quantificar o beneficio
econdémico da correccdo da clorose férrica. Na Tabela 4.4 estdo apresentadas as cotagdes médias
por calibre de tangerina Encore praticadas no Algarve durante o ano de 1998 as quais oscilaram

entre 0,25 e 0,65 Euros por kg.

Tabela 4.4 - Precos médios por calibre comercial
de tangerina Encore relativos & campanha de 1998,
praticados na regido do Algarve.

Calibre Tamanho Preco
(mm) (Euros por Kg)

I (263) 0,650

II (58-62) 0,535

I-1v (50-57) 0,350

Iv-X (<49) 0,250

Os frutos da testemunha enquadraram-se na classe de calibres I1I-1V, enquanto que os frutos
das arvores tratadas com sulfato de ferro ou acido sulfurico situaram-se no calibre II, ou no calibre
I nas arvores pulverizadas com quelato de ferro.

De acordo com as cotacdes apresentadas, a clorose férrica afectou a produgdo em 1998 ¢ a
sua correccao originou acréscimos de preco pagos ao citricultor entre os 53% (sulfato de ferro ou

acido sulfurico) e os 86% (quelato de ferro), consoante o tratamento aplicado.
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4.3.2. Ensaio 2

4.3.2.1. Clorofila total

No inicio do ensaio, as folhas das laranjeiras caracterizavam-se por ter uma concentragao
média de clorofila total de 278 + 6 pmol m™ e sintomas moderados de clorose férrica. Quando esta
cultivar estd instalada num solo ndo calcario pode apresentar, com frequéncia, valores da ordem
das 800 pmol de clorofila total por m”.

As variagdes na concentracdo média de clorofila total, por tratamento, ao longo do ensaio

estdo apresentadas na Figura 4.5.
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Figura 4.5 — Efeito das aplicagdes foliares na concentragio de clorofila total (umol m™) das arvores de
laranjeira (‘Valencia late’) ao longo do ensaio. As aplicagdes foliares foram: Testemunha (o), Sulfato
de ferro (), Acido sulfurico (¥) e Quelato de ferro (00). As setas indicam as datas em que se efectuaram
as pulverizacdes foliares. Para cada data, médias com a mesma letra ndo sdo significativamente
diferentes a 95% (teste de Duncan). A andlise estatistica esta apenas apresentada nas datas em que se
registaram diferencas significativas.

Os valores de clorofila total aumentaram ao fim da 3* pulverizacdo (19 de Setembro de
1997) em todas as arvores tratadas, com excepcdo das arvores testemunha. Todavia, estes

acréscimos foram mais pronunciados nas arvores tratadas com ferro (na forma de sulfato ferroso
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ou de quelato férrico) que apresentaram sempre concentragdes de clorofila total superiores as das
arvores tratadas com 4cido sulfurico e portanto sem ferro. Por outro lado, as arvores tratadas com
ferro apresentaram, quase sempre, valores de clorofila total muito idénticos entre si. Na maioria
das datas de amostragem, as pulverizagdes com acido sulfurico induziram a concentragdes de
clorofila total mais altas do que as verificadas nas arvores tratadas com dagua destilada
(testemunha).

As fertilizagdes de cobertura realizadas em Novembro e em Janeiro com um adubo
composto (NPK) motivaram acréscimos na clorofila total das arvores tratadas com éacido sulfurico
e nas arvores testemunha. No entanto, passado um més, as arvores retomaram os valores obtidos
antes da adubacdo. As arvores tratadas com ferro ndo foram afectadas pelas adubagdes de
cobertura.

Todas as pulverizagdes foliares efectuadas com ferro foram eficientes no controlo da clorose
férrica. No final do ensaio (Marco de 1998), verificaram-se decréscimos nas concentragdes de
clorofila total em todas as arvores independentemente do tratamento aplicado apesar de ndo se
verificarem sintomas de clorose férrica. Nao foram observadas necroses foliares nem manchas nos

frutos motivadas pelas pulverizagdes foliares.

4.3.2.2. Composicao mineral das folhas e das flores

No final do ensaio, a composicdo mineral das folhas e das flores foi afectada pelas
pulverizacdes foliares. A concentragdo de cada um dos elementos analisados esta apresentada por
tratamento na Tabela 4.5.

As concentracdes foliares e florais de Fe e de Zn aumentaram significativamente nas arvores
tratadas com sulfato de ferro, onde se registaram os valores mais elevados. Os restantes
tratamentos conduziram a concentragdes foliares e florais de Zn, bem como a concentragdes florais
de Fe, iguais entre si. As arvores tratadas com dacido sulfurico ou com quelato de ferro
apresentaram concentragdes mais altas de Fe e Zn nas flores quando comparadas com as arvores
ndo tratadas.

A concentragdo de K nas folhas foi superior no tratamento com sulfato de ferro enquanto
que nas flores foi superior no tratamento com quelato de ferro, relativamente a testemunha. A
concentragdo de P e Mg nas folhas foi em geral superior nas arvores tratadas.

A concentragdo dos outros nutrientes analisados (Ca, Cu e Mn) nas folhas e nas flores ndo

foi afectada pelos tratamentos aplicados.
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Tabela 4.5 — Efeito das diferentes aplicagdes foliares na composicdo mineral das folhas e flores de
laranjeira no final do ensaio (22 de Margo de 1998).

Tratamentos P K Ca Mg Zn Fe Cu Mn
gkg ! TS R
Folhas
Testemunha 1,8b 13,0b 21,7a  25b 240D 523c¢c 24,5a 10)5a

Acido sulftrico 23a 154ab 26,5a 3,1a 2720 66,0b 273a 10,3a
Quelato de ferro 2,1 ab 155ab 26,2a 29ab 2620 648b 258a 11,3a
Sulfato de ferro 23a 17,2 a 26,0a 3,0ab 322a 109,2a 322a 133a

Flores
Testemunha 2,6a 20,2 b 5,1a 1,9a 235b 51,8b 24,8a 130a
Acido sulfarico 2,5a 19.9b 5,5a 20a 250b 442b 242a 128a
Quelato de ferro 2,6 a 22,1a 5,2a 2,1a 255b 518b 268a 145a
Sulfato de ferro 2,6a 20,7ab 55a 2,1la 288a 73,8a 275a 14,8a

Para cada tipo de amostra e cada nutriente analisado, médias seguidas pela mesma letra ndo sdo
significativamente diferentes a 95% (teste de Duncan).

Comparando as concentragdes de cada nutriente nas folhas com as concentragdes nas flores,
apenas se verificam diferengas respeitantes aos valores de calcio e de ferro. Assim, a concentragao
de calcio nas flores ¢ cerca de 4 vezes inferior a sua concentracdao nas folhas e independente do
tratamento aplicado. Por outro lado, a amplitude de variacdo dos valores de ferro nas folhas ¢

superior a das flores.

4.3.2.3. Parametros de qualidade dos frutos

O efeito das pulverizagdes foliares no tamanho e na qualidade dos frutos colhidos no final do
ensaio estd apresentado na Tabela 4.6. Verificou-se que, para além do calibre, alguns parametros
de qualidade dos frutos foram afectados pelas pulverizagdes foliares testadas.

Os frutos das arvores pulverizadas com sulfato de ferro foram significativamente maiores
(peso fresco e calibre) e apresentaram volumes de sumo superiores aos frutos da testemunha e das
arvores tratadas com dacido sulfirico. Porém, ndo foram significativamente diferentes dos frutos

das arvores pulverizadas com quelato de ferro.
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Tabela 4.6 — Efeito das aplicagdes foliares na qualidade dos frutos das laranjeiras ‘Valencia late’, colhidos no
final do ensaio (22 de Margo 1998).

Tratamentos PFF C VS VS TSS AC ACF M
(2) (mm) (ml) (% PFF) (°Brix) (% m/v) (mg/VS)
Testemunha 184b 72b 89b 49 a 10,2 a 12a I,1a 9,1b

Acido sulfarico 179 b 72 b 90 b 50a 99a 1,1 ab 1,0 ab 9,3b
Quelato de ferro 193ab 74ab 94 ab 49 a 10,1 a 1,0 bc 09b 10,4 ab
Sulfato de ferro 206 a 76 a 98 a 48 a 93a 09c¢ 09b 10,9 a

PFF — peso fresco do fruto; C — calibre; VS — volume de sumo; TSS — total de sélidos solaveis; AC — acido
citrico; ACF — acido citrico por fruto; IM — indice de maturagdo. Na coluna, médias seguidas pela mesma letra
ndo sdo significativamente diferentes a 95% (teste de Duncan).

Os valores relativos a percentagem de sumo, expressa em relagdo ao peso fresco do fruto, e
ao total de solidos soluveis foram iguais entre si e portanto independentes do tratamento aplicado.
O sumo dos frutos provenientes das arvores pulverizadas com ferro (na forma de sulfato ferroso ou
de quelato férrico) apresentaram concentragdes de acido citrico mais baixas do que o sumo dos
frutos da testemunha.

Conforme constatado no ensaio anterior com tangerineiras, verificou-se que a clorose férrica
atrasou o estado de maturagdo dos frutos das laranjas uma vez que os frutos das arvores tratadas
com ferro tendem a apresentar indices de maturagdo mais elevados. As aplicagdes foliares com
acido sulftrico, apesar de atenuarem os sintomas de clorose férrica, ndo melhoraram nem o
tamanho nem a qualidade dos frutos no final do ensaio.

Na Tabela 4.7 estdo apresentados os precos médios por calibre das laranjas ‘Valencia late’

pagos ao agricultor, durante a campanha de 1998, praticados na regido do Algarve.

Tabela 4.7 — Precos por calibre comercial das
laranjas relativos a campanha de 1998.

Calibre Tamanho Preco
(mm) (Euros por Kg)

I-111 (=82) 0,232

v (76-81) 0,226

VI (73-75) 0,220

VII (63-72) 0,163

VIII-XIII (£62) 0,122
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O tratamento com acido sulfurico conduziu a frutos com um calibre médio idéntico aos da
testemunha, calibre VII, e portanto com um prego de venda semelhante. A correc¢do da clorose
férrica através de pulverizagdes foliares com ferro resultou em frutos com um calibre superior,

calibre VI, representando um acréscimo de pagamento ao citricultor da ordem dos 35%.

4.3.2.4. Efeito residual dos tratamentos

Um ano apos o final do ensaio 2, foi efectuada uma nova colheita de frutos (Margo de 1999)
por tratamento com o objectivo de avaliar qual a duragdo dos efeitos das pulverizacdes foliares no
tamanho e na qualidade dos frutos.

As médias obtidas para cada um dos parametros analisados por tratamento apresentam-se na
Tabela 4.8. Os frutos da testemunha apresentaram calibre, peso fresco e volume de sumo menores,
bem como a maior percentagem de acido citrico. Os frutos das arvores tratadas com dacido
sulfurico apresentaram médias semelhantes as dos frutos das arvores pulverizadas com ferro, na
forma de sulfato ou de quelato.

O total de solidos soluveis existente no sumo foi independente dos tratamentos aplicados no
ano anterior. Apesar dos frutos da testemunha apresentarem valores mais baixos, o indice de
maturacao ndo foi estatisticamente diferente do obtido para os restantes tratamentos. Os valores
médios de 4cido ascorbico existentes no sumo de laranja no final do ensaio apesar de ndo serem
significativamente diferentes variaram entre 0,033 % para os frutos da testemunha e 0,041 % para

os frutos das arvores tratadas com acido sulfurico.

Tabela 4.8 — Efeito residual das aplicagdes foliares efectuadas de Agosto de 1997 a Margo de 1998 no tamanho e
na qualidade das laranjas ‘Valencia late’ colhidas em Margo de 1999.

Frutos (1999)
Tratamentos PFF C VS VS TSS AC ACF M AA
(1997-98) (g fruto) (mm) (ml) (% PFF) (°Brix) (% m/v) (mg/VS) (% m/m)
Testemunha 143 b 65b 67¢ 47b 10,2 a 1,8 a 12b 57a 0,033a
Acido sulfarico 179 a 71a &87b 49ab 10,2 a 1,7 ab 1,6 a 59a 0,041a
Quelato de ferro 183 a 71a 88ab 49ab 99a 1,7 ab 1,5a 6,la 0,039a
Sulfato de ferro 193 a 72a 95a 50a 99a 1,6 b 1,6 a 6,1a 0,040 a

PFF — peso fresco do fruto; C — calibre; VS — volume de sumo; TSS — total de solidos solaveis; AC — acido citrico;
ACF — acido citrico por fruto; IM — indice de maturagdo; AA — acido ascorbico. Na coluna, médias seguidas pela
mesma letra no sdo significativamente diferentes a 95% (teste de Duncan).
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Comparativamente com os resultados obtidos no ano anterior (1998) e apresentados na
Tabela 4.6, os valores médios relativos ao peso fresco, calibre e volume de sumo dos frutos da
testemunha em 1999 diminuiram significativamente, salientando-se o decréscimo de cerca de 30%
no peso fresco médio de cada fruto.

Os tratamentos aplicados afectaram o equilibrio nutritivo das arvores (Tabela 4.5) o que
possivelmente teve efeitos na producdo do ano seguinte (Tabela 4.8). Esta hipotese foi avaliada
através das relagdes obtidas entre estes dois parametros.

Na Tabela 4.9 apresentam-se os coeficientes de correlagao (r) obtidos entre a composi¢ao
mineral das folhas e das flores em Marco de 1998 e os parametros de qualidade dos frutos,

colhidos em Margo de 1999, independentemente do tratamento aplicado.

Tabela 4.9 — Coeficientes de correlagdo (r) obtidos entre a concentragdo de
nutrientes nas folhas e nas flores (1998) e o tamanho e a qualidade das
laranjas ‘Valencia late’ (1999).

Nutrientes Frutos (1999)
(1998) PFF C VS TSS AC AA

P 0,17 020 020 -0,17 -0,14 - 0,33
K 0,12 0,12 0,03 -0,14 - 0,30 - 0,08
Ca 0,39 0,22 0,33 -0,33 - 0,20 0,27

§ Mg 048* 044* 037 -0,39 -0,66** 0,23
E Cu 0,36 028 0,28 -0,17 -0,26 0,34
Mn 0,20 036 024 -0,17 -0,60**  -0,43
Fe 0,46* 0,40 047* -0,22 -0,51*  -0,25
Zn 0,51* 0,48* 0,58*%* -0,44* -0,22 -0,12
P 0,57** 0,48* 0,56** -0,44* -0,08 -0,01
K 0,46* 046* 046* -0,33 -0,10 -0,47*
- Ca 041 0,40 0,30 -0,14 - 0,26 -0,19
E Mg 041 0,37 0,32 -0,10 -0,14 -0,20
E Cu 033 0,30 0,24 -0,17 - 0,44* 0,16

Mn 0,37 0,30 0,26 -0,22 -0,57*¥*  -0,23

Fe 0,59** 0,50* 0,63** -0,40 -0,36 -0,18

Zn 0,54** 0,48* 0,54** -0,32 - 0,20 -0,31
PFF — peso fresco do fruto; C — calibre; VS — volume de sumo; TSS — total
de solidos solaveis; AC — acido citrico, AA — acido ascorbico.
Significativo para p>0,95 (*) ou p>0,99 (**).

Verificou-se um numero elevado de relagdes estatisticamente significativas. A variagdo do

peso fresco dos frutos foi directamente proporcional a concentracio foliar de P, K, Fe e Zn e a
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concentragdo floral de Mg, Fe e Zn. O calibre e o volume de sumo também se correlacionaram
positivamente com a concentragdo foliar de P, K, Fe e Zn. Por outro lado, o calibre apresentou
uma relacdo positiva com a concentragdo de Mg e Zn nas flores € o volume de sumo
correlacionou-se directamente com os niveis florais de Fe e Zn.

Relativamente ao total de solidos soltiveis existente no sumo, verificou-se uma relacao
inversamente proporcional tanto com a concentracdo de Zn nas flores como com a concentragdo de
P nas folhas. A concentracdo de acido citrico no sumo esteve negativamente relacionada com a
concentragdo floral de Mg, Mn e Fe e com a concentracdo foliar de Cu e Mn. A percentagem de
acido ascorbico existente no sumo apenas se relacionou, negativamente, com a concentragao de K

nas folhas.

4.3.3. Ensaio 3

4.3.3.1. Clorofila total

No inicio do ensaio, eram visiveis sintomas moderados de clorose férrica nas laranjeiras
‘Valencia late’ utilizadas no ensaio 3 as quais apresentavam concentragoes médias de clorofila
total de 310 + 5 pmol m™.

Na Figura 4.6 estd apresentada a variagdo da concentracao da clorofila total, por tratamento
e ao longo do ensaio. Apds a primeira pulverizagdo registou-se um acréscimo na concentragao de
clorofila total para todos os tratamentos incluindo as arvores da testemunha. A partir da segunda
pulverizagao, realizada a 24 de Agosto, os valores de clorofila total das arvores ndo tratadas
(testemunha) decresceram e mantiveram-se sempre mais baixos do que os das arvores tratadas.

Nas primeiras medi¢des efectuadas, as arvores pulverizadas com sulfato de ferro mais acido
sulfurico apresentaram valores mais altos de clorofila total, mas nos ultimos 2 meses de ensaio
foram idénticos aos registados para o tratamento com sulfato de ferro mais acido citrico. De entre
os tratamentos aplicados, as arvores tratadas com sulfato de ferro isoladamente foram as que

apresentaram as concentragdes de clorofila total mais baixas nos primeiros meses de ensaio.
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8110 8/24 9/8 27/9 10/7 10/22 11/7 11/26 16/12 1/6 1/25 2/8 2/22 3/8
Data (1998-99)

Figura 4.6 — Efeito dos tratamentos na clorofila total (umol m™) das 4rvores de laranjeira ao longo do
ensaio. As aplicagdes foliares foram: Testemunha (O), Acido citrico (&), Sulfato de ferro (), Sulfato de
ferro + acido sulfurico (M) e Sulfato de ferro + 4cido citrico (). As setas indicam as datas em que se
efectuaram as pulverizagoes foliares. Para cada data, médias com a mesma letra ndo sfo
significativamente diferentes a 95% (teste de Duncan). A analise estatistica esta apenas apresentada nas
datas em que se registaram diferencas significativas.

No final do ensaio, registou-se um decréscimo na concentracdo de clorofila em todas as
arvores independentemente do tratamento aplicado. O grau de clorose mais intenso foi observado
nas arvores da testemunha. Nas arvores dos restantes tratamentos ndo se verificaram sintomas

tipicos desta caréncia nutritiva.

4.3.3.2. Parametros de fluorescéncia da clorofila a

Na Figura 4.7 apresentam-se os valores médios obtidos nos pardmetros de fluorescéncia da
clorofila a (F, — fluorescéncia basal, F,, — fluorescéncia maxima e F,/F) para cada um dos
tratamentos, no final do ensaio.

As arvores nao tratadas (testemunha) apresentaram, conjuntamente com sintomas de clorose
férrica, os valores mais baixos, para qualquer um dos pardmetros medidos. A fluorescéncia basal
(F,) e a fluorescéncia maxima (F,) foram sempre superiores nas arvores tratadas,
independentemente do tratamento aplicado. Os valores mais elevados da razdo F,/F,, registaram-se
no tratamento com sulfato de ferro mais acido citrico que por sua vez nao foram estatisticamente

diferentes dos obtidos com acido citrico ou com sulfato de ferro mais acido sulfurico. Os
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tratamentos com sulfato de ferro isoladamente resultaram em razoes de F,/F,, intermédias entre a

testemunha e os restantes tratamentos.
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- 0,9
2500 A a \t/a—tﬂ\ar - 0.8
2000 - [ 0.7
LE B 0,6 £
% 1500 - 0,5 LI';
v - 0,4
1000 - L 03
500 1 [ 0.2
bl b F a ala |_a a alal 0.1
0 L] L] L} L) 0
T AC SF SFAC  SFAS

C—JrFo C=JFm —@—Fv/Fm

Figura 4.7 — Efeito dos tratamentos nos parametros de fluorescéncia da clorofila a (F,,
fluorescéncia basal; F,,, fluorescéncia maxima; F,, fluorescéncia variavel = F-F,) para
cada um dos tratamentos no final do ensaio 3. As aplicac¢des foliares foram: Testemunha
(T), Acido citrico (AC), Sulfato de ferro (SF), Sulfato de ferro + 4cido sulfarico (SFAS)
e Sulfato de ferro + 4cido citrico (SFAC). Para cada pardmetro medido, comparando
cada tratamento, colunas com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes a
95% (teste de Duncan).

Na Figura 4.8 estd representada graficamente a relacdo obtida entre a razdo F,/F, e a

fluorescéncia maxima.
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Figura 4.8 — Relag@o entre a fluorescéncia maxima (F,) e a razdo F,
/ F, sendo F, a fluorescéncia variavel, obtida pela diferenga entre a
fluorescéncia maxima e a fluorescéncia basal.
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Da andlise da figura, constata-se que cerca de 80% da variagcdo dos valores de F,/F,, esta

dependente da fluorescéncia maxima (R2= 0,79; p= 0,0001; n= 39), relagdo que se traduz pela

equacao linear: F,/F,, = 0,00009 * F,,, + 0,54. No entanto, este pardmetro (F,/F,,) ¢ independente

da fluorescéncia basal (F,) uma vez que o coeficiente de determinagdo obtido (R*= 0,079; n= 39)

nao ¢ significativo (p= 0,8).

4.3.3.3. Composicao mineral das folhas e flores

Na Tabela 4.10 estdo apresentados os resultados obtidos na analise da composi¢do mineral

das flores, folhas novas e folhas velhas colhidas no final do ensaio para cada tratamento.

Independentemente dos tratamentos aplicados, as concentragdes de Ca, Fe, Cu e Mn nas

folhas novas foram superiores as encontradas nas folhas velhas. Contrariamente, as concentragdes

de N, P, K e Zn foram inferiores e os valores de Mg foram idénticos nos dois tipos de material

vegetal.

Tabela 4.10 — Efeito das diferentes aplicagdes foliares na composi¢do mineral das folhas e flores de laranjeira no

final do ensaio (23 de Mar¢o de 1999).

N P K Ca Mg Zn Fe Cu Mn
Tratamentos gkg ! TS R —
Folhas Velhas
Testemunha 12b 25a 95a 20,2a 2,5a 243a 1372a 173a 9,5a
Acido citrico l6a 24a 91a 17,3a 22a 23,0a 73,8b 18,2a 10,0a
Sulfato de ferro l16a 29a 10,2a 156a 23a 258a 71,0b 242a 9,3a
Sulfato Fe + Acido citrico 14ab 29a 9,7a 19,3a 24a 263a 913b 18,2a 10,2a
Sulfato Fe + Acido sulfarico 13ab 29a 99a 19,8a 2,6a 248a 69,0b 19,7a 8,0a
Folhas Novas
Testemunha 9a 1,1a 37a 344b 23a 183a 172,0b 37,5a 16,8 a
Acido citrico 9a 09a 2,6b 455a 24a 188a 164,7b 243a 19,7a
Sulfato de ferro 9a 1,0a 2,7ab 41,4ab 2,0a 192a 742,5a 26,2a 16,3 a
Sulfato Fe + Acido citrico 9a I,la 3,1ab 43,3a 24a 18,8a 650,0a 31,5a 16,0a
Sulfato Fe + Acido sulfurico 10 a 1,1a 23b 398ab 2,2a 173a 660,1a 30,3a 16,2a
Flores
Testemunha 14a 24b 152a 59a 1,8a 253a 46,0a 11,5a 13,3 a
Acido citrico 15a 23b 120a 45a 16a 21,8a 48,2a 158a 13,2a
Sulfato de ferro 17a 29ab 156a 6,0a 1,8a 240a 67,7a 15, 7a 13,0a
Sulfato Fe + Acido citrico 15a 3,1a 149a 52a 18a 257a 56,0a 155a 13,3a
Sulfato Fe + Acido sulfurico 16a 2,5ab 13,3a 53a 1,8a 253a 61,8a 153a 133a

Para cada tipo de amostra (folhas ou flores) e para cada nutriente analisado, médias seguidas pela mesma letra ndo
sdo significativamente diferentes a 95% (teste de Duncan).
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Comparando as concentragdes de cada nutriente nas folhas e nas flores, apenas se verificam
diferencas respeitantes aos valores de Ca, K e Fe. A concentracdo de Ca e Fe nas flores ¢ inferior e
a concentracao de K ¢ superior a concentragdo nas folhas (novas ou velhas).

A concentrac¢do de K, Ca e Fe das folhas novas foi afectada pelos tratamentos aplicados. As
arvores da testemunha apresentaram os valores mais altos de K e os mais baixos de Ca. As folhas
novas das arvores tratadas com ferro apresentaram valores de Fe idénticos entre si e superiores,
cerca do triplo, aos das restantes arvores.

Nas folhas velhas apenas se registaram variagdes nos niveis de N e Fe. Nas arvores nao
tratadas verificaram-se as concentragoes mais baixas de N e mais elevadas de Fe.

Em relacdo as flores, o P foi o unico nutriente que foi significativamente afectado pelos
tratamentos, tendo se registado os valores mais elevados nas arvores tratadas com sulfato de ferro
mais acido citrico. Apesar de ndo significativa, a concentracdo de Fe nas flores foi superior nas

arvores tratadas com ferro, comparativamente com os tratamentos em que nao se adicionou Fe.

4.3.3.4. Pardmetros de qualidade dos frutos

No final do ensaio os valores de alguns dos parametros de qualidade dos frutos da
testemunha (peso fresco, calibre e percentagem de acido citrico) foram mais baixos do que os dos
tratamentos, que foram idénticos entre si (Tabela 4.11). Contudo, quando se expressaram o0s
valores de 4cido citrico em mg de 4cido citrico por volume de sumo do fruto verificou-se que as
arvores tratadas com sulfato de ferro produziram frutos com uma média de 4cido citrico inferior a
dos frutos dos tratados com ferro mais acido citrico.

Em relagdo aos restantes parametros analisados, o volume de sumo (ml) dos frutos foi
superior para os dois tratamentos com 4cido citrico mas em termos de percentagem de sumo
(relativamente ao peso fresco de cada fruto) os valores dos frutos das arvores tratadas s6 com
acido citrico decresceram e passaram a ser semelhantes aos da testemunha. O total de solidos
soliiveis existente no sumo e o indice de maturagdo foram independentes dos tratamentos
aplicados. Contudo, as arvores nao tratadas apresentaram indices de maturagdo inferiores aos das
arvores tratadas. No final do ensaio, ndo se observaram necroses foliares nem manchas nos frutos

motivadas pelos tratamentos testados.
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Tabela 4.11 — Efeito das pulverizagdes foliares no tamanho e na qualidade dos frutos de ‘Valencia late’ colhidos no
final do ensaio (23 de Margo de 1999).

Tratamentos PFF C VS VS TSS AC ACF M AA
(9 (mm) (ml) (%PFF) (°Brix) (% mi) (mg/VS) (% m/m)

Testemunha 121b 62b 59¢c¢ 49 ¢ 10,8 a 1,8a 1,0c 6,2b 0,037 a

Acido citrico 162a 68a 83ab 50c¢ 10,7 a 1,5b 1,2ab 7,2a 0,041a

Sulfato de ferro 157a 68a 80D 52 ab 10,8 a 1,5b I,1bc 7.6a 0,040a

Sulfato de ferro+ 169a 69a 89a 53a 10,4 a 1,5b 1,3a 70a 0,039a
Acido citrico

Sulfato de ferro+ 159a 68a 79D 51 be 10,9 a 1,6 b 1,2ab 7,1a 0,033a
Acido sulfarico

PFF — peso fresco do fruto; C — calibre; VS — volume de sumo; TSS — total de sélidos soluveis; AC — 4cido citrico;
ACF - acido citrico por fruto; IM — indice de maturagdo; AA — acido ascorbico. Na coluna, médias seguidas pela
mesma letra ndo sdo significativamente diferentes a 95% (teste de Duncan).

Os valores de acido ascorbico (Vitamina C) existentes no sumo de laranja, no final do ensaio
variaram entre 0,033 % para os frutos das arvores tratadas com sulfato de ferro mais é4cido
sulfurico e 0,041 % para os frutos das arvores pulverizadas com écido citrico, apesar de ndo serem
significativamente diferentes.

As cotagdes médias por calibre das laranjas ‘Valencia late’ praticadas durante a campanha
de 1999, na regido do Algarve estdo apresentadas na Tabela 4.12. Oscilaram entre os 0,333 Euros
para os calibres mais elevados (I a III) e os 0,149 Euros para os calibres inferiores, apenas

utilizados para industria.

Tabela 4.12 — Precos médios por calibre comercial
da ‘Valencia late’ relativos a campanha de 1999,
praticados na regido do Algarve.

Calibre Tamanho Preco
(mm) (Euros por Kg)

I-111 (=82) 0,333

v (76-81) 0,386

VI (73-75) 0,356

VII (63-72) 0,304

VII-XIII (<62) 0,149
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Os frutos das arvores tratadas, independentemente do tratamento, incluem-se no calibre VII e
os frutos da testemunha na classe de calibre inferior (VIII). A diferenca de preco entre estes dois
calibres corresponde a uma duplicagdo do prego pago ao citricultor e portanto a um acréscimo

muito significativo do rendimento bruto.

4.3.4. Comparacio entre os ensaios realizados

Na Figura 4.9 esta apresentada a percentagem de variacao da clorofila total, obtida entre o
inicio e o final do ensaio, para cada um dos tratamentos testados no ensaio 1 (tangerineira) e no
ensaio 2 (laranjeira), com o objectivo de comparar o efeito dos mesmos tratamentos em duas

espécies de citrinos diferentes.

30 1 Tangerineira - ensaio 1 Laranjeira- ensaio 2

25 1
20 1
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Figura 4.9 — Percentagem (%) de variacdo da clorofila total
registada nos ensaios 1 (tangerineira) e 2 (laranjeira). Os tratamentos
aplicados foram: Testemunha (T), Acido sulfurico (AS), Sulfato de
ferro (SF) e Quelato de ferro (QF).

Verificou-se que as arvores da testemunha apresentaram um decréscimo de cerca de 10%
para ambas as variedades. Independentemente do tratamento aplicado, as laranjeiras tiveram
acréscimos de clorofila total superiores aos registados nas tangerineiras. A pulverizagdo com

quelato férrico foi o tratamento que motivou uma variagdo da concentragdo de clorofila total
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superior (= 6 %) nas folhas de tangerineira, enquanto que para nas de laranjeira os melhores
resultados foram obtidos com a aplicagdo de sulfato ferroso (= 28 %).

A comparagdo entre o efeito de diferentes pulverizagdes foliares aplicadas na mesma espécie
(laranjeira), em anos consecutivos 1998 (ensaio 2) e 1999 (ensaio 3) baseou-se na percentagem de

variacdo da clorofila total e estd apresentada na Figura 4.10.

Laranjeiras cv. 'Valencia late'

40
Ensaio 2 Ensaio 3

30 1

20 1

|1l

0
|L| AS SF GF T AC  SF  SFAC SFAS
-10

% variagao da clorofila total

-20 1

Figura 4.10 — Percentagem de variagdo da clorofila total registada nos ensaios 2 e 3
em folhas de laranjeira. Os tratamentos aplicados foram: testemunha (T), Acido
sulfarico (AS), Acido citrico (AC), Quelato de ferro (QF), Sulfato de ferro (SF),
Sulfato de ferro mais acido sulfirico (SFAS), Sulfato de ferro mais acido citrico
(SFAC).

As arvores ndo tratadas do ensaio 2 tiveram um decréscimo inferior (9%) relativamente ao
verificado nas arvores nao tratadas do ensaio 3 (25 %). Os tratamentos com solucdes acidas (acido
sulfurico ou citrico) ou com quelato de ferro originaram uma variagao da clorofila total menor a
registada nas arvores tratadas com sulfato de ferro, que apresentaram os valores mais altos (25 e 28
%). Por sua vez, as arvores tratadas com sulfato de ferro mais acidos, tiveram acréscimos de

clorofila muito semelhantes aos do sulfato de ferro.
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4.3.5. Estimativas do peso fresco do fruto

Na Tabela 4.13 estdo apresentadas as equagdes lineares estabelecidas entre o peso fresco do
fruto (g) e o calibre (mm) obtidas para cada uma das espécies estudadas, no final de cada um dos
ensaios. O calibre relacionou-se sempre positivamente com o peso fresco dos frutos. No entanto,
enquanto que nos frutos de tangerineira (Encore) o declive da recta obtida ¢ de 3,7 nos frutos de

laranjeira (cv. ‘Valencia late’) o declive ¢ superior, aproximadamente 6.

Tabela 4.13 —Equagdes de regressoes lineares que permitem estimar o peso fresco do fruto (g) a partir
do calibre (mm) para cada um dos ensaios, considerando todos os tratamentos testados.

Ano Equaciao R’ P n

Encore

Ensaio 1 1997 PFF

3,7¥*C — 134 0,97 0,0001 290

‘Valencia late’
Ensaio 2 1998 PFF = 6,4*C — 276 0,85 0,0001 118
1999 PFF = 6,4*C - 271 0,88 0,0001 120
Ensaio 3 1999 PFF = 6,0 * C — 248 0,92 0,0001 145

Ensaios2 e 3 PFF

6,2*C — 261 0,90 0,0001 383

PFF - peso fresco do fruto; C - calibre; R” - coeficiente de determinagdo; p - probabilidade; n - namero
de observagoes.

Em qualquer um dos ensaios com laranjeiras verificou-se que o declive e o valor da
ordenada na origem das equacdes lineares obtidas entre o peso fresco e o calibre foram idénticos
entre si. Com base neste facto determinou-se o modelo conjunto (ensaios 2 e 3) com os resultados
obtidos nos trés anos de ensaio, de forma a incluir um maior nimero de repeticdes e aumentar a

representatividade do modelo proposto.
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4.4. DISCUSSAO

4.4.1. Recuperacio da clorose férrica

Os tratamentos foliares com solugdes 4cidas (4cido sulfurico ou 4cido citrico) aplicados quer
em tangerineiras quer em laranjeiras, instaladas em solos calcarios, foram efectivos no
reverdecimento das folhas cloréticas. Este acréscimo do teor clorofilino terd resultado da maior
actividade metabolica do ferro, originada pela diminui¢cdo do pH apoplastico (Mengel e Geurtzen,
1988; Tagliavini et al., 1993; Mengel, 1995). As pulverizagdes com &cido citrico poderdo ter
também aumentado a mobilidade do ferro no interior da planta, na forma de citrato de Fe(III) tal
como sugerido por Brown (1961). Adicionalmente, o citrato de ferro ¢ o substracto com maior
afinidade para a quelato Fe(Ill)-redutase localizada nas folhas, enzima responsavel pela reducgdo e
entrada do ferro nas células (Rombola ef al., 1999). Por outro lado, o enxofre proveniente do acido
sulfirico favorece a biossintese da clorofila (Graziano, 1995; Imsande, 1998). Diversos autores
obtiveram resultados idénticos em ervilheira (Sahu et al., 1987), kiwi (Tagliavini et al., 1995¢c) e
pimenteiro (Varennes ef al., 1997).

Em ambas as espécies, a recuperacdo eficaz dos sintomas de clorose férrica pela aplicagao
foliar de ferro, na forma de sulfato de Fe(Il) ou de quelato de Fe(Ill), parece ter sido devida ao
aumento das reservas de Fe nas folhas. A eficacia das pulverizagdes foliares com ferro depende,
entre outros, dos factores que condicionam a entrada, a mobilidade e a metabolizacdo deste
elemento na planta (Rombola et al., 2000). O acréscimo de clorofila total ocorreu em todos os
tratamentos em que se aplicou ferro sugerindo que os citrinos em condi¢des de campo, apresentam
capacidade de reduzir o Fe(IlI) presente no quelato usado, processo necessario a entrada do ferro
nas células do mesofilo. A adig¢@o de acidos, minerais ou organicos, aos tratamentos com sulfato de
ferro para efeitos de correc¢ao da clorose férrica originou valores de clorofila total mais elevados
devido aos efeitos conjuntos de fornecimento de ferro e de poder acidificante superior, tal como

citado por Toselli et al. (1995) em pessegueiros.

4.4.2. Eficiéncia fotoquimica

Em campo, a eficiéncia fotoquimica das laranjeiras nao tratadas (testemunha) foi

significativamente afectada pela clorose férrica. As arvores ndo tratadas apresentaram,
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conjuntamente com sintomas de clorose férrica, os valores mais baixos de fluorescéncia basal (F,)
e de fluorescéncia maxima (F,,), independentemente do tratamento aplicado. As variacdes da F,
estdo associadas com os centros de reacgdo do fotossistema II (PSII). Contudo a diminuigdo do
rendimento quantico do PSII poderd ser apenas atribuido a alteragdes ao nivel da cadeia de
transporte de electres uma vez que apenas se correlacionou com a F;,, (Ouzounidou ef al., 1998).
Apesar das diferengas obtidas ndo se considerarem fisiologicamente significativas (Belkhodja et
al., 1998a), apenas nas arvores tratadas com sulfato de ferro ¢ que nao foi possivel recuperar os

valores de fluorescéncia atingidos nos restantes tratamentos.

4.4.3. Composicao mineral

A resposta das laranjeiras a adi¢do de ferro (sobretudo na forma de sulfato de ferro) foi mais
efectiva do que a resultante da pulverizacdo com solucdes acidas, que originaram frequentemente
menores teores foliares e florais de ferro. No inicio dos trés ensaios, as arvores apresentavam
provavelmente uma defici€éncia absoluta deste elemento ja que a pulverizagdo foliar com acidos
permitiu aumentar a mobilidade do ferro na planta, mas ndo colmatou as deficiéncias neste
elemento; por outro lado, o aumento da mobilidade do ferro na planta pode estar associada apenas
a curtas distancias ndo afectando muito a distribui¢do deste elemento na arvore. Comparando os
efeitos das duas formas de ferro aplicado, os melhores resultados foram obtidos com a aplicagdo
de sulfato de Fe (II), que pode ndo s6 mobilizar o Fe e o Zn das reservas existentes nas folhas,
devido ao seu efeito acidificante, como também pode actuar como uma fonte de ferro. Estes efeitos
simultaneos do sulfato de ferro podem explicar o reverdecimento das folhas tratadas e os aumentos
de Fe e de Zn, quer nas folhas quer nas flores (ensaio 2) tal como observado por Belkhodja et al.
(1998b) em pessegueiros.

Quando se compara o efeito dos tratamentos em diferente material vegetal, folhas velhas e
folhas novas (ensaio 3), constata-se que as folhas novas sdo as mais afectadas provavelmente
porque no momento da colheita estdo a actuar como “sink” mais forte do que as folhas velhas que
actuam essencialmente como “source” (Goldschmidt e Koch, 1996). A menor concentragdo de
ferro existente nas folhas mais velhas das arvores tratadas podera estar associada a uma pequena
mobilizagdo deste elemento para as folhas novas e flores uma vez que simultaneamente a
concentragdo de ferro nestes 6rgdos aumentou. Convém salientar a menor suberificacdo das folhas

novas e portanto a maior capacidade de absor¢do do ferro relativamente as folhas velhas, bem
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como o facto do transporte do ferro a longa distancia se encontrar limitado pelas condigdes
edaficas. Por outro lado, a absorcdo de ferro ocorre preferencialmente na época em que ha maiores

crescimentos vegetativos e tendera a direccionar-se para os 6rgaos em crescimento (Drossopoulos

etal., 1994).

4.4.4. Parametros de qualidade da producao

O aumento do tamanho dos frutos e a melhoria dos parametros de qualidade resultante da
aplicagdo foliar de acido sulfurico apenas se verificou nas tangerineiras provavelmente devido ao
efeito das fertilizagdes de cobertura realizadas em Novembro de 1997 e em Janeiro e Agosto de
1998, enquanto que nas laranjeiras estas fertilizagdes apenas evitaram o habitual agravamento dos
sintomas da clorose férrica das arvores ndo tratadas. Deste modo, as caracteristicas dos frutos
provenientes das laranjeiras testemunha foram semelhantes as dos frutos das arvores tratadas com
acido sulfurico. Estes resultados parecem dever-se ao efeito acidificante do aménio (Hoffmann et
al., 1992; Tagliavini et al., 1995a) existente nos fertilizantes aplicados que terdo mascarado
qualquer accao benéfica do tratamento com acido.

Contrariamente ao referido por Varennes et al. (1997) em pimenteiros e por Tagliavini et al.
(1996) em kiwi, ndo se registaram sintomas de fitoxicidade nem necroses nos tecidos foliares ou
nos frutos, em qualquer dos tratamentos testados. Estas diferencas podem dever-se a utilizagdo de
solugdes com concentragdes de um modo geral mais baixas, repartidas por um maior numero de
aplicacdes, ou devido ao tipo de folhas das espécies envolvidas.

A clorose férrica induzida em solos calcéarios estd directa ou indirectamente associada a
deficiéncia de outros nutrientes, nomeadamente de P, Mg, K e Zn, os quais em conjunto afectam
as caracteristicas da producdo. Em mangueira, a correccdo da deficiéncia de Zn originou um
aumento no total de solidos soltveis (Bahadur et al., 1998). Tal como foi reportado por El-Kassa
(1984) para limeiras, verificou-se o aumento do total de solidos soltiveis e o decréscimo do acido
citrico em todos os frutos de tangerineira tratados, por outro lado, nos frutos de laranjeira apenas
foi afectada a percentagem de acido citrico. O indice de maturagdo aumentou nos tratamentos com
ferro em ambas as espécies, o que indica que, em citrinos, a clorose férrica origina um atraso na
maturagdo dos frutos e portanto na colheita, tal como foi observado por Sanz ef al. (1997) em

pessegueiros.
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A clorose férrica ndo afectou o teor em Vitamina C (acido ascorbico) uma vez que o sumo
das laranjas colhidas de arvores clordticas apresentou valores inferiores, mas nao
significativamente diferentes, dos observados no sumo dos frutos provenientes de arvores tratadas.
Ojo e Oputa (1999) obtiveram decréscimos nos teores de acido ascorbico em folhas cloroticas de
Celosia sp. devido ao papel do ferro na sintese deste acido organico.

Os tratamentos testados, ao afectarem o equilibrio nutritivo das laranjeiras, alteraram as
caracteristicas da produgdo desse ano, assim como as do ano seguinte, o que também foi observado
noutras fruteiras por Tagliavini et al. (2000). As diferencas obtidas entre o primeiro ¢ o segundo
ano de ensaio deveram-se essencialmente ao agravamento de sintomas de clorose férrica das
arvores nao tratadas, com o consequente decréscimo da qualidade da producdo. Deste modo, nos
citrinos e noutras arvores de fruto a clorose férrica afecta, ndo s6 os parametros de qualidade da
producdo anual de fruto, como também os novos crescimentos vegetativos e florais que surgem
durante a Primavera, os quais estdo dependentes das reservas de ferro conseguidas no ano anterior
(Tagliavini et al., 1993; Mengel, 1995; Rombola et al., 2000). Os resultados obtidos permitem
concluir que as pulverizagdes efectuadas durante 1997-98 tiveram efeito na producdo obtida um
ano depois (Margo 1999).

Nas duas espécies estudadas, o calibre apresentou uma relagdo muito forte com o peso fresco
do fruto e pode vir a ser utilizado como um método nao destrutivo de estimar o desenvolvimento

do fruto na arvore.

4.4.5. Comparacio entre as duas espécies

Quando comparamos a respostas das duas espécies citricolas estudadas, verificamos que a
forma de ferro adicionado, sulfato ou quelato, condicionou os resultados obtidos. Enquanto que
nas laranjeiras se obtiveram melhores resultados de produgdo com as aplicacdes foliares de sulfato
de Fe (II), nas tangerineiras estes foram obtidos com o quelato de Fe(IIl), embora sem diferencas
significativas em relagdo ao tratamento com sulfato de ferro. Como as aplicagdes foliares foram
efectuadas durante o periodo de desenvolvimento dos frutos, é possivel que também tenha
ocorrido absor¢ao de ferro pelo pericarpo dos frutos. Assim, as diferencas obtidas podem dever-se
as diferentes fases do ciclo produtivo em que se encontravam estas duas espécies citricolas e/ou a
diferente capacidade de difusdo do sulfato de Fe(Il) ao nivel da cuticula dos dois tipos de frutos

(Spiegel-Roy e Goldschmidt, 1996). Por fim, e relativamente a tangerineira (ensaio 1), a maior

201



Capitulo 4

estabilidade do quelato de ferro relativamente a forma ionica pode ter-se reflectido na translocagao
do ferro, ou dos hidratos de carbono, das folhas para os frutos. Os decréscimos na concentragdo de
clorofila total registados nas laranjeiras no final dos ensaios (ensaio 2 e 3) devem-se,
possivelmente, ao efeito de diluicdo provocado pelo reiniciar do crescimento vegetativo que se
observou em Marco. Este efeito ndo foi observado nas tangerineiras uma vez que o ciclo
vegetativo desta espécie ¢ diferente (Spiegel-Roy e Goldschmidt, 1996).

Comparativamente com os outros tratamentos, o sulfato de ferro mais acido citrico originou
valores de alguns parametros de qualidade de produgdo mais elevados, possivelmente devido ao

papel deste acido organico no transporte do ferro dentro da planta.

4.4.6. Analise econémica

A instalagdo de espécies susceptiveis a clorose férrica em solos calcarios sem a utilizagdo de
medidas preventivas eficazes para o controlo deste problema nutritivo, pode ter um impacto
econdémico negativo para os produtores (Tagliavini et al., 2000). Os resultados obtidos sugerem
que as aplicagdes foliares com ferro podem evitar as perdas de produgcdo e de qualidade
provocadas pela clorose férrica nos pomares citricolas. Além do mais, estes tratamentos podem ser
efectuados com produtos economicamente mais viaveis como sejam as solugdes com sulfato de
Fe(Il). A aplicacdo de quelatos de ferro ao solo ¢ a forma mais frequentemente utilizada para
corrigir a clorose férrica em solos calcarios, no entanto também ¢é a mais dispendiosa. Na regido do
Algarve, o preco médio do quelato comercial (Fe-EDDHA, 6% de Fe) ¢ de aproximadamente 31
Euros por kg de adubo, e em contrapartida, o sulfato de ferro comercial custa 14 Euros por 50 kg
de adubo e contém 12 % de Fe soluvel em agua. Convertendo os pregos por unidade de fertilizante
adicionado, verifica-se que 1kg de Fe proveniente do quelato custa 570 Euros enquanto que 1kg de
Fe obtido a partir do sulfato apenas custa 3 Euros. Por outro lado, e devido ao preco elevado do
quelato, este produto ¢ geralmente aplicado de uma forma localizada, ao redor de cada arvore,
encarecendo ainda mais a sua aplicacdo. Os produtos testados nestes ensaios com citrinos podem
ser adicionados através de pulverizadores comerciais e portanto com menor tempo e custo de
aplicacdo, embora estes custos nao tenham sido calculados e dependam do nimero de aplicagdes

realizadas.
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4.4.7. Perspectivas futuras

Futuramente, a forma mais eficaz de resolver o problema da clorose férrica em fruteiras
passa pela seleccdo de porta-enxertos tolerantes (Socias i Company et al., 1995). Actualmente, a
utilizacdo de porta-enxertos de citrinos tolerantes a clorose férrica s6 pode ser adoptado em
algumas circunstancias, porque na maioria dos casos estes porta-enxertos niao apresentam
simultaneamente caracteristicas agronomicas favoraveis. Mundialmente, existem diversos
programas de melhoramento que contemplam a selec¢do de porta-enxertos tolerantes através do
estudo da variabilidade genética entre espécies (Wallace, 1990). De qualquer forma até as
investigagdes ao nivel do melhoramento serem bem sucedidas ¢ necessario optimizar o processo
de prevencao e correcgdo da clorose férrica para beneficio dos produtores.

Conforme anteriormente referido, o impacto ambiental das aplicagdes de quelato de ferro ao

solo ndo estdo suficientemente estudadas e as praticas alternativas discutidas neste capitulo sao de

extrema importancia para os pomares que seguem as normas inerentes a producao integrada.

4.5. CONCLUSOES

Os resultados indicam que pulverizacdes foliares frequentes com solugdes com ferro podem
atenuar os problemas inerentes a clorose férrica em pomares de citrinos, melhorando
significativamente a qualidade das producdes obtidas. Nestes ensaios os tratamentos foram
aplicados durante o crescimento e maturagao dos frutos. Futuros trabalhos de investigacao deverao
avaliar o impacto do controlo da clorose férrica antes da formacdo do fruto, na produgdo e na
qualidade dos frutos.

De qualquer modo, ¢ necessario realizar estudos de demonstracao a larga escala e a longo
prazo em pomares citricolas, com pulverizadores comerciais de forma a estabelecer as taxas de
aplicagdo por unidade de area, o nimero minimo de aplicagdes por ano e a melhor época de
aplicacdo. A aplicacdo de pequenas quantidades de ferro, em diferentes formas no sistema de
rega, bem como a reutilizagdo de residuos/desperdicios provenientes de actividades industriais que

possuam ferro e agentes naturais que complexem o ferro deve também ser contemplada.
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Discussdo e Conclusoes finais

5.1. DISCUSSAO GERAL

O estudo da clorose férrica em citrinos reveste-se de particular interesse para o Algarve,
principal regido produtora de citrinos em Portugal. Apesar desta zona dispor de condigdes
climaticas favoraveis a produgdo de frutos de qualidade diferenciada, a maioria dos pomares
encontra-se instalado em solos de origem calcaria, favoraveis ao aparecimento desta deficiéncia
nutritiva. A situacdo agrava-se face a predominancia da citranjeira ‘Troyer’ como porta-enxerto
mais utilizado no Algarve, que apesar de apresentar uma tolerancia mediana a clorose férrica, em
situacdes de baixa disponibilidade de Fe no meio e na presenga de carbonato de calcio desenvolve
sintomas de clorose férrica, afectando nao s6 a produgdo como a qualidade do fruto. Por outro lado,
a correccdo da clorose férrica faz-se, sobretudo, recorrendo a aplicacdes massivas ao solo de
quelatos férricos sintéticos, técnica que apresenta elevados custos e um impacto ambiental negativo,
ainda pouco estudado. Até que as pesquisas cientificas ao nivel do melhoramento sejam bem
sucedidas ¢ necessario optimizar o processo de prevencdao e correc¢do da clorose férrica para
beneficio dos produtores. Neste contexto, torna-se importante colmatar a insuficiente informagao
que existe sobre a clorose férrica em citrinos, visando ndo sé a caracterizagdo dos processos
fisiologicos inerentes a resposta dos porta-enxertos bem como o desenvolvimento de técnicas de
diagndstico que permitam uma deteccao precoce e uma correcgdo que ndo apresentem os impactos

ambientais negativos associados as praticas culturais correntes.

A utilizacao de tratamentos foliares com solugdes acidas (acido sulfurico ou acido citrico)
quer em tangerineiras quer em laranjeiras, instaladas em solos calcarios, como pratica alternativa de
correcgao da clorose férrica foi possivel, uma vez que estas aplicagdes foram efectivas no
reverdecimento das folhas clordticas. Este acréscimo do teor clorofilino terd resultado da maior
actividade metabolica do ferro, originada pela diminuicdo do pH apopléstico (Kosegarten et al.,
1999). As pulverizagdes com acido citrico poderdo ter também aumentado a mobilidade do ferro no
interior da planta, na forma de citrato de Fe(Ill) tal como sugerido por Brown (1961).
Adicionalmente, o citrato de ferro ¢ o substrato com maior afinidade para a quelato Fe(IlI)-redutase
localizada nas folhas, enzima responsavel pela reducdo e entrada do ferro nas células (Rombola et
al., 1999). Por outro lado, o enxofre proveniente do acido sulfurico favorece a biossintese da
clorofila (Imsande, 1998). Em ambas as espécies, a recuperacao eficaz dos sintomas de clorose
férrica pela aplicagdo foliar de ferro, na forma de sulfato de Fe(II) ou de quelato de Fe(IlI), parece

ter sido devida ao aumento das reservas de Fe nas folhas. O acréscimo de clorofila total ocorreu em
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todos os tratamentos em que se aplicou ferro sugerindo que os citrinos em condigdes de campo,
apresentam capacidade de reduzir o Fe(IIl) presente no quelato usado, processo necessario a entrada
do ferro nas células do mesoéfilo (Rombola ef al., 2000). A adicdo de acidos, minerais ou organicos,
aos tratamentos com sulfato de ferro para efeitos de correc¢do da clorose férrica originou valores de
clorofila total mais elevados devido aos efeitos conjuntos de fornecimento de ferro e de poder
acidificante superior, tal como citado por Toselli ef al. (1995) em pessegueiros.

Em campo, a eficiéncia fotoquimica das laranjeiras ndo tratadas (testemunha) foi
significativamente afectada pela clorose férrica. As arvores ndo tratadas apresentaram,
conjuntamente com sintomas de clorose férrica, os valores mais baixos de fluorescéncia basal (F,) e
de fluorescéncia maxima (F,,), independentemente do tratamento aplicado. As variacdes da F,
estdo associadas com os centros de reac¢do do fotossistema II (PSII). Contudo a diminui¢do do
rendimento quantico do PSII poderd ser apenas atribuido a alteragcdes ao nivel da cadeia de
transporte de electrdes uma vez que apenas se correlacionou com a Fp, (Ouzounidou ef al., 1998),
apesar das diferencas obtidas ndo se considerarem fisiologicamente significativas (Belkhodja et al.,
1998a).

A resposta das laranjeiras a adi¢do de ferro (sobretudo na forma de sulfato ferroso) foi mais
efectiva do que a resultante da pulverizacdo com solugdes 4acidas pois permitiu aumentar a
mobilidade do ferro e simultaneamente colmatar a deficiéncia efectiva neste elemento. Comparando
os efeitos das duas formas de ferro aplicado, os melhores resultados foram obtidos com a aplicacao
de sulfato de Fe (II), que pode ndo s6 mobilizar o Fe e o Zn das reservas existentes nas folhas,
devido ao seu efeito acidificante, como também pode actuar como uma fonte de ferro. Estes efeitos
simultaneos do sulfato de ferro podem explicar o reverdecimento das folhas tratadas e os aumentos
de Fe e de Zn, quer nas folhas quer nas flores tal como observado por Belkhodja et al. (1998b) em
pessegueiros. Quando se comparou o efeito dos tratamentos em diferente material vegetal, folhas
velhas e folhas novas, constatou-se que as folhas novas sdo as mais afectadas, provavelmente
porque no momento da colheita estdo a actuar como “sink” mais forte do que as folhas velhas que
actuam essencialmente como “source” (Goldschmidt e Koch, 1996). A menor concentragao de ferro
existente nas folhas mais velhas das arvores tratadas poderd estar associada a uma pequena
mobilizacdo deste elemento para as folhas novas e flores uma vez que, simultaneamente, a
concentragdo de ferro aumentou nestes 0rgaos.

A clorose férrica induzida em solos calcdrios esta directa ou indirectamente associada a
deficiéncia de outros nutrientes, nomeadamente de P, Mg, K e Zn, os quais em conjunto afectaram

as caracteristicas da producdo. O indice de maturagcdo foi maior nos tratamentos com ferro em
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ambas as espécies, o que indica que, em citrinos, a clorose férrica origina um atraso na maturagao
dos frutos e portanto na colheita, tal como foi observado por Sanz et al. (1997) em pessegueiros. A
clorose férrica ndo afectou o teor em Vitamina C (&cido ascorbico) uma vez que as laranjas colhidas
de arvores cloroticas apresentaram valores inferiores, mas nao significativamente diferentes, dos
observados nos frutos provenientes de arvores tratadas. Os tratamentos testados, ao afectarem o
equilibrio nutritivo das laranjeiras, alteraram as caracteristicas da producao do ano, assim como as
do ano seguinte, o que também foi observado noutras fruteiras por Tagliavini et al. (2000). As
diferengas obtidas entre o primeiro e o segundo ano de ensaio deveram-se essencialmente ao
agravamento de sintomas de clorose férrica das arvores nao tratadas, com o consequente decréscimo
da qualidade da produgao. Deste modo, nos citrinos e noutras arvores de fruto a clorose férrica
afecta, ndo s6 os pardmetros de qualidade da produgdo anual de fruto, como também os novos
crescimentos vegetativos e florais que surgem durante a Primavera, os quais estdo dependentes das
reservas de ferro obtidas no ano anterior (Toselli ef al., 2000).

A instalacdo de espécies susceptiveis a clorose férrica em solos calcarios sem a utilizacao de
medidas preventivas eficazes para o controlo deste problema nutritivo, pode ter um impacto
econdmico negativo para os produtores (Tagliavini et al., 2000). Os resultados obtidos sugerem que
as aplicacdes foliares com ferro podem evitar as perdas de producao e de qualidade provocadas pela
clorose férrica nos pomares citricolas. Além disso, estes tratamentos podem ser efectuados com
produtos economicamente mais viaveis como sejam as solucdes com sulfato de Fe (II).

A eficiéncia de aplicagdo dos tratamentos foliares também depende da utilizagdo de métodos
de diagnostico precoce que possibilitem a correccdo atempada da clorose férrica, antes da producao
ter sido afectada. Para que as flores possam ser utilizadas como um método de diagnostico
alternativo a analise foliar € necessario identificar e caracterizar o padrao de variagdao nutricional
destes orgdos. Assim, o gradiente nutricional mais consistente encontrado nas flores, nos trés anos
de ensaio, ¢ o que expressa a variagdo inversa do N, P e K relativamente ao Ca, Fe e Zn. Sempre
que as concentragdes nutritivas de N, P e K aumentaram nas flores, as concentragdes de Ca, Fe e
Zn, decresceram. Estes resultados sdo parcialmente idénticos aos obtidos por Igartua et al. (2000)
em flores de pessegueiro onde o Fe, Ca, P e 0 Zn apresentaram uma variagdo contraria a de K, Mg e
Mn. Por sua vez, o padrao de variacdo encontrado nas folhas e que contrasta o aumento do N, P e K
com o aumento de Fe foi verificado de igual modo nos meses imediatamente anteriores e
posteriores a plena floragdo. Durante a plena floragdo, sao as flores que passam a traduzir esse
gradiente nutricional. Além disso, tal como as folhas, as flores também expressam a interac¢ao

nutritiva, a concentragdo de alguns nutrientes na flor depende em alguma extensdo do nivel de
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outros nutrientes. Os resultados obtidos sugerem que as flores, tal como as folhas, podem ser
utilizadas como 6rgdos que expressam o equilibrio nutritivo de toda a arvore tal como observado
em outras fruteiras como pessegueiro (Igartua et al., 2000), macieira (Sanz et al., 1998) e pereira
(Sanz e Montafiés, 1995). Contudo, para que as flores possam ser utilizadas como método de
diagnéstico da clorose férrica é necessario que a composi¢do nutritiva das flores se relacione
também com a clorofila total, um dos parametros mais utilizados na caracteriza¢cdo e identificagao
desta deficiéncia. O gradiente nutricional existente nas flores durante a plena flora¢do condicionou
os valores de clorofila observados 90 dias apds a plena floragdo enquanto que, em outras arvores de
fruto como, pessegueiro (Toselli et al., 2000), pereira (Sanz et al., 1994) e macieira (Sanz et al.,
1998) foi verificado que aquelas relagdes eram efectivas 120 dias apods a plena floragao. Assim, a
maior competi¢do nutritiva presente nas arvores de laranjeira induz a um aparecimento antecipado
dos sintomas. A concentragdo foliar de Fe ndo acompanhou o padrdo de varia¢do da clorofila total
nos meses seguintes a plena floragdo fendémeno denominado por Rémheld (1997) como o paradoxo
da clorose férrica. O Fe pode existir nas folhas em elevadas concentragdes mas estar
metabolicamente inactivo, confinado ao apoplasto foliar devido a valores de pH intracelular
limitantes (Kosegarten et al., 1999). A razdo nutritiva Mg/Zn nas flores pode ser utilizada para
estimar a concentragdo clorofilina nas folhas 90 dias ap6s a plena floragdo (Julho). Estes nutrientes
estdo associados com a clorose férrica (Koseoglu, 1995b), uma vez que o Mg € constituinte da
molécula de clorofila e o Zn partilha diversos mecanismos com o Fe, nomeadamente ao nivel da
absor¢do e translocagdo para a parte aérea (Kdseoglu, 1995a; Grusak ef al., 1999). Se a razio entre
0 Mg e o Zn for inferior a 100 as folhas de laranjeira apresentam sintomas de clorose férrica 90 dias
apos a plena produgio (clorofila total < 400 pmol m™), valores intermédios poderdo estar
associados a uma clorose férrica latente, enquanto que para valores acima de 200 as folhas
permanecerdo verdes (clorofila total > 500 pmol m™).

A importancia de determinar um método de diagnostico para a clorose férrica é acentuada
pelo efeito da clorose férrica na produgao (Sanz ef al., 1997; 1998). Através da composi¢cao mineral
das flores foi possivel estimar alguns dos pardmetros de qualidade da producdo obtidos no ano
seguinte, nomeadamente o peso fresco do fruto e o indice de maturacdo, dois parametros afectados
pela clorose férrica (Sanz et al., 1997). A variacdo do peso fresco e do calibre dos frutos esta
associada a um gradiente nutricional que contrasta o aumento de P, N e K com o aumento de Ca, Fe
e Zn nas flores. A variacdo do indice de maturacdo dependeu do aumento coordenado do Mg, K e N

nas flores.
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Através da concentragdo de N, Mg, Ca e de Zn nas flores foi possivel estimar o peso fresco
dos frutos do ano seguinte. Carranca et al. (1993) obtiveram também relagdes positivas entre o
tamanho das laranjas ‘Valencia late’ e a concentragdo de Mg nas folhas de ramos frutiferos que
eventualmente, expressam um comportamento idéntico ao das flores. O facto das concentragdes de
Mg e de Zn nas flores terem sido incluidas nos modelos com a clorofila e com os pardmetros de
producdo salienta o efeito cumulativo destes dois elementos em estimar o aparecimento da clorose
férrica e em quantificar o decréscimo de qualidade da produgdo. Sabendo a concentra¢do de N, P,
Mg e Fe nas flores ¢ possivel prever o estado de maturagdo das laranjas. O Fe afectou
significativamente a percentagem de acido citrico existente nas laranjas devido ao seu papel na
actividade da enzima aconitase (Sadka et al., 2000). O P nas flores teve um efeito contrario ao dos
restantes elementos. Com base nos modelos estabelecidos entre a composi¢dao mineral das flores e
os parametros de qualidade da produg@o do ano seguinte torna-se possivel corrigir o estado nutritivo
da arvore antes de a producdo ter sido afectada. Estes resultados foram comprovados através da
interpolagdo de valores com base em dados externos, diferentes dos utilizados para estabelecer o
modelo. A utilizagdo das flores como método de diagnostico da clorose férrica, permite antecipar a
avaliacdo nutricional das arvores de Outubro (data de colheita foliar recomendada para citrinos)

para Abril.

As respostas obtidas, quer no tratamento quer no diagnostico da clorose férrica, estiveram
associadas ao material vegetal estabelecido nos pomares. Assim, a clorose férrica, induzida pelo ido
bicarbonato, afectou diversos parametros fisioldgicos tanto ao nivel da parte aérea como da raiz dos
porta-enxertos citricolas estudados (citranjeira ‘Troyer’, Citrus taiwanica e citrumeleiro ‘Swingle’),
que estiveram associadas com a tolerancia daquele material vegetal a clorose férrica. Estes porta-
enxertos responderam a clorose férrica induzida através da diminui¢ao da altura e da produgao de
biomassa total a semelhanga do observado para outras espécies (Marschner et al., 1996). As plantas
de citranjeira ‘Troyer’ e de C. taiwanica, que se desenvolveram sem Fe e na presenca de carbonato
de calcio, apresentaram valores da razdo entre o peso seco da raiz e o peso seco da parte aérea mais
elevados que as plantas verdes, demonstrando o efeito da clorose férrica no aumento da biomassa
radicular, preferencialmente a da parte aérea. Este facto pode ser motivado pela activagdo de
mecanismos de resposta, como o aumento do nimero de raizes secundarias e a diferencia¢do de
células de transferéncia nos 4pices radiculares (Bavaresco et al.,, 1994), os quais sdo

genotipicamente determinados e estdo associados a espécies mais tolerantes a clorose férrica
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(Socias i Company et al., 1995). Deste modo, o porta-enxerto ‘Swingle’ ndo evidenciou este
mecanismo de resposta e podera ser considerado como susceptivel a clorose férrica.

O acréscimo de ferro a solugdo nutritiva, na presenca de carbonato de calcio, permitiu
evidenciar a resposta diferenciada dos trés porta-enxertos, expressa em clorofila total. Enquanto que
as plantas dos porta-enxertos citranjeira ‘Troyer’ e C. taiwanica apenas apresentaram sintomas
caracteristicos desta deficiéncia nas concentragcdes mais baixas (0 e 5 uM de Fe), as plantas de
citrumeleiro ‘Swingle’ apresentaram sintomas nas modalidades com 0, 5, 10 e 15 pM de Fe na
solugdo nutritiva.

Nas diferentes abordagens aos mecanismos de susceptibilidade a clorose férrica o aumento ou
a reducdo da biomassa parece estar relacionada com a eficiéncia de conversdao da energia captada
pelo aparelho fotossintético (Lichtenthaler e Rinderle, 1988). Os baixos valores da razao F,/Fp,
verificados nas plantas clordticas de ‘Troyer’ e C. taiwanica, significam que a eficiéncia de
conversao da energia fotossintética foi significativamente afectada pela clorose férrica (Morales et
al., 1998). Na citranjeira ‘Troyer’ esta reducdo foi devida apenas a alteragdes ao nivel do transporte
de electroes, expressa pela diminuicdo da F,, enquanto que no C. taiwanica se deveu
simultaneamente a alteragdes estruturais ao nivel dos pigmentos do PSII, uma vez que também se
verificou a variacao da F,. Os acréscimos verificados na F, podem ser originados pela reducio da
plastoquinona ocorrida no escuro, como verificado por Belkhodja et al. (1998a) em beterraba
sacarina. Contrariamente aos resultados obtidos com o porta-enxerto ‘Troyer’, os valores de
fluorescéncia das folhas de laranjeira ‘Newhall” quando enxertada nesse porta-enxerto foram apenas
ligeiramente afectados pela clorose férrica e estiveram associados a variagdes no PSII, tal como
referido por Abadia et al. (1999) para beterraba sacarina e pereira.

O teor nutritivo, quer da parte aérea quer da raiz, dos trés porta-enxertos utilizados foi
afectado pela clorose férrica e apresentou tendéncias crescentes com o aumento de Fe na solucao
nutritiva. A diminui¢do de crescimento e da biomassa devida a auséncia de Fe, agravada pela
presenca de carbonato de calcio, pode justificar os baixos teores nutritivos observados (Abadia et
al., 1989). De um modo geral, os teores médios de Fe existentes na parte aérea foram em todos os
porta-enxertos inferiores aos obtidos na raiz tal como verificado por Viti e Cinelli (1993).
Comparativamente com os outros porta-enxertos, a translocagdo do Fe no citrumeleiro ‘Swingle’ foi
mais afectada pelo ido bicarbonato uma vez que o Fe se acumulou preferencialmente na raiz (razao
Fepa/Fer < 1), tal como obtido por Cinelli (1995) no porta-enxerto de marmeleiro mais susceptivel

a clorose férrica. A razado Fe/Mn foi a que apresentou relagdes mais significativas com a clorofila

214



Discussdo e Conclusoes finais

total, nos trés porta-enxertos indicando ser um pardmetro adequado para avaliar a tolerancia a
clorose férrica.

A concentracdo do elemento, por si sd, ndo foi suficiente para explicar a clorose férrica
induzida pelo ido bicarbonato (Fernandez-Lopez et al., 1993) e deste modo os resultados obtidos
ndo podem ser explicados apenas pela deficiéncia de Fe mas sim pela interaccdo nutritiva
observada. De um modo geral, a auséncia de Fe motivou um decréscimo da concentracao de P, K,
Ca, Zn e de Mn das folhas clordticas de laranjeira ‘Newhall’, nutrientes que sdo referenciados por
diversos autores em condi¢des de clorose férrica (Belkhodja et al., 1998b). Na presenca de
carbonato de calcio, a razdo nutritiva K/Ca diminuiu com a adi¢cdo de Fe a solug@o nutritiva do
mesmo modo ao verificado por Hamzé et al. (1980), que associam este resultado ao equilibrio
existente entre catides monovalentes e divalentes, caracteristico das espécies calcicolas. A diferenga
entre a melhor razdo identificada para os porta-enxertos e para a laranjeira ‘Newhall’ deve-se
provavelmente as caracteristicas genotipicas e portanto as necessidades nutritivas intrinsecas de
cada espécie.

Na presenca de carbonato de célcio e nas concentragdes 0 ¢ 5 uM de Fe, o sistema radicular
das plantas de laranjeira, ou seja do porta-enxerto ‘Troyer’, apresentou raizes menores € menos
ramificadas, que por sua vez apresentavam cerca de 2 a 4 mm de comprimento da zona subapical
dilatada. Algumas destas alteracdes morfologicas foram idénticas as observadas por Bavaresco et
al. (1991) em raizes de videira e por Landsberg (1995) em beterraba sacarina. O aumento da
actividade da quelato de Fe(Ill)-redutase (cerca de 2,5 vezes) registado nos apices radiculares das
plantas que cresceram com 0 ou 5 uM de Fe, na presenga de carbonato de calcio esta de acordo com
Manthey et al. (1994) que evidenciam que os acréscimos de actividade desta enzima ocorrem entre
menos de 1 até 10 vezes. Tem sido assumido que resultam da activagdo de uma enzima ligada a
membrana plasmatica, denominada por “turbo-redutase” que ocorre preferencialmente, nas zonas
subapicais ¢ mais dilatadas dos apices radiculares (Schmidt, 1999). O aumento da actividade
radicular da quelato de Fe(Ill)-redutase apenas se verificou na presenca de carbonato de calcio o
que indica que a deficiéncia de Fe por si s6 ndo foi suficiente para desencadear este mecanismo de
resposta ao nivel radicular. Apesar de ter aumentado a redugdo e presumivelmente, a absor¢ao do
Fe para a parte aérea, a activagdo da quelato de Fe(Ill)-redutase a nivel radicular ndo foi suficiente
para contrariar os efeitos do ido bicarbonato na translocagdao do Fe (Mengel, 1995), uma vez que as
plantas continuam a apresentar sintomas de clorose férrica. E possivel concluir que, relativamente
aos porta-enxertos estudados, a citranjeira ‘Troyer’ ¢ o mais tolerante, seguido do Citrus taiwanica

e apresentando-se citrumeleiro ‘Swingle’ como o mais sensivel a clorose férrica. Esta classificacao
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estd, de um modo geral, de acordo com a apresentada por diversos autores (Sudahomo et al., 1994),
baseada em parametros medidos na parte aérea. Segundo estes autores, a citranjeira ‘Troyer’ e o
Citrus taiwanica situam-se no mesmo grupo, o dos porta-enxertos medianamente tolerantes. Os
resultados suplementares obtidos em outros parametros, nomeadamente a nivel radicular,
permitiram distinguir o comportamento dos dois porta-enxertos salientando-se a maior tolerancia do

‘Troyer’ relativamente ao C. taiwanica.

5.2. CONCLUSOES FINAIS

Os parametros fisiologicos medidos permitiram caracterizar e avaliar a eficiéncia de utilizagao
do ferro dos porta-enxertos citricolas estudados (citranjeira ‘Troyer’, Citrus taiwanica €
citrumeleiro ‘Swingle’). E possivel concluir que, relativamente aos porta-enxertos estudados, o
“Troyer’ € o mais tolerante, seguido do C. taiwanica e apresentando-se o ‘Swingle’ como o mais
sensivel a clorose férrica. A susceptibilidade do citrumeleiro ‘Swingle’ estd essencialmente
associada a maior necessidade de Fe na solugdo nutritiva de forma a conseguir contrariar os efeitos
do ido bicarbonato. A clorose férrica induzida pelo ido bicarbonato esta relacionada, ndo s6 com a
deficiéncia de ferro como também com as interac¢des entre diversos nutrientes, quer na parte aérea
quer na parte radicular. Apesar da citranjeira ‘Troyer’ ser um dos porta-enxertos mais utilizados na
regido Sul do pais, em situagdes de baixa disponibilidade de Fe no meio e na presenga de carbonato
de calcio, continua a manifestar sintomas de clorose férrica, sendo importante conduzir estudos para
a selec¢do de porta-enxertos de citrinos adaptados a solos calcérios. Contudo, a seleccdo de porta-
enxertos tolerantes a clorose férrica nao elimina o estudo das combinagdes entre o porta-enxerto € o
garfo.

A andlise floral permite avaliar em Abril o estado nutritivo das arvores de laranjeira ‘Valencia
late’ em vez de Outubro, data de colheita foliar recomendada para citrinos. A concentragdo nutritiva
das flores durante a plena floragdo de um determinado ano permite estimar alguns parametros de
qualidade da produgdo do ano seguinte, nomeadamente o peso fresco do fruto. Nas condi¢des de
ensaio, determinaram-se valores referéncia, ou niveis adequados, para a concentragdo de alguns

nutrientes nas flores associados com a producao de frutos com um calibre comercialmente favoravel
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(> 76 mm). O diagnostico precoce ou prognostico da clorose férrica possibilita uma correc¢ao
atempada, prevenindo o aparecimento dos sintomas na rebentagdo seguinte (Verdo) com a
consequente melhoria da qualidade da produgao.

A clorose férrica induzida em solos calcarios esta directa ou indirectamente associada a
deficiéncia de outros nutrientes, nomeadamente de P, Mg, K e Zn, os quais em conjunto afectam as
caracteristicas da produgao.

Aplicacdes foliares com ferro podem evitar as perdas de producdo e de qualidade provocadas
pela clorose férrica nos pomares citricolas. Em ambas as espécies, o indice de maturagdo foi
superior nos frutos tratados com ferro o que indica que, em citrinos, a clorose férrica origina um
atraso na maturacdo dos frutos e portanto na colheita. A clorose férrica afectou ndo sé os
parametros de qualidade da producdo anual de fruto, como também os novos crescimentos
vegetativos e florais que surgem durante a Primavera, os quais estdo dependentes das reservas de
ferro conseguidas no ano anterior.

A instalacdo de espécies susceptiveis a clorose férrica em solos calcarios sem a utilizacao de
medidas preventivas eficazes para o controlo deste problema nutritivo, pode ter um impacto

econdmico negativo para os produtores.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Futuramente, a forma mais eficaz de resolver o problema da clorose férrica em fruteiras passa
pela selecgdo de porta-enxertos tolerantes. Mundialmente, existem diversos programas de
melhoramento que contemplam a seleccdo de porta-enxertos tolerantes através do estudo da
variabilidade genética entre espécies. No entanto, torna-se pertinente a selec¢do de parametros
fisiolégicos como indicadores da clorose férrica permitindo o estabelecimento de protocolos de
seleccdo menos morosos. Neste ambito, os resultados obtidos com o aumento da actividade da
quelato de Fe(Ill)-redutase sdo promissores uma vez que parecem associados a expressao de uma
enzima que apenas ocorre nos genotipos mais tolerantes, quando sujeitos as condi¢des indutoras de
clorose férrica.

No entanto, até a obten¢dao de resultados ao nivel do melhoramento ser bem sucedida é
necessario optimizar, a curto prazo, o processo de diagndstico e correccdo da clorose férrica para
beneficio dos produtores. Os padrdes de variacdo nutricional identificados nas folhas e nas flores
realcam a necessidade de avaliar a contribuicdo relativa das diferentes fontes de ferro, enddgena
(reservas do ano anterior) ou exodgena (absorcao do ano), nos crescimentos vegetativos, na floracao
e na qualidade da produgao obtida. Estes trabalhos de investigacdo deverdo quantificar os fluxos de
ferro no sistema solo-planta, quer em condi¢des limitantes quer ndo-limitantes a absor¢ao do ferro.

O impacto ambiental das aplicagdes de quelato de ferro ao solo ndo estd suficientemente
estudada e apesar de ser necessario realizar estudos de desenvolvimento experimental em pomares
citricolas, as praticas alternativas ao nivel da seleccdo de material vegetal, de diagnodstico e
correc¢do da clorose férrica apresentadas neste trabalho podem ser de extrema importancia para os

pomares que seguem as normas inerentes a produg¢do integrada.
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