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RESUMO

GARRONE, R. F. Interacdo célcio e boro na fixacdo biolégica de nitrogénio na soja:
avaliagdo morfologica, ultraestrutural e da atividade da nitrogenase. 2015. 97 p.
Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Séo
Paulo, Piracicaba, 2015.

Destacam-se as semelhancas entre os nutrientes boro (B) e célcio (Ca) quanto as formas e as
fungdes que eles exercem nos vegetais. Partindo do principio que a interacdo Ca — B afeta os
atributos morfoldgicos, ultraestruturais e bioquimicos, bem como a nodulacdo nas plantas
leguminosas, objetivou-se com esse estudo determinar a relacdo Ca:B mais adequada para a
producdo de graos e matéria seca de soja, bem como avaliar os efeitos da interacdo B e Ca na
fixacdo bioldgica de N, (atividade da nitrogenase —N-ase [EC 1.18.6.1]), na morfologia de
raizes (comprimento e superficie total), anatomia de raizes (nddulos) e de folhas, assim como
as avaliagdes ultraestruturais dos mesdfilos foliares, rendimento do teor de 6leo nos gréos das
plantas de soja (cultivar BRS 284), crescidas em solugéo nutritiva. Foram avaliadas ainda a
producdo de massa seca das plantas, as concentracfes e os acimulos de Ca, B, Mg, K e N na
parte aérea e raizes. Foi empregado um esquema fatorial 52 incompleto, perfazendo treze
combinacdes de doses de Ca (mmol L™) e B (umol L™), as quais foram distribuidas segundo o
delineamento experimental de blocos ao acaso, com quatro repeticdes. As maiores atividades
da N-ase foram obtidas com as maiores doses de Ca e B (7,25 mmol L™ de Ca e 50 umol L™
de B). A menor dose de Ca resultou na inibicdo da N-ase em cerca de 90%. Os maiores
comprimentos e superficies totais de raizes foram obtidos na combinacédo de doses de 7,25Ca
e 12,5B, enquanto que para a combinagdo das menores doses de Ca e B observou-se uma
reducdo de cerca de 70% e 60% para comprimento e superficial de raizes, respectivamente. A
maior producdo de biomassa seca das plantas e de grdos, os maiores acimulos de Ca, B, N, K
e Mg nas folhas e o maior rendimento de 6leo foram obtidos com o fornecimento de
4,25 mmol L™ de Ca e 12,5 pmol L™ de B, observando-se relacdo Ca:B na solugdo nutritiva
préxima de 350:1 e nas folhas de 700:1. O teor de 6leo nos grdos incrementou cerca de 20%
com o aumento das doses de B de 3,125 para 50 pumol L™. O nimero de camadas de células
do cortex dos nédulos aumentou com o incremento das concentragfes de Ca e B na solucéo.
Observou-se ruptura da membrana dos cloroplastos no mesofilo foliar e elevado nimero de
bactérias fixadoras de N, penetrando o interior dos tecidos nodulares quando as plantas foram
submetidas ao menor suprimento de Ca e maior de B. A combinagdo da menor dose de B
junto a maior dose de Ca provocou ruptura da parede celular e o espessamento da lamela
média das folhas. O aumento no fornecimento de Ca ameniza os efeitos negativos do baixo
suprimento de B na producdo de biomassa das plantas e de gréos, no comprimento e
superficie de raizes e na atividade da nitrogenase. A relacdo Ca:B, tanto na solucdo, quanto no
tecido vegetal, ndo pode ser entendida como parametro exclusivo de equilibrio nutricional.

Palavras-chaves: Morfologia de raiz. Superficie de resposta. Acumulo de massa seca.
Solucdo nutritiva. Microscopia eletrénica de transmisséo. Teor de 0Oleo.
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ABSTRACT

GARRONE, R. F. Calcium and boron interaction on biological nitrogen fixation in
soybean: morphological, ultrastructural and nitrogenase activity evaluations. 2015. 97 p.
Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Séo
Paulo, Piracicaba, 2015.

Regarding mineral nutrition of plants, we highlight the similarities between nutrients boron
(B) and calcium (Ca) in relation to similar functions they play in plant physiology. However
the mechanisms involved in the interaction between these nutrients are not very well known.
Assuming that the interaction Ca - B affects the morphological, ultrastructural and
biochemical attributes, as well as the nodulation in leguminous plants, the objective with this
study was to determine the optimum Ca:B ratio, in the solution and plan tissue as well for dry
matter yield of grain and dry matter of soybean, and to evaluate the effects of B - Ca
interaction in the biological N, fixation (nitrogenase activity — N-ase [EC 1.18.6.1]), root
morphology (total root length and total root surface area), root anatomy (nodules), as well as
in the ultrastructural evaluation of foliar mesophilic, and yield of oil content of soybean
(cultivar BRS 284), grown in nutrient solution. Dry matter yield of plants, Ca-concentrations
and amounts of Ca, B, Mg, K and N in shoots and roots were also evaluated. The
experimental arrange used was an incomplete 52 factorial, making thirteen combinations of Ca
(mmol L™) and B (umol L™) rates, which were set in a randomized block design, with four
replications. The highest N-ase activity was obtained with the highest doses of Ca and B
(7,25 mmol L™ of Ca and 50 pmol L™ of B). The lowest Ca rate resulted in approximately
90% inhibition of N-ase. The highest total root length and total root surface area were
obtained with combination of 7,25Ca and 12,5B rates, whereas the combination of the lowest
Ca and B rates caused reduction of approximately 70% and 60% on root length and area,
respectively. The highest dry matter and grain yield, highest accumulations of Ca, B, N, K
and Mg on the leaves and the highest oil content in grains were obtained when 4,25 mmol L™
of Ca and 12,5 pmol L™ of B were supplied, resulting in a Ca:B ratio of approximately 350:1
on nutrient solution and 700:1 on leaves. The oil content in grains raised about 20%
increasing B rates from 3,125 to 50 pmol L™. The number of cell layers of nodule cortex
raised with increasing Ca and B levels in the solution. It was observed membrane rupture of
chloroplasts in leaf mesophyll and high number of N,-fixing bacteria entering the interior of
nodular tissues when plants were supplied with the lowest Ca rate (1,75Ca) and the highest B
(50B). The combination of the lowest B rate (3,125B) and the highest Ca rate (7,25) caused
cell wall rupture and thickening of the middle lamella on the leaves. The increase of Ca levels
on the solution mitigates the negative effects of the low B supply in plant biomass and grain
yield, in root length and root surface area and in N-ase activity. The Ca:B ratio either in the
solution or plant tissue, cannot be understood as an exclusive parameter of nutritional status.

Key words: Root morphology. Response surface. Dry matter accumulation. Nutrient solution.
Transmission electron microscopy. Oil content.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma das principais commoditties mundiais,
possuindo diversas finalidades, como por exemplo, fonte de proteina para alimentacdo
humana, alimento para producdo animal, e extracdo de 6leo. E cultivada em quase todo o
territdrio nacional, sendo a principal cultura, de maior valor de producdo e maior &rea
plantada totalizando na safra 2014/15, mais de 30 milhdes de hectares. Para conseguir suprir a
crescente demanda do gréo, € necessario um adequado manejo da adubacdo de macro e
micronutrientes, bem como entender as interagdes existentes entre eles, no solo e na planta.

Em relagdo nutricdo mineral de plantas, destacam-se as semelhangas entre 0s
nutrientes boro (B) e célcio (Ca) pelas funcgdes fisiologicas e bioquimicas que eles exercem
sobre as plantas. O B é um elemento essencial muito exigido pela cultura da soja, e um dos
principais desafios nesta area de estudo, € a determinacdo da principal funcdo do B nas
plantas. O elemento estd envolvido em diversos processos fisioldgicos das plantas, como
absorcéo idnica, transporte e metabolismos de carboidratos e compostos fendlicos, sintese de
lignina, da parede celular (90% do B nas células se encontra nas suas paredes), de acidos
nucleicos e proteinas. Atua ainda na divisdo celular dos tecidos meristematicos. E de grande
importancia no desenvolvimento celular, influenciando propriedades fisicas e estruturais, bem
como a diferenciacdo da parede celular, germinacao de gréos de polen e crescimento do tubo
polinico, sendo necessario ainda na fixacdo simbidtica do nitrogénio atmosférico (N>).

O Ca por sua vez é fundamental para a manutencdo da estrutura da planta, e um dos
principais integrantes da parede celular, sendo esta essencial para o fortalecimento dos tecidos
da planta. E imprescindivel para o pleno desenvolvimento da planta, atuando como mediador
de diversas reacGes quimicas e como mensageiro de sinalizacBes celulares. Sua maior
participacdo, entretanto, esta relacionada a sua capacidade de coordenacdo, promovendo
estabilidade e ligacfes moleculares reversiveis, principalmente na membrana plasmatica e na
parede celular.

Desta forma, o estudo da interacdo entre o B e Ca é um tdpico relevante em nutricédo
mineral de plantas. A importancia destes nutrientes para a planta, principalmente para a
parede celular, é evidente. Considerando que esta interacdo Ca — B afeta os atributos
morfologicos, ultraestruturais, bem como a nodulagdo nas plantas leguminosas; o presente
estudo parte da hipotese de que a nutricdo adequada em célcio modula ou reduz os efeitos

negativos do baixo suprimento de boro (deficiéncia de boro) na morfologia e ultraestrutura
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dos nodulos e folhas, bem como na atividade da nitrogenase, e por fim, na producéo de
biomassa seca das plantas. Neste sentido, objetivou-se com este estudo determinar a relagdo
Ca:B - tanto na solugdo, quanto no tecido vegetal - mais adequada para a producao de graos,
rendimento no teor de 6leo dos graos e na producdo de biomassa total; avaliar os efeitos da
combinacdo de doses de B e Ca na fixacdo bioldgica de N, (atividade da nitrogenase nos
nodulos), nos atributos morfoldgicos e ultraestruturais de folhas e raizes das plantas de soja
cultivadas em solucdo nutritiva; além de verificar a interacdo desses nutrientes no acimulo de
Ca, N, K, Mg e B.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizagdo da soja

A soja (Glycine max (L.) Merrill) apresenta como centro de origem e domesticacdo o
nordeste da Asia (CHUNG; SINGH, 2008). E uma das principais commoditties mundiais,
possuindo diversas finalidades, como por exemplo, fonte de proteina para alimentacdo
humana, alimento para producéo animal, e extracdo de 6leo, representando cerca de 80% da
matéria prima utilizada na producéo de biodiesel (SILVA et al., 2006). No Brasil, é cultivada
em quase todo o territorio nacional, sendo a principal cultura, de maior valor de producéo e
maior &rea plantada, totalizando na safra 2014/15, mais de 31 milhdes de hectares cultivados
(CONAB, 2015), um aumento de quase 5% em relacdo a safra anterior.

O cultivar utilizado foi 0 BRS 284, da EMBRAPA, cultivar de ciclo precoce (grupo de
maturidade 6.3, permite a segunda safra do milho), com ciclo de crescimento indeterminado,
indicado para as regifes Sul (Santa Catarina e Parand), Sudeste (S&o Paulo e Minas Gerais) e
Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul e Goias). Apresenta melhor desempenho em areas com
altitudes menores que 700 metros. Além disso, possui uma alta capacidade produtiva,
entretanto € altamente exigente quanto a fertilidade do solo, fazendo-se necessario fornecer os
nutrientes em quantidades adequadas as plantas, de modo que estas expressem todo seu
potencial produtivo (EMBRAPA, 2014).

A evolucdo da producdo mundial da soja € estimulada principalmente pela maior
demanda mundial por proteina animal. Desta maneira, para conseguir suprir a crescente
demanda sobre o grdo, é necessario um adequado manejo da cultura quanto as pragas e
doencas, assim como em relacdo a adubacdo de macro e micronutrientes. Neste sentido é

fundamental entender as interacdes existentes entre eles, no solo e na planta.

2.2 Boro

O boro (B) é um elemento essencial para a cultura da soja (BORKERT et al., 1994). E
absorvido pelas plantas na forma de acido borico ndo dissociado (H3BO3), e sua absorcdo é o
resultado de processos ativo e passivo (KOCHIAN, 1991). Atualmente, alguns genes que
sinalizam a sintese de proteinas transportadoras de B ja foram clonados e tiveram suas
funcdes identificadas, alguns dos quais conferem maior eficiéncia de absor¢éo e transporte em

condicOes de baixa disponibilidade de B. Ademais, os niveis de mRNA em alguns destes
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genes transportadores de B s&o regulados pela disponibilidade do micronutriente no substrato
(CAMACHO-CRISTOBAL et al., 2011).

Os estudos acerca do papel do B na nutricdo e fisiologia de plantas iniciaram se na
década de 1920 com Warington (MATOH, 1997), e um dos principais desafios em relacéo a
nutricdo mineral de plantas, ¢ a determinacdo da principal funcdo do B nas plantas
(BLEVINS; LUKASZEWSKY, 1998). O elemento estd envolvido em diversos processos
fisiolégicos das plantas, como absorcdo ibnica, transporte e metabolismos de carboidratos e
compostos fendlicos, sintese de lignina, da parede celular (90% do B nas células se encontra
nas suas paredes), de &cidos nucleicos e proteinas. Atua ainda na diviséo celular dos tecidos
meristematicos. E de grande importancia no desenvolvimento celular, influenciando
propriedades fisicas e estruturais, bem como a diferenciacdo da parede celular, germinacéo de
grdos de pdlen e crescimento do tubo polinico (GUPTA, 2001; REGUERA et al., 2010a).

E necessario ainda na fixac&o simbidtica do nitrogénio atmosférico (FBN), visto que 0
B é necessario para manutencdo da estrutura da membrana e da parede celular dos nédulos
radiculares, bem como para o adequado transporte de carboidratos e sintese de fenois em
plantas leguminosas (LEWIS, 1980; BOLANOS, 1994;: PFEFFER et al., 1998; ZEHIROV;
GEORGIEV, 2001). Estudos mais recentes apontam que este micronutriente é altamente
exigido para o inicio do desenvolvimento da simbiose e na maturacdo dos bacteridides
responsaveis pela infeccdo das raizes (BOLANOS et al., 2001; ABREU et al., 2012), bem
como pelos eventos que antecedem a relacdo (sinalizacdo) planta-bactéria (REDONDO-
NIETO et al., 2001; GONZALEZ-FONTES et al., 2014), no qual o B pode atuar nos
processos de transcricdo (REDONDO-NIETO et al., 2012), e na organogénese do nddulo
(REGUERA et al., 2009).

A deficiéncia de B ocorre em grande frequéncia em areas agricolas, induzindo muitas
vezes a uma aplicacdo excessiva do nutriente (GUPTA, 1979; SHORROCKS, 1997;
BLEVINS; LUKASZEWSKY, 1998). Malavolta (1997), Mattos Janior et al. (2001), e Havlin
et al. (2005) destacaram o estreito intervalo existente entre a deficiéncia e a toxidez de B;
sendo que muitas vezes a toxidez do B é tdo grave quanto sua deficiéncia (DECHEN;
NACHTIGALL, 2006). Niveis de B superiores a 1 mg L™ na 4gua de irrigacdo podem afetar
o rendimento de culturas como citros (Citrus sinensis), abacate (Persea americana), e outras;
enquanto plantas como o milho (Zea mays), batata (Solanum tuberosum), cenoura (Daucus
carota), e beterraba (Beta vulgaris) sdo mais tolerantes e podem crescer de forma segura no
intervalo de 1 a 4 mg L' de B (KEREN; BINGHAM, 1985; POLAT et al., 2004).

Este desequilibrio pode afetar indiretamente a fotossintese e a transpiracao atraves da reducéo
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da érea foliar e pela alteracdo de compostos (pigmentos) fotossintéticos presentes nas folhas
(SANTOS et al., 2013). Outra possibilidade, descrita por Goldbach et al. (2007) € que embora
a funcdo do boro no processo fotossintético ndo seja conhecida, sua escassez pode afetar o
funcionamento das membranas do cloroplasto, prejudicando o transporte de elétrons no

tilacoide, causando fotoinibic&o.

2.3 Célcio

O Ca € um cétion bivalente relativamente grande com um raio idnico hidratado de
0,412 nm. E absorvido pelas raizes sob a forma idnica, como Ca*, e sua concentragdo na
solucdo do solo pode ser até dez vezes maior que a concentracdo de potassio (K). Entretanto
isto ndo se repete no interior dos tecidos das plantas, pelo fato de que sua absorcéo € reduzida
pela presenca de outros cations na solugdo, como o K* e o NHy4", que sdo absorvidos mais
rapidamente que o Ca pelas raizes. O contato ion-raiz ocorre principalmente através do fluxo
de massa, enquanto que o mecanismo de absorcao € ativo obedecendo a cinética de Michaelis-
Menten (HUANG et al., 1992; MARSCHNER, 2012).

E fundamental para a manutencdo da estrutura da planta, e um dos principais
integrantes da parede celular, onde os pectatos de Ca e magnésio (Mg) formam a lamela
média, sendo esta essencial para o fortalecimento da parede celular e dos tecidos da planta
(MARSCHNER, 1995). Estas ligacOes Ca-pectina s@o importantes ainda para que a parede
celular apresente uma plasticidade adequada (TING, 1982). E imprescindivel para o pleno
desenvolvimento da planta atuando como mediador de diversas rea¢es quimicas, e também
como mensageiro secundario, responsavel por transformar uma grande variedade de estimulos
extracelulares em respostas intercelulares, em diversos processos fisiologicos da planta
(SNEDDEN; FROMM, 2001; BARTELS; SUNKAR, 2005). Sua maior participacao,
entretanto, esta relacionada a sua capacidade de coordenacdo, promovendo estabilidade e
ligacGes moleculares reversiveis, principalmente na membrana plasmatica e na parede celular.
Ao contrario dos outros macronutrientes, a maior parte do Ca encontrado nas plantas esta
localizada na parede celular (apoplasto). Quando em excesso, 0 nutriente € acumulado no
vacuolo celular, desta forma apresenta baixas concentra¢des no citoplasma (MARSCHNER,
2012).

No que diz respeito a plantas leguminosas, ja foi descrito na literatura que em
condigdes de baixo suprimento de Ca, a FBN pelas plantas pode ser prejudicada, e
consequentemente é observada uma clorose nas folhas (GREENWOOD; HALLSWORTH,
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1960). Com a intencdo de determinar a quantidade de Ca necesséria para o crescimento da
planta e 0 Ca necessario para a nodulacdo das plantas de trevo subterraneo (Trifolium
subterraneum), Lowter e Loneragan (1968) descreveram que ambos 0s processos sofreram
alteracdes devido a baixa disponibilidade de Ca, e que nos dias em que as sementes eram
inoculadas era necessario um maior aporte de Ca para alcangar um grande nimero de nddulos.
Resultado semelhante foi observado para o cultivo de alfafa. Com o avanco dos estudos, a
exigéncia de Ca nos nddulos de plantas de soja foi mais bem investigada (STREETER, 1998).

O Ca é considerado imdvel quanto a redistribuicdo nas plantas, e desta maneira 0s
sintomas visuais de deficiéncia surgem primeiramente nas partes mais novas das plantas. Nos
estagios iniciais estes sintomas sdo caracterizados como deformagdes e cloroses foliares,
avancando para o amolecimento do tecido devido as alteracBes na estrutura da parede celular
(MENGEL; KIRKBY, 2001). Algumas desordens fisiologicas associadas a nutri¢do
inadequada de Ca tém sido frequentemente registradas na literatura, exemplos séo o bitter pit
em macd (FERGUSON; WATKINS, 1989), a podriddo apical ou “fundo-preto” em tomate
(LOPES; AVILA, 2005), e a queima dos bordos (tipburn) em alface (BENINNI et al., 2003).
Estes disturbios, no entanto, ndo estdo necessariamente relacionados com o suprimento
inadequado do elemento, e geralmente surgem quando o Ca estd momentaneamente
indisponivel para os tecidos em desenvolvimento, provocando uma desordem fisioldgica
localizada deste nutriente. Possivelmente existe uma exigéncia por este nutriente fora do
apoplasto, na superficie exterior da membrana plasmética e na parede celular. (WHITE;
BROADLEY, 2003). A presenca excessiva do ion na solucdo do solo (principalmente em
solos calcéarios) também pode comprometer o desenvolvimento adequado das plantas
(WHITE; BROADLEY, 2003), ja que uma variedade de processos celulares como a
sinalizacdo dependente de Ca, e o metabolismo energético baseado em fosfatos sofrem
alteraces na presenca de altas concentracdes de Ca** (KRETSINGER, 1977; BUSH, 1995;
WEBB, 1999).

2.4 Interacao calcio-boro

Destacam-se as semelhancas entre os nutrientes B e Ca sobre as formas e as funcdes
que eles exercem sobre as plantas (MILLS; BENTON-JONES JUNIOR, 1997). O estudo da
interacdo entre o B e Ca é um topico relevante em nutricdo mineral de plantas, a importancia
destes nutrientes para a planta, principalmente para a parede celular, é evidente. Com o

aumento no suprimento de Ca, em plantas mal nutridas em B, foi observado o agravamento da
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deficiéncia de B, a qual foi caracterizada por alteracfes ultraestruturais da parede celular —
estreitamento da parede celular e lamela média — (GUPTA, 1979). Isto, provavelmente devido
a necessidade do fornecimento adequado do B, de modo que o Ca associe-se a pectina na
parede celular. Da mesma maneira, foram observadas alteragdes no transporte do Ca para a
parte aérea em frutos sob deficiéncia de B (YAMAUCHI et al., 1986; RAMON et al., 1990;
FRANCO et al., 2012), além de alteracGes no nivel de exigéncia quanto aos outros nutrientes
para o 6timo desenvolvimento das plantas (TEASDALE; RICHARDS 1990).

Alguns outros resultados praticos evidenciam ainda mais a relagdo entre os dois
elementos. A incidéncia do bitter pit da macd, a qual € uma desordem relacionada com a
deficiéncia de Ca diminui com a aplicacdo foliar de B, provavelmente auxiliando no
metabolismo ou incorporagdo do Ca na parede celular (YAMAUCHI et al., 1986), ou seja, 0
B atua na biossintese da parede celular auxiliando o Ca na deposicdo e formacdo de pectatos
envolvidos na construcdo destas estruturas. Outro fato a ser considerado é que sintomas
visuais de deficiéncia de B sdo acentuados pela deficiéncia de Ca, sendo menos evidente
guando o Ca encontra-se em excesso (CHATTERIJIE et al., 1987). Salvador et al. (1999)
avaliando a composicdo mineral de folhas de goiabeira, em experimento desenvolvido em
solucdo nutritiva, concluiram que a omissdo de B na solugcdo nutritiva acarretou em reducéo
dos teores de Ca na planta. Franco et al. (2012) observaram efeito sinérgico entre os niveis de
B na solucdo nutritiva e a quantidade de Ca acumulada pela mamoneira cv. Iris. Shams et al.
(2012) concluiram que o0 aumento das concentracBes de Ca e B na solu¢do nutritiva, favoreceu
o desenvolvimento do sistema radicular da roseira cultivar ‘Easy Lover .

Em experimentos com Pisum sativum, Carpena et al. (2000) buscaram evidenciar o
papel especifico do B e Ca na fixacdo biolégica de nitrogénio, e concluiram que altos
suprimentos de B podem induzir a mobilizacdo do nutriente nas raizes, além de que as
maiores concentraces de B sdo observadas nos nddulos das plantas e podem contribuir para
uma baixa atividade da nitrogenase. Outro trabalho mostrou que uma balanceada
relagdo B-Ca na nutricdo das plantas, aumentou a tolerncia do processo simbidtico entre
Rhizobium-leguminosa a ambientes salinos, devido a melhor formacdo dos nddulos
radiculares nestas condi¢oes (EL-HAMDAOQUI et al., 2003). Por sua vez, Redondo-Nieto et
al. (2003) mostraram que tanto o nivel de nodulagdo como a FBN (medida indiretamente
através da atividade da N-ase), foram fortemente influenciadas pelos niveis de ambos o0s
nutrientes na solucdo nutritiva. Situagdes de toxicidade e deficiéncia de B resultaram em forte

inibicdo da atividade da nitrogenase (cerca de 80%), como apresentado previamente por
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Bolafios et al. (1994). Em plantas com fornecimento adequado de B, 0 aumento ou redugéo da
dose de Ca na solucdo nutritiva, igualmente causou reducdo na atividade da nitrogenase.
Ademais, o suplemento de Ca evitou apenas parcialmente os efeitos negativos da deficiéncia
de B no desenvolvimento e funcionamento dos nédulos. O aumento no teor de B nos nodulos
destas plantas, devido & dose adicional de Ca, preveniu uma deficiéncia severa de B e pode
estar na base destes efeitos (REDONDO-NIETO et al., 2003).

A interacdo entre os nutrientes possui, além disso, uma marcante fungdo no transporte
do acido indolil-acético (IAA) atraves da membrana celular (TANG; DELA FUENTE, 1986).
As alteracbes morfoldgicas em plantas causadas pela deficiéncia de B podem ser devido ao
acumulo do IAA, resultando na inibicdo de compostos fendlicos, tais como os acidos
clorogénico e cafeico, pela IAA oxidase. A associacdo do B com alguns destes compostos
fenolicos bloqueia a formacéo de quinonas, e assim favorece a sintese de alcoois fendlicos,
que sdo precursores da lignina. Ainda, em condicdes de deficiéncia de B tem sido observado o
aumento na atividade da polifenoloxidase, a qual oxida o IAA, impedindo assim a
colaboracdo com o Ca em diminuir a rigidez da parede celular (ALI; JARVIS, 1988;
BLEVINS; LUKASZEWSKI, 1998; GUPTA, 2001; MALAVOLTA, 2006). A deficiéncia de
B também reduz a atividade da adenosina trifosfatases (ATP-ase) e, consequentemente, a
disponibilidade de energia necessaria a absor¢do ibnica ativa, podendo reduzir a absor¢édo de
Ca. (MALAVOLTA et al., 1997).

Alguns trabalhos indicaram a existéncia e isolamento de complexos B-cis-diol nas
paredes celulares das plantas, principalmente B-rhamnogalacturonan Il (B-RGH-11) (MATOH
et al., 1993; O’NEILL et al., 1996; FUNAKAWA; MIWA, 2015). Pesquisas conduzidas por
Ferreira et al. (2006) mostraram alta correlacdo entre os ions de célcio e o teor de &cido
galacturdnico, presentes na parede celular de frutos de azeitona. Também tem sido sugerido
que a interacdo calcio x 4&cido galacturénico seja responsavel pela estabilizacdo dos
complexos B-RGH-11 da parede celular das plantas superiores (KOBAYASHI et al., 1996),
aproximando 0s mondmeros de RGH-II para a dimerizagdo com o boro (PEREZ;
RODRIGUES-CARVAJAL; DOCO, 2003). Esta evidéncia foi encontrada para as células da
membrana, e serve como mais uma prova da interacdo B — Ca (TANG; DELA FUENTE,
1986). Estes nutrientes também desempenham funcdes semelhantes no transporte de
carboidratos da folha para a raiz, o que se reflete na nodulagdo das leguminosas (CLARK,
1984). Considerando a participacdo de Ca e B nas mesmas fungfes ou processos, Mills e
Benton-Jones Junior (1997) e Kanwal et al. (2008) concluiram que ambos os nutrientes

devem estar balanceados para o adequado crescimento da planta.
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Ambos nutrientes também estdo envolvidos na fixacdo biologica de nitrogénio. Um
maior acréscimo de Ca (relacdo proxima ou superior a 200), em plantas mal nutridas em B,
pode estimular (sinalizar) os eventos que antecedem a infeccdo das raizes pelos rizobios, e
promover (normalizar) a atividade dos nodulos radiculares quanto a fixacdo bioldgica de No.
O primeiro passo para que ocorra a interagdo simbidtica é a troca de sinais difusos entre
planta e bactéria, os quais levam a producgdo de fatores Nod seguidos da ativacdo dos genes
nod (SPAINK, 2000). Alteracdes no nivel de ambos nutrientes durante o desenvolvimento das
plantas modificaram a capacidade dos extratos radiculares em induzir os genes nod nos
rizobios. Adicionalmente, existem resultados indicando que pode haver um aumento na
expressdo de genes nod induzindo a produgdo de flavonoides em raizes de leguminosas
submetidas aos tratamentos que continham maiores doses de célcio (RICHARDSON et al.,
1988). Além da troca de sinais difusos, a adsorcdo dos rizobios as raizes também & necessaria
para iniciar a formacéo dos nddulos em ervilhas (KANNENBERG; BREWIN, 1994), sendo
que diferentes niveis de Ca e B também influenciaram no grau de pegamento das bactérias as
raizes (REDONDO-NIETO et al., 2001; REGUERA et al., 2010a, 2010b).

Por sua vez, a relacdo céalcio/boro em folhas tem sido utilizada como indice para a
avaliacdo de deficiéncia ou da toxidez de boro, constituindo-se em método de diagnose foliar
quanto a nutricdo (GUPTA, 1979). Tem sido considerada que a existéncia da interacdo entre o
Ca e 0 B deve estar embasada no fato de ambos exercerem funcéo estrutural das membranas,
da lamela média e da parede celular (MARSCHNER, 1995). Desta maneira, € esperado que as
plantas de soja cultivadas com disponibilidade adequada desses nutrientes apresentem em sua
composi¢cdo mineral, uma determinada relacdo Ca/B constante ou proxima nas folhas, nas
raizes e nos grdos. Franco et al. (2012) relataram que o quociente Ca/B do substrato deve estar
entre 100 e 170, sendo mantida durante o ciclo de crescimento e, principalmente, na fase de
frutificacdo, para que ocorra adequado desenvolvimento da cultura da mamona.

Grande parte da literatura mencionada aqui descreve estudos com o boro ou com o
calcio, porém sdo poucos os trabalhos avaliando a interagdo entre ambos os nutrientes, bem
como a relacdo existente entre eles, principalmente na morfologia, e ultraestrutura da cultura
da soja. Essas interacGes, aparentemente, ocorrem ao nivel de membrana e parede celular
(PARR; LONGHMAN, 1983). Entretanto os mecanismos envolvidos nesta interagcdo ainda
ndo sdo muito bem conhecidos. Uma possibilidade é que as funcdes do B na estabilizacdo de
componentes da parede celular dependem da atuacdo conjunta do Ca (GINSBURG, 1961,
LOOMIS; DURST, 1992; KOSHIBA et al., 2010 GONZALES-FONTES et al., 2014).
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2.5 Alteracdes Ultraestruturais

As alteracOes ultraestruturais em células, na maior parte das vezes, antecedem 0s
sintomas visuais observados posteriormente nas plantas. As causas para que ocorram estas
alteracbes podem ser diversas, como exemplo podemos citar os choques de temperatura
(HUANG et al., 2013), bem como o estresse hidrico (ZHANG et al., 2015), salinidade
(BASTIAS et al., 2013), doencas (SUZUKI et al., 2003) e por fim, fatores relacionados a
nutricdo mineral de plantas (SILVA et al., 2008).

Os sintomas visuais, tanto da deficiéncia quanto da toxidez de nutrientes, iniciam-se
com alteragdes moleculares nos tecidos, seguindo para lesGes subcelulares, até chegarmos as
alteracdes ultraestruturais que antecedem as deformac@es de tecido (folhas), e podem ser
antecipadamente identificadas por meio da técnica de microscopia eletrénica (EPSTEIN;
BLOOM, 2005). O estudo da anatomia e ultraestrutura dos tecidos é fundamental para a
compreensdo dos papéis exatos do B e Ca nas células das plantas.

Em relacdo aos efeitos toxicos do B na anatomia das folhas, estes ja foram estudados
por Sotiropoulos et al. (2002) em kiwi, bem como por Papadakis e al. (2004) em citrus, e por
Kuo e Yeh (2006) em Guzmania ligulata, todos estes relatos mostraram que os efeitos da
toxicidade de B na anatomia foliar eram limitados principalmente as células do mesofilo, e
que as células epidérmicas foram menos afetadas pela toxicidade do elemento.

Huang et al. (2014) avaliaram a tolerancia de duas espécies de Citrus a toxicidade de
B, e observaram engrossamento da lamina foliar da espécie C. grandis, provavelmente devido
ao incremento significante da espessura do parénquima esponjoso, enquanto que nenhuma
diferenca foi constatada na analise dos tecidos da espécie C. sinensis. Foi verificado ainda
aumento no tamanho dos graos de amido nos cloroplastos de células esponjosas das folhas.
Em relacdo as analises ultraestruturais das folhas das duas espécies de Citrus avaliadas, ndo
foram encontradas alteracGes no nimero e forma dos cloroplastos nas células do mesdfilo,
sendo ainda observado um grande numero de tilacGides, bem organizados dentro dos
cloroplastos.

Silva et al. (2008) estudaram as alteragdes ultraestruturais causadas pela deficiéncia e
toxidez de boro em plantas de mamona (Ricinus communis L.), e observaram o espessamento
da lamela média e da parede celular, com reducdo no crescimento celular quando foi
fornecida a menor dose de B as plantas. Avaliando os efeitos ultraestruturais da deficiéncia de
B nesta mesma cultura, Lavres Junior et al. (2012) identificaram principalmente o

espessamento das paredes celulares e das lamelas-medias, bem como a presenca significativa
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de mitoc6ndrias no protoplasma, e cloroplastos distorcidos e sem a presenca de tilacéides. Foi
constatada ainda a auséncia de amiloplastos contendo gréos de amido.

Avaliando os efeitos da deficiéncia de B na ultraestrutura da parede celular, em dois
cultivares de Brassica Napus (mais e menos tolerantes a deficiéncia de B), Pan et al. (2012)
constataram que a deficiéncia de B provocou alteraces na estrutura da parede celular das
folhas, especialmente no cultivar menos tolerante a baixas doses de B, tornando-se esta mais
espessa e inchada em comparacdo com a parede celular das plantas cultivadas com a dose
controle de B (25 pmol L™Y). Soma-se a isso que a lamela média nas células das folhas
deficientes em B apresentou ainda alteracdes estruturais, possivelmente devido a aberragoes
ocorridas durante a sintese de pectina.

Por outro lado, Bastias et al. (2013) ndo observaram alteracdes ultraestruturais no
tecido foliar de plantas de milho submetidas a elevadas doses de B, e concluiram que a
estrutura celular das folhas se mantem bem estabelecida mesmo com o fornecimento de 40
ppm de B na solugéo nutritiva.

Plantas de ervilha submetidas a deficiéncia e toxidez de B apresentaram alteracfes na
parede celular, caracterizadas por formas irregulares, em relacdo as plantas adequadamente
nutridas em B (REDONDO-NIETO et al., 2003). Neste mesmo trabalho, a aplica¢do adicional
de Ca em plantas deficientes em B, estimulou a infeccdo das raizes por bactérias do género
Rhizobium, permitindo a fixagdo do N, atmosférico, bem como preservou a estrutura dos
nodulos, diferentemente do observado nos tratamentos com baixa disponibilidade de B e a
dose recomendada de Ca (nddulos com estruturas afetadas, e praticamente sem infeccao).

Na literatura, ainda é possivel encontrar alguns trabalhos avaliando a importancia do
Ca para estrutura da parede celular em frutos, especialmente no periodo de armazenamento
apos a colheita, com a finalidade de aumentar o tempo de prateleira destes frutos. Glenn e
Poovaiah (1990) avaliaram o efeito da aplicacdo de Ca na estrutura da parede celular de
macads seis meses apds a colheita, e constataram que os frutos tratados com Ca ndo
apresentaram inchaco e que o espaco intracelular foi mantido durante o armazenamento, de
modo que no tecido ndo tratado com Ca foi observado que o tecido da regido da lamela média
encontrava-se levemente manchado, distendidos e eventualmente separados. Além disso, em
alguns casos a lamela média apresentou-se completamente degradada.

Evangelista et al. (2002), em trabalho com manga, demonstraram por meio do uso de
microscopia eletrbnica de transmissdo que os frutos tratados com cloreto de célcio a 5,0%

apresentaram lamela média bem definida (escura) e auséncia de espacos vazios, mesmo apds
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35 dias de armazenamento. Além do mais, em trabalho avaliando os efeitos toxicos do cadmio
(Cd) em algas do género Micrasterias, Andosch et al. (2012) encontraram que o fornecimento
de 2 mmol L™ de CaSO, durante trés semanas amenizou os efeitos adversos do Cd nas
estruturas das células avaliadas. Em estudo semelhante, Volland et al. (2014) concluiram que
a adicdo de fons bivalentes como ferro (Fe®*), zinco (Zn®*) e célcio (Ca*") foi capaz de reduzir
os efeitos negativos na estrutura celular, resultante da presenca dos metais pesados Cd e
cromo (Cr) no meio de cultura de algas do género Micrasterias.

Por outro lado Wu et al. (2011) cultivaram Lonicera confusa em solos com altas e
baixas disponibilidade de Ca, e avaliaram os efeitos do Ca na ultraestrutura foliar das plantas,
ndo encontrando porém, diferencas nas células cultivadas, nos estagios iniciais do
desenvolvimento independentemente do Ca disponivel as plantas.

Dong et al. (2009), avaliando os efeitos da aplicacdo isolada de Ca e de B e
combinada, no periodo pré-colheita em laranjas, concluiram que os tratamentos alteraram a
estrutura do tecido (nimero e tamanho das células). A aplicacdo isolada dos nutrientes ou
combinada reduziu o espaco entre as células na membrana segmentar da laranja. Nestas
amostras ainda foi possivel observar que as células estavam bem organizadas verticalmente,
préximas, e bem homogéneas, enquanto que nas amostras do tratamento controle, as células
encontravam-se tortuosas e haviam sofrido transformacdes.

Todas estas alteragdes observadas na estrutura da parede celular ocorrem
possivelmente devido a interacdo do Ca e do B com pectinas de modo a formar uma rede de
polimeros reticulados que tornam os constituintes da parede das células mais firmes. Da
mesma forma, a maior firmeza dos frutos tratados somente com Ca ou com Ca e B pode ser
atribuida ao efeito do Ca na lamela média das células, uma vez que este elemento atua como
agente de ligacdo entre as paredes das células (DONG et al., 2000). Porém, as alteracGes
ultraestruturais em plantas de soja submetidas a interacdo entre o Ca e o B ainda precisam ser

mais bem conhecidas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local, periodo e espécie vegetal

Os experimentos foram desenvolvidos em casa de vegetagédo localizada no Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA), da Universidade de S&o Paulo (USP) em
Piracicaba — SP. Foi utilizada a espécie Glycine max (L.) Merrill, cultivar BRS 284, de ciclo
precoce, de tipo de crescimento indeterminado. As plantas foram cultivadas em solucédo
nutritiva sob aeracdo constante. Os estudos foram desenvolvidos no periodo do ver&o/outono
de 2013/14, com temperaturas maxima, minima e média, durante o periodo experimental, de
38,6; 18,2 e 26,4 °C, respectivamente. O estudo compreendeu dois experimentos realizados
em sequéncia, o primeiro referente as avaliagdes morfoldgicas, quimicas, e da atividade da

nitrogenase, e o segundo referente as avaliagdes ultraestruturais de folhas e raizes (nddulos)

3.2 Instalacdo, desenvolvimento dos experimentos, avaliacbes semanais e delineamento

estatistico

As sementes foram inicialmente inoculadas com Bradyrhizobium japonicum e
Bradyrhizobium elkanii de modo a fornecer uma populagéo de aproximadamente 1,2 milhdes
de células por semente. Em seguida foram colocadas para germinar em bandeja rasa com
vermiculita, umedecida com agua deionizada, e quando maior parte das plantas emergidas
atingiram o estadio fenolégico V1 foram transferidas para bandeja de plastico com capacidade
de 40 L contendo solucdo nutritiva, adaptada de Sarruge (1975), completa e diluida a 1/5 da
concentracdo usual (Tabela 1), de modo a agravar as caréncias nutricionais, considerando a
contribuicdo das reservas da semente. Apds uma semana nesta “solucdo de adaptacdo”, as
plantas foram transferidas para vasos plasticos com capacidade de 2,3 L contendo solucfes
nutritivas (1,8 L) e iniciando, portanto, os tratamentos. Foram cultivadas duas plantas por
vaso. O nitrogénio (na forma de NH4sNOj3 e na concentracéo de 10 mmol L) foi fornecido as
plantas na solucdo nutritiva somente nos primeiros 15 dias, de modo a suprir o fornecimento
do nutriente enquanto os nédulos ainda estavam em formacéo (Konsaeng et al., 2010). As
plantas foram fixadas na regido do colo com espuma de plastico e a solucdo nutritiva foi

renovada a cada 7 dias.
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Foram utilizadas as doses de B de 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; pmol L™ e as doses de Ca
de 1,75; 3,0; 4,25; 55; 7,25 mmol L na solugdo nutritiva. Empregou-se o desenho
experimental composto central modificado de um esquema fatorial 52 incompleto,
fundamentado em Littell e Mott (1975), com as doses de B e de Ca (em pmol L™/ mmol L™),
perfazendo um total de 13 combinagdes (3,125B e 1,75Ca; 3,125B e 4,25Ca; 3,125B e
7,25Ca; 6,25B e 3,0Ca; 6,25B e 5,5Ca; 12,5B e 1,75Ca; 12,5B e 4,25Ca; 12,5B e 7,25Caq;
25B e 3,0Ca; 25B e 5,5Ca; 50B e 1,75Ca; 50B e 4,25Ca e 50B e 7,25Ca), as quais foram
distribuidas segundo o delineamento experimental de blocos ao acaso, com quatro repeticoes.

Um segundo experimento foi conduzido, na sequéncia, com o intuito de coletar os
tecidos de folhas e nddulos para a avaliagdo ultraestrutural. A coleta neste experimento foi
realizada quando as plantas encontravam-se no estadio fenologico R1. Neste segundo
experimento, duas plantas por vaso também foram cultivadas conforme descricdo do
Experimento I, com capacidade de 2,3 L, porém foi utilizada vermiculita como substrato
(desta forma néo foi fornecido N na forma de NH4NOj3 na solucdo nutritiva), de modo que
mais nodulos fossem produzidos pelas plantas. A cada 5 dias 500 mL da solu¢do nutritiva
(Tabela 1) sem o fornecimento de N eram colocados por vaso, de maneira que o substrato se
mantivesse Umido, e as plantas ndo sofressem com excesso ou falta de solu¢do nos vasos.
Novamente, foram cultivadas duas plantas por vaso. Com base nos resultados e,
principalmente, pelas observacGes sintomatoldgicas do Experimento |, foram utilizadas cinco
combinacgdes contrastantes de doses de B e Ca (3,125B e 1,75Ca; 3,125B e 7,25Ca; 12,5B e
4,25Ca — controle -; 50B e 1,75Ca; 50B e 7,25Ca), as quais promoveram 0S mais

agudos/severos sintomas de anomalia nas plantas.
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Tabela 1. Composicdo da solucdo nutritiva adaptada de Sarruge (1975) e volumes das solugdes estoques utilizadas no preparo das solucdes

nutritivas para as combinacgdes de Ca e de B, para o cultivo de soja (Glycine max (L.) Merrill)

Combinacdes 1,75 4,25 7,25 30 55 175 425 725 30 55 1,75 425 7,25
CaeB 3125 3125 3125 625 625 125 125 125 250 250 500 50,0 50,0

Solugéo Estoque VOLUME (mL LY

KH,PO,

1 mol L* 2,0 2,0 2,0 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

KCI

1 mol L* 4,0 4,0 4,0 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

NH,NO;

1mol L™ 5,0 5,0 5,0 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

CaCl,

1mol L? 1,75 4,25 7,25 30 55 175 425 725 30 55 1,75 425 7,25

MgSO,

1mol L? 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

HsBO;

0,01 mol L™ 0,3125 10,3125 03125 0,625 0625 125 125 125 25 25 25 50 50

Micros® 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Fe-EDTA® 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

@ gem 1 L: KCI (3,728) [50 pmol L™]; MnSO, .H,0 (0,338) [2 pmol L™]; ZnSO, 7 H,0 (0,575) [2 pmol L™]; CuSO, 5 H,0 (0,125) [0,5umol L*]; H,M00, (85% MoO5)
(0,081) [0,5 pmol L™]. @ Dissolver 33,2 g de EDTA-2Na em de 200 mL de H,O destilada. Juntar agitando, 89 mL de NaOH 1mol L™ (40g L™); Dissolver separadamente,
24,99 de FeSO, 7 H,0 em de 200 mL de H,O destilada e juntar, agitando & solugdo e EDTA [53,7 umol L™*]. Completar para 900 mL com H,O destilada; colocar em frasco

escuro, arejar durante uma noite e completar a 1 L com H,0O destilada; manter em frasco escuro na geladeira.
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3.3 Producéo de massa de matéria seca e anélises quimicas do tecido vegetal

Ao final do primeiro experimento (88 dias ap0s o inicio dos tratamentos), as plantas
foram colhidas e separadas (graos, vagens/pericarpos, folhas, caule e raizes). O material foi
identificado, acondicionados em sacos de papel e colocados para secar em estufa a 65°C
(£ 0,5) por um periodo de 72 horas.

Posteriormente foram pesados e triturados em moinho tipo Wiley (peneira com
didmetro de malha de 1 mm) para as determinacdes quimicas de nitrogénio (N), potassio (K),
calcio (Ca), boro (B), e magnésio (Mg) nos tecidos vegetais, de acordo com metodologia
descrita por Malavolta et al. (1997). No caso dos graos, ndo foi possivel realizar as anélises
quimicas, pois todo o material obtido foi utilizado para a realizacdo de outras analises (teor de
6leo nas sementes), e desta forma ndo havia material suficiente para efetuar as determinagoes
dos nutrientes em grande parte dos treze tratamentos avaliados.

As quantidades acumuladas dos nutrientes nos tecidos vegetais foram calculadas pela
multiplicacdo da concentracdo com o valor da massa de matéria seca de cada parte da planta
(MALAVOLTA, 2006).

3.4 Teste bioquimico da nitrogenase — avaliacdo da fixacao bioldgica de N,

A atividade da nitrogenase (N-ase), efetuada no Laboratério de Pds-Colheita de
Plantas Horticolas USP-ESALQ, foi avaliada indiretamente pela quantificacdo de reducéo do
acetileno, segundo método descrito por Hardy et al. (1968), quando as plantas estavam no
estadio fenoldgico R5, na qual verifica-se 0 maximo acimulo de matéria seca e de nutrientes
nas folhas, peciolos e ramos, bem como o inicio do enchimento de grdos (MALAVOLTA,;
VITTI; OLIVEIRA, 1997). Para isso, as raizes das plantas (com os nodulos) foram separadas
da parte aérea, coletadas e colocadas juntamente com os nddulos que delas se desprenderam
em frascos de vidro de 150 mL hermeticamente fechados. Logo na sequencia, foram aplicados
15 mL de acetileno, usando seringa de injecdo, com o cuidado de se retirar, previamente, esse
mesmo volume de ar, para ndo alterar a pressdo, e deixamos os frascos incubados por uma
hora. Em seguida, amostras contendo 1 mL dessa atmosfera foram entdo injetadas no
cromatégrafo. Os valores de etileno produzido foram convertidos em umol C,H, h™ planta™,
considerados como a atividade da nitrogenase. A atividade especifica da N-ase foi calculada

por meio da razdo entre a atividade da N-ase e a massa fresca de nddulos de cada planta.
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3.5 Avaliacdo do comprimento e da superficie total de raizes.

Ao final do Experimento | as raizes foram separadas da parte aérea e lavadas em agua
desionizada, utilizando duas peneiras sobrepostas com diametro de malha de 0,25 e 1,00 mm,
evitando possiveis perdas durante a lavagem. Para quantificagdo do comprimento e da
superficie radicular de cada unidade experimental, a raiz de cada planta foi coletada inteira,
cortou-se entdo vertical e horizontalmente o volume de raizes, evitando-se a raiz pivotante
(LAVRES JUNIOR et al., 2008). Em seguida, essa subamostra foi colocada em copo pléstico
contendo agua desionizada, e entdo armazenada na temperatura de + 10 °C, em geladeira
(NOORDWIIK; FLORIS, 1979), a fim de se evitar a desidratacdo e a perda de matéria seca
durante a manipulacdo (separacdo das raizes na cubeta do scanner), devido a respiragéo.
Posteriormente, as imagens das raizes obtidas diretamente com o auxilio de scanner (300 dpi),
foram analisadas por meio do aplicativo WinRHIZO, um sistema de analises de imagens,
especificamente desenvolvido para medicdo de raizes em diferentes formas. Os valores totais
de comprimento e de superficie (area superficial cilindrica) foram prontamente calculados
pelo software, relacionando-se os valores da amostra e de sua matéria seca com a materia seca
total de raizes de cada unidade experimental (LAVRES JUNIOR et al., 2008).

3.6 Teor de 6leo e extrato etéreo

As anéalises foram realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal do CENA/USP,
utilizando extrator de gordura marca Ankom, modelo XT10. O método utilizado foi o Rapid
Determination of Oil/Fat Utilizing High Temperature Solvent Extraction descrito em ANKOM
Technology Method 2, 01-30-09, AOCS Official Procedure Am 5-04 (AOCS, 2009). Este
método consiste em determinar gordura bruta por extracdo com éter de petrdleo. Os
compostos extraidos sdo predominantemente triacilglicerideos. Pequenas quantidades de
outros lipidios, bem como alguns componentes menores soltveis em éter de petréleo, também

sdo extraidas.
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3.7 Coletas de folhas e raizes para as analises de microscopia eletronica de transmisséo

e microscopia de luz

Foram escolhidas na ocasido da coleta dos tecidos (estadio fenoldgico R1, inicio do
florescimento), as plantas que apresentaram os sintomas mais visiveis de deficiéncia (alto Ca
e baixo B; baixo Ca e alto B) e plantas "sadias" (doses recomendadas para ambos 0s
nutrientes). Para tanto, foram coletadas as folhas superiores (terceira folha completa e
expandida) e os nodulos radiculares das plantas submetidas as combinacdes de Ca e B na

solugéo nutritiva.

3.8 Preparo de espécimes para microscopia eletrénica de transmissao

Amostras de folhas e de ndédulos radiculares (medindo 1x2 mm) foram fixadas em
solucdo de Karnovsky modificado: glutaraldeido 2%, paraformaldeido 4%, cloreto de célcio
5 mmol L™ em tampéo cacodilato de sédio 0,1 mol L™, pH 7,2 por 48 horas a 4°C, lavadas em
tamp&o cacodilato de s6dio 0,1 mol L™ (3x 15 min.) e p6s fixadas por 1 hora com tetréxido de
6smio 1% em tampdo cacodilato de sodio 0,2 mol L™. Apods rapidas lavagens em solucéo
salina 0,9%, foram coradas “em bloco” com acetato de uranila 2,5% em agua overnight a 4°C.
Posteriormente, foram desidratadas em séries crescentes de acetona em agua (25, 50, 75, 90 e
100%). As amostras foram incluidas em resina Epon 812 ou Spurr, segundo Luft (1961).

Os cortes ultrafinos (60-90 nm) foram depositados sobre telas de cobre recobertas com
colddio, contrastados com acetato de uranila 2,5% e citrato de chumbo conforme Reynolds
(1963) e, em seguida, examinados ao microscopio eletrénico Zeiss EM-900 operando a 50kV
e ampliacdo de 3.000 e 4.400 X (LAVRES JUNIOR et al., 2009; 2010; 2012).

3.9 Preparo de espécimes para microscopia de luz nas folhas e raizes

A metodologia de inclusdo para os cortes semi-finos das folhas e nddulos radiculares
foi a mesma utilizada para a microscopia eletrdnica de transmissdo (MET). Os cortes
semifinos (150 nm) foram depositados em ldminas de vidro, corados com azul de toluidina
1% em solucdo de borax 1%. Em seguida as Iaminas foram cobertas com laminula utilizando
entelan e observadas ao microscopio optico Zeiss Axioscop 40 HBO 50 A/C. As avaliacGes
morfométricas das sec¢des transversais das folhas para avaliagdo da espessura de lamela média

do mesdfilo foram obtidas por meio de microscopia Optica, acompanhados pelo
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processamento das imagens, utilizando o software Photoshop Adobe® versdo 6.0
(San Jose, CA, EUA), e calculada utilizando a terceira versao do software integrado sistema
de Analise e cobertura do solo (SIARCS, Embrapa, Sdo Carlos, Brasil) (LAVRES JUNIOR et
al., 2010).
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4. ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados foram submetidos as andlises estatisticas utilizando-se 0 programa
estatistico SAS — System for Windows 6.11 (SAS, 1996). Foi realizada analise de variancia e
de acordo com o nivel de significAncia no teste F para os tratamentos (doses de Ca e doses de
B), procedeu-se o estudo de regressdo polinomial para os componentes de primeiro e segundo
grau, pelo procedimento RSREG (response surface). Os modelos de superficie de resposta
foram escolhidos com base na significancia dos coeficientes de regressdo, pelo teste F
(p < 0,05), e pelo coeficiente de determinagdo (R?). Todavia, quando a interacio apresentou
significncia acima de 5%, optou-se por descrever/representar a respectiva variavel-resposta
por meio do teste de comparacdo de médias (Tukey, p < 0,05) (EL-HAMDAOQUI et al., 2003;
ZEHIROV; GEORGIEV, 2003; FRANCO et al., 2012; SHAMS et al., 2012).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Acumulo de matéria seca

As producdes de massa seca de vagens (pericarpos), caule, folhas, e raizes foram
influenciadas pela interagdo entre as doses de B e de Ca na solugéo nutritiva (Figuras 1, 2, 3,
4). Todavia, foi verificada significancia apenas ao nivel de p= 0,29 da interacdo das doses de
Ca e B para a producéo de graos (Figura 5).

Verificou-se, por meio do teste de comparacdo de médias que a maior producdo de
grios foi observada com o fornecimento da combinacéo de 4,25 mmol L™ de Ca com
12,5 pmol L de B na solugdo nutritiva (Figura 5). A menor dose de Ca inibiu a producéo de
grdos das plantas, devido a importancia do Ca para a germinacdo do grdo de polen e no
crescimento do tubo polinico (MARSCHNER, 2012). A produgdo de grdos sofreu ainda
influéncia das doses de B, elemento este reconhecidamente reprodutivo e que também
desempenha funcdes fisioldgicas quanto ao desenvolvimento do tubo polinico e germinacao
do gréo de polen e, por sua vez, com a formacdo de estruturas reprodutivas, formacéo de
colheita (gréos) e qualidade (MALAVOLTA, 2006).

O maior acimulo de biomassa de folhas foi observado com o fornecimento da
combinagéo de doses de 5,5 mmol L™ Ca e 25 pmol L™ B na solucéo nutritiva, de acordo com
o0 modelo matematico descrito, correspondendo a incremento de 120% em relacdo ao menor
rendimento obtido (combinacéo de doses de 7,25 mmol L™ de Ca e 50 pmol L™ B). A menor
producdo de biomassa de folhas observada pode ser explicada, em parte, pela toxicidade
causada pela maior dose de B, reduzindo o crescimento dos tecidos mais novos e, por outro
lado, pelas necroses nas folhas velhas (margem do limbo — APENDICES F e G), ao passo que
nem mesmo o suprimento de doses adequadas ou superiores de Ca foram capazes de amenizar
estes sintomas. A acdo conjunta do célcio e do boro na producdo de parte aérea das plantas é
bem conhecida na literatura. Kanwal et al. (2008) em trabalho avaliando doses de B e Ca no
crescimento de plantas de trigo também observaram interacdo entre as doses para a producéo
de matéria seca de parte aérea. E diversos trabalhos destacaram a importancia do
fornecimento de ambos para a maximizagao da area foliar, tornando mais eficiente a atividade
fotossintética e, por fim, favorecendo maior producdo de massa foliar (GALLAHER et al.,
1976; MALAVOLTA, 1980; ROSOLEM, 1980; GUPTA, 1993).
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O maior acumulo de biomassa de caule foi verificado na combinagdo de doses de
4,25 mmol L de Ca e de 3,125 pmol L™ de B, correspondendo a incremento de 156% em
relacdo a combinacdo da mais baixa dose de Ca com a mais alta dose de B. Quanto a esta
combinacdo de doses vale ainda realcar o reduzido crescimento da parte aérea (folhas e caule
juntos), possivelmente devido aos sintomas de toxicidade de B e/ou devido & importéancia do
Ca no enlongamento destas células, ainda mais nas situa¢cbes em que 0 suprimento de B as
plantas é baixo. De maneira que em geral, o fornecimento de doses mais elevadas de Ca ajuda
a minimizar os efeitos negativos deste baixo suprimento de B (MARSCHNER, 2012).

As maiores produgdes de massa seca de vagens/pericarpos ocorreram com O
fornecimento da combinacdo de doses de 25 pmol L™ B e 5,5 mmol L™ Ca na solucdo
nutritiva. Por outro lado, o fornecimento das combinacdes com as menores doses de Ca e B
(1,75Ca e 3,125B), bem como a combinacdo das maiores doses de Ca e B (7,25Ca e 50B)
reduziram em mais de trés vezes o acimulo de biomassa de vagens/pericarpos. Devido a acdo
do Ca e do B no processo de frutificacgdo (MASCARENHAS; MACHLIS, 1964,
MARSCHNER, 2012), ja era de se esperar que a deficiéncia destes nutrientes comprometesse
a producdo de vagens pelas plantas, assim como comprometeu a de gréos.

Quanto & producdo matéria seca de raizes, a combinacdo de 25 umol L™ B e
5,5 mmol L™ Ca proporcionou os maiores valores encontrados. Enquanto que a combinagéo
das menores doses de Ca e B também foi responsavel por uma das menores producdes de
massa seca de raiz, realcando a importancia do fornecimento dos nutrientes em quantidades
adequadas e equilibradas, e principalmente do Ca e do B no desenvolvimento do sistema
radicular (MARSCHNER, 2012). Santos et al. (2003), em trabalho sobre o desenvolvimento
do algodoeiro (Gossypium hirsutum) submetido a cinco doses de B em solucdo nutritiva
(0; 1,5; 3,0; 45 e 6,0 mmol L), também constataram que doses de B menores que
3,0 umol L™ reduziram a producéo de raizes. A deficiéncia de B também causou reducdo na
massa seca de raizes de plantas de tabaco (CAMACHO-CRISTOBAL et al., 1999). Silva et
al. (2008), em trabalho avaliando o efeito do boro no crescimento da mamoneira (Ricinus
communis), relataram menor producdo de matéria seca de raizes, caules, e folhas nas plantas
submetidas a deficiéncia de B.

De uma maneira geral, a combinacdo de doses que permitiu 0 maior acumulo de
matéria seca total ao final do experimento foi de 4,25 mmol L™ de Ca e de 12,5 pmol L™ de B
(Figura 6), enquanto que a combinacgao que forneceu a maior dose de B junto com a menor de
Ca (1,75Ca e 50B) foi responsével pelo menor acumulo observado, representando reducéo de

aproximadamente 70% entre os tratamentos. Esta diferenca pode ter ocorrido devido ao efeito
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da deficiéncia de Ca, bem como ao efeito toxico do B, impedindo o desenvolvimento
adequado das plantas durante seu ciclo. Isto serve para novamente realgar a importancia do
suprimento equilibrado de nutrientes na solu¢do nutritiva, garantindo assim um maior
acumulo de biomassa.
E importante frisar que, em condicBes onde o fornecimento de B na solugdo nutritiva
foi baixo, e ao incrementar o suprimento de Ca as plantas, foi observada reducdo dos efeitos
negativos causados pela deficiéncia de B para a producdo de matéria seca da soja. De modo

geral, os valores de rendimento de massa seca nestas condi¢des corresponderam em até 75%
dos maiores observados.

Y =-0,5894 + 0,4468Ca + 0,0302B - 0,0365Ca2 - 0,0026Ca.B - O,OOO4B2 (R2 =0,597)

Matéria Seca Vagem (9)

Figura 1 - Matéria seca de vagens (pericarpos) das plantas de soja em funcdo das
combinacg6es de Ca e de B na solucgdo nutritiva, ao final do experimento
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Y = 0,592 + 1,175Ca - 0,050B - 0,141Ca? + 0,005Ca.B + 0,0004B2 (R2 = 0,686)
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Figura 2 - Matéria seca de caule das plantas de soja em funcao das combinac6es de Ca e de B
na solugdo nutritiva, ao final do experimento

Y = 0,3168 + 1,043Ca + 0,095B - 0,079Ca’ - 0,0088Ca.B - 0,0014B° (R2 =0,443)

Matéria seca de folhas (9)

Figura 3 - Matéria seca de folhas das plantas de soja em func¢do das combinacdes de Ca e de
B na solucdo nutritiva, ao final do experimento



Y =-1,5776 + 0,8504Ca + 0,1087B - 0,0578Ca2 - 0,0050Ca.B - 0,001882 (R2 =0,621)

Matéria seca de raiz (9)

Figura 4 - Matéria seca de raizes das plantas de soja em funcdo das combinacGes de Ca e de
B na solucéo nutritiva, ao final do experimento
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Tratamentos

Figura 5 - Producdo de matéria seca de gréos de soja em fungdo das combinagdes de Ca e de

B na solucéo nutritiva, ao final do experimento (Tukey, p < 0,05)
®Barras acima das médias sdo referentes ao desvio padrdo da média
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a VS caule
12 [ MSfolhas
l§ 1 MS Vagem
& MS graos
MS raiz

Massa de matéria seca (g)

3,125B 3,125B 3,125B 6,25B 6,25B 12,5B 12,5B 12,58 25B 25B 50B 50B  50B
1,75Ca 4,25Ca 7,25Ca 3,0Ca 5,5Ca 1,75Ca 4,25Ca 7,25Ca 3,0Ca 5,5Ca 1,75Ca4,25Ca 7,25Ca

Tratamentos

Figura 6 - Acumulo total de matéria seca em plantas de soja em fungdo das combinacGes de

Ca e de B na solucdo nutritiva, ao final do experimento
®Médias seguidas por letras distintas, referentes a producao total de massa seca das plantas, diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

5.2 Avaliacdo da atividade da nitrogenase

Com relacdo a avaliacdo bioquimica da fixacao bioldgica de N, atmosférico, por meio
da determinacdo indireta da atividade da nitrogenase (N-ase) nas raizes de uma das plantas
cultivadas em solucdo nutritiva ao atingir o estadio fenoldgico R5 (70 dias ap6s o inicio dos
tratamentos), observou-se que a combinacao de doses de Ca e B influenciaram a atividade da
enzima nas raizes (Figura 7). Corroborando com trabalho de Redondo-Nieto et al. (2003) que
mostraram como a fixacdo bioldgica de N, (medida indiretamente através da atividade da
N-ase) foi fortemente influenciada pelos niveis de ambos os nutrientes na solucdo nutritiva.

Os maiores valores para a atividade da enzima foram observados nas maiores doses de
Cae B (7,25 mmol L™ e 50 umol L, respectivamente) (Figura 7). El-Hamdaoui et al. (2003),
e Bolarios et al. (2006) encontraram resultados semelhantes aos verificados nesta pesquisa, em
plantas de Pisum sativum submetidas ao estresse salino, e concluiram que o fornecimento de
Ca e B recuperou o balango nutricional nas plantas, proporcionando um melhor
desenvolvimento e funcionamento dos nddulos radiculares. Diferentemente de Carpena et al.
(2000) e Bolafios et al. (1994), os quais concluiram que altos suprimentos de B podem

contribuir para uma baixa atividade da nitrogenase.
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Por sua vez as combinagdes com as menores doses de Ca, independente da dose de B
(e.g., 1,75Ca-3,125B e 1,75Ca-12,5B) foram as que causaram uma maior inibicdo na
atividade da enzima, cerca de 90% de reducdo (Figura 7). Isto confirma os resultados de
Andreev et al. (2000), em estudo com plantas de fava, mostrando que quanto maior o tempo
que as plantas ficam expostas & um meio ausente em Ca, maior é a reducdo da atividade da
nitrogenase. De acordo com os resultados, a conclusdo é que estes efeitos observados sdo
devido ao esgotamento do Ca nos tecidos das plantas. Por outro lado, Streeter (1998)
avaliando uma possivel influencia da distribuicdo de Ca nas células infectadas dos nddulos de
plantas de soja, mostrou que uma reducdo significativa na atividade da nitrogenase ocorre
quando a concentracdo de Ca nos meios de cultivo eram maiores que o 6timo. Da mesma
forma que os resultados apresentados por Redondo-Nieto et al. (2003), os quais também
constataram reducdo na atividade da N-ase conforme se aumentava a dose de Ca no meio de
cultivo.

Ao passo que Bolafios et al. (1994), demonstrando a essencialidade do B para o
processo de fixacdo de N pelas plantas de ervilha argumentaram que situacdes de deficiéncia
de B, igualmente, resultaram em forte inibicdo da atividade da N-ase (cerca de 80%),
afirmando que nestas situacdes os danos na estrutura e funcdo dos nddulos foram causados,
provavelmente, pela degeneracdo das paredes celulares destes, incluindo a perimembrana do
bacteroide. Lesdes nas paredes celulares facilitam a difusdo de oxigénio livre pelos nédulos, e
este € prejudicial a enzima nitrogenase (AZEVEDO et al., 2002). As menores doses de B
fornecidas as plantas na solugdo nutritiva, possivelmente ndo foram suficiente para garantir a
protecdo das paredes dos envelopes que guardam a enzima, extremamente sensivel ao
oxigénio livre. Segundo Cakmak e Romheld (1997), o B interage com grupos OH™ dos
glicopeptideos na camada de polissacarideos do envelope, e desta maneira contribui para o
fortalecimento da barreira quanto a difusdo do O,. Ainda, segundo Dalton et al. (1986)
verificaram em nddulos de soja, a deficiéncia de B causa a diminuicdo do nivel de acido
ascorbico das células, o qual tem como uma de suas fungdes proteger a enzima nitrogenase
contra este oxigénio livre toxico, o que pode agravar ainda mais a situacao.

Resultados estes que foram confirmados a partir do obtido por Zehirov e Georgiev
(2003), em estudo com plantas de soja, que encontraram resultados similares quanto a reducéo
da atividade da N-ase em condic¢des de omissao de B durante um periodo do desenvolvimento

vegetal, especialmente quando este ocorreu antes do florescimento. Enquanto que Abreu et al.
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(2012), em estudo com leguminosas (alfafa, ervilha, e soja), verificaram inibigc&o de cerca de
90% da atividade da N-ase em situacdes onde o fornecimento de B as plantas era baixo.

De modo geral, conforme se aumentaram as doses de Ca e B fornecidas as plantas na
solugcdo nutritiva, a atividade da enzima também incrementou, provavelmente devido a
importancia do B e do Ca para a manutencdo da estrutura da parede celular dos nédulos, bem
como para o0 adequado funcionamento destes. Foi observado ainda que o fornecimento de
doses mais altas de Ca na solucao nutritiva amenizou os efeitos negativos da deficiéncia de B
no desenvolvimento e funcionamento dos nodulos. Possivelmente na base destes efeitos, esta
que a adicdo de Ca na solugédo nutritiva pode ter provocado um aumento no teor de B nos
nodulos destas plantas, e desta maneira preveniu uma deficiéncia severa de B (REDONDO-
NIETO et al., 2003).

Constatou-se relacdo direta entre a atividade da N-ase e a massa fresca de nodulos das
raizes (Figura 8), o que se mostra condizente com os resultados obtidos em relagdo a atividade
da N-ase, ja que a quantidade e o tamanho dos nédulos (responsaveis por determinar a massa
de nddulos), bem como a sua funcionalidade sdo os fatores que vdo determinar uma maior ou
menor eficiéncia na fixacdo bioldgica do N, (GONZALEZ-GUERRERO et al., 2014).

Foi calculada ainda a atividade especifica da nitrogenase, por meio da razdo entre a
atividade da nitrogenase e a massa fresca de noédulos de cada parcela. Porém, para este caso
ndo houve interagdo significativa (p < 0,05) entre as doses de Ca e B. Todavia, a maior média
observada foi de 4,35 pmoles C,H,g nédulos™ h™, com a combinacéo de doses de 5,5Ca e
6,25B (Figura 9).
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Y= 0,079 - 0,003Ca - 0,002B + 0,003Ca” + 0,002Ca.B - 0,00001B” (R* = 0,949)

Figura 7. Atividade da nitrogenase (N-ase) efetuada nas raizes das plantas de soja, no estadio
fenoldgico R5 (70 dias apo6s o inicio dos tratamentos), em funcdo das combinagdes
de doses de Ca e B na solugéo nutritiva.

1,0

Y =0,0224 + 2,7316X (R*=0,7669)

0,8 1 o
0,6 -

0,4 1 @ 5

0,2

Atividade da nitrogenase
(emol C_H, planta™ h™)

0,0 T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

Massa de nédulos (g)

Figura 8 - Relagdo entre a atividade da nitrogenase (umol C,H, planta™® h™) e massa fresca de
nodulos das plantas de soja cultivada com combinacdes de Ca e de B em solucéo
nutritiva, aos 70 dias apés o inicio dos tratamentos
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Figura 9. Atividade especifica da nitrogenase (N-ase) calculada por meio da razdo entre a
atividade da nitrogenase e a massa fresca de nodulos de cada parcela das plantas de

soja em funcdo das combinacdes de doses de Ca e B na solugéo nutritiva.
®Barras acima das médias séo referentes ao desvio padrdo da média

5.3 Anélise de comprimento e superficie de raiz

As analises de comprimento total de raizes mostraram que houve influéncia
significativa das combinacdes de doses de Ca e B (Figura 10). Do mesmo modo, a interacdo
entre Ca e B para o comprimento total de raizes de roseira cultivar “easy lover ’foi observada
por Shams et al. (2012). Os valores de comprimento total de raizes variaram de 27,4 m até
82,2 m, sendo este valor maximo verificado na combinacdo de doses de 7,25 mmol L™ de Ca
e 12,5 umol L™ de B (Figura 10). A &rea superficial total das raizes também foi influenciada
pela combinacdo de doses entre o0 Ca e o B (Figura 11). O maior valor encontrado,
de 844,7 cm?, foi verificado nas plantas cultivadas com a mesma combinacéo de doses de Ca
e B (7,25Ca e 12,5B) que favoreceu maior comprimento total radicular (Figura 11). Para a
combinacdo de doses de 1,75Ca e 3,125B foi observada uma reducéo de cerca de 70% e 60%
para comprimento e area superficial das raizes, respectivamente. De maneira distinta, Shams
et al. (2012) verificaram influéncia das doses de Ca e B separadamente para este atributo,
porém sem interacdo entre elas. J& Manfredini (2008), estudando combinacdes de Ca e de B
para plantas de soja-perene (Neonotonia wightii), relatou que houve apenas influencia para as
doses de B tanto para comprimento de raizes, como para area superficial. Portanto, deve-se

considerar neste contexto, a exigéncia nutricional de cada espécie vegetal, as quantidades
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fornecidas dos nutrientes, bem como a proporcdo destas quantidades, assim como a idade
fisiol6gica na ocasido da avaliacdo morfolégica.

Vale ressaltar o aumento nos valores dos atributos morfologicos das raizes, conforme
aumento nas doses de Ca fornecidas as plantas deficientes em B. Desta forma, deve-se
destacar a observacao de que o aumento das quantidades de Ca na solugédo nutritiva reduziu os
efeitos negativos do baixo suprimento de B as plantas. O boro, assim como o Ca sdo muito
importantes para que o elongamento das células radiculares seja adequado, j& que as
deficiéncias destes nutrientes na solucdo nutritiva inibem rapidamente o crescimento das

células do tecido radicular (GUPTA, 1993; MENGEL; KIRKBY 2001; MARSCHNER,
2012).

Foram obtidos ainda valores médios de diametro das raizes analisadas, porém néo
houve interacdo entre as combinacdes de doses de Ca e B, sendo o valor médio calculado de
0,34 mm. O valor mais baixo apresentado correspondeu a cerca de 88% do maior valor
verificado, assim sendo também ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos.
Diferentemente do que foi visto em rosas cultivar “easy lover” por Shams et al. (2012), os
quais relataram que as doses de B influenciaram o didmetro das raizes estudadas.

Y = = 1252,4 + 231,2Ca + 325,1B + 57,8CaZ - 12,0Ca.B - 4,6B2 (RZ = 0,578)
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Figura 10 - Comprimento total das raizes (cm) de soja em funcdo das combinacgdes de Ca e
de B na solugdo nutritiva, ao final do experimento
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Y = 292,97 - 24,23Ca + 28,29B + 10,42Ca? - 1,22Ca.B - 0,404B2 (R? = 0,547)

Figura 11 - Superficie total de raizes (cm?) de soja em funcéo das combinacdes de Ca e de B
na solucdo nutritiva, ao final do experimento

5.4 Diagnose foliar ao final do experimento

5.4.1 Calcio

As concentragdes de Ca nas folhas colhidas ao final do experimento foram influenciadas
pelas combinacgdes de doses de Ca e de B na solucdo nutritiva (Figura 12). Os valores médios
variaram de 21,3 a 97,7 g kg™ da combinagdo com as mais baixas doses de Ca e de B para a
mais alta combinacdo de Ca e de B, respectivamente (Figura 12).

Os tratamentos com as maiores doses de Ca foram o0s responsaveis pelas maiores
concentragdes do elemento nas folhas, havendo uma reducdo significativa conforme se
diminuia o fornecimento de Ca nos tratamentos na solucao nutritiva. Resultados semelhantes

foram observados por Carpena et al. (2000) em parte aérea de plantas de ervilha (Pisum
sativum). E possivel observar ainda que conforme as doses de B foram incrementadas na
solugdo nutritiva, a concentracdo de Ca no tecido também aumentou, representando uma
relacdo de sinergismo entre estes nutrientes (KANWAL et al., 2008; FRANCO et al., 2012;
SHAMS et al., 2012). As possiveis bases para esse sinergismo é que baixas concentracfes de
B na solugdo nutritiva reduzem a atividade da adenosina trifosfatases (ATP-ases)
(MALAVOLTA et al., 1997), assim a disponibilidade de energia para que ocorra a absorcéao
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ibnica ativa é reduzida (MATAS et al., 2009), e consequentemente o Ca absorvido ativamente
(menor parte do Ca absorvido) também diminui.

O Ca e majoritariamente absorvido na ponta das raizes (tecidos mais novos e ativos),
deste modo obter um sistema radicular bem ramificado € essencial (CLARKSON, 1984), e
provavelmente com o aumento das doses de B na solugdo nutritiva ocorreu um aumento no
numero de raizes produzidas (JOSTEN; KUTSCHERA, 1999), favorecendo a absor¢édo do Ca
disponivel, o que pode ser confirmado pelo incremento do comprimento total de raizes das
plantas de soja com o0 aumento no suprimento de B, na solucdo nutritiva, até a concentracéo

de 25 pmol L™ (Figura 10). Desta maneira ao aumentar o fornecimento de B as plantas, a
absorcdo de Ca pelas raizes também aumenta.

Y =16,5119 + 2,5927Ca - 0,1475B - 0,1512Ca2 +0,2055Ca.B + O,OOlSB2 (R2 =0,8296)

120¢

30 de Ca nas folhas (a/kg)

Concentraga

Figura 12 - Concentragdes de Ca nas folhas das plantas de soja em funcdo das combinacdes
de Ca e de B na solucdo nutritiva, ao final do experimento

Quanto as concentracBes do elemento nos caules e nas raizes, ndo foi constatada

interacdo significativa (p < 0,05) das doses de Ca e de B. As concentracfes nas raizes
variaram de 8,3 a 13,8 g kg™, da combinac&o das menores doses de Ca e B para a combinacao
das maiores doses de Ca e B, respectivamente. Nos caules a variacdo observada foi de 6,9 a
30,8 g kg™ (Figuras 13 e 14). Com o aumento do fornecimento de B as plantas, verificou-se
incremento na concentragcdo de Ca nas raizes, possivelmente pelas mesmas razGes daquelas
observadas para as folhas. Streeter (1998) em trabalho com soja, bem como Kanwal, et al.

(2008) em estudo com milho (Zea mays), avaliando o efeito de doses menores de Ca,
observaram resultados similares para concentracdo de Ca em parte aérea.
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De maneira geral, os valores das concentracbes de Ca no tecido vegetal aumentou a
medida que se incrementava a disponibilidade na solugéo nutritiva. Enquanto que nas plantas
submetidas ao tratamento com as maiores doses de Ca e B na solucdo nutritiva,
provavelmente ocorreu um efeito de concentracdo do nutriente, ja que producdo de massa

seca de folhas foi bem reduzida (Figura 3).
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Figura 13 - Concentracdo de Ca nas raizes das plantas de soja em funcédo das combinacdes de
Ca e de B na solugéo nutritiva, ao final do experimento (Tukey, p < 0,05)
®Barras acima das médias séo referentes ao desvio padrdo da média
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Figura 14 - Concentracdo de Ca no caule das plantas de soja, cultivar BRS 284, em funcéo
das combinacdes de Ca e de B na solugdo nutritiva, ao final do experimento

(Tukey, p <0,05)
®Barras acima das médias sdo referentes ao desvio padrdo da média
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Quanto as quantidades acumuladas de Ca nas plantas, observou-se interacdo para a
combinacdo de doses de Ca e B para a quantidade total de Ca nas folhas, caules e raizes, bem
como para toda a planta (Figura 15).

Possivelmente devido as diferencas verificadas na producdo de biomassa seca pelas
plantas quando cultivadas com os distintos tratamentos na solucdo nutritiva, j& que houve
interacdo entre as combinacGes de Ca e B para a producao de matéria seca de folhas, caules e
raizes, ha relacdo com os resultados de acimulo de Ca. Interessante notar que por essa razao,
0s tratamentos responsaveis por apresentarem os maiores valores de concentracdes de Ca nas
plantas, ndo foram 0s mesmos que proporcionaram a maior quantidade acumulada dos
nutrientes — considerando-se os efeitos de dilui¢do e de concentragdo que ocorrem na planta
(HERMANS et al., 2006). O maior acumulo de Ca pelas folhas foi observado com as doses de
Cade 7,5mmol L e 12,5 pmol L™ de B (Figura 15), as quais também favoreceram o maior
acumulo de matéria seca de folhas (Figura 3), representando um incremento de 160% em
relacdo aquele obtido na combinacdo das menores doses de Ca e B fornecidas na solucdo. No
caule, os valores acumulados de Ca variaram de 4,8 a 58,4 mg/vaso (Figura 15), sendo que 0s
maiores valores foram encontrados em combina¢fes com as doses mais altas de Ca
(mmol L™: 5,5Ca e 7,25Ca). Nas raizes também houve grande variac&o, e os menores valores
foram verificados com o fornecimento das menores doses de Ca (Figura 15). Para o total
acumulado pelas plantas, pode-se constatar a importancia do equilibrio no fornecimento de Ca
e B na solucdo nutritiva para o acimulo de Ca pelas plantas — relacdo Ca:B na solucdo de
340-1, pois nas condi¢bes em que houve alto suprimento de um nutriente e baixo do outro o

acumulo de Ca foi reduzido pelas plantas (Figura 16).
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=-14,8831 + 32,8063Ca + 1,9295B - 2,2999Ca2 -0,1838Ca.B - 0,0289B2 (R2 =0,6218)

Y =-19,9109 + 22,7618Ca - 0,4299B - 1,8703Ca’ + 0,0760Ca.B + 0,0022B> (R* = 0,7924)
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Figura 15 - Acumulo de Ca nas folhas (A), caules (B), raizes (C), e acimulo total [na planta
inteira] (D) da soja em fungdo das combinacdes de Ca e de B na solucgdo nutritiva,
ao final do experimento
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Figura 16 - Acumulo total de Ca nas partes das plantas de soja em funcdo das combinagdes

de Ca e de B na solucdo nutritiva, ao final do experimento
®Médias seguidas por letras distintas, referentes a ao actimulo total de Ca nas plantas, diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

5.4.2 Boro

Né&o foi verificada interacdo significativa (p < 0,05) entre as doses de Ca e B para as
concentracfes de B nas folhas, raizes e caule. Houve um incremento de cerca de 120% na
concentracdo de B nas folhas com o fornecimento da maior dose de B em relacdo a menor
dose fornecida, com os valores variando de 50,9 a 23,1 mg kg™, respectivamente (Figura 17).

As concentragBes nas raizes e caules variaram de 19,1 a 29,8 mgkg™, e de 16,2 a
33,7 mg kg™, respectivamente, para as doses de 3,125 a 50 pmol L™ de B (Figuras 18 e 19).
Podemos perceber que conforme se incrementou a disponibilidade do nutriente na solugédo
nutritiva, a sua concentracdo nos tecidos analisados também aumentou, independentemente
das doses de Ca fornecidas as plantas. Este aumento torna-se ainda mais expressivo quando a
dose de B de 50 umol L™ é aplicada, o que corrobora o trabalho de Shams et al. (2012), os
quais verificaram incremento significativo na concentracdo de B em folhas e pétalas de rosa
cultivar “easy lover”, quando submetida & mais alta dose de B (75 pmol L™) na solucéo
nutritiva. Este elevado teor de B nas folhas das plantas de soja ja foi relatado em trabalhos
anteriores (OERTLI; ROTH, 1969; YAMAGISHI; YAMAMOTO, 1994). Adicionalmente, o
maior acimulo de B na parte aérea das plantas pode ocorrer devido a sua pouca mobilidade

quanto & redistribuicdo, consequentemente sua alocacdo pela planta segue principalmente o
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fluxo de transpiracdo, sendo fortemente influenciado pela perda de &gua pelas folhas durante
o cultivo, e desta forma dificilmente sera transportado para as raizes apds se alocar nas folhas
(TAKANO et al., 2008; MARSCHNER, 2012).
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Figura 17 - Concentracdo de B nas folhas das plantas de soja em funcdo das combinacdes de

Ca e de B na solucdo nutritiva, ao final do experimento (Tukey, p < 0,05)
®Barras acima das médias sdo referentes ao desvio padrio da média
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Figura 18 - Concentracdo de B nas raizes das plantas de soja em funcéo das combinac@es de

Ca e de B na solucgéo nutritiva, ao final do experimento (Tukey, p < 0,05)
®Barras acima das médias sdo referentes ao desvio padrdo da média
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Figura 19 - Concentracdo de B no caule das plantas de soja em funcdo das combinacgdes de

Ca e de B na solugéo nutritiva, ao final do experimento (Tukey, p < 0,05)
®Barras acima das médias sdo referentes ao desvio padrdo da média

Touchton et al. (1980), avaliando o efeito de quatro doses de boro (0; 0,56; 1,12 e
2,24 kg ha) na cultura da soja, verificaram aumentos na concentracdo de boro nos tecidos
foliares, tal como Ishida et al. (1988) em estudo com Ca e B aplicado em crisantemo, e Santos
et al. (2004) em estudo sobre a nutricdo de alfafa (Medicago sativa) submetida a doses de B.
De modo que, Kanwal et al. (2008), estudando os efeitos doses de Ca e B na nutricdo de
plantas de milho; Franco et al. (2012), avaliando combinagcbes de doses de Ca e B em
mamona (Ricinus communis); e Shams et al. (2012), estudando as combinac6es de doses de B
e Ca no crescimento de plantas de rosa cultivar “easy lover”, constataram aumentos na
concentracdo de B nos tecidos analisados conforme se aumentava o fornecimento de B as
plantas. Por outro lado verificaram efeito antagénico do Ca quanto a concentracao e acimulo
do B em parte aérea; resultados prévios de Tisdale et al. (1985) e Carpena et al. (2000),
também mostraram isso. Possivelmente associado ao efeito de diluicdo, como resultado do
crescimento das plantas e produgéo de biomassa (JARRELL; BEVERLY, 1981).

Houve interagdo entre as combinag¢fes de doses de Ca e B para o acumulo de B nas
folhas caule e raizes (Figura 20). A combinacéo de doses de Ca de 5,5 mmol L™ e de B de
25 pmol L™ promoveu maior valor acumulado de B nas folhas (Figura 20), sendo que
provavelmente ocorreu um efeito de diluicdo do nutriente j& que a maior producdo de
biomassa foi verificada nesta combinacdo (Figura 3). Para o acimulo no caule os maiores

valores foram observados com a combinagdo de doses de 4,25Ca e 50B representando um
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acréscimo de 230% em relacéo & combinacao de 1,75 mmol L™ de Ca com 12,5 pmol L™ de B
(Figura 20).

Para as quantidades acumuladas nas raizes, foi constatada grande varia¢do nos acumulos
em funcdo dos tratamentos, de 3,18 a 53,9 ug/vaso, sendo o maior valor verificado quando as
doses de 5,5Ca e 25B foram fornecidas as plantas na solucdo nutritiva (Figura 20). Neste
caso, além da alta disponibilidade de B as plantas, novamente ¢é possivel verificar o efeito de
diluicdo do nutriente devido a grande producéo de massa seca de raizes (Figura 4). Em adicéo,
quanto ao acumulo total de B pelas plantas, foram observados maiores valores obtidos
novamente na combinacdo de 4,25Ca e 12,5B, ou seja, as doses recomendadas para Ca e B.
Por sua vez, a combinacdo das menores doses de Ca e B (1,75Ca e 3,125B) proporcionou o0
menor valor acumulado de B nas plantas (Figura 21). Desta maneira, mais uma vez é
ressaltada a importancia de se fornecer quantidades equilibradas dos nutrientes em solucédo
para sua absorcdo e acumulo e utilizacdo pela planta. Pode-se observar ainda que houve
relacdo direta e positiva entre as quantidades totais de Ca e de B acumuladas nas plantas, com
0 incremento das doses de ambos, o que pode significar mais um indicio da interacao

existente entre os nutrientes.



Acamulo de B nas folhas (pglvaso)

Y =-14,5847 + 30,834Ca + 5,6593B - 2,4609Ca” - 0,2575Ca.B - 0,0664B> (R2 = 0.4596)

Acumulo de B no caule (pglvaso)

,1)‘

Y =-16,7103 + 33,359Ca - 0,8975B - 3,6051Ca” + 0,0797Ca.B + 0,0194B° (RZ =0,7053)

B Wl o Saaa

Y = -45,4954 + 22,2795Ca + 2,8430B - 1,6340Ca’ - 0,1178Ca.B - 0,0457B% (R2 =0,6156)

AT
C -

Actimulo de B na raiz (pglvaso)

Figura 20 - Acimulo de B nas folhas (A), caules (B), raizes (C) de soja em funcdo das
combinacg0es de Ca e de B na solugéo nutritiva, ao final do experimento
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Figura 21 - Acumulo total de B nas das plantas de soja, cultivar BRS 284, em funcdo das

combinag0es de Ca e de B na solucéo nutritiva, ao final do experimento
®Médias seguidas por letras distintas, referentes a ao acimulo total de B nas plantas, diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Ao avaliarmos quimicamente o tecido foliar, determinamos os teores de Ca e B nas
folhas, ao relacionar esses valores obtidos nas plantas que apresentaram a maior producéo de
matéria seca, encontramos uma relacdo Ca:B nas folhas de aproximadamente 700:1 (27 g kg™
Ca e 39 mg kg™ B). Esta relagdo poderia ser declarada como uma razéo Ca:B adequada para
prever o desenvolvimento da soja ‘BRS 284°, bem como pode ser considerado como
parametro indicativo de nutricdo adequada das plantas. Da mesma maneira, Franco et al.
(2012) encontraram uma relacdo Ca:B de aproximadamente 500:1 (16 a 20 g kg™* Ca e 30 a
40 mg kg™ B) nas folhas utilizadas para diagnose de mamona, cultivada em solucéo nutritiva
para producdo maxima de matéria seca e frutos. Todavia, Kanwal et al. (2008) estimaram uma
relacdo Ca:B de apenas 30:1 na parte aérea de seedlings de milho cultivados em solucéo
nutritiva, para obtencdo de 95% da producdo méaxima de matéria seca pelas plantas. Estas
diferencas entre as relacdes Ca:B observadas podem ser explicadas devido as diferentes
exigéncias nutricionais existentes entre as espécies.

Destaca-se novamente a importancia de se fornecer quantidades equilibradas dos
nutrientes na solucdo nutritiva, j& que os demais tratamentos (responsaveis por menores
producbes de matéria seca de folhas) apresentaram valores para a relagdo Ca/B bastante
superiores ou inferiores a este, 0 que pode indicar um possivel desequilibrio entre as

quantidades de Ca e B absorvidas e alocadas nas folhas.
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Tanto para o Ca como para 0 B, podemos concluir que conforme aumentamos a
disponibilidade destes nutrientes (concentragcdes) na solugdo nutritiva, ha incremento na
concentracdo destes nutrientes nos tecidos analisados. Neste mesmo sentido, observa-se que
as quantidades acumuladas no tecido estdo diretamente relacionadas a producéo de biomassa,
em funcdo dos tratamentos. Assim sendo, as combinac6es de doses que apresentaram 0 maior
equilibrio entre as quantidades disponiveis dos nutrientes na solucao nutritiva e a de produgéo
de matéria seca total das plantas foram as responsaveis pelo maior acumulo de nutrientes na

planta inteira — observando-se uma relacdo Ca:B na solucéo de 340:1.

5.4.3 Potéassio e Magnésio

Tanto o K, quanto o Mg foram determinados nos tecidos analisados devido a relacdo
existente entre estes elementos e o Ca, por um lado chamado “efeito Viets” (entre o Ca e 0 K)
(VIETS, 1944), e por outro a inibicdo competitiva de absor¢édo (entre o Ca e 0 Mg) (OZAKI et
al., 2005).

N&o houve interacdo significativa entre a combinacdo de doses de Ca e B para as
concentracfes de Mg na parte aérea e raiz. Os valores médios nas folhas variaram de 7,2 a
6,2 g kg™, e nas raizes de 2,5 a 1,8 g kg, correspondendo aos decréscimos de 14% e 28%,
respectivamente, da menor para a maior dose fornecida. As diferencas observadas nos valores
de concentracdo de Mg nas folhas, caules e raizes de soja em funcdo da combinacdo de doses
de Ca e B ndo foram significativas (Figuras 22A, B, C). Assim, a reducdo dos teores de Mg
verificada nas plantas com maior suprimento de Ca ndo foi suficiente para indicar o efeito
interiénico de absorcdo de inibicdo competitiva entre 0 Ca e 0 Mg (CARPENA et al., 2000;
MALAVOLTA, 2006; FRANCO et al.,, 2012). As doses de B ndo exerceram qualquer
influéncia sobre a concentracdo de Mg nos tecidos das plantas. Neste sentido, diversos autores
também ndo constataram diferencas significativas nas concentracbes de Mg nas partes
avaliadas, e corroboram com o resultado (RAMON et al., 1990; YAMAGISHI;
YAMAMOTO, 1994; CARPENA et al., 2000).
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Figura 22 - Concentracdo de Mg nas folhas (A) e caules (B) e raizes (C) das plantas de soja
em fungéo das combinagdes de doses de Ca e B na solucéo nutritiva, ao final do

experimento (Tukey, p < 0,05)
®Barras acima das médias sdo referentes ao desvio padrio da média

Ocorreu interacdo significativa (p < 0,05) das doses de Ca e B para as quantidades de
Mg acumuladas nas folhas, caules e raizes (Figura 23). Os valores médios de Mg acumulados
nas folhas variaram de 15,1 a 40,9 mg/vaso, sendo o menor valor obtido com a combinacéo
das menores doses de Ca e B (1,75Ca e 3,125B), enquanto que a maior média foi encontrada
para a combinacdo de 4,25Ca e 50B (Figura 23). No caule a variacdo entre os valores
observados foi ligeiramente menor, de 3,4 a 16,7 mg/vaso (Figura 23). Quanto ao acumulo
nas raizes, o menor valor foi verificado na combinagdo da mais baixa dose de Ca com a mais
alta dose de B (1,75Ca e 50B), e correspondeu a 5,4% do acumulado pelas raizes submetidas
ao tratamento com 5,5 mmol L™ de Ca e 25 pmol L™ de B (Figura 23).

N&o houve interacao significativa (p < 0,05) entre as doses de Ca e B para o total de Mg

acumulado nas plantas. Os maiores valores foram observados com o fornecimento da dose de
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4,25 mmol L™ de Ca, juntamente com 12,5 pmol L™ de B. A combinacéo das menores doses

de Ca e B (1,75Ca e 3,125B) proporcionou o menor acumulo do Mg na planta toda. Os
valores variaram de 23,9 a 60,0 mg/vaso (Figura 24).

Y =5,1869 + 5,3244Ca + 0,6894B - 0,4185Ca’ - 0,0534Ca.B - 0,001B° (R2 =0,3087)
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Figura 23 - Acumulo de Mg nas folhas (A), caules (B) e raizes (C) de soja em func¢do das
combinag@es de doses de Ca e B na solugdo nutritiva, ao final do experimento
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Figura 24 - Acimulo total de Mg nas das plantas de soja em funcdo das combinac6es de Ca e

de B na solucdo nutritiva, ao final do experimento
®Médias seguidas por letras distintas, referentes a ao aciimulo total de B nas plantas, diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Né&o foi observada interacdo significativa (p < 0,05) entre as combinacdes de doses de
Ca e B para as concentracfes de K nas folhas, caules e raizes. Os valores médios variaram de
45,3 a 41,0 g kg™ conforme havia um incremento nas doses de Ca de 1,75 a 7,25 mmol L™,
respectivamente (Figura 25). Ha relatos da diminuigcdo da concentracdo de K nos tecidos
vegetais devido ao fornecimento de Ca na solucdo (como um efeito de diluigdo), notadamente
para altas doses de Ca (MARSCHNER, 2012).

Acontece gque possivelmente devido ao efeito de inibicdo competitiva existente entre os
cétions Ca?* e K*, uma maior concentracdo de K nos tecidos é observada quando o
fornecimento de Ca as plantas é reduzido, bem como o contrario também ¢é verdadeiro.
Se considerarmos somente o aumento das doses de B na solucdo nutritiva de 3,125 para
50 pmol L, a variagdo é ligeiramente inferior, de 41,4 a 44,8 g kg™, respectivamente (Figura
25). Observou-se que as plantas dos tratamentos com a menor dose de B (3,125B)
apresentaram uma concentragdo de K semelhante observada nas plantas com a dose
intermediaria de B (12,5B). Isto talvez esteja relacionado com o efluxo de K em situacdes de
baixa disponibilidade de B, como explicaram Smyth e Dugger (1980); e Tang e Dela Fuente
(1986). Porem de acordo com os resultados do presente trabalho, o efeito de inibicéo
competitiva entre 0 K e Ca se mostrou mais importante que o efeito responsavel pelo efluxo

de K sob condicGes de baixo suprimento de B na solugdo nutritiva.
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Para as concentracfes de K nas raizes foi observado decréscimo de 46% da menor dose
de Ca fornecida as plantas para a maior, mostrando novamente a importancia da interacdo
entre os nutrientes K e Ca e seu efeito antagonico (Figura 25). Observa-se que o0

comportamento das concentracdes de K obtidas nas raizes em funcdo das doses de Ca é

similar ao registrado para a concentragéo de K nas folhas.
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Figura 25 - Concentracdo de K nas folhas (A) e caules (B) e raizes (C) das plantas de soja em
funcdo das combinagdes de doses de Ca e B na solugdo nutritiva, ao final do

experimento (Tukey, p < 0,05)
®Barras acima das médias sdo referentes ao desvio padrdo da média

Houve interacéo das combinagdes de doses de Ca e B para o acumulo de K nas folhas e
no caule (Figura 26). O maior valor para 0 K acumulado nas folhas foi observado na
combinacdo de doses de 5,5Ca e 25B, enquanto que o menor valor correspondeu a um
decréscimo de 50%, e foi observado na combinagdo com as maiores doses de Ca e B (7,25Ca

e 50B) (Figura 26). Quanto ao acumulo no caule, as combinacdes de Ca e de B de
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5,5Ca-6,25B; 4,25Ca-3,125B e 4,25Ca-12,5B promoveram acréscimo aproximado de 160%

em relagdo ao valor obtido com a combinagdo da mais baixa dose de Ca com a mais alta dose
de B (1,75Ca e 50B) (Figura 26).

Os maiores valores de K acumulado nas raizes e na planta toda foram verificados com o
fornecimento das combinacgdes de doses de 5,5Ca-6,25B e 4,25Ca-12,5B, respectivamente.

Houve grande variacdo nos valores de K acumulado nas raizes, de 1,9 a 16,9 mg/vaso, sendo

que o menor valor observado (4,25Ca e 50B) correspondeu a 11% do maior (5,5Ca e 6,25B)

(Figura 27). No total acumulado, esta diferenca foi reduzida, cerca de 55%, do maior valor
verificado (4,25Ca e 12,5B) para o menor (1,75Ca e 3,125B) (Figura 27).

Y = 23,9536 + 39,1175Ca + 3,7318B - 2,9698Ca’ - 0,3869Ca.B - 0,04758° (R2 =0,3281)
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Figura 26 - Acumulo de K nas folhas (A) e caules (B) das plantas de soja em funcdo das
combinagdes de doses de Ca e B na solucgdo nutritiva, ao final do experimento



65

30 500 |
Raiz
[ Caule
a A B Folhas
400

Acumulo de K nas raizes (mg/vaso)
= ) N
o o o
I
I
b—-

w

[=3

S
L

[

(=3

S
L

bed
bed

s
Acumulo total K (mg/vaso)

ol
L
=
o
S
L

d d
’l‘ ’l‘ d
ﬁﬁﬁ ﬁ I
6, ZSB 12, 5B 258 12, SB 12 5B 3, lZSB 6, 25B 3, lZSB 258 3, lZSB SOB 50B SOB 3,125B3,125B3,125B 6,258 6,258 125B 125B 1258 258 258 50B 50B 50B
5,5Ca 4,25Ca 5,5Ca7,25Ca 1,75Ca7,25Ca3,0Ca4,25Ca3,0Ca,75Cal,75Ca7,25Ca4,25Ca 1.75Ca4,25Ca7.25Ca 3,0Ca 5.5Ca 1.75Ca4 25Ca7,25Ca3.0Ca 5,5Ca 1.75Ca4.25Ca7.25Ca

Figura 27 - Acumulo de K nas raizes (A) e na planta toda (B) de soja em funcdo das
combinagbes de doses de Ca e B na solucdo nutritiva, ao final do experimento
(Tukey, p < 0,05)
*Médias seguidas por letras distintas, referentes a ao acimulo total de B nas plantas, diferem entre

si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
PBarras acima das médias sdo referentes ao desvio padrao da média

5.4.4 Nitrogénio

As concentracbes de N nas folhas, caules e raizes ndo apresentaram interacao
significativa (p < 0,05) entre as combinacfes de doses de Ca e B. Apesar das diferencas
verificadas na atividade da nitrogenase, que € um indicador indireto da fixacdo biolédgica de
N2, e consequentemente indica a quantidade de N produzida/absorvida pela planta, ocorreu
variagdo de apenas 11% entre o maior e menor valor observado para as concentragdes nas
folhas (Tabela 2). Para caules e raizes a variacdo observada foi superior (30% e 23%,
respectivamente), ndo suficiente, porém, para que esta diferenca entre os tratamentos fosse
significativa para as concentragdes de N tanto em parte aérea como em raiz (Tabela 2). E
possivel que como o N foi fornecido na solucdo nutritiva durante os 15 primeiros dias de
tratamento para todas as plantas, a diferenga observada na atividade da nitrogenase ndo foi

suficiente para que as concentragdes de N nos tecidos fossem significativas.
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Tabela 2 - Concentracdo de N nas folhas, caules e raizes das plantas de soja em funcéo das
combinacdes de Ca e de B na solucéo nutritiva, ao final do experimento®”)

Concentracdo de N ao final do experimento

Doses Ca Doses B Folhas Caule Raizes
(mmol L) (umol L™ g/kg
1,75 3,125 419a+13 199a+41 357azx52
4,25 3,125 42, 7a+21 211a+13 322a+3)9
7,25 3,125 469ax73 269ax28 334azx50
3 6,25 422a+40 256a+4,7 349a+12
55 6,25 434a+59 208ax40 325azx0,8
1,75 12,5 432a+22 248a+42 334at24
4,25 12,5 438a+17 279a+12 398a+28
7,25 12,5 447a+31 26,2a+10 32,7a+45
3 25 435a+51 26,1a+30 347a+20
55 25 429a+23 254a+10 335a+30
1,75 50 423a+3,7 26,2a+0,8 352a+1.2
4,25 50 446a+06 284ax55 359a=%0,7
7,25 50 46,4a+28 273ax27 310a+24
CV (%) 8,5 12,7 9,1

@ Médias sequidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

@ Valores apresentados ap6s as médias e precedidos por + representam o desvio padréo das médias.

Foi constatada interacdo entre as combinacdes de doses de Ca e B para quantidade de N
acumulada nas folhas, caules, raizes, e na planta inteira (Figura 28). Tanto para parte aérea
como para as raizes a combinacao de 4,25Ca e 12,5B se destacou, e proporcionou valores que
estdo entre os maiores observados. O destaque é maior, porém para o acimulo nas folhas em
que o incremento em relacdo ao segundo maior valor observado é de 49%, de forma que nos
caules e raizes essa diferenca ndo passou dos 6% (Figura 28). E possivel observar ainda que
as combinagfes com baixas doses de Ca (1,75Ca; 3,0Ca) e/ou com altas doses de B (50B)
inibiram o acumulo deste nutriente pela planta, provavelmente pela forte influéncia exercida
por esses nutrientes na producdo de matéria seca pelas plantas, bem como os resultados ja
apresentaram, visto que ndo houve diferenca entre os tratamentos para concentracdo de N nos

tecidos analisados.
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Figura 28 - Acimulo de N nas folhas (A), caules (B), raizes (C), e na planta inteira (D) de
soja em funcdo das combinagfes de doses de Ca e B na solucédo nutritiva, ao final
do experimento

5.5 Teor de extrato etéreo nos graos

N&o foi constatada interacdo significativa (p < 0,05) entre as doses de Ca e B para o teor
de extrato etéreo nos graos. Os maiores valores para o teor de 6leo foram observados com o
fornecimento as plantas das combinacGes de doses de 4,25Ca-12,5B, 4,25Ca-50B e 7,25Ca e
50B. E interessante notar que para uma mesma dose de Ca fornecida as plantas, quando se

incrementou o suprimento de B na solucdo nutritiva verificou-se um aumento no teor de
extrato etéreo nos graos (Figura 29).
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Exemplo disso é que tanto os maiores valores observados, como o menor valor
constatado foram obtidos a partir do fornecimento da dose de 4,25 mmol L™ de Ca combinada
com doses de B (3,125B; 12,5B; 50B) na solu¢édo nutritiva. Com o aumento fornecimento das
maiores doses de B na solucdo, observou-se um incremento no teor de 6leo nos gréos (Figura
29). Blevins e Lukaszewsky (1998) afirmaram que ocorrem alteragdes nas membranas
celulares em condigOes de deficiéncia de B, podendo ser esta a causa das variagdes entre 0s
valores encontrados.

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma das mais importantes oleaginosas cultivadas no
mundo devido aos elevados teores de proteina, Oleo e alto rendimento de grdos
(VASCONCELOS et al., 2008; SILVA; FREITAS, 2008). Em principio os teores de 6leo nos
grdos de soja sdo determinados geneticamente, porém podem ocorrer variagdes em funcéo do
ambiente de cultivo, e das diferentes formas de manejo da cultura. O 6leo de soja representa
cerca de 20% do peso total da semente, sendo o seu principal componente o &cido linoléico,
seguido pelo acido oléico (ZAMBIAZI et al., 2007). Os fosfolipidios vegetais apresentam um
alto teor de acidos graxos insaturados, como o acido oléico, linoléico e a-linolénico,
mantendo a fluidez da membrana, exercendo papel critico em suas funcdes (TAIZ, 2004).

Avaliando a combinacdo de doses de Ca e B em plantas de mamona Franco et al.
(2012), também ndo houve interacdo entre as combinacBes de doses para o teor de éleo nas
sementes, e o maior valor encontrado (cerca de 540 g kg™) também foi observado com o
fornecimento da maior dose de B (1,60 mg L™) na solucdo nutritiva. Nuttall et al. (1987)
demonstraram que o B aplicado em adi¢do ao N pode aumentar o rendimento em 6leo das
sementes de canola (Brassica napus). Entretanto, Grant e Bailey (1993) avaliaram os efeitos
isolados de diversos nutrientes (macros e micros) em canola, e ndo verificaram qualquer
influéncia do B e do Ca em relacdo ao teor de 6leo das sementes; observaram, porém, efeitos
quantitativos e qualitativos do N, S e P em relacdo a producéo de 6leo pelas plantas.

Da mesma forma, Silva (2007) avaliando doses de B fornecidas via solugdo nutritiva as
plantas de mamona ndo verificou diferencas entre os tratamentos quanto ao teor de 6leo nas
sementes produzidas. Por outro lado, em estudo com plantas de mostarda (Brassica
campestris) cultivadas em solugdo nutritiva com trés doses de B (0,3; 30; 300 pmol L™) e trés
doses de P (0,15; 1,5; 3,0 mmol L™), a falta ou excesso de boro na solucéo nutritiva fornecida
as plantas causou reducdo na producdo de 6leo pelas plantas, reducdo esta ainda mais
expressiva quando o baixo suprimento de B foi combinado com o baixo de P, ou entdo

guando foram utilizadas as duas maiores doses de B e P (SINHA et al., 2011).



69

Xu e Wang (2011) analisaram o crescimento e desenvolvimento do pinhdo manso
(Jatropha curcas), observando os resultados da aplicacdo de diferentes fertilizantes em solos
com baixos teores de N, P, K e B, e concluiram que a utilizacdo de um composto contendo B-
Mg-Zn, bem como de fertilizante sulfatados, aumentou a concentracao de 6leo nas sementes,
sendo que o0 aumento promovido pelo composto B-Mg-Zn foi ligeiramente superior.

Em experimento avaliando aplicagbes foliares de B em plantas de oliva (Olea
europaea), Larbi et al. (2011) ndo encontraram diferencas entre os tratamentos +B
(300 mg L™) e —B (sem aplicacéo foliar) quanto a concentragdo de 6leo nos frutos. J4 Saadati
et al. (2013) pelo contrério, observaram que tanto o &cido bérico, quanto a combinagdo do
acido bdrico com o sulfato de zinco aplicados as folhas de trés cultivares de oliva, durante o
amadurecimento dos frutos, promoveram um impacto positivo em relacdo ao teor de dleo.
Referente ainda a aplicacdo foliar de B, Jabeen et al. (2013) em estudo com girassol
(Helianthus annuus) submetido ao estresse salino observaram que a aplicacdo de B e Mn
aumentou o teor de 6leo nas sementes em relacdo ao controle, provavelmente porque 0s

nutrientes absorvidos nas folhas devem ter minimizado os efeitos toxicos da salinidade.
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Figura 29 - Teor de extrato etéreo (g/kg) nos grdos das plantas de soja em funcdo das
combinacbes de Ca e de B na solucdo nutritiva, ao final do experimento
(Tukey, p < 0,05)
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Kumar e Sidhu (2013) avaliaram os efeitos de quatro diferentes doses de B e S no teor
de 6leo em sementes de soja cultivada em um solo calcéreo, e verificaram que a aplicacdo das
menores doses de B reduziu a concentracdo de 6leo nas sementes, similar ao que observamos
aqui. Este efeito do B sobre a concentracdo de 6leo em frutos e sementes observado em alguns
trabalhos possivelmente tem relagdo com o efeito indireto do B na sintese de gorduras nas
células (SINHA; CHATTERJEE, 2003).

Quanto a quantidade acumulada do extrato etéreo nos grdos, ndo houve interacdo
significativa (p = 0,36) entre as doses de Ca e B. Foi verificado ainda que a quantidade de
6leo acumulada nos graos esta diretamente relacionada ao teor de Oleo (Figura 29) e a
producdo de grdos das plantas (Figura 5). Desta forma foi possivel observar que a quantidade
de 6leo produzida foi significativamente reduzida nos tratamentos com deficiéncia de B e Ca
(Figura 30), ou seja, os tratamentos que mais afetaram a producdo de grdos pelas plantas.
Verifica-se que o tratamento com a combinacdo de doses de 4,25Ca e 12,5B, o qual promoveu
maior producdo de matéria seca pelas plantas, também foi 0 que permitiu o maior acimulo de
6leo nos gréos.

Ambos 0s nutrientes estdo intimamente relacionados com o desenvolvimento celular,
com a germinacdo de grdos de pdlen e com o crescimento do tubo polinico o que pode em
parte explicar a baixissima producdo de grdos nos tratamentos com as menores doses de B e
Ca (MARSCHNER, 2012). Alguns outros trabalhos abordam esta questdo, mesmo que com
outros nutrientes, Abbadi et al. (2008) observaram resultado préximo a este em estudo
avaliando diferentes doses de N em girassol, verificou-se efeito das doses de N em relacéo ao
namero de aquénios produzidos pelas plantas, e como estes possuiam uma relacao direta com
a producdo de 6leo das plantas, houve entdo efeito das doses de N avaliadas na producéo de

6leo pelas plantas.
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Figura 30 - Acumulo de extrato etéreo (mg/vaso) nos graos das plantas de soja em funcéo das
combinacbes de Ca e de B na solugdo nutritiva, ao final do experimento
(Tukey, p < 0,05)
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5.6 Microscopia de luz (ML) e microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Em relacdo as avaliacGes de ML e MET efetuada no meséfilo foliar das plantas, pode-se
observar que o fornecimento das maiores doses de Ca e B (7,25Ca e 50B) as plantas
proporcionou cloroplastos com numerosos grédos de amido, bem como moderada
desorganizacdo dos tilacOides e a presenca de mitocondrias (Figura 31A). Por sua vez,
verificou-se, nos nddulos destas plantas, aumento das camadas de células do cortex (Figuras
32A, B, C), o que pode estar associado aos maiores valores da atividade da nitrogenase
verificados neste estudo (Figura 7), tornando mais eficiente o processo de fixacdo bioldgica
de Na.

Bastias et al. (2013), avaliando plantas de milho submetidas a doses altas de B, nédo
verificaram alteracGes ultraestruturais nas células, sendo que estas apresentaram
desenvolvimento adequado. A presenca da maior dose de Ca neste tratamento também parece
ter colaborado para que as desordens ultraestruturais da planta ndo fossem tdo agravadas, e
desta forma amenizar os efeitos da toxicidade de B nas folhas, ja que na literatura os trabalhos

mostram que o Ca é fundamental para a manutenc¢do da estrutura da planta, bem como um dos
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principais componentes da parede celular (MARSCHNER, 1995). Além disso, Glenn e
Poovaiah (1990), Redondo-Nieto et al. (2003), e Evangelista et al. (2002), em trabalhos
avaliando o efeito do Ca na ultraestrutura da parede celular de diferentes culturas,
confirmaram a importancia da nutricdo adequada do Ca neste sentido.

Quando a combinagdo de 1,75Ca e 50B foi fornecida as plantas, foram encontrados
cloroplastos evidenciando numerosos graos de amido, apresentando moderada desorganizagao
dos tilacoides, com ruptura da membrana dos cloroplastos, assim como a presenca de
plastoglobulos (Figura 31B). Em relacéo as imagens obtidas dos nddulos das plantas de soja,
0s principais resultados observados foram: a desorganizacéo dos tecidos do cortex interno e o
grande numero de bactérias penetrando no interior dos tecidos nodulares (Figuras 32D, E, F).
Os desbalangos nutricionais provocados pela deficiéncia de Ca e a toxicidade de B
possivelmente foram responsaveis pela maioria das alteracdes ultraestruturais verificadas nas
células (desorganizacdo dos tilacdides e nddulos com estruturas afetadas). A principal
diferenca deste estudo em relacdo ao trabalho de Silva et al. (2008), que avaliaram a toxidez
de B em mamona, é a presenca de numerosos granulos de amido.

Como a biossintese de amido estd intimamente relacionada com a disponibilidade de
sacarose no interior das células para metabolizagdo (ZRENNER, et al., 1995) em condicGes
de toxicidade, o B excedente pode aumentar a concentragdo do elemento no citoplasma
(MATOH, 1997), e com base na propriedade do B em formar complexos com agucares, 0
excesso de B poderia indiretamente prejudicar a formacdo destes grdos de amido. Porém
conforme Marschner (1995), o B ndo forma complexos com a sacarose, e sim com polidis, de
maneira que o B excedente nas células das plantas de soja provavelmente ndo formou
complexo algum com a sacarose, deixando esta toda disponivel para a sintese do amido e
consequentemente observamos a presenca de numerosos graos de amido.

Ainda, em trabalho avaliando altas doses de B em duas espécies de Citrus, Huang et al.
(2014) ndo verificaram aumento no nimero de grdos de amido, porém verificaram um
aumento no tamanho destes grdos de amido, além disso os resultados mostraram que 0s
tilacoides apresentavam-se bem organizados dentro dos cloroplastos. Esta leve
desorganizacao das células, pode ser justificado gracas a baixa dose de Ca no tratamento, que
juntamente com a dose mais alta de B, pode ter agravado as alteracdes observadas nas células.

A combinacdo da menor dose de B (3,125B) junto a maior dose de Ca (7,25Ca)
provocou alteragfes nos cloroplastos e desorganizacdo dos tilacdides, bem como ruptura da
parede celular e da membrana do cloroplasto (Figuras 31C e 33C). Também foi observado

aumento no numero de plastoglobulos e grédos de amido. Houve espessamento da lamela
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média (Figura 33C e Tabela 3), componente estrutural localizado entre duas paredes celulares
adjacentes. Essa maior espessura da lamela média pode ser explicada devido a funcéo
estrutural exercida pelo B, em conjunto com polissacarideos presentes na pectina,
especificamente na formagdo do dimero B-Rhamnogalacturonan-2 (B-RGH-II)
(KOBAYASHI et al., 1996; ISHII; MATSUNAGA, 1996; O’NEILL et al., 1996), através de
uma ligacdo borato-diol éster. Estas ligagdes cruzadas formam um reticulado macromolecular
que controla o crescimento celular (FLEISCHER et al., 1999), bem como as propriedades
mecanicas da parede celular (ISHII et al., 2001).

O fornecimento da dose mais baixa de B as plantas de soja pode ter comprometido a
formagéo deste complexo, o que resultou no aumento de monémeros de RGH-II, tornando a
lamela média mais espessa (Figura 33C e Tabela 3). Ja nos nodulos das plantas submetidas a
este tratamento (maior dose de Ca com a menor dose de B), houve alteracdo ou aumento de
uma camada de células do cortex interno (Figuras 32G, H, I). Neste caso o fornecimento da
maior dose de Ca as plantas pode ter agravado os efeitos negativos da deficiéncia de B na
ultraestrutura da parede celular (diferentemente do encontrado em outras anélises), chegando
a ruptura da parede celular (Figura 33C).

Dentre os tratamentos avaliados, aquele com a combinacdo de doses de Ca e B mais
equilibrada (tratamento controle) ndo apresentou desordens, com parede celular e lamela
média bem formadas (Figura 33E), sem alteraces nas quantidades de grdos de amidos, e com
os cloroplasto apresentando as pilhas dos tilacoides bem organizadas (Figura 31E). Para as
imagens dos nddulos, ndo foram observadas alteracdes importantes na sua estrutura deste
orgdo (Figuras 32M, N, O), realcando novamente a importancia da nutricdo equilibrada do Ca
e do B para que a formacédo das estruturas celulares (parede celular e organelas) ocorra
adequadamente, e que isso reflita no desenvolvimento das plantas.

Por outro lado nas plantas submetidas as menores doses de Ca e B (1,75Ca e 3,125B)
foram observadas pequenas desordens, como cloroplastos evidenciando numerosos graos de
amido e moderada desorganizacao dos tilacoides (Figura 31D), alteracdes ultraestruturais que
ndo diferiram muito daquelas observadas nas plantas submetidas aos demais tratamentos; o
que néo era esperado. Por se tratarem ainda das menores doses de ambos 0s nutrientes, eles
ndo se encontravam em desequilibrio na solucdo nutritiva, sendo a relagdo Ca:B de 550,
todavia, ndo refletindo em quantidades suficientes para o atendimento do metabolismo

vegetal.
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Figura 31 - Ultraestrutura do mesofilo foliar de plantas de soja cultivada em solugédo nutritiva
com diferentes doses de Ca (mmol L™) e B (umol L™). A) 50B e 7,25Ca; B) 50B
e 1,75Ca; C) 3,125B e 7,25Ca; D) 3,125B e 1,75Ca; E) controle — 12,5B e
4,25Ca. W cl: cloroplasto; ga: gréo de amido; ti: tilacéide; pc: parede celular; pg:
plastoglébulos; mi: mitocondria. Barras: 2 um
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Figura 32 - Seccdes transversais de nodulos de raiz de soja cultivada em solucdo nutritiva
com combinacdes de doses de Ca (mmol L™) e B (umol L™?). A-C) 50B e 7,25Ca;
D-F) 50B e 1,75Ca; G-I) 3,125B e 7,25Ca; J-L) 3,125B e 1,75Ca; M-O) controle
— 125B e 4,25Ca. © co: cortex; fv: feixe vascular; ci: cortex interno; ti:
tecido infectado; tn: tecido ndo infectado; setas indicam bactérias fixadoras de N,
penetrando nos tecidos. Barras: A,D,G,J,M= 600 um; B,C,E,F,H,I,K,L,N,O =
150 pm
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Figura 33 - Ultraestrutura do mesofilo foliar evidenciando a parede celular de plantas de soja
cultivado em solucdo nutritiva. A) 50B e 7,25Ca; B) 50B e 1,75Ca; C) 3,125B e
7,25Ca; D) 3,125B e 1,75Ca; E) controle — 12,5B e 4,25Ca. ) pc: parede celular;
Im: lamela média. Barras: 0,5 um
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Outra razdo para que os sintomas esperados de deficiéncia severa ndo tenham se
manifestado significativamente, pode ser explicado pelo fato dos nutrientes apresentarem
certo equilibrio na solugdo nutritiva, porém, limitando o desenvolvimento vegetal. Pelo
observado de maneira geral, os grandes desbalangos nutricionais entre 0 Ca e o B foram os
responsaveis pelas maiores alteracOes ultraestruturais observadas no mesdfilo foliar, e ndo
necessariamente o baixo fornecimento de Ca e B. Ou seja, a relagdo Ca:B, tanto na solucéo,
qguanto no tecido vegetal, ndo pode ser entendida como parametro exclusivo de equilibrio
nutricional.

Analisando-se os nodulos da soja submetida as menores doses de Ca e B, pode-se
verificar aumento no numero de tecidos ndo infectados pelas bactérias (Rhizobium), o que
pode influenciar diretamente a capacidade de fixar N, por estes nddulos, e por sua vez
explicar a menor atividade da N-ase observada nas plantas submetidas ao mesmo tratamento
(1,75Ca e 3,125B), no primeiro experimento. Redondo-Nieto et al. (2003) verificaram em
plantas de ervilha deficientes em B, que uma aplicacdo adicional de Ca estimulou a infeccdo

das raizes por bactérias do género Rhizobium.

Tabela 3 - Espessura da lamela média do meséfilo foliar das plantas de soja, cultivar BRS
284, em funcdo das combinagdes de Ca e de B na solucdo nutritiva, avaliadas no
estadio fenolégico R1™

Espessura de lamela média e

Tratamentos parede celular (um)
1,75Ca  3,125B 0,47c
1,75Ca 50B 051c
4,25Ca 12,5B 0,25d
7,25Ca  3,125B 0,66 b
7,25Ca 50B 0,80 a

@ Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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6.

CONCLUSOES

1. O aumento no fornecimento de Ca ameniza os efeitos negativos do baixo

suprimento de B na producdo de biomassa das plantas e de grdos, no
comprimento e superficie de raizes e na atividade da nitrogenase.

Os desequilibrios nutricionais entre 0 Ca e 0 B — maior suprimento de Ca e
menor de B, ou o inverso - promovem severas alteracGes ultraestruturais no

mesofilo.

. A massa fresca de nodulos, o nimero de camadas de células no cortex dos

nodulos e a atividade da nitrogenase aumentam com o suprimento de Ca e B.

. A producdo de gréos e o rendimento de 6leo sdo significativamente reduzidos

com as deficiéncias de B e Ca.

. A combinacdo de doses de Ca de 4,25 mmol L™ e B de 12,5 umol L™ promovem

0s maiores acumulos de Ca, B, N, K e Mg nas folhas, maior producdo de
biomassa das plantas e de grdos e maior rendimento de 6leo, indicando relacéo
Ca:B adequada na solucdo nutritiva e nas folhas de 350:1 e 700:1,

respectivamente.

. A relagdo Ca:B, tanto na solugdo, quanto no tecido vegetal, ndo pode ser

entendida como parametro exclusivo de equilibrio nutricional.
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Apéndice A - Folhas de soja (BRS 284) cultivada com as doses de 4,25 mmol L™ de Ca e
12,5 umol L de B na solug&o nutritiva

Apéndice B - Folhas de planta de soja cultivada com as menores doses de Ca (1,75Ca) e B
(3,125B) na solucéo nutritiva apresentando severos sintomas de deficiéncia de B
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Apéndice C - Folhas de soja cultivada com as maiores doses de Ca (7,25Ca) e menores de B
(3,125B) na soluc¢édo nutritiva apresentando sintomas de deficiéncia de B (folhas
mal formadas)

Apéndice D - Folhas de planta de soja (BRS 284) cultivada com as menores doses de Ca
(1,75Ca) e B (3,125B) (esquerda) e com as doses de 4,25 mmol L™ de Ca e
12,5 umol L™ de B (direita) na solucéo nutritiva
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Apéndice E - Folhas de soja cultivada em solucdo nutritiva com o fornecimento de
4,25 mmol L™ de Ca e 3,125 pmol L™ de B, apresentando sintomas iniciais de
deficiéncia de B

Apéndice F - Folhas de soja (BRS 284) cultivada com a menor dose de Ca (1,75Ca) e a maior
dose de B (50B) em solugdo nutritiva apresentando sintomas severos de
toxicidade ao B
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Apéndice G - Folhas de planta de soja cultivada com as doses de 4,25 mmol L™ de Ca e
12,5 umol L™ de B (esquerda) e com as maiores doses de Ca (7,25Ca) e B (50B)
(direita) na solucéo nutritiva

Apéndice H - Raiz de planta de soja cultivada com a menor dose de Ca (1,75Ca) e a maior
dose de B (50B) apresentando sintomas severos de deficiéncia de Ca
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Apéndice | - Raiz de planta de soja submetida a doses de 4,25 mmol L™ Cae 12,5 pmol L™ B
na solucdo nutritiva iniciando processo de nodulagéo

Apéndice J - Raiz de planta de soja submetida as menores doses de Ca (1,75Ca) e B (3,125B)
na solucéo nutritiva, apresentando sintomas de deficiéncias
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Apéndice K - Folha de soja submetida a menor dose de Ca (1,75Ca) e a maior dose de B
(50B) na solucdo nutritiva

Apéndice L - Viséo geral do experimento | instalado na casa de vegetacao



