UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS HUMANAS E NATURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOLOGIA VEGETAL

DAYANA EFFGEN FANTINATO

EFEITOS DO VENTO SOBRE CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS,
FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE MUDAS DE Theobroma cacao L
(Malvaceae) E USO DO SILiCIO COMO AMENIZADOR DO ESTRESSE

VITORIA
2018



DAYANA EFFGEN FANTINATO

EFEITOS DO VENTO SOBRE CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS,
FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE MUDAS DE Theobroma cacao L
(Malvaceae) E USO DO SILICIO COMO AMENIZADOR DO ESTRESSE

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Biologia Vegetal do Centro
de Ciéncias Humanas e Naturais da
Universidade Federal do Espirito Santo
como parte dos requisitos exigidos para a
obtencdo de titulo de Doutor em Biologia
Vegetal.

Area de Concentracéo: Fisiologia Vegetal.
Orientadora: Prof2 Dr2 Camilla Rozindo Dias
Milanez

VITORIA
2018



DAYANA EFFGEN FANTINATO

EFEITOS DO VENTO SOBRE CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS,
FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE MUDAS DE Theobroma cacao L.
(Malvaceae) E USO DO SILICIO COMO AMENIZADOR DO ESTRESSE

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Biologia Vegetal do Centro
de Ciéncias Humanas e Naturais da
Universidade Federal do Espirito Santo
como parte dos requisitos exigidos para a
obtencdo de titulo de Doutor em Biologia
Vegetal.

Aprovada em 07 de agosto de 2018.

COMISSAO EXAMINADORA:

Dra. Camilla Rozindo Dias Milanez - UFES
Orientadora e Presidente da Comissao

Dra. Viviana Borges Corte - UFES
Examinadora interna

Dra. Silvia Tamie Matsumoto - UFES
Examinadora interna

Dra. Gléria Maria de Farias Viégas Aquije - IFES
Examinadora externa

Dr. Carlos Alberto Spaggiari de Souza - CEPLAC
Examinador externo



Aos meus pais e irmaos que me deram

ensinamentos e oportunidades na vida.

Ao Yuri, cuja confianga me motivou até aqui.



AGRADECIMENTOS

bY

Agradeco a Universidade Federal do Espirito Santo e ao Programa de POs-
graduacdo em Biologia Vegetal (PPGBV) pela formacdo académica, infraestrutura e

equipamentos disponibilizados;

A Fundac&o de Amparo & Pesquisa e Inovacdo do Espirito Santo pela concesséo da

bolsa de doutorado e pela taxa de bancada;

A Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira de Linhares, Espirito Santo,

pela infraestrutura e mudas cedidas para a execucéo do projeto;

A minha orientadora prof.2 Dr.2 Camilla Milanez, por ter me acolhido no laboratorio
desde a graduacé&o. Muito obrigada pelos ensinamentos, conselhos, oportunidades e

por ter me trilhado até aqui;

Ao Dr. Carlos Spaggiari pela oportunidade de execuc¢éo do projeto em Linhares, pelo
infinito apoio, incentivo, pela disponibilidade de sempre e amizade.

Ao Joéo, agronomo e gerente da fazenda Dedo de Deus, por ter concedido o espaco
e as mudas e pela disponibilidade de sempre em nos receber;

Aos professores do PPGBYV pelo conhecimento transmitido;
Aos membros da banca por terem aceitado participar das correcdes deste trabalho;

Ao amigo Leonardo pela infinita ajuda tanto na solucdo de problemas e sugestdes

como no auxilio no desenvolvimento da tese;

A amiga Tatiane pelo companheirismo e execucdo dos experimentos, incluindo as

idas a Linhares. Agradeco o apoio e a ajuda de sempre durante todos esses anos;

Aos amigos da Botéanica, em especial Fran, lan, Liliane, Vinicius e Livia, pela ajuda

em campo, execucao de andlises e pela forca e descontracédo ao longo desses anos;

A equipe do Laboratorio de Anatomia Vegetal (LABAV) pelo exemplo de bons
profissionais durante todo esse tempo de convivéncia e especialmente ao Léo, Dany

e Carol pelo companheirismo, apoio e conselhos ao longo de todos esses anos;

Ao0s meus amigos que, mesmo de longe, sempre me motivaram. Essa caminhada s6

foi possivel devido a ajuda de todos vocés. Muito obrigada!



O pessimista reclama do vento. O otimista espera

que ele mude. O realista ajusta as velas.

William Ward



RESUMO

O cacaueiro (Theobroma cacao) é uma espécie perene, de porte arbdreo originaria
da regido do Alto Amazonas. A importancia econbmica dessa espécie esta
relacionada principalmente as suas sementes, as quais sao utilizadas para a
fabricacdo do chocolate. Dentro do cenario nacional, o Espirito Santo ocupa a 32
posicdo como maior produtor, sendo que a maior parte dessa produgao se encontra
no municipio de Linhares. No Espirito Santo, os novos plantios de cacaueiro
passaram a ser a pleno sol. Nessa condicdo, as plantas se encontram mais
expostas a acao de ventos. Sabe-se que o vento € caracterizado como uma variavel
ambiental que interfere no crescimento das plantas, contudo, pouco se sabe a
respeito de seus efeitos nas caracteristicas anatémicas, fisiolégicas e bioquimicas
do cacaueiro. Na tentativa de amenizar estresses abidticos, a adubacao silicatada
tem se mostrado promissora com efeitos positivos no crescimento, nas trocas
gasosas e defesas bioquimicas. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a influéncia do vento através da andlise de trocas gasosas, das
caracteristicas morfoanatémicas, dos teores de carboidratos estruturais e lignina
sobre mudas de cacaueiro. A partir dos resultados, avaliaram-se os efeitos de uma
possivel acdo do silicio na melhoria do comportamento do cacaueiro diante do
estresse causado pelo vento. Para tanto, num primeiro experimento, foram utilizadas
mudas enxertadas com o gendtipo PS-1319 de T. cacao em duas areas, sendo uma
aberta, mais exposta ao vento e outra consorciada com bananeiras, com menor
incidéncia de vento. Foram realizadas andlises mensais de crescimento nessas
plantas durante 12 meses e ao final desse periodo, avaliaram-se a anatomia foliar,
as trocas gasosas e o teor de carboidratos estruturais e lignina. No segundo
experimento, mudas do mesmo gendtipo foram cultivadas em viveiro e submetidas a
tratamentos com silicio, aplicado na folha e no solo, nas concentracdes de 2 mM e 1
mM, respectivamente. Posteriormente, as mudas foram submetidas a uma fonte de
vento com velocidade média de 2,25 m/s, das 11h as 18h, durante 28 dias. Ao final
do experimento, foram realizadas analise de crescimento, anatomia foliar, teor de
carboidratos estruturais foliares e lignina, trocas gasosas e analises bioquimicas. Os
resultados mostraram que as plantas da area aberta tiveram maior densidade,
condutancia estomatica e maior fotossintese. Anatomicamente, as folhas foram mais

espessas, apresentando maiores parénquimas palicadico e esponjoso, maior



epiderme abaxial e adaxial, além de maior nervura central e teores de hemicelulose
e lignina. Contudo, houve reducéo do crescimento. A avaliagdo sobre os efeitos do
silicio sobre as plantas sujeitas ao vento demonstrou que a adubacao silicatada
atuou de maneira positiva promovendo maior robustez, maiores valores de area e
diametro caulinar, densidade estomatica e espessura da folha com aumento da
nervura, epiderme adaxial e parénquima palicadico, melhoria da eficiéncia intrinseca
do uso da agua e menor transpiracao, além de ter tornado a atividade enzimatica

eficiente, proporcionando economia energeética.

Palavras chave: cacauicultura, enzimas, estresse abiotico, lignina, morfoanatomia,

frocas gasosas.



ABSTRACT

The cacao tree (Theobroma cacao) is a perennial species, of arboreal origin
originating in the Upper Amazon region. The economic importance of this species is
mainly related to its seeds, which are used for the manufacture of chocolate. Within
the national scenario, Espirito Santo occupies the 3th position as the largest
producer, and most of this production is in the municipality of Linhares. In Espirito
Santo, the cultivation of cacao began to be full sun. In this condition, the plants are
more exposed to the action of winds. It is known that wind is characterized as an
environmental variable that interferes with plant growth, however, little is known
about its effects on the anatomical, physiological and biochemical characteristics of
cacao. In an attempt to ameliorate abiotic stresses, silicate fertilization has shown
promise with positive effects on growth, gas exchange and biochemical defenses. In
this context, the objective of the present work was to evaluate the influence of the
wind through the analysis of gas exchange, the morphoanatomic characteristics, the
contents of structural carbohydrates and lignin on cocoa seedlings. From the results,
the effects of a possible action of the silicon in the improvement of the behavior of the
cacao tree in the face of the stress caused by wind were evaluated. For this, in a first
experiment, seedlings grafted with the genotype PS-1319 of T. cacao were used in
two areas, one being open, more exposed to the wind and another one consorted
with banana trees, with lower wind incidence. Monthly growth analyzes were
performed on these plants for 12 months and at the end of this period, leaf anatomy,
gas exchange and the content of structural carbohydrates and lignin were evaluated.
In the second experiment, seedlings of the same genotype were grown in nurseries
and submitted to silicon treatments, applied to the leaf and soil, at concentrations of 2
mM and 1 mM, respectively. Later, the seedlings were submitted to a wind source
with an average velocity of 2.25 m / s, from 11 am to 6 pm, for 28 days. At the end of
the experiment, growth analysis, foliar anatomy, foliar and lignin carbohydrate
content, gas exchange and biochemical analysis were performed. The results
showed that the plants of the open area had higher density, stomatal conductance
and greater photosynthesis. Anatomically, the leaves were thicker, presenting larger
palisade and spongy parenchyma, greater abaxial and adaxial epidermis, besides a
larger central vein and hemicellulose and lignin contents. However, there was a

reduction in growth. The evaluation of the effects of silicon on the plants subjected to



the wind showed that the silicate fertilization had a positive effect, promoting greater
robustness, higher values of area and stem diameter, stomatal density and leaf
thickness with increase of the vein, adaxial epidermis and palisade parenchyma,
improving the intrinsic efficiency of water use and lower transpiration, and having

made the enzymatic activity efficient, providing energy savings.

Key words: cocoa farming, enzymes, abiotic stress, lignin, morphoanatomy, gas
exchange.
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1 INTRODUGCAO GERAL

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma espécie perene de porte arbéreo
com origem na regido do Alto Amazonas, sendo encontrada tanto nas terras baixas,
em florestas umidas sob a protecdo de arvores maiores, como em florestas de
altitudes variaveis, com menor umidade, e com arvores em menor densidade
(Almeida e Valle, 2007). A espécie pertencia inicialmente & Familia Sterculiaceae de
acordo com a classificagcao feita por Cronquist (1981). Entretanto, estudos
filogenéticos a incluiram na Familia Malvaceae, juntamente com todo o Género
Theobroma (Alverson et al., 1999; Souza e Lorenzi, 2005).

As sementes do fruto do cacau representam a principal importancia do cultivo
do cacaueiro, sendo utilizadas para a producdo de chocolate, produtos
farmacéuticos e cosméticos. A polpa do fruto também é bastante comercializada,
inclusive em mercados internacionais. Da polpa das sementes € extraido o mel do
cacau, podendo ser utilizado na fabricagcdo de vinhos, vinagres, licores e geleias
(Menezes e Carmo-Neto, 1993).

Um dos métodos de cultivo do cacaueiro ocorre por meio do corte e queima,
no qual a semente é plantada diretamente no campo, sob a sombra de cultivos
temporarios, sendo posteriormente mantidas sem o sombreamento. Nesse tipo de
plantio, nota-se a falta de sombreamento que seria proporcionado por outras
plantas, o que permite a agdo de ventos fortes em plantas jovens de cacaueiro,
acarretando em estresse (Ruf e Schroth, 2004).

O vento tem influéncia direta sob o microclima de uma area ou regido,
afetando o crescimento das culturas de forma positiva ou ndo. Os ventos excessivos
e continuos apresentam-se como um grande problema para o desenvolvimento de
atividades agricolas (Pereira et al., 2007). Sob a acdo de ventos, as plantas podem
apresentar alteracdes na transpiragdo, absorcdo de CO2, além de danos estruturais
nas folhas e ramos (Mota, 1983).

A adubacéo silicatada tem sido utilizada visando amenizar os estresses
causados as plantas, proporcionando diversos efeitos benéficos como aumento da
atividade fotossintética e da resisténcia mecanica das células, reducdo da
transpiracdo foliar, aléem de melhoria na arquitetura das folhas (Epstein, 1994;
Korndorfer et al., 2002; Lana et al., 2003). O silicio também atua no processo de

aumento da atividade de determinadas enzimas antioxidantes como catalase,
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ascorbato peroxidase, guaiacol peroxidase e superéxido dismutase (Fauteux et al.,
2005).

Devido a importancia econémica do cacaueiro atrelada a nova forma de
cultivo adotada para essa espécie, o estudo de andlises morfoanatdmicas,
fisioloégicas e bioquimicas pode ajudar a elucidar os mecanismos de aclimatacéo
apresentados por essas plantas mediante o estresse causado pelo vento, e, nesse
contexto, o uso do silicio pode se apresentar como estimulador da tolerancia dessas
plantas ao vento.

2 OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi avaliar o comportamento de mudas de T. cacao
expostas ao vento por meio de andlises morfoanatdmicas, fisiolégicas e bioquimicas
bem como averiguar uma possivel acdo do silicio como redutor dos efeitos causados

por esse estresse.



17

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O Cacaueiro

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) pertence a Ordem Malvales, sendo a
Unica espécie utilizada comercialmente para a producdo de chocolate. Outrora
classificada como pertencente a Familia Sterculiaceae por Cronquist (1981), T.
cacao foi realocada para a Familia Malvaceae como proposto por estudos
filogenéticos (Judd, et al., 2009) juntamente com o Género Theobroma (Alverson et
al., 1999; Souza e Lorenzi, 2005). O cacaueiro € uma arvore com origem na América
do Sul que se propagou naturalmente para a América Central (Bearden et al., 2000).

Os pipiles, povo indigena pré-colombiano de El Salvador, utilizavam as
sementes do fruto até como moeda, pagando tributos e comprando mercadorias. O
nome da planta (cacahuati) e da bebida (chocoatl) é proveniente dos antigos astecas
e maias, que aproveitavam a polpa do cacau para fazer suco e das sementes
torradas, faziam uma pasta comestivel muito apreciada (Alvarenga et al.,1941). Em
referéncia a origem divina atribuida pelos povos mesoamericanos, Lineu em 1737
denomina o Género de Theobroma, que significa alimento dos deuses (Efraim,
2009).

Nas florestas, o cacaueiro pode ultrapassar os 15 metros e em condi¢des de
cultivo, atinge a altura de 5 a 8 metros. Nas areas de maior producéo, tém-se uma
média anual de chuvas entre 1250 e 2800 mm e temperaturas superiores a 15°C
(Purdy e Schmidt, 1996). Embora exigente quanto as condi¢des de clima e solo, T.
cacao repde a terra parte do que dela é retirado, de forma a manter o equilibrio
ecologico e constituindo-se num cultivo perene e renovavel. Desta forma, a
cacauicultura apresenta ndo apenas importancia econbémica como também
importancia ambiental (CEPLAC, 2017).

O cacaueiro caracteriza-se por apresentar uma copa globosa, com pequenas
flores hermafroditas avermelhadas inseridas no tronco e nos ramos principais, de
onde também surgem os frutos com formato e tamanhos variaveis, de 15 a 30 cm de
comprimento (Lorenzi e Matos, 2002). Cada fruto contém entre 20 e 40 sementes
envoltas numa polpa mucilaginosa, adquirindo tonalidade alaranjada, amarela ou

roxa, de acordo com a variedade (Elkon, 2004). A producdo dos frutos tem inicio
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apos dois a trés anos do plantio e se prolonga por mais de 30 anos, existindo
lavouras com até 100 anos de idade, dependendo das condi¢cBes edafoclimaticas e
da variedade (Purdy e Smith, 1996).

Com base em suas caracteristicas morfolégicas e na distribuicdo geografica,
o fruto do cacaueiro é dividido em trés grupos, sendo eles o Criollo, o Forastero e o
Trinitario (N'goran et al., 1994). No Brasil € cultivado o grupo racial Forastero; na
Venezuela, Coldmbia, Equador, América Central e México, cultiva-se o Criollo; ja o
grupo Trinitario é considerado por alguns autores originario de um cruzamento
natural entre os grupos Forastero e Criollo (Almeida e Valle, 2007; 2009). Os
chocolates produzidos pelos grupos Trinitario e Criollo apresentam qualidade
excelente e sabor e aroma suaves (Beckett, 2009).

Os frutos do grupo Forastero apresentam formato mais arredondado, casca
dura e superficie quase lisa, e sementes achatadas triangulares e firmemente
alojadas a polpa, cujo sabor é mais acido e apresenta caracteristica adstringente,
quando comparado ao grupo Criollo (Lajus, 1982). O fruto do grupo Criollo é
caracterizado pela sua forma alongada com uma ponta proeminente com superficie
externa enrugada apresentando sulcos profundos. Suas sementes apresentam
coloracdo branca ou résea clara e sua casca vermelha ou verde quando imaturo. Ja
os frutos do grupo Trinitario séo identificados pela juncdo de caracteres de ambos os
grupos anteriores, com coloragéo de frutos e sementes variaveis (Lopes, 2000).

As sementes do fruto do cacaueiro passam por um processo de fermentacéo,
secagem e torrefacdo (Barel et al., 1985). O farelo do cacau, obtido apds torra do
grao, vem sido utilizado na alimentacao de ovinos (Carvalho et al., 2006; Silva et al.,
2005). As améndoas correspondem a parte mais explorada do fruto, sendo
destinadas ao preparo principalmente de chocolate; enquanto a manteiga de cacau
€ utilizada pelas industrias farmacéuticas e de cosméticos; e a polpa vem
conquistando mercados internacionais com a fabricacdo de geleias, vinagres,
licores, vinhos, sucos e sorvetes (Menezes e Carmo-Neto, 1993; Almeida e Valle,
2007).

Em 1585, o chocolate comecou a ser enviado da América Central a Espanha,
tornando-se cada vez mais popular pela Europa, dando inicio ao cultivo do cacaueiro
em varias regides da América Central e do Sul, Caribe, Asia e Africa (Alvarenga et
al.,1941).
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O cacaueiro, atualmente, é cultivado principalmente na Africa Ocidental (70%
da producdo mundial), Costa do Marfim, Gana, Camardes e Nigéria. Nas Américas,
seu cultivo estende-se da Coldmbia para a Venezuela, América Central e México,
alcancando também as Guianas. No Brasil, 0 cacaueiro se adaptou perfeitamente ao
clima e solos do sul da Bahia, sendo, antes de 1989, o segundo maior produtor de
cacau, tornando-se o sexto lugar no mercado mundial em 2017 com uma producéo
em torno de 155 mil toneladas/ano de améndoas secas de cacau.
(IBGE/SIDRA/LSPA, 2018).

No oeste da Africa e sudeste da Asia, entre 80 e 85% do cacaueiro é
cultivado em area de pequenos agricultores familiares, os quais geralmente nao
adotam nenhum tipo de insumo externo, enquanto no Brasil, Malasia e Equador, o
cultivo é feito principalmente em grandes propriedades (Rice e Greenberg, 2000;
Duguma et al., 2001; Hartemink, 2005). Ja no oeste de Gana, maior parte da Costa
do Marfim, na Indonésia e Malasia, o cultivo do cacau é feito em sistemas com
pouca ou nenhuma sombra (Schroth et al., 2004).

O estado da Bahia j4 teve o cultivo do cacau como o principal produto
agricola gerador de capital, chegando a representar mais de 50% das exportacdes,
sendo o principal estado produtor de cacau no pais, seguido pelo Para e Espirito
Santo (IBGE/SIDRA/LSPA, 2018). O Espirito Santo iniciou o cultivo do cacau em
1880, por meio do mentor Joaquim Francisco Calmon, porém sem sucesso. Em
1917 houve o estabelecimento da cultura principalmente na regido do baixo Rio
Doce (Costa, 1989) com a chegada dos produtores da Bahia Dr. Filogdnio Peixoto e
do coronel Antbnio de Negreiros com a adoc¢édo do sistema de cultivo cabruca ou
mata raleada. O municipio de Linhares produz uma média de cerca de 10 mil
toneladas por ano, apresentando aproximadamente 20 mil hectares das terras
cultivadas com a espécie, 0 que representa 95% da area plantada com T. cacao no
estado (Bisi, 2015).

Até a década de 70, a cacauicultura foi estabelecida com sementes
provenientes de populacdes naturais de cacaueiros ou de plantacfes cultivadas a
beira dos rios (Almeida e Antdnio Neto, 2000). Posteriormente, comecaram a ser
utilizadas sementes de variedades melhoradas no Brasil com a criagdo da CEPEC
(Centro de Pesquisas do Cacau) pela CEPLAC (Comissao Executiva do Plano da
Lavoura Cacaueira), a partir da orientacdo da implantacdo de 356 mil hectares na

Bahia até o inicio dos anos 90 (Menezes e Carmo-Neto, 1993).
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Por se tratar de uma espécie ombrdfila, o cacaueiro tradicionalmente era
cultivado em sistemas agroflorestais (SAF) (Somarriba e Beer, 2010), havendo
relatos sobre o inicio do seu cultivo sombreado datar no comeco dos anos 1500, na
América Central (Bergmann, 1969). Outras regides do mundo também adotaram o
cultivo do cacau sombreado em SAF como o sudeste da Bahia e de Camardes,
sudoeste da Nigéria e leste de Gana (Schroth et al., 2004).

Piasentin e Saito (2014), por meio de revisdo bibliografica, identificaram 6
métodos de implantacdo e manejo do cacaueiro no sudeste da Bahia ao longo dos
séculos, os quais variam desde o plantio completamente exposto ao sol até o
contendo sombreamento denso. Alguns relatos de pesquisadores do inicio do século
XX trazem o corte e queima como primeiro método de cultivo adotado na regido (Ruf
e Zadi, 2003; Ruf e Schroth, 2004).

Segundo Gregorio Bondar, nesse método, toda vegetacao era derrubada com
posterior queima do material cortado. Nele ocorre o plantio de culturas temporarias
como mandioca e milho, as quais fornecem sombreamento provisério as plantas
jovens de cacaueiro até sua colheita, sendo posteriormente mantido sem
sombreamento até o surgimento espontaneo de arvores. Depois de 7 a 10 anos, as
arvores eram removidas deixando as plantas de cacaueiro sem sombreamento
durante toda fase adulta.

Outra forma de cultivo adotado no sudeste da Bahia é o sistema ‘cabruca’ ou
sob a mata raleada, uma adaptacdo do método de corte e queima (Ruf e Schroth,
2004). Segundo 0s mesmos autores, era removido geralmente um terco da
vegetacdo arborea nativa e vegetacdo herbacea, de modo a abrir espacos para o
cultivo do cacaueiro. As arvores remanescentes eram aproveitadas como
sombreamento provisorio e definitivo e a vegetacdo cortada ndo era queimada, ela
permanecia para se decompor na plantacdo. Essa prética tornou-se necessaria a fim
de evitar a perda de substancias humicas no solo causada pelo método anterior.

Além disso, o0 método cabruca € mais econdmico por permitir reduzir o custo
de mao de obra para a implantacdo e o manejo, pois 0 sombreamento permanente
permite maior controle de plantas espontaneas, de modo a reduzir o niumero de
rogcagens necessarias. O sombreamento também era considerado necessério
principalmente no alto de ladeiras, nas cabeceiras de colinas e nos tabuleiros, a fim
de proteger as plantas dos ventos fortes, e em areas com solos de baixa fertilidade e
rasos (Ruf e Schroth, 2004).
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A partir de 1964, no periodo de expansdo e intensificacdo da lavoura
cacaueira, houve adocdo de praticas e insumos modernos, com utilizacdo de
fertilizantes quimicos, pesticidas e sementes melhoradas. Dessa forma, o sistema
cabruca passou a ser desvalorizado por se caracterizar pelo conhecimento local de
agricultores e uso de tecnologia simples, além de ser menos produtivo devido a
baixa densidade de plantas.

Apesar de ser ecologicamente viavel, e também de apresentar menores
riscos a producao, o sistema cabruca passou a ser considerado como uma forma de
manejo pouco viavel economicamente (Miller e Gama-Rodrigues, 2012). A partir de
1964 houve a adocdo do método denominado de ‘derruba total’, no qual era feita
rocagem com posterior retirada de todas as arvores existentes na area (Alvim,
1976).

3.2 O vento e sua agao nas plantas

O vento pode ser genericamente designado como qualquer tipo de movimento
do ar atmosférico na superficie ou a grandes alturas (Sonnemaker, 2012). A
formacao do vento é dada pelo gradiente de pressédo atmosférica, o qual é gerado
pelo aquecimento diferencial dos locais na superficie, e é modificado pelo
movimento de rotacdo da Terra, do atrito com a superficie terrestre e a forca
centrifuga ao seu movimento. As principais caracteristicas do vento sdo a direcao,
forca, velocidade e frequéncia de calma (Tubelis e Nascimento, 1980), sendo que 0
relevo apresenta efeito muito acentuado de modo a definir a dire¢édo e a velocidade
do vento.

Sao necessarios dois fatores para especificar o vento: sua direcéo e forca de
velocidade. A rota que o vento segue € definida como direcdo, ou seja, de e para
qual ponto da bussola o vento sopra (norte, nordeste, sul, etc.). A velocidade ou
forca faz referéncia a intensidade que esses ventos sdo formados, podendo ser
medida em metros por segundo, milhas por horas ou como forgca na escala de
Beaufort (Forsdyke, 1981). A taxa de movimento do ar de uma localidade
geralmente é dada como a média da velocidade do vento em um intervalo de tempo
(Burton et al., 2011).
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Tanto a direcdo como a intensidade do vento sédo influenciadas no decorrer da
sua rota, como por exemplo os movimentos de frentes atmosféricas ciclénicas,
movimento de rotacdo da terra e o atrito com a superficie terrestre e objetos a sua
frente (Ayoade, 2007). Tanto a topografia como a massa vegetal afetam a
velocidade do vento, assim como a posi¢ao do local em relacao as linhas costeiras e
caminhos de circulacdo dos ventos. Dessa forma, o vento influencia diretamente o
microclima de uma é&rea, apresentando efeitos benéficos ou ndo sobre as culturas
(Pereira et al., 2002).

Quando os microclimas sao favoraveis, ocorre o0 sincronismo do
desenvolvimento da planta com as condi¢cdes ambientais, de modo a favorecer a
velocidade de extensdo do crescimento (Larcher, 2006). Assim, o grau de
susceptibilidade de uma planta em relacdo a acdo do vento estd diretamente
relacionado aos fatores ambientais e de localizacdo de florestas (Ataide et al., 2015).

As plantas que sofrem com mais constancia a acdo dos ventos sdo aquelas
localizadas em &reas onde a frequéncia e velocidade destes sdo mais elevadas.
Essa localizacdo é dependente da topografia do lugar, que pode afetar tanto a
exposicao da planta ao vento quanto a velocidade, intensidade e turbuléncia das
correntes de ar. Os topos de morros, por apresentar superficies mais elevadas e
escarpadas, ndo oferecem tanto abrigo para as plantas quando comparados aos
vales. Entretanto, o grau do abrigo varia conforme a forma do vale e a direcado do
vento (Ruel, 1998)

Utilizando-se a escala do vento de Beaufort, a velocidade do vento pode ser
estimada por meio de observacdes das condicfes da superficie do local (Primault,
1979). Pela escala, tem-se a caracterizacdo do vento variando entre forca 0 até 12.
O vento com forga 0, considerado calmo, apresenta velocidade que vai de 0 a 0,5
m.s1, tendo auséncia do menor deslocamento dos objetos mais leves. Ventos com
forca 2, com velocidade entre 2,0 e 3,1 m.s!, sdo caracterizados como uma brisa
leve, com observacdo de uma leve agitacédo das folhas enquanto ventos com forca
4, atingem velocidade entre 5,6 a 8,2 m.s, sendo considerados como moderado,
movendo os pequenos galhos das arvores.

A acdo mecanica do vento pode resultar tanto em efeitos positivos como
negativos, de acordo com sua intensidade. O vento pode auxiliar, por exemplo, o
processo de polinizagcéo, estimular a quebra de gradiente térmico e de umidade no

perfil da cultura, moderar o fluxo de CO2z, dentre outros beneficios, sendo ideal
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quando presente de forma moderada. Por outro lado, quando em elevadas
velocidades, sua acdo mecanica nas plantas promove alteracées morfologicas, que
favorecem a entrada de patégenos no tecido da planta, até mesmo a queda de
folhas, flores e frutos e galhos (Ometto e Caramori, 1981).

E possivel caracterizar a acdo do vento quanto aos seus efeitos provocados
nas plantas expostas, que podem ser diretos ou indiretos. Os efeitos indiretos sé&o
caracterizados pela ocorréncia de ferimentos nas folhas e ramos, permitindo a
penetracdo de patégenos. Dentre os efeitos diretos, estdo as injarias observadas na
regido do colo causados pelo atrito com o solo e lesdes acompanhadas de perda
das folhas, flores e frutos. (IBC, 1981). A queda prematura das folhas resulta em
mudancas fisiolégicas em resposta a perda de &gua, mudancas hormonais e
reducdo na taxa de alongamento celular.

As folhas se caracterizam como 0s 0rgdos mais intolerantes a ao vento,
resultando em alteracfes nas taxas fotossintéticas e de transpiracdo (Wada et al.,
2014; Huang et al., 2016). O efeito do vento sobre a fotossintese tem sido bastante
estudado e considerado como mais variavel e complexo do que outro estresse
ambiental (Huang et al., 2016). A influéncia do vento atinge diretamente a
fotossintese e a fisiologia da planta devido a estimulo mecéanico. Além disso, esse
estresse apresenta efeito indireto na alteracdo da camada de ar limitrofe,
aumentando a concentracdo de CO:2 (Nagano et al.,, 2013) e reduzindo as taxas
fotossintéticas, resultando em fechamento estomatico (Zhao et al., 2011).

A reducdo do tamanho da planta e o maior desenvolvimento do diametro
caulinar sdo apresentados como um comportamento de adaptacdo da planta,
visando melhor suportar o estresse mecanico proporcionado pelo vento, de modo a
torna-la mais compacta e menos flexivel. E comum ocorrer também reduc&o da area
foliar e menor incremento da massa seca da parte aérea (Caramori et al., 1986). A
susceptibilidade ou resisténcia das plantas submetidas a acdo dos ventos esta
relacionada ao seu tamanho, caracteristica da sua copa e sistema radicular, além da
prépria intensidade do vento e as condicbes ambientais do local (Nielsen, 2005).

Alguns estudos tém demonstrado o aumento de carboidratos estruturais
(celulose e hemicelulose) e lignina visando suporte da morfogénese bem como
reduzir as dilaceracdes foliares (Barbehenn et al., 2015). Entretanto, devido ao fato
da fotossintese reduzir em ambientes com ventos, a resposta de associagcao entre

alocacao de carboidratos ainda ndo é muito bem definida (Yang et al., 2017).
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Considerando o vento como estresse mecanico para as plantas, o uso de
guebra-ventos tem como principal finalidade reduzir a velocidade do vento de forma
a melhorar as condi¢des ambientais para o desenvolvimento de culturas. Quebra-
ventos arbdéreo sdo constituidos por barreiras de renques de arvores dispostos em
direcdo perpendicular aos ventos dominantes. Através de sua implantacédo, ocorre
reducdo nas perdas de agua do solo por evapotranspiracdo, aumento da
temperatura do ar e do solo ao longo o dia, controle da erosdo edlica, além da
diminuicdo dos danos causados as plantas (IBC, 1981). Apesar dos beneficios
relatados pela utilizacdo de quebra-ventos, sua utilizacdo ainda € pequena na
agricultura (Volpe e Schoffel, 2001).

3.3 O silicio e seus efeitos nas plantas

O silicio € o segundo elemento mais abundante da crosta terrestre (27% em
massa), sendo superado apenas pelo oxigénio. Na natureza, ocorre geralmente na
forma de mineral inerte nas areias, tais como quartzo, caulinita, micas, feldspato e
outro argilominerais silicatados (Mineropar, 2005; Reis et al., 2007). No solo, o silicio
encontra-se como acido monossilicio, sua parte na forma nao dissociada dado seu
elevado pKa (9,6), apresentando comportamento de base, apesar de ser um acido
(Savant et al., 1997).

A absorcao desse elemento pelas plantas ocorre na forma de Si (OH)4, porém
nao se conhece totalmente os mecanismos para sua absorcéo e translocacao para
dentro da planta, além de variarem de acordo com a espécie vegetal. Devido a essa
variacdo e ao conteudo de silicio bem como a relacdo Si/Ca, na matéria seca,
autores classificam as espécies em acumuladoras, intermediarias e nao
acumuladoras (Marschner, 1995; Epstein, 1994).

Muitas plantas sdo capazes de acumular altos niveis de Si em suas partes
aéreas, mas esse elemento se acumula em qualquer tecido da planta,
representando de 0,1 a 10% da matéria seca (Ma e Takahashi, 1990). A diferenca
no acumulo de Si entre as espécies tem sido associada as diferentes capacidades
de absorcdo desse elemento pelas raizes. O transporte radial de Si pode ocorrer
através de duas formas, da solucdo externa para as ceélulas corticais da raiz,

podendo ocorrer por transportadores, gastando energia, ou pode acontecer sem
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gasto de energia. No transporte do Si das células corticais para o xilema, o
carregamento desse tecido € mediado por um tipo de transportador, podendo
também ocorrer por difusdo passiva (Ma e Yamaji, 2008).

O menor acumulo de Si em dicotileddneas pode ter explicacdo através da
menor densidade de transportadores da solucéo externa para a célula cortical e um
defeito ou até auséncia de um transportador de células corticais para o xilema (Ma e
Yamaji, 2008). Todavia, varios estudos relatam a interferéncia positiva do Si no
crescimento de dicotiledbneas (Zhu et al., 2004; Guo et al., 2006; Gunes et al., 2007;
Gunes et al., 2008; Mali e Aery, 2009; Crusciol et al., 2009).

Depois de absorvido pela planta, 99% do silicio acumulado encontra-se na
forma de &cido silicico polimerizado, o restante (1%) encontra-se na forma coloidal
ou idnica (Korndorfer et al., 2002). O silicio também € encontrado nas plantas na
forma de silica amorfa hidratada (SiO2.nH20), também chamada de opala ou fitélito,
tornando-se imovel de forma a ndo se distribuir dentro da planta. A silica hidratada
pode estar depositada no limen e na parede celular, nos espacos intercelulares ou
nas camadas externas, em raizes, folhas, e bracteas das inflorescéncias de cereais
(Epstein, 1994).

Do ponto de vista fisiologico e metabdlico, o Si ndo é considerado um
elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas (Epstein,
1994). Contudo, o aumento na disponibilidade desse elemento tem levado ao
aumento de crescimento e produtividade, dado que o Si pode atuar na forma indireta
sobre alguns aspectos da fisiologia e bioquimica da planta, principalmente quando
essas estdo submetidas a algum tipo de estresse, seja de natureza bidtica ou
abiotica (Ma e Yamaji, 2008).

Em relagdo ao fornecimento do Si as plantas através do solo ou das folhas, as
influéncias dessas formas de adubac&o ainda ndo séo totalmente esclarecidas. A
absorcdo radicular ocorre somente quando o Si estiver a forma do A&cido
monossilicio neutro (HaSiO4), devido as condi¢cdes do pH da grande maioria dos
solos cultivados. Contudo, as formas anitnicas (H3SiO4 e H2Si04%) séo eficientes
em suprir a planta de Si (Casey et al., 2003; Mitani et al., 2005). A maior parte do Si,
por ser transportado pelo xilema, fica retida na parede celular dos vasos, néo
ocorrendo redistribuicdo para as outras partes da planta (Ma e Takahashi, 1990). No
interior da planta, mais de 90% do Si encontra-se na forma insoltvel, na forma de

silica-gel ou opala (Parry e Smithson, 1964).



26

Quando fornecido a planta na forma de adubacéo no solo, a disponibilidade
do Si deve ser constante as raizes, visando garantir seu suprimento para o
desenvolvimento vegetal. Ministrado via foliar, devem ser realizadas reaplica¢cfes de
modo a cobrir as novas folhas langadas e repor o Si fornecido anteriormente lavado
pela chuva (Reis et al., 2007).

Independente da forma de aplicacdo, a acdo do silicio nas plantas tem se
mostrado benéfica de modo a aumentar a atividade fotossintética, promover plantas
mais eretas, reduzir a transpiracdo, aumentar a resisténcia mecéanica das células a
insetos e outros patdgenos como fungos, além de diminuir o efeito toxico de
determinados metais pesados (Epstein, 1994; Korndorfer et al., 2002; Lana et al.,
2003; Pinto et al., 2014). O silicio € o uUnico elemento que confere resisténcia a
diversos estresses causados em plantas (Savant et al., 1999).

Uma vez absorvido, o Si se acumula nos pontos de transpiracdo e nas
paredes dos vasos do xilema, podendo ser importante para prevenir a compressao
dessas células xilematicas quando a taxa de transpiracao for elevada (Balastra,
1989; Raven, 2014). Ainda no funcionamento como barreira mecanica, o Si quando
depositado sobre as células epidérmicas, dificulta a penetracdo do tubo infectivo dos
fungos (Lima Filho et al., 1999).

O silicio pode agir como um elemento indutor de mecanismos de defesa,
levando a ativacao de genes de producao de compostos fendlicos, suberina, lignina,
calose, fitoalexinas e enzimas relacionadas com mecanismos de defesa da planta
(Epstein, 1994; Fawe et al.,, 2001; Kauss et al., 2003; Rodrigues et al., 2004).
Segundo Moldes et al. (2006), diferentes concentracbes de silicio promovem a
atividade de enzimas antioxidantes como a catalase, peroxidase do ascorbato,
peroxidase do guaiacol e dismutase do superoéxido.

O silicio age como modulador influenciando a sinalizacdo e extensédo de
respostas de defesa como um mensageiro secundario em resisténcia do sistema de
defesa, podendo também se ligar a grupos de hidroxilas de proteinas envolvidas nas
transducdes de sinais ou interferindo como cofator catidnico das enzimas envolvidas
nos eventos das defesas contra patdogenos (Fauteux et al., 2005). Uma rapida
deposicdo de compostos fenodlicos ou de lignina nos locais mais atingidos pelo
estresse se apresenta como um mecanismo de defesa, sendo que a presenca de Si

facilita esse mecanismo de resisténcia (Menzies et al., 1991).
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CAPITULO 1

Morfoanatomia, trocas gasosas e teores de carboidratos estruturais e de
lignina em plantas jovens de cacaueiro cultivadas em &rea aberta e com

guebra-vento

Resumo
O cultivo do cacaueiro no Espirito Santo é realizado tanto pelo método cabruca,
consistindo na retirada de algumas espécies vegetais, como em areas abertas, com
as plantas totalmente expostas ao tempo, apresentanto custo de implantacdo mais
elevado, além de causar impactos sobre o cacaueiro, uma vez que o estado enfrenta
sérios problemas em relacdo ao vento. As plantas, ao se desenvolverem em
ambientes onde os ventos sdo mais intensos, podem apresentar injarias mecanicas,
aumento da transpiracdo foliar e reducdo fotossintética, o que acarreta em menor
crescimento do vegetal. Nesse contexto, o uso de quebra-ventos vem sido utilizado
visando reduzir a intensidade dos ventos sobre as plantas. As informacodes
existentes na literatura a respeito da acdo mecanica do vento sobre as plantas de
cacaueiro sdo escassas e sem comprovacgao experimental. Visto que em locais com
ventos intensos o cultivo da espécie é praticamente impossivel sem protecao,
hipotetizou-se neste trabalho que as plantas expostas ao vento apresentem
alteracbes nas analises morfoanatbmicas, fisioldgicas e bioquimicas. Assim,
objetivou-se caracterizar os efeitos do crescimento de mudas do gendtipo PS-1319
de T. cacao (L.) em é&reas com e sem quebra-vento por meio de andlises
morfoanatdmicas, de trocas gasosas e dos teores de carboidratos estruturais e de
lignina. Para tanto, mudas de 3 meses de idade, ap0s enxertia, foram plantadas em
duas areas, uma aberta e outra em consorcio com bananeiras. Foram realizadas
analises mensais de crescimento durante 12 meses. Ao final do experimento, foram
avaliadas as caracteristicas de anatomia foliar, trocas gasosas e 0s teores de
carboidratos estruturais e lignina. Os resultados mostraram que as plantas da area
aberta tiveram maior densidade e conduténcia estomatica e maior fotossintese. A
anatomia das folhas revelou maior espessamento dos parénquimas palicadico e

esponjoso, maior epiderme abaxial e adaxial, além de maior nervura central e teores
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de hemicelulose e lignina. Houve menor crescimento e maior diametro caulinar.
Concluiu-se que o cacaueiro na auséncia de quebra-vento apresenta elevado custo
energeético de reparo e manutencdo. As plantas apresentaram perda foliar, danos
mecanicos nas folhas, as quais foram espessas com maior teor de lignina e
hemicelulose. A maior fotossintese obtida nessas plantas nao levou ao crescimento
das plantas, sendo provavelmente utilizada na tentativa de suprir essa alta demanda

energética anteriormente relatada.

Palavras-chave: analise de crescimento, cacau, fotossintese, lignina, vento
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Abstract

The cocoa farming in Espirito Santo is carried out both through the cabruca method,
consisting of the withdrawal of some plant species, as well as in open areas, with
plants fully exposed to time, presenting a higher implantation cost, besides causing
impacts on the cacao tree, since the state faces serious problems with the wind. The
plants, when developing in environments where the winds are more intense, may
present mechanical injuries, increase of the transpiration foliar and photosynthetic
reduction, which causes less plant growth. In this context, the use of windbreaks has
been used to reduce the intensity of the winds on the plants. The tree species T.
cacao is native to South America and has its seeds as the main economic
importance. The literature on mechanical wind action on cacao plants is scarce.
Since in places with intense winds the cultivation of the species is practically
impossible without protection, hypothesized in this work that the plants exposed to
the wind present changes in the morpho-anatomical, physiological and biochemical
analyzes. The objective of this study was to characterize the growth effects of T.
cacao (L.) PS-1319 genotypes in areas with and without windbreaks through
morphological analysis, gas exchange, and structural carbohydrate and lignin
contents. For that, 3-month-old seedlings were planted in two areas, one open and
one consortium with banana trees. Monthly growth analyzes were performed for 12
months. At the end of the experiment, leaf anatomy, gas exchange, and structural
carbohydrate and lignin contents were evaluated. The results showed that the plants
of the open area had higher density and stomatal conductance and greater
photosynthesis. The anatomy of the leaves revealed a greater thickening of the
palisade and spongy parenchyma, greater abaxial and adaxial epidermis, besides a
larger central vein and hemicellulose and lignin contents. There was lower growth
and larger diameter caulinar. It was concluded that cacao in the absence of
windbreak presents a high energy cost of repair and maintenance. The plants
presented leaf loss, mechanical damages in the leaves, which were thicker with
higher lignin content and hemicellulose. The higher photosynthesis obtained in these
plants did not lead to the growth of the plants, being probably used in the attempt to
supply this high energy demand previously reported.

Key words: growth analysis, cocoa, photosynthesis, lignin, wind
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INTRODUCAO

No Espirito Santo o cacaueiro € cultivado principalmente no sistema
denominado cabruca, caracterizado pela remoc¢éo de algumas espécies vegetais de
modo a abrir espacos para o cultivo da planta. Embora seja considerado mais
econdmico, esse sistema passou ser desvalorizado, passando a ser promovido um
método com retirada de todas as arvores existentes no local, deixando as plantas
totalmente expostas ao tempo. Esse método de cultivo tem sido adotado por resultar
em aumento da produtividade nos primeiros anos, mesmo que sua implantacéo
chegue a custar quatro vezes mais quando comparado ao sistema cabruca (Alvim,
1976).

O vento se constitui uma varidvel ambiental que promove estresse nas
plantas assim como outros fatores ambientais como temperatura e luz, apesar de
nao receber a mesma importancia (Coutand, 2010). As plantas reagem de maneiras
distintas ao vento, sendo caracterizada por Whitehead (1961) em trés grupos: as
gue escapam da acdo do vento devido ao seu porte; as que toleram devido a
caracteristicas morfolégicas; e as sensiveis, cujos crescimento e produtividade
diminuem com a velocidade do vento.

As plantas que se desenvolvem em ambientes com vento apresentam injurias
mecanicas como dilaceracdo e necrose de folhas, reducdo da altura, aumento da
transpiragéo foliar e incremento do didmetro caulinar (Puijalon et al., 2011; Houston
et al., 2016). O vento ainda pode favorecer o ataque e dissemina¢do de doencas e
ser uma das causas da reducao da producédo do cacaueiro (Alvim, 1977). Dentre as
culturas, as perenes sao as mais afetadas pelos efeitos do vento pois possuem
maior porte e permanecem por periodos mais longos no campo (Resende e
Resende Janior, 2011).

Uma das formas de reduzir a intensidade dos ventos sobre as plantas € pelo
uso de sistemas de quebra-vento. Na agricultura, esses sistemas apresentam
diversas fun¢des como a conservagao da umidade do solo e aumento da eficiéncia
da irrigacdo e do uso da agua (Volpe e Schoffel, 2001), além da protecdo das
plantas contra os efeitos causados pelo vento, de modo a afetar seu
desenvolvimento. Nesse contexto, a bananeira (Musa sp.) tem sido utilizada como
quebra-vento revelando-se como benéfica ao atenuar a velocidade do vento, de

modo a favorecer maior umidade do ar (Pezzopane et al., 2005), além de ser uma



38

oportunidade para otimizar recursos, fornecendo equilibrio entre alimentos e geracao
de renda (Asten et al., 2011).

A espécie arboérea T. cacao é originaria da América do Sul e apresenta
propagacdo natural para a América Central (Bearden et al., 2000), ocorrendo em
regides de clima quente e umido. A principal importancia econémica da planta
provém de suas sementes, as quais sdo utilizadas para a producdo do chocolate
(Almeida e Valle, 2007). A lavoura cacaueira ainda apresenta importancia ambiental
uma vez que, embora seja uma planta exigente quantos as condi¢des de clima e
solo, restitui a terra parte daquilo que retira, constituindo-se um cultivo perene e
renovavel (CEPLAC, 2015).

As informacdes existentes na literatura a respeito da acdo mecanica do vento
sobre as plantas de T. cacao sao escassas. Em locais com ventos frequentes, tem
sido observado que é praticamente impossivel cultivar o cacaueiro sem protecao por
guebra-ventos (Alvim et al., 1978). Assim, hipotetizou-se neste trabalho que anélises
morfoanatdmicas, fisiolégicas e bioquimicas poderiam elucidar as mudancas
mecanicas promovidas pela acdo do vento em cacaueiro, além de contribuir para o
entendimento dos mecanismos utilizados por essas plantas para sua aclimatacao.
Assim, o objetivo do trabalho foi caracterizar os efeitos da auséncia de quebra-vento
no crescimento do genotipo PS-1319 de T. cacao por meio de analises
morfoanatdmicas, de trocas gasosas e dos teores de carboidratos estruturais e de

lignina.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Condicdo experimental e material botanico

O experimento foi conduzido na fazenda Dedo de Deus, localizada no
municipio de Linhares, Espirito Santo, e instalado em duas areas com intensidades
de ventos distintas. Na area aberta, 0os cacaueiros estavam sujeitos a ventos mais
intensos. Na area consorciada com bananeiras (espacamento de 3,5m x 2,80m), as
mudas de cacaueiros eram sujeitas a menor intensidade do vento. Foi utilizado um
anemometro portatil (Instrutherm) para se obter as médias das velocidades do vento

nas areas do estudo. A velocidade média anual do vento na area de consércio com
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bananeiras foi de 3,1 m/s com radiacdo maxima de 734 umol.m?2.s?, enquanto na
area aberta (tratamento com maior exposicdo ao vento) foi de 6,7 m/s com 814
umol.m?.st de luminosidade maxima. O solo das areas apresenta classificacéo
textural franco argilosa, com 40% de argila (Laboratério de Andlise Agrondmica e
Ambiental Fullin). Foram utilizadas mudas apds a exertia com o genétipo PS-1319

de T. cacao, com trés meses. A duracédo do experimento foi de 12 meses.

2.2 Andlise de crescimento

As medidas de crescimento foram realizadas mensalmente durante os 12
meses. Foram realizadas medidas de altura e diametro caulinar em 10 individuos
por area. A altura (cm) foi medida a partir da gema apical até a base caulinar com o
auxilio de uma trena e o diametro caulinar (mm) foi obtido utilizando-se um

paquimetro digital posicionado a 1 cm a partir do solo.

2.3 Andlise morfologia e anatomia foliar

Durante o experimento, foram feitas observacdes mensais de necroses
foliares nas plantas das areas aberta e consorciada. Ao final do experimento, foram
coletadas 10 folhas totalmente expandidas, sendo uma por individuo. Essas folhas
estavam localizadas no 3° n6 a partir da gema apical, e ap0s a coleta, foram fixadas
em FAA 70 (formaldeido, acido acético e etanol 70%) por 48 horas (Johansen, 1940)
e, posteriormente, conservadas em etanol 70%. Para o seccionamento das
amostras, foram utilizadas por¢des do terco mediano do limbo foliar. Os cortes foram
feitos utilizando-se microtomo de mesa, sendo posteriormente clarificados e corados
com solucao de Azul de Astra e Safranina 1% (Kraus e Arduin, 1997) e as laminas
foram montadas em glicerina pura. A determinacdo da densidade estomatica
(n°/mm?2) foi realizada pela impressdo da epiderme em laminas de vidro com
utilizacao de adesivo instantaneo Tekbond® na face abaxial da folha.

As andlises anatdbmicas quantitativas foram realizadas por meio de medicbes
da nervura foliar (NF), da espessura total do limbo foliar (LF), da epiderme adaxial
(EAD) e abaxial (EAB) da folha e dos parénquimas palicadico (PP) e esponjoso (PE)
e o0 valores obtidos em pum. As observagbes e a documentagédo fotografica foram
realizadas com camera fotografica digital (Nikon digital DS-Ri1, DS-U3, Nikon Tec.
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Comportation, Tokyo, Japan) acoplada ao microscopio Optico (Nikon, Eclipse 50i,
Tec. Comportation, Tokyo, Japan) e a um software de analise de imagens (Nikon
NIS-Elements, Tec. Comportation, Tokyo, Japan). Todas as andlises quantitativas
foram realizadas com auxilio do software ImagJ1l (US National Insttitutes of Health,
Bethesda, MD, USA).

2.4 Andlise de trocas gasosas

Ao final do experimento, as medidas de trocas gasosas foram realizadas no
periodo da manha em folhas totalmente expandidas a partir do segundo né. Foram
utilizadas duas folhas por individuo num total de 10 individuos. Para as medidas, foi
utilizado um analisador de gés infravermelho (LI-6400XT LI-COR, Lincoln, USA)
acoplado com fonte de luz vermelho/azul (LI-6400-02B LED). Foram obtidos os
dados de assimilacéo liquida de CO2 (A) (umol CO2 m? s1), condutancia estomatica
(gs) (mol H20 m~ s1) concentracéo intercelular de CO2 (Ci) (umol CO2 mol? ar),
taxa de transpiracdo (E) (mmol H20 m? s1) e o déficit de pressdo de vapor (DPV)
(KPa). A eficiéncia intrinseca do uso da agua foi calculada pela razdo A/gs (umol
CO2 mol?! H20).

2.5 Determinagéo do teor de lignina

Foi utilizada a metodologia de Dos Santos et al. (2008). Para tanto, ao final do
experimento, foram utilizadas duas folhas por individuos de um total de 10
individuos. As amostras foram secas em estufa a 60 °C até a obtencdo de massa
constante. Em seguida foram trituradas em moinho de bola e colocadas em tubos
falcon, contendo tampdo fosfato de sédio e potassio 50 mM, pH 7, sendo
posteriormente centrifugados por 5 min. O sobrenadante foi descartado e iniciou-se
um processo de lavagem sequencial, com centrifugacdo e descarte do
sobrenadante, com tampéao fosfato 50 mM em pH 7, triton X-100 1% em tampé&o
fosfato com pH 7, NaCl 1 M em tampao fosfato pH 7, agua deionizada e acetona
100%. O precipitado foi seco em estufa a 60 °C por 24 horas e deste, 50 mg foram
retirados e homogeneizados com acido tioglicélico e HCI 2 M, sendo posteriormente
deixados em banho maria a 95 °C por 60 minutos e em seguida centrifugados. Apés

o descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado com agua deionizada e
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centrifugado. O precipitado recebeu NaOH 0,5 M e foi deixado em mesa agitadora
por 18 horas, sendo posteriormente centrifugado.

Apbs descarte do sobrenadante, o precipitado foi homogeneizado com NaOH
0,5 Mm, centrifugado e acidificado com HCI P.A. e mantido por 12 horas em
geladeira a 4 °C para precipitacdo da lignina ligada ao acido tioglicélico, sendo em
seguida, centrifugado com descarte do sobrenadante. O precipitado foi lavado com
adgua deionizada e novamente foi submetido a centrifugagcdo, sendo mantido em
estufa a 60 °C por 24 horas. Adicionou-se NaOH 0,5 M ao precipitado e utilizou-se
uma solucdo de lignina SIGMA como padrdo. A absorbancia dessa solucéo foi
determinada em espectrofotbmetro a 280nm e os valores calculados com base na
curva de lignina soltvel (0-100 yg mLt) e expressos em pg de lignina sollvel por

miligrama de massa seca.

2.6 Determinacao do teor de celulose

Para a determinacdo de celulose, utilizou-se a metodologia de Brendel et al.
(2000). Ao final do experimento, foram utilizadas duas folhas por individuos de um
total de 10 individuos. As folhas foram posteriormente secas em estufa a 60 °C até a
obtencdo de massa constante e trituradas em moinho de bola e misturadas com
acido acético 80% e &cido nitrico 69% em tubos de vidro rosqueados. Os vidros
foram deixados em banho-maria a 100°C, por 1 hora e, apés esfriar, as amostras
foram transferidas para tubos falcon de 15 mL. Foi entdo adicionado etanol 99% e os
tubos foram agitados em vortex, sendo posteriormente centrifugados. O
sobrenadante foi descartado do tubo e adicionou-se etanol 99%, sendo novamente
centrifugado, tendo o sobrenadante descartado, e depois adicionou-se de agua
deionizada. Novamente centrifugaram-se o0s tubos com posterior descarte do
sobrenadante.

Os tubos tiveram adicdo de NaOH 17% a cada um deles, e foram deixados
em temperatura ambiente por 10 minutos, sendo entdo centrifugados e tendo seus
sobrenadantes descartados. Posteriormente, foi adicionada de agua deionizada e
mais uma vez os tubos sofreram centrifugacao e descarte do sobrenadante. Entéo,
os tubos receberam agua deionizada juntamente com &cido acético 80% e, ap0Os
terem sido agitados em vortex, receberam mais agua deionizada sendo entéo

centrifugados com posterior descarte do sobrenadante. Foi realizada uma ultima
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lavagem do material com &gua deionizada, com centrifugacdo e descarte do
sobrenadante a cada lavagem. O material entdo foi seco em estufa e pesado apos

atingir massa constante.

2.7 Determinacao do teor de hemicelulose

A determinacdo de hemicelulose foi realizada seguindo o método proposto
por Schadel et al. (2010), sendo realizada ao final do experimento. Foram utilizadas
duas folhas por individuos, de um total de 10 individuos, que, ap0s secas, foram
trituradas em moinho de bola, e acondicionadas em micro tubos de 2 mL com etanol
80% e levadas em banho maria a 80°C por 20 minutos, sendo posteriormente
centrifugados a 10°C por 5 minutos, tendo os sobrenadantes descartados. A etapa
de adicdo do etanol até a centrifugacao foi repetida 3 vezes.

O pellet obtido da ultima centrifugacéo foi seco em estufa 50°C por 24h, com
posterior acréscimo de DMSO 90% e mantido em placa agitadora por 24 horas para
a extracdo do amido. O material entdo foi centrifugado por 5 minutos a 10°C, tendo
seu sobrenadante descartado e recebido agua deionizada, sofrendo mais uma
centrifugacéo e descarte do sobrenadante. Essa lavagem com agua deionizada foi
repetida 3 vezes com o pellet final sendo seco em estufa a 50°C por 24 horas.

Ao material seco foi adicionado detergente neutro, para se extrair residuos
soluveis e pectinas, e sulfito de sédio (mg/mL), para a extracdo de proteinas.
Posteriormente os tubos foram levados para banho maria a 100°C por 60 minutos
com agitacdo, sendo centrifugados por 5 minutos a 10°C e descartados o0s
sobrenadantes. O precipitado foi lavado com agua deionizada quente, acetona 100%
e agua deionizada. Apés centrifugacdo e descarte do sobrenadante, o material foi
seco em estufa a 50°C por 24 horas e posteriormente pesado.

Os tubos contendo as amostras receberam detergente acido e foram levados
em banho maria a 100°C por 60 minutos com agitacdo. Apos sofrerem centrifugacao
e terem os sobrenadantes descartados, os tubos, contendo os precipitados, foram
lavados com &gua deionizada, centrifugados e tiveram o0s sobrenadantes
descartados. O precipitado de cada tubo foi seco em estufa a 50°C por 24 horas e
pesados. A celulose de cada amostra foi obtida pela diferenga gravimétrica entre a
fracao total de parede celular e a fracdo de celulose e lignina.
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2.8 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos & analise de variancia com as médias
comparadas pelo teste T considerando diferengas significativas para valores de p <
0,05. As anadlises foram realizadas utilizando-se o software InfoStat (Versédo 2011,

Grupo InfoStat, FCA, Universidade Nacional de Cordoba, Argentina).

3 RESULTADOS

Nas plantas na é&rea aberta, foram observadas alteracBes foliares como
dilaceragBes, necroses internervurais e marginais e até abscisdo de algumas folhas.
Ja as plantas consorciadas permaneceram sem alteracbes foliares (Figura 1).
Ambos o0s grupos de plantas (area aberta e consércio com bananeiras)
apresentaram aumento na altura e no didmetro do caule, sendo que esse aumento
teve inicio a partir do segundo més para altura, e a partir do quarto més para o
diametro caulinar. As plantas da area aberta apresentaram menor altura ao longo da
duragdo do experimento e menor didmetro caulinar, sendo que a maior diferenga
para a altura foi observada no sexto més apds o plantio (38%) e, para o diametro do

caule, no sétimo més (40,9%) (Figura 2).

Figura 1 — Plantas de cacaueiro com 12 meses de idade. A esquerda, um individuo da area
consorciada com bananeiras, menos exposta ao vento, € no meio e a direita, individuos da area
aberta, mais exposta ao vento.
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Figura 2 — Altura e didmetro caulinar de plantas de cacaueiro durante 12 meses em é&rea
consorciada, com menor exposi¢do ao vento e outra aberta, com maior exposicao ao vento.

As variaveis anatdmicas foram significativamente afetadas pelo vento,
apresentando os maiores valores para todas as analises estudadas (Tabela 1).
Plantas da area aberta apresentaram maior area de nervura (10%), limbo foliar
(30%), epiderme adaxial (11%), epiderme abaxial (12%), parénquima palicadico
(64)% e parénquima esponjoso (37%) em relagdo as plantas consorciadas (Figura
3). As plantas da area aberta tiveram maior densidade estoméatica (60%) em relacao

as plantas consorciadas.
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Tabela 1 — Parametros de anatomia foliar de cacaueiro em area aberta e consorciada com

bananeiras.

Variaveis Area consorciada  Area aberta
Nervura foliar (um) 591,3 650,2*
Limbo foliar (um) 131,6 170,9*
Epiderme adaxial (um) 20,2 22,3*
Epiderme abaxial (um) 10,4 11,7+
Parénquima paligadico (um) 38,9 63,6*
Parénquima esponjoso (um) 51,0 69,8*
Densidade estomatica (n°’mm?2) 298 479*

O asterisco indica diferenca significativa entre as médias dos tratamentos (P<0,05, Teste T).

Figura 3. Secces transversais do limbo de plantas de cacaueiro em area aberta e consorciada. (A e

C) Area consorciada, com menor exposicdo ao vento. (B e D) Area aberta, com maior exposi¢éo ao
vento. As barras em A e B correspondem a 50 um e, em C e D, a 25 um. (Ep) epiderme (Fi) fibras (FI)

floema (PE) parénquima esponjoso (PP) parénquima palicadico (Xi) xilema.
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Os maiores valores de fotossintese (16%), condutancia estomatica (37%) e

transpiracéo (27%) assim como a menor eficiéncia intrinseca do uso da agua (20%)

foram observados nas plantas da area aberta. Nao houve diferenca significativa para

o carbono interno entre as plantas dos dois tratamentos. O déficit de pressdo de

vapor foi menor (21%) nas plantas da area aberta (Tabela 2).

Tabela 2 — Parametros de trocas gasosas de folhas de cacaueiro em area aberta e consorciada com

bananeiras.

o Area Area

Variaveis .
consorciada aberta
Fotossintese (umol CO, m?2s™) 7,7 8,9*
Condutancia estomatica (mol H.O m2 s?) 0,08 0,11*
Carbono interno (umol CO2 mol*ar) 257 252
Transpiracéo (mmol H,O m?2 s?) 2,5 3,2*
PN .. , z -1

Eficiéncia intrinseca do uso da agua (umol CO; mol 958 70,8+
H.0)
Déficit de presséo de vapor (KPa) 278 2,29*

O asterisco indica diferenc¢a significativa entre as médias dos tratamentos (P<0,05, Teste T).

As plantas da area aberta exibiram os maiores teores de lignina (20%) e de

hemicelulose (30%) e menores teores de celulose (20%) (Tabela 3).

Tabela 3 — Teores de lignina e de carboidratos estruturais em folhas de cacaueiro em area

aberta e consorciada com bananeiras.

Variaveis Area consorciada  Area aberta
Lignina (mg g* MS) 40

Celulose (mg) 10,50 8,75*
Hemicelulose (mg g MS) 0,14 0,18*

O asterisco indica diferenc¢a significativa entre as médias dos tratamentos (P<0,05, Teste T).
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4 DISCUSSAO

As alteragBes observadas na morfologia foliar das plantas da area aberta
foram resultantes do movimento repetitivo de esfregadura das folhas causado pelo
vento, o qual é ainda mais expressivo em folhas largas (Vogel, 2009), como as do
cacaueiro, resultando nas dilaceracbes, necroses e abscisdo observadas.
Resultados semelhantes foram encontrados por Alvim et al. (1978), Leite e Alvim
(1980), Gomes e Kozlowski (1989) e Reis et al., (2018) ao submeterem genotipos de
cacaueiro ao vento.

As injurias observadas nas folhas podem também ser atribuidas a ruptura de
tecidos do pulvino, apesar de nao ter sido analisado no presente trabalho. Quando
existe elevada transpiracdo, como a apresentada pelas plantas mais expostas ao
vento, ocorre desidratacdo das folhas acarretando na quebra do pulvino, sendo que
em cacaueiro, essa ruptura € resultante da combinacdo do vento com a
luminosidade (Onoda e Anten, 2011).

A diferenca entre a altura das plantas nos dois tratamentos, observada logo
apos o primeiro més de plantio, indica que o vento afeta o desenvolvimento dessas
plantas no campo num periodo inicial. Tal reducdo no crescimento a tornaria mais
compacta e menos flexivel, podendo se caracterizar como uma aclimatacdo ao
estresse mecanico provocado pelo vento (Nielsen, 2005).

A maior diferenga observada na altura e no diametro caulinar entre os dois
tratamentos no sexto e sétimo més apos o plantio, respectivamente, pode indicar
gue, num primeiro momento, as plantas da area aberta tiveram seu crescimento
mais afetado, mas posteriormente apresentaram-se menos prejudicadas pelo vento,
uma vez que, desse periodo até o 12° més, houve uma diferenca menos expressiva
dessas variaveis entre os dois tratamentos. O vento, quando incidido sobre plantas
jovens, afeta seu crescimento inicialmente, porém as tornam mais robustas
posteriormente (Melo, 2004).

Apesar do vento exercer uma tensdo mecanica sobre o caule, acarretando no
aumento do seu crescimento secundario (Puijalon et al., 2008; Anten et al., 2005),
no presente estudo, o cacaueiro ndo teve alteracdo do didmetro caulinar. Um caule
mais espessado reduziria o risco de quebra da planta em ambientes com vento em

elevadas velocidades (Vogel, 2003), enfatizando a sensibilidade do cacaueiro ao
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vento, uma vez que foram observadas algumas plantas mortas com a raiz exposta e
caules partidos durante o experimento.

A maior espessura encontrada nas folhas das plantas da area aberta enfatiza
que esses 0rgdos sdo os mais intolerantes em ambientes com maior intensidade de
ventos, apresentando maiores alteracdes quando comparadas aos ramos e a outras
partes da planta (Huang et al., 2015). O movimento foliar repetitivo leva a exposicao
dos tecidos internos por dilaceracéo, o que estimula a atividade mitética bem como o
deposito de lignina na parede celular (Barbehenn et al., 2015), podendo explicar os
maiores valores apresentados pelos parénquimas clorofiliano e esponjoso, por
ambas as faces da epiderme e pela nervura foliar.

As modificacdes anatdbmicas observadas nas plantas da area aberta, tais
como aumento da nervura e da densidade estomatica, podem estar relacionadas
com o balanco hidrico nas folhas, demonstrando-se como vantajosas por
representar algum valor de aclimatacdo em relacdo a perda de agua. A alta
densidade estomética obtida pode refletir em um mecanismo que permita minimizar
os efeitos da transpiragéo elevada (Larcher, 2006).

Sabe-se que os estdmatos podem funcionar como sensores de umidade, a
qual pode interferir no seu grau de abertura, e que o vento reduz a umidade
presente na superficie foliar (Taiz e Zeiger, 2013; Wada et al., 2014). Um maior
namero de estbmatos pode estar acompanhado de menor abertura dos poros, nédo
sendo necessario que se fechem totalmente e, por consequéncia, ndo prejudiquem a
condutancia nem a fotossintese. Ao trabalhar com plantas de cacaueiro submetidas
a dois niveis de umidade, Gomes et al. (1987) observaram que os estdbmatos eram
mais abertos no grupo de plantas expostas a maior umidade e que houve
fechamento estomatico quando a umidade foi reduzida.

A maior fotossintese das plantas da area aberta pode estar relacionada a
reducdo do tamanho da folha devido as dilacera¢cdes observadas. A perda de parte
da folha geralmente leva ao aumento da performance fisiologica no tecido restante
possivelmente devido ao maior suprimento de agua e nutrientes (Cleugh et al.;
1998). Além disso, a maior fotossintese dessas plantas pode ser resultante da maior
espessura foliar obtida, como relatado por Grace (1988) e Cleugh et al. (1998), e
também as elevadas taxas de transpiracdo e condutancia estomatica, o que mais

uma vez indica que os estdbmatos se mantiveram abertos.
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Embora vérios trabalhos com vento relatem reducédo da transpiracdo e da
fotossintese (Dixon e Grace, 1984; Cordero, 1999; Schymanski e Or, 2015 e Huang
et al., 2016), quando incidido sobre as plantas, o vento promove aumento da
transpiragdo uma vez que, por levar ar mais seco em contato com as ceélulas
epidérmicas, remove as camadas de ar umido que tendem a se acumular sobre a
superficie foliar, aumentando o gradiente de presséo de vapor (Taiz e Zeiger, 2013).
Ainda, o fato da area aberta receber luz durante um periodo maior, quando
comparada a area consorciada, também resulta em alta assimilacéo de carbono.

Apesar das plantas estarem supridas com agua disponivel no solo, do registro
de elevadas velocidades do vento na area aberta e da transpiracéo elevada, o déficit
de presséo de vapor (DPV) nao foi maior nesse grupo de plantas. Por outro lado, o
menor DPV pode ter sido primordial para a manutencdo da abertura estomatica
(Streck, 2003), permitindo os maiores valores de condutancia e fotossintese. A
modulacdo da condutancia estomatica pelo DPV é importante para evitar perda
excessiva de 4gua pelas plantas em condicbes de alta demanda evaporativa
atmosférica, como é o caso de ambientes abertos onde se tem ocorréncia de ventos
com altas velocidades (Gomes et al., 1987; Mielke, 1997). Houve reducéo das trocas
gasosas em plantas em funcdo do aumento do DPV como relatado por Catovsky et
al. (2002) e Ngugi et al. (2004).

Para as plantas da areas aberta, mais exposta ao vento, maiores teores de
lignina e hemiceluloses se caracterizam como vantagem, pois essas duas
macromoléculas estdo altamente organizadas na parede celular, agregando-se a
celulose de forma a promover consisténcia a parede celular vegetal, o que resulta
em maior elasticidade e resisténcia (Tsoumis, 1991) e confere maior forca mecanica
(Read e Strokes, 2006). O maior depdsito de lignina na parede celular de plantas
gue crescem em ambientes sujeitos ao vento é explicado como um estimulo
mecéanico (Grace, 1988) uma vez que esse polimero objetiva melhorar a

morfogénese e reduzir dilaceracdes (Barbehenn et al., 2015).
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5 CONCLUSAO

O cacaueiro cultivado na auséncia de quebra-vento apresenta um elevado
custo energético de reparo e manutencao. As plantas exibiram elevada perda foliar,
danos mecanicos nas folhas, sendo mais espessas e com maior teor de lignina e
hemicelulose. A maior fotossintese obtida nessa condicdo ndo promoveu o
crescimento das plantas, sugerindo ter sido utilizada na tentativa de suprir essa alta

demanda energética anteriormente relatada.
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CAPITULO 2

Adubacéo silicatada em Theobroma cacao L. submetido ao vento

Resumo

As plantas reagem de maneira distinta ao vento, podendo se caracterizar como
sensiveis quando apresentam seu crescimento e produtividade afetados diante da
exposicdo a essa variavel ambiental. Dentre os efeitos causados pelo vento nessas
plantas, destaca-se a reducdo da altura, area foliar e da fotossintese e a maior
transpiracdo apresentadas por elas. O uso do Si na agricultura tem demonstrado
efeitos positivos em plantas sujeitas a pressées ambientais devido a sua deposicéo
em tecidos e 6rgdos, que, ao formar uma barreira fisica, aumenta a resisténcia e
rigidez do tecido. O cacaueiro é uma espécie com ocorréncia em florestas quentes e
umidas, apresentando grande importancia econbmica devido ao uso de suas
sementes na fabricacdo do chocolate. No municipio de Linhares, o cultivo do
cacaueiro é realizado tanto em consoércio com outras culturas como em areas
totalmente abertas, sem nenhuma protecdo contra o vento. As informacdes a
respeito do efeito do vento no cacaueiro sao escassas, sendo limitadas a sua baixa
tolerancia ao vento e ao surgimento de queimas e abscisdo foliar. Assim,
hipotetizou-se que o Si poderia potencializar os mecanismos de tolerancia do
cacaueiro ao vento. Para tanto, o objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos do silicio
na promocao de aclimatacdo em mudas de T. cacao sujeitas ao vento por meio de
analises morfoanatémicas, fisiolodgicas, bioquimicas e dos teores de carboidratos
estruturais e de lignina. Mudas do gendétipo PS-1319 de T. cacao foram cultivadas
em viveiro e adubadas com silicio com duas formas de aplicagdo, na folha (2 mM) e
no solo (1 mM). Posteriormente, as mudas foram submetidas a uma fonte de vento
com velocidade média de 2,25 m/s, das 11h as 18h, durante 28 dias. Ao final do
experimento, foram realizadas andlise de crescimento e de anatomia foliar, o teor de
carboidratos estruturais e lignina foliares, medidas de trocas gasosas e analises
bioquimicas. O cacaueiro respondeu positivamente a adubacdo silicatada ao

apresentar maior robustez, maior teor de lignina e carboidratos estruturais, maior
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area foliar, densidade estomatica e espessura da folha, melhoria da eficiéncia
intrinseca do uso da agua e menor transpiracdo. Houve reducdo das atividades
enzimaticas caracteriznado uma economia energética. Em conclusédo, a adubacao
com silicio via foliar melhorou os mecanismos de tolerancia do cacaueiro ao vento,
incrementando as caracteristicas anatémicas, fisioldgicas e bioquimicas, de modo a

aumentar a robustez dessas plantas diante desse estresse abidtico.

Palavras-chave: cacaueiro, estresse abidtico, lignina, morfoanatomia, robustez.
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Abstract

The plants react differently to the wind and can be characterized as sensitive when
they present their growth and productivity affected by the exposure to this
environmental variable. Among the effects caused by the wind in these plants, the
reduction of height, foliar area and photosynthesis and the greater sweating
presented by them are outstanding. The use of Si in agriculture has demonstrated
positive effects on plants subjected to environmental pressures due to their
deposition on tissues and organs, which, by forming a physical barrier, increases the
strength and stiffness of the tissue. When deposited on the leaf, the Si promotes less
perspiration, leading to water saving by the plant, besides increasing the
photosynthetic rates by making the leaves stand erect, leading to an improvement in
the interception of light. The Si still reflects in activation of enzymes related to
defense mechanisms, and may be provided prior to exposure of the plant to some
stress. Cacao is a species with occurrence in hot and humid forests, presenting great
economic importance due to the use of its seeds in the manufacture of chocolate. In
the municipality of Linhares, the cultivation of cacao is carried out both in consortium
with other crops and in totally open areas, without any protection against the wind.
The information about the effect of the wind on the cacao tree is scarce, being limited
its low tolerance to the wind and the appearance of burnings and foliar abscission. In
the same way, there are still no studies that use products with the objective of
promoting greater tolerance of these plants to the wind. Thus, it was hypothesized
that Si could potentiate the mechanism of tolerance of cacao in the wind. The
objective of this work was to evaluate the effects of silicon on the promotion of
acclimatization in T. cacao plants subjected to the wind through morphological,
physiological, biochemical and structural carbohydrate and lignin contents. Seedlings
of the genotype PS-1319 from T. cacao were cultivated in nursery and fertilized with
silicon through two forms of application, in the leaf (2 mM) and in the soil (1 mM).
Later, the seedlings were submitted to a wind source with an average velocity of 2.25
m /s, from 11 am to 6 pm, for 28 days. At the end of the experiment, growth and
foliar anatomy analyzes, leaf carbohydrate and leaf lignin content, gas exchange
measurements and biochemical analyzes were performed. The cacao tree
responded positively to the silicate fertilization due to its greater robustness, higher

lignin content and structural carbohydrates, greater leaf area, stomatal density and



58

leaf thickness, improvement of the intrinsic efficiency of water use and lower
transpiration. There was reduction of enzymatic activities characterized by an energy
economy. In conclusion, foliar silicon fertilization improved the mechanisms of
tolerance of cacao to the wind, increasing the anatomical, physiological and
biochemical characteristics, in order to increase the robustness of these plants in

face of this abiotic stress.

Key words: cacao, abiotic stress, lignin, morphoanatomy, robustness.
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1 INTRODUCAO

O cacaueiro € uma planta originaria da América do Sul com ocorréncia em
florestas quentes e Umidas que apresenta grande importancia econémica devido ao
seu uso para a producdo do chocolate, produtos farmacéuticos e cosméticos
(Alverson et al., 1999; Almeida e Valle, 2007). O cultivo do cacaueiro no municipio
de Linhares, ES, ocorre, em sua maioria, consorciado com outras culturas ou entao
sem nenhum tipo de barreira protetora contra o vento, sendo desenvolvido em areas
totalmente abertas, sem sombreamento provisorio ou definitivo (Alvim, 1976).

Apesar da insisténcia em se adotar um método sem sombreamento
definitivo, as regides produtoras de cacau em Linhares, Espirito Santo, enfrentam
sérios problemas com relacdo as elevadas intensidades do vento, uma vez que as
plantas cultivadas nessas areas apresentam alta perda foliar e diversos danos
mecanicos nas folhas, com elevado custo energético (Fantinato, dados nao
publicados). Além disso, 0os manuais de cultivo do cacaueiro trazem que a
ocorréncia dos ventos apresenta impacto negativo sobre as plantas, tanto para a
formacdo, quanto manutencdo das lavouras, afetando principalmente os individuos
jovens (Sena Gomes e Kozlowski, 1989; Dias, 2001).

Devido a importancia econémica do cacaueiro e a forma como vem sido
cultivado no estado, faz-se necessaria a utilizacdo de tecnologias de qualidade e de
baixo custo visando atenuar o estresse causado pelo vento nesse sistema de cultivo,
como a adubacao silicatada. O uso do silicio nas plantas tem demonstrado efeitos
positivos mediante a diferentes tipos de pressfes ambientais vivenciadas por elas,
sejam causadas por fatores bibticos ou abiodticos (Detmann et al., 2013). Esses
resultados benéficos sdo atribuidos, em grande parte, a deposicao do silicio em
diferentes tecidos e 6rgdos como raizes, folhas, caules e frutos, pela formacao de
uma barreira fisica, aumentando a resisténcia e rigidez do tecido (Ma e Yamaiji,
2015).

A deposicdo do silicio nas folhas promove reducdo da transpiracao
cuticular e estomatica, acarretando em economia de agua pelas plantas (Ma e
Yamaji, 2006), modifica sua arquitetura tornando as folhas mais eretas o que pode
ocasionar na melhoria da interceptacdo da luz para a fotossintese (Hossain et al.,
2007; Liang et al., 2007). O silicio € o uUnico elemento que confere resisténcia a

diversos estresses causados em plantas (Savant et. al., 1999). Esse elemento
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proporciona a ativacdo de enzimas relacionadas com mecanismos de defesa da
planta (Kauss et. al., 2003; Rodrigues et. al., 2004) como a catalase, ascorbato
peroxidase, guaiacol peroxidase e superoxido dismutase (Moldes et. al., 2006).
Sendo assim, hipotetizou-se que a adubacédo silicatada poderia
potencializar os mecanismos de tolerancia do cacaueiro aos efeitos do vento. Para
tanto, o objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos do silicio e sua melhor forma de
aplicacdo na promocéao de aclimatacdo em mudas do gendtipo PS-1319 de T. cacao
sujeitas ao vento por meio de analises morfoanatémicas, fisioldgicas, bioquimicas e

dos teores de carboidratos estruturais e de lignina.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi composto por quatro tratamentos: plantas sem vento e sem
adubacdo silicatada, caracterizando o controle; com vento e sem adubacéo
silicatada; com vento e com adubacé&o com silicio na folha; e com vento e adubadas
com silicio no solo. Cada tratamento foi composto por 12 plantas.

Apébs 60 dias, as mudas foram submetidas a aplica¢cdes quinzenais de silicio
durante 2 meses, até a instalacdo dos tratamentos com vento. A fonte de silicio
utilizada foi o silicato de calcio na concentracdo de 1 mM no solo e de 2 mM na
folha. Aos 4 meses de idade, metade das mudas foram submetidas aos tratamentos
com vento, o qual foi fornecido por ventiladores (Mondial 40 cm modelo Classic) com
velocidade média de 2,25 m/s, das 11h as 18h, diariamente durante 28 dias (Figura
1). As velocidades do vento foram determinadas com auxilio de anemdmetro
Instrutherm, modelo AD-250.

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia com as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As analises foram
realizadas utilizando-se o software InfoStat (Versdo 2011, Grupo InfoStat, FCA,

Universidade Nacional de Cordoba, Argentina).
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Figura 1 — Visao geral do experimento com mudas de cacaueiro adubadas com Si e expostas ao
vento. A frente, grupo de plantas submetidas aos ventiladores, e ao fundo, grupo de plantas sem
exposicdo ao vento (controle).

2.2 Area experimental e material botanico

O experimento foi conduzido em viveiro na Estagdo Experimental Filogonio
Peixoto (ESFIP), pertencente ao Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), érgao de
pesquisa da Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC),
localizada no municipio de Linhares, Espirito Santo.

Foram utilizadas mudas seminais do genoétipo PS-1319 de T. cacao L.
cultivadas em vasos com capacidade para 3,8 L com solo composto por terra e
esterco, com classificacdo textural franco argilosa (Laboratério de Andlise

Agrondmica e Ambiental Fullin).

2.3 Determinacéo do silicio foliar

Para a determinagdo do teor foliar de Si foi utilizada a metodologia de
Korndorfer et al. (2004). Folhas do 2° ou 3° n6 a partir do apice do eixo ortotrépico



62

foram submetidas a uma lavagem com agua destilada e colocadas para secagem
em estufa a 70°C, por 72 horas, sendo em seguida moidas. Amostras de 0,1 g da
parte aérea foram colocadas em tubos plasticos, seguido do acréscimo de 2 mL de
H202 p.a (30%) e 3 mL de NaOH (1:1) para digestéao.

Os tubos foram agitados e colocados em banho-maria a 90°C por uma hora e
em seguida levados para autoclave por um periodo de 1 hora a 123°C e 1,5 atm de
pressdo. Apos retirar os tubos da autoclave adicionou-se 45 mL de agua destilada,
deixando em repouso por um dia. Uma aliquota de 0,5 mL da matéria digerida foi
retirada e colocada em copos plasticos de 50 mL. Em seguida acrescentaram-se 4,5
mL de agua ultrapura, 0,5 mL de HCI (1:1) e 0,5 mL de molibdato de aménio,
seguido de uma leve agitacdo. O Si presente no material transforma-se em HaSiO4
que desenvolve a cor amarela na presenca do agente complexante, que € o
molibdato de amdnio em meio acido.

Depois de 5 a 10 minutos, adicionaram-se 0,5 mL de acido oxalico (75 g/L) e
ap6és 5 minutos, foram acrescentados 2,5 mL de &cido ascorbico (3 glL),
procedendo-se novamente uma leve agitacdo. Apdés 1 hora foi feita a leitura em
espectrofotdometro (modelo ThermoScientific®, Genesys 10S, EUA) no comprimento
de onda de 660 nm. A concentracdo de Si foi calculada por meio de curva padréao
(concentracdes de 0 a 8 mg L de Si) construida através de solucéo padrdo de 1 g
Lt de Si (Fixanal, Sigma-Aldrich), e os resultados expressos em g de Si por Kg de
massa seca foliar (g Kg* MSF).

2.4 Determinacao do silicio do solo

A concentracdo de Si soluvel no substrato foi determinada pelo método do
azul de molibdénio, conforme Korndorfer et al. (2004) com modificacdes. Os
substratos foram secos em estufa a 60 °C até atingirem massa constante. Amostras
de 10 g do substrato seco e peneirado em malha de 2 mm foram colocadas em
copos plasticos e reagiram com 100 mL de &cido acético 0,5 M por 1 hora, em
agitacdo constante.

Apés a decantacdo do material, realizou-se a filtracdo da suspensdo que
permaneceu em repouso durante 12 horas. Uma aliquota de 100 pL do filtrado foi
misturada com 1 mL de solucdo sulfomolibdica (75 g L*). Apés 10 minutos,
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adicionou-se 2 mL de acido oxalico (75 g L-1) e ap0s 5 minutos, acrescentou-se 10
mL de acido ascorbico (3 g L-1).

Apés 1 hora, a solucdo de coloracdo azul foi lida em espectrofotbmetro
(ThermoScientific®, Genesys 10S) no comprimento de onda de 660 nm. A
concentracdo de Si foi calculada por meio de curva padrdo (concentracdes de 0 a 10
mg L de Si) construida utilizando-se uma solugéo padrdo de 1 g L de Si (Fixanal,
Sigma-Aldrich), e os resultados expressos em mg de Si por Kg do substrato (mg Kg*
substrato).

2.5 Andlise de crescimento

Ao final do experimento foram realizadas medidas de altura (cm) e
comprimento de raiz (cm) com auxilio de uma trena, diametro do caule (mm)
utilizando-se um paquimetro digital, nimero de folhas e area foliar (cm2). A area
foliar total (AFT) foi determinada em um medidor de area (LI-COR Modelo 3100,
Lincoln, Nebraska, USA). Os 6rgaos vegetais foram secos em estufa a 60 °C, até
atingirem massa constante e posteriormente pesados para a determinacdo de
massa seca da folha (MSF), do caule (MSC) e da raiz (MSR), com os valores obtidos
em gramas. Foram utilizados 8 individuos por tratamento.

A partir dos dados obtidos foram determinados, conforme Hunt (1982), os
parametros: area foliar especifica (AFE = area foliar total/massa seca foliar total)
(cm2 g-1), razéo raiz/parte aérea (R:PA) (g g-1) e o quociente de robustez (QR)

(comprimento do caule/diametro caulinar) (cm mm-1).

2.6 Andalise anatomica foliar

Foram coletadas duas folhas por individuo, sendo utilizados cinco individuos
por tratamento. A anatomia foi realizada em amostras do terco médio de folhas do
segundo no, previamente fixadas em FAA 70 (formaldeido, &cido acético e etanol
70%) por 48 horas (Johansen, 1940) e, posteriormente, conservadas em etanol
70%. Foram feitas secc¢Oes transversais com auxilio de um micrétomo de mesa, as
quais foram coradas utilizando-se Azul de Astra e Safranina 1% (Kraus e Arduin,
1997).

A andlise anatdbmica quantitativa foi realizada por meio de medicdes da

espessura da nervura foliar (NF), da espessura total do limbo foliar (LF), da
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epiderme adaxial (Ead) e abaxial (Eab), e dos parénquimas palicadico (PP) e
esponjoso (PE) os valores obtidos foram expressos em um. A densidade estomatica
(DE) (n°/mm2) da face abaxial das folhas foi determinada utilizando adesivo
instantdneo Tekbond® pela técnica de impressao epidérmica em Iamina de vidro.

As fotomicrografias foram obtidas com camera fotogréafica digital (Nikon digital
DS-Ril, unidade digital DS-U3, Nikon Tec. Corporation, Tokyo, Japan) acoplada ao
microscopio optico (Nikon Eclipse 50i, Nikon Tec. Corporation, Tokyo, Japan) e a um
microcomputador com software de captura de imagem (Nikon NIS-Elements, Nikon
Tec. Corporation, Tokyo, Japan). As analises quantitativas das espessuras dos
tecidos e da densidade estomatica, foram realizadas com auxilio do software ImagJ1
(US National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

2.7 Andlise de trocas gasosas

As medidas de trocas gasosas foram realizadas no periodo da manha, sendo
utilizadas duas folhas de cada um dos 12 individuos por tratamento. Para as
medidas, folhas totalmente expandidas a partir do segundo n6 foram submetidas a
um analisador de géas infravermelho (LI-6400XT LI-COR, Lincoln, USA) acoplado
com fonte de luz vermelho/azul (LI-6400-02B LED). Foram obtidos os dados de
assimilacéo liquida de CO2 (A) (umol CO2 m s1), condutancia estomatica (gs) (mol
H20 m2 s1), concentracdo intercelular de CO2 (Ci) (umol CO2 mol?! ar), taxa de
transpiracdo (E) (mmol H20 m=2 s!) e déficit de pressédo de vapor na folha (DPV)
(KPa). A eficiéncia intrinseca do uso da agua foi calculada através da razdo A/gs
(umol CO2 mol? H20).

2.8 Determinacao das proteinas totais e das atividades enzimaticas

2.8.1 Obtencéo do extrato aquoso

No final do experimento, as mesmas folhas utilizadas para a andlise de trocas
gasosas foram utilizadas para a extragdo de proteinas e enzimas. Foi
homogeneizado 0,4 g de tecido foliar em tampé&o fosfato de potassio 100 mM (pH
6,8), EDTA-Na2 0,1 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1%(p/v), utilizando almofariz

e pistilo gelados. O homogeneizado foi centrifugado a 12000 x g durante 15 min a
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4°C (Parida et. al., 2004). O sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo de
proteinas totais e ensaios das atividades das enzimas polifenoloxidase, superoxido

dismutase, catalase, peroxidase do ascorbato e peroxidase do guaiacol.

2.8.2 Proteinas totais

O contetudo de proteinas totais foi quantificado de acordo com Bradford
(1976). Para tanto, 100 pL de sobrenadante do extrato foi misturado com 2000 uL de
reagente de Bradford, seguido de agitacdo com auxilio de vortex. Apds 5 minutos, a
absorbancia foi determinada a 595 nm em espectrofotdmetro (ThermoScientific®,
Genesys 10S) e os resultados foram expressos como mg de proteina/g tecido fresco
(mg ptn/g MF), tendo a albumina de soro bovino como proteina padréo.

2.8.3 Dismutase do superoéxido (SOD; EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi baseada no método descrito por (Giannopolitis e Reis,
1977). O meio de reacéo final de 3 mL continha tampéo fosfato de s6dio 50 mM (pH
7,5), metionina 13 mM, riboflavina 0,002 mM, EDTANaz 0,1 mM, azul nitro tetrazdlio
(NBT) 0,0075 mM e 50 yL do extrato enzimatico. A reacdo foi iniciada em uma
camara de fotorreducdo equipada com uma lampada fluorescente branca (25 W) por
10 min a 25 °C. Uma unidade da atividade enzimética foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para resultar numa inibicdo de 50% da taxa de reducdo de

NBT medida a 560 nm, sendo expressa por g de massa seca (unidade SOD g MS).

2.8.4 Peroxidase do guaiacol (POD; EC 1.11.1.7)

Para a atividade da peroxidase do guaiacol, foi utilizada a metodologia
descrita por Cakmak et. al. (1993), com modificacdes. A reacao foi constituida de 10
pL de extrato e 200 pL de tampéo fosfato de sodio (100 mM, pH 6,8) com guaiacol
20 mM e 100 pL de perodxido de hidrogénio 20 mM. O aumento da absorbéancia
devido a oxidacdo do guaiacol foi registrado a 470 nm depois de um minuto de
reacdo usando um espectrofotbmetro ThermoScientific®, Genesys 10S. Os

resultados foram expressos em unidades de absorbancia/min/mg de proteina,
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utilizando coeficiente de extincdo de H202 com valor 26,6 mM?' cm?® (umol

H202/min/mg ptn).

2.8.5 Peroxidase do ascorbato (APX; EC 1.11.1.11)

Determinou-se a atividade de APX baseado no método descrito por Nakano e
Asada (1981). Aliquota de 100 pL do extrato enzimético foram misturadas a 2,9 mL
de meio de reacgdo constituido de tampéo fosfato de sédio 50 mM (pH 7,0), EDTA
Naz 0,1 mM, acido ascorbico 0,5 mM. A reacao foi iniciada com a adicdo de H202 0,2
mM e o decaimento da absorbéancia a 290 nm foi monitorado durante 3 min a 25 °C.
O célculo da atividade de APX foi feito com base no coeficiente de extingdo molar de

2,8 mM* cm™ e expressa em umol de ascorbato mint gt MS.

2.8.6 Catalase (CAT; EC 1.11.1.6)

A atividade da CAT foi determinada pela adicdo de 100 pL do extrato
enzimatico a 2,9 mL de meio de reacdo constituido de tampéao fosfato de sodio 50
mM (pH 7,0) e H202 10 mM (Aebi, 1984). O decréscimo na absorbancia medido a
240 nm foi monitorado durante 3 min a 25 °C. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 molt L cm e expressa em pmol
de H202 min't gt MS.

2.8.7 Polifenoloxidase (PPO; EC 1.30.3.1)

Foi utilizada a metodologia descrita por Cafial et al. (1988), com modificacdes.
A atividade da PPO foi determinada pela conversdo do catecol em quinona, sendo
utilizado 20 pL de extrato, 1 mL de catecol 20 mM e 1 mL de tampéao fosfato de
sédio 100 mM pH 6,8. Apos 2 minutos de reacao, foi feita a leitura a 420 nm em
espectrofotometro ThermoScientific®, Genesys 10S. Os resultados foram expressos

em unidades de absorbancia/min/mg de proteina (UA/min/mg ptn).

2.9 Determinagéo do teor de lignina
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A de determinacado de lignina foi realizada de acordo com Dos Santos et al.
(2008). Para tanto, foram utilizadas amostras de folhas secas trituradas em moinho
de bola para a determinagéo de lignina soluvel. As amostras foram colocadas em
tubos falcon, os quais receberam tampéao fosfato de sddio e potassio 50 mM, pH 7,
sendo posteriormente centrifugados por 5 min. O sobrenadante foi descartado e
iniciou-se um processo de lavagem sequencial, com centrifugacdo e descarte do
sobrenadante, com tampéao fosfato 50 mM em pH 7, triton X-100 1% em tampé&o
fosfato com pH 7, NaCl 1 M em tampao fosfato pH 7, agua deionizada e acetona
100%. O precipitado foi seco em estufa a 60 °C por 24 horas e deste, 50 mg foram
retirados e homogeneizados com acido tioglicélico e HCI 2 M, sendo posteriormente
deixados em banho maria a 95 °C por 60 minutos e em seguida centrifugados. Ap6s
o descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado com &gua deionizada e
centrifugado. O precipitado recebeu NaOH 0,5 M e foi deixado em mesa agitadora
por 18 horas, sendo posteriormente centrifugado.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado homogeneizado com NaOH
0,5 Mm, sendo centrifugado e acidificado com HCI P.A. e mantidos por 12 horas em
geladeira a 4 °C para precipitacdo da lignina ligada ao acido tioglicolico. Apos
centrifugacdo e descarte do sobrenadante, lavou-se o precipitado com agua
deionizada e novamente esse foi submetido a centrifugacdo, sendo mantido em
estua a 60 °C por 24 horas. O precipitado foi ressuspenso em NaOH 0,5 M e utilizou-
se uma solucéo de lignina SIGMA como padréo. A absorbancia dessa solucao foi
determinada em espectrofotbmetro a 280nm e os valores calculados com base na
curva de lignina soltvel (0-100 yg mLt) e expressos em g de lignina sollvel por

miligrama de massa seca.

2.10 Determinacao do teor de celulose

A determinacao de celulose foi realizada conforme metodologia de Brendel et
al. (2000). Amostras de folhas secas trituradas em moinho de bola foram misturadas
com &cido acético 80% e acido nitrico 69% em tubos de vidro rosqueados. Os vidros
foram deixados em banho maria a 100°C por 1 hora e, ap6s esfriar, as amostras
foram transferidas para tubos falcon de 15 mL. Foi entédo adicionado etanol 99% e os
tubos foram agitados em vortex, sendo posteriormente centrifugados. O

sobrenadante foi descartado do tubo e adicionou-se novamente etanol 99%, sendo
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centrifugado com posterior descarte do sobrenadante e adicdo de agua deionizada.
Novamente centrifugaram-se os tubos com posterior descarte do sobrenadante.

Os tubos tiveram adigdo de NaOH 17% e foram deixados em temperatura
ambiente por 10 minutos, sendo entdo centrifugados e tendo seus sobrenadantes
descartados. Posteriormente, foi adicionada agua deionizada e mais uma vez 0s
tubos sofreram centrifugacdo e descarte do sobrenadante. Entdo, os tubos
receberam agua deionizada juntamente com acido acético 80% e, apos terem sido
agitados em vortex, receberam mais 4gua deionizada sendo entdo centrifugados
com posterior descarte do sobrenadante. Foi realizada uma ultima lavagem do
material com agua deionizada por 5 vezes, seguida de centrifugacdo e descarte do
sobrenadante a cada lavagem. O material entdo foi seco em estufa e pesado apés

atingir massa constante.

2.11 Determinacao do teor de hemicelulose

A hemicelulose foi realizada seguindo o método proposto por Schadel et al.
(2010). As amostras de folhas, ap0s secas e trituradas em moinho de bola, foram
acondicionadas em micro tubos contendo etanol 80% e levadas em banho maria a
80°C por 20 minutos, sendo posteriormente centrifugados a 10 °C por 5 minutos,
tendo os sobrenadantes descartados. A etapa de adicdo do etanol até a
centrifugacéo foi repetida 3 vezes.

O precipitado obtido na ultima centrifugacéo foi seco em estufa 50°C por 24h,
com posterior acréscimo de DMSO 90% e mantido em placa agitadora por 24 horas
para a extracdo do amido. O material entdo foi centrifugado por 5 minutos a 10°C,
tendo seu sobrenadante descartado e teve adicdo de agua deionizada, sofrendo
mais uma centrifugacdo e descarte do sobrenadante. Essa lavagem com agua
deionizada foi repetida 3 vezes com o precipitado final sendo seco em estufa a 50°C
por 24 horas.

Foi adicionado detergente neutro ao material seco para se extrair residuos
sollveis e pectinas, e sulfito de sodio (mg/mL) para a extracdo de proteinas.
Posteriormente os tubos foram levados para banho maria a 100°C por 60 minutos
com agitacdo, sendo centrifugados por 5 minutos a 10°C e descartados o0s
sobrenadantes. O precipitado foi lavado duas vezes com agua deionizada quente,
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acetona 100% e agua deionizada. Apés centrifugacéo e descarte do sobrenadante,
o material foi seco em estufa a 50°C por 24 horas e posteriormente pesado.

Os tubos contendo as amostras receberam detergente acido e foram levados
em banho maria a 100°C por 60 minutos com agitacao. ApGs sofrerem centrifugagcéo
e terem os sobrenadantes descartados, os tubos, contendo os precipitados, foram
lavados com &gua deionizada, centrifugados e tiveram o0s sobrenadantes
descartados. O precipitado de cada tubo foi seco em estufa a 50°C por 24 horas e
pesados. A celulose de cada amostra foi obtida pela diferenga gravimétrica entre a

fracao total de parede celular e a fracao de celulose e lignina.

3.0 RESULTADOS

O teor de Si foliar foi maior nas plantas do tratamento com vento e aplicacao
de Si via foliar, ndo havendo diferenca entre as plantas controle e as do tratamento
com vento e sem adubac&o. As plantas com vento e sem adubacéo apresentaram
5% a mais no teor de silicio no substrato em relagdo as plantas controle. O maior
resultado para essa variavel foi encontrado nas plantas com vento e adubacéo via
solo (Tabela 1).

Tabela 1 — Efeitos do vento e da aplicacdo de Si via foliar e via solo sobre o acimulo de silicio nas

folhas e no solo dos tratamentos de T. cacao.

Variaveis Controle  Vento Vento + Sifoliar Vento + Si solo
Si foliar (g Kg* MS) 12,2b 10,2 b 16,5a 12,1b
Si no substrato (mg Kg?) 377c 396 b 401 b 526 a

Médias seguidas de mesma letra na linha néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade

As plantas com vento e sem adubacdo apresentaram altura menor (4%) em
relacdo as plantas controle. A menor altura foi obtida quando as plantas com vento
eram adubadas com Si, independente da forma de aplicacdo. O didametro caulinar
nao mostrou diferenca entre as plantas com vento sem adubacao e as controle. O

maior valor para essa variavel foi obtido nas plantas com vento e adubadas com Si
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nas folhas. O quociente de robustez foi 32% menor nas plantas com vento e sem
adubacdo em relacdo ao controle. As plantas com vento e adubadas via foliar
apresentaram o menor valor para esse parametro (Tabela 2).

As plantas com vento e sem adubagdo com Si exibiram maior nimero de
folhas (21%) em relacdo as plantas sem silicio. O menor nimero de folhas foi
apresentado pelo tratamento com vento e Si aplicado via foliar. A menor area foliar
total foi obtida nas plantas com vento sem adubacao, sendo 13% menor do que a
das plantas controle, enquanto o maior valor foi obtido nas plantas adubadas com
silicio nas folhas, sendo que, nesse tratamento, também foi obtida a maior area foliar
especifica (Tabela 2).

A raiz de plantas com vento e sem Si foi maior (17%) quando comparada ao
controle. Comparando o tratamento das plantas com vento e sem adubacdo com o
controle, houve menor (32%) valor de massa seca foliar, sendo maior quando as
plantas com vento eram adubadas com Si. Nao houve diferenca para os valores de
massa seca caulinar. A massa seca da raiz foi maior (53%) nas plantas com vento e
sem adubacdo em relagéo as controle e quando as plantas eram adubadas no solo
e com vento. A massa seca total foi maior nas plantas com vento e adubadas no
solo e menor quando adubadas via foliar. Houve maior (75%) razao raiz/parte aérea
das plantas com vento e sem adubacdo quando comparadas as plantas controle
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Efeitos do vento e da aplicacdo de Si via foliar e via solo sobre analise de crescimento de

T. cacao.
Variaveis Controle  Vento V(_entq - Vgnto *
Si foliar Si solo
Altura (cm) 42,2 a 40,5 b 39,1c 389c
Diametro caulinar (mm) 115b 11,1 b 23,0 a 11,3 b
Quociente de robustez (cm mm) 3,90 a 3,54 b 1,71c 3,46 b
Numero de folhas 20,8 ¢ 254 a 11,2d 23,6 Db
Area foliar total (cm?) 1607 b 1422 c 1965a 1664 b
Area foliar especifica (cm? g%) 168 b 200 b 250 a 176 b
Raiz (cm) 17,4 b 204a 19,6 ab 19,2 ab
Massa seca foliar (g) 9,63 a 7,29 b 7,99b 9,55a
Massa seca caulinar (g) 3,63 a 4,67 a 4,29 a 4,67 a
Massa seca da raiz (g) 162b 2,48 a 158D 2,62 a
Massa seca total (g) 14,8 ab 144ab 13,8b 16,8 a
Raiz/parte aérea (g g*1) 0,12c 0,21a 0,13bc 0,18 ab

Médias seguidas de mesma letra na linha nédo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel

de 5% de probabilidade

A nervura foliar, espessura da epiderme adaxial e do parénquima palicadico

das plantas controle ndo diferiram das plantas com vento. A maior nervura foliar foi

observada nas plantas com vento adubadas via solo enquanto a menor foi obtida

nas plantas com vento e sem adubacéo (Figura 2).
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Figura 2 - Seccdes transversais do limbo de plantas de cacaueiro adubadas com Si e

expostas ao vento. (A) Com vento (B) Com vento e Si no solo. As barras correspondem a
25um. (Fi) fibras (Fl) floema (Xi) xilema.

Ja a espessura da epiderme adaxial foi maior nas plantas com vento e com
adubacao nas folhas, enquanto seu menor valor foi obtido quando as plantas eram
adubadas no solo. As plantas com vento e adubadas nas folhas apresentaram o
maior valor para espessura do parénquima palicddico, sendo o menor valor
apresentado pelas plantas sem vento. A densidade estomética foi 21% menor nas
plantas com vento e sem adubagcdo com Si em relacdo as plantas controle. As
plantas com adubacéo silicatada nas folhas apresentaram a maior densidade de
estbmatos. Nao foi observada diferenca significativa para as demais variaveis

anatbmicas (Tabela 3).
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Tabela 3 — Efeitos do vento e da aplicacdo de Si via foliar e via solo sobre a as caracteristicas

anatdbmicas foliares de T. cacao.

Variaveis Controle Vento Vento + Si Vento + Si

foliar solo
Nervura foliar (um) 411 ab 380 b 428 ab 432 a
Limbo foliar (um) 110 a 117 a 122 a 111 a
Epiderme adaxial (um) 21,2 ab 19,5ab 219a 18,0b
Epiderme abaxial (um) 110a 112a 10,8 a 109 a
Parénquima paligadico (um) 329b 33,8 ab 42,5 a 36,3 ab
Parénquima esponjoso (um) 43,8 a 49,2 a 46,0 a 47,3 a
Densidade estomatica (n°® mm) 321b 265 ¢ 422 a 262 ¢

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade

A fotossintese foi maior nas plantas com vento e sem adubacéo, sendo menor
nas plantas com vento adubadas com Si via solo. A condutancia estomatica foi 79%
maior nas plantas com vento e sem adubacdo em relacdo as plantas controle.
Plantas com vento e sem Si apresentaram aumento de 28% na concentracao interna
de carbono em comparagcdo com as plantas controle enquanto o maior valor foi
obtido nas plantas com vento e adubadas na folha. A transpiracdo nas plantas com
vento e sem adubacao foi 228% maior do que nas plantas controle. Para a eficiéncia
intrinseca do uso da agua, houve aumento de 66% nas plantas sem adubacéo e
com vento em relacdo as plantas controle. Por sua vez, o déficit de presséo de vapor
foi maior nas plantas com vento, independente da aplicacéo de Si, sendo 32% maior
nas plantas com vento e sem adubacdo quando comparadas com as plantas

controle (Tabela 4).
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Tabela 4 — Efeitos do vento e da aplicacdo de Si via foliar e via solo sobre as trocas gasosas de T.

cacao.
Variaveis Controle Vento V(_entq l Vgnto *
Si foliar Si solo
Fotossintese (umol CO2m™2 s?) 4,88 a 458ab 4,58ab 4,37b
Condutancia estomatica (mol H,O m2 s?) 0,038d 0,068a 0,048c 0,058b

Concentragao interna de CO; (umol CO2 mol* ar) 187 c 237 b 255 a 239 b

Transpiragdo (mmol H,O m2 s?) 0,82 ¢ 2,67 a 1,35b 1,38 b
Eflc_lfnua intrinseca do uso da agua (umol CO: 125 a 75 ¢ 82 b 78 be
mol* H,0)

Déficit de pressao de vapor (KPa) 1,94 Db 256a 252a 2,62 a

Médias seguidas de mesma letra na linha nédo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade

A atividade da SOD foi maior (27%) nas plantas com vento e sem adubacao
quando comparadas as plantas controle, enquanto os menores valores foram
observados nas plantas com vento e adubadas com Si. A POD teve sua atividade
reduzida nas plantas com vento e sem adubacdo (33%) em relacdo as plantas
controle. O maior valor para a atividade dessa enzima foi encontrado no tratamento
das plantas com vento e Si via foliar. Plantas com vento e sem adubacéo tiveram
maiores valores da atividade da APX (207%) em relacdo as controle. A maior
atividade para a CAT foi observada quando as plantas eram adubadas com Si nas
folhas. J4 a PPO apresentou maior atividade nas plantas com vento e menor nas
plantas com vento e adubadas com Si via foliar (Tabela 5).
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Tabela 5 — Efeitos do vento e da aplicacdo de Si via foliar e via solo sobre a atividade enzimatica em

folhas de T. cacao.

Vento + Vento +

Variaveis Controle  Vento Sifoliar  Si solo
Dismutase do uperéxido (u SOD mg* ptn) 353b 44,8 a 21,3c 240c
Peroxidase do guaiacol (mmol purp. min't mg? ptn) 0,32 b 0,24 c 0,58 a 0,27 ¢
Peroxidase do ascorbato (umol asc. min* mg* ptn) 2,75b 846a 251D 1,89b
Catalase (umol H,O; mint mg* ptn) 24,0b 239b 279 a 23,7b
Polifenoloxidase (UA mint mg? ptn) 218ab 221a 1,87b 1,94 ab

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel

de 5% de probabilidade

Plantas com vento, adubadas ou ndo com Si, apresentaram 0s maiores teores

de lignina, sendo que as plantas sem adubacdo foram 32% mais lignificadas em

relacdo as plantas controle. O teor de celulose foi maior (15%) nas plantas com

vento e sem adubac&o com Si do que nas plantas controle. As plantas com vento

guando adubadas via foliar apresentaram o maior valor para a concentracdo de

celulose. As plantas expostas ao vento, sem adubacéao, tiveram mais concentracao

(39%) de celulose nas folhas do que plantas controle, sendo que os maiores valores

para essa variavel foram obtidos em plantas com vento e adubadas via solo (Tabela

6).

Tabela 6 — Efeitos do vento e da aplicacéo de Si via foliar e via solo sobre os teores de lignina

e carboidratos estruturais em folhas de T. cacao.

Variaveis Controle Vento V(_antq y Vgnto "

Si foliar Si solo
Lignina (mg g* MS) 7,7b 10,b1a 109a 10,6 a
Celulose (g g MS) 13,7b 119c¢c 165a 10,5¢
Hemicelulose (mg g* MS) 12,7d 176b 16,2c 20,2 a

Médias seguidas de mesma letra na linha néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

em nivel de 5% de probabilidade
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6 DISCUSSAO

A maior concentragao de Si foliar obtida nas plantas de cacaueiro adubadas
corroboram com dados obtidos por outros autores (Pinto et al., 2014; Fantinato,
2014; Zanetti, 2017), demonstrando que o cacaueiro responde a adubacédo com Si.
Em relacdo a concentracdo de Si presente no substrato, com a maior transpiracao
observada nas plantas com vento, era esperado que houvesse o transporte desse
elemento até folhas, onde seria acumulado, diferente do obtido no presente trabalho.
O maior resultado obtido no substrato das plantas adubadas no solo era esperado
devido a incorporacdo do Si juntamente com a adubacdo de base (Pilon, 2011),
elevando seu nivel nesse tratamento.

A reducao da altura proporcionada pelo vento nas plantas também é relatada
por Whitehead e Luti (1961), sendo considerada por esses autores como uma
mudanca com valor adaptativo relacionado ao balanco hidrico das folhas. Além
disso, plantas menores se tornam mais compactas e menos flexiveis, suportando
melhor o estresse mecénico provocado pelo vento (Puijalon et al.,, 2005). A
adubacdo silicatada € relatada como benéfica ao promover o crescimento das
plantas (Ma e Yamaji, 2008). Entretanto, a menor altura proporcionada pelo Si
guando fornecido ao cacaueiro exposto ao vento, indica que esse elemento
redirecionou seu metabolismo primario, afetando a alocacdo de biomassa entre
caule, folha e raiz, contribuindo para a robustez dessas plantas (Guerriero et al.,
2016).

Embora o vento leve ao desenvolvimento do diametro caulinar (Nielsen,
2005), no presente trabalho, somente foi observado aumento quando as plantas
eram expostas ao vento e adubadas com Si nas folhas. Ao proporcionar menor
altura e incrementar o didametro caulinar, o Si, quando fornecido via foliar,
proporcionou reducdo do quociente de robustez nas plantas com vento, sugerindo
gue esse elemento aumenta a tolerancia dessas plantas a esse estresse. Segundo
Jackson et al. (2000), menores valores do quociente de robustez indicam maior
capacidade de sobrevivéncia das plantas em campo. Lewin e Reimann (1969)
relatam que o acumulo de silicio nas plantas contribui para a robustez do caule
principalmente quando as condigbes ambientais sdo desfavoraveis para o

crescimento do vegetal, como caracterizado pelo vento.
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Apesar de ter sido observado maior numero de folhas nas plantas com vento
e sem adicdo de silicio, essas folhas exibiram tamanho reduzido devido a menor
area foliar total e espessura do limbo foliar, caracterizando um mecanismo de
aclimatacdo dessas plantas de modo a evitar a perda excessiva de agua nho
ambiente em que se encontram (Whitehead, 1962). Alvim (1977) também relatou
menor area foliar em cacaueiros expostos ao vento. Da mesma forma, embora o
silicio tenha levado ao menor niumero de folhas nas plantas adubadas via foliar, esse
elemento proporcionou aumento da area foliar total.

A maior razao raiz/parte aérea obtida nas plantas sujeitas ao vento é também
relatada por outros autores (Whitehead e Luti, 1961; Lawton 1982). Esse mesmo
comportamento foi observado quando houve aplicacdo de Si no solo, corroborando
com o obtido por Jones e Handreck (1965). As plantas tendem a alocar assimilados
para a raiz como uma resposta de aumento da estabilidade bem como de resisténcia
ao vento (Nicoll et al., 1995). Por sua vez, o Si estimula a extenséo da parede celular
na zona de crescimento da raiz, levando a seu desenvolvimento, ao mesmo tempo
em que diminui na zona basal do estelo, formando uma barreira mecanica nessa
regido (Hattori et al. 2003).

A menor nervura foliar obtida nas plantas com vento, assim como seu maior
tamanho proporcionado pelo Si no presente estudo, diferem dos resultados
encontrados em outras espécies por Whitehead e Luti (1961) em plantas sujeitas ao
vento, e Costa et al. (2018), em plantas adubadas com Si. Ma e Yamaji (2008)
relatam que os efeitos benéficos do Si na promocao de crescimento do vegetal séo
mais comumente encontrados quando as plantas estdo em condicfes de estresse,
justificando o maior desenvolvimento da nervura somente quando o cacaueiro
estava sujeito ao vento e adubado com Si no solo.

Dessa mesma forma, o acumulo de Si nas plantas adubadas via foliar pode
ter estimulado o maior desenvolvimento da epiderme adaxial nessas plantas. O
depdsito de silicio na planta ocorre majoritariamente nas folhas (Fox et al., 1969) e,
por ser acumulado principalmente nas células epidérmicas, responde melhorando as
taxas fotossintéticas, pois facilita a transmissao da luz para o parénquima clorofiliano
(Kaufman et al., 1979). Apesar de nédo ter sido observado aumento da fotossintese
nesse tratamento, o Si levou ao incremento do parénquima palicadico quando

aplicado nas folhas.
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Esperava-se que plantas sujeitas ao vento, e sem adubacdo com Si,
exibissem menores valores de trocas gasosas, Visto que 0 cacaueiro é uma espécie
sensivel a baixa umidade relativa do ar, e que o vento € um dos fatores
responsaveis por essa diminuicdo (Gomes et al., 1987). A umidade do ar afeta o
déficit de pressao de vapor (DPV), que, por sua vez, altera a condutancia estomatica
(Wada et al., 2014). Os maiores valores dessas variaveis obtidos podem ter
resultado na maior transpiracdo nessas plantas, como também observado por
Cunningham (2006).

A transpiracdo, ao ser ajustada por mudancas na condutancia estomatica, €
regulada a niveis compativeis com o suprimento de agua (Franco e Lutte, 2002).
Mesmo com o elevado DPV, a aplicacdo de Si levou as menores taxas de
transpiragédo nas plantas com vento, reforcando esse elemento como otimizador das
trocas gasosas quando as plantas se encontram sob algum estresse ambiental (Gao
et al., 2006; Ma e Yamaji, 2006).

A menor eficiéncia intrinseca do uso da agua observada nas plantas
submetidas ao vento pode ter sido provocada pela maior condutancia estomatica
sem alteracdo fotossintética provocada pelo vento. Quanto maior for a eficiéncia do
uso da agua em uma planta, maior sera sua habilidade em converter a 4gua durante
a fotossintese (Schymanski e Or, 2015). Reis et al. (2018) ao estudarem plantas do
gendtipo CCN51 de cacaueiro também encontraram resultado semelhante, assim
como outros autores ao trabalharem com outras plantas submetidas ao vento
(Huang et al., 2016; Schymanski e Or, 2015).

A menor densidade estomatica nas plantas com vento também pode ter
levado a menor eficiéncia intrinseca do uso da &gua, ao passo que, quando
adubadas via foliar, as plantas exibiram menor nimero de estdmatos e menor
eficiéncia. Sabe-se que fatores ambientais podem regular o desenvolvimento
estomatico (Nadeau e Sack, 2002), tornando-os disfuncionais ou os mantendo
fechados devido a perda de agua foliar e a prépria destruicdo da folha (Cordero,
1999). Quando presentes em maior quantidade nas folhas, os estomatos levam a
diminuicdo da transpiragdo, bem como da condutancia estomatica (Brodribb e
Holbrook, 2003), indicando que provavelmente mantinham sua abertura reduzida.

Apesar da maior atividade da SOD em plantas expostas ao vento e sem
adubacdo com Si, era esperado que a atividade da CAT acompanhasse esse

resultado. A SOD, considerada a primeira linha de barreira desse tipo de defesa,
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libera como produto da dismutacao o peroxido de hidrogénio, cuja conversédo ocorre
principalmente por acdo da CAT (Gill e Tuteja, 2010). Por outro lado, a maior
atividade da APX reforca a existéncia de um balanco entre essas trés enzimas e que
um mecanismo de defesa enzimatico eficiente foi ativado em resposta ao vento,
atuando no ajuste mais fino durante a eliminacéo de espécies reativas de oxigénio e
nos processos de sinalizacdo (Mittler, 2002). Uma das formas de minimizar os
efeitos oxidativos causados por estresses se da por um sistema de defesa
enzimatico, sendo que o balancgo entre as atividades da SOD, APX e CAT é crucial
na supressao dos niveis toxicos causados pelas EROS (Apel e Hirt, 2004; Dinakar,
2012).

A menor atividade da SOD e da PPO nas plantas adubadas com Si sugere
que esse elemento atuou de forma regulada com o vento, levando a reducéo dos
gastos energéticos para a manutencdo dessas enzimas. Zanetti et al. (2016)
também observaram maior atividade da SOD somente quando o cacaueiro era
submetido & UV-B, sem diferenca quando adubado com Si. A medida que o Si levou
a maior atividade da CAT quando aplicado na folha, esse elemento demonstrou que
O cacaueiro possui resposta positiva a sua aplicacdo na ativacdo dessa enzima.
Assim, o Si garante a manutencdo do equilibrio oxidativo nas células, de modo a
evitar danos as membranas em decorréncia da exposicdo ao estresse causado pelo
vento.

Apesar de ser observado na literatura o estimulo da atividade de peroxidases
e polifenoloxidases pelo Si, sendo considerado como um efeito de alivio em plantas
submetidas a estresses abidticos (Ye et al., 2013; Zanetti et al., 2016), no trabalho
houve aumento apenas da atividade da POD e quando o Si era aplicado na folha. A
atividade de peroxidases nas plantas ocorre em resposta a estimulos biéticos e
abidticos, de modo que essas enzimas regulem o processo de lignificacdo. Dessa
forma, o aumento nos teores de lignina tem sido correlacionado a niveis elevados de
peroxidases (Luderitz, e Grisebach, 1981; Moura et al., 2010).

A maior atividade de peroxidases nas plantas com vento, sem aduba¢do com
Si, e com vento e Si aplicado via foliar, acarretou no maior teor de lignina obtido
nessas plantas. Ja no grupo com vento e adubacéo via solo, a baixa atividade, tanto
da APX quanto da POD, indica que nessas plantas a sintese de lignina ocorreu por
uma outra via. O aumento de celulose e lignina nas folhas em resposta ao vento ja

vem sido relatado (Yang et al., 2017), sendo relacionado com o0 suporte a
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morfogénese e reducdo da dilaceracéo foliar (Barbehenn et al., 2015). No presente
estudo, além da lignificacdo proporcionada pelo vento, a rigidez, bem como
elasticidade dos tecidos foliares das plantas adubadas com Si, foi reforcada pelo

aumento do teor de celulose e hemicelulose.

5 CONCLUSAO

A adubacdo com silicio via foliar promoveu melhoria nos mecanismos de
tolerancia do cacaueiro ao vento através do incremento das caracteristicas
anatdbmicas e dos processos bioquimicos e fisiolégicos de modo a aumentar a

robustez dessas plantas diante desse estresse abiotico.
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