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RESUMO

JEZLER, Caroline Nery, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2016.
Avaliacao anatbmica e ultraestrutural deCoffea arabica L. em resposta ao boro e

ao cobre.Orientadora: Marilia Contin Ventrella. Coorientadora: Herminia Emilia Prieto
Martinez.

O Brasil € o maior produtor mundial de café, e o café araliioéfe@
arabica L.) € o mais apreciado pelos paises consumidores. Minas Gerais destaca-se
como principal estado produtor de café no pais, mas suas lavouras apresentam
diferentes situacdes nutricionais, principalmente no teor de micronutrientes, como B e
Cu. Condicdes de deficiéncia e excesso de nutrientes podem ocasionar 0 aparecimento
de sintomas macroscopicos caracteristicos e prejudicar a producdo. Mesmo quando os
sintomas macroscopicos ndo ocorremplantas podem apresentar “fome ou toxidez
oculta”, observados apenas anatdmica e ultraestruturalmente, ou por avalicdo do estado
nutricional. Sendo assim, objetivou-se avaliar os efeitos de doses de deficiéncia e
excesso de B e Cu sobre os aspectos macroscopicos, anatdbmicos e ultraestruturais e
avaliar o estado nutricional dos cafeeiros cultivados em sistema hidroponico. O cafeeiro
pode ser considerado mais tolerante ao excesso de B da dpfiiéncia, pois sob
condicBes de deficiéncia menor quantidade de B chega aos apices caulinares pelo
xilema (via apoplasto), o que promove uma série de alteragcbes morfoanatdmicas e
ultraestruturais nas plantas. A deficiéncia de B, causa primariamente, alteracdo na
sintese de pectinas durante a formacéo de novas paredes celulares de primérdios foliares
em expansao. Essa alteracdo desencadearia uma série de processos até a abscisao folic
e, finalmente, morte do meristema apical. Além disso, a destruicdo dessas regides
associadas a sintese de auxina (AlA) provocaria um desbalanco hormonal em toda a
planta e, nas raizes, os niveis inadequados de AlA causariam diferenciacao precoce de
células e tecidos, formacéo de raizes ramificadas e encurtadas, até necrose do apice
radicular. Assim, o evento final da deficiéncia de B seria a diminuicdo da area do
sistema radicular e do potencial de absor¢éo de agua e nutrientes. Como ocagée brota
apos a abscisao dos 6rgaos em expanséo sob deficiéncia de B, sugere-se que também
ocorra retranslocacao deste nutriente pelo floema (via simplastica), das folhas mais
velhas para folhas mais novas. O acumulo de B nas folhas mais novas apogéa brota
corrobora com essa possibilidade. Em contrapartida, a alteracdo dos cloroplastos é o
sintoma ultraestrutural primordial da deficiéncia ou do excesso de Cu em folhas de

vii



cafeeiros, o que reforca a importancia desse nutriente no processo fotossintético. Porém,
0 atraso no surgimento de sintomas morfoanatomicos da deficiéncia e do excesso de Cu
em cafeeiros pode ser consequéncia do acumulo deste nutriente nas raizes e da
retranslocacao para as folhas mais novas, favorecendo a manutencédo de concentracdes

adequadas na planta.
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ABSTRACT

JEZLER, Caroline Nery, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2016.
Anatomical and ultrastructural evaluation of Coffea arabica L. in response to
boron and copper. Adviser: Marilia Contin Ventrella. Co-adviser: Herminia Emilia
Prieto Martinez.

Brazil is the world's largest coffee producer, and aral@icdféa arabical..) is the most

specie appreciated by the consuming countries. Minas Gerais stands out as the main
coffee producing state in the country, but their crops have different nutrient conditions,
especially in the micronutrient content, such as B and Cu. Conditions of deficiency and
excess nutrients can cause the appearance of characteristic macroscopic symptoms and
impair production. Even when the macroscopic symptoms do not occur, the plants may
have "hidden hunger or toxicity," observed only anatomical and ultrastructure, or
assessment of nutritional status. Therefore, this study aimed to evaluate the effects of
doses of deficiency and excess of B and Cu on the macroscopic, anatomical and
ultrastructural aspects and assess the nutritional status of coffee grown hydroponically.
The coffee may be considered more tolerant to excessive B than the deficiency. Under
conditions of deficiency of B minor amount of B reaches the xylem to the shoot tip
(apoplastic pathway), which promotes a series of morphoanatomic and ultrastructural
alterations in plants. Deficiency of B, cause primarily, changes in pectin synthesis
during the formation of new cell walls of leaf primordia expanding. This change would
trigger a series of processes to leaf abscission, and ultimately death of apical meristem.
Furthermore, the destruction of these regions associated with auxin synthesis (AIA)
would trigger a hormonal disbalance throughout the plant and the roots. In roots,
inadequate levels of AIA cause early differentiation of cells and tissues, formation of
branched and shortened roots, and necrosis of the apex. Thus, the final event of B
deficiency would be to reduce the area of the root system and the potential for
absorption of water and nutrients. As occur regrowth after abscission of organs
expanding deficiency in B, it is suggested that also this nutrient translocation occurs
through phloem (symplastic pathway), older leaves to young leaves. The accumulation
of B in younger leaves after regrowth corroborates this possibility. In contrast, the
change of chloroplasts is the primary ultrastructural symptom of deficiency or excess
Cu in coffee leaves, which reinforces the importance of this nutrient in the

photosynthetic process. However, the delay in the onset of morphoanatomic symptoms
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of deficiency and excess Cu in coffee may be a consequence of the accumulation of this
nutrient in the roots and translocation to the younger leaves, favoring the plant

rebalancing.



1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil é o maior produtor mundial de café (FAO, 2015), e a cafeicultura
brasileira tem importancia consideravel no que se refere ao volume de producéo,
consumo interno, exportacédo de graos, além da alta capacidade de geracdo de emprego e
renda na economia (TEIXEIRA, 2002). Brasil produz comercialmente as espécies
Coffea arabicalL. (café arabicap Coffea canephor@®ierre (café robusta), as quais
representam 74% e 25,886 da producédo nacional, respectivamente (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 201% Tal expressao econémica do
café arabica resulta da producdo de um café de melhor qualidade, sendo mais apreciado
em todos os paises consumidores.

Dentre os principais estados produtores de café no Brasil, Minas Gerais
destaca-se por apresentar cerca de 51,6% da area cultivada com café no paisiee a espéc
predominantemente utilizada € a do café ardbica (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2015). No entanto, apesar da expressiva producao
cafeeira do estado, as lavouras apresentam diferentes situacdes nutricionais, com
desequilibrios consideraveis no teor de nutrientes (MARTINEZ et al., 2003). A variada
fertilidade dos solos mineiros (LANA et al., 2010), juntamente com a elevada extracao
de nutrientes pelo cafeeiro, aumenta a necessidade de aplicacdo de adubos e corretivos
para elevar a produtividade da cultura. Entretanto, a utilizacdo desses insumos pode
acarretar consequéncias negativas para as plantas, seja pela aplicacdo deficiente ou
excessiva de determinado nutriente, ou pelo fornecimento em épocas inadequadas do
crescimento e desenvolvimento da planta (REIS et al., 2013).

Os nutrientes requeridos em altas e baixas concentracbes pelas plantas
vasculares sdo descritos como macronutrientes e micronutrientes, respectivamente. Os
micronutrientes agem como constituintes das paredes (B) e membranas celulares (B e
Zn), como constituintes de enzimas (Fe, Cu e Ni) e ativadores de enzimas (Zn e Mn),
além de atuarem também no processo fotossintético (Fe, Cu, Mn e CI) (MARSCHNER,
2012). Especificamente em cafeeiros, ressaltam-se principalmente deficiéncias de B e
Cuem plantas cultivadas em campo (MARTINEZ et al., 2003).

Os solos podem apresentar deficiéncia natural de B (MARSCHNER, 2012),
mas altas concentracdes desse elemento também séo relatadas naturalmente em solos ot
em aguas subterraneas, além de ser adicionado antropicamente por meio do uso de

fertilizantes, agua de irrigacdo e atividades mineradoras (NABLE et al., 1897).



deficiéncia de Cu pode ocorrer naturalmente nos solos, ou o Cu pode ser complexado
com a matéria organica, tornando-se indisponivel para absorgéo pelas plantas. A toxidez
de Cu também pode ocorrer naturalmente nos solos ou pode ser causada por atividades
antropicas, como uso de fungicidas cupricos e atividades urbanas e industriais
(BARKER; PILBEAM, 2007).

O B é um micronutriente envolvido em diversas vias metabdlicas,
participando do transporte de aci@sada estrutura da parede celular e da membrana
plasmatica, lignificacdo, metabolismo de carboidrato e de RNA, respiracao,
metabolismo de auxina e de fendis (MARSCHNER, 2012). Estudos anatdmicos
evidenciam inibicdo do crescimento de raizes, bem como maior deposi¢ao de lignina em
plantas expostas ao excesso de B (CERVILLA et al., 2009). Sob deficiéncia, pode haver
espessamento irregular da parede celular e desenvolvimento anormal do complexo de
Golgi, com aumento do numero e tamanho de vesiculas secretoras, além de limitacdo do
alongamento e diviséo celular nos apices radiculares (MATOH, 1997).

O Cu é um micronutriente que atua no processo fotossintético, na
respiracdo, no metabolismo de carbono e de nitrogénio, além de participar da protecéo
contra o estresse oxidativo (MARSCHNER, 2012). A aplicacdo excessiva de
fertilizantes, além de fungicidas e bactericidas cupricos pode acarretar em
disponibilidade excessiva desse elemento para as p(&ABMEZ et al., 2006). Desta
forma, estas podem apresentar reducdo do volume e ma formacdo de raizes, que
prejudicam o seu crescimento e desenvolvimento, folhas cloréticas em decorréncia da
reducdo expressiva do numero e tamanho dos cloroplastos, além de alteracbes
ultraestruturais como desaparecimento de grdos de amido, dilatacdo das membranas
celulares e aumento do tamanho dos plastoglébulos (PANOU-FILOTHEOU et al.,
2001). Destacag ainda, que tanto o excesso quanto a deficiéncia de Cu podem causar
alteracbes no crescimento e desenvolvimento das plantas, por afetar etapas importantes
do processo fotossintético, como o transporte de elétrons (YRUELA, 2005).

Portanto, as plantas podem apresentar alteracdes em seu crescimento e
desenvolvimento dependendo do grau de tolerancia a deficiéncia e ao excesso de B e
Cu. Em cafeeiros, tal prejuizo pode ser refletido diretamente na producdo e qualidade
dos gréos, prejudicando o comércio e reduzindo o valor de mercado deste pooduto n

Brasil.



Tanto em condigbes de deficiéncia quaato excesso de nutrientes, as
plantas podem manifestar sintomas macroscopicos caracteristicos, sejam em raizes,
caules ou folhas, e esses sintomas podem auxiliar na determinacdo do seu estado
nutricional (MARSCHNER, 2012). O surgimento dos sintomas macroscopicos
representa o Ultimo passo de uma série de eventos metabdlicos, os quais podem ser
detectados também por meio de andlise quimica do material vegetal (MALAVOLTA,
2006) ou por analises anatdmicas e ultraestruturais (LAVRES-JUNIOR et al., 2009). No
entanto, mesmo quando ndo ha o desenvolvimento desses sintomas macroscopicos, as
plantaspodem apresentar “fome ou toxidez oculta”, as quais resultam na reducdo da
producdo bem como desenvolvimento inadequado das plantas (VASCONCELLOS et
al., 2001).

Apesar dos desequilibrios no teor de micronutrieate$avouras cafeeiras
de Minas Gerais (MARTINEZ et al., 2003) e da importancia econémica da cultura, os
estudos ja realizados ndo avaliaram de forma integrada a dindmica nutricional e as
alteracbes morfoanatbmicas e ultraestruturais, seja em cultivo tradicional
(POLTRONIERI et al., 2011) ou em sistema hidropdnico (TOMAZ et al., 2006). Nesse
contexto, o sistema hidropbnico é vantajoso, pois apresenta maior controle das
condicdes externas na manutencdo de nutrientes prontamente disponiveis para a
absorcéo da planta (SHAVRUKOQV et al., 2012).

Dessa maneiraa avaliacdo morfoanatémica ultraestrutural de cafeeiros
submetidos a diferentes doses de B e Cu associada ao acumulo desses nutrientes na
planta pode ser uma ferramenta util para o entendimento da dindmica desses nutrientes

na planta.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Avaliar e interpretar as possiveis alteragbes morfoanatbmicas e
ultraestruturais em folhas, caules e raizes de cafedlrosrébical.) em fase de
formacgé&o, submetidos a deficiénciasmexcesso de B e Cu, em sistema hidropdnico, e o

estado nutricional das plantas nessas condigdes.



2.2 Objetivos especificos
Responder as seguintes questdes:

e Quais alteragdes morfoanatdbmicas e ultraestruturais qualitagjvas
quantitativas ocorrem em raizes, caules e folhas de cafeeiros submetidos a deficiéncia e
ao excesso de B?

e Qual a sequéncia dessas alteragbes em plantas submetidas a deficiéncia e
ao excesso de B?

e O que é mais prejudicial para o cafeeiro, a deficiéncia ou o excesso de B?

e Quais alteracdbes morfoanatbmicas e ultraestruturais qualitsgivas
guantitativas ocorrem em raizes, caules e folhas de cafeeiro submetidos a deficiéncia e
ao excesso de Cu?

e Qual a sequéncia dessas alteracdes em plantas submetidas a deficiéncia e
ao excesso de Cu?

e O que é mais prejudicial para o cafeeiro, a deficiéncia ou o excesso de

Cu?
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CAPITULO |

DEFICIENCIA X EXCESSO DE BORO EM CAFEEIROS: ALTERACOES
MORFOANATOMICAS E ULTRAESTRUTURAIS

RESUMO: A cafeicultura é uma atividade agricola de grande valor econdmico,
principalmente para o Brasil, que € considerado o maior exportador mundial de graos.
Dentre os fatores que interferem na produtividade dos cafeeiros, o estado nutricional da
cultura é considerado de grande relevancia, refletindo também a fertilidade do solo, que
em algumadavouras cafeeiras apresentam deficiéncia de boro (B). O objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos da deficiéncia (0 uml & do excesso (200 umot).de

B em cafeeiros Goffea arabical.) cultivados em sistema hidropdnico, comparados

com a faixa Gma (25 e 100 pmol £ B). As andlises foram realizadas por meio de
observac6es macroscépicas, anatdbmicas, ultraestrutuigis estado nutriciohadas

plantas. O B absorvido pelas raizes foi translocado para as folhas, concentrando-se
principalmente neste 6rgao. A deficiéncia de B promoveu altera¢cdes mais marcantes do
que o excesso de B, e os sintomas macroscopicos de deficiéncia apareceram primeiro
Plantas submetidas a deficiéncia de B apresentaram alteracfes em raizes, como emissao
de raizes laterais mais curtas e mais proximas ao apice, alteracdo nas células do
promeristema, diferenciacdo precoce dos tecidos radiculares, producdo de elementos de
vaso tortuosos e engrossamento das raizes. Nas folhas jovens houve o aparecimento de
manchas necroéticas, as quais progrediram até a absciséo foliar, e encarquilhamento de
folnas maduras de plantas submetidas tanto a deficiéncia quanto ao excesso de B.
Apesar da deficiéncia de B causar alteracdes no apice radicular, nenhuma alteracao foi
observada no apiaeulinar. A deficiéncia e o excesso de B alteraram também algumas
caracteristicas anatémicas foliares, como a espessura da epiderme da face adaxial da
folha, a espessura dos parénquimas palicadico e lacunoso, e também caracteristicas
ultraestruturais dos cloroplastos. A analise do estado nutricional das plantas detectou
alteracdo nas concentracdes de Mn, P e S em funcao das doses de B. Os resultados

sugerem que a deficiéncia de B € mais prejudicial para o cafeeiro do que o excesso.

PALAVRAS-CHAVE: Nutricdo mineral, hidroponia, micronutriente, cloroplastos.



1. INTRODUCAO

A cafeicultura é uma atividade agricola com consideravel valor historico
(TRUZZI; BASSANEZI, 2009), social (SYMPSON; RAPONE, 2008)condémico
(INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION- ICO, 2015 em diferentes parted
mundo. O Brasil produz principalmente a espécadfea arabical. (café arabica)
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2015), e Minas
Gerais destaca-se como uma das maiores regides produtoras de café no pais
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2015).

As condicfes climaticas (ESTRADA et al., 2012), a ocorréncia de doencas
(RIBEYRE; AVELINO, 2012)e o estado nutricional dos cafeeiros (DIAS et al., 2015)
sao alguns dos fatores que podem alterar a sua produtividade, awrsntausto de
producgédo ou reduzir a qualidade do gréo a ser comercializado. O estado nutricional dos
cafeeiros pode refleta fertilidade do solo em que séo cultivados, e sdo relatados
desequilibrios consideraveis no teor de macronutrientes Carfiiea canephora
(BRAGANCA et al., 2009), e de micronutrientes €uffea arabica(MARTINEZ et
al., 2003) cultivadas em solos com baixa fertilidade ou com aplicacbes excessivas de
adubos.

Em condicdes de deficiéncia e excesso de nutrientes, as plantas podem
manifestar sintomas macroscoépicos em raizes, caules ou folhas, e esses sintomas podem
auxiliar na determinacao do seu estado nutricional (MARSCHNER, 2012). Porém, o
surgimento desses sintomas macroscopicos de deficiéncia ou excesso de nutrientes
representa o Ultimo passo de uma série de eventos metabdlicos, mas que podem ser
detectados por meio de andlise quimica do material vegetal (MALAVOLTA, 2006) ou
por analises anatébmicas e ultraestruturais (LAVRES-JUNIOR et al., 2009).

Em cafeeiros, a deficiéncia de B é uma das mais expressivas em condi¢cdes
de campo (MARTINEZ et al., 2003). O B é um micronutriente essencial para as plantas
vasculares (KABATA-PENDIAS, 2010) e esta envolvido em muitos processos
fisiologicos, como transporte de aclesrlignificacdo, manutencdoadestrutura da
parede celular e de membranas, metabolismo de carboidratos, de RNA, de auxinas e de
fenéis (MARSCHNER, 2012). Sob deficiéncia ou toxidez de B, as plantas podem
apresentar inibicdo do alongamento das raizes, aumento da espessura da parede celular

perda da integridade da membrana, desenvolvimento anormal de células do xilema e



floema (DELL; HUANG, 1997), degradacdo da lamela média, morte de células da
epiderme e do floema (HUANG et al., 2014), bem como prejuizo no crescimento e
desenvolvimento da planta como um todo.

Em geral, a concentracéo total de B em solos é de cerca de 42'Bg kg
podendo variar de 10-100 mg k& dependendo do solo em questdo (KABATA-
PENDIAS, 2010. A disponibilidade de B pode ser limitante para a produtividade de
culturas, como o café, cujas faixas criticas dos teores foliares variam de 31-76' mg kg
B em lavouras mineiras de alta produtividade (MARTINEZ et al., 2003). Concentracfes
foliares abaixo dessa faixa limitariam a producéo e acima tornariam a adubacéo néo
eandmica.

Neste estudo, cafeeiro€dffea arabica foram cultivados sob diferentes
doses de B em sistema hidropdnico, o que possibilita maior controle da disponibilidade
de nutrientes para as plantas. Foram avaliados o0s aspectos morfoanat®micos
ultraestruturais de Orgdos vegetativos e o teor de nutrientes, a fim de estabelecer as
alteracbes associadas a deficiéncia e ao excesso de B em cafeeiros. Dessa forma,
algumas questdes poderdo ser respondidas:

e Quais alteracbes morfoanatbmicas e ultraestruturais qualitativas e, ou

guantitativas ocorrem em raizes, caules e folhas de cafeeiros submetidos a

deficiéncia e ao excesso de B?

e Qual a sequéncia dessas alteracbes em plantas submetidas a deficiéncia e

ao excesso de B?

e O que é mais prejudicial para o cafeeiro, a deficiéncia ou o excesso de B?

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Sistema de cultivo e conducao do experimento

O experimento foi conduzido em sistema hidropdnico de duas fases com
solucéo estatica aerada; uma fase liquida, composta por agua e nutrientes, e uma fase
gasosa, correspondente ao ar misturado a solu¢do por injecdo de ar comprimido. O
sistema hidroponico foi montado em casa de vegetagao pertencente ao Departamento de

Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa (UFV), situada no municipio de Vicosa



(MG), localizada nas coordenadas 20° 45" 14" S e 42° 52" 55" O, com altitude média
de 648 m.

Sementes de caf€¢ffea arabica..) da variedade Catuai Vermelho IAC 44
foram semeadas sobre folhas de papel Germitest® umedecidas com agua (06/09/2013)
Apés trinta e oito dias da semeadura, as plantulas (com um par de folhas) foram
transplantadas para bandejas plasticas de 50 L com soluc¢do nutritiva contendo 6; 0,5;
3,23; 2,25; 1; 1,75 mmol'tde N, P, K, Ca, Mg e S e 80; 12; 25; 1,5; 2; 0,3 prmialié
Fe, Mn,B, Cu, Zn e Mo, respectivamente (CLEMENTE et al., 2013) com modificacdes
de acordo com as necessidades apresentadas pelas plantas. Durante nove meses, a
plantas foram mantidas nessas bandejas plasticas, e conforme cresciam aumentava-se o
espacamento entre as plantas, reduzindo o nimero de plantas por bandeja.

Apds 9 meses mantidas em bandejas plasticas de 50 L, as plantas foram
transplantadas individualmente para vasos plasticos com capacidade de 4 L, mantendo-
se a solucao nutritiva inicial com modificacdo apenas da concentracdo de B. Desta
maneira, empregaram-se doses crescentes de B, de modo a obter-se uma curva de
resposta ao nutriente. Sendo assim, as plantas foram submetidas a 0 (deficiéncia), 25 e
100 (faixa 6tima) e 200 (exce3gamol L B.

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticoes,
sendo a unidade experimental constituida por um vaso plastico com uma planta. O café
foi cultivado com diferentes doses de B por 90 dias, quando realizou-se coleta para a
analise do teor de nutrientes e para as analises em microscopia de luz e em microscopia
eletrénica de transmissdo. A duragcdo do experimento (90 dias) foi determinada pela
expansado completa das folhas que seriam utilizadas para as analises. No entanto, uma
coleta prévia foi realizada aos 50 dias apds a exposicdo dos cafeeiros as doses de B,
para analises em microscopia de luz, devido ao aparecimento de sintomas
macroscopicos de deficiéncia de B em folhas jovens. Para a amostragem foram
escolhidos os ramos plagiotropicos, no terco médio das plantas e, durante o
experimento, foram realizados registros fotograficos dos sintomas macroscopicos de
deficiéncia de B em folhas. As folhas foram separadas em folhas jovens (que foram
emitidas apds o inicio do experimento) e folhas maduras (que existiam antes do inicio

do experimento, mas se expandiram completamente durante o experimento).
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Para desconsiderar possiveis efeitos da condigdo hidropdnica sobre os
aspectos morfoanatémicas das plantas, especialmente das raizes, cfegireslad
Catuai Vermelho IAC 44 também foram mantidas em solo para analises estruturais.

A solucao nutritiva foi monitorada por meio de afericdo do pH, utilizando-
se pHmetro digital, mantendo o pH entre 5,5 e 6. Para isto, foram utilizadas solucdes de
correcdo a base de hidréxido de sédio (1 mbl & acido cloridrico (1 mol ). Para
determinar 0 momento da troca da solugdo nutritiva, utilizaram-se os valores de
condutividade elétrica, obtidos por meio de condutivimetro digital, admitindo-se

deplecdo maxima de 30% da concentragdo inicial.

2.2 Quantificacdo do teor de nutrientes na planta

As amostras de raizes, caule e folhas jovens e maduras foram coletadas aos
90 dias de exposicdo as doses de B, lavadas em agua deionizada e secas em estufa d
ventilagdo forcada de ar a 70 °C, por 72 h. Posteriormente, foram moidas em moinho
tipo Wiley, equipado com peneira de 20 mesh, para posterior digestdo via imida nitrico-
perclérica em bloco digestor e quantificacdo dos teores de Cu, Zn, Mn, Fe, Ca e Mg por
espectrofotometria de absorcdo atdomica, dos teores de K por espectrofotometria de
emissdo de chama, dos e®de S por turbidimetria do sulfados teores de P por
colorimetria. O B foi determinado colorimetricamente pela Azometina H apdés
incineracdo do material vegetal em mufla.

Os teores de B foram quantificados em raizes, caules e folhas jovens e
maduras, enquanto os teores de Cu, Zn, Mn, Fe, P, K, Ca, Mg e S apenas nas folhas
maduras. O método de digestdo empregado para quantificacdo de B foi por via seca em
forno mufla, dilizando-se 0,250 g de material vegetal e 10 mL de &cido cloridrico para
dissolucéo do residuo organico. Para realizacéo da leitura, preparou-se uma solucéo de 6
mL, constituida por 2 mL da solucdo da digestdo seca juntamente com 2 mL de solucdo
tampéo e 2 mL de solugcdo de Azometina H (WOLF, 1974). Para a quantificacdo dos
demais elementos utilizou-se o método de digestdo via Uumida nitrico-perclérica em
bloco digestor. Foram pesados 0,200 g de material vegetal, acrescentado-se 4 mL de
acido nitrico e 2 mL de acido perclorico. Ao final, adicionaram-se 23 mL de agua
deionizada, completando-se o volume para 25 mL.
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2.3 Processamento das amostras para anélise anatémica

Para as andlises anatbascem microscopia de luz foram utilizados
fragmentos de ragg caules e folhas. Das raizes foram coletados os apieesbém
porcdes proximas ao apice. Caules e folhas foram coletados do 3° ramo plagiatropico
partir do apice. Foram coletados o apice de caule, por¢cdes de caule do 3° entrené a partir
do 4pice,além de fragmentos do terco mediar®fdlhas jovens e folhas maduras,
considerando a nervura principal e fragmentos da regido mediana da folha (entre a
margem e a nervura principal).

Todo material vegetal coletado foi fixado em FAfor 48 h e conservado
em alcool 70% (JENSEN, 1962). Posteriormente, o material foi desidratado em série
etilica, incluido em metacrilato (Historesin-Leica, Instruments, Heidelberg, Germany),
seccionado transversal e longitudinalmente em micrétomo rotativo de avanco
automético (RM 2155, Leica, Deerfield, lllinois, USA) com 5 um de espessura, corado
com azul de toluidina (O'BRIEN et al964 modificado) e montado em resina sintética
(Permount, Fisher, Fair Lawn, New Jersey, USA). Em seccbes de folhas jovens com
sintoma macroscopico de deficiéncia de B (necrose) realizou-se teste histoquimico com
Cloreto Férrico 10% para deteccao de compostos fendlicos (JOHANSEN, 1940).

O registro fotogréfico das plantas, bem como dos aspectos morfol6gicos das
raizes, foi realizado com camera fotogréfica digital (SONY DSC-WX80). Os registros
anatdomicos foram obtida@om camera fotografica digital (modelo Zeiss AxioCam HRX,
Gottinger, Germanjyacoplada a microscopio de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus
Optical, Tokyo, Japan) e computador com o programa de captura de imagens Axion
Vision.

Foram avaliadas alteragcdes qualitativas, como acumulos de compostos,
degradacéo de células, hipertrofia e hiperplasia celular, entre outras caracterisigas. Ja
alteracdes quantitativas foram avaliadas por meio de anélises micromorfométricas com
o software Image Pro-Plus 4.5. Foram realizadas medidas lineares (distancia, a partir do
apice, de insercdo das raizes laterais; distancia, a partir do apice, de elementos de vaso
ja diferenciados em raizes; espessura da regido cortical de raizes; diametro das células
da regido cortical das raizes; espessura da epiderme das faces adaxial e abaxial da folha,
dos parénquimas palicadico e lacunoso e espessura total da dothajlidas de

contagem (numero de camadas de células da regido cortical das raizes, nimero de
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camadas da faixa cambial em caules, densidade de estGnmatosm epiderme da face
abaxial da folha) em secc¢Bes transversal e longitudinal desrai@ules e folhas,
realizando 10 medicdes por repeticao.

A analise anatdbmica de seccdes transversais de raizes de cafeeiros
submetidos as doses de B foi realizada por meio da padronizacdo demaissdio
semelhante de maturacéo do xilema e com 0 mesmo numero de polos de protoxilema.

As raizes de cafeeiros cultivados em solo, juntamente com aquelas de
cafeeiros mantidos sob 25 pmoi* B (controle), foram submetidas aos mesmos
processamentos para microscopia de luz, para identificar os efeitos da hidroponia sobre
os aspectos morfoanatbmicos das raizes. Além disto, as raizes foram coletadas, lavadas
em agua corrente e coradas com violeta cristal (1%) para avaliacdo das caracteristicas

morfologicas.

2.3 Processamento das amostras para andlise ultraestrutural

Paraa avaliacdo ultraestrutural em microscopia eletrénica de transmissao
foram utilizados fragmentos do terco mediano das folhas maduras, os quais foram
fixados em glutaraldeido 2,5% e tampao cacodilato de sddio 0,1 M, pH 7,2, pos-fixado
em tetroxido de 6smio a 2%, pré-contrastados com acetato de uranila 0,5% por 12 h,
desidratados em série de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%, por 10 minutos cada)
e embebidos em resina Spurr (SPURR, 1969). Secdes ultrafinas, com 60-80 nm, foram
obtidas em ultramicrotomo MT2-B (Du Pont-Sorval) com navalhas de vidro. As secdes
ultrafinas foram coletadas com grids de cobre e contrastadas com acetato de uranila e
citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963), para obtencdo de imagensiicroscopio

eletronico de transmissao Zeiss, EM 109, a 80 kV.

2.4 Analise estatistica

Os dados micromorfométricoforam analisados por meio de analise
estatistica descritiva, utilizando-se média + desvio padrdo. Os dados de teor de
nutrientes foram submetidos a andlise de regressdo. Os modelos foram escolhidos com
base na significancia dos coeficientes de regresséo, utilizando-se o teste de Student,

adotando-se o nivel de 5%, no coeficiente de determinacdd: (R
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S.Q.Regressdo/S.Q.Tratamento) e no comportamento do fendmeno. Os dados foram
analisados utilizando-se o software estatistico SAEG.

3. RESULTADOS
3.1 Sintomas macroscopicos em resposta as doses de B

O primeiro sintoma macroscoépico de deficiéncia de B apareceu aos 50 dias
de cultivo e caracterizou-se pelo surgimento de manchas necréticas em folhas jovens,
dos ramos ortotropicos e plagiotropicos (Fig. 1A). Posteriormente, houve deformacao
foliar (Fig. 1B), expanséao das &reas necroéticas (Fig. 1C), e, por fim, absciséo foliar (Fig.
1D), mas nenhum sintoma macroscopico de deficiéncia de B foi observado no sistema

radicular das plantas. Além disso, nenhum sintoma macroscoépico de excesso de B foi

observado em plantas submetidas a 200 pumd@ ho mesmo periodo.

Fig. 1. Sintomas macroscopicos de deficiéncia de B (0 pumoB). em cafeeiros entre 50-70 dias de
cultivo em solucdo nutritiva. Aparecimento de manchas necrétiete) (@), deformacédo foliar (seta)
(B), expansao das areas necréticas (seta) (C), abscisao foliar (seta) (D).
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Apesar dos sintomas macroscopicos de deficiéncia de B em folhas jovens de
cafeeiros, o meristema apical do caule permaneceu integro. A integridade dessa regido
meristematica garantiu a producdo de novos pares de folhas jovens até @ final d
periodo experimental. Ndo houve perda de dominancia apical nem superbrotacdes (Fig.
2).

Fig. 2. Ramos plagiotropicos de cafeeiros submetidos a 0 urhal jhor 50 (A) e 90 (B) dias de cultivo
em sistema hidropdnico. Notar a manutencdo da integridade do meristealadapcaule em ramos
coletados aos 90 dias de cultivo, sem a presenca de superbrotacBes, mamtendoéncia apical e
emitindo dois pares de folhas jovens. Folhas jovens (fj), folhas mgfima8arra = 4 cm.

Houve diferenca no desenvolvimento de cafeeiros submetidos as doses de B
durante 90 dias de cultivo (Fig. 3). As plantas submetidas a deficiéncB de
apresentaram porte reduzido quando comparadas aos demais tratamento8)(Fig. 3
Além disto, as plantas submetidas a deficiéncia emitiram dois pares de folhas jovens
com expansao foliar reduzida (Fig. 3B), em contraste com um Unico par de folhas
jovens emitido pelas plantas submetidas aos demais tratamentos (Fig. 3C-E). As folhas
maduras apresentaram aspecto encarquilhado em cafeeiros sob 0 (Fig. 3B) e 200 (Fig.
3E) umol L B.
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100 pmol L’ 200 pmol L

Fig. 3. Aspecto geral de cafeeiros apés 90 dias de cultivo em sistema hidoopbh doses de B (A).
Folhas jovens (fj) e folhas maduras (fm) de cafeeiros submetidgB)a Zb (C), 100 (D) e 200 (E) pmol




L B. Notar porte reduzido das plantas e a emissdo de dois pares dedfedimasgm plantas submetidas
a 0 umol X B (A e B). Barra = 25 cm (A); 2,5 c(B-E).

Nos caules, o Unico sintoma macroscoépico evidente foi a reducdo dos entre-
nés. As raizes de cafeeiros cultivados em sistema hidropénico ndo apresentaram pelos
radiculares, enquanto em cafeeimgtivados em soloas raizes apresentaram zona
pilifera bem evidente. Desta maneira, foi possivel afirmar que a auséncia de pelos
radiculares em todos os tratamentos resultou do cultivo em sistema hidropénico e nao
das doses de B.

As raizes de cafeeiros submetidos a deficiéncia de B amesesizes
laterais muito mais curtas e mais proximas ao apice (Fig. 4A; Tabela 1), quando

comparadas as raizes de plantas submetidas aos demais tratamentos (Fig. 4B-D).

(B)

Fig. 4. Aspecto geral de raizes de cafeeiros culteabb doses de B, aos 90 dias de cultiv¢pr), 25
(B), 100 (C) e 200 (D) umol ‘L B. Notar raizes laterais mais curtas e mais proximas ao apice em
cafeeiros submetidos a 0 umot B. Barra= 1 cm.
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Tabela 1.Distancia de insercao, a partir do apice, das raizes laterais de cafeeiros sulentiskssde
B. Os valores sdao médias + desvio padrao.

Dose Distancia ()
0 3,72 £ 0,66
25 8,39 +0,78

100 7,45+ 1,34

200 7,35 1,07

3.2 Andlise anatdmica

As caracteristicas anatdomicas de raizes de cafeeiros submeatidos
deficiéncia de B (Fig. A) difeririam em relacdo aos demais tratamentos (Fig. 5B-D).
Houve uma reducdo drastica no comprimento da regido meristematica e da regido de
alongamento celular, resultando na diferenciacdo precoce de todas as células e tecidos
da raiz. A epiderme, a regido cortical e os tecidos do cilindro central ja estédo
diferenciados a menos de um 1 mm de distancia da regido do promeristema. As células
do promeristema altamente vacuoladas também produziram pequeno numero de células
em direcdo a coifa (Fig. 5A), quando comparadas aos demais tratamentos (Fig. 5B-D).
Os elementos de vaso de raizes de plantas submetidas a deficiéncia de B apresentaram
diferenciacéo precoce (Fig. 5A; Tabela 2), além de serem tortuososE)-igpgsar de
menos visiveis, 0s elementos crivados também se diferenciam precocemente como 0s
elementos de vaso nessas raizes.

Em raizes de cafeeiros sob deficiéncia de B pode-se observar o
desenvolvimento de um primaordio radicular a partir de divises do periciclo, a poucos
micrdmetros d regido meristematica (Fig. 5A e F). Nessas condi¢des, algumas raizes
também apresentaram necrose do apice radicular (Fig. 5G).
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Fig. 5. Apices radiculareseakafeeiros submetidgds doses de B, aos 90 dias de cultivo (fotomicrografias
de seccdes longitudinais). 0,(&, F e G), 25 (B), 100 (C) e 200 (D) umot IB. Notar elementos de vaso
tortuosos (E)primdrdio radicular em desenvolvimento @)ecrose do meristema apical (G). Quadrados
vermelhos indicam regido de diferenciacido de elementos de vaso, e a Figarasponde ao quadrado
vermelho da Figura ACilindro central (cc), coifa (c), elementos de véee), endoderme (en - linha
tracejada vermelha epiderme (ep), exoderme (ex), meristema fundamental (mf), parénquima
fundamental (pf)procambio (pc)promeristema (pm), protoderme (linha tracejada preta). Barra = 400
pum(A-D); 100 um (E); 5um (F e G).
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Tabela 2. Distancia, a partir do apice, de elementos de vaso diferenciados em raizes ides cafee
submetidos a doses de B. Os valores sdo médias + desvio padréo.

Dose Distancia (um)
0 550,0 * 264,6
25 2725,0 £ 909,9

100 2975,0 £ 953,5

200 2800,0 £ 778,9

A padronizacdo das raizes de cafeesmmsestadio semelhante de maturacéo
do xilema e com 0 mesmo nuamero de polos de protoxilema permitiu a comparacéo das
raizes entre as doses de B (Fig. 6). Desta maneira, verificou-se que a espessura da regiao
cortical das raizes variou com as doses de B, sendo maior em cafeeiros sob deficiéncia
de B (Tabela 3). Essa variacdo ocorreu em funcdo do niumero de camadas deacélulas d
regido cortical, que é maior com a deficiéncia de B, mas ndo em funcédo do diametro
destas células.

Fig. 6. Raizes de cafeeireuibmetidos a doses de B, com variagdo na espessura e no ndcaradas
de células da regido cortical, aos 90 dias de cultivo (fotomicrografias de seagdeers®). 0 (A), 25
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(B), 100 (C) e 200 (D) umol-LB. Areia cristalina (ac), endoderme (en), epiderap, €xoderme (ex),
floema (f), regiéo cortical (rc), xilema (x). Barra = 100 pm.

Tabela 3.Espessura, numero de camadas de células e diametro de células da regido catie de
cafeeiros submetidos a doses de B. Os valores sdo médias + desvio padréo.

NUmero de camada de Diametro das

Dose Espessura (um) células (und) células (um)
0 232 +£55 11,5+2,3 0,052 + 0,017
25 195 + 36 10,2+15 0,055 + 0,018

100 187 £ 15 92+1,2 0,049 + 0,005
200 160 £ 47 75+1,0 0,049 +£ 0,012

No caule de cafeeiros, o cambio vascular apresentou caracteristicas distintas
entre as plantas submetidas as doses de B (Fig. 7). Sob deficiéncia de B, houve aumento
no numero de camadas da faixa cambial (Tabela 4), atraso na diferenciacdo dos
elementos de vaso, e presenca de varias células-made do xilema nao diferenciadas
proximas a faixa cambial (Fig. 7A). Nos demais tratamentos a diferenciagdo dos

elementos de vaso € mais precoce (Fig. 7B-D).
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Fig. 7. Caule de cafeeiros submetidos as doses de B, aos 90 dias de cubinuc(figrafias de seccdes
transversi). 0 (A), 25 (B), 100 (C) e 200 (D) umotiB. Notar aumento no nimero de camadas da faixa
cambial, atraso na diferenciacdo dos elementos de vaso e presenca de varias céldasienda ko
diferenciadas préximas a faixa cambial em caules de cafeeiros subraefigomol ! B. Faixa cambial
(fc), floema (f), xilema (x). Barra = 50m
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Tabela 4.NUmero de camadas de células da faixa cambial em caules de cafeeiros sulenuimbssde
B. Os valores sdao médias + desvio padrao.

Dose Camadas de células da
faixa cambial (und)
0 3,2+0,9
25 2,0
100 2.0
200 2.0

Enquanto o apice radicular de cafeeifmisfortemente alterado em plantas
sob deficiéncia de B, o apice caulinar ndo apresentou nenhuma alteracdo anatémica
referente as doses de B (Fig. 8A- integridade do meristema apical do caule foi
mantida entre os tratamentos, e a regido meristematica caracterizou-se pela presenca de

células indiferenciadas, de tamanho reduzido e altamente compactadas, demonstrando

caracteristicas tipicas desta éexfiFig. 8E-H).

Fig. 8. Apices caulinares de cafeeiros submetidos as doses de B aos 90dalilivaléfotomicrografias
desecc¢Bes longitudinag). A-D. Aspecto geral do apice de caule. E-H. Detalhe da regido do promeriste
observado em detalhe vermelho de ABD(A e E),25 (B e F), 100 (C e G), 200 (D e H) pmot B.
Barra= 900 um(A-D); 50 um (E-H).

Os sintomas macroscopicos (necrose) de deficiéncia de B em folhas jovens
de cafeeiros coletados aos 50 dias de exposicdo aos tratamentos foram também
observados anatomicamente (Fig.Anecrose se iniciou nas células do mesofilo, com
a dissolucado da lamela média (Fig. 9A e B), acimulo de compostos fendlicos, alteragédo
da forma celular (Fig. 9C), desestruturacéo e, finalmente, colapso das células (Fig. 9D).
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Fig. 9. Folhas jovens de cafeeiros submetidos as doses B. Detalhe da regido in(ArvE€n& e G) e da
nervura principal (B, D, F e H) de folhas de cafeeiros submetidos eeBJjA25 (C e D), 100 (Ee F) e

200 (G e H) umol 1 B, aos 50 dias de cultivo (fotomicrografias de secgbes transversais). Notar o
acumulo de compostos fendlicos (cf), alteracdo da forma celular, desegfiate colapso das células

24



(cc) no mesofilo, e desestruturacdo do xilema, do floema e da faixa tambervura principal de folhas
de cafeeiros sob deficiéncia de B (A e B). Faixa cambial (fc), floemsléina (x). Barra= 50 um.

O acumulo de compostos fendlicos no mesofilo e na nervura principal de

folhas jovens com necrose foi detectado pela reacdo positiva (coloragdo marrom) do

teste histoquimico com Cloreto Férrico (Fig. 10).

Fig. 10. Acimulo de compostos fendlicos em folhas jovens de cafeeiros subsnatid pmol t: B
(fotomicrografias de secgdes transversais). Detalhe da nervura principal (Ada @géo intervenal (B
e D) corados com azul de toluidina (A e B) e com cloreto férrico (C e D). Sdteanmacimulo de

compostos fendlicos. Barra = 20@n (A e C); 100 um (B e D).

Aos 90 dias de cultivo, também ocorreram alteragdes anatbmicas na regiao
da nervura principal das folhas de cafeeiros sob deficién8aeta relacdo aos demais
tratamentos (Fig. 11). Houve degradacédo de paredes celulares ao longo do floema, com
acumulo de material péctico-celuldsico, e diferenciacdo de fibras periciclicas logo
abaixo do floema (Fig. 11A). Sob deficiéncia de B, a nervura principal das folhas

apresentaram apenas uma camada de iniciais cambiais, imediatamente ladeada por
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células completamente diferenciadas de xilema e floema secundarios, voltadas para a
face adaxial e abaxial, respectivamente, demonstrando a inatividade desse meristema
(Fig. 11A). Além disso, ainda sob deficiéncia de B, os elementos de vaso apresentaram

menor calibre e com paredes mais espessas (Fig. 11A). Nos demais tratamentos, a faixa
cambial apresentou mais de uma camada de células iniciais, células diferenciadas de
xilema e floema secundérios apenas a certa distancia desta regido e auséncia de fibras

periciclicas (Fig. 11B-D).
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Fig. 11. Folhas maduras de cafeeiros subnuetids doses de B, evidenciando a regido da nervura
principal, aos 90 dias de cultivo (fotomicrografias de sec¢des transvedsélg) 25 (B), 100 (C) e 200
(D) pmol L B. Notar na nervura principal de folhas de cafeeiros submetidos a 0 ftrBobs elementos
de vaso menores e mais espessos (seta vermelha), a degradacéadedeghalar ao longo do floenfla-
seta preta; detalhe), uma Unica camada de células do cambio vasculae{aetdbmncag a presenca de
fibras periciclicas (fp)Faixa cambialf€), xilema (x). Barra= 50 pm.

Na regido intervenal, apenas alteracbes anatdbmicas quantitativas foram

observadas em cafeeiros submetidos as doses de B (Fig. 12; Tabela 5). Em geral, folhas
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de cafeeiros submetidos a 0 pmdi R apresentaram maior espessura foliar, resultado
da maior espessura da epiderme adaxial e dos parénquimas palicadico e lacunoso. A

densidade estomatica também foi maior em condicdes de deficiéncia de B.

Fig. 12.Folhas de cafeeiros submetichs doses de B, aos 90 dias de cultivo (fotomicrografias de sec¢bes
transversais)0 (A), 25 (B), 100 (C) e 200 (D) umol'LB. Notar maior espessura total da folha de
cafeeiros submetidos a 0 pmot B. Epiderme da face adaxial (ead) e abaxial (eab) da folha, parénquima
lacunoso (pl), parénquima palicadico (pp). Barra =100 pm.

Tabela 5. Espessura da epiderme da face adaxial (EAD) e abaxial (EAB) da folha, esp@ssura d
parénquima palicadico (PP) e lacunoso (PL), espessura total da folha (@@rsidade estomatica (EST)
em folhas de cafeeiros submetidos a doses de B. Os valores sdo médias iadefwio p

EST

Dose EAD (um)  EAB (um) PP (um) PL (um) ETF (um) (n° est imnP)

0 27,16+£288 17,67+1,90 4714 +3,87 173,12 +17,09 26023+ 21,44 2558+ 43,6
25 2525+134 18,80+1,97 37,83+0,99 163,43+7,15 240,08+8,59 243,6+8,7

100 24,35+2,28 17,37 +3,49 38,75+1,95 162,10 + 26,76 239,42+ 31,16 231,4+66,1

200 24,04+0,35 20,51+2,66 38,55+4,65 167,56 +12,29 247,08+19,07 253,1+29,3
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3.3 Andlise ultraestrutural

As folhas de cafeeirosubmetidos a 0 (Fig. 13A-C) e 200 (Fig. 13)-H
umol L B apresentaram alteragdes ultraestruturais mais evidentes na parede celular e
nos cloroplastos (Fig. 13). Nesses tratamentos, houve dissolucdo da lamela média,
desestruturacao da parede celular e alteracao estrutural dos cloroplastos. Os cloroplastos
apresentaram desorganizacdo dos tilacoides do grana e dos tilacoides do, estroma
diferindo da dose de 25 pmottlB, na qual as plantas apresentaram cloroplastos com
tilacoides integros formacéo de granum bem definido (Fig. 13D e E). Sob 0 prhol L
de B, a desorganizacgéao dos tilacoides foi mais intensa que nos demais tratamentos, mas
a formac&o de grdos de amido ocorreu de maneira irregular sob 0 e 200YBr(#idy.
13A, C, F e G)O nucleo e as demais organelas, como os dictiossomos, mitoc@ndrias
reticulo endoplasmatico, por exemplo, ndo apresentaram alteracdes perceptiveis com a
aplicagédo dos tratamentos, demonstrando aspecto semelhante as organelas de cafeeiros
submetidos a dose de 25 umdi B.
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Fig. 13 Detalhes de células de folhas madwtasafeeiros submetiss as doses de B, aos 90 dias de
cultivo (eletromicrografias de sec¢ées transvers@ié), B e C), 25 (D eE) e 200 (F G e H) umol L B.
Cloroplastos (c), grdo de amido (ga), lamela média (Im), mitocondriapém@de celular (pc), tilacoides
do estroma (te) e tilacoides do granum (tg). Barfguam (D); 1 um (A, E e F); 500 nm (B, C e H); 200
nm (G).

3.4 Teor de nutrientes na planta

A concentracdo de B na solugao nutritiva influenciou significativamente a
concentragdo deste nutriente nos diferentes 6rgdos de cafe@irasimento da
concentragcéo de B na solugéo elevou significativamente a concentracdo de B sas raize
caules e folhas das plantapresentando comportamento linear positivo (Fig. 14). Além
disto, a concentracéo de B foi significativamente maior nas folhas, quando comparada
aquela em caules e raizes (Fig. 14).
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Houve diferenca na concentracdo de nutrientes nas folhas de cafeeiros
submetidos as doses de BIn (micronutriente) e P, Ca e S (macronutrientes)
apresentaram efeito das doses de B, enquanto Cu, Zn e Fe (micronutrientes), e K e Mg

(macronutrientes) ndo foram alterados (Fig. 14).
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“xx» e «xdk” ndicam valores significativos d0, 5% e 1% de probabilidade pelo teste “t”,
respectivamente.

Os teores de B em folhas jovens e maduras de cafeeiros diferiram entre os
tratamentos (Fig. 15). Sob 0 umot B, as folhas jovens apresentaram teores maiores

do que as folhas maduras. Nos demais tratamentos, os maiores teores de B foram
encontrados em folhas maduras.
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Fig. 13. Teor de B em folhas jovens e madurascdfeeiros submetas a doses de B. Os valores sdo
médias * desvio padrao.
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4. DISCUSSAO

O excesso e a deficiéencia de B em plantas podem ser identificados pelo
aparecimento de sintomas macroscopicos caracteristicos nos 0rgaos vegetativos
(MARSCHNER, 2012). Os sintomas macroscopicos mais tipicos de excesso de B sao
clorose na margem ou na ponta de folhas completamente expandidas e a necrose
(MARSCHNER, 2012). No caso dos cafeeiros submetidos a 200 urhds, Los
sintomas macroscépicos sdo praticamente imperceptiveis até os 90 dias de cultivo.
Apenas pequenas alteracfes ultraestruturais foram verificadas nos cloroplastos, como
dissolucéo dos tilacoides do grana e pequena quantidade de amido primario, dissolucéo
da lamela média e desestruturacdo da parede celular. Algumas espécies podem ser mais
tolerantes que outras em situacdo de excesso de B e haver atraso no aparecimento dos
sintomas caracteristicos de toxidez, que depende da demanda pelo nutriente (HUANG et
al., 2014).

Em condicdes de deficiéncia de B, a quantidade de nutriente que chega aos
orgaos aéreos pelo xilema (via apoplasto) parece ser insuficiente para promover o
desenvolvimento normal da planta. O primeiro e mais marcante sintoma macroscopico
da deficiéncia de B em cafeeiros, ja& aos 50 dias de cultivo, foi verificado nas folhas
jovens em inicio de expanséo. Ocorreu amarelecimento, necrose e deformacédo de folhas
jovens, além de pequena deformacdo em folhas completamente expandidas. Essas
alteracbes, ja descritas para outras espécies (ZHOU et al.,, 2014), restringiram a
expansao foliar e progrediram até a abscisao dessas folhas, enquanto o meristema apical
se manteve integrdAs areas necrdticas iniciaram-se nas ceélulas do mesofilo e do
floema da nervura principal, com a degradacdo da lamela média e alteracdes na
estrutura da parede primaria até a fenolizacdo e colapso das células. Sabe-se que o B
pode ocorrer na forma solluvel ou insolivel em agua e, neste Ultimo caso, pode estar
associado a cadeia péctica da parede celular, ligado ao ramnogalacturonano I,
formando uma rede de polissacarideos pécticos que garante a estabilidade a parede
celular (MATOH, 1997). Portanto, a deficiéncia de B teria como primeiro efeito a
desestruturacdo das pectinas, resultando na degradagédo da lamela média e das parede:
primarias adjacentes. Essas anormalidades estruturais na parede celular, associadas a
prejuizos no processo de alongamento celular, causariam restricbes a expanséao foliar
sob deficiéncia de B (LIU et al., 2014).
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E interessante notar que, em condi¢bes de deficiéncia de B mais prolongada,
h& brotgdo de novos pares de folhas, como neste experimento, ou uma superbrotacéo
de ramos laterais ap0s a necrose do meristema apical (DELL; HUANG, 1997). Isso
sugere que a deficiéncia de B afeta inicialmente os primordios foliares em expanséao e,
s6 com a continuidade severa da deficiéncia, o meristema apical seria afetado, tornando-
se necrosado e causando a perda da dominancia apical. Porém, eséa tarotzém
indica a possibilidade de retranslocacdo de B das folhas mais velhas para regiées mais
novas pelo floema, ou seja, via simplasto, com o auxilio de moléculas complexantes,
como 0s acgUcares-alcoois (REID, 2014). Alguns acucares-alcoois (sorbitol e manitol),
descritos como polidis, podem se complexar com o B e, assim, torna-lo mével no
floema (BROWN; HU, 1996). Diversas plantas economicamente importantes produzem
manitol, como o alho, a oliveira, o feijao, a ervilha e até mesmo o café (BROWN;
SHELP, 1997). A presenca de manitol poderia explicar a retranslocacdo de B em
cafeeiros sob deficiéncia de B, uma vez que as folhas jovens apresentaram teores de B
superiores as folhas maduras. No entanto, as informacdes sobre a distribuicdo de
manitol em cafeeiros ainda sdo escassas e, consequentemente, seu papel na
retranslocacao de B ainda € pouco compreendido.

Como houve répida bratdode novos pares de folhas, a avaliagédo geral dos
cafeeiros submetidos as doses de B s6 foi realizada apdés 90 dias de cultivo. Nessa
avaliacdo, as folhas maduras em plantas sob deficiéncia de B nao apresentaram
sintomas macroscopicos muito caracteristicos da deficiéncia, mas algumas alteracées
anatdbmicas foram observadas. Essas folhas apresentaram reducdo do numero de
camadas de células cambiais da nervura principal, e outras alteragfes quantitativas na
regido intervenal, como o espessamento foliar. Além do espessamento foliar,
consequéncia do aumento da espessura da epiderme da face adaxial da folha e dos
parénquimas palicadico e lacunoso, também houve discreto aumento da densidade
estomatica. Outras espécies, coRephanus sativuCONG et al., 2015) &edicago
sativa (CETIN, 2009), também apresentaram folhas com pequenas alteracdes
anatdbmicas quantitativas em decorréncia da deficiéncia de B. Porém, as alteracbes
anatdbmicas qualitativas verificadas no floema dos cafeeiros sob deficiéncia de B
merecem destaque, pois poderiam se relacionar aoestricdo ou a facilitacdood

transporte simplastico de diversos compostos a partir de folhas mais velhas.
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Além das alteracdes anatbmicas, algumas alteracdes ultraestruturais foram
evidentes nas folhas maduras em plantas sob deficiéncia de B, como a desestruturacao
da parede celular e alteracdes nos cloroplastos. Entre as paredes primarias de células
adjacentes, a lamela média era imperceptivel nas plantas sob deficiéncia de B, enquanto
na dose controle esta camada era bastante conspicua. Essa analise ultraestrutural
confirma as observagfes anatdbmicas a respeito da perda da integridade da parede celular
nas folhas maduras e também nas primeiras folhas emitidas sob deficiéncia de B que
acabaram sofrendo abscisédo. Nos cloroplastos, houve desestruturacdo dos tilacoides do
grana e do estroma, e ocorréncia de grdos de amido priméario de forma irregular. A
desestruturacdo dos tilacoides pode estar relacionada a problemas no processo
fotossintético que levariam ao amarelecimento das folhas jovens brotadas, uma vez que
as alteracOes ultraestruturais precedem os sintomas macroscopicos da deficiéncia (LEE;
ARONOFF, 1966). Alguns autores atribuem a maior concentragdo de amido nos
cloroplastos de plantas com deficiéncia de B a inibicdo do crescimento das plantas e,
conseguentemente, ao acumulo de amido ndo metabolizado (HAN et al., 2008).

Nos caules de cafeeiros sob deficiéncia de B, na regido cambial, verificou-se
maior nimero de camadas de células iniciais e de células derivadas ainda pouco
diferenciadas, quando comparadas aos demais tratamentos. Porém, nenhuma alteracéao
mais expressiva foi observada no caule, provavelmente por se tratar de uma regido mais
distante do apice, ja diferenciada e em inicio de crescimento secundario.

Os danos ocorridos nos primordios foliares, que sao regides de sintese de
fitorreguladores como as auxinas (AIA) (TAIZ; ZEIGER, 2004), levariam a um
desbalanco hormonal na planta. Esse efeito secundério da deficiéncia de B, intimamente
relacionado ao desbalanco de AlA, causaram alteraces morfoanatdmicas drasticas nos
apices radiculares de cafeeiros. Essas alteracdes se iniciaram com a reducadada area
regido meristematica e de alongamento celular, e resultaram na diferenciacéo precoce de
células e tecidos, em raizes mais espessas, muito ramificadas e encurtadas. Varios
autores relatam alteragfes semelhantes em raizes de espécies submetidas a deficiéncie
de B, como a emisséo de raizes laterais proximas ao apice, a inibicdo do alongamento
das raizes (DELL; HUANG, 1997), o espessamento das raizes (HAJIBOLAND;
FARHANGHI, 2010), o escurecimento e morte do meristema apical das raizes e

escassez de pelos radiculares (GOLDBACH et al.,, 2001). Porém, nos cafeeiros
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submetidos a deficiéncia de B, a auséncia de pelos radiculares foi verificada em todos
os tratamentos e atribuida ao sistema hidropbnico de cultivo, e ndo a deficiéncia do
nutriente. Essas alteracdes parecem ser consequéncia da restricdo do alongamento
celular pelo estabelecimento de niveis inadequados de AIA na raiz. A formacao de
elementos de vaso tortuosos, em raizes de cafeeiros sob deficiéncia de B, parece ser um
bom indicio de que o depdsito de parede secundaria e a lignificacdo tenham ocorrido
antes do processo de alongamento celular se completar. Apesar da inibicdo do
alongamento celular em raizes de plantas sob deficiéncia de B, o processo de divisao
celular nos meristemas radiculares néo seria afetado (MARTIN-REJANO et al., 2011).

Em geral, a concentracdo de AIA nos apices radiculares é relativamente
menor que na parte aérea, porém, tanto a diminuicdo como o aumento excessivo da
concentracdo de AIA pode restringir o alongamento celular nessa regido (TAIZ;
ZEIGER, 2004). A questédo a ser respondida &rsstricdo no alongamento celular nos
apices radiculares de plantas sob deficiéncia de B ocorre pelo aumento ou pela
diminuicdo excessiva dos niveis de AlA. Alguns autores entendem que a deficiéncia de
B aumentaria a sintese de AIA em regifes meristematicas da raiz, e mesmo seu
transporte para a zona de alongamento, e o acumulo de AIA nessa regido inibiria o
alongamento celular (MARTIN-REJANO et al., 2011). Porém, ha relato do aumento da
atividade da enzima AlA-oxidase, responsavel pela destruicdo de AIA nas células, e a
diminuicdo dos niveis de AIA e do alongamento celular nessas condicGes
(MARSCHNER, 2012). Outra possibilidade da diminuicdo dos niveis de AlA na raiz €
a menor sintese e translocacao deste fitorregulador dos apices aéreos para 0s apices
radiculares.

Por meio da analise quimica verificou-se que o estado nutricional dos
cafeeiros submetidos as diferentes doses de B estava proximo as faixas criticas
propostas para a cultura (MARTINEZ et al., 2003), certificaselo-estado nutricional
satisfatorio durante a execucdo do experimento. Porém, diferentes concentracdes de B
podem ser responsaveis por alterar a absor¢cdo de diversos macronutrientes e
micronutrientes (ZHOU et al.,, 2014). Neste experimento, houve alteragdo na
concentracdo de P, Ca, S (macronutrientes) e Mn (micronutriente). As maiores
concentracdes de P, Ca, S e Mn em cafeeiros ocorreu em condicdo de deficiéncia de B

by

na solugcdo nutritiva. No entanto, os cafeeiros submetidos a deficiéncia de B,
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apresentaram porte mais reduzido, e com isso alguns nutrientes podem ficar mais
concentrados nas folhas. A relacdo antagbnica entre B e P em cafeeiros ja foi descrita
em tomate, onde altas concentracbes de B reduziram significativamente as
concentracdes de P (KAYA et al.,, 2009). Essa relacdo antagdnica também é descrita
entre B e Ca, pois a deficiéncia de B pode facilitar a abertura de canaig*de Ca
aumentar a concentracdo deste cation no citoplasma (QUILES-PANDO et al., 2013).
Apesar de ja descrito anteriormente, o antagonismo entre o B e o0 S, ainda é pouco
compreendido (BARKER; PILBEAM, 2007).

5. CONCLUSOES

A deficiéncia de B foi mais prejudicial ao cafeeiro que doses acima da faixa
Otima, causando alteracdes morfoanatbmicas e ultraestruturais qualitativas e
quantitativas. Em condi¢c6es de deficiéncia, menor quantidade de B chega aos apices
caulinares pelo xilema (via apoplastica) e isso promove uma série de alteracfes
morfoanatdmicas e ultraestruturais nas plantas, além de alteracdes no estado nutricional
dos cafeeiros. O sintoma macroscoépico da deficiéncia de B ocorreu inicialmente nas
folhas jovens. Em folhas maduras de cafeeiros sob deficiéncia de &teragdes
ultraestruturais em cloroplastos e na sintese de pectinas em paredes celulares de células
do mesofilo em folhas maduras. Houve também alteracbes anatbmicas quantitativas e
qualitativas em folhas, caules e raizes de cafeeosfolhas, houve alteracdo na
espessura da epiderme da face adaxial da folha, dos parénquimas palicadico e lacunoso,
e consequentemente na espessura total da folha. Nos caules, houve aumento no nimero
de camadas da faixa cambial e em raizes houve dano na regido meristematica e
diferenciacéo precoce de células e tecidos. As alteracdes estruturais em raizes, a morte
do meristema apical das raizesreducédo do sistema radicular e, consequentemente, do
potencial de absorcdo de agua e nutrientes, pode ter prejudicado o cres@mento
desenvolvimento dos cafeeiros. Como ndo houve danos ao meristema apical do caule
a concentracdo de B em folhas jovens foi superior as folhas maduras em plantas sob
deficiéncia de B, possivelmente ha um indicativo de translocacdo deste nutriente pelo

floema (via simpléastica).
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ANEXO A

Solo Hidroponia

Caracteristicas morfoldgicas e anatdmicas de raiz€s a@mbicacutivada em solo e em hidroponia. (A,
C, E e G) Raizes de plantas cultivadas em solo. (B, D, F e H) RaizZest@es pultivadas em hidroponia.
(A e B) Aspecto geral do sistema radicular. (C-F) Comparagdo mapics@ntre raizes cultivadas em
solo e em hidroponia, evidenciando a presenca de pelos em raizes cultivatds. €& e H) Aspectos
anatdmicos das raizes. Notar presenca de pelos apenas em raizes de plantas cultbedoaBarra: A
eB:5cm; CeD: 600 um; E e F: 100 um; G e H: 50 pm.
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ANEXO B
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estbmatos em folhas de cafeeiros submetidos a doses de B, com os wespamiicientes de

determinaéo. O simbolo “*” indica valores significativos a 5% probabilidaeéo teste “t”.
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CAPITULO Il

EFEITOS DE DOSESDE COBRE SOBRE A ANATOMIA E
ULTRAESTRUTURA DE ORGAOS VEGETATIVOS DE CAFEEIRO ( Coffea
arabical.)

RESUMO: A deficiéncia e 0 excesso de cob@u) ocorrem naturalmente nos solos e
podem causar desordens no crescimento e desenvolvimento das plantas. Lavouras
cafeeiras frequentemente apresentam desequilibrios nutricionais que envolvem esse
micronutriente essencial. O objetivo foi estabelecer a relagcdo entre os sintomas
morfologicos, anatdémicos e ultraestruturais associados a deficiéncia e ao excesso de Cu
em cafeeiros, e a mobilidade de Cu nos 6rgéos vegetativos. Caf€uffesa(arabica

L.) foram cultivados em sistema hidroponico sob diferentes doses de Cu: 0O
(deficiéncia), 1,5 (dose controle), 10 e 40 umdlQu (excesso). Foram avaliados o0s
aspectos morfoanatdmicos, ultraestruturais e o teor de nutrientes dos 6rgaos vegetativos.
Ocorreu alteracdo dos teores de Zn, Mn e S nas folhas de cafeeiros submetidos as
diferentes doses de Cu, com efeito antagonico em relagcdo ao Zn e ao Mn. A alteragao
nos cloroplastos foi o sintoma primordial da deficiéncia ou do excesso de Cu em folhas
de cafeeiros, o que reforca a importancia desse nutriente no processo fotossintético.
Porém, o atraso no surgimento de sintomas morfoanatdmicos da deficiéncia e do
excesso de Cu em cafeeiros pode ser consequéncia do acumulo desse nutriente nas
raizes e da retranslocacdo para as folhas mais novas, favorecendo o reequilibrio na

planta.

PALAVRAS-CHAVE: Deficiéncia, excesso, nutricdo mineral, cloroplasto.
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1. INTRODUCAO

Assim como os demais micronutrientes, o Cu é essencial ao
desenvolvimento das plantas, mas requerido em pequenas quantidades. A zona de
deficiéncia de Cu na planta com deficiéncia esta entre 1-5 rhgekgiuanto teores
foliares de 20-30 mg kbde massa de matéria seca sdo considerados excessivos. No
entanto, as concentracdes criticas de qualquer nutriente podem variar com a espécie, 0
orgdo avaliado e o estadio de desenvolvimento da planta (MARSCHNER, 2012). Nos
solos, a concentracdo de Cu pode variar entre 14-109 @GWBATA-PENDIAS,

2010). A deficiéncia de Cu pode ocorrer naturalmente nos solos, ou pelo Cu ser
complexado com a matéria organica, tornando-se indisponivel para absorcdo pelas
plantas (BARKER; PILBEAM, 2007). A toxidez de Cu também pode ocorrer
naturalmente nos solos ou pode ser causada por atividades antropicas como uso de
fungicidas cupricos, aplicacdo excessiva de fertilizantes e outras atividades urbanas e
industriais (SONMEZ et al., 2006; BARKER; PILBEAM, 2007).

Culturas comercialmente importantes como arroz, soja e milho desenvolvem
sintomas caracteristicos da deficiéncia e da toxidez de Cu, incluindo altera¢fes na taxa
fotossintética, no crescimento de raizes, no desenvolvimento de folhas e na producédo
(LIDON et al., 1993 MOCQUOT et al., 1996LIN; CHEN; LIU, 2005 XU et al.,

2006). A deficiéncia de Cu mostra sintomas macroscoépicos tipicos, como deformacao,
clorose e necrose de folhas e alteracdes morfolégicas de raizes, enquanto o excesso de
Cu causa inibicdo do crescimento, reducao de biomassa e clorose em folhas. Alteragdes
nos cloroplastos também ocorrem em condicdes de deficiéncia e excesso de Cu
(YRUELA, 2005). Porém, os sintomas anatdémicos e ultraestruturais que antecedem os
sintomas macroscopicos sdo conhecidos apenas em um pequeno numero de espécies,
apesar de auxiliarem no entendimento dos aspectos fisiolégicos das desordens
nutricionais de maneira geral. A mobilidade do Cu na planta é considerada baixa e o
primeiros sintomas da deficiéncia ocorrem nas folhas jovens (LONERAGAN et al.,
1980). No entanto, a mobilidade do Cu pode variar com o estado nutricional das plantas,

e em plantas melhor nutridas o Cu pode ser mobilizado.

A cultura cafeeira se instala em diferentes regides do pais, com diferencas
marcantes de fertilidade do solo e manejo, o que resulta em lavouras com situagdes

nutricionais distintas, e por vezes com desequilibrios acentuados no teor de
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micronutrientes, incluindo o Cu (MARTINEZ et al., 2003). Pouco se sabe a respeito das
alteracbes anatOmicas e ultraestruturais causadas por doses inadequadas de Cu em
cafeeiros.

Neste estudo, cafeeiro€dffea arabical.) foram cultivados em sistema
hidropdnico sob diferentes doses de @uavaliados os aspectos morfoanatdomicos,
ultraestruturais e o teor de nutrientes dos 6rgdos vegetativos. O objetivo foi estabelecer
a relacdo entre os sintomas morfolégicos, anatdémicos e ultraestruturais associados a
deficiéncia e ao excesso de Cu em cafeeiros, e a mobilidade de Cu nos O6rgaos

vegetativos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Sistema de cultivo e conducao do experimento

O experimento foi conduzido em sistema hidrop6nico com uma fase liquida,
composta por agua e nutrientes, e uma fase gasosa, correspondente ao ar misturado a
solucéo por injecdo de ar comprimido. O sistema hidropdnico foi montado em casa de
vegetacdo pertencente ao Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Vicosa (UFV), situada no municipio de Vicosa (MG), localizada nas coordenadas 20°
45" 14" S e 42° 52" 55" O, com altitude média de 648 m.

Sementes d€offea arabicada variedade Catuai Vermelho IAC 44 foram
semeadas sobre folhas de papel Germitest® umedecidas com agua (06/09/2013). Apés
trinta e oito dias da semeadura, as plantulas (com um par de folhas) foram
transplantadas para bandejas plasticas com capacidade de 50 L com solug¢do nutritiva
contendo 6; 0,5; 3,23; 2,25; 1; 1,75 mmdide N, P, K, Ca, Mg e S e 80; 12; 25; 1,5;

2; 0,3 umol [* de Fe, Mn, B, Cu, Zn e Mo, respectivamente (CLEMENTE et al., 2013)

com modificacBes de acordo com as necessidades apresentadas pelas plantas. Durante
nove meses, as plantas foram mantidas nessas bandejas plasticas de 50 L, e conforme
cresciam aumentava-se 0 espacamento entre as plantas, reduzindo o nimero de plantas
por bandeja.

Apds nove meses cultivadas em bandejas plasticas de 50 L, as plantas foram
transplantadas para vasos plasticos com capacidade de 4 L, mantendo-se a solucéo
nutritiva inicial com modificacdo apenas da concentracdo de Cu. As plantas foram

submetidas as doses 0 (deficiéncia), 1,5 (controle), 10 e 40 (excesso) h@wipbr
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90 dias. A duracdo do experimento (90 dias) foi determinada pela expansdo completa
das folhas que seriam utilizadas para as analit#zou-se delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticdes, sendo a unidade experimental constituida por um
vaso plastico com uma planta.

A solucao nutritiva foi monitorada por meio de afericdo do pH, utilizando-
se pHmetro digital, mantendo-o entre 5,5 e 6. Adicionalmente, foram utilizadas
solucdes de correcdo a base de hidroxido de sédio (1@ &cido cloridrico (1 mol
LY). Para determinar o momento da troca da solugdo nutritiva, utilizaram-se os valores
de condutividade elétrica, obtidos por meio de condutivimetro digital, com deple¢céo de
30% da concentragao inicial.

Para a amostragem foram escolhidos os ramos plagiotropicos, no tergo
médio das plantas. As folhas foram separadas em folhas jovens (que foram emitidas
apos o inicio do experimento) e folhas maduras (que existiam antes do inicio do

experimento, mas se expandiram completamente durante o experimento).

2.2 Quantificacdo do teor de nutrientes na planta

As amostras de raizes, caule e folhas jovens e maduras foram coletadas aos
90 dias de exposicdo as doses de B, lavadas em 4gua deionizada e secas em estufa de
ventilacdo forcada de ar a 70 °C, por 72 h. Posteriormente, foram moidas em moinho
tipo Wiley, equipado com peneira de 20 mesh, para posterior digestédo via imida nitrico-
perclérica em bloco digestor e quantificacdo dos teores de Cu, Zn, Mn, Fe, Ca e Mg por
espectrofotometria de absorcdo atdomica, dos teores de K por espectrofotometria de
emissdo de chama, dos teores de S por turbidimetria do sulfato e dos teores de P por
colorimetria. O B foi determinado colorimetricamente pela Azometina H apos
incineracdo do material vegetal em mufla.

Os teores de Cu foram quantificados em raizes, caules e folhas jovens e
maduras, enquanto os teores de B, Zn, Mn, Fe, P, K, Ca, Mg e S apenas nas folhas
maduras. Para a quantificacdo dos elementos utilizou-se o método de digestdo via imida
nitrico-perclérica em bloco digestor. Foram pesados 0,200 g de material vegetal,
acrescentado-se 4 mL de &cido nitrico e 2 mL de &cido perclorico. Ao final,
adicionaram-se 23 mL de agua deionizada, completando-se o volume para @5 mL.

método de digestdo empregado para quantificacdo de B foi por via seca em forno mufla,
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utilizando-se 0,250 g de material vegetal e 10 mL de &cido cloridrico para dissolu¢ao do
residuo organico. Para realizacdo da leitura, preparou-se uma solucdo de 6 mL,
constituida por 2 mL da solucdo da digestdo seca juntamente com 2 mL de solucdo
tampéo e 2 mL de solucdo de Azometina H (WOLF, 1974).

2.3 Processamento das amostras para anélise morfoanatdomica

Para avaliar a morfologia das raizes coletaram-se por¢fes terminais das
raizes, as quais foram lavadas em agua corrente e coradas com violeta cristal (1%).

Para as andlises anatbasem microscopia de luz foram coletados apices
radiculaese porcdes de raizes proximas ao apice. Caules e folhas foram coletados do 3°
ramo plagiotrépico a partir do apice. Foram coletados o apice de caule, por¢des de caule
do 3° entrend a partir do apice, além de fragmentos do terco mediano de folhas jovens e
folnas maduras, considerando a nervura principal e fragmentos da regido mediana da
folha (entre a margem e a nervura principal).

Todo material vegetal coletado foi fixado em FAfor 48 h e conservado
em alcool 70% (JENSEN, 1962). Posteriormente, o material foi desidratado em série
etilica, incluido em metacrilato (Historesin-Leica, Instruments, Heidelberg, Germany),
seccionado transversal e longitudinalmente em micrétomo rotativo de avango
automatico (RM 2155, Leica, Deerfield, lllinois, USA) com 5 um de espessura, corado
com azul de toluidina (O'BRIEN et al964 modificado) e montado em resina sintética
(Permount, Fisher, Fair Lawn, New Jersey, USA). Em seccbes de folhas jovens com
sintoma macroscoépico de deficiéncia de B (necrose) realizou-se teste histoquimico com
Cloreto Férrico 10% para deteccao de compostos fendélicos (JOHANSEN, 1940).

O registro fotografico das plantas, bem como dos aspectos morfoldgicos das
raizes, foi realizado com camera fotografica digital (SONY DSC-WX80). Os registros
anatémicos foram obtidos com camera fotografica digital (modelo Zeiss AxioCam HRX,
Gottinger, Germany) acoplada a microscépio de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus
Optical, Tokyo, Japan) e computador com o programa de captura de imagens Axion
Vision.

Foram avaliadas alteracbes qualitativas, como degradacdo de células,
hipertrofia e hiperplasia celular, entre outras caracteristicas. Ja as alteragbes

guantitativas foram avaliadas por meio de analises micromorfométricas com o programa
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computacional Image Pro-Plus 4.5. Foram realizadas medidas lineares (distancia, a
partir do 4pice, de insercdo das raizes laterais; distancia, a partir do 4pice, de elementos
de vaso ja diferenciados em raizes; espessura da regido cortical de raizes; diametro das
células da regido cortical das raizes; espessura da epiderme das faces adaxial e abaxial
da folha, dos parénquimas palicadico e lacunoso e espessura total da folha) e medidas
de contagem (nUmero de camadas de células da regido cortical das raizes, numero de
camadas da faixa cambial em caules, densidade de estGnmatosm epiderme da face
abaxial da folha) em seccdes transversal e longitudinal de raizes, caules e folhas,
realizando 10 medic¢des por repeticéo.

A andlise anatbmica de seccdes transversais de raizes de cafeeiros
submetidos as doses de B foi realizada por meio da padronizacdo demaiessdio

semelhante de maturacdo do xilema e com o mesmo numero de polos de protoxilema.

2.3 Processamento das amostras para andlise ultraestrutural

Para a avaliacdo ultraestrutural em microscopia eletrbnica de transmissao
foram utilizados fragmentos do terco mediano das folhas, os quais foram fixados em
glutaraldeido 2,5% e tampdo cacodilato de soédio 0,1 M, pH 7,2, pos-fixados em
tetréxido de 6smio 2%, pré-contrastados com acetato de uranila 0,5% por 12 h,
desidratados em série de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%, por 10 minutos cada)
e embebidos em resina Spurr (SPURR, 1969). Sec6es ultrafinas, com 60 e 90 nm, foram
obtidas em ultramicrotomo MT2-B (Du Pont-Sorval) com laminas de vidro. As secfes
ultrafinas foram coletadas com grids de cobre e contrastadas com acetato de uranila e
citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963), para observacdo e obtencdo de imagens no

microscopio eletrénico de transmissao Zeiss, EM 109, a 80 kV.

2.4 Analise estatistica

Os dados micromorfométricos foram analisados por meio de analise
estatistica descritiva, utilizando-se média + desvio padrdo. Os dados de teor de
nutrientes foram submetidos a andlise de regressdo. Os modelos foram escolhidos com
base na significancia dos coeficientes de regresséao, utilizando-se o teste de Student,

adotando-se o nivel de 5%, no coeficiente de determinacdd: (R
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S.Q.Regresséo/S.Q.Tratamento) e no comportamento do fendbmeno. Os dados foram
analisados utilizando-se o software estatistico SAEG.

3. RESULTADOS
3.1 Sintomas macroscopicos em relacdo as doses de Cu

Houve uma ténue diferenca no desenvolvimento de raizes de cafeeiros sob
as diferentes doses de Cu (Fig. 1). As raizes de cafeeiros submetidos a 0'{Guol L
apresentaram menor desenvolvimento, quando comparadas as raizes dos demais
tratamentos (Fig. 1A). Entretanto, o padrdo de emisséo de raizes laterais foi semelhante
entre os tratamentos (Fig. 1B-Eabela 1). Além disto, também n&o houve alteracéo
macroscopica conspicua na parte aérea das plantas. As folhas completamente
expandidas apresentaram caracteristicas morfolégicas semelhantes entre os diferentes

tratamentos (Fig. 1R
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Fig. 1. Aspecto geral de cafeeiros apos 90 dias de cultivo sob doses de Qudias @ cultivoO (B e
F), 1,5 (C e G), 10 (D e H) e 40 (E e 1) pmot! Cu. (A) Plantas inteiras; (B-E) Padrdo de emissdo de
raizes laterais; (F-1) Folhas completamente expandidas. B@gam (A); 1 cm(B-E); 2,5 cm(F-1).




Tabela 1.Distancia de insercao, a partir do apice, das raizes laterais de cafeeiros submesdssda d
Cu. Os valores sdo médias * desvio padrao.

Dose Distancia (um)
0 4,28 + 0,33
15 3,75+0,73
10 4,50+ 0,74
40 3,23+1,09

3.2 Analise anatomica

Independentemente da dose de Cu na solugéo nutritiva, os apices radiculares
apresentaram estrutura anatdomica semelhante. Coifa, regido de promeristema, de
meristemas primarios, de alongamento e de diferenciacdo apresentam a mesma estrutura
basica. (Fig. 2). A distancia entre os primeiros elementos vasculares e a regido do
promeristema também se manteve constante entre os tratamentos (Jrabela 2

Nas regifes ja diferenciadas das raizes, a estrutura e a organizacdo da
epiderme, da regido cortical e do cilindro vascular, nas diferentes doses de Cu, nao
apresentou diferencas conspicuas (Fig. 3). A espessura da regido cortical (nUmero de
camadas de células e diametro radial das células) (Tabela 3) apresentou diferencas
muito discretas entre os tratamentos que podem ser desconsideradas pelos altos valores

de desvio padréao.
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Fig. 2. Apices radiculares de cafeeiresb doses de Cu, aos 90 dias de cultivo (fotomicrografias de
seccbes longitudinais). 0 (A, E, I), 1,5 (B, F, J), 10 (C, G, K0e&D, H, L) umol L* Cu. Notar
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semelhanga nas caracteristicas celulares e tissulares das raizes de cafeeirossalsrdégdentes doses
de Cu, e auséncia de altera¢gBes anatbmicas qualitativas e quantitativas. Retangslsljzaato regido
de diferenciagcdo de elementos de vaso. Setas indicam elementos de vaso.dettitidi¢cc), coifa (c),
elementos de vas(ev), endoderme (en), epiderme (ep), exoderme (ex), meristerdanamtal (mf),
parénquima fundamental (pfrocambio (pc), promeristema (pm), protoderme (linha tracejaday Barr
400 um(A-D); 100 um(E-L).

Tabela 2. Distancia, a partir do apice, de elementos de vaso diferenciados em raizes ides cafee
submetidos a doses de Cu. Os valores sdo médias + desvio padrao.

Dose Distancia (um)
0 2925,0+ 106,1
1,5 3166,7+ 862,2

10 2900,0+ 1135,8
40 3300,0+ 848,5

Os-“
"'."g‘QI".?
[ 4

=259
9o

Fig. 3. Raizes de cafeeirosob doses de Cu, aos 90 dias de cultivo (fotomicrografias de secc¢bes
transversais) (A), 1,5 (B), 10 (C) e 40 (D) umoliCu. Endoderme (en), epiderme (ep), exoderme (ex),
floema (f), regi&o cortical (rc), xilema (x). Baral00 pm.
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Tabela 3.Espessura, nimero de camadas de células e tamanho de células dantegifidecoaizes de
cafeeiros submetidos a doses de Cu. Os valores sdo médias + desvio padrao.

NUmero de camada di Diametro das células

Dose Espessura (Lm) células (und) (um)

0 171,87+ 35,90 9,00+0,8 0,053 + 0,009
1,5 190,63+ 27,72 10,00+ 1,4 0,053 + 0,010
10 178,13+ 11,97 9,75+0,5 0,054 £ 0,005
40 175,00+ 36,80 10,25+0,9 0,059 + 0,015

A avaliacao qualitativa e a avaliagdo quantitativa ndo indicaram alteracbes
expressivas na estrutura de células e tecidos da regido caulinar (Fig. 4). O numero de
células cambiais (iniciais cambiais) do caule, que poderiam indicar alguma alteracao no
padrao de desenvolvimento da planta, também se manteve constante sob as diferentes
doses de Cu (Tabela.4
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transversais). 0 (A5 (B), 10 (C) e 40 (D) umol-LB. Faixa cambialf¢), floema (f), xilema (x). Barra
=50 um.

Tabela 4.Numero de camadas de células da faixa cambial em caules de cafeeiros selardigks de
Cu. Os valores sédo médias * desvio padrao.

Camadas de células da

Dose faixa cambial (und)
0 2,0
1,5 2,0
10 2,0
40 2,0

As doses de Cu também néo influenciaram a estrutura geral de células e
tecidos de folhas maduras (Fig. 5), mesmo sob o0 aspecto quantitativo (Tabela 5).
Ocorrem apenas pequenas diferencas na propor¢do de células e tecidos foliares em

relacdo as doses de Cu, mas que podem ser desconsideradas pelos altos valores da

desvio padréo.

Fig. 5. Folhas de cafeeiros submetiths doses d€u aos 90 dias de cultivo (fotomicrografias de seccdes
transversais). 0 (A), 1,5 (B), 10 (C) e 40 (D) umdIB. Epiderme da face adaxial (ead) e abaxial (eab)
da folha, parénquima lacunoso (pl), parénquima palicadico (pp). Baaum.
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Tabela 5. Espessura da epiderme da face adaxial (EAD) e abaxial (EAB) da folha, esp@ssura d
parénquima palicadico (PP) e lacunoso (PL), espessura total da folhee(@@rSjdade estomatica (EST)
em folhas de cafeeiros submetidos a dos€3ud©s valores sdo médias * desvio padrao.

EST

Dose EAD (um) EAB (um) PP (um) PL (um) ETF (um) (n° est / mr)

0  27,29+3,02 1848+1,36 3733+373 162,32+5,38 23501+9,55 2292+20,8
15 23,95+152 1556+ 1,01 39,07+504 152,02+13,46 227,94+11,37 263,1+ 24,0

10 23,85+0,62 16,69+1,29 41,42+2,67 164,73+17,08 243,41+23,10 244,1+13,8

40 25/45+2,17 16,30+1,33 41,85+ 3,33 154,26+8,43 234,98+8,94 209,8+ 26,3

3.3 Andlise ultraestrutural por microscopia eletrénica

A alteracdo ultraestrutural mais evidente no mesofilo de folhas maduras de
cafeeiros submetidos as doses de Cu (Fig. 6) ocorreu nos cloroplastos, principalmente
sob deficiéncia de Cu (0 umoliLCu) (Fig. 6A-C). Em folhas de cafeeiros sob
deficiéncia de Cu, os cloroplastos apresentaram tilacoides pouco definidos e mais
eletrondensos na regido granal (Fig. 6A-B). Plastoglébulos pouco eletrondensos (Fig.
6C) e pequena quantidade de gréos de amido primario foram encontrados no estroma
desses cloroplastos (Fig. 6A-C).

Nas folhas de plantas submetidas a dose de Cu considerada ideal (1,5 pmol
Lt Cu), os cloroplastos apresentaram tilacoides bem definidos e empilhados, compondo
uma regido granal extensa ao longo do plastidio. Nesses cloroplastos, os grdos de amido
primario eram volumosos e numerosos (Fig. 6D-E).

Sob excesso de Cu (40 umot Cu), os cloroplastos também apresentaram
alteracbes na estrutura do granum, com presenca de material eletrondenso entre os
tilacoides (Fig. 6F-H).

O nucleo e as demais organelas, como as mitocondrias, reticulo
endoplasmatico e dictiossomos, entre outras, ndo apresentaram alteracdes conspicuas

com a aplicacéo dos tratamentos.
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Fig. 6. Detalhes de células de folhas maduras de cafeeiros subsetidoses de Cu, aos 90 dias de
cultivo (eletromicrografias de secgdes transvers@i¢h, B e C), 1,5 (D e E) e 40 (F, G e H) umot L
Cu. Cloroplastos (c), grdo de amido (ga), lamela média (Im), mitocéndrigsp@arede celular (pc),
plastoglébulos (p), tilacoides do estroma (te) e tilacoides do granum (tg). Ba&am (A, D e F); 500
nm (B, C, E e G); 200 nm (H).

3.4 Teor de nutrientes na planta

O teor de Cu em raizes, caules e folhas foi significativamente influenciado
pela concentracdo do elemento em solugcdo nutritiva, apresentando ajustes linea
positivo e quadratico (Fig. 7). Houve maior concentracdo de Cu nas raizes, quando
comparado ao caule e as folhas (Fig. 7). Além disso, o teor de Cu foi maior em folhas
mais jovens do que em folhas mais velhas (Fig. 8).

Os teores dezZn, de Mn (micronutrientes)e de S (macronutriente)
apresentaram efeito das doses de Cu em solug&o nutritiva. Os maiores teores de Zn, Mn
e S ocorreram em folhas de cafeeiros sob deficiéncia de Cu (0 pin@i)l. enquanto
menores teores desses nutrientes ocorreram em folhas de cafeeiros sob excesso de Cu

(40 pmol Lt Cu). Por outro lado, o B e o Fe (micronutrientes) e o P, 0 K, o Ca e 0 Mg
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(macronutrientes) ndo sofreram interferéncia significativa das doses de Cu em solucéo

nutritiva (Fig. 7).

Sendo assim, a deficiéncia de Cu favoreceu o aumento dos teores de Zn, Mn

e S em folhas de cafeeiros. Por outro lado, coB-e(micronutrientes) e o P, 0 K, o Ca

e 0 Mg (macronutrientes) ndo sofreram interferéncia significativa das doseseme Cu

solugéo nutritiva (Fig. 7).
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Fig. 7. Equacdes de regressdo ajustadas do teor de Cu (C) em raizes, daliles e do teor de
macronutrientes (P, K, Ca, Mg e S) e micronutrientes (B, Zn, Mn e Felolbas em funcdo da
concentracdo de Cu na solucdo nutritiva, com os respectivos coeficientes dndedernOs simbolos
«“*” @«k*” indicam valores significativos a 5%d & de probabilidade pelo teste “t”, respectivamente.
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Fig. 8. Teor de Cu em folhas jovens e madurasafeeiros submetas a doses de Cu. Os valores séo
médias * desvio padrao.

4. DISCUSSAO

O Cu é um micronutriente essencial e atua como constituinte ou ativador de
enzimas, relacionando-se a processos como fotossintese, respiragdo, metabolismo do N
e do C, e protecdo contra o estresse oxidativo (YRUELA, 2005; MARSCHNER, 2012).
Portanto, alteracbes noteor de Cu levariam a desordens nesses processos e a

manifestacdo de sintomas ultraestruturais, anatémicos e, finalmente, morfolégicos
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ou macroscopicos. Porém, as alteragbes morfoanatdmicas que ocorreram em cafeeiros
cultivados sob deficiéncia (0 umotICu) e excesso (40 umotiCu) de Cu na solucéo
nutritiva ndo foram acentuadas. Apenas algumas alteracdes ultraestruturais foram
verificadas em células do mesofilo foliar, além de variagdo no teor de nutrientes, sob
condicdes de deficiéncia e excesso de Cu.

Os sintomas macroscoépicos caracteristicos da deficiéncia de Cu na parte
aérea, como deformacéo, clorose e necrose de folhas (YRUELA, 2005), ndo ocorreram
nos cafeeiros. Por outro lado, as alterac6es morfolégicas de raizes, também atribuidas a
deficiéncia de Cu (YRUELA, 2005), ocorreram em cafeeiros como uma discreta
reducdo do desenvolvimento do sistema radicular, mas sem nenhuma alteraca» prévia
perceptivel na anatomia das raizes. Porém, as alterac6es que ocorreram na ultraestrutura
dos cloroplastos dos cafeeiros, como alteracdo nos tilacoides e aumento do numero de
plastoglébulos, merecem destaque. Essas alteracdes, inevitavelmente, se relacionam
com a fotossintese e, portanto, sdo precursoras de uma cascata de eventos que levarian
as alteracdes anatdomicas e morfologicas tipicas da parte aérea.

Os sintomas mais caracteristicos do excesso de Cu na parte aérea
sdo inibicdo do crescimento, reducdo da biomassa, ocorréncia de areas cloréticas,
degradacdo de tilacoides e aumento do numero e tamanho de plastoglébulos dos
cloroplastos, entre outros (YRUELA, 2005). Assim como na condi¢do de deficiéncia de
Cu, o excesso desse nutriente ndo causou alteracdes anatbmicas e morfolégicas
conspicuas em cafeeiros, mas sim alteracdes ultraestruturais nos cloroplastos, que
poderiam desencadear os demais sintomas. Portanto, as altera¢gOes ultraestruturais dos
cloroplastos de cafeeiros submetidos a deficiéncia e ao excesso de Cu sdo muito
relevantes, tanto por se relacionarem a depreciacdo do processo fotossintético, mas
também por apontarem a origem dos danos, ou seja, a acdo direta do Cu no
aparelho fotossintético. Considerando outras culturas economicamente importantes,
verifica-se que o excesso de Cu causa reducgdo na taxa fotossintética liquida (LIDON et
al., 1993), reducao da producéo e inibicao do crescimento em arroz (XU et al., 2006),
inibicdo no crescimento de raizes em soja (LIN; CHEN; LIU, 2005), e reducao
da producéo de folhas e raizes em milho (MOCQUOT et al., 1996).

As raizes sao consideradas sitios de acumulo de Cu em condicdes

de excesso do nutriente no meio externo (MARSCHNER, 2012) e, em cafeeiros, 0
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acumulo de Cu nas raizes ocorreu em concentragdes muito acima do intervalo
considerado téxico para as plantas (20-30 mé§ &g, MARSCHNER, 2012). Devido

ao acumulo na raiz, o Cu poderia ser pouco translocado para a parte aérea,aglter evit

0 aparecimento de sintomas mais intensos de toxidez durante o periodo experimental. O
maior acumulo de Cu em raizes, comparado as folhas, também é relatZda erays

apos 60 dias de exposicdo aos tratamentos, porém, a toxidez de Cu resultou
em alteracbes  morfoldgicas, fisiologicas e  ultraestruturais das raizes
(OUZOUNIDOU et al., 1995). Apesar disso, nos cafeeiros submetidos ao excesso de
Cu, ndo ocorreu inibicdo do crescimento das raizes ou outra altera¢éo aparente.

Ocorreu alteracdo dos teores de Zn, Mn e S nas folhas de
cafeeiros submetidos a diferentes doses de Cu, com efeito antagdnico em relacdo ao Zn
e ao Mn. O Zn e o Cu podem competir pelo mesmo transportador da membrana celular
(BOWEN, 1969), o que justificaria a relagdo antagbnica entre esses nutrientes
observada em cafeeiros. A acdo antagonica (KABATA-PENDIAS, 2010) e a acao
sinérgica (BARKER; PILBEAM, 2007) entre Cu e Mn ja foram descritas. Em cafeeiros,

0 aumento da concentracdo de Cu na solug¢do nutritiva levou a reducédo do teor de
Mn nas plantas, portanto, estabelecendo relagdo antagbnica entre esses nutrientes.
Apenas pequenas concentragbes de Cu favoreceram a absor¢do do S, enquanto
concentragdes um pouco mais elevadas de Cu desfavoreceram a absorcdo do S. De
qualquer forma, a relacéo entre Cu e S ainda é pouco entendida. Apesar das condi¢cdes
experimentais impostas, o estado nutricional dos cafeeiros foi satisfatério em todos
os tratamentos, com teores préximos aos das faixas criticas descritas para cafeeiros
(MARTINEZ et al., 2003).

O Cu é considerado pouco mével na planta e, em condi¢des de deficiéncia,
0s sintomas aparecem primeiro nas folhas jovens e, sO posteriormente, ocorrem nas
folhas mais velhas, que permanecem saudaveis e com concentragcdes de Cu
relativamente altas por mais tempo (LONERAGAN et al., 1980). Surpreendentemente,
as folhas mais jovens dos cafeeiros apresentaram concentracfes de Cu superiores as
folhas maduras, sob as diferentes doses de Cu. Esse fato indica a possibilidade de
alguma forma de translocacdo de Cu na planta, e o retardo do aparecimento de sintomas

nas folhas mais jovens.
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Durante o periodo experimental de 90 dias, sintomas mais evidentes
da deficiéncia e do excesso de Cu em cafeeiros ndo foram observados, porém, em
experimentos com outras espécies, capoimum vulgardPANOU-FILATHEOU et
al., 2001) eZzea maygOUZOUNIDOU et al., 1995), ocorreram sintomas caracteristicos
da toxidez ou da deficiéncia em periodos bem mais curtos. Deve-se considerar, também,
que as exigéncias nutricionais e o potencial de acumulo de Cu nos diferentes 6rgéos
antes e depois da aplicacdo dos tratamentos, provavelmente, variam entre espécies. Por
outro lado, os 90 dias de conducdo do experimento com cafeeiros submetidos a
diferentes doses de Cu j& permitiram a observacdo de diversos eventos relacionados
a dindmica de acumulo e translocagdo do nutriente na planta, além das primeiras
alteracbes ultraestruturais. Portanto, a prolongacdo do periodo experimental,
provavelmente, possibilitaria a observacdo de sintomas mais conspicuos, mas pouca

informacé&o seria acrescentada no aspecto da dinamica do Cu na planta.

5. CONCLUSAO

7

A alteracdo dos cloroplastos € o principal sintoma ultraestrutural da
deficiéncia ou do excesso de Cu em folhas de cafeeiros, o que reforca a importancia
desse nutriente no processo fotossintético. Porém, o atraso no surgimento de sintomas
morfoanatdmicos da deficiéncia e do excesso de Cu em cafeeiros pode ser consequéncia
do acumulo deste nutriente na planta, antes da instalacdo do experimento, e da
retranslocacdo das folhas mais velhas para as folhas mais novas em cafeeiros

submetidos ao excesso de Cu.

61



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Barker AV, Pilbeam DJ. 2007.Handbook of Plant NutritionBoca Raton, FL, USA:
Taylor & Francis Group.

Bowen JE. 1969Absorption of copper, zinc, and manganese by sugarcane leaf tissue.
Plant Physiology4: 255-261.

Jensen WA. 1962Botanical Histochemistry: Principles and Practican Francisco:
W.H. Freeman.

Kabata-Pendias A. 2010Trace Elements in Soil and Plantthedn. Boca Raton, FL
CRC Press.

Lidon FC, Ramalho JC, Henriques FS. 1993Copper inhibition of rice
photosynthesislournal of Plant Physiolog$42 12-17.

Lin CC, Chen LM, Liu ZH. 2005. Rapid effect of copper on lignin biosynthesis in
soybean rootlant Sciencd 68 855-861.

Loneragan JF, Snowball K, Robson AD. 1980Copper supply in relation to content
and redistribution of copper among organs of the wheat flanals of Botany
45:621-632.

Malavolta E, Haag HP, Johnson M. 1961Estudos sobre a alimenta¢do mineral do
cafeeiro. VI Efeitos das deficiéncias de micronutriente€effea arabical..
var. Mundo Novo cultivado e m solucéo nutritianais da Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiro8: 147-167.

Marschner H. 2012.Mineral Nutrition of Higher Plants3th edn. London: Academic
Press.

Martinez HEP, Menezes JFS, Souza RB, Venegas VHA, Guimaraes PTG. 2003.
Faixas criticas de concentracdes de nutrientes e avaliagdo do estado nutricional
de cafeeiros em quatro regides de Minas Gdpaisquisa Agropecuaria
Brasileira38: 703-713.

Ouzounidou G, Ciamporova M, Moustakas M, Karataglis S. 1995Responses of
maize(ZeamaysL.) plants to copper stressl. growth, mineral content and
ultrastructure of root€£nvironmental and Experimental BotaBy. 167-176.

Panou-Filatheou H, Bosabalidis AM, Karaglis S. 2001Effects of copper toxicity on

leaves of oregand)figanum vulgaresubsphirtum). Annals of Botany8:
207-214.

62



Reynolds ES. 1963The use of lead citrate at high pH as an eletron-opaque stain in
electronmicroscopylournal of Cell Biologyl.7: 208-212.

Sonmez S, Kaplan M, Sonmez NK, Kaya H, Uz I. 2006ligh level of copper
application to soil and leaves reduce the growth and yield of tomato plants.
Scientia Agricole3: 213-218.

Spurr AR. 1969. A low-viscosity epoxy resin embedding medium for electron
microscopy.Journal of Ultrastructure Resear@®6: 31-43.

Wolf B. 1974.Improvents in the azomethine-H method for determination of boron.
Communications in Soil Science and Plant Analysi9-44.

Xu J, Yang L, Wang Z, Dong G, Huang J, Wang Y. 2006l oxicity of copper on rice
growth and accumulation of copper in rice grain in copper contaminated soil.
Chemospheré2: 602-607.

Yruela I. 2005. Copper in plantBrazilian Journal of Plant Physiology7: 145-156.

63



ANEXO A

Concentragdo de Cu na solugdo nutritiva (umol L)
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Equacdes de regressado ajustadas da espessura da epiderme da face ddaiéhlda dolha, espessura

do parénquima palicadico e lacunpsspessura do mesofilo, espessura total da folha e numero de
estdmatos em folhas de cafeeiros submetidos a doses ,deof@uos respectivos coeficientes de
determinago.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa se prop6s, como objetivo geral, avaliar e interpi®tar
possiveis alteracdes morfoanatbmicas e ultraestruturais em folhas, caules e raizes de
cafeeiros C. arabical.) em estadio vegetativo submetidos a deficiénc@ excesso
de B e Cu, em sistema hidrop6nico, e o estado nutricional das plantas nessas condic¢oes.
Com a metodologia empregada foi possivel alcancar resultados capazes de responder as
guestdes levantadas anteriormente a execucao dos experimentos:

e Quais alteracdes morfoanatdmicas e ultraestruturais qualitagjvas
guantitativas ocorrem em raizes, caules e folhas de cafeeiro submetidos a deficiéncia e
ao excesso de B e Cu?

¢ Qual a sequéncia e o significado fisiologico dessas alteracdes em plantas
submetidas a deficiéncia e ao excesso de B e Cu?

¢ O gue é mais prejudicial para o cafeeiro, a deficiéncia ou o excesso de B e
Cu?

Andlises complementares poderiam esclarecer ainda mais os efeitos da
deficiéncia e do excesso de B sobre as caracteristicas morfoanatémicas e ultraestruturais
de cafeeiros. Dentre elas, citam-se:

¢ Analisar ultraestruturalmente os meristemas apicais de caule e primérdios
foliares para observar o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico em diferentes
situacdes, pois sdo esses conjuntos de organelas que estao relacionados com a sintese d
pectina;

e Analisar alteragbes ultraestruturais no floema da regido da nervura
principal para descobrir se o transporte € dificultado ou favorecido na deficiéncia de B;

e Analisar alteracdes ultraestruturais no apice radicular para observar o

complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico em diferentes situacées.
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