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RESUMO

MATTIELLO, Edson Marcio, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
agosto de 2004. Estado nutricional e aspectos fisiologicos e
anatomicos em milho sob omissdo de micronutrientes catidnicos.
Orientador: Hugo Alberto Ruiz. Conselheiros: Julio César Lima Neves
e Marilia Contin Ventrella.

Com o objetivo de caracterizar e diagnosticar a deficiéncia de
micronutrientes catiénicos, foram realizados quatro ensaios independentes,
cultivando plantas de milho em solucdes nutritivas com restricdes de
ferro, cobre, manganés ou zinco. Foram avaliados aspectos fisiol dgicos,
anatomicos e teores foliares nas plantas em diferentes tempos de omissdo
desses micronutrientes. No estudo fisiolégico foram quantificadas as
trocas gasosas e a fluorescéncia da clorofila. O estudo anatémico foi feito
na regido mediana da lamina foliar, montando-se |aminas a partir de
material incluido em historresina ou com impressao da epiderme com cola
instantanea. Foi evidenciada a producdo de amido na bainha do feixe
vascular e, como coloragao de contraste, foi utilizado o azul-de-toluidina.
Foram obtidas imagens digitalizadas por meio de fotomicroscopio, sendo

a proporcéo dos diferentes tecidos quantificada pelo software Image Pro-
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Plus. O mesmo software foi utilizado para quantificar a producdo de
amido. Os teores foliares de ferro, cobre, manganés e zinco foram
determinados por meio de espectrofotbmetro de emissdo Optica com
plasma acoplado por inducdo. Todas as caracteristicas foram avaliadas na
segunda folha acima da ultima com ligula visivel. Os sintomas visuais da
deficiéncia nutricional surgiram aos 5, 12 e 16 dias, nos ensaios com
ferro, manganés e zinco, respectivamente. No ensaio com cobre ndo foram
observados sintomas visuais de deficiéncia até o vigésimo segundo dia. A
deficiéncia de ferro, cobre, manganés e zinco promoveu reducdo na taxa
de assimilacdo de CO, e na producdo de amido, porém apenas a
deficiéncia de manganés e de zinco afetou o crescimento da planta. A
deficiéncia de ferro afetou etapas iniciais da fase fotoquimica,
principalmente a absorcdo e transferéncia de energia pelo complexo
coletor. O estudo anatdbmico mostrou que as deficiéncias de manganés e
zinco foram as que promoveram maiores alteragoes nas proporgdes dos
tecidos, com menor efeito para o ensaio com ferro e cobre. Em todos os
ensaios, os teores foliares apresentaram redugcbes com o tempo de
omissdo; no entanto, no ensaio com ferro, houve tendéncia de estabilidade
com o tempo de omissdo, principalmente apds o aparecimento dos
sintomas visuais. A induc&o da deficiéncia levou a diminui¢do dos teores
foliares na ordem de cobre > zinco = manganés > ferro. O teor de ferro na
folha do milho mostrou-se ineficiente no diagnéstico do estado nutricional
deste nutriente. Mesmo com reducdes acentuadas nos teores de cobre, ndo

foi verificado efeito sobre o crescimento da planta ou estresse nutricional.



ABSTRACT

MATTIELLO, Edson Marcio, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
August 2004. Nutritional status and physiological and anatomical
aspects in maize under cationic micronutrient Omission. Adviser:
Hugo Alberto Ruiz. Committee Members: Jilio César Lima Neves and
Marilia Contin Ventrella.

In order to characterize and diagnose the deficiency of cationic
micronutrients, four independent experiments were carried out with maize
plants cultivated in nutritive solutions with iron, copper, manganese or
zinc omission. Physiological and anatomical aspects and leaf
micronutrient content were evaluated at different times of omission of
these nutrients. In the physiological study, gaseous exchanges and
chlorophyll fluorescence were quantified. The anatomical study was
conducted in the median region of the leaf blade, with glass slides being
assembled from material embedded in Historesin or epidermis print with
instant glue. Starch production was determined in the sheath of the
vascular bundle with toluidine blue being used as contrast dye. Digital
images were obtained with a photomicroscope, with the proportion of the

different tissues being quantified with the software Image Pro-Plus, which



was also used to estimate starch production. iron, copper, manganese and
zinc leaf contents were determined in a optical emission inductive-
coupled plasma spectrophotometer (ICP-OES). All the characteristics
evaluated were studied in the second leaf above the last with visible
ligule. The visual symptoms of nutritional deficiency were observed on
days 5, 12 and 16, in the iron, manganese, and zinc experiments,
respectively. No visual symptoms of deficiency were observed in the
copper experiment until day 22. lron, copper, manganese and zinc
deficiency decreased the CO, assimilation rate and starch production, but
only manganese and zinc deficiency affected plant growth. Fe deficiency
affected the initial stages of the photochemical phase, mainly the
absorption and transference of energy. The anatomical study showed that
manganese and zinc deficiencies promoted the highest alterations in the
tissue proportions, with a smaller effect being observed on the iron and
copper experiments. In all the experiments, the leaf content of
micronutrient decreased along the omission time; however, in the iron
experiment there was a tendency for stabilization with omission time,
mainly after the appearance of deficiency symptoms. Induced deficiency
led to a decrease in the leaf contents in the following order:
copper > zinc = manganese > iron. lron content in maize leaf was shown
to be inefficient in diagnosing the nutritional status of this nutrient. Even
with pronounced copper content reductions, no effect on plant growth or

nutritional stress was verified.
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1. INTRODUCAO

Os micronutrientes tém sido, em muitos casos, limitantes para a
produtividade das culturas. As freglentes observacdes de sintomas visuais
de deficiéncia em areas de producdo agricola, principaimente em
condic¢des de alta produtividade, refletem a diminuic&o da reserva do solo
ao longo dos anos de cultivo, conseqiéncia da maior exportacdo desses
micronutrientes na parte colhida e também das perdas por lixiviacao.
Além disso, a prética da calagem nestas éreas de cultivo tem acentuado o
problema de deficiéncia de micronutrientes catidonicos em plantas
cultivadas. 1sso, juntamente com a evolugéo de equipamentos e melhoria
de métodos de determinacao, tem estimulado maior interesse na pesquisa
com esses elementos.

A diagnose do estado nutricional das plantas € de grande
importancia para a produtividade das culturas e a qualidade dos alimentos
produzidos. Diversos procedimentos podem ser utilizados na avaliagéo do
estado nutricional das plantas, sendo mais freqguentes a diagnose visual, a
analise do teor do nutriente em tecidos vegetais, a andlise da seiva, 0s

testes bioquimicos e o teor de clorofila na folha. Mesmo sem observacéo



de sintomas visuais, a caréncia dos nutrientes pode afetar a produtividade
das culturas e a qualidade dos alimentos. Assim, métodos diagndsticos
gue detectem precocemente a caréncia nutricional sdo desafios para a
pesquisa. Certamente, a disponibilidade de informacbes de diferentes
métodos leva a um diagndstico mais preciso e seguro do estado
nutricional das plantas.

Em se tratando dos micronutrientes, o diagnostico das deficiéncias
nutricionais a eles relacionadas ainda ndo é satisfatorio. Assim, por
exemplo, a analise de tecidos vegetais, empregada com frequéncia,
apresenta dificuldades quanto a interpretacdo dos resultados obtidos. Em
muitos casos, 0s teores totais dos nutrientes, principalmente dos
micronutrientes, ndo refletem o estado nutricional das plantas,
verificando-se auséncia de correlagdo entre a concentragcdo em tecido e 0
crescimento e/ou a producéo vegetal. Também as implicacdes fisiol 6gicas,
as diferencgas varietais, as formas totais e ativas e as interagdes com outros
elementos séo alguns exemplos dessas dificuldades. Estudos que associem
aspectos visuais, fisiologicos, anatdbmicos e concentracdo do nutriente nos
tecidos vegetais sdo escassos, podendo ser de fundamental importancia
para a caracterizacéo e o diagnostico do estado nutricional das plantas.

Neste trabalho, objetivou-se avaliar aspectos visuais, anatdémicos,
fisiol6gicos e a concentracdo de nutrientes em plantas de milho cultivadas

em solugdo nutritiva com restricdo de ferro, zinco, cobre ou manganés.



2. REVISAO DE LITERATURA

Nutrientes sdo elementos de especifica e essencial funcéo
fisiol6égica no metabolismo de plantas (Epstein, 1965; Marschner, 1995).
Comparados com 0s macronutrientes, os micronutrientes sdo requeridos
em peguenas quantidades e, de modo geral, participam como constituintes
de grupos prostéticos em complexos metal-proteinas e como ativadores de
numerosas reacdes enzimaticas. Como constituintes de grupos prostéticos,
0S micronutrientes catalisam reacfes redox de transferéncia de elétrons,
formam complexos enzima-substrato e promovem a mudanca da

configuragdo molecular de proteinas.

2.1. Ferro

O ferro é constituinte de vérias proteinas do tipo heme, presentes
nos citocromos, nas catalases e nas peroxidases, sendo a atividade da
catalase em folhas um bom indicador do status nutricional deste nutriente
(Marschner, 1995). A catalase facilita a desmutagédo da H,O, em H,0 e

O,, evitando a toxidade de radicais livres do oxigénio, enquanto a



peroxidase catalisa processos oxidativos usando H,O,. O ferro esta
presente na leg-hemoglobina, exercendo a funcé&o de controle de O, em
nédulos radiculares de leguminosas. E constituinte de certas proteinas
contendo enxofre, como a ferrodoxina, que atua no transporte de elétrons
em varios processos metabolicos. Participa, também, das etapas de reducéo
do SO,~ a SO5™ e do ciclo dos acidos carboxilicos (Marschner, 1995).

Durante o transporte de elétrons na membrana dos tilacoides dos
cloroplastos, no processo fotossintético, o ferro participa de grupos heme
e proteinas contendo enxofre e ferro. A deficiéncia de ferro promove uma
diminuicdo acentuada na concentracdo de clorofila e outros pigmentos
fotossintetizantes (caroteno e xantofila), bem como a diminuicdo no
transporte de elétrons dos fotossistemas | e 1. Isso indica que a deficiéncia
nutricional afeta, primariamente, a funcéo dos cloroplastos, mais que a
estrutura e a funcéo das mitocondrias (Pushnik & Miller, 1989).

A deficiéncia de ferro, normalmente, ndo afeta o crescimento da
folha, o nimero de células por unidade de &rea foliar ou 0 nimero de
cloroplastos por célula. No entanto, tem-se observado diminuicdo no
volume e na concentracéo de proteinas dos cloroplastos (Terry & Abadia,
1986). Baixas concentracdes de carboidratos em plantas deficientes em
ferro ndo sdo, geralmente, expressdo do limite da capacidade enzimatica
para fixacdo e reducdo de CO,, mas sim da diminuicdo do transporte de
elétrons durante a fotossintese (Terry & Abadia, 1986).

A inibicdo da sintese de proteinas distintas dos tilacoides, em
condicdes de deficiéncia de ferro, provavelmente é resultado da diminuicao
de RNA ribossdmico e mensageiro nos cloroplastos. Aproximadamente
80% do ferro localizado nas folhas encontra-se nos cloroplastos (Terry &
Abadia, 1986). A concentracdo e a composicdo de lipidios nos tilacéides,
em particular os galactolipidios, sdo afetadas pela deficiéncia (Nishio et
al., 1985). Mudancas na matriz lipidica dos tilacéides podem ser

alteracBes iniciais associadas a deficiéncia de ferro (Abadia et al., 1988).



Os sintomas visuais da deficiéncia de ferro, em milho, iniciam-se
com cloroses internervais em toda a extensdo da lamina foliar,
permanecendo verdes apenas as nervuras. Devido a remobilizagdo
limitada de ferro, a clorose induzida pela deficiéncia aparece,
preferencialmente, em folhas mais novas (Dechen et al., 1991).

2.2. Cobre

O cobre desempenha papel importante em diversos processos
fisiologicos, como fotossintese, respiracéo, distribuicdo de carboidratos,
fixac&o e reducdo do nitrogénio, metabolismo de proteinas e formacéo de
paredes celulares. Controla também as relagBes hidricas nos vasos do
xilema (Dechen et al., 1991).

A deficiéncia de cobre resulta em mudancas na composicao lipidica
da membrana do tilacdide, em particular nos polipeptideos, afetando a
eficiéncia da plastoquinona na transferéncia de elétrons entre o0s
fotossistemas (Ayala & Sandmann, 1988).

O principal fator para a baixa producéo de matéria seca em plantas
deficientes em cobre, durante a fase vegetativa, € a diminuicdo no
transporte de elétrons (Botrill et al., 1970; Mizumo et al., 1982).

O acumulo de compostos fendlicos e a diminuicdo da lignificacéo
ocorrem em funcdo da reducdo das atividades das enzimas fenolase e
lacase, mesmo com moderada deficiéncia de cobre (Marziah & Lam,
1987). Os compostos fendlicos inibem a atividade do &cido indol acético
oxidase (AlA oxidase), aumentando a concentragao do AlA, podendo ser a
causa do atraso na floragdo e senescéncia observadas em plantas
deficientes em cobre (Robson et al., 1982). Em geral, a deficiéncia de
cobre deprime o desenvolvimento reprodutivo mais que o vegetativo.
Além da inviabilidade do pdlen, outras causas da macho-esterilidade
podem estar envolvidas, como a falta de rigidez do pdélen e o néo-
desprendimento dos estames, em resposta a diminuicdo da lignificacdo da
parede celular da antera (Romheld & Marschner, 1991).



Em milho, o sintoma inicial da deficiéncia de cobre é o
amarel ecimento das folhas novas logo que comecam a se desenrolar e, em
seguida, o encurvamento das pontas com sinais de necrose. As folhas
tornam-se amarelas, com faixas semelhantes as provocadas pela caréncia
de ferro. As margens apresentam-se necrosadas € 0 colmo macio,
dobrando-se com facilidade. Os sintomas sdo mais evidentes em tecidos
jovens de parte aérea, consequéncia da baixa redistribuicdo de cobre no

floema de plantas deficientes (Loneragan, 1981).

2.3. Manganés

O manganés desempenha func¢des importantes no metabolismo da
planta, associadas com a ativacdo de enzimas, a participacdo na reacdo de
fotélise da agua e a evolucdo do oxigénio no sistema fotossintético.
Também tem participacdo na sintese da clorofila, na multiplicacéo e
funcionamento dos cloroplastos e no metabolismo do nitrogénio e de
compostos ciclicos, como precursor de aminoacidos, horménios,
compostos fendlicos e ligninas (Romheld & Marschner, 1991).

O teor de carboidratos soluveis é reduzido na deficiéncia de
manganés, particularmente nas raizes, devido, principalmente, a inibicao
da fotossintese (Brown et al., 1984). A exigéncia de Mn por enzimas para
sintese de carboidratos ndo é claramente identificada em plantas C3. Em
plantas C4 atua em, pelo menos, duas enzimas. a nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD) e a fosfoenolpiruvato carboxiquinase. Essas enzimas
tém uma exigéncia absoluta por Mn, que ndo pode ser substituido por
magnésio (Rémheld & Marschner, 1991).

A deficiéncia de manganés promove uma inibicéo na biossintese de
lipidios e carotendides e uma progressiva desorganizacdo da estrutura
lamelar nos cloroplastos. A divisdo celular é reduzida, e mais

drasticamente o alongamento da célula, sendo este efeito em parte



indireto, devido a reducdo no suprimento de carboidratos e a reducéo de
AlA (Neumann & Steward, 1968). Em plantas deficientes em Mn, ocorre
menor concentracdo de metabdlitos (aminoacidos, compostos fendlicos,
lignina, flavondides e AlA), causando decréscimo na resisténcia a doencas
(Burnell, 1988).

A mobilidade do Mn no interior da planta é baixa, sem indicios de
translocacdo; por essa razdo, os sintomas de deficiéncia surgem
primeiramente nas folhas jovens (Camargo & Silva, 1990). O aspecto
visual inicial da deficiéncia de manganés em milho é a clorose internerval
das folhas mais novas. Em casos mais severos, aparecem faixas longas e
brancas no tecido foliar e os colmos apresentam-se finos. Aspectos
citolégicos da deficiéncia de manganés evidenciam cloroplastos
vacuolados e, com relacdo aos aspectos quimicos, observa-se reducéo no
teor de amido (Malavolta et al., 1997).

2.4. Zinco

A deficiéncia de zinco € uma das mais freglentes na agricultura,
podendo afetar significativamente a produgcdo das culturas. Entre as
adubacBes com micronutrientes nos solos brasileiros, a de zinco é a que
proporciona as maiores respostas na producéo de graos em milho (Galrao
& Mesquita Filho, 1981).

O zinco tem sido identificado em mais de 70 metalproteinas
funcionais. E um componente e ativador enzimético, com destaque para as
desidrogenases (alcodlica, glutamica e latica), sintetases, carboxilases e
isomerases (Faquin, 1997). Na planta, o zinco exerce fungéo de co-fator
funcional, estrutural e regulatério de grande numero de enzimas,
formando complexos de alta estabilidade com radicais de grupos polares
contendo O, N e S (Williams, 1989).



A concentracao de carboidratos, em folhas de plantas deficientes em
zinco, € inalterada ou aumentada (Marschner & Cakmak, 1989). Excrecédo
de acUcares na superficie foliar pode ser observada em situacdes de
extrema deficiéncia de zinco. Portanto, o efeito no metabolismo de
carboidratos ndo €, primariamente, responsavel pelo retardamento do
crescimento e pelos sintomas visuais da deficiéncia de zinco (Marschner,
1995). Outros mecanismos podem estar envolvidos, como, por exemplo,
alteracGes na alcool dehidrogenase, que catalisa a reducéo do acetaldeido
para etanol.

A concentragcdo de proteinas em plantas deficientes em zinco é
reduzida, ocorrendo aumento na concentracdo de aminoacidos e amidas
(Cakmak et al., 1989). Essa inibicdo na sintese de proteinas é causada,
principalmente, pela reducdo na producdo de RNA, pela baixa atividade
da RNA polimerase (Soloiman & Wu, 1985), pela reducéo da integridade
estrutural dos ribossomos (Obata & Umebayshi, 1988) ou pela elevada
degradacdo do RNA (Cakmak et al., 1989).

O zinco desempenha papel importante na detoxicagéo de radicais
superéxidos, protegendo as membranas e proteinas contra a oxidagéo. A
atividade da superoxido-desmutase e da catalase é reduzida com a
deficiéncia de zinco. Elevados niveis de radicais livres de oxigénio
causam a destruicdo de acidos graxos insaturados e fosfolipideos nas
membranas, promovendo 0 vazamento de solutos como potéssio, acucares
e aminoé&cidos. Adicionalmente, o aumento da oxidacdo de lipidios em
folhas pode levar a degradacdo da clorofila e, também, a necroses e a
atrofia do crescimento, particularmente sob altas intensidades luminosas
(Marschner & Cakmak, 1989).

Plantas deficientes em zinco apresentam baixas concentracdes de
fito-hormoénios, particularmente AIA, decorrentes da sua degradacéo
oxidadativa. 1sso é resultado do aumento da atividade das peroxidases e

de radicais de oxigénio livre (Cakmak & Marschner, 1988) ou, ainda, da



diminuicdo da sintese deste fito-hormoénio. Altas concentragbes de
triptofano, em folhas jovens de plantas deficientes em zinco, indicam
diminuicdo na sintese de proteina e menor conversdo do triptofano para
AlA (Cakmak et al., 1989).

Os sintomas da deficiéncia de zinco em milho s&o faixas brancas ou
amareladas entre a nervura principal e as bordas, podendo progredir para
necrose e também adquirir tons arroxeados. As folhas novas tornam-se
esbranquicadas ou de cor amarelo-palida, ocorrendo, também, um

encurtamento dos internodios.

2.5. Fluorescéncia de clorofila

A reducdo da eficiéncia quantica do fotossistema Il (FS 1),
tradicionalmente conhecida como fotoinibicdo, pode ser facilmente
determinada por medidores de fluorescéncia da clorofila (Krause & Veis,
1991). A emissdo de fluorescéncia das clorofilas dos sistemas fotossintéticos
torna possivel a realizacdo de ensaios ndo-destrutivos para examinar 0s
eventos fotoquimicos da fotossintese e pode ser usada, efetivamente, para
monitorar as variacdes na atividade e organizacdo do aparelho
fotossintético, quando as plantas s8o expostas ao estresse ambiental
(Baker et al., 1983). Aproximadamente 2,5 a 5% da energia absorvida da
luz pelos pigmentos de clorofila sdo reemitidos do primeiro estado
excitado na forma de fluorescéncia (Bolhar & Oquist, 1993). A Figural
representa a curva da fluorescéncia da clorofila relacionada com as
reacOes da cadeia de transporte de elétrons. A fluorescéncia inicial (Fo),
em folhas previamente adaptadas a auséncia de luz, representa a intensidade
da fluorescéncia quando as moléculas de quinona A (Qa) encontram-se
totalmente oxidadas. O aumento de F, parece estar associado a reducdo na
eficiéncia de captura e transferéncia de energia pelo complexo coletor de

luz do aparato fotossintético (Krause & Weis, 1991).
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A reducéo parcial de Qa, apos a iluminacao, resulta no aumento da
intensidade da fluorescéncia, que chega ao nivel F, (fluorescéncia
maxima) quando o centro de reagdo encontra-se bloqueado (todas as
moléculas de Q, reduzidas). A diferenca F-F representa a fluorescéncia
variavel (F,). A razdo F,/F,, € um importante indicador do estado
funcional do aparato fotossintético, sendo uma estimativa da maxima
eficiéncia quéantica do FSIlI (Bjorkman & Demmig, 1987). Fatores
ambientais que resultam na diminuicdo da eficiéncia quantica do FSII
causam reducdo na razdo F,/F,, que, para a maioria das espécies,
encontra-se em torno de 0,832 + 0,0004, quando as condi¢des ambientais

sdo favoraveis (Bjérkman & Demmig, 1987).

2.6. Trocas gasosas

A nutricdo mineral influencia direta e indiretamente o metabolismo
do carbono, devido aos seus efeitos no desenvolvimento. Os efeitos
bioquimicos sobre a fotossintese e a respiracdo acontecem porque 0S
elementos minerais sGo0 componentes integrantes de enzimas e pigmentos
ou, ainda, ativadores diretos do processo fotossintético (Prado, 2000).

Adicionalmente, a nutricdo mineral afeta as trocas gasosas por meio
dos efeitos sobre o crescimento, o tamanho e a espessura das folhas e,
sobretudo, no tempo de duragéo dos orgéaos fotossintéticos (Prado, 2000).

Medic¢Oes diretas da assimilagcdo de CO, sdo vantajosas por se tratar
de método instantdneo e ndo-destrutivo. Além disso, possibilita a
quantificacdo da assimilagdo de CO, em diferentes 6rgéos fotossintetizantes
da planta, expressando valores de fotossintese liquida.

O analisador portatil de gases no infravermelho (IRGA) tem sido
utilizado na medicéo de trocas gasosas diretamente no campo, em casa de

vegetacdo ou em camaras de crescimento (Long & Hallgren, 1993).
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2.7. Anatomia e nutricédo de plantas

A disponibilidade de nutrientes tem sido um dos principais fatores
que afetam o crescimento e o desenvolvimento normal das plantas. Plantas
carentes em um ou mais nutrientes apresentam sintomas especificos, que
se manifestam, principalmente, em folhas, como clorose e amarelecimento
provocado pela reducao dos teores de clorofila. Geralmente o crescimento
éreduzido, a area foliar € menor e a espessura da folha é afetada, podendo
ocorrer modificagdes importantes nos tecidos.

Diversos autores tém observado modificacdes anatdémicas das folhas
e de outros 6rgéos, relacionadas a deficiéncia nutricional. Bussler (1981)
conclui que a deficiéncia de cobre em eucalipto pode ser diagnosticada
por meio de teste para lignina na parede celular, visto a importancia deste
nutriente na fenolase, enzima responsavel pela sintese da lignina. Van
Arendonk et al. (1997), trabalhando com diversas espécies de gramineas
do leste europeu, observaram que a deficiéncia de nitrogénio promove
uma compactacao celular, aumentando a massa especifica da folha; além
disso, aumenta a proporcdo de tecidos esclerenquiméticos e diminui o
volume das células epidérmicas.

Dickison (2000), numa revisdo sobre alteragcbes anatbmicas
relacionadas a deficiéncia nutricional, relata que plantas crescendo em
ambientes pobres em nitrogénio apresentam folhas com alta densidade de
tricomas, cuticula espessa, alta proporcdo de tecidos vasculares e
esclerenquiméticos. Baixa concentracéo de potéssio no tecido afeta a expanséo
celular, promovendo maior compactacdo dos tecidos. Essa resposta esta
associada a reducdo na espessura da folha, degradacdo de cloroplastos e
deformacdo na ultra-estraestrutra da célula. A deficiéncia de um ou mais
micronutrientes (cobre, zinco, manganés), produz, de modo geral, nanismo,
bem como mudancas especificas na estrutura da folha, com alteracdes na
coloracéo, podendo desenvolver necrose. Deficiéncia de boro em eucalipto
tem apresentado injdrias no meristema trés a quatro dias apés a inducdo da

deficiéncia, enquanto os aspectos visuais da planta apresentam-se normais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e condicOes experimentais

Sementes de milho (Zea mays), hibridas (BRS 1010), foram
germinadas em estufa a 27 °C, utilizando-se papel germitest previamente
umedecido. Apds cinco dias, as plantulas foram transferidas para casa de
vegetacdo e colocadas em recipientes de plastico com capacidade de
1,5L, contendo solugcdo nutritiva especifica para milho (Ruiz, 1997)
(Quadro 1). Foi utilizada agua deionizada com condutividade elétrica
inferior a3 uS m para o preparo das solugdes nutritivas. Os ensaios foram
conduzidos no periodo de janeiro a fevereiro de 2004.

Foram induzidas deficiéncias de ferro, cobre, zinco ou manganés por
omissdao do nutriente em solugdo. Previamente, determinaram-se as
concentracdes dos micronutrientes em estudo, tanto na solucdo com
presenca quanto naquela caracterizada pela omisséo do nutriente
(Quadro 1). Os resultados mostraram contaminacdo na solucdo com
omissdo de zinco e cobre, especialmente deste ultimo elemento. As
plantas foram mantidas sob arejamento constante e o pH da solugdo
gjustado no intervalo de 5,2 a 5,5 com NaOH ou HCI. No decorrer do
ensaio, as plantas foram visualmente observadas, anotando-se o dia em
gue apresentaram os primeiros sintomas de deficiéncia.
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Quadro 1. Concentracéo de nutrientes na solucéo nutritiva especifica para
milho e concentracdo dos micronutrientes em estudo nas
solugbes com omissao do elemento

Soluco Solucdo com
Nutriente Fonte ¢ omisséo do
completa
elemento
Nitrogénio (mmol L™) 2,55
KNOs;
Potéassio (mmol L) 1,00
Fosforo (mmol L) NH,H,PO, 0,33
Célcio (mmol L™ Ca(NOs), 0,66
Magnésio (mmol L) 0,12
MgSO,
Enxofre (mmol L™ 0,12
Ferro (umol L™) Fe EDTA 66,59 0,00
Cobre (umol L™) CuSO, . 5H,0 0,58 0,12
Manganés (umol L™) MnCl,.4H,0 6,73 0,07
Zinco (umol L™) ZnS0,.7H,0 2,40 0,10
Boro (umol L™) H3BO;3 19,00
Molibdénio (umol Ll) NH4M 07024 . 4H20 0,09

Fonte: Ruiz (1997).

No ensaio com inducdo de deficiéncia de ferro, todas as plantas
foram mantidas, por trés dias, em solucdo nutritiva completa. No quarto
dia, uma unidade experimental de cada bloco recebeu a solugcédo nutritiva
sem ferro, mantendo-se o procedimento até completar nove periodos de
omissao do nutriente (Quadro 2). Para os demais micronutrientes, a
indugdo inicial da deficiéncia foi feita a partir do momento do
transplantio, sendo oito periodos de omissédo para o Mn e sete para o Cu e
Zn (Quadro 2).

Nos experimentos, independentes para cada nutriente, foi adotado

delineamento em blocos casualizados, com quatro repeticoes.
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Quadro 2. Periodos de omissdo de ferro, manganés, cobre ou zinco nos
ensai os com plantas de milho em solucé&o nutritiva

Periodo
Fe Cu Mn Zn

Tratamento

Coleta d
10

9 21
8 22 18 22
7 18 15 18
5 14 12 14
4 10 9 10
3 6

— 2 3
0 0

3.2. Estudo fisiologico

O estresse causado pela deficiéncia nutricional foi avaliado
utilizando-se um medidor de fluorescéncia de clorofila n&o-modulado
(Plant Efficiency Analyser-PEA, Hansatech, King’s Lynn, UK). Foram
quantificados valores de fluorescéncia minima (Fo), de fluorescéncia
méaxima (F,,) e da razdo F,/F,. Essas determinacGes foram realizadas na
segunda folha acima da ultima com ligula visivel, ao final do periodo
experimental, anteriormente a coleta das plantas.

Paralelamente, na mesma folha, foram medidas as trocas gasosas,
utilizando-se um analisador portatil de gases no infravermelho (IRGA, modelo
L1 6400, Licor, Nebraska, EUA). Nessas medidas, determinou-se a taxa de
assimilacéo de CO, (TA CO,), a condutancia estomatica (gs), a concentragéo

interna de CO, (¢;), a taxa de transpiracéo por unidade de area foliar (E), a
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concentragdo ambiente de CO, (c;) e arelagao entre a concentragdo internae a
concentracdo ambiente de CO,(ci/c,). As determinacgdes foram feitas sempre

no periodo compreendido entre oito e onze horas.

3.3. Estudo anatomico

Previamente a coleta das plantas, separou-se a segunda folha acima
da ultima com ligula visivel, para utilizacdo nos estudos anatémicos.
Foram retiradas amostras de aproximadamente 2 cm da regido mediana da
lamina foliar, compreendendo a nervura central, para a caracterizagdo
estrutural e histoquimica. O material utilizado no estudo anatémico foi
fixado em FAAg, (formol: &cido acético: élcool etilicosgy, na proporcéo
de 5: 5: 90) e estocado em etanol 70%. As amostras foram incluidas em
historresina (Historesin—Leica), de acordo com as recomendacdes do
fabricante e de Carmello-Guerreiro (1995).

O material emblocado foi cortado em micrétomo de avanco
automatico, com 8 um de espessura. As laminas com os cortes foram
submetidas ao teste de PAS (&cido periddico/reagente de Schiff), para
evidenciar amido (Maia, 1979), e ao reagente azul-de-toluidina, para as
avaliacgoes estruturais (O’'Brien & McCully, 1981) (Figura2). As laminas
foram montadas em resina sintética (Permount). Para a observacéo da
superficie foliar e contagem de estdmatos, nas faces adaxial e abaxial, foi
empregada a técnica de impressdo da epiderme com cola instantéanea
(Super Bonder®).

As imagens, correspondentes as secbes transversais da lamina
foliar, foram obtidas por meio de um microscopio de luz (Olympus AX70)
com sistema U-Photo, acoplado a uma filmadora e um microcomputador.

A producédo de amido foi quantificada com auxilio do software Image
Pro-Plus, a partir das imagens digitalizadas. Foi determinada a area com
reacdo positiva para amido em relacéo a area da bainha do feixe vascular,
juntamente com o feixe vascular. Para cada repeticao, foram avaliados

seis feixes de pequeno calibre da regido mediana da laminafoliar.
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Figura 2. Secéo transversal da folha do milho (Zea mays L.). A: corado
com reagente de Schiff; B: corado com azul-de-toluidina, a:
amido; ead: epiderme da face adaxial; eab: epiderme da face
abaxial; e: estdbmatos; px: protoxilema; mx: metaxilema; fl:
floema, fb: esclerénquima (fibras); bfv: bainha do feixe
vascular; fv: feixe vascular, pcl: parénquima clorofiliano; ei:
espaco intercelular.

A é&rea de cada tecido, assim como as medidas lineares, foram
quantificadas com o auxilio do software Image Pro-Plus, alimentado pelas
imagens digitalizadas. A partir da &rea total da secdo transversal (um?),
foram calculadas as percentagens de cada tecido, como: parénquima
clorofiliano, epiderme das faces adaxial e abaxial, bainha do feixe
vascular, feixe vascular, esclerénquima (fibras) e espacos intercelulares.
Também foram determinadas a distancia entre feixes (um) e a espessura
da lamina foliar (um). Para a contagem dos estdbmatos e o célculo de
densidade (n° estdmatos mm?), em ambas as faces da folha, foram

tomados cinco campos por repeticdo, utilizando camara clara.
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3.4. Caracteristicas fitotécnicas e teores foliares

As plantas foram coletadas ao final do periodo experimental, no
estadio vegetativo V5 (cinco folhas desenvolvidas) para o ensaio com
ferro e V7 (sete folhas desenvolvidas) para os demais micronutrientes em
estudo. Apos a colheita, determinou-se a altura das plantas submetidas a
omissdo de ferro e a producdo de matéria seca da parte aérea, nas
omissdes de cobre, manganés e zinco.

A porcdo da lamina foliar, ndo utilizada no estudo anatémico, foi
destinada as andlises quimicas. As amostras, com massa seca variando
entre 0,085 e 0,225¢g, foram submetidas a digestdo nitro-perclorica,
determinando-se os teores de ferro, cobre, manganés ou zinco, por meio
de espectrofotémetro de emissédo Optica com plasma acoplado por inducédo
(Perkin-Elmer, modelo Optima 3300 DV).

3.5. Analise dos resultados

A resposta a omissdo do nutriente foi avaliada pela observacdo dos
aspectos visuais, fisioldgicos e anatdbmicos e pela determinacéo dos teores
foliares.

Os resultados experimentais foram submetidos a analise de
variancia, ajustando-se equacdes de regressdo, considerando-se o tempo
de omissdo do nutriente em solucéo nutritiva como variavel independente.
Os modelos foram selecionados pela significancia dos coeficientes a 5%
de probabilidade pelo teste t.

Para comparar as modificacdes nas variaveis razdo F,/F, taxa de
assimilacdo de CO,, altura de planta ou matéria seca de parte aérea, teores
foliares e percentagem de amido, calcularam-se valores relativos,
atribuindo 100% a maior média ajustada de cada uma delas. Assim, foram
tracadas curvas de resposta ao tempo de omissdo do nutriente, com 0s

mesmos model os definidos anteriormente.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Ferro

O surgimento dos sintomas visuais da deficiéncia de ferro ocorreu
cinco dias apds a omissdo deste nutriente em solucédo nutritiva. As plantas
deficientes apresentaram cloroses internervais em folhas jovens,
permanecendo verdes apenas as nervuras.

Os valores médios da razéo F,/F, da taxa de assimilacdo de CO,,
da altura de planta, dos teores foliares e da percentagem de amido, com as
respectivas equacoes de regressdo, mostram a variacdo das caracteristicas
avaliadas com o tempo de omissdao de ferro em solugéo nutritiva
(Quadro 3). Pelas equacdes ajustadas, observa-se que a omissao de ferro,
no periodo estudado, ndo afetou o crescimento das plantas. Todas as
outras caracteristicas declinaram progressivamente com a deficiéncia
induzida do nutriente.

As equacbes apresentadas no Quadro 3 permitem estabelecer que o
aparecimento dos sintomas visuais da deficiéncia, ocorrido cinco dias
apos a omissdo de ferro em solucdo nutritiva, foi acompanhado por

reducdo de 13% narazéo F,/F,, de 9% na taxa de assimilacéo de CO, e de
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24% na percentagem de amido. Concomitantemente, o teor foliar
apresentou reducéo de 31%, em relacdo as plantas crescidas em solucédo
nutritiva completa (0 dia de omisséo). Como previamente indicado, a
altura das plantas ndo sofreu alteracdes no periodo estudado.

Na Figura 3 é mostrada a producdo de amido nas células da bainha
do feixe vascular da folha do milho, sob diferentes tempos de omissdo de

ferro em solucéo nutritiva, em resposta ao teste PAS.

Quadro 3. Valores médios da razéo F,/F,, da taxa de assimilagédo de CO,
(TA CO,), da altura das plantas de milho, do teor foliar de Fe e
da percentagem de amido e equacdes de regressao relacionando
essas variaveis com o tempo de omissdo de ferro na solucéo

nutritiva
Tempo de omisséo (d)
Variavel 0 2 3 4 5 7 8 9 10
Razdo F,/F, 0,761 0,750 0,762 0,714 0,658 0,570 0,476 0,449 0,335

TA CO, (umol m?2s%) 22,96 23,30 23,02 22,07 2066 17,50 18,54 16,81 20,62
Altura (cm planta’™) 58,33 50,83 58,50 54,67 5550 59,00 56,33 5500 51,00
Teor de Fe (mg kg ) 81,23 66,26 59,36 54,65 5583 5507 46,85 5455 58,71

Amido (um® pm™? x 100) 56 58 nd 47,53 nd 44,90 nd nd nd 29,05

Equacdes de regressao

Razéo F,/F, § = 0,765 + 0,00501 * x — 0,000476 * x 2 R? = 0,089
TA CO, (umol m2 sh)Y § = 23,219-0,0843¢ x 2 R®=0,918
Altura (cm planta’?) y =y =55,46

Teor de Fe (mg kg %)? ¥ =81,760-17,209* x> + 2,628 R® = 0,957
Amido (um? pm x 100) y =56,717—2,711* x R?=0,988

*: significativo a 5% de probabilidade pelo teste t.

Y Foi excluido no ajuste o valor determinado aos 10 d.

%/ Foram excluidos no ajuste os valores determinados aos 8 e 10 d.
nd: ndo determinado.
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Figura3. Detalhe da bainha do feixe vascular de folha de milho,
submetida ao teste PAS em diferentes tempos de omisséo de ferro
em solucéo nutritiva. A: O dig; B: 3 dias; C: 5dias; e D: 10 dias.

Os teores de ferro na folha apresentaram acentuado declinio nos
primeiros dias da omissdo, tendendo logo a estabilidade. Ao contrério, a
taxa de assimilacdo de CO, e a razéo F,/F,, decresceram lentamente na
fase inicial e marcadamente apos o quinto dia de omisséo, tempo no qual
foram observados os primeiros sintomas visuais (Figura 4).

As variagdes nos teores foliares e nas caracteristicas relacionadas a
fotossintese, como a TA CO,, a producdo de amido e a razdo F,/Fy,
antecederam o surgimento dos sintomas visuais da deficiéncia de ferro em
milho. Isso mostra o carater tardio do diagnostico visual.

Os dados obtidos sugerem a n&o-correlacdo entre o teor de ferro na
folha e a atividade fotossintética. Teores de ferro semelhantes corresponderam
a valores de fotossintese e niveis de estresse nutricional diferenciados,
indicando que o teor total de ferro na folha nao reflete o estado nutricional
das plantas de milho, sob o ponto de vista fisiol6gico ou bioguimico.

No momento do aparecimento dos sintomas visuais de deficiéncia,
os teores de ferro na folha (56 mg kg™') enquadraram-se na faixa de
suficiéncia para a cultura do milho (20-250 mg kg!) (Martinez et al.,
1999). Trabalhos mostrando que teores supostamente adequados de Fe na
planta ndo evitam, necessariamente, 0 aparecimento de sintomas de
deficiéncia séo frequentes na literatura (Menard, 1956; Hue & Nakamura,
1988). Isso sugere que o teor total de ferro n&o reflete seu estado

nutricional na planta (Pestana et al., 2003).

21



100

80
S
8
> 60
5
g
n
[}
5 40t
©
>
20 F
0 | | | | |
0 2 4 6 8 10

— — — Raz@o Fv/FMm —  — —. TA COp - Altura de planta

—— Teor foliar ——— Amido

Figura 4. Valores relativos da razdo F,/F,, da taxa de assimilacdo de CO,
(TA COy), da altura das plantas de milho, do teor foliar de Fe e
da percentagem de amido, considerando o tempo de omissdo de
ferro na solucdo nutritiva. O tragco ( | ) indica o tempo de
aparecimento do sintoma visual da deficiéncia.

Diversos autores tém relacionado o excesso de fdsforo na planta
com reacOes de inativagdo do Fe em diferentes compartimentos (Brown et
al., 1959; Welch, 1995; Hiradate. & Inoue, 1998). Kock (1955) mostrou
que folhas de feijoeiro, deficiente em Fe, apresentavam umarelacdo Fe/P
(mg kg/gkg') de 60 a 70, enquanto em folhas ndo-cloréticas essa
relacdo ficava em torno de 40 a 50. O autor concluiu que o teor de Fe total
nao seria indicativo da deficiéncia de Fe em plantas com o sintomas e
mostrou a importancia da relacdo Fe/P para o diagndstico dessa
deficiéncia. No presente trabalho, os teores de fosforo na folha

apresentaram-se aproximadamente constantes nos diferentes tempos de
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omissao do ferro. No entanto, as causas para a inativagéo e/ou a reduzida
biodisponibilidade do ferro na planta podem ser bem mais complexas,
visto que, em muitos casos, ndo existe relagcdo entre P e Fe.

A sintese e a distribuicdo de compostos organicos, principalmente
acidos organicos, também podem estar envolvidas com mecanismos de
disponibilidade e inativagdo de ferro. Diversos autores tém observado
aumento na concentracdo de acidos organicos em plantas deficientes em
ferro, principalmente acido citrico e acido malico (Landsberg, 1986;
Welkie & Miller, 1993; Schmidt, 1999). Contudo, estudos mais detalhados
dos acidos orgéanicos associados a técnicas de isotopos, entre outros, sdo
necessarios para maior entendimento da biodisponibilidade e inativacéo
do ferro na planta.

A razéo F,/F, apresentou reducdo mais acentuada com o avanco do
tempo de omissdo, evidenciando que a eficiéncia quantica do FS Il foi
afetada. A elevagéo do valor de Fy (Quadro 4) indica aumento da emisséo
de fluorescéncia pelos pigmentos fotossintetizantes e foi a principal causa
da diminuicdo da razdo F,/F,. Segundo Krause & Weis (1991), esse
aumento pode estar relacionado com a reducéo da capacidade de absorcédo
e da transferéncia de energia pelo complexo coletor. Os resultados obtidos
no ensaio com omissao de ferro sugerem que a deficiéncia deste nutriente
em milho limita etapas iniciais da fase fotoquimica da fotossintese.

A clorose observada nas folhas é indicio da reducdo da
concentracdo de clorofila. Aspectos qualitativos, como a redugcéo da
eficiéncia de absorcdo e a transferéncia de energia pelos pigmentos
fotossintetizantes, e aspectos quantitativos, como a reducdo da
concentracao de clorofila na folha com a deficiéncia de ferro, podem estar
envolvidos na menor eficiéncia quantica do FS Il. Estudos tém mostrado
gue a deficiéncia de ferro altera a proporcdo dos pigmentos relacionados a
fotossintese, principalmente clorofilas e carotenéides, com conseqiente
reducdo da absorbancia (Morales et al., 1991).
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Quadro 4. Valores médios da fluorescéncia minima (Fg), da fluorescéncia
maxima (F,), da condutancia estomatica (gs), da concentracao
interna de CO, (cj), da transpiragéo (E) e da relagdo entre a
concentracao interna e a concentragcdo ambiente de CO, (ci/c,),
considerando o tempo de omissdo de ferro na solug&o nutritiva

Tempo de omissdo (d)

Variavel
0 2 3 4 5 7 8 9 10
Fo (LV) 575 578 590 800 777 809 1061 1109 1161
Fm (LV) 2415 2310 2482 2722 2284 1981 2070 2010 1795

ds (Mol m2 st 0130 0120 0110 0093 0107 0130 0103 0107 0,103
¢ (umol mol™) 1999 1974 1997 2032 2158 2305 2294 2380 2183
E (mol m2s?) 1,897 1843 1,767 1810 1,823 1,840 1,757 1,650 1,457

cilcy 0,616 0,610 0,616 0,628 0,658 0,708 0,695 0,725 0,658

Os resultados da concentracdo interna de CO,, da condutancia
estomatica, da transpiracdo e da relacdo entre a concentracéo interna e a
ambiente de CO, (Quadro 4) mostram que a diminui¢cdo da fotossintese
nao foi limitada pelo suprimento de CO,. O efeito da deficiéncia de ferro
na fase fotoquimica da fotossintese, com consequente reducdo na
producdo de ATP e NADPH,, pode ser uma das principais causas da
reducdo da taxa de assimilacdo de CO, e da percentagem de amido
observadas (Figura4). Observa-se, em beterraba, que a deficiéncia de
ferro diminui a capacidade de carboxilacdo da ribulose 1,5-bifosfato
(RuBP), limitando, portanto, a fotossintese (Taylor & Terry, 1986;
Winder & Nishio, 1995). No entanto, a maior eficiéncia do milho (C4) na
fixagdo do carbono pode minimizar os efeitos da deficiéncia de ferro
sobre a RuBP, atribuindo maior importancia a fase fotoquimica. A
diminuic&o na fotossintese como consequéncia da deficiéncia de ferro tem
sido relatada em diversas culturas, como beterraba (Terry, 1983), soja
(Davis et al., 1986) e péssego (Pérez et al., 1995).
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Os resultados referentes ao estudo anatémico séo apresentados no
Quadro 5. As caracteristicas que apresentaram variacfes com o tempo de
omissao de ferro na solucéo nutritiva foram as proporcoes de feixe vascular
e de espaco intercelular. Foi observado acréscimo linear da proporcédo de
tecidos do feixe vascular com o prolongamento do Quadro de deficiéncia.
Também os espacos intercelulares apresentaram resposta, tendendo a uma
reducdo em estadios mais avancados da deficiéncia. Nao foram observadas
diferencas estatisticas nas distancias entre feixes, na espessura, nem na
densidade estomatica nas faces adaxial e abaxial dalamina foliar do milho
com o tempo de omisséo de ferro em solug&o nutritiva.

Apesar do efeito negativo da deficiéncia de ferro sobre a fotossintese,
as caracteristicas anatdmicas avaliadas mostram que a expanséo foliar ndo
foi afetada no periodo experimental adotado (Figura4 e Quadro 5). Esse
resultado coincide com o de Terry & Abadia (1986), 0os quais observaram
qgue a deficiéncia de ferro, de modo geral, ndo afeta o crescimento da
folha. Abbott (1967) salientou que a inibi¢cao da divisado celular ocorria
somente quando a deficiéncia tornava-se extremamente severa, provocando,
em consequéncia, diminuig&o do crescimento.

4.2. Cobre

As plantas de milho cultivadas em solugé&o nutritiva com restricéo
de cobre ndo manifestaram sintomas visuais de deficiéncia deste nutriente
durante o periodo experimental adotado.

Os valores médios da razéo F,/F, da taxa de assimilacdo de CO,,
da producéo de matéria seca da parte aérea das plantas de milho, do teor
foliar de Cu e da percentagem de amido, bem como as respectivas equacdes
de regressdes ajustadas, mostram o comportamento dessas caracteristicas
com o tempo de omissédo de cobre na solucao nutritiva (Quadro 6). Pelas
equacbes agjustadas, observa-se que a omissdo de cobre, no periodo
estudado, ndo afetou o crescimento das plantas nem a razéo F,/F,. As
demais caracteristicas apresentaram reducdes com a deficiéncia induzida
do nutriente e, de forma acentuada, para os teores foliares de cobre.
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Quadro 5. Valores médios das caracteristicas anatdmicas analisadas em
secdo transversal da lamina foliar do milho e da densidade
estomatica e equacdes de regressdo relacionando essas variaveis
com o tempo de omisséo de ferro na solug&o nutritiva

Tempo de omissao (d)

Variavel

0 3 5 10
Areatotal (um?) 219249 232769 214144 196025
Parénquima clorofiliano (%) 45,08 40,38 44,30 43,21
Epiderme da face adaxial (%) 16,51 20,12 17,47 17,60
Epiderme da face abaxial (%) 12,17 12,25 12,35 12,54
Bainha do feixe vascular (%) 13,86 11,59 11,54 12,49
Feixe vascular (%) 5,63 6,13 6,08 7,72
Esclerénquima (%) 1,02 1,62 1,25 1,45
Espaco intercelular (%) 5,73 7,92 7,01 4,99
Distancia entre feixes (um) 175 182 177 190
Espessura da ldmina foliar (um) 180 188 180 162
Densidade estomética (n° mm)
Face adaxial 31 34 37 29
Face abaxial 47 54 50 45

Equacdes de regressao”

Areatotal (um?) ¥ =Yy = 215300
Parénquima clorofiliano (%) Y=y =4324
Epiderme da face adaxial (%) y =y =1793
Epiderme da face abaxial (%) y=y=12,33
Bainha do feixe vascular (%) y=y=12,37
Feixe vascular (%) ¥ = 5,462+ 0,206x R? = 0,904
Esclerénquima (%) y=y=133
Espaco intercelular (%) § = 5,889 + 0,736x — 0,0833x 2 R?=0,885
Distancia entre feixes (um) y=y=181
Espessura da |amina foliar (um) y=y=177
Densidade estomética (n° mm?) U
Face adaxial y=y=33
Face abaxial y=y=49

Y Todos os coeficientes sdo significativos a 5% de probabilidade pelo teste t.
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Quadro 6. Valores médios da razdo F,/F,, da taxa de assimilacdo de CO,
(TA CO,), da producdo de matéria seca da parte aérea das
plantas de milho, do teor foliar de Cu e da percentagem de
amido e equacbes de regressdo relacionando essas variaveis
com o tempo de omisséo de cobre na solucao nutritiva

Tempo de omisséo (d)

Variavel

0 2 6 10 14 18 22

Raz&o F,/Fp, 0,776 0,765 0,783 0,749 0,776 0,769 0,757
TA CO, (umol m?s?) 34,56 35,57 nd 22,30 nd 20,26 17,17
Matéria seca (g planta™) 4,32 4,50 4,94 4,09 3,64 4,38 3,70
Teor de Cu (mg kg ™) 3,90 2,28 1,72 0,08 <0,004 <0,004 <0,004
Amido (um? um? x 100%) 50,38 nd 40,47 nd 40,89 nd 29,11

Equacbes de regressao”
Raz&o F,/Fn, y=y=0,776
TA CO, (umol m2 s y= L R? = 0,960

2 (0,0280 + 0,00133 X) '

Matéria seca (g planta™) y=y=421

X <10: § = 3,905-0,363 X R? = 0,999
Teor de Cu (mg kg ™) A

X >10: ¥=y=0,002
Amido (um? um? x 100%) y =49,119-0,848x R? = 0,870

Y Todos os coeficientes sdo significativos a 5% de probabilidade pelo teste t.
nd: ndo determinado.

Na Figura5 € apresentada a producdo de amido nas células da
bainha do feixe vascular da folha do milho, sob diferentes tempos de
omissao de cobre em solucdo nutritiva, em resposta ao teste PAS.

A matéria seca de parte aérea apresentou-se constante com o tempo
de omissdo de cobre (Figura6). O cobre € um nutriente exigido em
peguenas quantidades pelas culturas, sendo um dos ultimos a desenvolver
sintomas visuais de deficiéncia, o que, possivelmente, veio contribuir para

0s resultados obtidos.
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Figura5. Detalhe da bainha do feixe vascular de folha de milho,
submetida ao teste PAS em diferentes tempos de omisséo de

cobre em solucéo nutritiva. A: 0 dia; B: 6 dias; C: 14 dias; e D:
22 dias.
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Figura 6. Valores relativos da razdo F,/F,, da taxa de assimilacdo de CO,
(TA COy), da producdo de matéria seca da parte aérea das
plantas de milho, do teor foliar de Cu e da percentagem de

amido, considerando o tempo de omissdo de cobre na solucdo
nutritiva.

28



Os teores de cobre na folha foram drasticamente reduzidos,
apresentando valores menores que 0,004 mg kg™ a partir do décimo dia de
omissdo (Figura 6). Essa reducéo pode ser atribuida a menor absorcédo de
cobre pelas raizes, visto que o nutriente foi omitido da solucéo nutritiva,
e, também, ao crescimento da planta no decorrer do periodo de omissao.

Os valores constantes da razéo Fv/Fm mostram que a eficiéncia
guanticado FS 11 ndo foi afetada pela omisséo de cobre em solucéo nutritiva.
A fase fotoquimica da fotossintese, a principio, ndo foi responsavel pela
reducdo na taxa de assimilacéo de CO, e de amido observada na Figura 6.

O cobre é constituinte da plastocianina, enzima componente do
transporte de elétron vinculada ao fotossistema |. Trabalhos tém mostrado
gue a deficiéncia de cobre reduz a concentracéo de plastocianina, afetando
o transporte de elétrons entre os fotossistemas (Ayala & Sandmann, 1988).
Nas condicdes experimentais, os resultados da razéo F,/F, especificamente
os valores constantes da fluorescéncia maxima (F,) (Quadro 7), ndo
apresentaram indicios de que o transporte de elétrons entre os fotossi stemas
esteja sendo afetado pela omissao de cobre na solugéo nutritiva. 1sso sugere
gue a omissdo de cobre em solucdo nutritiva, nas condicdes experimentais,
nao afetou o transporte de elétrons entre os fotossistemas.

Os valores da condutancia estomatica, da concentracdo interna de
CO,, datranspiracdo e da relacdo concentracéo interna e ambiente de CO,
sao apresentados no Quadro 7. Os resultados mostram que a omissdo de
cobre em solugdo nutritiva reduziu a condutancia estomédtica e a
transpiracdo das plantas de milho. No entanto, os valores constantes da
concentracao interna de CO, e da relacdo C;/C, revelam que o controle
estomatico também néo foi limitante para a fotossintese das plantas
deficientes em cobre. Assim, outros fatores podem estar envolvidos.

O cobre é importante componente das superdoxido desmutases
(CuzZnSOD), enzimas responsaveis pela detoxicacéo de radicais livres de
oxigénio produzidos durante a fotossintese. A atividade destas enzimas é

notadamente reduzida em plantas deficientes em cobre (Ayala &
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Sandmann, 1988; Yu & Rengel, 1999), podendo ocorrer danos oxidativos
a ultra-estrutura dos cloroplastos (Casimiro et al., 1990) e, portanto, afetar a
fotossintese. Entretanto, tal fato tem sido observado em condi¢des de
deficiéncia mais severa de cobre (Henriques, 1989); além disso, dados de
literatura indicam que existe uma compensacdo dessas enzimas por outras
gue tém fungdo similar, como as MnSOD e FeSOD, o que minimizaria 0
estresse oxidativo decorrente da deficiéncia de cobre (Yu & Rengel, 1999).

Os resultados referentes ao estudo anatémico sdo apresentados no
Quadro 8. Houve diferenca estatistica apenas para as propor¢cdes dos
espacos intercelulares e das distancias entre feixes vasculares, ndo sendo
possivel discutir de forma isolada tal fato, visto que outras caracteristicas
de grande importancia ndo apresentaram variacdes estatisticas com o
tempo de omissdo de cobre. Foi observado decréscimo linear nas
distancias entre feixes vasculares com o prolongamento do Quadro de
deficiéncia (Quadro 8).

Quadro 7. Valores médios da fluorescéncia minima (F,), da fluorescéncia
maxima (F,), da condutéancia estomatica (gs), da concentracao
interna de CO, (cj), da transpiragéo (E) e da relagdo entre a
concentracao interna e a concentracdo ambiente de CO, (ci/c,),
considerando o tempo de omisséo de cobre na solugdo nutritiva

Tempo de omissao (d)

Variavel 0 2 6 10 14 18 22
Fo (1V) 432 443 404 432 430 427 444
Fm (1V) 1903 1880 1860 1720 1925 1871 1847
gs (mol m?s™) 0,363 0,380 nd 0,237 nd 0,221 0,185
¢ (umol mol*)  167,4  150,6 nd 1755 nd 1783 1830
E (mol m?s™) 4,135 4,000 nd 3,059 nd 2,875 2,611
cilca 0,458 0,408 nd 0,473 nd 0,485 0,498

nd: ndo determinado.
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Quadro 8. Valores médios das caracteristicas anatdmicas analisadas em
secdo transversal da lamina foliar do milho e da densidade
estomatica e equacdes de regressdo relacionando essas variaveis
com o tempo de omisséo de cobre na solucao nutritiva

Tempo de omisséo (d)

Variavel

0 6 14 22
Areatotal (um?) 228176 228520 238412 225560
Parénquima clorofiliano (%) 39,87 36,52 36,35 39,72
Epiderme da face adaxial (%) 14,20 15,40 14,95 14,75
Epiderme da face abaxial (%) 10,72 9,95 9,70 9,93
Bainha do feixe vascular (%) 12,27 12,80 11,90 13,21
Feixe vascular (%) 9,82 9,20 9,24 9,21
Esclerénquima (%) 1,89 1,93 1,89 1,74
Espaco intercelular (%) 11,23 14,21 16,18 11,45
Distancia entre feixes (um) 171 167 165 153
Espessura daléminafoliar (um) 189 185 186 185
Densidade estomética (n° mm)
Face adaxial 33 34 34 34
Face abaxial 54 53 56 50
Equacdes de regressao”

Areatotal (um?) y =y = 230167

Parénquima clorofiliano (%) y=y=238,06

Epiderme da face adaxial (%) y=y=14.83

Epiderme da face abaxial (%) y =y =10,07

Bainha do feixe vascular (%) y=y=1254

Feixe vascular (%) y=y=937

Esclerénquima (%) y=y=186

Espaco intercelular (%) y =10,980+ 0,868x — 0,0382x° R? = 0,956

Distancia entre feixes (um) y =171,9-0,760x R?=0,887

Espessura dalaminafoliar (um) y=y=186

Densidade estomética (n° mm)

Face adaxial y=y=33

Face abaxial y=y=53

Y Todos os coeficientes sdo significativos a 5% de probabilidade pelo teste t.
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A baixa exigéncia de cobre pela maioria das culturas, associada ao
menor requerimento na fase vegetativa em relacdo a fase reprodutiva,
pode justificar a pouca variacéo das caracteristicas anatdmicas avaliadas.

4.3. Manganés

O surgimento dos sintomas visuais da deficiéncia de manganés
ocorreu doze dias apds a omisséo deste nutriente em solucéo nutritiva. As
plantas deficientes apresentaram cloroses em folhas jovens, sem a
evidéncia de nervuras esverdeadas, como acontece com a deficiéncia de
ferro, e reducdo no crescimento.

Os valores médios da razéo F,/F,, da taxa de assimilacdo de CO,, da
producdo de matéria seca da parte aérea das plantas de milho, do teor foliar
de Mn e da percentagem de amido, assim como as respectivas equacdes de
regressbes ajustadas, mostram o comportamento dessas caracteristicas
com o tempo de omissdo de manganés na solucdo nutritiva (Quadro 9). Pelas
equacdes gjustadas, observa-se que a omissdo de manganés reduziu os teores
foliares de Mn, a percentagem de amido e a taxa de assimilagdo de CO,. A
razdo F,/F,, e a producdo de matéria seca foram tardiamente af etadas.

As equactes apresentadas no Quadro 9 permitem estabelecer que o
aparecimento dos sintomas visuais da deficiéncia, ocorrido doze dias apos
a omissdo de manganés em solucdo nutritiva, foi acompanhado por
reducéo de 76% nos teores de manganés na folha, de 26% na taxa de
assimilacdo de CO, e de 40% na percentagem de amido, em relagdo as
plantas crescidas em solucdo nutritiva completa (0O dia de omissdo). A
razdo F,/F, e a producdo de matéria seca ndo foram afetadas na fase
inicial da omissdo de manganés em solucéo nutritiva.

A reducéo nos teores foliares de manganés refletiu a reducéo da
absorcdo de manganés pelas raizes das plantas de milho, visto que o
nutriente foi omitido da solugcéo nutritiva, e também o crescimento da
planta no decorrer do periodo de omissdo. No tempo correspondente ao
aparecimento dos sintomas visuais da deficiéncia de manganés, os teores
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foliares corresponderam a 18 mg kg'. A faixa de suficiéncia para a
cultura do milho esté localizada entre 20 e 150 mg kg™ (Martinez et al.,
1999), indicando que o teor observado no tempo do aparecimento dos
sintomas visuais encontrou-se abaixo do limite inferior indicado, sendo,
portanto, inadequado para a cultura.

Na Figura 7 é mostrada a producdo de amido nas células da bainha
do feixe vascular da folha do milho, sob diferentes tempos de omissdo de
manganés em solucdo nutritiva, em resposta ao teste PAS.

A constancia dos resultados obtidos neste ensaio para os valores da
razdo F,/F.,, até o décimo quinto dia, mostrou que a deficiéncia de
manganés nao afetou a eficiéncia quantica do FS Il nos primeiros dias da
omissdo (Figura8). A fase fotoquimica, possivelmente, ndo foi limitante
para a fotossintese nas condicdes experimentais, ndo justificando,
portanto, as reducdes na taxa de assimilagcdo de CO, e na percentagem de
amido observadas na Figura7. Esses resultados estdo de acordo com
trabalho de Homann (1967), no qual sugere que a fase fotoquimica nem
sempre é a principal responsavel pela reducdo da fotossintese sob
deficiéncia de manganés.

O efeito primario da deficiéncia de manganés sobre a fotossintese
nado esta ainda totalmente compreendido, e os resultados obtidos por
diversos autores tém sido bastante contraditérios. Segundo Romheld &
Marschner (1991), a fotossintese e a fotolise da dgua séo primariamente
afetadas pela deficiéncia de manganés e somente em deficiéncias severas
haveria efeito sobre a estrutura de cloroplastos e a concentragcdo de
clorofila. Varios autores tém encontrado reducéo da atividade fotoquimica
como consequéncia da deficiéncia de manganés (Anderson & Pyliotis,
1969; Terry & Ulrich; 1974). Outros autores atribuem o menor suprimento
de CO, para os sitios de carboxilagdo como causa da reducdo da
fotossintese (Weiland et al., 1975; Ohki, 1985). Estudos recentes de
microscopia eletronica tém evidenciado reducdes do numero de unidades
fotossintetizantes dos cloroplastos, sendo essa a causa primaria da reducéo
da fotossintese em plantas deficientes em manganés (Henriques, 2003).

33



Quadro 9. Valores médios da razao F,/F,,, da taxa de assimilacdo de CO,
(TA CO,), da producdo de matéria seca da parte aérea das
plantas de milho, do teor foliar de Mn e da percentagem de
amido e equacbes de regressdo relacionando essas variaveis
com o tempo de omissao de manganés na solucao nutritiva

Variavel

Tempo de omisséo (d)

0 3 6 9 12

15

18 21

Razdo F,/F,

TA CO, (umol m? s?)
Matéria seca (g planta’)
Teor de Mn (mg kg ™)
Amido (um? pm? x 100)

Razdo F,/Fn,

TA CO, (umol m?st)
Matéria seca (g planta™)
Teor de Mn (mg kg )

Amido (um? um x 100)

0,802 0,778 0,809 0,802 0,806 0,806 0,676 0,602

36,89 29,24 31,89 nd 29,79

473 4,09 484 354 443
69,21 50,82 30,47 17,32 16,19
45,77 nd 39,99 nd 27,68

Equacdes de regressao”

X <15 § = y=0,792

X > 15: ¥ =1,261-0,0318 x
§ = 37,530— 0,835 X

¥ = 4,467 —0,0000000021 e*
¥ =71876-19,838x >° +1,259 x

y = 47,252 - 2,458X + 0,0920x2

nd
4,10
12,00

nd

23,43 18,11
4,25 1,46
9,42 12,29

nd 31,11

R?=0,983
R? = 0,951
R?=0,921
R? = 0,948

R?=0,813

Y Todos os coeficientes sdo significativos a 5% de probabilidade pelo teste t.

nd: ndo determinado.

Figura7. Detalhe da bainha do feixe vascular de folha de milho,
submetida ao teste PAS em diferentes tempos de omisséo de
manganés em solucdo nutritiva. A: 0 dia; B: 6 dias; C: 12 dias; e
D: 21 dias.
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100 \_____________ﬁ\ .......

Vaores relativos (%)

Tempo de omissdo (d)

— — —- Razdo Fv/FMm — . — . —.. TACO, Matéria seca

—— Teor foliar ——— Amido

Figura 8. Valores relativos da razdo F,/F,, da taxa de assimilacdo de CO,
(TA COy), da producdo de matéria seca da parte aérea das
plantas de milho, do teor foliar de Mn e da percentagem de
amido, considerando o tempo de omissdo de manganés na
solug&o nutritiva. O traco ( | ) indica o tempo de aparecimento
do sintoma visual da deficiéncia.

A concentracdo interna de CO, (c;), a condutancia estomatica, a
transpiracdo e a relagdo ci/c, sao apresentadas no Quadro 10. Os
resultados mostram um aumento de ¢; e da relacdo c;/c, com o tempo de
omissdo de manganés em solucgdo nutritiva, evidenciando acumulo de CO,
no mesofilo. Esse acumulo, provavelmente, esta relacionado com a
capacidade reduzida de fixagcdo do carbono em plantas deficientes em

manganeés.
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Os dados obtidos neste trabalho diferem de resultados de outros
autores, que atribuem limitagcdes do suprimento de CO, como causa da
reducdo da fotossintese em plantas deficientes em manganés. As razdes
para essa resposta podem ser bastante complexas, e as limitagbes de
informacdes, neste trabalho, principalmente relacionadas a atividade de
enzimas envolvidas na fotossintese, ndo permitem conclusdes mais
apuradas. No entanto, pode-se inferir que a participacdo especifica do
manganés na ativacdo de enzimas importantes do ciclo C4, como a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase, pode estar relacionada com a menor
fixacao do carbono observada.

A razéo F,/F, foi reduzida somente a partir de 15 dias da omisséo
de manganés em solucéo nutritiva, apresentando, ao final do periodo
experimental (21 dias), reducdo de 26% em relagdo a testemunha
(Figura 8). Com o avanco da deficiéncia de manganés, a fase fotoquimica
mostrou-se mais afetada, podendo entdo contribuir de forma mais
expressiva para a reducdo da fotossintese e da producdo de matéria seca.
Esta udltima foi afetada somente a partir dos 18 dias da omissdo de
manganés, com reducéo de 60% aos 21 dias (Figura 8).

Entre os nutrientes estudados, a deficiéncia de manganés foi a que
promoveu as maiores alteracbes na proporgcao dos tecidos e nas medidas
de distancia da lamina foliar do milho (Quadro 11). A deficiéncia de
manganés reduziu a area total da secéo transversal da lamina foliar das
plantas de milho. Esse decréscimo foi devido, principaimente, a
diminuicdo da espessura da folha das plantas submetidas ao estresse
nutricional (Quadro 11).

Caracteristicas como percentagem de feixe vascular, de fibras e de
espacos intercelulares apresentaram resposta curvilinear com o tempo de
omissdo de manganés em solucdo nutritiva. Foi observado um ligeiro
aumento dessas caracteristicas na fase inicial da omissdo e reducdes mais
acentuadas com o0 avanco da deficiéncia nutricional. O mesmo

comportamento também foi observado para a distancia entre feixes
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vasculares e densidade de estdbmatos na face abaxial da folha. Essas
caracteristicas, na sua maioria, estdo diretamente associadas a maior
compactacdo celular, devido a reducdo no tamanho da lamina foliar em
plantas deficientes em manganés.

As alteracbes nas proporcdes dos tecidos, bem como na reducédo da
espessura da folha com a deficiéncia de manganés, podem ser importantes
na reducéo da fotossintese e, consegiientemente, explicam a reducéo da
producéo de matéria seca observada na Figura8. A tendéncia de maior
compactacao celular, resultante da menor expansao foliar, pode dificultar
a difusdo de CO, para os sitios de carboxilizagdo no mesofilo foliar,
afetando, portanto, a fotossintese.

N&o foram observadas alteracdes significativas nas percentagens do
parénquima clorofiliano, da epiderme adaxial e abaxial ou da densidade de
estbmatos na face adaxial da lamina foliar do milho com o tempo de

omissdo de manganés em solucéo nutritiva (Quadro 11).

Quadro 10. Valores médios da fluorescéncia minima (Fg), da fluorescéncia
maxima (F,), da condutancia estomatica (gs), da concentracdo
interna de CO, (c;), da transpiracéo (E) e da relacdo da
concentracao interna e a concentracdo ambiente de CO, (ci/cy),
considerando o tempo de omissdo de manganés na solucéo

nutritiva
Varivel Tempo de omisséo (d)

0 3 6 9 12 15 18 21
Fo (uV) 415 438 399 379 411 386 540 643
Fm (LV) 2095 2012 2096 1911 2118 1984 1689 1706
gs (Mol m2 s 0,301 0,250 0,306 nd 0,323 nd 0,267 0,192
¢ (umol mol™) 127,3 1450 169,6 nd 163,9 nd 193,6 200,4
E (mol m2s?) 4,935 4,435 4967 nd 3,785 nd 3,871 2,900
cilCa 0,314 0370 0435 g 0425 nd 0,496 0,519

nd: ndo determinado.
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Quadro 11. Valores médios das caracteristicas anatbmicas analisadas em
secéo transversal da lamina foliar do milho e da densidade
estomética e equacdes de regressdo relacionando essas
varidveis com o tempo de omissdo de manganés na solucado

nutritiva
Tempo de omisséo (d)

Variavel 0 6 12 21
Areatotal (um?) 234072 220448 216205 171744
Parénquima clorofiliano (%) 45,33 44,66 42,40 45,83
Epiderme da face adaxial (%) 15,21 13,10 13,87 15,66
Epiderme da face abaxial (%) 9,91 9,87 9,77 11,03
Bainha do feixe vascular (%) 11,54 11,26 12,86 11,18
Feixe vascular (%) 8,40 8,18 10,34 7,28
Esclerénquima (%) 1,45 1,57 1,67 1,27
Espaco intercelular (%) 8,15 11,36 9,09 7,76
Distancia entre feixes (um) 175 179 189 139
Espessura da lamina foliar (um) 190 181 176 141
Densidade estomética (n°® mm)
Face adaxial 35 33 36 33
Face abaxial 51 59 61 54

Equacdes de regressao”

=232x10° —2,43x10°x -1,22x10°x%> R?=0,970

Areatotal (um?) v

Parénquima clorofiliano (%) y=y=4456

Epiderme da face adaxial (%) Y=y =14,46

Epiderme da face abaxial (%) y=y=1015

Bainha do feixe vascular (%) y=y=1171

Feixe vascular (%) ¥ = 8,008 + 0,306x — 0,0158x 2 R? = 0,542
Esclerénquima (%) ¥ =1,432 + 0,0473x — 0,00260x > R*=0,951
Espaco intercelular (%) y = 8,606 + 0,368x — O,OZOOX2 R*=0,619
Distancia entre feixes (um) ¥ =1721+ 4,0354x — 0,264x R?=0,928
Espessura da |amina foliar (um) ¥ =194,4— 2,285x R? = 0,904
Densidade estomética (n°® mm?) A

Face adaxial y=y=34

Face abaxial ¥ = 51,40 + 1,635x — 0,0722x R?=0,999

Y Todos os coeficientes sdo significativos a 5% de probabilidade pelo teste t.
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4.4. Zinco

O surgimento dos sintomas visuais da deficiéncia de zinco ocorreu
dezesseis dias ap0s a omissdo deste nutriente em solugdo nutritiva. As
plantas deficientes apresentaram tamanho reduzido e folhas jovens com
tons arroxeados nas bordas e na bainha.

Os valores médios da razéo F,/F,, dataxa de assimilacdo de CO,, da
producdo de matéria seca da parte aérea das plantas de milho, do teor foliar
de Zn e da percentagem de amido, bem como as respectivas equacoes de
regressbes ajustadas, mostram o0 comportamento dessas caracteristicas
com o tempo de omisséo de zinco na solucdo nutritiva (Quadro 12).

As equacdes de regressao apresentadas no Quadro 12 permitem
estabelecer que o aparecimento dos sintomas visuais da deficiéncia de
zinco foi acompanhado por reducdo de 75% no teor foliar, de 25% na
producdo de matéria seca, de 18% na taxa de assimilacdo de CO,, de 8%
na percentagem de amido e de apenas 2% na razéo F,/F, em relacdo as
plantas crescidas em solucdo nutritiva completa (0O dia de omisséo).

Na Figura9 é mostrada a producéo de amido nas células da bainha
do feixe vascular da folha do milho, sob diferentes tempos de omissao de
zinco em solucdo nutritiva, em resposta ao teste PAS.

A omissdo de zinco em solug&o nutritiva afetou de forma mais acentuada
o teor foliar, seguida da producéo de matéria seca e da taxa de assimilagéo
de CO,. A razdo F,/F,, e a percentagem de amido foram as caracteristicas
menos afetadas pelo tempo de omisséo de zinco (Figura 10).

A diminuicdo nos teores foliares de zinco refletiu a redugdo da
absorcédo de zinco pelas raizes das plantas de milho, visto que o nutriente
foi omitido da solucéo nutritiva, e também o crescimento da planta no
decorrer do periodo de omisséo.

As plantas com sintomas visuais de deficiéncia apresentaram teores
foliares menores que 10 mg kg™, sendo a faixa de suficiéncia para a
cultura do milho de 20 a 70 mg kg™ (Martinez et al., 1999), indicando,

portanto, uma condic¢éo de deficiéncia de zinco.
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Quadro 12. Valores médios da razao F,/F,, dataxa de assimilacdo de CO,
(TA CO,), da producdo de matéria seca da parte aérea das
plantas de milho, do teor foliar de Zn e da percentagem de
amido e equacdes de regressdo relacionando essas variaveis
com o tempo de omisséo de zinco na solucéo nutritiva

Tempo de omisséo (d)

Variavel 0 2 6 10 14 18 22
Razdo F,/Fy, 0,803 0802 0799 0805 0,797 0,781 0,770
TA CO, (umol m? s 31,30 30,64 31,04 29,09 2555 24,69 22,93
Matériaseca (g planta) 4,47 571 510 422 392 38 3,04
Teor de Zn (mg kg ) 40,33 33,99 2201 1907 1148 920 7,60
Amido (um? um? x 100) 48,01 nd 43,09 nd 47,48 nd 40,51

Equacdes de regressao”

Raz&0 F/Fr § = 0,804 6,814x10 °x 2 R? = 0,897
TA CO; (umol m?s™) § = 31,407 - 0,0858x 1° R? = 0,954
Matéria seca (g planta’) § = 5,111 0,0196 x 15 R?=0,764
Teor de Zn (mg kg ) ¥ = 39,605 — 2,938x + 0,0681 x2 R*=0,948
Amido (um? pm2 x 100) ¥ = 47,291 0,239x R? = 0,407

Y Todos os coeficientes sio significativos a 5% de probabilidade pelo teste t.
nd: ndo determinado.

A i ‘_i_.-f:-___;l______,g___.-d-l'-""-*-: E'——’—h-_ﬁllﬁ.__.-l_-'—"l

Figura9. Detalhe da bainha do feixe vascular de folha de milho,
submetida ao teste PAS em diferentes tempos de omisséo de
zinco em solugdo nutritiva. A: 0 dig; B: 6 dias; C: 14 dias; e D:
22 dias.
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A razdo F,/F, foi pouco afetada pela deficiéncia de zinco, néo
havendo comprometimento da eficiéncia quantica do FSII. O valores
observados da razdo F,/F,, no tempo zero e no 22° dia da omissdo de zinco
foram de 0,80 e 0,77, respectivamente. Essa diferenca, apesar do respaldo
estatistico, pode nédo ter significado fisiolégico, uma vez que a planta
dispbe de mecanismo de auto- regulagcdo e de resisténcia ao estresse
ambiente no presente caso, 0 estresse nutricional da deficiéncia de zinco.

A reducdo na taxa de assimilagao de CO,, observada na Figura 10,
possivelmente ndo esta relacionada com a fase fotoquimica da fotossintese. As
funcdes fisioldgicas do zinco, na sintese de proteinas e na ativagdo enzimética,

podem estar associadas com a reducdo da taxa de assimilagéo de CO,.
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Tempo de omissédo (d)

— — — Raz@oFVIFMm —  — —.. TA COp oo M atéria seca

—— Teor foliar ——— Amido

Figura 10. Valores relativos da razéo F,/F,, da taxa de assimilacdo de CO,
(TA CO,), da producédo de matéria seca da parte aérea das
plantas de milho, do teor foliar de Zn e da percentagem de
amido, considerando o tempo de omissdo de zinco na solucéao

nutritiva. O traco (|) indica o tempo de aparecimento do
sintoma visual da deficiéncia.
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Os valores da condutancia estomatica, da concentracdo interna de

CO,, datranspiracdo e da relagdo concentracéo interna e ambiente de CO,

séo apresentados no Quadro 13. Os resultados mostram que a deficiéncia de

zinco reduziu a condutancia estomatica e, consequientemente, a transpiracéo

das plantas de milho. Essa reducéo pode estar relacionada com os menores

valores da concentragéo interna de CO, e da relagcdo ci/c, observadas

(Quadro 13). O controle estomatico em plantas deficientes em zinco pode

ter reduzido o suprimento de CO, e ser um fator contribuinte para a

reducéo da fotossintese.

Quadro 13. Valores médios da fluorescéncia minima (F), da fluorescéncia
maxima (F,), da condutancia estomética (gs), da concentracéo
interna de CO, (¢;), da transpiracdo (E) e da relacdo entre a
concentracao interna e a concentragcao ambiente de CO, (ci/c,),
considerando o tempo de omissdo de zinco na solucgéo

nutritiva
o Tempo de Omisséao (d)
Variavel
0 2 6 10 14 18 22
Fo (V) 378 412 457 391 394 421 422
Fm (LV) 1938 2090 2271 2007 1945 1923 1847

gs (mol m?s™)
¢ (umol mol™)
E (mol m?s™)

ci/ca

0,323 0,289 0,366 0,290 0,178 0,215 0,199
158,7 142,0 179,0 156,9 118,9 1429 1349
4,690 4,297 5,394 4,831 4,054 3,842 3,681

0,424 0,377 0,477 0,416 0,309 0,376 0,353
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A participagdo do zinco em enzimas importantes na fixagdo do
carbono, principalmente em plantas C4, como a anidrase carbbnica, que
catalisa a reacdo CO, » HCOj', pode, também, ser responsavel pela
reducéo da fotossintese observada. Plantas C4, diferentemente das plantas
C3, tém uma dependéncia maior pela anidrase carbonica, que por sua vez
€ requerida em alta atividade para deslocar o equilibrio a favor de HCOy/,
0 substrato para PEP carboxilase. Trabalhos como o de Burnell & Hatch
(1988) mostram que a deficiéncia de zinco diminui a atividade da anidrase
carbbnica, podendo ter efeito mais acentuado na taxa fotossintética em
plantas C4 comparadas com plantas C3.

As caracteristicas anatémicas que variaram com a deficiéncia de zinco
foram a area total da secéo transversal da lamina foliar e as percentagens
de feixes vasculares e de espacos intercelulares (Quadro 14). A redugao na
area total e na percentagem dos espacos intercelulares sdo consequiéncias da
diminuicéo do crescimento das plantas em resposta a deficiéncia de zinco.

A percentagem de feixes vasculares apresentou reducdo linear com
0 tempo de omissdo de zinco na solugdo nutritiva. Menor area de feixe
vascular pode indicar reducédo no diametro dos elementos condutores do
xilema e do floema em plantas deficientes em zinco e afetar o transporte
de agua e nutrientes nestes tecidos. No entanto, estudos mais detal hados,
em condicbes de deficiéncia de zinco, bem como fluxo de agua e
nutrientes nestes tecidos, séo necessarios para conclusées mais apuradas.

As demais caracteristicas das proporcdes dos tecidos, das medidas
lineares e de superficie ndo apresentaram variagfes significativas com o

tempo de omisséo de zinco em solucé&o nutritiva (Quadro 14).
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Quadro 14. Valores médios das caracteristicas anatbmicas analisadas em
secdo transversal da lamina foliar do milho e da densidade
estomatica e equacdes de regressdo relacionando essas variaveis
com o tempo de omisséo de zinco na solucéo nutritiva

Tempo de omisséo (d)

Variavel

0 6 14 22
Areatotal (um?) 238790 229337 210669 216035
Parénquima clorofiliano (%) 45,43 42,88 45,56 44,97
Epiderme da face adaxial (%) 14,38 15,34 14,34 16,22
Epiderme da face abaxial (%) 10,70 10,79 9,06 11,01
Bainha do feixe vascular (%) 12,15 11,37 11,97 12,04
Feixe vascular (%) 8,69 8,81 7,27 6,96
Esclerénquima (%) 1,87 1,58 2,03 1,76
Espaco intercelular (%) 6,79 9,23 9,78 7,05
Distancia entre feixes (um) 171 177 170 149
Espessura da lamina foliar (um) 195 188 172 176
Densidade estomética (n° mm)
Face adaxial 34 37 35 41
Face abaxial 56 62 58 64

Equacdes de regressao”

Areatotal (um?) y= 2.355x10° — 1,154 10°x R?=0,751
Parénquima clorofiliano (%) y=y=4471
Epiderme da face adaxial (%) y=y=1507
Epiderme da face abaxial (%) y=y=10,40
Bainha do feixe vascular (%) y=y=1188
Feixe vascular (%) y = 8,902 - 0,0925x R? = 0,860
Esclerénguima (%) y=y=181
Espaco intercelular (%) Y = 6,775+ 0,563x — 0,0250x2 R? = 0,998

Distancia entre feixes (um)

Espessura da l&mina foliar (um)

Densidade estomatica (n° mm?)

Face adaxial
Face abaxial

Y Todos os coeficientes sdo significativos a 5% de probabilidade pelo teste t.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacdo dos micronutrientes em areas de cultivo onde o solo é
naturalmente pobre destes elementos € feita, principalmente, de forma
preventiva, sem adocdo de critérios técnicos precisos ou mesmo
confiadveis. Os métodos atuais de diagnose do estado nutricional ndo séo
satisfatorios, 0 que, em muitos casos, tem dificultado o uso eficiente de
micronutrientes na agricultura, podendo ter, como consequéncia, perdas
de produtividade e qualidade ou agravantes ambientais pelo excesso da
aplicacao.

Os resultados obtidos nos ensaios com Fe, Cu, Mn e Zn mostraram
que a deficiéncia nutricional destes nutrientes afetou caracteristicas
fisiol6gicas e anatbmicas da planta, antes mesmo da manifestacéo visual
da deficiéncia. No ensaio com Fe, por exemplo, mesmo com sintomas
visuais surgindo cinco dias ap0s a omissao, variaveis que se relacionam
intimamente com o estado nutricional de ferro, como taxa de assimilacao
de CO,, producéo de amido e razéo Fv/Fm, mostraram-se afetadas. Esses
resultados revelam a necessidade de métodos que sejam capazes de
diagnosticar a deficiéncia nutricional antes da manifestagcdo dos sintomas

visuais e, assim, minimizar as perdas de produtividade e qualidade.
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As variaveis fisiologicas e anatbmicas mostraram-se valiosas na
caracterizacéo da deficiéncia nutricional dos micronutrientes avaliados. A
facilidade da obtencdo dos dados relacionados ao estudo fisioldgico
possibilita a realizacdo de trabalhos futuros, inclusive em campo, em
condic¢des de producéo agricola, podendo vir a contribuir grandemente nos
estudos de nutricdo de plantas. O estudo anatdbmico pode ser uma
ferramenta adicional nos estudos de nutri¢éo de plantas. A microscopia de
luz mostrou-se auxiliar ao trabalho realizado, podendo contribuir ainda
mais em trabalhos futuros. O uso da anatomia pode ir além, com adocao
de microscopia eletronica, possibilitando estudos mais detalhados da

ultra-estrutura celular, principalmente de cloroplastos.
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CONCLUSOES

Os resultados permitiram as seguintes conclusoes:

As caracteristicas fisiolégicas sdo afetadas pela deficiéncia

nutricional antes da manifestacéo visual dos sintomas.

A deficiéncia de ferro afeta etapas iniciais da fase fotoquimica,
principalmente a absorcao e transferéncia de energia pelo complexo

coletor.

A anatomia foliar apresenta alteragbes com a deficiéncia
nutricional, principalmente de caracteristicas relacionadas a

expansao da folha, sendo mais evidente para manganés e zinco.

O teor de ferro na folha do milho € ineficiente no diagnostico precoce

do estado nutricional deste nutriente.

A omissdo dos micronutrientes em solucdo nutritiva levou a diminuicéo

dos teores foliares na ordem de Cu > Zn = Mn >Fe.
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Quadro 1A. Andlise de variancia da razdo F,/F,,, dataxa de assimilacao de
CO,, da altura de plantas (AP), para Fe, da matéria seca da
parte aérea, para Cu, Mn e Zn, do teor de nutrientes na folha e
da percentagem de amido, considerando o tempo de omisséo
de ferro, cobre, manganés ou zinco em solucao nutritiva

Fe Cu Mn Zn
FV
GL QM GL QM GL QM GL QM
Razdo F,/F,
Blocos 2 0,0175 2 0,000349 2 0,00423 2 0,00021
Tempo 8 0,5986** 6 0,002538 7 0,01753" 6 0,00053**
Residuo 16 0,0076 11 0,004225 13 0,003129 12 0,000095
CV (%) 14,39 2,55 7,34 1,29
Taxa de assimilagdo de CO,
Blocos 2 0,924 2 35,500 5 69,645 2 86,918**
Tempo 7 18,417 4  216,988** 2 130,364 6 35,414**
Residuo 14 15,239 8 15,021 10 51,257 12 3,863
CV (%) 16,34 14,92 25,37 7,05
AP Matéria seca da parte aérea
Blocos 3 14,041 6 0,810 3 1,949 3 0,508
Tempo 8 36,466* 3 0,914 7 4,647* 6 3,058**
Residuo 24 13,148 18 0,539 21 1,369 18 0,536
CV (%) 6,54 17,44 29,76 16,91
Teor foliar
Blocos 3 664,73* 6 0,820 3 20,38 3 29,79
Tempo 6 495,10* 3 8,675* 7 1898,17* 6 636,57**
Residuo 16 150,58 18 0,374 21 40,38 18 7,07
CV (%) 15,45 70,20 23,35 12,96
Percentagem de amido

Blocos 3 12,51 3 3,96 3 29,68 3 28,22*
Tempo 3 460,62** 3 908,95** 3 272,72** 3 51,78**
Residuo 8 15,902 9 4,849 9 14,125 9 6,352
CV (%) 9,11 5,48 10,40 5,63

* e**: Significativo a5 e1%, respectivamente, pelo teste F.
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Quadro 2A. Andlise de variancia da fluorescéncia minima (Fp), da
fluorescéncia maxima (F,), da condutancia estomatica (gs), da
concentracao interna de CO, (c;), da transpiracao (E) e da
concentragao interna e a concentracdo ambiente de CO, (ci/cy),
considerando o tempo de omisséo de ferro, cobre, manganés
ou zinco em solugéo nutritiva

PV Fe Cu Mn Zn
GL QM GL QM GL QM GL QM

Fluorescéncia minima (Fo)

Blocos 2 286 2 39,7 2 15595 2 62226,0

Tempo 8 161865* 6 556,5 7 24269,5+* 6 1966,9

Residuo 16 27874 11 704,9 13 2003,3 12 25458

CV (%) 20,14 6,17 9,97 12,31
Fluorescéncia maxima (Fy,)

Blocos 2 288603 2 13569 2 46460 2 224024

Tempo 8 252562* 6 18176 7 86391 6 55514

Residuo 16 88890 11 39326 13 45256 12 59466

CV (%) 13,37 10,62 10,87 12,23
Condutancia estomatica (gs)

Blocos 2 0,000648 2 0,00349 2 0,0047 2 0,0076

Tempo 8 0,000475 4 0,0222* 5 0,0063 6 0,0109*

Residuo 16 0,000902 8 0,0035 8 0,0139 10 0,0025

CV (%) 26,95 22,05 43,81 18,96

Concentracéo interna de CO, (c;)

Blocos 2 236,4 2 527,3 2 882,0 2 309,3

Tempo 8 7114 4 496,6 5 18859 6 910,3

Residuo 16 523,07 8 281,4 8 29133 10 977,1

CV (%) 10,65 9,79 31,947 21,19

Taxa de transpiracéo (E)

Blocos 2 1,5397* 2 3,001** 2 3,515 2 1,839*

Tempo 8 0,0535 4 1,685* 5 1,392 6 1,314*

Residuo 16 0,0312 8 0,321 8 1,977 10 0,420

CV (%) 10,03 17,28 34,73 15,13

ci/c,

Blocos 2 0,000755 2 0,0032 2 0,0072 2 0,0018

Tempo 8 0,0452 4 0,0037 5 0,0141 6 0,0070

Residuo 16 0,0697 8 0,0019 8 0,0195 12 0,0072

CV (%) 10,05 9,55 32,31 21,83

* e**: Significativo a5 e 1%, respectivamente, pelo teste F.
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Quadro 3A. Andlise de variancia da érea total da secéo transversal da
lamina foliar, das percentagens de parénquima clorofiliano, de
epiderme da face adaxial e abaxial, de bainha do feixe
vascular e de feixe vascular, considerando o tempo de
omissao de ferro, cobre, manganés ou zinco em solucéo

nutritiva
Fe Cu Mn Zn
FVv
GL QoM GL QoM GL QM GL QoM
Areatotal

Blocos 3  425x10®° 3 487x10° 3 3,03x10° 3 9,54 x 10°
Tempo 3 9,00x 10° 3 1,27x10® 3 291x10° 3 6,00 x 10°
Residuo 8 7,05x10° 9 292x10% 9 1,18x10° 9 1,38 x 10°
CV (%) 12,33 7,43 16,35 16,54

Percentagem de parénquima clorofiliano
Blocos 3 29,07 3 29,76 3 1,67 3 12,34
Tempo 3 16,90 3 16,17 3 9,15 3 6,21
Residuo 8 11,02 9 2871 9 13,04 9 8,90
CV (%) 7,71 14,08 8,11 6,67

Percentagem de epiderme da face adaxial
Blocos 3 2,299 3 0,249 3 2,320 3 4,185
Tempo 3 8,175* 3 0,984 3 5,593 3 3,212
Residuo 8 1,920 9 1,724 9 7,208 9 2,764
CV (%) 7,70 8,86 18,57 11,03

Percentagem de epiderme da face abaxial
Blocos 3 0,138 3 1,008 3 2,341 3 1,303
Tempo 3 0,244 3 0,784 3 1,399 3 3,225*
Residuo 8 2,421 9 1,234 9 1,247 9 0,540
CV (%) 12,47 11,03 11,01 7,08

Percentagem de bainha do feixe vascular
Blocos 3 4,967 3 0,571 3 2,452 3 1,991
Tempo 3 4,272 3 1,331 3 2,461 3 0,488
Residuo 8 3,570 9 0,877 9 2,045 9 1,167
CV (%) 15,31 7,47 12,21 9,10

Percentagem de feixe vascular

Blocos 3 1,971 3 1,086 3 1,506 3 1,825
Tempo 3 3,620 3 0,369 3 6,626** 3 3,645*
Residuo 8 1,162 9 0,413 9 0,507 9 0,862
CV (%) 16,84 6,86 8,33 11,71

* e**: Significativo a5 e 1%, respectivamente, pelo teste F.
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Quadro 4A. Andlise de variancia das percentagens de esclerénquima e de
espaco intercelular, da distancia entre feixes, da espessura da
lamina foliar e da densidade estomética na face adaxial e na
face abaxial, considerando o tempo de omissdo de ferro,
cobre, manganés ou zinco em solucgéo nutritiva

Fe Cu Mn Zn
FVv
GL QM GL QM GL QM GL QM
Percentagem de esclerénquima
Blocos 3 0,1790* 3 0,24404 3 0,0589 3 0,1110
Tempo 3 0,2449* 3 0,02875 3 0,1181 3 0,1434
Residuo 8 0,0223 9 0,1338 9 0,0450 9 0,1432
CV (%) 11,04 19,67 14,25 20,90
Percentagem de espaco intercelular
Blocos 3 3,554 3 20,478 3 3,474 3 2,577
Tempo 3 8,907* 3 22,423 3 10,424 3 9,169
Residuo 8 1,142 9 29,755 9 3,396 9 6,073
CV (%) 16,85 41,11 20,27 30,02
Distancia entre feixes
Blocos 3 50,12 3 166,20 3 788,47 3 307,99
Tempo 3 186,92 3 238,75 3 1909,41 3 601,80
Residuo 8 176,37 9 274,72 9 537,54 9 589,15
CV (%) 7,35 10,11 13,61 14,57
Espessura da lamina foliar
Blocos 3 66,70 3 202,36 3 260,54 3 627,20
Tempo 3 486,85 3 12,85 3 1854,23 3 438,91
Residuo 8 416,08 9 224,45 9 962,91 9 806,67
CV (%) 11,62 8,04 18,03 15,53
Densidade estomética na face adaxial
Blocos 3 4,857 3 8,347 3 27,516 3 22,986
Tempo 3 38,144 3 0,647 3 11,251 3 36,498*
Residuo 8 22,684 9 54,902 9 11,078 9 7,966
CV (%) 14,38 7,34 7,67
Densidade estomética na face abaxial

Blocos 3 85,883 3 41,327 3 30,350 3 9,392
Tempo 3 164,487 3 80,267 3 71,710* 3 56,722
Residuo 8 292,729 9 83,062 9 13,063 9 26,263
CV (%) 12,24 5,736 6,440 8,544

* : Significativo a 5% pelo teste F.
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Quadro 5A. Teores de macro e micronutrientes na folha do milho,
considerando o tempo de omissdo de ferro em solucéo

nutritiva
Tempo Ca Mg K P S Zn Cu Mn B

d dag kg™ mg kg™

0 0,56 0,19 1,29 0,97 0,32 72,79 6,70 182,69 41,24
2 0,43 0,18 1,84 1,00 0,31 78,94 11,20 151,63 51,09
3 0,51 0,18 1,03 0,93 0,31 85,22 951 164,69 31,31
4 0,50 0,15 1,29 0,94 0,32 102,51 10,41 167,25 38,47
5 0,50 0,17 1,22 1,00 0,35 110,49 13,21 173,91 44,92
7 0,41 0,17 1,20 0,96 0,35 120,07 10,72 169,99 43,79
8 0,48 0,16 1,03 1,06 0,37 144,15 12,40 194,90 41,10
9 0,42 0,15 0,80 1,00 0,34 132,81 10,46 186,71 42,33
10 0,55 0,18 1,53 1,15 0,40 179,12 13,12 261,44 66,99

Quadro 6A. Teores de macro e micronutrientes na folha do milho,
considerando o tempo de omissdo de cobre em solucéo

nutritiva
Tempo Ca Mg K P S Zn Mn Fe B
d dag kg* mg kg™
0 0,22 0,15 1,66 0,75 0,24 36,34 79,84 80,39 42,67
2 0,19 0,14 1,40 0,69 0,23 35,33 69,54 79,04 39,59
6 0,18 0,14 1,65 0,70 0,24 38,30 68,32 104,91 43,90

10 0,23 0,16 1,89 1,13 0,25 47,35 80,51 110,52 45,79
14 0,25 0,16 1,89 1,17 0,26 52,23 92,08 105,62 41,60
18 0,24 0,18 2,05 1,22 0,27 53,66 101,21 126,92 45,51

22 0,20 0,17 1,82 1,18 0,27 46,19 84,22 110,26 41,84
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Quadro 7A. Teores de macro e micronutrientes na folha do milho, consideran-
do o tempo de omissdo de manganés em solucgéo nutritiva

Tempo Ca Mg K P S Zn Cu Fe B
d dag kg™ mg kg
0 0,23 0,14 1,56 0,70 0,23 36,29 6,59 84,65 36,12
3 0,17 0,14 1,14 0,71 0,24 42,08 4,82 86,77 44,92
6 0,21 0,14 1,65 0,68 0,23 34,23 3,95 100,19 34,29
9 0,19 0,14 1,72 0,79 0,22 35,78 1,46 95,83 42,77

12 0,21 0,15 1,63 0,78 0,22 42,92 2,82 96,10 44,13

15 0,18 0,13 1,44 0,66 0,21 28,49 1,05 81,37 39,59

18 0,16 0,13 1,72 0,67 0,20 29,48 1,44 104,05 41,90

21 0,21 0,16 2,09 0,80 0,24 45,39 3,29 104,80 58,79

Quadro 8A. Teores de macro e micronutrientes na folha do milho,
considerando o tempo de omisséo de zinco em solucao nutritiva

Tempo Ca Mg K P S Cu Mn Fe B
d dag kg™ mg kg™
0 0,22 0,15 1,55 0,75 0,25 3,95 74,80 98,18 44,79
2 0,19 0,14 1,59 0,73 0,24 4,14 73,45 101,58 40,66
6 0,19 0,13 1,66 0,65 0,22 2,81 64,63 104,80 32,65

10 0,17 0,13 1,33 0,68 0,23 3,55 62,53 105,52 40,77
14 0,43 0,21 2,12 1,20 0,28 5,57 150,38 159,11 39,62
18 0,63 0,27 1,83 1,47 0,31 6,19 185,19 185,57 42,44

22 0,44 0,22 1,77 1,41 0,27 7,93 169,57 127,60 45,01
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