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RESUMO

RESPOSTAS DE CAFE CONILON A CONCENTRACAO DE FERRO

O ferro (Fe) é um elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas.
Entretanto, estd frequentemente presente nas &guas subterraneas utilizadas na irrigacdo em
concentragdes que podem causar fitotoxidez ao longo do tempo. No presente estudo, foi
investigado o efeito de doses de Fe em diferentes andlises, a saber: crescimento radicular,
concentracdo mineral das folhas, extravasamento de eletrolitos, teores de pigmentos
fotossintéticos, fotossintese, anatomia foliar e radicular e sintomas visuais de toxidez de
plantas de Coffea canephora Pierre ex A. Froehner cv. Conilon. As mudas foram tratadas por
30 dias pela adicdo de 0 (controle), 10, 40, 120, 200 e 400 mg/L de Fe fornecidos como
FeS0O,.7H,0 mais sal EDTA no solo. A massa seca das raizes mostrou valores menores sob a
maior dose de Fe. Plantas sob a dose maior de Fe apresentaram maior acimulo foliar deste
elemento. O maior teor de boro (B) ocorreu nos individuos sob a dose de 400 mg/L quando
comparado as doses de 40 mg/L e 200 mg/L. Os teores de fosforo (P) ndo diferiram e foram
menores nas doses de 120, 200 e 400 mg/L de Fe quando comparados ao controle. As
concentracdes foliares de potassio (K) foram maiores em 10, 40, 120, 200 e 400 mg/L de Fe.
As maiores concentracdes de zinco (Zn) foliar foram encontradas nas plantas submetidas a
120, 200 e 400 mg/L de Fe em relacdo ao controle e a dose de 10 mg/L de Fe. O
extravasamento de eletrolitos foi maior nas plantas sob 400 mg/L de Fe em relacdo a dose de
40 mg/L, porém ndo diferiu das demais doses. Ndo houve diferenca significativa quanto aos
teores de pigmentos fotossintéticos e os pardmetros de clorofila a. As plantas controle
mostraram maior fotossintese, condutancia estomatica e transpiracdo, sendo as menores taxas
encontradas no tratamento a 200 mg/L Fe. A concentracdo de carbono interno foi maior nas
plantas sob 400mg/L de Fe. Foi observada necrose nas folhas maduras sob a maior dose de
Fe. As espessuras da face adaxial da epiderme, do parénquima esponjoso e total do limbo nao
diferiram entre os tratamentos. A espessura do parénquima pali¢adico foi menor para a dose
de 400 mg/L em relacdo as doses de 120 e de 200 mg/L e a espessura da face abaxial da
epiderme foi maior no controle quando comparada com a dose de 40 mg/L. No tratamento
com maior teor de Fe verificou-se alteracdo na morfologia das raizes, como a reducdo no
crescimento e na emissdo de raizes laterais. Houve também maior lignificagdo da epiderme e

do cortex; algumas células corticais apresentaram alteracdo do formato, com retracdo do



protoplasto. De modo geral, os resultados obtidos indicam que a dose de 400 mg/L de Fe é
nociva, afetando a estrutura e a funcionalidade da variedade Conilon.

Palavras-chave: Anatomia, Coffea canephora, fisiologia, irrigacdo, toxidez.



ABSTRACT

CONILON COFFEE RESPONSES TO IRON CONCENTRATION

Iron (Fe) is an essential element for the growth and development of plants. However, it is
often present in groundwater used for irrigation at concentrations that may cause
phytotoxicity over time. In this study, the effect of doses of Fe on root growth, mineral
concentration of leaves, electrolyte leakage, photosynthetic pigments content, photosynthesis,
leaf and root anatomy and toxicity symptoms in plants of Coffea canephora Pierre ex A.
Froehner cv. Conilon was investigated. The seedlings were treated for 30 days by the addition
of 0 (control), 10, 40, 120, 200 and 400 mg/L of FeSO,4.7H,0 provided as Fe EDTA more salt
in the soil. The dry mass of roots showed lower values under the highest dose of Fe. Plants
under the highest dose of Fe showed higher leaf accumulation of this element. The higher
content of boron (B) occurred in individuals at the dose of 400 mg/L compared to the doses of
40 mg/L and 200 mg/L. Phosphorus (P) contents did not differ and were lower at the doses of
120, 200 and 400 mg/L Fe when compared to control. The leaf potassium (K) concentrations
were higher at 10, 40, 120, 200 and 400 mg/L Fe. The highest zinc (Zn) leaf contents were
found in plants subjected to 120, 200 and 400 mg/L of Fe in relation to the control and the
dose of 10 mg/L of Fe. Electrolyte leakage was higher in plants under 400 mg/L of Fe
compared to dose of 40 mg/L, however did not differ from the others doses. There was no
significant difference in the levels of photosynthetic pigments and parameters of chlorophyll
a. The control plants showed higher photosynthesis, stomatal conductance and transpiration,
and the lowest rates were found at 200 mg/L Fe. Internal carbon concentration was higher in
plants under 400mg/L of Fe. Necrosis was observed in mature leaves under higher dose of Fe.
Adaxial epidermis, spongy parenchyma and limb thickness did not show differences between
the different treatments. The palisade parenchyma thickness was lower at 400 mg/L compared
to the doses of 120 and 200 mg/L and adaxial epidermis thickness was higher compared to the
dose of 40 mg/L. In the treatment with higher Fe content there was a change in the
morphology of roots, such as reduced growth and emission of lateral roots. There was also an
increased lignification of the epidermis and cortex; some cortical cells showed format
changes, with protoplast retraction. Overall, the results indicate that the dose of 400 mg/L Fe

is harmful, affecting the structure and functionality of Conilon variety.

Keywords: Anatomy, Coffea canephora, irrigation, physiology, toxicity.
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1. INTRODUCAO

O café é considerado o principal produto no mercado agricola mundial e gera mais de
90 bilhdes de dolares por ano, sendo ultrapassado apenas pelo petréleo, quando se trata de
produtos naturais (DAMATTA et al.,, 2010). Atualmente, o Brasil é o maior produtor,
responsavel por 36,7% (USDA, 2013) e o Espirito Santo o segundo estado com maior
producdo, conforme a Conab (2014). Embora existam mais de 100 espécies do género Coffea,
somente Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex A. Froehner possuem importancia
econdmica, respondendo por 58% e pelo restante do café produzido, respectivamente (USDA,
2013).

C. canephora é uma espécie arbustiva, perene e com caule lenhoso (FERRAO et al.,
2007a) sendo cultivada em regides com menor altitude e temperaturas altas (MATIELLO,
1991). No Espirito Santo, o seu cultivo tem se expandido para areas mais secas (RONCHI e
DAMATTA, 2007) onde a utilizacdo da irrigacdo é fundamental para garantir a alta
produtividade do cafeeiro (SILVA e REIS, 2007).

A &gua juntamente com as condigdes nutricionais do solo séo fatores ambientais que
interferem no crescimento e no desempenho de uma espécie (BRAY et al., 2000; SILVA e
REIS, 2007) influenciando a produtividade e a qualidade da producdo. Sabe-se que para o
café Conilon os elementos boro, zinco, cobre, manganés e ferro estdo entre 0os micronutrientes
mais requeridos. Para este ltimo, valores no solo abaixo de 20 mg/dm? sdo considerados
baixos, entre 20 e 30 mg/dm® médios e acima de 30 mg/dm?, altos (PREZOTTI et al., 2007).

As aguas utilizadas para irrigacdo normalmente sdo de origem superficial (rios,
corregos e lagos) ou subterranea (pogos) (SOUTO, 2005; ALMEIDA, 2010). No Brasil,
principalmente em periodos de estiagem, esses recursos hidricos frequentemente apresentam
concentracOes elevadas de ferro total, uma vez que a maioria dos solos é composto por 6xidos
de ferro sob variadas formas. Além disso, a manipulacdo ndo adequada dos solos e o
desmatamento tém contribuido para o assoreamento dos mananciais, o que eleva os teores de
ferro nas aguas (ALVES, 2008). Conforme Ayers e Westcot (1976), a qualidade da 4gua para
irrigacéo esta relacionada a seus efeitos danosos as culturas, bem como ao solo, requerendo
muitas vezes técnicas especificas de manejo para controlar ou compensar eventuais problemas
associados a sua utilizacdo. Nesse sentido, procedimentos que objetivam retirar o ferro da
agua levam em consideracao a filtragem do ferro trivalente apds a oxidacdo do ferro bivalente
via aeracdo ou cloragdo da agua (AIROLDI, 2003). Entretanto, estas técnicas ndo tém se
mostrado capazes de oxidar totalmente o ferro bivalente (ALVES, 2008).


http://www-sciencedirect-com.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0098847212001888#bib0010

A irrigacdo do cafeeiro no Espirito Santo tem sido realizada, preferencialmente, com o
uso de sistemas pressurizados por aspersdo ou localizados (SILVA e REIS, 2007). Problemas
com o ferro presente nesses sistemas ou na agua sao relatados na literatura, pois com o avango
da utilizacdo da irrigacdo localizada, a perda de desempenho de equipamentos devido a
presenca de ferro e sélidos em suspenséo é ocorrente (SILVA et al., 2011). No entanto, pouco
se fala sobre o prejuizo que o ferro pode vir a causar aos cultivares irrigados com aguas
contendo excesso desse elemento.

O ferro € um micronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento normal
das plantas (KERBAUY, 2004). E parte integrante do centro de oxirredugio de inimeras
enzimas e moléculas de grande importancia no metabolismo vegetal, como citocromos,
nitrogenases e enzimas envolvidas na sintese de clorofila (TAIZ e ZEIGER, 1998). Contudo,
a presenca desse elemento na agua de irrigacdo acima do recomendado para as plantas em
geral, ou seja, superior a 5mg/L, pode prejudicar as culturas irrigadas em longo prazo, uma
vez que poderé dar origem a um aumento progressivo desse elemento no solo, até alcancar um
nivel capaz de provocar fitotoxidez (PRATT, 1972; ROWE e ABDEL, 1995). Como
consequéncia, podem ocorrer injdrias nas células da epiderme e do parénquima clorofiliano
(MULLER, 2011), estresse oxidativo com producao de espécies reativas de oxigénio (ERQO's)
(RAVET et al., 2009), danos fotossintéticos (SUH et al., 2002), além de poder afetar a
estabilidade da membrana plasmaética (FANG et al., 2001) e causar sintomas visuais de
fitotoxidez nas folhas (CHATTERJEE et al., 2006).

Assim, as plantas tolerantes ao Fe utilizam distintas estratégias, seja por meio de
modificacbes fisioldgicas ou morfoldgicas para manter seu metabolismo e crescimento
(KUKI et al.,, 2008, NEVES et al., 2009; MULLER, 2011). Neste sentido, estudos que
fornecam detalhes sobre as respostas funcionais e estruturais de C. canephora ao ferro
contribuem com informacd@es relevantes sobre a capacidade de tolerancia das plantas a esse
elemento. Isso pode auxiliar o agricultor no manejo da cultura ao considerar os fatores

qualidade da &gua de irrigacdo e adubacéo do solo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ferro e sua relacdo com a planta

O Fe é um elemento quimico com numero atémico 26 e massa atbmica 55,85 u. Esta
presente nas rochas, solos, aguas, organismos e aerossois, e desempenha um papel
fundamental nos processos biogeoquimicos (REDDY, 2008). Cerca de 4,2% da litosfera séo
constituidos por Fe, sendo hematita, magnetita, goethita e siderita 0s principais minerais que
contém Fe. Embora abundante na crosta terrestre, o ferro estd presente no solo, quase
exclusivamente, na forma oxidada Fe®*", que tem uma solubilidade muito baixa em agua.

No Brasil, s&o comuns aguas com teor elevado de ferro (RICHTER e NETO, 1991),
encontrados com maior frequéncia em aguas superficiais, d&guas poluidas por certos residuos
industriais ou algumas atividades de mineracdo e aguas subterraneas, como pocos, fontes e
galerias de infiltracdo. Nessas ultimas, muito utilizadas em sistemas de irrigagdo na
agricultura, o ferro se encontra no estado dissolvido sob a forma Fe?*, Fe(OH)* ou na forma
de quelatos (MORUZZI, 2000). Embora o ferro apresente diferentes estados de oxidacéo, a
forma bivalente é a forma mais biodisponivel para as plantas, ja que ¢ mais soltvel (KIM e
GUERINOT, 2007).

O Fe é o quarto elemento mais abundante na crosta terrestre e envolve-se na maior
parte dos processos fisiol6gicos dos organismos tais como fotossintese, respiracdo, fixacéo
bioldgica de nitrogénio (GURZAU et al., 2003) e sintese de DNA e horménios (BECANA et
al.1998; BRIAT e LOBREAUX, 1997). Desse modo, o ferro € um micronutriente
fundamental para o crescimento e desenvolvimento das plantas (KERBAUY, 2004), estando
também relacionado a importantes funcdes metabdlicas, como biossintese de clorofila e de
diversas proteinas (MARSCHNER, 1999).

Existem dois processos de absor¢io do ferro pelos vegetais (ROMHELD e
MARSCHNER, 1986a,b; ROGERS e GUERINOT, 2002). No primeiro, caracteristico de
dicotiledéneas e monocotiledoneas ndo gramineas, ocorre uma acidificagdo da rizosfera pela
liberacéo de prétons. Assim, os fons férricos (Fe*) séo reduzidos aos fons ferrosos (Fe®*) na
membrana plasmatica das células da raiz, por uma redutase de Fe>* e, posteriormente, sdo
transportados através da membrana plasmatica por um sistema transportador especifico. O
segundo mecanismo, comum as gramineas, envolve a expulsdo de siderdéforos pela raiz, que
formam um complexo com o ion férrico, ndo ocorrendo, nesse caso, sua transformacéo para
Fe?*. O complexo Fe**-sideréforo é transportado para o interior da planta através da

membrana plasmatica.


http://www-sciencedirect-com.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0016706111001868#bb0200
http://www-sciencedirect-com.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0016706111001868#bb0070
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Dentre os metais, isto &, aqueles de alta densidade (acima de 5 g/cm™) que sdo
potencialmente toxicos na forma de ions (EPSTEIN e BLOOM, 2006), o ferro é considerado
um metal ndo critico em relacdo a toxicidade na fauna e na flora (MCBRIDE,1994; OLIVER,
1997). Ademais, sua translocagdo no tecido vegetal tem sido considerada baixa (GHALY et
al. 2008) devido a baixa remobilizacéo no floema (BAUER e HELL, 2006).

Contudo, sdo inimeros os fatores que interferem na disponibilidade/mobilidade de
metais inclusive do Fe. Alguns deles sdo: pH, nivel de oxigénio, teor de matéria organica,
quantidade de argila e potencial redox (PIERANGELI et al., 2001). Além da concentracédo do
ion em questdo, a magnitude do dano depende também do tempo de exposicdo, da
sensibilidade das plantas, do uso da agua pelas culturas e do tipo de irrigagdo (AMORIM,
2013).

Seu excesso, contudo, pode gerar: injdrias nas células da epiderme e do parénquima
clorofiliano, com reducéo na espessura do mesofilo (MULLER, 2011); contedo de clorofila
menor (CHATTERJEE et al., 2006); desequilibrio nutricional (ALMEIDA, 2010) estresse
oxidativo com producdo de ERO’s (Connolly e Guerinot, 2002); danos fotossintéticos (SUH
et al., 2002); instabilidade da membrana (THOMPSON e LEDGE, 1987; FANG et al., 2001);
clorose nas folhas velhas (CHATTERJEE et al., 2006), escurecimento das raizes
(SAHRAWAT, 2005) e inibicdo do crescimento da planta (CHATTERJEE et al., 2006). Além
disso, niveis acima de 0,3 ppm de ferro podem causar manchas de ferrugem e descolorac¢ao na
folhagem de plantas irrigadas por aspersdo (ZINATI e SHUAI, 2005). O excesso de ferro
pode ainda danificar lipidios, proteinas e DNA pela formacao de radicais hidroxila na reacéo
de Feton (CONNOLLY e GUERINOT, 2002).

Concentrag6es normais de ferro variam entre 30 e 300 um/g de massa seca. Em geral,
concentracdes acima de 500 um/g sdo consideradas toxicas (PUGH et al., 2002), contudo
isso depende da espécie, do estado fisioldgico e das condi¢cbes de crescimento (ADAMSKI et
al., 2011). No cafeeiro, concentracdes acima de 200 mg/kg séo consideradas excessivas
(WILSON, 1985).

Isso posto, a absorcdo de ferro em plantas € altamente regulada para impedir seu
acumulo em excesso (KIM e GUERINOT, 2007; TOSHIHIRO et al., 2010). Os mecanismos
de protecdo contra a toxidez por ferro na planta podem envolver: 1) mecanismos enzimaticos
(FANG et al.; 2001), como aumento na atividade das enzimas antioxidantes (dismutase do
superdxido, catalase e peroxidase do ascorbato), as quais agem na supressdo de (EROS)
(BECANA et al.; 1998); e 2) mecanismos ndo-enzimaticos, como o0s carotenoides, que agem
também na eliminacdo de EROs (EDGE et al.; 1997; POLYAKOQV et al.; 2001; KRINSKY e
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YEUM, 2003; SMIRNOFF, 2005;). Pode ocorrer ainda a compartimentalizacdo do metal em
organelas, como vacuolos e plastidios, e também em ferritina, uma proteina especializada
(MURGIA et al., 2002; CURIE e BRIAT, 2003; BRIAT et al.; 1995; 2007; 2010) que

mantém a homeostase do ferro nas células (MAJERUS et al.; 2009).

2.2 Agua: importancia e qualidade

Os recursos hidricos sdo utilizados com diferentes objetivos, entre os quais se
destacam o abastecimento de agua, a geracdo de energia, a irrigacdo, a navegacao, a
aqlicultura e a harmonia paisagistica (SPERLING, 1993). A &gua representa, sobretudo, o
principal constituinte dos seres vivos, inclusive do homem.

O volume total de 4gua na terra é estimado na ordem de 523 milhdes de km® dos quais
97,2% estdo nos oceanos e mares interiores, 2,2% nos gelos polares e nas geleiras
montanhosas e 0,6% em rios, lagos e lencdis subterrdneos (ENCYCLOPEDIA
BRITANNICA, 1974).

Rotstein (1996) afirma que o Brasil, apesar de apresentar recursos hidricos mal
distribuidos, € um pais potencialmente rico em agua e, consequentemente, tem terras
agricultaveis no seu imenso espaco geografico. A agua utilizada na irrigacdo de culturas tem
sua origem superficial ou de lencdis freaticos (ALMEIDA, 2010) e pode ser obtida por meio
de rios, barragens e pogos (SILVA et al., 2011).

Segundo Tundisi (2003), a producdo de alimentos € a atividade que mais utiliza agua
no mundo, isso devido especialmente a irrigacdo. No Brasil a situacdo ndo é diferente, ja que
a agricultura é a que mais emprega esse recurso (OLIVEIRA, 2010). Segundo Bernardo et al.,
(2006), a irrigacdo € uma tatica que eleva a rentabilidade da propriedade agricola por meio do
aumento da producao.

O consumo de agua no mundo tem aumentado muito, devido ao crescimento
populacional, que conduz o desenvolvimento industrial e a necessidade do aumento na
producéo de alimentos. Pressupfe-se que até o ano 2025, a irrigacdo expandir-se-a entre 20 a
30% para atender a crescente demanda por alimento (LIMA e CHAVES, 2008).

A agricultura irrigada € dependente da quantidade e da qualidade da agua. Todavia,
hoje, tem-se recorrido as aguas de qualidade inferior para evitar a falta de agua no futuro
(AYERS e WESTCOT, 1991).

A 4gua é um recurso natural renovavel, porém a poluicdo e o desperdicio estdo
mudando a qualidade dessa ao longo dos tempos, 0 que a torna escassa em alguns lugares

(ROTSTEIN, 1996). O termo “qualidade de agua” ndo se refere a um estado de pureza, mas
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as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas, que indicardo as diferentes utilidades para
agua (LIMA e CHAVES, 2008). No caso da irrigacdo, ela ndo pode conter sais e ions
especificos em excesso para ndo prejudicar as plantas e o solo, mas também néo pode conter
substancias dissolvidas que possam acarretar obstrucdo de sistemas de irrigacdo localizada
pela formacdo de precipitados quimicos (LIMA, 1999; BERNARDO, 2005; GRIEVE et al.,
2006; KARAIVAZOGLOU et al., 2005; ALMEIDA 2010;).

Conforme Ayers e Wescot (1991), quase todas as aguas possuem Fe, Mn, Mo e Zn em
quantidades que ndo ultrapassam alguns mg/L, ndo se apresentando tdxicos, e sim essenciais
para o desenvolvimento dos vegetais. No caso do ferro, esse esta presente nos solos e nos
minerais pirita, magnetita, biotita e piroxénios, geralmente em forma insoltveis, como oxido
de ferro (FeO) e também é encontrado como carbonato de ferro, que € solGvel. A agua
contendo oxigénio penetra no solo e atinge as aguas subterrdneas podendo ocasionar um
aumento na concentragdo do ferro, acarretando oxidacao da pirita (FeS,), forma insoltvel de

ferro, formando sulfato de ferro soltvel, como mostrado na seguinte equacao:
2FeS, + 70, + 2H,0 > 2 Fe?* +4S04 % + 4H*

Segundo Da Costa (2000), as aguas com Fe, em contado com o ar, turvam-se pela

formacéo do hidréxido férrico — Fe(OH)?, insoltvel, como nas equagdes:

Fe’* e > Fe*
Fe** + 30H > Fe(OH)® ou 2Fe(HCO3)* + H,0 +% O, > 2Fe(OH)® +4CO?

No Brasil, os recursos hidricos apresentam concentrac@es altas de ferro total (ALVES,
2008), principalmente em periodos sem chuva. Além do mais, 0 manejo ndo adequado dos
solos e 0 desmatamento tém contribuido para o assoreamento das fontes de agua, elevando as
concentragdes de ferro nas aguas (ALVES, 2008).

A agua contendo ferro ndo é prejudicial ao homem, contudo quando ultrapassados o
limite de 0,3 mg/L a &gua perde as caracteristicas esteticas, o sabor fica ruim e a cor
amarelada (LIMA e CHAVES, 2008). Quanto a qualidade da &gua para irrigagcdo, de acordo
com National Academy of Science (1972) e Pratt (1972), as concentraces méximas de 5,0
mg/L de Fe podem ser toxicas a plantacdo ao longo do tempo, porém ndo oferece danos as
plantas quando em solos com boa aeracdo, apesar de contribuir para a acidez e

indisponibilidade de fosforo e molibdénio.
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O Fe é encontrado em &guas naturais em niveis que variam de 0,5 a 50 mg/L
(MORUZZI, 2000). No norte do estado do Espirito Santo, onde o cultivo de café Conilon é
muito intenso (FASSIO e SILVA, 2007), as aguas subterraneas utilizadas em sistemas de
irrigacao dessa cultura chegam a possuir cerca de 10,0 mg/L de Fe nos periodos mais secos do
ano®, o que ultrapassa o valor maximo recomendado de 5,0 mg/L, podendo, ao longo do
tempo, originar um aumento progressivo desse elemento no solo até alcancar um nivel capaz
de provocar danos as plantas (PRATT, 1972). Sendo assim, o teor de Fe nas aguas de
irrigacdo € um fator que pode ocasionar uma preocupacao nao sé quanto ao desempenho das

culturas de café como dos plantios em geral, irrigados com dguas com essa caracteristica.

2.3 Descricdo de Coffea canephora Pierre ex A. Froehner

O género Coffea, pertence a familia Rubiaceae e é composto por cerca de 80 espécies
(BRIDSON, 1994), entretanto, da producdo mundial de café, Coffea canephora e Coffea
arabica, representam quase a totalidade (FERREIRA et al., 2005).

O café é originario da Africa, sendo C. arabica da Etiopia e C. canephora do Congo
(ECCARDI e SANDALJ, 2002). Essa ultima, de ampla distribuicdo geografica, é adaptada a
regides quentes e Umidas, e em &reas baixas da floresta tropical (CHARRIER e BERTHAUD,
1985).

A espécie C. canephora, conhecida como café Robusta, engloba diversas variedades,
como “Kouilou”, “Robusta”, “Sankutu”, “Bakaba”, “Niaculi” ¢ “Uganda” (CHAVALIER
1929;1944, citado por FERRAO, 2004). Dessas, o “Kouilou”, conhecida no Brasil como
Conilon, é a mais importante em nosso pais pelo volume de producdo e valor industrial.

A espécie C. canephora é alégama, perene, de porte arbustivo e caule lenhoso. As
plantas sob temperatura e precipitacdo mais elevadas podem alcancar até 5 metros de altura.

As folhas sdo maiores e de coloracdo verde menos intensa que de C. arabica, elipticas,
lanceoladas, com bordas bem onduladas e nervuras bem salientes. As flores sdo brancas, em
grande namero por inflorescéncia e por axila foliar. Os frutos apresentam formato e niamero
variavel conforme o material genético, com 30 a 60 por verticilo foliar, de superficie lisa, com
exocarpo fino, mesocarpo aquoso e endocarpo delgado (FAZUOLI, 1986). Essa espécie €
diploide, e possui populagfes expressando grande variabilidade, com individuos altamente
heterozigotos (BERTHAUD, 1980). Além disso, é auto-incompativel (BERTHAUD, 1980),
tropical e de floracdo gregéria (ALVIM, 1973, citado por RENA e MAESTRI, 1986). No

! <Concentragéo de ferro na agua de irrigacdo> - mensagem recebida por e-mail da CEPLAC <28/05/2013>.
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entanto, a floracdo depende diretamente do crescimento dos ramos plagiotropicos, em especial
dos primérios. As espécies de café possuem flores hermafroditas com estames aderentes ao
tubo da corola. Nessa espécie alégama, na qual ocorre a autoincompatibilidade, a fecundacgéo
cruzada acontece ap6s abertura das flores, e a polinizagéo € realizada com auxilio de vento e
de insetos.

Especificamente, a cultivar “Vitoria Incaper 8142” de café Conilon é formada por 13
gendtipos, selecionados entre os materiais genéticos do programa de melhoramento do
Instituto Capixaba de Pesquisa e Assisténcia Técnica do Espirito Santo (INCAPER). Os
clones foram avaliados em condi¢Ges experimentais e apresentaram alta produtividade,
estabilidade de producdo, toleréncia a seca, tolerancia a ferrugem, uniformidade de maturagéo
e gréos grandes (FERRAO, 2007b).

2.4 Importéancia econémica e social de Coffea canephora

De acordo Fassio e Silva (2007), aproximadamente 36% da producdo mundial de café
sdo derivados de C. canephora. Os maiores produtores dessa espécie sdo Vietna e Brasil, que
representam 34,67% e 23,07% da producdo mundial, respectivamente, sendo seguidos pela
Indonésia, com 13,58%. No Brasil, 0 Espirito Santo é o maior produtor nacional (ANUARIO
ESTATISTICO DO CAFE, 2002/2003). Quanto a exportacdo, o Brasil ocupa a terceira
posicdo, segundo Organizacdo Internacional do Café (OIC, 2014).

Conforme a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2006), o café é
cultivado em 14 estados brasileiros mais o Distrito federal, porém a maior parte da producéo
concentra-se em Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parand, Bahia e Rondénia. Quando
se considera o café Robusta, o Espirito Santo apresenta-se como o maior produtor
respondendo por 72,45% da producdo nacional, seguido por Rond6nia, com 13,3%. Desse
modo, devido ao Espirito Santo, o Brasil é o segundo maior produtor e terceiro maior
exportador de robusta do mundo. Segundo Ferrdo (2006), o parque cafeeiro de Conilon
estende-se por uma area em producdo superior a 285mil hectares apresentando cerca de 561
milhdes de plantas.

No estado do Espirito Santo, C. canephora foi introduzida por volta de 1912, no
municipio de Cachoeiro de Itapemerim, sendo posteriormente levada para a regido norte do
Estado (FERRAO et al., 2007c), atualmente, a principal regido produtora. Em relagio aos
municipios, constata-se que os principais produtores sdo Jaguaré, Sooretama, Linhares, Nova
Venécia, Vila Valério, Sdo Mateus, Rio bananal e Pinheiros (IBGE, 2005).
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O desenvolvimento da cultura do café Conilon no Espirito Santo deve-se basicamente
ao surgimento da industria do café soltvel e, também, ao emprego dessa variedade em
misturas com o arabica, 0 que forma os blends (TRISTAO, 1995; FERRAO, 2004). Isso
porque o Conilon apresenta menor acidez e maior quantidade de sélidos solveis (FERRAO,
2004; BELING, 2005). Além disso, é uma 6tima alternativa aos cafeicultores das regifes mais
quentes e secas do Estado, menos habilitados ao cultivo do café ardbica (DADALTO e
BARBOSA, 1997).

No decurso dos ultimos dez anos, a cafeicultura do Conilon passou por uma série de
transformacoes, incluindo a evolugao no nivel técnico das lavouras. De uma maneira geral, 0
perfil empreendedor dos cafeicultores e as condi¢des favoraveis de temperatura e topografia,
permitiram a existéncia de uma cafeicultura muito bem desenvolvida, com o uso de irrigacao
e variedades melhoradas, favorecendo a cafeicultura nos municipios do norte do Estado
(FASSIO e SILVA, 2007).

Assim, o cultivo do café Conilon representa a atividade mais importante da esfera
agricola capixaba, o que traz beneficios econdémicos e também sociais, pela geracdo de
empregos, distribuicdo de renda, além de fixar do homem na area rural (FASSIO e SILVA,
2007).
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3. HIPOTESES
Hipdtese nula: individuos de C. canephora ndo apresentam variagc@es no crescimento,

teor de pigmentos, fotossintese, extravasamento de eletrdlitos e ndo possuem sintomas visuais

de toxidez nas folhas sob a concentragdo maior de ferro. Hipotese alternativa: as plantas

apresentam menor crescimento, menor teor de pigmentos fotossintéticos, menor taxa

fotossintética, maior extravasamento de eletrélitos e necrose foliar sob a dose mais excessiva

de ferro.

4. OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

Avaliar as respostas morfologicas e fisiologicas de café Conilon submetido a

diferentes doses de ferro.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar a biomassa radicular;

Determinar os teores de macro e micronutrientes nas folhas;

Indicar a toleréncia protoplasmatica celular;

Determinar os teores de pigmentos fotossintéticos;

Verificar a cinética de emissdo da fluorescéncia transiente OJIP;

Avaliar a fotossintese, condutancia estomatica, transpiracdo e concentracao interna
de CO, em mudas de café;

Analisar a anatomia foliar e radicular dos exemplares estudados;

Detectar possiveis sintomas de toxidez ao excesso de ferro.

Definir os teores de macro e micronutrientes do solo, apés a adi¢do de diferentes

doses de ferro.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Local do experimento

O experimento foi desenvolvido na casa de vegetacdo no Setor de Boténica localizado
no Campus Universitario de Goiabeiras da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES),
Vitoria, ES.

5.2 Material vegetal e condicGes de cultivo

Foram utilizadas mudas clonais de Coffea canephora Pierre ex A. Froehner cv.
Conilon pertencente a variedade “Vitoria Incaper 8142, clone 11, com idade de cinco meses,
obtidas por estaquia na Fazenda Experimetal Incaper — Marilandia, ES. As mudas foram
transferidas, em casa de vegetacdo, para vasos de polietileno com capacidade de 5 litros
contendo solo Franco Argilo-Arenoso (Tabela 8 do anexo). A analise quimica do solo
encontra-se na tabela 8 do anexo. Apds um meés, as plantas foram submetidas, em uma unica
aplicacdo, a cinco doses diferentes de ferro, fornecido ao solo sob a forma FeSO,4. 7H,0 mais
Na,EDTA na quantidade de 400 mL de solucéo (capacidade de campo - CC) a saber: 0; 10;
40; 120; 200 e 400 mg/L. As plantas controle foram mantidas sem a adi¢éo de ferro no solo.
Durante 30 dias, as plantas receberam irrigacdo a cada dois dias com agua corrente
observando a CC do substrato, para que nao ocorresse lixiviagdo do ferro. Passado esse
tempo, as plantas foram coletadas e avaliadas quanto ao crescimento das raizes, aos teores de
micronutrientes e macronutrientes, a estabilidade da membrana celular, aos teores de
pigmentos fotossintéticos, a fluorescéncia e a trocas gasosas, as caracteristicas anatdbmicas

foliares e a composicao da parede e conteudos celulares.

5.3 Delineamento experimental

O delineamento utilizado foi do tipo inteiramente casualizado, constituido de 6 doses
de ferro x 1 espécie x 5 repeticbes para as andlises anatomia foliar, teores de micro e
macronutrientes e analise fisico-quimica do solo ou 10 repeti¢cdes para as demais analises,

resultando em um total de 30 parcelas com cinco plantas cada, totalizando 150 individuos.

5.4 Analises de crescimento
Foram realizadas as medidas de massa fresca (g) e massa seca (g) das raizes. A massa
seca foi obtida com a pesagem das amostras ap0s as mesmas serem secas em estufa a 60°C,

até a obtengdo de massa constante.
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5.5 Anélise de macronutrientes e micronutrientes foliar

Ao fim do experimento, amostras de folhas foram coletadas ao acaso para avaliacdo
quimica. Cinco amostras de cada tratamento contendo 15 folhas foram embaladas, etiquetadas
e enviadas & empresa quimica especializada Fullin — Laboratério de Analise Agronémica e
Ambiental, para a deteccdo da concentragdo interna do ferro, bem como para caracterizagéo
de macro e micronutrientes e outros elementos quimicos presentes nas amostras. O protocolo
seguido pela empresa confiada utilizou os métodos descritos por Malavolta (1997). P, K, S,
Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, Mn foram extraidos pela digestdo nitro-perclorica. P e S foram
determinados pela colorimetria (Espectrofotometro, Modelo AJX 1600, Micronal, Brasil), Ca,
Mg, Fe, Zn, Cu e Mn pelo espectro de absor¢do atbmica (Modelo 210 VGP, Buck Scientific,
East Norwalk, USA) e o K pelo fotbmetro de chama (Model B462, Micronal, Sdo Paulo,
Brasil). B foi extraido pela digestdo seca-calcinacdo e determinado pela colorimetria
(Espectrofotbmetro, Modelo AJX 1600, Micronal, Brasil). O N foi extraido pela digestéo

acida a quente e determinado por titulolador (Modelo Digitrate, Jencons, Brasil).

5.6 Analise fisico-quimica do solo

Ao final do experimento, cinco amostras do solo de cada tratamento, totalizando 30
amostras, foram coletadas para a caracterizacao fisica e quimica, conforme apresentado nas
tabelas 8 e 9 respectivamente (Anexo). A analise quimica do solo e a granulométrica foram
realizadas no laboratorio de analise agronémica e ambiental Fullin Linhares-ES de acordo
com o método descrito pela Embrapa (1997). Fe, Zn, Cu, Mn, P, K e Na foram extraidos com
HCI 0,05 mol L™ + H,SO, 0,0125 mol L™, enquanto Ca e Mg foram extraidos com KCI 1
mol L™. Fe, Zn, Cu, Mn, Ca e Mg foram determinados pelo espectro de absorcéo atdmica
(Modelo 210 VGP, Buck Scientific, East Norwalk, USA), P foi determinado pelo espectro
(Modelo B542, Micronal, Séo Paulo, Brasil), e K e Na foram determinados pelo fotdmetro de
chama (Modelo B462, Micronal, S&o Paulo, Brasil). A classificacdo textural foi determinada
em conformidade com os métodos da Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo. O pH foi
determinado usando o pHmetro DM-22 (Digimed, S&o Paulo, Brasil), enquanto o teor de
matéria organica foi extraido com oxidacao de Na,Cr,07-2H,0 4 mol L *+H,S0, 10 mol L™
e determinado pelo espectro de absorcdo atdomica (Modelo 210 VGP, Buck Scientific, East
Norwalk, USA) de acordo com Raij et al. (2001). A acidez potencial (H+Al) foi obtida com
solucdo de acetato de célcio e titulagdo alcalimétrica do extrato. O S foi extraido com
Ca(H2PO4), 0,01 mol/L e o B com BaCl,.2H,0 0,125% e ambos determinados pelo
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colorimetria (Espectrofotémetro, Modelo AJX 1600, Micronal, Brasil). A saturacdo de bases

foi calculada segundo Abreu et al. (2006).

5.7 Tolerancia protoplasmatica

Para acessar a estabilidade das membranas celulares (extravasamento de eletrolitos)
foi utilizado o método descrito por Bajji et al. (2001). Utilizando-se folhas do 2° ou 3° nd a
partir do apice caulinar, discos foliares de 1cm de diametro foram retirados com o auxilio de
um furador e lavados por trés vezes em agua destilada para a retirada do conteddo das células
rompidas durante o corte e de outros eletrélitos aderidos as folhas. Apos a lavagem, cinco
discos foram colocados em frascos contendo 20 mL de &gua ultrapura a 5°C durante a noite.
Posteriormente a esse periodo, as amostras foram postas a temperatura ambiente e a
condutividade elétrica (C1) foi medida com o auxilio de um condutivimetro portatil (Sanxin,
modelo SX723, China). Apds esse procedimento, os tubos com os discos foram colocados a
90°C por 2h. Trés frascos semelhantes aos das amostras contendo apenas agua destilada foram
utilizados como branco (B1) antes da fervura e (B2) apo6s a fervura. Apds o equilibrio da
temperatura, a condutividade elétrica maxima foi medida (C2) e o extravasamento de
eletrolitos calculado através da formula: [(C1-B1) / (C2-B2)] 100. Foram feitas dez repeticdes

para esse parametro.

5.8 Teores de pigmentos fotossintéticos

A extracdo dos pigmentos fotossintetizantes foi realizada com base em Wellburn
(1994). As mesmas folhas utilizadas para leitura da fluorescéncia e trocas gasosas foram
coletadas para esta analise. Utilizando um furador metalico de 1cm de didmetro, foram
retirados os discos foliares, desprezando-se a nervura central. Um total de dois discos foliares
por folha foram transferidos para tubo de ensaio, contendo 10 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO), e mantidos no escuro a temperatura de 70°C por um periodo de 3 horas com base
em testes feitos anteriormente. As leituras de absorbancias dos extratos foram feitas em
espectrofotdbmetro (ThermoScientific®, Genesys 10S, EUA), a 470 nm, 646nm e 663 nm. A
partir das leituras espectrofotométricas, foram calculados os teores de clorofilas e

carotenoides usando as equacdes de Arnon (1949) e Lichtenthaler (1987), respectivamente:
Clor. a=[(12,7.A646) — (2,69.A663)].V/(1000.MS)

Clor. b = [(22,9.A663) — (4,68.A646)].V/(1000.MS)
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Clor. total = [(20,2.A646) — (2,69.A663)].V/(1000.MS)
Carot. = [(1000.A470) — (1,82.Clor.a — 85,02.Clor.b)].\VV/(198.1000.MS)

Onde: A470 = absorbancia a 470 nm; A646 = absorbancia a 646 nm; A663 =
absorbancia a 663 nm; V = volume da amostra (mL); MS = massa seca da amostra (g); Clor.a

= clorofila a; Clor.b = clorofila b; Carot.= carotendides.

Para a obtencdo da massa seca, os discos foliares foram, apds a extracdo dos
pigmentos, secos em estufa a 70°C, até obtencdo de massa constante. Os valores foram

obtidos como total de pigmentos em miligramas por grama de massa seca (mg.g™*MS).

5.9 Cinética de emissdo da fluorescéncia transiente (OJIP)

As medicbes da fluorescéncia da clorofila a foram feitas entre 8 e 10 horas da manha
em folhas jovens totalmente expandidas do 2° ou 3° nd a partir do apice caulinar, ainda
ligadas as plantas e adaptadas ao escuro por 30 minutos por intermédio de um clipe. A
emissdo da fluorescéncia transiente OJIP (10 ps a 1 s) foi medida com um fluorémetro
portatil (Pocket PEA, Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK), conforme metodologia
sugerida por Tsimili-Michael e Strasser (2008). A fluorescéncia nas folhas foi induzida por
pulso saturante de luz vermelha de 3.500 pmol fétons m? s e analisada por meio do teste
JIP. As definicbes e equacOes do teste JIP utilizadas seguiram a proposta de Strasser et al.

(2004), sendo escolhidos os seguintes parametros:

— ABS/RC: Fluxo de absorcdo (de clorofilas da antena) por RC;

— TRo/RC: Fluxo de energia capturada (levando a reducdo Qa) por RC;

— DIo/RC: Fluxo de dissipacao de energia por centro de reacdo;

— REW/RC: Fluxo de elétrons reduzindo aceptores finais de elétrons no lado aceptor do
PSI, por RC;

—  Plyorac: Indice de desempenho (potencial) para conservacio de energia a partir de um

exciton até a redugdo do aceptor final do FSI, sendo resultado da multiplicacdo
(RC/ABS).[@ro/(1- @ro)]-[Weo/ (1-WE0)]. [BR0/(1- SRO)]-

5.10 Trocas gasosas e assimilagdo liquida de CO,

As medigOes de trocas gasosas foram efetuadas na 22 ou 3?2 folha jovem totalmente
expandida a partir do apice do caule, com um analisador de gases infravermelho portétil
(IRGA) LC-PRO (ADC, Hoddesdon, UK), em irradiancia de 1044 pmol de fétons m? s,
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Foram avaliadas as variaveis: assimilacdo de CO, (A, pmol m? s™), transpiracéo (E, mmol m’
2 s, condutancia estomatica (gs, mol m? s™), concentragdo intercelular de CO, (Ci, pmol
mol™) (MACHADO et al., 2005).

5.11 Anatomia foliar, anatomia radicular e testes histoquimicos

Amostras de folhas completamente expandidas localizadas no 2° ou 3° n6 a partir do
apice do caule foram fixadas em etanol 70% (JOHANSEN, 1940). Para as analises foliares,
foram utilizados segmentos da porcdo mediana da lamina foliar, os quais foram seccionados
transversalmente com o auxilio de micrétomo de mesa e montados em glicerina. As analises
anatdmicas quantitativas foram realizadas por meio de medi¢Oes da espessura da epiderme de
ambas as faces da folha, e dos parénquimas palicadico e esponjoso, sendo 30 medicbes para
cada parametro analisado. Para a determinacdo da natureza quimica da parede celular, cortes
do material vegetal fresco de raiz, obtidos também com o uso de microtomo de mesa, foram
submetidos ao teste histoquimico utilizando-se como reagente floroglucinol em meio acido
(SASS, 1951) a fim de evidenciar paredes lignificadas e lugol (JOHANSEN, 1940) para a
verificacdo da ocorréncia de amido.

As observacbes e a documentagdo fotografica foram realizadas em fotomicroscopio
Nikon Eclipse 50i (Japdo) e as analises qualitativas foram feitas utilizando-se software de
analise de imagens Nikon NIS-Elements (Japdo) e a quantitativa por meio de software —

Tsview v.6.1.3.2 (Tucsen Imaging Technology Co. Limited).

5.12 Morfologia
Os sintomas de toxidez nas folhas foram determinados por observagdes periddicas de
necrose nas folhas maduras. Foi observada também a morfologia das raizes ao final do

experimento. A documentacdo foi feita por fotografia.

5.13 Anélise estatistica

Os dados relativos a todas as avaliacdes realizadas acima foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. As analises foram executadas pelo programa estatistico Assistat 7.7 beta
(2013), UAEG-CTRN-UFCG, Campina Grande — PB.
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6. RESULTADOS

6.1 Analises de crescimento
A massa seca das raizes apresentou valores menores sob a maior dose de Fe (Tabela
1).

Tabela 1 — Massa seca (g) das raizes de café Conilon sob a influéncia da adi¢do de doses de
Fe ao solo.

Fe (mg/L)
0 10 40 120 200 400

MSR (g) 1,075a 0,994ab 0,861ab 0,944 ab 0,805ab 0,699 b

Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey ao nivel 5% de probabilidade (n=10). MSR: Massa seca de raiz.

6.2 Analise de macronutrientes e micronutrientes foliar

Os teores de macro e micronutrientes foliares encontram-se na tabela 2. Os teores de P
néo diferiram e foram menores nas doses de 120, 200 e 400 mg/L de Fe quando comparados
ao controle. As concentragdes de K foram maiores nas doses igual e acima de 10 mg/L de Fe.
Maior teor de Fe foliar foi encontrado nas plantas submetidas a 400 mg/L de Fe. O maior teor
de B ocorreu nos individuos sob a dose de 400 mg/L quando comparado as doses de 40 mg/L
e 200 mg/L. As maiores concentracdes de Zn foliar foram encontradas nas plantas submetidas
a 120, 200 e 400 mg/L de Fe em relacdo ao controle e a dose de 10 mg/L de Fe. Para 0s

demais elementos ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos.
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Tabela 2 — Teores de macronutrientes e micronutrientes das folhas de café Conilon sob
diferentes doses de Fe no solo.

Nutrientes Fe (mg/'L)
0 10 40 120 200 400
Macronutrientes (g/Kg)
Nitrogénio 31,90ns 30,53 32,51 3143 30,84 32,40
Fosforo 21l1a 167ab 165ab 161b 146 b 157b
Potassio 2300b 3113a 3287a 3038a 3150a 3013a
Enxofre 1,81 ns 2,02 2,42 2,24 2,13 1,74
Calcio 9,00 ns 11,24 12,62 9,87 8,10 11,70
Magneésio 3,26 ns 3,56 3,66 3,26 311 4,04
Micronutrientes (mg/kg)
Ferro 21425b 22833b 18250b 15766b 21589b 311,00a
Zinco 2400c 2220c 2466bc 31,00a 2850ab 2850ab
Cobre 8,80 ns 10,80 12,00 10,80 12,20 11,80
Manganés 6240ns 76,80 72,60 75,00 55,60 84,60
Boro 40,00ab 3980ab 3380b 4200ab 3740b 5340a

Médias obtidas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (n=5). ns = ndo significativo.

6.3 Tolerancia protoplasmatica

O extravasamento de eletrélitos foi maior nas plantas sob 400 mg/L de Fe em relacdo
a dose de 40 mg/L, porém ndo diferiu das demais doses (Tabela 3).

Tabela 3 — Extravasamento de eletrolitos em folhas de café Conilon em funcéo de doses de
Fe aplicadas ao solo.

Fe (mg/L)
0 10 40 120 200 400

EE (%) 9,237ab 9,162ab 7,620b 7,882 ab 8,595ab 10,028 a
Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (n=10). EE: Extravasamento de
eletrolito.

6.4 Teores de pigmentos fotossintéticos
Os teores de pigmentos fotossintéticos nas plantas de café ndo sofreram alteracdo com

a aplicacéo das diferentes doses de Fe (Tabela 4).
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Tabela 4 — Teores de pigmentos fotossintéticos nas folhas de café Conilon em funcdo de
doses de Fe fornecidas ao solo.

Fe (mg/L)
10 40 120 200 400
Cloroflaa 12,21 ns 1265 12,82 12,04 1262 1161
Clorofila b 3,09 ns 3,25 3,42 3,06 3,17 3,05
Clorofilatotal 19,98 ns 20,69 21,11 19,69 20,64 19,00
Cloroflaa/b 3,93 ns 3,92 3,78 3,90 4,02 3,80

Carotendides 5,34 ns 5,51 5,62 5,09 5,39 5,14

Meédias nédo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n=10).
ns — néo significativo.

Pigmentos

6.5 Fotoquimica e trocas gasosas
As variaveis fotoguimicas obtidas pela analise de fluorescéncia da clorofila a nédo

apresentaram diferencas significativas (Tabela 5).

Tabela 5 — Parametros fotoquimicos da anélise da fluorescéncia transiente da clorofila a pelo
teste JIP em folhas de café Conilon submetidas a doses de Fe aplicadas ao solo,

Fe (mg/L)
10 40 120 200 400
ABS/RC 2,11ns 2,05 2,03 2,1 2,03 2,02
TRy/RC 167ns 1,64 1,63 1,68 1,62 1,61

DIy/RC 044ns 041 04 042 041 04
RE,/RC 030ns 032 033 034 03 03
PlroraL 113ns 135 148 136 1,22 1,2

ABS/RC: Fluxo de absor¢do (de clorofilas da antena) por RC; TR¢/RC: Fluxo de
energia capturada (levando a reducdo Q) por RC; DIy/RC: Fluxo de dissipacdo de
energia por centro de reagdo; RE/RC: Fluxo de elétrons reduzindo aceptores finais de
elétrons no lado aceptor do PSI, por RC.;Plrora.: Indice de desempenho (potencial)
para conservacdo de energia a partir de um exciton até a redugdo do aceptor final do
FSI. Médias seguidas de de letras distintas na mesma linha diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (n=10).

Parametros

As plantas submetidas ao controle mostraram maiores taxas de fotossintese,
conduténcia estomaética e transpiragdo, sendo as menores taxas encontradas no tratamento 200
mg/L Fe. A concentragdo de carbono interno foi maior nas plantas sob a concentragdo de 400
mg/L de Fe (Tabela 6).
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Tabela 6 — Parametros de trocas gasosas em folhas de café Conilon sob influéncia de doses
de Fe aplicadas ao solo.

. Fe (mg/L)
Medidas 0 10 40 120 200 400
A (1ol CO, m2s) 5807a 4196bc  4769ab  3872bc  3178c  4449b
0. (mol H,0, mi?s™Y) 0093a 0048bc 0060b  0056bc  0038c 0,066 b
E (mol H,0, mis™) 1912a  1228bc  1336b  1.138bc  0999c 1,251 bc

Ci (umol Co, mol ar -1) 220,385 bc 197,265d 215,281 bc 232,621 ab 207,382 cd 249,415a
Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade (n=10). A: fotossintese; gs: condutancia estomatica; E: transpiracdo; C;: concentracdo interna de
CO..

6.6 Anatomia foliar e testes histoquimicos

Os valores de espessura total do limbo, da face adaxial da epiderme e do parénquima
esponjoso nao diferiram significativamente entre os tratamentos. A espessura do parénquima
palicadico foi menor na dose de 400 mg/L em relacdo as doses de 120 e de 200 mg/L. A
espessura da face abaxial da epiderme foi maior no controle quando comparada com a dose de
40 mg/L (Tabela 7).

Tabela 7 — Medidas anatdbmicas foliares de café Conilon submetidas a doses de Fe
adicionadas ao solo.

Fe L
Medidas 0 10 40 = )120 200 400
Espessura total do limbo (um) 244.8 ns 246,7 236,3 240,4 2472 237,6
Epiderme face adaxial (pm) 27,5 ns 28,9 28,3 29,6 28,9 28,9
Parénquima palicadico (m) 455abc 46,2 abc 45,3 bc 47,0 ab 49,6 a 424 ¢
Parénquima esponjoso (um) 150,9 ns 151,6 143,4 144,2 146,6 144,1
Epiderme face abaxial (um) 20,2 a 19,1 ab 18,7b 19,2 ab 19,2 ab 20,0 ab

Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade (n=5). ns — ndo significativo.

As raizes sob o maior teor de Fe apresentaram maior lignificacdo da epiderme e do
cortex evidenciada pelo teste histoquimico com floroglucinol. Algumas células corticais

tambem apresentaram alteragdo do formato, com retragéo do protoplasto (Figura 1).
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Figura 1. (A) Seccles transversais de raizes de café Conilon sob 0 mg/L de Fe e (B) sob 400mg/L de Fe.
Legenda: (=) células corticais alteradas, (*) lignificacdo da epiderme e (A) lignificacdo do cortex submetido ao
reagente floroglucinol. Barra: 100 pm.

6.7 Morfologia
No tratamento com maior teor de Fe verificou-se alteracdo na morfologia das raizes,

como redugdo no crescimento e na emissdo de raizes laterais (Figura 2).
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0 mg/L 10 mg/L 40 mg/L 120 mg/LL 200 mg/L

Figura 2. Raizes de café Conilon submetidas a 0; 10; 40; 120; 200 e 400 mg/L de Fe.

Foi observada também necrose em folhas maduras como consequéncia da dose maior

de Fe aplicado (Figura. 3).
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igura 3. (A) Planta saudavel. (B) Planta com necrose em folha madura sob o tratamento com 400mg/L de Fe.
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7. DISCUSSAO

7.1 Analises de crescimento
Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que o crescimento de raizes

de café Conilon submetidas a altas concentracdes de Fe é afetado, com a reducdo da massa
seca bem como pela reducdo no crescimento e na emissdo de raizes laterais (Figura 2). Tais
resultados corroboram os obtidos por diversos autores, como por exemplo, Sahrawat (2005),
que observou raizes escassas em plantas de arroz devido a toxicidade causada for Fe, e
Adamski (2011), que demonstrou a reducdo da massa seca das raizes de batata-doce
submetidas as maiores concentracGes de ferro. Segundo Becker e Asch (2005) e Dorlodot et
al. (2005), plantas sob excesso de Fe apresentam raizes com crescimento atrofiado e,
consequentemente, producdo limitada. Além disso, Abu et. al. (1989) afirma que a reduc¢éo do
acumulo de matéria seca € associada a toxicidade durante os estadios vegetativos. Esses
resultados podem estar relacionados com o comprometimento do metabolismo das células da
raiz. Conforme Chatterjee et al. (2006), a inibicdo do crescimento ocorre devido ao aumento
na producdo de ERO’s provocado pelo excesso de Fe, o que por sua vez compromete o0
metabolismo da planta.

7.2 Andlises de macronutrientes e micronutrientes

Para o cafeeiro, a concentracdo de Fe nas folhas apresenta a seguinte classificacao:
nivel critico (131 mg/Kg) (COSTA e BRAGANCA, 1996), deficiente a sub normal (40
mg/Kg), sub normal a normal (70 mg/Kg) e normal a excesso (200 mg/Kg) (WILSON, 1985).
Contudo, o valor considerado critico depende da espécie, do estado fisioldgico e das
condigcdes de crescimento. Nesse estudo, as folhas sob a dose mais elevada de Fe
apresentaram 311 mg/Kg de massa seca foliar, concentracdo essa considerada bem superior a
excessiva de acordo com Wilson (1985).

O excesso de Fe pode influenciar na absorgdo de outros nutrientes e causar desordem
nutricional (SNOWDEN e WHEELER, 1995). No presente trabalho, os teores menores de P
foram obervados nas maiores doses de Fe quando comparados ao controle, apoiando os dados
obtidos por Silveira et al. (2007) e Adamski et al. (2012) para culturas de arroz sensiveis ao
excesso de Fe. Howeler (1973) sugere que doses elevadas de Fe podem provocar uma
limitacdo na translocacdo do P do apoplasto para o simplasto. Além disso, o P e alguns outros

nutrientes sdo co-regulados pelo Fe (ZHENG et al. 2009).
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O teor de B maior nas folhas sob 400 mg/L de Fe quando comparado as doses de 40
mg/L e 200 mg/L pode estar associado a maior lignificagdo das células externas ao cortex da
raiz, conferindo uma barreira a entrada de metais em excesso, ja que o B esta envolvido na
biossintese de lignina, pectina e celulose apresentando um papel no controle da
permeabilidade da membrana (POLLARD et al., 1977). Trabalhos acerca de plantas com
deficiéncia de B mostraram deslignificacdo das paredes das células do esclerénquima
(MARSCHNER, 1995).

Apesar de muitos autores, como Ottow et al. (1982), Fageria (1988), Sajwan e Lindsay
(1988) e Jugsujinda e Patrick (1993) afirmarem que com o excesso de Fe as concentragdes de
Zn e de K diminuem, no presente estudo isso n&o foi observado. Os resultados obtidos para o
Zn apoiam os obtidos por Yoshihara et al. (2010), que obtiveram aumento na concentracdo de
Zn nos brotos de arroz indica em teores elevados de ferro. De acordo com Grotz e Guerinot
(2006), o fon Fe*" é transportado para o interior do vegetal por transportadores capazes
também de transportar outros minerais, como o Zn, resultando em um acimulo maior desses
nutrientes com o aumento do Fe no solo. Além disso, a acidificacdo do meio provocada pela
raiz pode ter disponibilizado o Zn, possibilitando maior absorcéo de Zn** (KOBAYASHI e
NISHI, 2008).

7.3 Tolerancia protoplasmatica

Danos em membranas plasmaticas a nivel foliar podem ser um dos primeiros sinais de
estresse. Bajji et al. (2001) atribuiram como um dos principais causadores desse dano o estado
nutricional da planta. No presente estudo, o maior extravasamento de eletrdlitos foi observado
para as plantas sob a dose mais elevada de Fe aplicada em relacdo a dose de 40 mg/L, o que
apoia os resultados encontrados por Aradjo (2012), que verificou uma degradacdo das
membranas celulares devido ao estresse oxidativo nas folhas Paspalum urvillei submetidas ao
excesso de ferro. Segundo Souza-Santos et al. (2001), Becana et al. (1998), Tsai e Huang
(2006) e Stein (2009), o teor elevado de ferro pode provocar um estresse oxidativo por
estimular a formacdo de ERO’s, que por suas vezes induzem Varios disturbios fisiologicos,
como alteracdo da estrutura e da permeabilidade das membranas, além de danos aos tecidos

vegetais.

7.4 Teores de pigmentos fotossintéticos
O Fe que entra na célula deve ser compartimentalizado para as futuras utilizagcbes no

funcionamento celular e para impedir que se acumule em excesso, 0 que poderia levar a
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toxicidade. O cloroplasto armazena a maior quantidade de Fe nas células dos vegetais,
acumulando cerca de 80% a 90% do Fe celular (MARSCHNER, 1995).

As moléculas de clorofila sdo suscetiveis a ERO’s e podem ser afetadas como
consequéncia do estresse oxidativo induzido por ferro (SPILLER e TERRY, 1980; TAYLOR
et al.,, 1982; VANSUYT et al. 1997). Além disso, danos as membranas dos cloroplastos
causados também por ERO’s podem propiciar perda de pigmentos fotossintéticos.

Embora estudos relatem que os metais podem modificar os processos funcionais das
plantas causando, dentre outros efeitos, a degradacéo da clorofila (DING et al., 2007) como
observado por Chatterjee et al. (2006), em batata-doce submetida ao excesso de Fe, no
presente trabalho ndo foram observadas diferencas significativas para os teores de pigmentos
entre os tratamentos. Os resultados do presente estudo corroboram os de Shainberg et al.
(2000), que também nédo obtiveram diferencas para esses parametros entre os individuos de

Phaseolus vulgaris (cv. Pinto) tratados com excesso de ferro.

7.5 Cinética de emissdo da fluorescéncia transiente e trocas gasosas

Embora a fluorescéncia da clorofila a seja um parametro fisiologico sensivel aos
efeitos foto-oxidativos do excesso de Fe, o que pode desencadear danos aos aparatos
fotossintéticos (LUPINKOVA e KOMENDA, 2004; SINHA e SANXENA, 2006; NENOVA,
2009), no presente estudo, a fluorescéncia da clorofila a ndo foi influenciada pelas doses de
ferro.

Ja 0 aumento da dose de Fe na solucdo do solo causou mudancgas significativas as
variaveis de trocas gasosas avaliadas. As plantas sob a dose de 200mg/L de Fe apresentaram
uma reducdo na taxa fotossintética liquida.

A queda na fotossintese liquida pode ser atribuida a uma limitacdo estoméatica menor
na dose de 200mg/L de Fe, como também avaliado pelos valores inferiores de gs. As menores
condutancias estomaticas com o aumento da concentracdo de Fe também levaram a uma
reducdo na taxa de transpiracdo, o que pode ser esperado como um mecanismo de fuga para
reduzir a absorcdo de Fe em excesso, j& que esse é transportado pelo xilema (CURIE e
BRIAT, 2003).

7.6 Anatomia foliar e radicular
A espessura do parénquima palicadico foi menor na dose de 400 mg/L em relagdo as

doses de 120 e de 200 mg/L. Muller (2011), ao pesquisar a toxidez de ferro em arroz,
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identificou injurias nas células da epiderme e do parénquima clorofiliano, o que causou uma
reducdo na espessura do mesofio.

Do mesmo modo, as raizes sob o maior teor de Fe apresentaram algumas células do
cortex com alteracdo do formato e retracdo do protoplasto (Figura 1), assim como evidenciado
pelo trabalho de Silva (2009) para espécies de restinga sob excesso de Fe.

Tais alteracbes anatdbmicas encontradas tanto nas folhas como nas raizes da espécie
desse estudo podem estar ligadas ao estresse oxidativo causado por ERO’s (BODE et al.,
1995a; 1995b), que podem provocar altera¢cbes na membrana plasmatica e rupturas de células
(TAYLOR et al. 1984).

A maior lignificacdo das paredes secundérias das células da epiderme e do cortex da
raiz submetida ao excesso de Fe observada no atual trabalho (Figura 1) pode conferir uma
barreira fisica na raiz (VISSER et al., de 2000, SEAGO et al. 2005, ARMSTRONG e
ARMSTRONG, 2005; INSALUD et al., 2006 e SOUKUP et al., 2007). Esse dado concorda
com os resultados encontrados por Deng et. al. (2009), que observaram a deposicao de lignina
na raiz de plantas do Pantanal, o que, dentre outros fatores, contribuiu para diminuir a

permeabilidade da raiz, ajudando a evitar a absor¢do em excesso do metal.

7.7 Morfologia foliar

Necroses em folhas maduras, como verificadas no café Conilon (Figura 3), foram
relatadas anteriormente como sintoma associado a toxicidade por Fe (BRIAT, 2002; XING et
al.; 2010, MULLER, 2011; ADAMSKI et al., 2012; PEREIRA et al., 2013). Estes sintomas
sdo considerados um indicativo de estresse oxidativo (BODE et al., 1995a; 1995b), que

podem acarretar injdrias nas células das folhas levando a necrose.


http://www-sciencedirect-com.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0098847208001329#bib42
http://www-sciencedirect-com.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0098847208001329#bib34
http://www-sciencedirect-com.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0098847208001329#bib2
http://www-sciencedirect-com.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0098847208001329#bib2
http://www-sciencedirect-com.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0098847208001329#bib19
http://www-sciencedirect-com.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0098847208001329#bib38
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8. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que C. canephora cv. Conilon se apresenta
sensivel a dose de 400 mg/L de ferro, a qual foi nociva ao promover reducdes significativas
no crescimento de raizes, maior dano a membrana plasmatica, alteracdo na anatomia foliar e
radicular e necrose nas folhas maduras. Em relagdo as doses intermediérias, pode-se concluir
que apesar de propiciaram valores diferentes em alguns dos parametros analisados em relagéo
ao controle de um modo geral, ndo significa que as plantas ndo estejam se desenvolvendo
bem. O agricultor deve estar atento, portanto, a concentracdo de ferro nas aguas de irrigacao,
pois doses desse metal nas dguas que excedam o recomendado podem causar sintomas de
toxidez e diminui¢do da produtividade da plantacdo. Neste caso, concentracdo de 400mg/L
resultante do acumulo progressivo de ferro no solo advindo da irrigacdo pode provocar

fitotoxidez.
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Tabela 8—Caracteristicas fisicas do solo utilizado como substrato do experimento.

Areia grossa  Areia fina  Silte Argila  Classificacdo textural®
-------------------- gKg------------mmmmee-
447 97 182,666 273,333 Franco Argilo-Arenoso

@ Classificagao textural de acordo com a Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo.

Tabela 9—Caracteristicas quimicas do solo utilizado como substrato no experimento.

Unidade Fe (mg/L)

0 10 40 120 200 400
Fosforo mg/dm® 16160ab 17440ab 18480a 15200ab 17280ab 121,60 b
Potassio mg/dm®  1392ns 1644 1760 1658 1890 1404
Enxofre mg/dm® 7520bc  6380c  7660bc 9640ab 11340a 12400a
Célcio cmol 358 ns 3,66 3,64 3,92 3,94 342
Magnésio cmol 334ab  404a  340ab  278b  316ab  254b
H+ Al cmol 1,32 ns 1,34 1,38 1,46 1,42 1,38
pH - 6,74 ns 6,96 6,84 6,80 7,00 7,06
Matéria Organica dag/lKg 656 ns 6,12 5,82 5,80 5,72 5,24
Ferro mg/dm®  1566c  1918bc 2176bc 2664b  3786a  4230a
Zinco mg/dm® 1040ab  1488a  7,78b 668b  942ab  6,78b
Cobre mg/dm®  064a 024b 0,16b 016b  042ab  022b
Manganés mg/dm®  89,20ns 67,80 65,20 58,40 71,20 52,80
Boro mg/dm® 090 ns 098 1,01 0,99 1,06 1,04
Sédio mg/dm® 60400b  872ab  1012,00ab 1032,00ab 1264,00a 1076,00 ab

Saturacdo de Bases (%)

88,36 ns 89,70 89,32 88,12 89,36 87,10

Analises baseadas nos métodos descritos pela Embrapa (1997). Médias obtidas pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade (n=5).



