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RESUMO: Objetivou-se com o presente trabalho avaliar o efeito do &cido silicico em caracteristicas fisiol dgicas e anatdmicas de
mudas de cafeeiro (Coffea arabica L.) inoculadas com Cercospora coffeicola Berk. & Cook. Os tratamentos consistiram de seis doses
de é&cido silicico no solo (0, 0,5; 1; 2; 4 e 6 g kg ), em delineamento experimental de blocos casualizados, com quatro repeticoes. A
parcela experimental foi constituida por 12 mudas de cafeeiro cultivar Catuai Vermelho IAC 99. Nas folhas, foram avaliados os
conteddos de clorofilaa, clorofilab e de carotenoides, acimulo de lignina e presenga de cera epicuticular. A fotossintese potencial foi
medida em plantas com e sem sintomas visuais da cercosporiose, namaior dose de écido silicico (6,0 g kg*de solo) e na testemunha.
Cortes transversais foram feitos no caule das mudas de cafeeiro para avaliar a espessura da epiderme, do cambio vascular, do xilema,
do floema e do parénquima esponjoso. Os contelidos de clorofilaa, b, carotenoides e lignina, bem como as caracteristicas anatdmicas
do caule, ndo foram influenciados pel os tratamentos. Observou-se maior presenca de cera epicuticular nas folhas de mudas cultivadas
nos tratamentos 2 g e 6 g de &cido silicico. A maior dose de acido silicico (6 g kg™ de solo) proporcionou a menor fotossintese potencial
em folhas de plantas sem sintomas de cercosporiose.
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ANATOMICAL AND PHYSIOLOGICAL ASPECTS OF COFFEE SEEDLINGS
(Coffea arabica L.) WITH BROWN EYE SPOT (Cercospora coffeicola Berk. & Cook.)
CULTIVATED WITH SILICIC ACID

ABSTRACT: Our objective was to verify how silicic acid can influence physiological and anatomical characteristics of coffee (Coffea
arabicaL.) seedlings inocul ated with Cercospora coffeicola Berk. & Cook. The treatments were six silicic acid doses amended to the
soil (0,0.5,1, 2,4 and 6 g kg* of soil) using a complete randomized block experimental design with four replicates. The experimental
unit was composed of 12 coffee seedlings from the cultivar Catuai Vermelho IAC 99. We evaluated the leaves by their chlorophyll a,
b, carotenoids and lignin content as well as by the presence of epicuticular wax. The photosynthetic potential was evaluated in seedling
with and without symptoms of brown eye spot in the highest silicic acid dose (6.0 g kg') and control. Transversal stem cuts were
performed for measurements of the epidermal, cambium, xylem, phloem and spongy parenchyma thickness. The content of leaf
pigmentsand lignin aswell asthe stemsanatomical characteristicswere not influenced by theincreasing silicic acid amendment. The
presence of epicuticular wax was observed in leaves of plants grown in the 2g and 6g silicic acid. The highest silicic acid dose showed
the lowest photosynthetic potential capacity in seedlings without symptoms of brown eye spot.

Key words: Potential photosynthesis, chlorophyll, scanning electron microscopy.

1 INTRODUCAO

Opcdes de manegjo acessiveis que possam
reduzir aintensidade de pragas e doencas e também
melhorar as caracteristicas agronémicas da cultura
S0 importantes tanto para a reducdo no custo de
producdo quanto para 0 aumento de produtividade.
Entre essas opcdes, tém-se 0 uso de controle biolégico

de pragas e doencas, selecdo de variedades
resistentes e adubacéo com silicio (SAVANT et d.,
1999).

O silicio é um elemento classificado como
benéfico ou Util para plantas (MARSCHNER, 1995)
e, de acordo com Epstein (1999), as plantas cultivadas
em ambiente enriquecido com silicio diferem das
cultivadas na auséncia desse elemento, principal mente
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guanto & composi¢do quimica, resisténcia mecanica
das células, caracteristicas de superficie foliar,
toleréncia ao estresse abidtico e menor ocorréncia
de pragas e doencas.

De acordo com Raven (1983), a adubacdo com
fontes de silicio tem como beneficio para as plantas
amelhoria nainterceptacdo daluz solar, aumentando,
dessa forma, a fotossintese, devido a melhor
arquitetura das plantas adubadas com silicio. Adatia
& Besford (1986) observaram que a adicdo de silicato
de potassio em solucéo nutritiva proporcionou
aumento de aproximadamente 50% na clorofila total
(clorofila a+b) em plantas de pepino, além de
acréscimo no peso de maior matéria seca. No entanto,
€ importante salientar que Korndorfer & Pereira (2006)
citam a possibilidade de os sintomas do declinio em
citrus serem resultado da acumulag&o e polimerizacéo
de Si ao longo dos anos, tendo como consequénciaa
obstrucdo do sistema vascular das plantas.

Em mudas de cafeeiro, algumas modificactes
decorrentes da adubacdo com silicio sdo relatadas.
Pozza et al. (2004), utilizando atécnica de microscopia
eletronica de varredura, verificaram uma camada de
cera epicuticular bem desenvolvida em folhas de
mudas cultivadas em substrato com 1 g de silicato de
cacio. Posteriormente, Amaral (2005) também
observou a formacdo de cuticula mais espessa em
folhas de mudas de cafeeiro pulverizadas com 1,5
mL L de silicato de potassio, quando comparadas
aquelas pulverizadas com 0,75 mL L. De acordo
com o autor, os estdbmatos, nas mudas néo
pulverizadas com silicato de potassio, eram mais
visiveis, comparativamente as mudas pulverizadas
coml1l5mL L™

Além dessas modificacBes, Botelho et al.
(2005) e Amaral et al. (2008), verificaram maior
contelido de lignina em mudas de cafeeiro com a
adicdo de fontes de silicio ao substrato de plantio.

Com base nessas informagdes, objetivou-se
com o presente trabalho avaliar o efeito do acido
silicico nafisiologia e anatomia de mudas de cafeeiro
com sintomas de cercosporiose.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Condigdes experimentais

O ensaio foi conduzido em casa de vegetacéo
do Departamento de Fitopatologia (DFP), no cBmpus
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da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no
periodo de setembro de 2005 a maio de 2006. O
delineamento experimental utilizado foi em blocos
casualizados com quatro repeti¢des. Foram aplicadas
a0 solo seis doses de &cido silicico (Carlo Erba®): 0;
0,5; 1; 2; 4e 6 g.kg* de solo. A parcela experimental
foi constituida por 12 plantas.

As sementes de cafeeiro (Coffea arabica L.)
cultivar Catuai Vermelho IAC 99 foram colocadas
em bandejas de plastico com areia autoclavada e
diariamente irrigadas até o surgimento das folhas
cotiledonares. Posteriormente, foram transferidas
para sacos de polietileno (15 x 20 cm) contendo
Latossolo Vermelho Tipico com 13,6 mg dnr3de Si.
Foram adicionadas ao solo doses de &cido silicico:
0,5; 1; 2; 4 e 6 g do produto por quilo de solo. A
testemunha ndo recebeu &cido silicico. O solo foi
irrigado com &gua destilada até atingir a capacidade
de campo e permaneceu reagindo por 20 dias. Apos
esse periodo, os teores de Si nos diferentes
tratamentos foram novamente quantificados,
apresentando valores de 32,9; 38,1; 70,7; 94,9e 117,8
mg dm= de Si paraasdosesde0,5; 1; 2; 4 e 6 g de
&cido silicico por quilo de solo, respectivamente.

Foi realizada adubacdo com 300 mg dm= de
nitrogénio (N), 300 mg dm de potéssio (K), 200 mg
dm= de fésforo (P), 30 mg dn® de magnésio (Mg),
50 mg dn3 de enxofre (S), 0,5 mg dm de boro (B),
1,5 mg dm de cobre (Cu), 3,0 mg dm de manganés
(Mn), 0,1 mg dm= de molibdénio (Mo) e 5,0 mg dm3
de zinco (Zn). O calculo da necessidade de calagem
(NC) baseou-se na andlise quimica prévia, visando a
atingir saturacdo por base de 50%, conforme
Comissdo de Fertilidade do Solo do Estado de Minas
Gerais (GUIMARAES et al., 1999).

Durante todo periodo de conducado do
experimento, a irrigacdo das mudas foi realizada
somente com agua destilada, para evitar adicéo de
silicio atestemunha.

Ao atingirem trés pares de folhas definitivas,
as mudas de cafeeiro foram inoculadas com
suspensao de 1,4 x 10* conidios mL%, segundo
metodol ogia utilizada por Pozza (1999).

2.2 Avaliacdo do conteudo de pigmentos
cloroplastidicos e lignina

Quando as mudas atingiram cinco pares de
folhas (aproximadamente 40 dias apds ainoculacdo),
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foram coletadas oito folhas de cada tratamento, que
foram armazenadas em freezer a —20°C até a
realizacdo das andises de determinacdo dos teores
de clorofilaa, b, de carotenoides e de lignina.

A andise de pigmentos foi efetuada em quatro
repeticbes de 0,2 g do material armazenado. Os
tecidos foliares foram macerados em nitrogénio
liquido e colocados em acetona 85%, por 24 horas.
Em seguida, o material foi centrifugado a8.000 x g,
por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado paraa
determinacdo em espectrofotdmetro dos contelidos
de clorofila a, clorofila b e carotenoides, de acordo
com as seguintes formulas:

Clorofilaa = (13,7 x Abs,
Clorofilab = (25,80 x Ab
Carotenoides = (4,75 x Abs,

55n!

) —(5,76 x Abs,,

7nm)
Sy — (7,60 X Abs,, )
»—(Chla+ Chlb) x 0,226

A concentracéo de ligninafoi determinada pela
metodol ogia descrita por Monties (1989).

64nm:

2.3 Observacéo da presenca de cera epicuticular
em microscopio eletrbénico de varredura (MEV)

A coleta das amostras foliares para a
observacdo em MEV foi realizada na mesma época
da andlise de pigmentos cloroplastidicos e lignina. O
preparo e a observagdo das amostras em MEV foram
realizados no Laboratério de Microscopia Eletrénica
e Andlise Ultra-Estrutural (LME), no Departamento
de Fitopatologia da UFLA, seguindo a metodologia
descrita por Alves (2004).

Os espécimes obtidos foram montados em
suportes de aluminio “stubs” com fita de carbono,
revestidos por uma pelicula de papel aluminio,
cobertos com ouro e observadosem MEV LEO Evo
40. Diversas imagens das amostras foram registradas
digitalmente, em aumentos variaveis, e processadas
no Software Photopaint do pacote Corel Draw 9.

2.4 Avaliacao da fotossintese potencial

A fotossintese potencial foi determinada pelo
método de evolucdo do oxigénio, utilizando uma
camara de Clark de fase gasosa (Hansatech) e um
eletrodo de oxigénio acoplado a uma caixa de
controle de fluxo elétrico (Hansatech), seguindo a
metodol ogia utilizada por Delieu & Walker (1983),
com as seguintes alteracdes: solucdo de KClI
saturada e NaHCO, (1 mol L™). As medicdes foram
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realizadas atemperaturade 22°C e 1.200 pumol m2 st
de densidade de fluxo de fotons fotossi nteticamente
ativos (DFFFA). A determinacdo do volume da
camara foi realizada com método de injecéo
(DELIEU & WALKER, 1981). Como fonte de
DFFFA, utilizou-se umaladmpada de halogénio, e 0
controle foi realizado por quantémetro acoplado a
um pordmetro (modelo 1600M; LI-COR,
Lincoln.Neb).

As avaliacdes da fotossintese potencial
foram realizadas em folhas com e sem sintomas
visuais de cercosporiose, na maior dose de &cido
silicico (6 g kg de solo) e natestemunha. Na coleta
das folhas doentes, foram padronizadas folhas com
a mesma porcentagem de severidade (16%), de
acordo com escala determinada por Fernandes
(1988).

2.5 Anatomia do caule de mudas de cafeeiro
cultivadas em diferentes doses de acido silicico

Ao término das avaliacdes de pigmentos,
lignina, fotossintese potencial e microscopia, 0s
caules das mudas de cafeeiro do experimento foram
coletados e acondicionados em frascos contendo
acool etilico 70%, para fixacdo. Foram utilizados
trés caules por tratamento, nos quais foram
realizados cortes transversais na insercéo do
primeiro no, utilizando micrétomo de mesa. As
secBes transversais foram clarificadas em hipoclorito
de sbdio 1%, durante 1 minuto e enxaguadas em
agua destilada por 5 minutos. Posteriormente, as
secBes foram coradas com azul de astra e safranina,
seguindo metodol ogia descrita por Kraus & Ardium
(1997). Aslaminas com duas secdes coradas foram
montadas com &gua glicerinada, sendo preparada
uma lamina por caule, totalizando 6 secfes
transversais para medicdo por tratamento. Mediu-
se a espessura da epiderme, do cambio vascular, do
xilema, do floema e do parénguima esponjoso em
Microscopio LeicaDME.

2.6 Andlise dos dados

A andlise de variancia dos dados coletados foi
realizada no software Sisvar, versdo 4.6 (Build 6.1)
(FERREIRA, 2000). As varidveis quantitativas
significativas no teste F foram submetidas a andlise
de regressdo, e as qudlitativas, ao teste de médias de
Scott & Knott a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As doses crescentes de acido silicico aplicadas
a0 solo ndo alteraram os teores de clorofilaa, clorofila
b e carotenoides nas mudas de cafeeiro. Resultados
semelhantes foram relatados por Amaral et al. (2008)
em mudas de cafeeiro inoculadas com C. coffeicola
e pulverizadas com silicato de potéssio.

De maneira semelhante ao observado com
relacdo aos pigmentos cloroplastidicos, o contetido
de lignina ndo diferiu entre os tratamentos estudados.
Esse resultado corrobora com Nojosa (2003), ao
guantificar o teor de lignina em mudas de cafeeiro
pulverizadas com silicato de potassio, acibenzolar S
metil éster e acido salicilico e verificar que os
tratamentos ndo diferiram da testemunha para essa
caracteristica. O autor relata a possibilidade de esses
indutores ndo favorecerem o acumulo de ligninaem
cafeeiros. Contudo, Botelho et a. (2005) observaram
gue a adi¢do de silicato de célcio e de silicato de
sédio ao solo (0; 0,5; 1 e 2 g kg? de substrato)
proporcionaram aumento do teor de ligninaem mudas
de cafeeiro inoculadas com C. coffeicola, até a dose
de 0,52 g kg* de SIO, substrato. De acordo com
Guével et d. (2007), aabsorcdo primériade silicio,
se ndo exclusiva, é aradicular, sendo esta necesséria
para efeito profilatico no controle de doencas.

Observou-se presenca de cera epicuticular nos
tratamentos com 2 g e 6 g de &cido silicico por quilo
de solo (Figuras 1D e 1F, respectivamente). Outros
autores também relataram a influencia do silicio na
formac&o de camada de cera em plantas de cafeeiro.
Pozza et al. (2004) verificaram, com auxilio da
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), que a
adicdo de silicato de calcio no substrato de plantio de
mudas de cafeeiro resultou no espessamento de
cuticula das folhas nas trés cultivares de cafeeiro
estudadas (Catuai, Mundo Novo e I catu). Observou-
se a presenca de uma cuticula mais espessa na
epiderme abaxial dafolha das plantas tratadas com 1
g desilicato de célcio, principalmente devido & camada
de cera epicuticular mais desenvolvida. Entre as
cultivares estudadas, a ‘Catuai’ apresentou camada
de cera epicuticular mais espessa, quando comparada
as cultivares Icatu e Mundo Novo. Amaral (2005)
também verificou formacao de cuticula mais espessa
em folhas pulverizadas com 1,5 mL L desilicato de
potéssio, quando comparadas aquelas pulverizadas
com 0,75 mL L. De acordo com o autor, os estdbmatos
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em plantas ndo pulverizadas com Si foram mais
visiveisque os das plantas tratadas com 1,5 mL L*
desilicato de potassio. Plantas de soja suplementadas
com silicato de potéssio, via solugdo nutritiva, também
apresentaram camada de cera epicuticular mais
desenvolvida, comparadas com plantas que ndo
receberam silicato na solucéo (LIMA, 2006).

A importancia da camada de cera no processo
de doenca é que ela pode tornar a superficie da planta
hidrofdbica, impedindo aformacéo de filme de &gua,
importante para 0s processos vitais de patogénese,
como a germinacdo dos esporos de fungos
(PASCHOLATI & LEITE, 1995).

As espessuras da epiderme, cambio vascular,
parénquima esponjoso, floema e xilema (um) das
mudas de cafeeiro ndo diferiram com o aumento das
doses de &cido silicico adicionadas ao solo.
Possivelmente, as obstrucdes dos vasos condutores
de plantas de citrus ocasionadas pela polimerizacéo
de Si, observada por Korndorfer & Pereira (2006),
ocorreram apds um longo tempo de adubag&o com
silicatos e, provavelmente, a ocorréncia dessas
obstrucdes varie entre espécies de plantas.

Com relacdo a taxa fotossintética potencial,
observou-se gque folhas de plantas sem sintomas de
cercosporiose adubadas com 6 g de &cido silicico
apresentaram menores valores de taxa fotossintética
potencial (Figura 2). Essas constataces estédo de
acordo com os resultados apresentados por Nojosa
(2003), que também observou reducdo na taxa
fotossintética em plantas de cafeeiro pulverizadas
com silicato de potéssio. A fotossintese potencial foi
significativamente maior nas folhas de plantas
pulverizadas com silicato de potassio e inoculadas com
Hemileia vastatrix Berk & Br., comparadas as folhas
gue somente receberam a pulverizacdo de silicato de
potéssio. O autor relata a possibilidade de esse indutor
ter efeito danoso sobre a fotossintese de cafeeiros.

Outra possibilidade que pode estar associada a
reducdo da fotossintese potencia observada nas mudas
de cafeeiro adubadas com a maior dose de &cido
silicico é o espessamento da camada de cera que,
cobrindo os estbmatos, influenciou negativamente a
fotossintese potencial, por dificultar o processo difusivo
de trocas gasosas. Essa camada de cera mais espessa
em mudas de cafeeiro tratadas com silicato foi
observada tanto na aplicacdo de silicato via solo
(POZZA €t dl., 2004) quanto via foliar (AMARAL,
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Figura 1 - Eletromicrografias de varredura de folhas de cafeeiro, cultivar Catuai Vermelho |AC 99, adubadas com as
doses de &cido silicico 0 (A); 0,5 (B); 1,0 (C); 2,0 (D); 4,0 (E) e6,0 (F) gkg* desolo.

2005). Em ambos os trabahos, cita-se a cobertura
parcial dos estbmatos pela camada de cera epicuticular.
Embora 0 aumento da camada de cera em plantas
adubadas com silicato de célcio tenha resultado em
menor nimero de lesbes de C. coffeicola em mudas
de cafeeiro, cultivares Catuai e Mundo Novo (POZZA
et a., 2004), o efeito benéfico na reducdo da doenca
parece ser antagbnico a fotossintese potencial.
Provavelmente, a menor condutividade estomética
devido a0 espessamento da camada de cera resultou
em menor assimilacdo de CO,, interferindo
negativamente nataxa fotossintética potencial .

A maior taxa fotossintética observada em
plantas inoculadas pode ser justificada pelo estimulo
inicial que a doenca causa na planta. Esse estimulo
foi de aproximadamente 5 umol O, m?s*, nas plantas
com sintomas da cercosporiose, independentemente
da adicdo de &cido silicico ao solo (Figura 2). De
acordo com Pascholati & Leite (1995), ocorre um
aumento da atividade fotossintética no inicio do
processo da doencga por um periodo reduzido, seguido,
invariavelmente, pela reducéo da taxa de fotossintese,
devido ao aumento do surgimento de areas cloréticas
e necrosadas.
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Figura 2 — Fotossintese potencial em tecidos foliares de mudas de cafeeiro, cultivar Catuai Vermelho IAC 99. 0 g de
Si =0gdeécido silicico por quilo de solo, 6 g de Si = 6 g de acido silicico por quilo de solo. + = folhas com sintomas de
C. coffeicola. Tratamentos com as mesmeas letras ndo diferem estatisticamente pel o teste de Scott-Knott, a 5%.

4 CONCLUSOES

Pel os resultados obtidos neste trabalho, conclui-
se que a adi¢do de &cido silicico ao solo de plantio
das mudas de cafeeiro proporciona aumento na
camada de cera epicuticular das folhas nas doses 29
e 6 g de &cido silicico por quilo de solo. A dosede6 g
de &cido silicico por quilo de solo apresenta efeito
negativo na fotossintese potencial em mudas de
cafeeiro. A adic8o de &cido silicico ao solo ndo altera
aanatomia do caule nem a concentragdo de lignina,
clorofilaa, b e carotenoides.
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