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RESUMO

Braga, Priscila Concei¢do Souza. M. Sc. Universidade Federal do Espirito Santo.
Marco de 2015. Respostas fisiolégicas de Theobroma cacao L. a diferentes
concentracbes de ferro sob alagamento. Marco Antonio Galeas Aguilar
(Orientador); Adriano Alves Fernandes (Co-orientador).

O alagamento é uma barreira limitante para o crescimento inicial e estabelecimento
de cacau em locais sujeitos a inundacdo periddica, haja vista que pode causar
alteracbes nas trocas gasosas foliares, na nutricdo e nas condi¢cdes Otimas de
crescimento das plantas. Além disso, tém sido encontradas grandes quantidades de
Fe na agua de irrigacdo da cultura de cacau, sendo que, em condi¢cdes de
alagamento, aumenta-se a disponibilidade desse elemento para as plantas, gerando
uma condicdo de duplo estresse. Neste contexto, 0 objetivo desse trabalho foi
avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de ferro na presenca e auséncia de
aeracado em diferentes genotipos de cacau. Avaliou-se dois genotipos de cacau, TSH
1188 e SIAL 70, com e sem aeracédo e excesso do ferro, num experimento instalado
no delineamento de blocos casualizados com trés repeticbes e 0s tratamentos
distribuidos em arranjo fatorial (2x2x3) constituido de dois genotipos, com e sem
aeracao e trés concentracoes de Fe: 44,5 ymol L™ (dose recomendada); 133,5 umol
L™ (dose elevada) e 400,5 pmol L™ (muito elevada). Foram realizadas avaliacées da
atividade de enzimas oxidativas e do teor fendis soluveis totais, indices de clorofilas
a, b e total e trocas gasosas em nivel foliar, composicdo mineral das folhas e
crescimento. A atividade enzimatica e o0s teores de fendis sollveis totais
aumentaram na dose mais elevada de Fe sem aeragcdo para o gendétipo TSH 1188
(36,2% Peroxidase do guaiacol e 205,1% para fendis). No gendtipo SIAL 70 as
doses acima da dose recomendada promoveram maior atividade enzimatica da
Peroxidase do guaiacol com aeracdo e Polifenoloxidase sem aeracdo. Os teores de
clorofila a, b e total, foram afetados em maior grau pelo estresse de ferro para
ambos os gendtipos, contudo, o gendtipo TSH 1188, apresentou maior indice de
clorofilas. As trocas gasosas foram alteradas negativamente em virtude do excesso
de ferro e falta de aeracdo, sendo que a taxa fotossintética para o gendétipo TSH

1188 sem aeracéo na dose mais elevada de ferro apresentou reducgéo de 45,0% aos



18,1 dias, no entanto, ao final do 35° dia recuperou 94,1% da taxa fotossintética
inicial. Ja no genotipo SIAL 70, essa reducgédo foi observada em virtude do excesso
de ferro independente da interferéncia do arejamento. A conduténcia estomatica e
transpiracdo foram reduzidas pelo excesso de Fe independente da condicao
ambiental (arejamento) para os dois genoétipos, sendo que para a concentracao
interna de CO, esse resultado foi observado apenas no gendétipo TSH 1188. A
absorcéo de nutrientes também foi alterada pelo excesso de ferro e arejamento. O
genotipo TSH 1188 apresentou maior crescimento quando comparado ao genétipo
SIAL 70, sendo que na concentracdo mais elevada de Fe (400,5 umol L™,
independente da condicdo ambiental, verificou-se aumento das massas secas em
relacdo a dose recomendada de ferro. Em funcdo dos resultados obtidos, os dois
genotipos de cacau apresentaram tolerancia a auséncia de aeragdo e excesso de
ferro, contudo, verificou-se diferentes mecanismos de lidar com cada tipo de

estresse.

Palavras chave: cacau, excesso de ferro, hipOxia, trocas gasosas, enzimas
antioxidantes.



ABSTRACT

Braga, Priscila Conceicdo Souza. M.Sc. Universidade Federal do Espirito Santo.
Marco de 2015. Physiological responses of Theobroma cacao L. to different iron
concentrations in flooding. Marco Antonio Galeas Aguilar (Supervisor); Adriano

Alves Fernandes (Co-advisor).

Flooding is a limiting barrier for the initial growth and cocoa establishment in places
subject to periodic flooding, given that it can cause changes in leaf gas exchange,
nutrition and in optimum conditions of plant growth. Furthermore, they have been
found large amounts of Fe in the irrigation water cocoa culture, and, under flooding
conditions, the availability of this element in the plant is increased, generating a
double stress condition. In this context, the aim of this study was to evaluate the
effects of different concentrations of iron in the presence and absence of aeration in
different cacao genotypes. We evaluated two cacao genotypes, TSH 1188 and SIAL
70, with and without aeration and excess iron, an experiment installed in a
randomized block design with three replications and treatments distributed in a
factorial arrangement (2x2x3) consisting of two genotypes, with and without aeration
and three Fe concentrations: 44.5 pmol L™ (recommended dose); 133.5 umol L™
(high dose) and 400.5 pmol L™ (very high). Were evaluations of oxidative enzyme
activity and the content of total soluble phenols, chlorophyll indices a, b and total and
gas exchange at leaf level, mineral composition of leaves and growth. The enzymatic
activity and total soluble phenolic content increased at the highest dose of Fe without
aeration for TSH 1188 genotype (36.2% of guaiacol peroxidase and 205.1% for
phenols). In SIAL 70 genotype the above the recommended doses promoted higher
enzymatic activity of the peroxidase guaiacol with aeration and Polyphenoloxidase
without aeration. The contents of chlorophyll a, b and total, were affected to a greater
extent by iron stress for both genotypes, however, the TSH 1188 genotype had
higher chlorophyll content. The gas exchange were altered adversely due to the
excess iron and lack of aeration, and the photosynthetic rate for TSH 1188 genotype
without aeration at the highest dose of iron decreased from 45.0% to 18.1 days,
however at the end of 35th day recovered 94.1% of the initial photosynthetic rate.
SIAL 70 genotype, this reduction was observed due to the excess iron independent
of interference from aeration. The stomatal conductance and transpiration were
reduced by the independent Fe excess of environmental conditions (aeration) for the
two genotypes, and for the internal concentration of CO, that result was observed
only in TSH 1188 genotype. The nutrient absorption was also amended by excess
iron and aeration. TSH 1188 genotype showed the highest growth when compared to
SIAL 70 genotype, with the highest concentration of Fe (400.5 pmol L), independent
of environmental conditions, there was an increase in dry mass in relation to the
recommended dose iron. Depending on the results, the two cocoa genotypes



tolerance absence of aeration and iron overload, however, it was found different
mechanisms to handle each type of stress.

Keywords: cocoa, excess iron, hypoxia, gas exchange, antioxidant enzymes.
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1. INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) € uma espécie nativa das florestas quentes e
Umidas das terras baixas do México e da América Central e das bacias do rio
Amazonas e Orinoco (DIAS, 2001). Foi implantado no sul da Bahia e norte do
Espirito Santo, onde se adaptou bem ao clima e solo local. Para seu melhor
desenvolvimento, o cacaueiro exige solos profundos, férteis e clima quente e umido,
com temperatura média de 25°C e precipitacdo anual entre 1.500 e 2.000 mm, sem
periodos secos prolongados (CEPLAC, 2014).

O alagamento tem sido uma barreira limitante para o crescimento inicial e
estabelecimento de cacau em locais sujeitos a alagamento periédico, como ocorre
em algumas regides produtoras de cacau no Brasil, Gana, Nigéria e Costa do
Marfim, onde a precipitacdo pluvial muitas vezes excede a evapotranspiracao,
criando condicbes de hipdxia no solo (SENA GOMES; KOZLOWSKI, 1986). No
municipio de Linhares, norte do Espirito Santo, a maior parte da regido cacaueira €
composta de solos aluviais e sujeita ao alagamento, principalmente no verao quando
as chuvas sao intensas e frequentes (SOUZA et al., 2005). Nessas condi¢des, 0s
microrganismos aerobicos consomem o oxigénio molecular, e com o tempo Ssao
substituidos por microrganismos anaerébios, resultando, em um ambiente de
reducdo e acumulo de CO, (PONNAMPERUMA, 1972). Com isso, a disponibilidade
de ferro aumenta pela reducdo de compostos oxidados (BECANA; MORAN;
ITURBE-ORMAETXE, 1998).

As aguas da regido do baixo rio Doce apresentam alto teor de Ferro, e chegam a
possuir cerca de 10,0 mg.L™* de ferro nos periodos mais secos do ano (CAMPOS,
2014), o que ultrapassa o valor maximo recomendado de 5,0 mg.L™" (AYRES;
WESTCOT, 1991). Além disso, as atividades antropicas, como a mineracao,
producédo agricola e a producéo de residuos téxicos, tem resultado em um acumulo
desse nutriente no solo (MENDES et al. 2010), podendo, ao longo do tempo, por seu
sistemas de irrigacéo apresentar excesso de Ferro, originar um aumento progressivo
até alcancar um nivel capaz de provocar danos as plantas (AYRES; WESTCOT,

1991), e prejuizos econdmicos aos cacauicultores.
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O ferro € um micronutriente importante para as plantas e pode estar disponivel em
duas formas: Fe?* e Fe*. A forma Fe?" é transportado via xilema até a parte aérea,
pois € mais sollvel e consequentemente pode ser melhor absorvido pelas plantas
(SCHMIDT, 2003). De modo direto esta envolvido em seu metabolismo, sendo
essencial para a fotossintese, respiracdo mitocondrial, assimilagdo do nitrogénio,
biossintese hormonal e na protecdo contra patégenos (GRISI, 2010). Porém, em
excesso pode causar varios danos as plantas, como alteragdes anatémicas, ruptura
das células radiculares e desestruturacdo dos componentes celulares (SAHRAWAT,
2005); menor conteudo de clorofila (CHATTERJEE; GOPAL; DUBE, 2006);
instabilidade da membrana (THOMPSON; LEGGE; BARBER, 1987; FANG et al.,
2001); estresse oxidativo com producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s)
(CONNOLLY; GUERINOT, 2002); danos fotossintéticos (SUH et al.,, 2002);
desequilibrio nutricional; clorose nas folhas velhas (CHATTERJEE; GOPAL; DUBE;
2006), escurecimento das raizes (SAHRAWAT, 2005) e consequentemente inibicao
do crescimento da planta (CHATTERJEE; GOPAL; DUBE, 2006).

As espécies vegetais e 0s genotipos dentro de cada espécie tendem a ter diferentes
respostas, ou sensibilidade diferenciada ao excesso de nutrientes, no entanto, as
plantas ndo conseguem deixar de absorver, mas sim, limitam parte de sua
translocacdo no interior do tecido vegetal (SOARES et al., 2001). Contudo, para a
absorcao de ferro, h4d uma regulacdo para impedir o acumulo excessivo (KIM;
GUERINOT, 2007; YOSHIHARA et al., 2010). As plantas desenvolveram
mecanismos de protecdo contra a toxidez por ferro que envolve mecanismos
enzimaticos (FANG et al.,, 2001) e ndo-enzimaticos (KRINSKY; YEUM, 2003;
SMIRNOFF, 2005).

Poucas séo as informacfes a acerca dos efeitos da toxicidade por Fe em espécies
vegetais tropicais, sendo que pesquisas envolvendo os efeitos do Fe nos aspectos
fisiolégicos no cacaueiro sdo escassas ha literatura. Diante do exposto, o presente
trabalho tem como objetivo geral avaliar os efeitos de diferentes concentracfes de
ferro na presenca e auséncia de aeracdo em dois genoétipos de cacau, visando
indicar posteriormente aos cacauicultores qual deles € mais tolerante a altas
concentracfes de ferro e ao alagamento; e como objetivos especificos: avaliar a
atividade de enzimas e o teor de fendis sollveis totais, os indices de clorofilas a, b e

total, as trocas gasosas em nivel foliar, a composicdo mineral das folhas e o
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crescimento dos genotipos de cacau submetidos a auséncia de aeracéo e doses de

ferro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O CACAUEIRO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma cultura milenar, com origem nas regiées
tropicais da América Central, estendendo-se da bacia amazbnica até o sul do
México (DIAS, 2001). Os povos mesoamericanos apreciavam tanto que lhe
atribuiam origem divina e sua plantacdo era, muitas vezes, cercada de cerimbnias
religiosas. Em referéncia a origem divina atribuida pelos povos mesoamericanos,
Lineu em 1737 denomina o género de Theobroma, que significa alimento dos
deuses (EFRAIM, 2009).

A espécie T. cacao L. anteriormente pertencia a familia Sterculiaceae, mas foi
reclassificada e inserida na familia Malvaceae, ap0s estudos filogenéticos que
propuseram modificagdo em sua classificacdo (ALVERSON et al., 1999). O T. cacao
L., espalhou-se em duas principais direcfes, resultando nos dois principais grupos
raciais: Criollo e Forasteiro. O grupo Criollo € cultivado na Venezuela, Colémbia,
Equador, América Central e México, e o Forasteiro, no norte do Brasil, Guianas e na
Venezuela (DIAS, 2001; SOUNIGO et al., 2003), sendo ambos classificados de
acordo com caracteristicas morfologicas, genéticas e sua origem geografica. Um
terceiro grupo denominado Trinitario € considerado por alguns autores, originario de
um cruzamento natural entre os grupos Forastero e Criollo (DIAS, 2001; ALMEIDA;
VALLE, 2007),

Sua producdo comeca apos dois a trés anos de plantio e se prolonga por mais de 30
anos, dependendo das condi¢cdes edafoclimaticas e da variedade, sendo que as
lavouras podem produzir até com 100 anos de idade (PURDY; SMITH, 1996). Para
se desenvolver melhor, o cacaueiro exige solos profundos, ricos e clima quente e
umido, com temperatura média de 25°C e precipitacdo anual entre 1.500 e 2.000
milimetros, sem periodos secos prolongados (CEPLAC, 2014), e segundo Braga e
Arpini (2011) a melhor época de germinagcdo de suas sementes ocorre quando as

temperaturas e umidade sdo mais elevadas.

A principal importancia econémica do cacaueiro provém das sementes que apos

beneficiamento sdo comercializadas como améndoas de cacau, com uma producao
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mundial estimada proxima a 4365 milhdes de toneladas de améndoas na safra
2013-2014 (ICCO, 2014), que sao utilizadas para a producdo de chocolate e
também nas industrias farmacéuticas e de cosméticos. A polpa do fruto também é
bastante apreciada para o consumo in natura, como o mel do cacau, a extracdo da
polpa de suas sementes, pode ser utilizado na fabricagéo de vinho, vinagre, licores e
geleias que vem conquistando mercados, inclusive internacionais. (MENEZES;
CARMO-NETO, 1993, ALMEIDA; VALLE, 2007).

Segundo a ICCO (International Cocoa Organization), os maiores produtores
mundiais de cacau sdo a Costa do Marfim com 1741 mil toneladas na estimativa da
safra 2013/2014, seguida por Gana com 897 mil toneladas, Indonésia 450 mil
toneladas, Nigéria 250 mil toneladas, Brasil 280 mil toneladas, Equador e Camardes
com 210 mil toneladas e Papua Nova Guiné 42 mil toneladas (ICCO, 2014). Nos
estados brasileiros, a Bahia produziu 179.179 mil toneladas, Para 87.030 mil
toneladas, Rondonia 5.230 mil toneladas e Espirito Santo 4.296 mil toneladas na
safra de 2013/2014 (IBGE, 2015). Historicamente, a produgdo maxima de cacau no
Brasil foi a safra de 1984/85, equivalente a 403 mil toneladas de cacau anual, mas
sua producéo reduziu drasticamente nos anos seguintes, destacando o surgimento
da doenca vassoura-de-bruxa em 1989, que devastou densas areas de cacauais
(DIAS, 2001).

O estado do Espirito Santo iniciou o cultivo do cacau em 1895, no municipio de
Linhares, se estabelecendo principalmente na regido do baixo Rio Doce (COSTA,
1989). Este municipio se destaca no cenario nacional de producdo de cacau,
ocupando a 3?2 posicdo entre os maiores produtores do pais no ano 2010 (IBGE,
2015). Aproximadamente 20 mil hectares das terras do municipio de Linhares estdo
cultivados com a espécie, o que representa 95% da area plantada no nesse estado
(INCAPER, 2011).

Uma das principais ameac¢as a cacauicultura é uma doenca causada pelo fungo
Moniliophthora perniciosa popularmente conhecida como vassoura-de-bruxa.
Recentemente, genotipos mais resistentes estdo sendo recomendados pelo
Programa de Recuperacdo da Lavoura Cacaueira do Espirito Santo e CEPLAC.
Entre os gendtipos indicados estdo o PH 16, IPIRANGA 01, PS-1319, CEPEC 2002,
SJ-02, CCN-51, TSH 1188, BN-34 e CP-49, ambos resistentes a vassoura-de-bruxa
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e de elevada produtividade (INCAPER, 2007; FALEIRO et al., 2004,
GERES/CEPLAC?, 2015).

A seca também tem se mostrado um fator limitante para a cultura do cacau, sendo
gue na regido norte do estado do Espirito Santo esse problema é bem acentuado,
especialmente nos meses de abril a setembro quando as precipitagdes
pluviométricas sdo menores que as requeridas pelo cultivo, o que gera prejuizos em
areas néo irrigadas (MAPA, 2011). De maneira contrastante, o cultivo também passa
por periodos de alagamento, especialmente nos periodos mais chuvosos do ano,

causando também sérios problemas aos cacauicultores.

Embora exigente quanto as condicdes de clima e solo, o cultivo do cacaueiro tem
vantagens ambientais, como a de repor ao solo parte dos nutrientes que sao
retirados, de forma a manter o equilibrio ecologico e constituindo-se num cultivo
perene e renovavel. Os cacauicultores tem adotado o sistema agroflorestal, que
localmente é conhecido como sistema Cabruca, que evoluiu a ponto de se tornar um
sistema agrossilvicultural de producdo que apresenta vantagens agroambientais
sustentaveis quando comparado a outros sistemas agricolas de producdo (LOBAO
et al.,, 2012). Desta forma, a cacauicultura apresenta ndo apenas importancia

econdmica como também importancia ambiental.

2.2 ABSORCAO DO FERRO PELAS PLANTAS

O ferro (Fe) é o quarto mineral mais abundante na crosta terrestre, presente nas
rochas, solos, aguas, organismos e aerossois. Tendo cerca de 4,2% da litosfera
constituido por esse elemento, sendo hematita, magnetita, goethita e siderita os
principais minerais que contém Fe. Mesmo sendo abundante na crosta terrestre, o
Fe estd presente no solo, na forma oxidada Fe*', que em &gua tem baixa
solubilidade (REDDY; DELAUNE, 2008; GURZAU; NEAGU; GURZAU, 2003).

Por ser um nutriente essencial para as plantas, estd envolvido em processos
fundamentais como fotossintese, onde alterna o Fe*? e Fe*, por reacdo redox
reversivel pela transferéncia de elétrons (KIM; GUERINOT, 2007); biossintese de
clorofila e de diversas proteinas (MARSCHNER, 2012); respiracdo; metabolismo de
nitrogénio (GURZAU; NEAGU; GURZAU, 2003); sintese de DNA; hormdnios
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(BRIAT; LOBREAUX, 1997; BECANA; MORAN; ITURBE-ORMAETXE, 1998) e
etapas do metabolismo de pigmentos fotossintéticos (BRIAT; CURIE; GAUMARD;
2007). Desse modo, Fe é um micronutriente fundamental para o crescimento e

desenvolvimento das plantas.

Em solo com aeracdo o Fe apresenta-se em forma oxidada (Fe*®), a qual é pouco
disponivel para as plantas (PONNAMPERUMA, 1972). Assim, as plantas
desenvolveram duas diferentes estratégias para absorcdo, transporte e
armazenamento de Fe quando h& escassez em solos bem aerados (BUGHIO et al.,
2002; ISHIMARU et al., 2006). A primeira estratégia € comum entre dicotiledéneas,
como o cacaueiro, e a segunda em monocotiledéneas ndo-gramineas. No primeiro
processo, ocorre uma acidificacdo da rizosfera pela liberagcdo de protons pelas
plantas, assim os fons férricos (Fe®*") sdo reduzidos aos ions ferrosos (Fe?") na
membrana plasmaética das células da raiz, por uma redutase de Fe®*" que é induzida.
Posteriormente, o ferro reduzido é, entdo, transportado através da membrana

plasmatica por um sistema transportador especifico Fe*? (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

No segundo processo, a aquisicdo do Fe consiste na producdo e liberacdo de
sideroforo (“carregadores de ferro) que complexam o Fe na rizosfera, sendo o
complexo Fe**-sideréforo, também chamados de fitossideroforos, (“carregadores de
ferro vegetais”) absorvido pelas raizes (HELL; STEPHAN, 2003), ndo ocorrendo,
nesse caso, sua transformacdo para Fe?*. O complexo Fe**-sideréforo é
transportado para o interior da planta através da membrana plasmatica das células
radiculares (EPSTEIN; BLOOM, 2006), sua translocacéo no tecido vegetal tem sido
considerada baixa (GHALY et al., 2008) em virtude da baixa remobilizacdo no
floema (BAUER; HELL, 2006).

Apoés absorcdo pelas raizes o xilema carrega o Fe e o transloca até a parte aérea
através do fluxo transpiratério. Uma vez nos vasos do xilema, o Fe apresenta-se
oxidado, sendo transportado na forma de complexos com acidos organicos,
principalmente citrato, que € o principal quelante de metais no xilema (CURIE;
BRIAT, 2003).

Para a absorcéo do Fe pelas células do mesofilo € necessaria uma reducao do ion
férrico, onde apos a liberacdo pela molécula de citrato, supde-se que exista um

transportador especifico de Fe?* na plasmalema das células foliares. O doador de
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elétrons para a reducdo do ferro € o NADPH, e esse procedimento parece ser
causado pelo aumento na relacdo NADPH/NADP™ resultante da etapa fotoquimica
da fotossintese (BRUGGEMANN; MAASS-KANTEL; MOOG, 1993). O Fe, uma vez
no mesofilo, pode ser armazenado nos vacuolos ou imobilizado pela proteina
ferritina (BRIAT et al., 2010), uma proteina que encapsula ferro férrico, a qual ocorre
principalmente nos plastideos (ZANCANI et al., 2004; EPSTEIN; BLOOM, 2006).

No entanto, seu acumulo excessivo nos tecidos, ocasiona um aumento de estresse
oxidativo, com potencializacdo de producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO’S). O Fe?* em nivel celular pode reagir com o peréxido de hidrogénio (H-0O5)
pela reacdo de Fenton, gerando radicais hidroxilas (GUERINOT; YI, 1994; BECANA,
MORAN; ITURBE-ORMAETXE, 1998), proporcionando danos irreversiveis na
estrutura das membranas celulares, mudando as atividades enzimaticas e
consequentemente levando uma perda na permeabilidade seletiva com vazamento
de eletrélitos, levando ao colapso celular e deterioracdo do tecido (BECANA;
MORAN; ITURBE-ORMAETXE, 1998; FANG et al., 2001; PEREIRA et al., 2009). Ao
acumular-se nas células pode ainda reagir com o0 oxigénio e formar radical
superoxido (MARSCHNER, 1995).

Alem disso, seu excesso, ainda pode gerar: injurias nas células da epiderme e do
parénquima clorofiliano, com reducéo na espessura do mesofilo (MULLER, 2009);
menor conteudo de clorofila (CHATTERJEE; GOPAL; DUBE, 2006); danos
fotossintéticos (SUH et al., 2002); desbalanco catiénico, ocasionando desordem
nutricional (SNOWDEN; WHEELER, 1995) que consequentemente reduz o tamanho
das folhas; na ramificacdo radicular; murcha das folhas; escurecimento das raizes
(SAHRAWAT, 2005; CHATTERJEE; GOPAL; DUBE, 2006); flacidez e nanismo nas
raizes que, em conjunto, reduzem o crescimento das plantas (GENON et al., 1994;
THIPYAPONG et al.,, 2004), também podem danificar lipidios; proteinas e DNA
(CONNOLLY; GUERINOT, 2002).

Esse estresse oxidativo ocasionado pelo ferro pode causar a diminuicdo dos
pigmentos fotossintéticos (SPILLER, TERRY, 1980; TAYLOR; TERRY; HUSTON,
1982; DING et al.,, 2007), e a desestruturacdo de pigmentos dos complexos
fotossintéticos, pode por sua vez, causar a reducdo na taxa de assimilacéo liquida

de CO,, j& nas estruturas celulares, como das moléculas da clorofila pela agdo das
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ERO’s, tem capacidade de ocasionar danos nos complexos proteicos da cadeia
transportadora de elétrons fotossintética e consequentemente ocasionar perda da
capacidade de fixacao de carbono nos cloroplastos (SCANDALIOS, 1993; BECANA;
MORAN; ITURBE-ORMAETXE, 1998; SUH et al., 2002).

O excesso de Fe, também tem a capacidade de diminui a absorcao de P, K, Ca, Mg
e Mn (SILVEIRA et al., 2007; MALAVOLTA, 2006), e a deficiéncia conjunta de P,
Mg, dentre outras consequéncias, afetam a regeneracao da ribulose 1,5 — bifosfato
(RuBP) (FARAZDAGHI, 2011) e ativagdo da Rubisco (carboxilase/oxigenase), que
reduz a taxa fotossintética por retroinibicdo (HELDT; HELDT, 2005).

As plantas para sustentar o crescimento e evitar a toxicidade do Fe celular,
necessitam desenvolver a capacidade de armazenar e remobilizar o Fe (BRIAT,;
CURIE; GAUMARD, 2007), sendo assim, as plantas desenvolveram alguns
mecanismos para lidar com esse estresse abiotico. Dentre 0os mecanismos nao
enzimaticos, o Fe pode ser armazenado em organelas como vacuolos e plastidios, e
também em ferritina, uma proteina especializada (MURGIA; DELLEDONNE;
SOAVE, 2002; CURIE; BRIAT, 2003; BRIAT et al.,, 1995; BRIAT; CURIE;
GAUMARD, 2007; BRIAT et al., 2010) que mantém a homeostase do Fe nas células
(MAJERUS; BERTIN; LUTTS, 2009). A ferritina atua como mecanismo fortemente
envolvido na tolerancia a esse metal (MAJERUS et al., 2007) por incorporar o Fe em
sua estrutura minimizando, assim, a sua reatividade (BRIAT; LOBREAUX, 1997;
KIM; GUERINOT, 2007; MAJERUS; BERTIN; LUTTS, 2009; YOSHIHARA et al.,
2010), além de proteger contra a possivel formagao de ERO’S (BRIAT et al., 1995;
MURGIA; DELLEDONNE; SOAVE, 2002; ZANCANI et al., 2004).

Os mecanismos enzimaticos das plantas atuam com aumento na atividade das
enzimas antioxidantes (dismutase do superoxido, catalase e peroxidase do
ascorbato), as quais agem na supressao de ERO’S (BECANA; MORAN; ITURBE-
ORMAETXE, 1998; FANG et al., 2001)

No entanto, diferentes cultivares variam amplamente em sua capacidade de
enfrentar o excesso de Fe (MULLER, 2009) e para uma espécie vegetal sobreviver e
tolerar os efeitos toxicos do Fe dependerd de diversas caracteristicas como o
gendtipo, estadio de crescimento, disponibilidade de recursos para seu
desenvolvimento e microhabitat (LEVIN, 1998; GRANTZ; GARNERB; JHONSON
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2003), que possuem estreita relacdo com aspectos fisiolégicos dos vegetais.
Concentracdes normais de ferro variam entre 50 e 100 mg kg™ de massa seca da
planta (MARTINEZ; CLEMENTE, 2011), mas isso depende da espécie, do estado
fisiolégico e das condicdes de crescimento (ADAMSKI, 2011). No cacaueiro,
concentracdes acima de 250 mg kg™ s&o consideradas excedentes (CHEPOTE et
al., 2005; SOUZA JUNIOR et al., 2012).

2.3 RESPOSTAS DAS PLANTAS AO ESTRESSE POR ALAGAMENTO

Regides produtoras de cacau como Brasil, Gana, Nigéria e Costa do Marfim, tém
enfrentado grandes transtornos com o alagamento, pois afeta o crescimento inicial e
estabelecimento de cacau em locais sujeitos a inundacgéao periddica, onde o niumero
total de chuvas, muitas vezes excede a evapotranspiracdo, criando condi¢cbes de
hipoxia no solo (SENA GOMES; KOZLOWSKI, 1986). No estado de Bahia, bem
como no norte do Espirito Santo, a condicdo de hipdxia é verificada apds as
pesadas chuvas em locais com solos rasos, bem como em solos hidromérficos e nas
margens de rios apoés inundacdes (REHEM, 2006). No municipio de Linhares, norte
do Espirito Santo, a maior parte da regido cacaueira € composta de solos aluviais e

Sujeita ao alagamento, principalmente no verdo (SOUZA et al., 2005).

Inundacbes frequentes podem reduzir a produtividade de muitas culturas, o que
torna essencial a identificacdo de cultivares tolerantes a inundacdo (SCHAFFER,
1998; ALMEIDA; VALLE, 2007). Plantas tolerantes ao alagamento, no entanto,
dependem da espécie, da duracdo do estresse, do estagio de desenvolvimento da

planta, e das condi¢cdes ambientais.

Os declinios no crescimento, area foliar, condutdncia estomatica, taxas
fotossintéticas, bem como a formacéo de lenticelas e raizes adventicias ajudam a
planta a lidar com as condi¢Bes anaerdbias (KOZLOWSKI, 1997; REHEM, 2006). No
entanto, em alagamento as plantas reduzem as trocas gasosas; a absorcdo de
nutrientes, o volume das raizes, altera o armazenamento e translocacdo de
fotossintetizados, e induz a producdo de horménios enddgenos, tais como etileno
(KOZLOWSKI, 1997; PEZESHKI, 2001). A assimilacdo de carbono € um dos

principais processos afetados pelo alagamento, que pode ser atribuido ao
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fechamento de estdmatos ou diminuicdo da atividade de Rubisco (KOZLOWSKI,
1997; PEZESHKI, 2001).

De maneira geral, o crescimento do cacaueiro € inibido quando submetido a solos
alagados reduzindo a producdo dos frutos, pelo fato de aumentar o tempo do
periodo da primeira floracdo e reduzir o crescimento vegetativo (SENA GOMES;
KOZLOWSKI, 1986), segundo Mariano e Monteiro (1982), esse estresse acarretou
uma reducédo de 60% na producdo dos cacaueiros.

O cultivo em solucdo nutritiva, dependendo da aeracdo da solugcdo, pode
proporcionar uma condicdo de hipdxia ou andxia para as raizes. A aeragdo da
solucéo busca disponibilizar oxigénio, fazendo com que se tenha uma renovacao do
oxigénio disponibilizado para as raizes, onde a falta da aeracdo da solucdo pode
simular o cultivo em solo alagado (HOAGLAND; ARNON, 1950; KRATKY, 1993).

Em condi¢cbes de alagamento, os microrganismos do solo sédo forcados a reduzir
receptores de elétrons diferentes de O,, consequentemente o potencial redox do
solo cai. Primeiro, 0s microrganismos reduzem nitrato a nitrito, 6xido nitrico, oxido
nitroso ou gas dinitrogénio. Uma vez esgotado o nitrato do solo, os microrganismos
reduzem 6xidos de manganés e ferro férrico (Fe*™®) para manganés (Mg*) e ferro
ferroso (Fe*?) (EPSTEIN; BLOOM, 2006), aumentando assim a disponibilidade para

a planta.

Portanto, em solos acidos, a hipdéxia e reducédo do pH, decorrentes do alagamento,
podem levar a reducdo e solubilizacdo de grandes quantidades de Fe
(PONNAMPERUMA, 1972). A elevacdo da concentracdo de ferro a niveis toxicos
para as plantas pode ser observada naturalmente em solos acidos constantemente
inundados (DOBERMANN; FAIRHURST, 2000) ou em eventos antrépicos como a
mineracao e beneficiamento de minério de ferro (KUKI et al., 2008), comprometendo

o equilibrio fisiol6gico das plantas.

Além disso, tém sido encontradas grandes quantidades de Fe na agua de irrigacéo
da cultura de cacau (AGUILAR; SOUZA?, 2013), na qual, sequndo Campos (2014),
as aguas utilizadas para os sistemas de irrigacdo dessa cultura chegam a possuir
cerca de 10,0 mg.L™" de Fe nos periodos mais secos do ano, o que ultrapassa o
valor maximo recomendado de 5,0 mg.L™* (AYRES; WESTCOT, 1991). Uma vez que
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essas grandes quantidades de Fe sdo depositadas ao longo de periodos secos no
solo pela irrigacdo e ao comecar os periodos de chuvas, consequentemente
ocorrendo o alagamento potencializa ao longo do tempo 0 aumento desse elemento
no solo até niveis capaz de causar danos as plantas (AGUILAR; SOUZA? 2013).

'GERES/CEPLAC Pesquisadores da Estacdo Experimental Filogonio Peixoto — ESFIP/CEPLAC.

Comunicagéo pessoal, 2015.

’AGUILAR, M, A, G; SOUZA, C. A. S. Pesquisadores da Estacdo Experimental Filogonio Peixoto —
ESFIP/CEPLAC. Comunicacéo pessoal, 2013.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCALIZACAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da Fazenda Experimental do
Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES), da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), em S&o Mateus-ES, pertencente ao Departamento de
Ciéncias Agrarias e Biologicas, cujas coordenadas geograficas sao latitude 18° 43’
S, longitude 39° 51’ W, altitude de 39 m, no periodo de 28 de marco a 21 de agosto
de 2014.

3.2 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CULTIVO

O ensaio foi conduzido com dois genétipos de cacau (T. cacao L.), TSH 1188 e SIAL
70, provenientes de sementes cedidas pela Estacdo Experimental Filogonio Peixoto
(ESFIP), pertencente a GERES (Geréncia Regional do Estado do Espirito Santo),
orgdao da Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC). A
mucilagem das sementes foi retirada por meio de friccdo com p6 de serra seco e
esterilizadas superficialmente com hipoclorito de sodio 0,5%, lavadas em &agua
corrente e agua destilada, selecionadas quanto ao tamanho e colocadas para pré-
germinar por quatro dias em agua destilada sob aeracdo constante. Apos esse
periodo, as sementes pré-germinadas foram colocadas em bandejas contendo areia
lavada com HCI 5%, enxaguada com agua destilada e esterilizada por autoclavagem
(AGUILAR, 1999).

As plantulas foram irrigadas diariamente com agua destilada e, decorridos 30 dias,
foram selecionadas quanto ao tamanho, lavadas e transferidas, em numero de
guatro, para vasos de polietileno pintados externamente de aluminio com tampas de
isopor revestidas com papel aluminio. Cada tampa continha quatro orificios para o
encaixe de espumas, as quais serviram de suporte e protecdo para as plantas. Os
vasos continham 7,0 litros de solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon n°2 (1950), com
Y, de forga i6nica (AGUILAR, 1999). Para a oxigenagdo das soluc¢des nutritivas foi
utilizado um compressor de ar. O pH da solucao foi monitorado a cada dois dias e

ajustado com NaOH e/ou HCI e mantido na faixa de 5,5 a 6,0.
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Durante o experimento, a evapotranspiracdo de cada vaso foi monitorada pela
reducdo méxima em torno de 30% do volume do vaso, medido com uma marca feita
antes da adicdo da solucdo, e sua reposicdo feita com agua deionizada. Para
reposicdo dos nutrientes, foi admitida uma deplecdo de até 20% com base na
reducdo da condutividade elétrica. A solucao foi renovada quinzenalmente.

Aos 80 dias apos transplante (DAT), a solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon n°2
(1950) foi modificada para conter as seguintes concentracdes de Fe (FeSO,): 44,5
(concentracdo recomendada); 133,5 (elevada) e 400,5 (muito elevada) pmol/L™. Aos
81 DAT parte do experimento foi submetida a auséncia de aeracao (alagamento)
através da suspensao do arejamento por um periodo de 21 dias (Figura 1).

e

Figura 1. Vista parcial do experimento instalado em casa de vegetacdo em solugéo nutritiva.

As avaliacdes fisiologicas, exceto atividade enzimatica e fendis sollveis totais foram
realizadas aos 80, 87, 94, 101, 108 e 115 DAT, ou seja, 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias
apos a aplicacdo dos tratamentos com as doses de ferro, sendo que o periodo do
alagamento (suspensado do arejamento) foi realizado dos 81 até 101 DAT, sendo as
avaliagbes subsequentes correspondentes ao periodo de recuperagdo das plantas.
As analises de crescimento, composi¢do mineral, atividade enzimatica e fendis totais

foram realizadas ap0s o periodo de 116 DAT no final do experimento.
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3.3 ATIVIDADE ENZIMATICA E FENOIS SOLUVEIS TOTAIS

3.3.1 Obtencéao do extrato

Aos 116 DAT, folhas completamente maduras a partir do apice do eixo ortotrépico,
foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e transportadas para o
Laboratorio de Fisiologia Vegetal da UFES (Vitéria) onde foram transferidos para
ultrafreezer (-80°C) para posterior determinacéo da atividade enzimatica e do teor de

fendis soluveis totais.

Para as analises, 0,4 g de tecido foliar foi macerado com pistilo em almofariz
resfriado e homogeneizado em tampéao fosfato de potassio 100 mM, pH 6,8, EDTA-
Na; 0,1 mM, &cido ascorbico 10 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v). O
homogeneizado foi centrifugado a 12000 x g durante 15 min a 4 °C (PARIDA; DIAS;
MITTRA, 2004). O sobrenadante resultante foi utilizado para os ensaios das
atividades da peroxidade do guaiacol (POD), polifenoloxidase(PPO) e quantificacao

de fendis sollveis totais.

3.3.2 Proteinas totais

O conteudo de proteinas totais foi quantificado de acordo com Bradford (1976). Para
tanto, 40 uL de sobrenadante do extrato foi misturado com 2000 pL 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 pmg de proteina/g tecido fresco (umg ptn/g

MF), tendo a albumina de soro bovino como proteina padrao.

3.3.3 Peroxidase do Guaiacol (POD; EC 1.11.1.7)

A atividade dessa enzima foi determinada segundo a metodologia descrita por
Cakmak; Strboe; Marschner, (1993) com modificacdes. Foi medida em um meio de
reacao constituido de 10 yL de extrato e 2000 uL de tampéao fosfato de sédio (100
mM, pH 7,0) com guaiacol 20 mM e 50 pL de perdxido de hidrogénio 20 mM. O

aumento da absorbancia devido a oxidacdo do guaiacol foi registrado a 470 nm
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depois de um minuto de reagao usando um espectrofotdmetro ThermoScientific®,

Genesys 10S. O coeficiente de extin¢do do H,0O, considerado foi 26,6 Mm™ cm™.
3.3.4 Polifenoloxidase (PPO; EC 1.30.3.1)

Foi utilizada a metodologia descrita por Cafial et al. (1988), com algumas
modificagdes. A atividade da PPO foi determinada pela conversdo do catecol em
qguinona, em 1 mL de catecol 0,2 M, 1 mL de tampé&o fosfato-Na 0,2 M, pH 6,8 e 20
ML de extrato. O aumento da absorbancia foi registrado a 420 nm depois de um
minuto de reacado usando um espectrofotdmetro ThermoScientific®, Genesys 10S. A
atividade total para esta enzima foi expressa como o aumento na absorbancia por
minuto. Os resultados foram expressos em unidades de absorbancia/min/mg de

proteina (UA min™ pg™* proteina).

3.3.5 Teor de Fenobis Soluveis Totais

A determinacdo de compostos fendlicos nos extratos foi feita usando reagente de
Folin-Ciocalteu e calibracdo com acido galico segundo metodologia proposta por
Singleton e Rossi (1965) com modificacdes. Adicionou-se a 50 yL de extrato, 1250
ML de agua ultrapura, 200 pL de reagente de Folin-Ciocalteu em agitacdo. Depois de
4 min, 1 mL de Na,CO3; 15% foi adicionado e a mistura permaneceu por 2 h na
temperatura ambiente (£ 25°C). A absorbancia foi medida a 760 nm usando um
espectrofotometro ThermoScientific®, Genesys 10S. A curva de calibracdo foi feita
utilizando-se &cido galico como padrao e os resultados expressos em ug de acido

galico por g de proteina.

3.4 INDICE DE CLOROFILA

As medidas da estimativa da clorofila a, b e total foram avaliadas com o medidor
eletrébnico de teor de clorofila (clorofiLOG CFL 1030, FALKER), pois este
equipamento permite medi¢des instantaneas do valor correspondente ao seu teor de
clorofila na folha sem destrui-la (ARGENTA et al., 2001) (Figura 2).
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Figura 2. Medicéo do teor de clorofila total.
3.5 TROCAS GASOSAS

As medicdes de trocas gasosas foram realizadas na mesma folha e no mesmo
periodo em que foi avaliadao o teor de clorofila total, com medidor portatil de
fotossintese IRGA open system (CIRAS 2, PP Systems, England), em irradiancia
saturante de 600 pmol m™ s™! de fétons, avaliou-se a assimilacdo fotossintética
liquida (A) (umol CO, m™ s™), condutancia estomatica (gs) (mmol H,O m™2 s™), taxa
de transpiracdo (E) (mmol H,O m™ s™%) e concentracdo interna de CO- (Ci) (mol mol’
Y (Figura 3).

Figura 3. MedicOes de trocas gasosas realizadas em casa de vegetagdo com medidor

portatil de fotossintese.
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3.6 COMPOSICAO MINERAL

Todas as folhas das plantas de cada tratamento e repeticdo foram colhidas, secas
em estufa de circulacéo forcada de ar a 70°C até massa constante. Posteriormente
as folhas foram analisadas no Laboratério de Analises Agronémicas e Ambientais
Fullin©. Para analise de N foi utilizada a digestdo sulfirica com determinacdo
titulométrica, para P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn, Cu e Mn a digestao nitro-perclérica, e B
incineracdo via seca com determinagdo colorimétrica. Todos os elementos totais
foram determinados com base na matéria seca, conforme metodologia preconizada
pela ESALQ/USP (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

3.7 VARIAVEIS DE CRESCIMENTO

As avaliagbes de crescimento foram realizadas aos 116 DAT, quando foram
avaliados o numero total das folhas, o didmetro do caule com auxilio de um
paquimetro, a altura da parte aérea utilizando uma régua milimetrada, e a area foliar
(cm) das plantas utilizando-se um integrador de area foliar LI COR 3000. As
plantulas foram seccionadas em raiz, caule e folha, em seguida foram
acondicionadas em sacos de papel, previamente identificados, e levadas a estufa de
ventilacdo forcada, regulada a 70°C, durante 72 horas, até massa constante. Apos
este periodo, as diferentes partes das plantas foram retiradas da estufa e pesadas
em balanca analitica, com precisdo de 0,001 g, obtendo-se massa seca da raiz,

caule e folha.

3.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi instalado no delineamento de blocos casualizados com trés
repeticdes e os tratamentos distribuidos num arranjo fatorial (2 x 2 x 3) constituido
de dois genotipos, com e sem aeracao e trés concentracdes de Ferro. Os resultados
foram submetidos as analises de variancia e de regressdo. Todas as interacfes
triplas foram desdobradas e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%,
fazendo-se uso do sistema de andlise estatistica ASSISTAT verséo 7.7 beta 2014
(SILVA; AZEVEDO, 2009). Na analise de regressdo, a escolha do modelo que

melhor se ajustou aos dados foi baseada na significancia do efeito da regresséao
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avaliada pelo teste F a 5% de probabilidade, e no maior coeficiente de determinagao
(r). Os coeficientes das equacBes de regressdo foram testados a 5 e 1% de

probabilidade, pelo teste “”.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ATIVIDADE ENZIMATICA E FENOIS SOLUVEIS TOTAIS

A atividade da enzima peroxidase do guaiacol (POD) para o genétipo TSH 1188 sem
aeracdo, na concentracdo 400,5 pmol L™ de Fe, aumentou 163% em relacdo ao
ambiente com aeracdo, enquanto nas outras concentracdes nao foram observadas
diferencas significativas (Figura 4A). De maneira contrastante, para o gendtipo SIAL
70, observou-se aumento de 40,6% na concentracdo 44,5 pmol L™ de Fe em
ambiente sem aeragdo, no entanto, nas demais concentracdes de Fe ocorreram

reducdes de 53 e 50%, respectivamente (Figura 4B).

As peroxidases (PODs) existem em muitas isoformas e estdo envolvidas em uma
série de processos celulares. A expressao pode ser induzida quando as plantas
passam por estresses ambientais ou continuos. No entanto, varios estudos tem
mostrado que baixas atividades mostram sintomas de estresse menos graves e as
altas, sintomas mais graves. As PODs estéo localizadas principalmente na parede
celular e no vacuolo e utilizam o H,O, como oxidante e composto de natureza
fendlica como doadores de elétrons. Dessa forma, o H,O, tende a ser eliminado por
essa enzima (LOCATO et al., 2010).

Yordanova; Christov; Popova, (2004) encontraram um aumento significativo na
atividade POD em folhas de Hordeum vulgare L. sob alagamento. Bertolde (2011),
também observou aumento dessa enzima em folhas de plantas alagadas do clone
de cacau suscetivel ao alagamento, no entanto no clone tolerante foi observado
reducdo dessa enzima. Entretanto, neste estudo para o gendtipo TSH 1188,
considerado tolerante ao alagamento (BERTOLDE, 2007), observou-se aumento da
atividade somente na concentracdo mais elevada de Fe, indicando ocorréncia de
estresse oxidativo. Esse estresse, provavelmente ocorreu devido a combinacéo do

excesso de Fe em meio ndo aerado.

Em contrapartida, a diminuicdo na atividade da POD em plantas sem aeracdo do
gendtipo SIAL 70, sugere que houve diminuicdo no transporte de elétrons, reducao
na formacao de perdxido e superoxido e, consequentemente, reducao na producéo
e ativacdo de peroxidases. No entanto, deve-se considerar que para o genotipo SIAL

70, a ativacdo dessa enzima provavelmente ocorreu pelo estresse por auséncia de
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aeracdo e ndo pelo estresse por Fe, uma vez que, as plantas ainda estavam

condicionadas a elevadas concentracdes de Fe e em periodo de recuperacdo da

falta de aeracéo.
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Figura 4. Influéncia da presenca e auséncia da aeracao sobre a atividade das enzimas peroxidase do
guaiacol (POD; A e B), polifenoloxidase (PPO; C e D) e concentracéo de fendis solluveis totais (E e F)
nos genotipos de cacau TSH 1188 e SIAL 70, submetidos a diferentes concentracdes de ferro em
solugdo nutritiva. Colunas seguidas da mesma letra dentro de cada concentracdo de ferro néo
diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). Valores médios de trés

repeticbes (xEP).

Para a atividade da enzima polifenoloxidase (PPO), observou-se aumento de 2787,5

e 235,3% sem aeracdo nas concentracdes 44,5 e 133,5 umol L™ de Fe para o

gendtipo TSH 1188, enquanto que com 400,5 umol L™ de Fe ndo foram observadas

diferencas entre os dois ambientes de cultivo (Figura 4C). No SIAL 70 sem aeracéo,
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a atividade da PPO foi 1233,3 e 116% maior somente nas doses 133,5 e 400,5 pumol
L™ de ferro, respectivamente (Figura 4D).

Alguns autores tém sugerido que o alagamento pode induzir estresse oxidativo,
causando aumento da produgédo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s), como
superéxido (O,7) e peroxido de hidrogénio (H.O;) (YU; RENGEL 1999,
YORDANOVA; CHRISTOV; POPOVA, (2004). Estas espécies de oxigénio, cujos
niveis sado controlados por enzimas antioxidantes tais como peroxidases (FOYER;
LELANDAIS; KUNERT, 1994), podem causar graves danos as membranas
celulares, DNA e proteinas. A atividade de enzimas antioxidantes, como peroxidases
e polifenoloxidases tem sido muito estudada em plantas como parte dos
mecanismos de defesas induzidas, ou em condicdes de estresse (SIEGEL, 1993;
SANCHEZ et al.,2000).

A maior atividade da PPO ocorre nos cloroplastos e sua presenca em ceélulas de
tecidos foliares depende do estagio de desenvolvimento, da espécie e da idade,
enquanto sua atividade depende de luz (DOGAN; ARSLAN; OZEN, 2005). PPO
oxida um amplo grupo de fendis e a sua atividade pode ser aumentada ou inibida em
algumas plantas por estresses bioticos e abidticos (VAUGHN; DUKE, 1984;
SANCHE?Z et al., 2000).

Bertolde (2011), analisando dois clones de cacau tolerante e suscetivel ao
alagamento, considerou o aumento da atividade da enzima PPO uma estratégia do
clone suscetivel para adaptar-se ao estresse, o que também deve ter ocorrido no
gendtipo SIAL 70 utilizado neste estudo que apresentou aumento da atividade dessa
enzima. No entanto, os resultados sugerem que a sintese da enzima PPO é
reduzida quando os niveis de POD foram aumentados na planta. Desse modo,
relacionando a atividade da PPO e POD, provavelmente ocorreu variagdo na
concentracdo de H,O, nas células das plantas e com isso, variacdo na atividade

dessas enzimas.

Os teores de fenodis sollveis em ambiente sem aeracéo, na dose 133,5 umol L™ de
ferro, reduziram 26,9% para o gendtipo TSH 1188, contudo na concentracdao 400,5
pumol L™ de Fe, observou-se aumento de 253,7% em relagdo ao ambiente com
aeracao (Figura 4E). Para o gendtipo SIAL 70, ndo foram observadas diferencas nos

teores de fendis sollveis entre ambiente com e sem aeracao (Figura 4F).
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Os compostos fendlicos sdo induzidos por varios tipos de estresse (DIXON; PAIVA,
1995), dentre os mecanismos bioquimicos de resisténcia as doengas estudados em
cacau, destacam-se aqueles com participacdo de compostos fendlicos. Segundo
Nojosa et al. (2003), o gendtipo TSH 1188, tem elevados niveis de fendis
constitutivos por ser um genaétipo considerado resistente a vassoura-de-bruxa, pois
0s compostos fendlicos fazem parte dos mecanismos estruturais pré-existentes de

defesa contra patdgenos e insetos (GOMES et al., 2005).

Comparando a atividade da enzima POD entre os genétipos, observou-se que em
ambiente sem aeracéo o gendtipo SIAL 70 na concentracdo 44,5 umol L™ de Fe
apresentou atividade 69,5% superior que a do TSH 1188, de maneira contrastante,
na maior concentracdo de Fe o gendtipo TSH 1188 apresentou atividade 47,7%
maior em relacdo ao genotipo SIAL 70 (Figuras 5A). Em ambiente com aeracdo, em
todas as concentracdoes de Fe a atividade de POD foi mais elevada no gendtipo
SIAL 70, com valores 47,8; 1355 e 258,9% mais elevados que o TSH 1188,
respectivamente (Figura 5B).

O aumento da atividade de POD em ambiente com aeracdo e PPO em ambiente
sem aeracado, do genodtipo SIAL 70, sugere que essa enzima foi ativada pelo
estresse provocado pelo excesso de Fe. Segundo estudos de Nojosa et al. (2003), a
atividade de POD para o gendtipo TSH 1188, foi considerada pequena em relagcéo a
outros 11 genotipos de cacau, no entanto, na mesma pesquisa, analisando o
gendtipo SIAL 505, apresentou valores elevados mesmo sem nenhuma submisséo a
estresse. Dessa maneira, em geral a atividade das enzimas antioxidantes esteve
maior no gendtipo SIAL 70, sugerindo maior estresse oxidativo nesse genétipo, ou

seja, maior presenca de peroxido e superdxido na planta.

No gendtipo TSH 1188 em ambiente sem aeracao, foi observada maior atividade
(335,8%) da enzima PPO na concentracdo 44,5 pmol L™* de Fe em relacdo ao
gendtipo SIAL 70, contudo, nas demais concentracdes o comportamento se inverteu,
com o SIAL 70 superando o TSH 1188 em 250,9 e 792% nas respectivas
concentragbes (Figura 5C). Em ambiente com aeracdo, a atividade de PPO no
gendtipo SIAL 70 foi 962,5% maior que a do TSH 1188 na menor concentracao de
Fe, nas demais concentracbes ndo foram observadas diferencas entre os dois

gendtipos (Figura 5D).
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Comparando os teores de fendis sollveis totais entre os genoétipos nos dois
ambientes, observou-se que no genotipo TSH 1188 sem aeracdo, na concentracao
400,5 pmol L™ de Fe, esses teores foram 195,2% mais elevados que no SIAL 70
(Figura 5E). Nas demais concentracdes de Fe ndo foram observadas diferencas
significativas entre os genotipos, sendo que em ambiente com aeracdo 0s dois
gendtipos apresentaram teores de fendis sollveis semelhantes (Figuras 5E e F).

Apesar do gendétipo SIAL 70, ser considerado suscetivel a vassoura-de-bruxa,
avaliacbes de incidéncia da vassoura-de-bruxa feitas pelo programa de
melhoramento do CEPEC/CEPLAC, os clones da série SIAL apresentaram um nivel

de resisténcia na parte reprodutiva (PIRES et al., 1999), justificando sua semelhanca
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nos resultados de fenodis com o gendtipo TSH 1188, pois segundo Nojosa et al.
(2003), altos teores de fendis constitutivos em cacaueiro estao diretamente ligados a
resisténcia a esse patdgeno.

Na concentracdo 400,5 umol L™ de Fe sem aeracéo, observou-se maior atividade de
POD para o gendtipo TSH 1188, com elevacéo de 36,2% em relagcdo a concentracdo
recomendada para cacau (44,5 pmol L™). De maneira contrastante, o genétipo SIAL
70, apresentando reducdo de 45,2% nas concentracdes de 133,5 e 400,5 pmol L™
de Fe em relacdo a concentracdo recomendada de Fe (Figura 6A). Em ambiente
com aeracdo, para o genoétipo TSH 1188 ndo foram observadas diferencas na
atividade de POD nas diferentes concentra¢ges de Fe, no entanto, o genotipo SIAL
70, apresentou aumento de 63,5 e 54,1% nas concentracdes 133,5 e 400,5 umol L™,

respectivamente (Figura 6B).

As plantas desenvolvem mecanismos de tolerancia nos tecidos foliares a niveis
elevados de ferro, um desses mecanismos € a inducao do sistema antioxidante que
estad vinculado a atividade de algumas enzimas que tem papel fundamental em
diversas espécies em tolerar altos niveis de Fe, dado que o ferro € capaz de gerar
espécies reativas de oxigénio (ERQO’s), principalmente o radical hidroxila (OH") por
se ligar a varios pequenos quelantes (STEIN, 2009). No entanto, a acéo
sincronizada das enzimas antioxidantes € essencial para a remocao das ERQO’s. Por
outro lado, o H,O, que é gerado quando a planta é submetida a certos tipos de
estresses, também é toxico para a célula e a enzima POD tem funcao desintoxicante
(ADAMSKI, 2011).

Com o aumento da atividade da POD no gendtipo TSH 1188 em ambiente sem
aeracao, provavelmente os niveis H,O, produzidos pelo excesso de Fe foram sendo
reduzidos por essa enzima, protegendo as células do estresse oxidativo. A adi¢éo
de altas concentracfes de Fe na solucdo nutritiva estimulou significativamente a
atividade de POD em ambiente sem aeracao, uma vez que o Fe fica mais disponivel
para planta em meio com hipdxia. Resultado semelhante também foi encontrado por
Adamski (2011), estudando batata-doce em varias concentracdes de Fe, verificou
gue ocorreu reducao dos niveis de H202 quando aumentou a atividade de POD. Em
Ipomoea pes-caprae também se observou aumento dessa enzima em altas

concentragdes desse nutriente (CARLI, 2008).
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Geralmente, a inducédo da atividade da POD, ocorre em resposta a absorcdo de
niveis toxicos de metais. Varios estudos tém comprovado que a enzima POD é
induzida em raizes e folhas de varias espécies apds a aplicacdo de doses fitotoxicas
de Fe?, zn?", Cd*, Cu®", e Pb* (VAN ASSCHE; CLIJSTERS 1990; FANG; KAO,
2000; GALLEGO; BENAVIDES; TOMARO, 1996; SINHA; SAXENA, 2006). Como
observado nesse estudo, o aumento da atividade de POD também foi reportado em
folhas de Eugenia uniflora e Solanum tuberosum cultivadas em solu¢cdo com altas
concentracbes de Fe (FANG; KAO, 2000; NEVES et al., 2009; CHATTERJEE;
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GOPAL; DUBE, 2006). No entanto, o gendtipo SIAL 70 apresentou resultado
contrério, com reducéo da atividade dessa enzima a medida que se aumentou as
concentragdes de Fe em ambiente sem aeracgdo. Essa contrariedade nos resultados
da atividade enzimética de POD, também foi encontrada por Kovacik; Klejdus;
Hedbavny, (2010), Xu et al. (2012) e Tamas; Huttova; Mistrik, (2002). Kovécik;
Klejdus; Hedbavny, (2010), ao estudar Matricaria chamomilla verificou aumento da
POD nas cultivares tolerantes ao Aluminio (Al), no entanto, Xu et al. (2012) e Tamas;
Huttov4; Mistrik, (2002) ao estudar Triticum aestivum e Zea mays encontraram
aumentos da POD em genotipos suscetiveis a Al.

Para a atividade enzimatica de PPO, no gendtipo TSH 1188 em ambiente sem
aeracao, observou-se reducdes de 75,3 e 89,2% nas concentracdes mais elevadas
de Fe, respectivamente. Ja o genotipo SIAL 70 aumentou a atividade dessa enzima
277,3 e 320,7% nas concentra¢des 133,5 e 400,5 pmol L™ de Fe (Figura 6C). Em
ambiente com aeracéo, no gendtipo TSH 1188 observou-se que atividade de PPO
foi 637,5% maior na concentracdo mais elevada de Fe em relagdo a concentracéo
recomendada. No entanto, o genotipo SIAL 70, reduziu em 82,3% a atividade dessa

enzima na concentracdo 133,5 umol L™ de Fe (Figura 6D).

Neste estudo observou-se que a atividade das enzimas antioxidantes POD e PPO,
apresentaram resultados sincronizados aos estresses submetidos, ou seja, quando
uma enzima estava com atividade elevada a outra se apresentava menos ativa,
exceto, para o genétipo SIAL 70 com aeracdo na concentracdo 133,5 umol L™ de
Fe.

Outra possibilidade seria as préoprias ERO’S produzidas com o acumulo excessivo
de Fe nos compartimentos celulares que poderiam ter contribuido para inativacéo ou
até mesmo degradacao dessas enzimas (CASANO et al., 1997). A diminuicdo da
atividade da POD e PPO em alguns tratamentos pode indicar que sua atividade foi
estimulada pelo aumento do Fe nos tecidos. Porém, o estresse causado pela maior
concentracdo de Fe no gendtipo SIAL 70 pode ter potencializado a reducéo da sua
atividade, como verificado por Gallego; Benavides; Tomaro, (1996) em folhas de
girassol expostas a altas concentracdes de ferro, e Sinha e Saxena (2006), em

folhas de Bacopa monnieri expostas a concentracdes crescentes de Fe.
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Neste estudo, observou-se que o0s dois gendtipos se comportam de maneiras
distintas aos dois estresses submetidos, e sugerem que a atividade enzimética
depende ndo apenas da espécie vegetal/cultivar e fase de desenvolvimento
(SIEGEL, 1993), mas também do grau de toxicidade.

O gendtipo TSH 1188 apresentou teores de fendis solUveis 205,1% maiores na
concentracdo 400,5 pmol L™ de Fe em ambiente sem aeracéo, em contrapartida, em
ambiente com aeracao nao foram observadas diferencas entre as concentracdes de

Fe nos dois genotipos (Figura 6 E e F).

O aumento da atividade antioxidante e fendis podem ter estimulado o crescimento
vigoroso do genétipo TSH 1188 na maior dose de Fe (Figura 30), sugerindo que
esse genotipo possui caracteristicas que o levam a ter um sincronismo das
respostas ao estresse por Fe, visto que a forma que as plantas lidam com os
estresses € um fator que determina 0 seu sucesso de crescimento e

estabelecimento no meio ambiente.

4.2 INDICE DE CLOROFILA

De modo geral a evolugcdo dos indices de clorofila a, b e total dos genoétipos TSH
1188 e SIAL 70 em funcao do tempo, em condicoes com e sem aeracao, diferiu para
cada concentracdo de ferro utilizada (Figuras 7, 8 e 9). No TSH 1188 sem aeracéo
(Figuras 7A, 8A e 9A), embora seus valores fossem mais elevados na concentracao
445 ymol L™ de Fe, os trés tipos de clorofila ndo sofreram alteracées significativas
com o decorrer do tempo, exceto para a clorofila b na concentracéo 44,5 pmol L™ de
Fe, que apresentou aumento linear alcancando valores 13,1% maiores que 0sS
iniciais no final do periodo de recuperacao (35° dia). Ja em ambiente com aeracao
(Figuras 7B, 8B e 9B), esse mesmo genotipo apresentou, na maioria das vezes,
aumentos lineares nos indices de clorofila a, b e total em funcédo do tempo, exceto
na concentracao mais baixa para as clorofilas a e total, cujo aumento foi quadratico.
Aos 35 dias, os valores desses indices nas concentracdes 44,5; 133,5 e 400,5 umol
L'de Fe, aumentaram 10,0; 7,8 e 13,3% para a clorofila a; 26,9; 24,7 e 82,5% para a

clorofila b; e 12,6; 10,4 e 24,2% para a clorofila total, respectivamente.
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Para o genétipo SIAL 70, nas concentracbes 133,5 e 400,5 umol L™ de Fe, o indice
de clorofila a diminuiu 23,5 e 11,4% aos 20,9 e 19,5 dias sem aeracao, sendo que a
partir dai observou-se aumento nesse indice, recuperando 87,1 e 95,8% dos valores
iniciais no 35° dia (Figura 7C). Ja os indices das clorofilas b e total (Figuras 8C e
9C), somente apresentaram reducdes na concentracéo 133,5 pmol L™ da ordem de
39,7 e 26,4% aos 21,9 e 21,2 dias, com recuperacgao parcial de 74,4 e 84,9% dos
valores iniciais aos 35 dias, respectivamente. No ambiente com aeracéo, aos 19,1
dias o indice de clorofila a do SIAL 70 na concentracdo 133,5 ymol L™ de Fe
diminuiu 8,9%, ao passo que com 400,5 pmol L™ de Fe a reducdo aos 18,1 dias foi
19,6% (Figura 7D). Para os indices de clorofilas b e total do mesmo gendtipo,
somente ocorreu reducao significativa de 53,2 e 25,2% na maior concentragédo, por
volta dos 18,5 dias, quando novamente se verificou aumento desses indices,
atingindo, ao final do periodo experimental, 86,4 e 95,5% dos valores registrados no
tempo zero (Figuras 8D e 9D).

As mudangas que ocorrem no ambiente promovem estresses sobre as plantas,
podendo causar efeitos negativos no seu desenvolvimento (PELL; ECKART; GLICK,
1994). Alteracdo na atividade fotossintética tem sido relatada na presenca de metais
pesados, incluindo o Fe (SOLTI et al., 2008; JIANRONG; QIRAN, 2009; NENOVA,
2009). Apesar de seu excesso causar danos intensos para o tecido vegetal, as
plantas necessitam desse nutriente que intracelularmente € um catalisador para a
sintese da clorofila (EPSTEIN, 1975). O Fe intracelular encontra-se
aproximadamente 40% nas células fotossintetizantes, pois € essencial na
biossintese da molécula Heme dos citocromos e da molécula de clorofila (BRIAT;
CURIE; GAUMARD, 2007; JEONG; CONNOLLY, 2009).
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No entanto, seu excesso como descrito anteriormente, potencializa o0 estresse
oxidativo, aumentando a produgao de espécies reativas de oxigénio (ERO’s). As
ERO’s podem ser altamente destrutivas, levando a severas lesdes hos componentes
celulares (SMIRNOFF, 1993) e a uma diversidade de alteracdes morfoldgicas,
bioquimicas e fisiolégicas (FANG et al., 2001), como exemplo as alteracdes na
fotossintese, a inibicdo do crescimento e a diminuicdo da concentracdo de clorofila
(CHATTERJEE; GOPAL; DUBE, 2006).

Contudo, com o tempo o excesso do Fe para o genotipo TSH 1188 sem aerag¢do néo
apresentou diferencas entre os indices de clorofila, embora tenha apresentado
reducdo em funcéo do incremento do Fe. Resultados semelhantes foram obtidos por
Mothé, (2012), analisando dois cultivares de Ricinus communis L., ndo ocorreram
diferencas significativas na estimativa do teor de pigmentos de clorofila, quando
avaliada pela intensidade de cor verde em funcdo do incremento do Fe. Sinha;
Gupta; Chandra, (1997) e Kampfenkel; Montagu; Inzé, (1995), trabalhando com
plantas expostas a Fe em solu¢do nutritiva, também ndo obtiveram aumentos

significativos no conteudo de clorofila das plantas expostas a esse nutriente mineral.
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Campos (2014), também ndo observou diferencas nos pigmentos fotossintéticos nas
plantas de Coffea canephora quando submetidas a diferentes concentracdes de Fe.

Embora estudos relatem que os metais podem modificar os processos funcionais
das plantas causando, dentre outros efeitos, a degradacéo da clorofila (DING et al.,
2007), no presente trabalho ndo foram observadas diferencas significativas para os
teores de pigmentos entre 0s tratamentos para esse genétipo TSH 1188 em
ambiente sem aeragdo. Esses resultados corroboram com de Shainberg et al.
(2000), que também ndo obtiveram diferengas para esses parametros entre 0s
individuos de Phaseolus vulgaris tratados com excesso de ferro.

N&o obstante, para o gendtipo SIAL 70, observou-se reducdo do indice de clorofila
ao longo do tempo apoOs exposicao a elevadas concentracdes de Fe. A degradacao
da clorofila pode ser a consequéncia de estresse oxidativo produzido pelo excesso
de ions férricos livres ap0s a absorcdo (SINHA; GUPTA; CHANDRA, 1997,
BECANA; MORAN; ITURBE-ORMAETXE, 1998), corroborando com a elevada
atividade das enzimas antioxidantes encontrada neste estudo (Figuras 4, 5 e 6),
confirmando assim o estresse oxidativo, uma vez que os radicais livres podem oxidar
a clorofila e reduzir sua concentracdo na célula (MONTEIRO; WINTERBOURN,
1988).

Carli, (2008), observou que os teores de clorofila a e b diminuiram gradativamente
quando as plantas de Ipomoea pes-crapae foram expostas a concentracdes
crescentes de Fe no periodo de sete dias. A reducdo da clorofila também foi
reportada em girassol e Eugenia uniflora expostas a altas concentracfes de Fe
(GALLEGO; BENAVIDES; TOMARO, 1996; NEVES et al., 2009).

A produtividade da planta pode ser reduzida com diminui¢cdo da clorofila, uma vez
gue elas estdo diretamente envolvidas na captacdo de energia para a fotossintese.
Chatterjee; Gopal; Dube, (2006) reportaram um decréscimo de clorofila em folhas de
plantas expostas a elevadas doses de Fe, tendo como consequéncia decréscimos
na produtividade de biomassa. Esse resultado esta de acordo com o presente
estudo, sendo que as plantas do gendtipo SIAL 70 apresentaram menor crescimento

na concentracdo mais elevada de Fe em ambiente com aeracao (Figura 30).
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No entanto, o gendtipo TSH 1188 com aeracdo aumentou o indice de clorofila nas
concentracdes elevadas de Fe. Esse resultado também foi encontrado por Nenova
(2009), para ervilha em presenca de altas concentragdes desse nutriente. De acordo
com Briat, Curie e Gaumard (2007), o Fe, dentre outros processos, € essencial na
biossintese da molécula de clorofila, 0 que poderia justificar o aumento do indice
neste trabalho. O aumento do indice de clorofila sugere aproveitamento do Fe
disponivel na biossintese da clorofila.

Ao comparar o efeito do arejamento sobre os indices das clorofilas no decorrer do
tempo, observa-se que, com excecdo da dose 44,5 ymol L™ de Fe, no genétipo TSH
1188, todas as outras foram menores no ambiente sem aeragdo do que com
aeracao (Figuras 10, 11 e 12), sendo que as diferencas foram mais acentuadas na
concentracdo maior de Fe (400,5 pmol L™). Nessa concentracdo de Fe, verificou-se
aumento linear, em média de 14,4; 71,1 e 23,3% maiores em plantas com aeracéo
nos indices das clorofilas a, b e total respectivamente (Figuras 10E, 11E e 12E).

Para o SIAL 70, ndo houve alteracdes significativas das clorofilas no decorrer do
tempo, tanto em ambiente sem aeragdo como com aeragcao na menor concentracdo
de Fe (Figuras 10B, 11B e 12B). Na concentracdo intermediaria de Fe, embora nao
fossem detectadas alteracdes significativas com o passar do tempo, os indices das
clorofilas b e total foram maiores em condicbes com aeracdo na maior parte do
periodo experimental, sendo que para a clorofila b decairam 22,6% aos 21,9 dias,
com recuperacéao de 74,7% dos valores iniciais no 35° dia. Ja a clorofila total reduziu
apenas 8% em relacdo ao ambiente com aeracao aos 21,3 dias, recuperando 84,9%
ao final de periodo de recuperacao (35° dia) (Figuras (11D e 12D). No entanto, na
maior concentracdo de Fe, em média as clorofilas a, b e total sem aeracao
apresentaram-se 7,3; 36,1 e 12,4% superiores ao ambiente com aeracéo,

respectivamente (Figura 10F, 11F e 12F).
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Figura 10 - Influéncia da presenca e auséncia da aeragéo sobre a evolugéo do indice de clorofila a
em funcdo do tempo, em dois gendtipos de cacau, TSH 1188 e SIAL 70, submetidos a trés
concentragdes de ferro, 44,5 (A e B), 133,5 (C e D) e 400,5 ymol L™ (E e F) em solugéo nutritiva.
Valores médios de trés repeticbes (EP).

A participacdo do O, na respiracdo aerébica como aceptor final de elétrons na
fosforilagdo oxidativa, na geracdo de ATP e regeneracdo de NAD®, e em varias rotas
biossintéticas é crucial para a sintese de clorofila, acidos graxos e esteréis (DENNIS
et al., 2000). A determinacdo dos teores de clorofila em folhas é extremamente
importante, pois a atividade fotossintética da planta depende da capacidade da folha
para absorver luz (MARENCO; LOPES, 2005).

Segundo Patel et al. (2014), o alagamento ocasiona alteracdes na sintese de

clorofila, embora o alagamento cause essa reduc¢éo no teor de clorofila, devido a sua
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degradacdo, as plantas sem aeracdo do gendtipo TSH 1188 ndo apresentaram

diferencas ao longo do tempo.
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Figura 11 - Influéncia da presenca e auséncia da aeracdo sobre a evolugdo do indice de clorofila b
em funcdo do tempo, em dois gendtipos de cacau, TSH 1188 e SIAL 70, submetidos a trés
concentracdes de ferro, 44,5 (A e B), 133,5 (C e D) e 400,5 pmol L™ (E e F) em soluc&o nutritiva.

Valores médios de trés repeticbes (EP).

Em geral, no presente estudo o indice de clorofila foram maiores no ambiente com

aeracdo. Resultado semelhante foi encontrado por Branco (2010), observou que o

alagamento do solo reduziu o teor de clorofila a e b e total nos dois gendtipos de

cacau estudados. Pezeshki;

Pardue;

DeLaune,

(1996) também observaram

resultados semelhantes ao estudarem espécies arboreas em condicdo de solo
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alagado. Em plantulas de Eryithrina variegata, a diminuicdo no contetdo de clorofilas
também foi detectada por Muthuchelian et al. (1995), apés 10 dias de inundacg&o.

Os indices de clorofila foram maiores no ambiente com aeragéo, corroborando com
os resultados de Branco (2010), que observou que o alagamento do solo reduziu o
teor de clorofila a e b e total em dois gendtipos de cacau, TSH-774 e TSA-792.
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Figura 12 - Influéncia da presenca e auséncia da aeragdo sobre a evolucéo do indice de clorofila
total em funcdo do tempo, em dois gendtipos de cacau, TSH 1188 e SIAL 70, submetidos a trés
concentracdes de ferro, 44,5 (A e B), 133,5 (C e D) e 400,5 pmol L™ (E e F) em soluc&o nutritiva.
Valores médios de trés repeticdes (xEP).

Para Bertolde (2011), o inicio do alagamento ndo ocasionou prejuizo para os teores
de clorofilas, no entanto aos 30 dias apo0s a aplicacdo do alagamento, ocorreram

guedas significativas nas plantas alagadas comparadas com ndo alagadas. A
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diminuicdo da concentracdo de pigmentos fotossintéticos tem sido interpretada como
uma resposta em longo prazo para alagamento (SMETHURST; SHABALA 2003),
uma vez que sua baixa concentracao limita o processo fotoquimico, pois a absor¢céo
de radiacao depende de seu contetdo (PEZESHKI; PARDUE; DeLAUNE, 1996).

No entanto, para o genétipo SIAL 70 os indices de clorofila a, b e total foram maiores
em ambiente sem aeracdo, contudo essa resposta de acumulacdo de clorofila
provavelmente esta correlacionada com o excesso de Fe e a falta de arejamento,
uma vez que esse aumento se deu apenas na maior concentracdo de Fe. Nesse
sentido, e considerando que o Fe é essencial para biossintese dessa molécula, vale
ressaltar que em ambiente sem aeracdo (alagado) sua disponibilidade é
potencializada, o que sugere que esse genotipo aproveitou o Fe disponivel para a
biossintese dessa molécula (BRIAT; CURIE; GAUMARD, 2007), apesar do estresse

oxidativo causado.

As comparagdes dos indices de clorofila a, b e total entre os genotipos TSH 1188 e
SIAL 70 no decorrer do tempo, encontram-se nas Figuras 13, 14 e 15. Em condi¢des
de auséncia de aeracdo, praticamente ndo ocorreram diferencas intergenotipicas
nesses trés indices para o TSH 1188, contudo, observou-se aumento linear
significativo apenas no indice de clorofila b na concentracdo 44,5 pymol L™, que
atingiu no 35° dia um aumento de 13,1% com valor similar ao do SIAL 70 (Figura
13A). Ja o SIAL 70 nas concentracdes 133,5 e 400,5 pmol L™ de Fe apresentou,
diminuicdo da ordem de 23,5 e 11,4% aos 20,9 e 19,5 dias para a clorofila a,
recuperando a seguir esses indices que alcancaram no final 87,1 e 95,8% dos
respectivos valores iniciais, equiparando-se com os do TSH 1188. Nas clorofilas b e
total essa reducdo somente ocorreu ha concentracdo intermediaria de Fe,
correspondendo a 39,7% aos 21,9 dias para a clorofila b e 26,4% aos 21,2 dias para
a clorofila total. No entanto, no 35° dia recuperaram 74,4 e 84,9% dos valores das
respectivas clorofilas mensurados antes de iniciar o periodo de sem aeracao,

igualando-se assim com os do gendtipo TSH 1188.

Em ambiente com aeracdo as maiores diferencas intergenotipicas foram observadas
na concentracdo 400,5 pmol L™, em que o gendtipo TSH 1188 apresentou
comportamento linear para todos os indices de clorofila e superou,

significativamente, o SIAL 70 durante todo o periodo experimental, especialmente
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nos indices de clorofila b e total (Figuras 13F, 14F e 15F). Aos 35 dias os indices de
clorofila a, b e total foram superiores no TSH 1188 em 11,6, 97,5 e 26,9% em
relacéo ao SIAL 70, respectivamente.
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Figura 13 - Evolugéo do indice de clorofila a em funcdo do tempo em dois gendtipos de cacau, TSH
1188 e SIAL 70, submetidos a trés concentracdes de ferro, 44,5 (A e B), 133,5 (C e D) € 400,5 pmol
L* (E e F), na presenca e auséncia de aeracdo em solucdo nutritiva. Valores médios de trés
repeticbes (xEP).

Neste estudo, 0s gendtipos apresentaram diferencas intergenotipicas na forma de
lidar com o estresse de auséncia de arejamento e excesso de Fe. Silveira (2011),
estudando dois cultivares de Coffea arabica L., Mundo Novo IAC 379-19 e Catuai
Vermelho IAC 44, também verificou que os cultivares comportaram-se de forma

diferente ao estresse por alagamento, onde o cultivar Mundo Novo apresentou
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menores teores de clorofila em ambiente alagado em relagdo ao cultivar Catuai.
Stein (2009), analisando dois cultivares de arroz, também observou diferencas
intergenotipicas nos indices de clorofilas a, b e total, onde o cultivar IRGA 420
apresentou maiores teores de clorofilas que o cultivar BR-IRGA 420 sob excesso de
Fe.
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Figura 14 - Evolugéo do indice de clorofila b em funcdo do tempo em dois gendtipos de cacau, TSH
1188 e SIAL 70, submetidos a trés concentracdes de ferro, 44,5 (A e B), 133,5 (C e D) € 400,5 pmol
L* (E e F), na presenca e auséncia de aeracdo em solucdo nutritiva. Valores médios de trés
repeticbes (xEP).

Quando as espécies Schinus terebinthifolius e Sophora tomentosa foram expostas
ao ferro, ambas as espécies responderam, diferentemente, a esses tipos de

estresse. Em S. tomentosa, houve diminuigdo na fotossintese, reducdo no contetdo
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de clorofila e aumento no teor de Fe no tecido, jA S. terebinthifolius apresentou
aumento no conteudo de clorofila, ndo ocorreu aumento no teor de Fe,
consequentemente, ndo se observou estresse oxidativo e méxima eficiéncia do
fotossintema Il e no transporte de elétrons (KUKI et al., 2008). Esses resultados
estdo de acordo com Lee (1988), estudos realizados evidenciaram que o teor de

clorofila varia muito entre as espécies, assim como entre genotipos de uma mesma

, -
espécie.
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Figura 15 - Evolugdo do indice de clorofila total em funcéo do tempo em dois genoétipos de cacau,
TSH 1188 e SIAL 70, submetidos a trés concentracdes de ferro, 44,5 (A e B), 133,5 (C e D) e 400,5
umol L™ (E e F), na presenca e auséncia de aeracdo em solucéo nutritiva. Valores médios de trés
repeticbes (xEP).
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4.3 TROCAS GASOSAS

As taxas fotossintéticas dos genotipos TSH 1188 e SIAL 70 em funcdo do tempo
foram influenciadas pelas concentracdes de Fe utilizadas, tanto em ambiente sem e
com aeracdo (Figura 16). Na concentracdo 44,5 ymol L™, as taxas fotossintéticas de
ambos gendtipos na auséncia e presenca de aeracdo nado tiveram alteracdes
significativas no decorrer do tempo. No entanto, nas doses 133,5 e 400,5 pymol L™
foram verificadas reducgbes de 59,9 e 45,0% aos 18,8 e 18,1 dias no TSH 1188 sem
aeracao, respectivamente. Posteriormente, ao final do periodo de recuperacdo as
plantas desse genoétipo restauraram 85 e 94,1% das taxas fotossintéticas
encontradas antes do desligamento da aeracdo (Figura 16A). De maneira
contrastante, para todas as concentracdes de Fe ndo foram observadas alteracdes
significativas ao longo do tempo no TSH 1188 em ambiente com aeracdo, embora a
taxa fotossintética média fosse 11,2 a 13,8% mais elevada na dose 44,5 pmol L™ de
Fe (Figura 16B).

No gendtipo SIAL 70 sem aeragdo, a concentracdo intermediaria de Fe promoveu
aumento linear na taxa fotossintética, atingindo um valor 41,3% mais elevado no 35°
dia, enquanto que na maior concentracdo ocorreu decréscimo de 29,4% aos 14,6
dias, seguido de um aumento que ao final do experimento ultrapassou em 28,2% a
taxa fotossintética inicial (Figura 16C). Em ambiente com aeracdo o SIAL 70 né&o
apresentou alteracdes significativas na evolucdo das taxas fotossintéticas nas
concentracdes 44,5 e 133,5 ymol L™, em contrapartida, com 400,5 umol L™ houve
reducédo de 46,7% aos 17,6 dias, seguida de um aumento que aos 35 dias restaurou

guase totalmente (98,7%) a taxa fotossintética inicial (Figura 16D).
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Figura 16 — Influéncia de diferentes concentracdes de ferro (44,5, 133,5 e 400,5 umol L™) sobre a
taxa fotossintética (A) em funcdo do tempo em dois genétipos de cacau, TSH 1188 (A e B) e SIAL 70

(C e D), na presenca e auséncia de aeracdo em solucao nutritiva. Valores médios de trés repeticdes
(£EP).

A compartimentalizacdo do Fe pode provocar uma variedade de alteracdes na etapa
fotoquimica da fotossintese. Nas folhas, grande parte do Fe €& acumulada no
mesofilo, especificamente em tecidos fotossintetizantes, absorvendo cerca de 40%
do Fe que é armazenando nos cloroplastos (BRIAT; CURIE; GAUMARD, 2007).
Com esse armazenamento, seu acumulo pode causar danos primeiramente nessa
organela promovendo alteracbes em processos fisiolégicos cruciais para o
desenvolvimento da planta como a fotossintese (KIM; JUNG, 1993; SUH et al.,
2002). O mecanismo fotossintético é bastante sensivel a estresses bidticos e
abioticos, sua alteracdo pode ocorrer mesmo quando a planta ndo apresente
sintomas visuais (MORAES, DELITTI; MORAES, 2000).

Neste estudo, ocorreu concordancia nos resultados de taxas fotossintéticas,
condutancia estomatica e transpiracdo para ambos 0s genotipos em concentracoes
diferentes de Fe, exceto para o gendtipo TSH 1188 com aeracao (Figuras 16, 19 e
22). A reducdo da taxa fotossintética com aumento das concentracdes de Fe pode

ser observada nos dois genotipos, exceto o SIAL 70 sem aeracdo. O decréscimo da
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taxa fotossintética também foi observada em Ipomoea pes-caprae nas diferentes
concentracdes de Fe, apos sete dias de aplicacao dos tratamentos (CARLI, 2008).

Essas reducdes na taxa fotossintética podem ser atribuidas a limitagbes néo
estomaticas, uma vez que, ndo foi observado reducdo da concentracdo interna de
CO,. A queda da taxa fotossintética ocasionada por limitacdes ndo estoméaticas, séo
determinadas pela inativacao parcial de Rubisco, bem como pela quantidade desta
enzima (RIBEIRO; MACHADO, 2007).

Adamski (2011), estudando os efeitos do Fe em batata-doce observou que nos
tratamentos com altas concentracbes de Fe (niveis acima do recomendado)
ocorreram reducfes significativas na taxa fotossintética quando comparado ao
tratamento controle. Esse mesmo autor sugeriu que a reducdo se deu por baixa
formacédo do poder redutor (NADPH, e ATP) e, ou, com o comprometimento de
algumas reagoes de carboxilagdo, pois 0 mesmo relacionou seus resultados com a
captura, absorcéo e aproveitamento da energia luminosa mais eficiente, e supde que
os elétrons da cadeia de transporte tenham potencializado a formagao de ERO’s,
principalmente na forma de O,' (oxigénio singleto) (BOWLER; MONTAGU; INZE,
1992), que segundo Triantaphylides e Havaux (2009), é mais reativo que 0 O, e 0
H.0,. As ERO’s podem ser altamente destrutivas, pois lesionam seriamente varios
componentes celulares, dentre eles, lipideos, proteinas, carboidratos e acidos
nucléicos, levando a uma diversidade de alteracbes morfologicas, bioquimicas e
fisiolégicas (EATON; QIAN, 2002), comprometendo assim, o crescimento e o
desenvolvimento das plantas. Esse comprometimento no crescimento pode ter
ocorrido no genétipo TSH 1188 na concentracdo 133,5 ymol L™ de Fe sem aeracao,

uma vez que sua taxa fotossintética foi baixa.

No entanto, o gendtipo SIAL 70 sem aeracdo, apresentou aumento na taxa
fotossintética na dose intermediaria de Fe, enquanto na maior dose reduziu apos
certo periodo com auséncia de aeracdo e elevou-se posteriormente ultrapassando o
valor inicial (tempo zero). Esse aumento pode ser consequéncia da elevada
atividade da enzima polifenoloxidase (PPO) (Figura 4), uma vez que a maior parte
da atividade de PPO ocorre nos cloroplastos desintoxicando as ERO’s formadas
pelo estresse oxidativo que ocasionam lesdes nas células das plantas, ndo alterando

assim seu crescimento em relacdo a concentracdo controle de Fe (Figura 32).
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A falta de aeracdo afetou as taxas fotossintéticas ao longo do tempo de forma
diferente para cada gendétipo e dose utilizada (Figura 17). Na presenca da aeracao, o
TSH 1188 n&do apresentou alteracdes significativas no decorrer dos 35 dias de
tratamento nas trés concentragbes de Fe utilizadas (Figuras 17A, 17C e 17E),
apresentando, inclusive, a mesma taxa fotossintética média (5,10 pmol CO, m™2s™)
que a obtida no ambiente sem aeracéo na concentracdo 44,5 umol L™ (Figura 17A).
Por outro lado, nas maiores doses as taxas fotossintéticas do tratamento sem
aeracdo decairam 59,9 e 45%, aos 18,8 e 18,1 dias, restaurando, ao final de periodo
de recuperacdo (35° dia), 85 e 94,1% da fotossintese mensurada antes do
desligamento da aeracdo nas respectivas concentracdes (Figuras 17C e 17E). Em
média, nas concentracdes 133,5 e 400,5 ymol L™, o TSH 1188 com aeracdo
apresentou taxas fotossintéticas 57,3 e 44,2% superiores as do tratamento sem

aeracao, respectivamente.

O genotipo SIAL 70 permaneceu com suas taxas fotossintéticas inalteradas com o
passar do tempo na concentracdo 44,5 pymol L™, tanto em ambiente sem e com
aeracao, ndo obstante, a fotossintese das plantas crescidas com aeracédo foi 11,1%
maior (Figura 17B). De modo contrastante, nas concentra¢cdes 133,5 e 400,5 pmol L
! de Fe (Figuras 17D e 17E), os valores dessa variavel foram, em média, 15,9 e
26,7% maiores em plantas sem aeracdo do que nas com aeracao, sendo que na
concentracdo intermediaria (133,5) verificou-se aumento linear alcancando no 35°
dia uma taxa fotossintética 41,3% maior que a verificada antes do desligamento da
aeracao (Figura 17D). Na concentracgéo 400,5 umol L™ de Fe, a fotossintese do SIAL
70 sem aeracdo reduziu 29,4% aos 14,6 dias, e depois subiu ultrapassando em
28,2% a fotossintese mensurada antes do desligamento da aeracdo, no final da
recuperacdo (Figura 17F). Ja a do com aeracdo reduziu em 46,7% aos 17,6 dias,

aumentando em seguida até atingir 98,7% da fotossintese inicial.
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Figura 17 - Influéncia da presenca e auséncia da aeracdo sobre a evolugéo da taxa fotossintética (A)
em funcdo do tempo, em dois gendtipos de cacau, TSH 1188 e SIAL 70, submetidos a trés

concentracdes de ferro, 44,5 (A e B), 133,5 (C e D) e 400,5 ymol L* (Ee F) em solugéo nutritiva.
Valores médios de trés repeticbes (EP).

Durante periodos longos de alagamento, geralmente ocorrem diminuicdes
progressivas nos valores da taxa fotossintética por efeitos inibitérios nos processos
estomaticos e ndo estomaticos. As limitacdes ndo-estomaticas da fotossintese estéo
fortemente associadas as alteracbes nas enzimas do ciclo de Calvin e na
degradacdo dos pigmentos fotossintéticos. O decréscimo na atividade da ribulose-
1,5-bifosfato carboxilase-oxigenase (RUBISCO) constitui um dos sintomas iniciais do
estresse por hipdxia, que contribui para perdas na capacidade fotossintética

(PEZESHKI, 1994; PEZESHKI, 2001; PATEL et al., 2014).
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Ainda que os teores de pigmentos fotossintéticos ndo sofressem grandes variacoes,
a auséncia de aeracdo provocou alteracdes nas taxas fotossintéticas dos dois
genotipos estudados. Silveira (2011), ao submeter duas cultivares de café observou
redugdes significativas na taxa fotossintética. Rehem et al. (2010), analisando seis
clones de cacau relatou que a taxa fotossintética reduziu com o aumento do tempo
em periodo alagado. J& Bertolde (2007), verificou reducdes significativas em taxa
fotossintética, condutancia estomatica e transpiracdo em trinta e cinco clones de

cacau.

As reducbes na taxa fotossintética neste presente estudo foram mais intensas no
genotipo TSH 1188 quando submetido a altas concentracdes de Fe. Bertolde (2007)
estudando esse mesmo genotipo verificou que em média sua taxa fotossintética foi
de 6,5 pmol CO, m™2 s™* sem alagamento e 2,3 pmol CO, m™?s™* com alagamento.
Provavelmente a reducao da taxa fotossintética neste estudo foi potencializada pelas
altas concentracbes de Fe na solucdo nutritiva, uma vez que na concentracao

recomendada a taxa fotossintética se manteve constante.

Bradford e Hsiao (1982), estudando o efeito do alagamento na troca gasosa de
plantas de tomate, sugeriu que a reducdo da taxa fotossintética em tomateiro sob
alagamento afetou principalmente a regeneracdo da enzima Rubisco.
Possivelmente, o alagamento por afetar a atividade da Rubisco pode também
provocar danos ao fotossistema Il (LIAO; LIN, 1994; DREYER, 1994; KOZLOWSKI,
1997; PEZESHKI, 2001; HERRERA et al., 2008), reduzindo a taxa fotossintética.
Mielke et al. (2003) relataram que, em Genipa americana, a taxa fotossintética foi
limitada por fatores estomaticos e ndo estomaticos em plantas alagadas. Pezeshki
(2001) reforcou que, em longos periodos de alagamento, limitacdes néao
estomaticas, como a degradacao de pigmentos e alteracdes em enzimas do Ciclo de

Calvin séo as causas principais do declinio fotossintético.

O declinio nos valores da taxa fotossintética no genoétipo TSH 1188 submetido a
auséncia de aeracao pode ser atribuido a limitacdo da difusdo do CO,, promovida
pelo fechamento dos estébmatos, ou ainda pela diminuicdo do transporte de
fotoassimilados para os drenos ativos (Figura 26) (KOZLOWSKI, KRAMER,
PALLARDY, 1991). Segundo Schaffer (1998), reducdes na taxa de assimilacdo de

CO, de algumas plantas arbéreas frutiferas, resultantes de um estresse hidrico por
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excesso de agua, também podem ser atribuidas a fatores ndo estomaticos como
mudancas bioquimicas associadas com reacdes fotossintéticas.

No entanto, a resposta especifica de plantas ao alagamento varia muito, e fatores
incluindo espécie, genotipo, idade e condicdo da planta, qualidade da agua e
duracao do periodo de alagamento devem ser levados em consideracdo (KRAMER,;
KOZLOWSKI, 1979). Como observado neste trabalho, o gendtipo SIAL 70
apresentou resposta contraria ao do genétipo TSH 1188, aumentando sua taxa
fotossintética quando submetido a falta de aeracdo na concentracdo 133, 5 ymol L™
de Fe. Apesar de esse resultado ser contrario a maioria dos estudos com plantas em
alagamento, provavelmente a maior atividade das enzimas antioxidantes pode ter

contribuido para o aumento da taxa fotossintética.

Os dois genodtipos apresentaram recuperacdo apos o término do periodo de
auséncia de aeracdo e segundo Pezeshki (1993), um indicador da tolerancia ao
alagamento é a inibicéo inicial das trocas gasosas seguida por uma recuperacao,

sugerindo niveis de tolerancia para ambos genotipos.

Ao comparar a evolucao das taxas fotossintéticas dos dois genotipos em ambiente
sem e com aeracao, verificam-se diferencas intergenotipicas nas trés concentracoes
de ferro testadas (Figura 18). De modo geral, com aeracédo as taxas fotossintéticas
do TSH 1188 nao se alteraram significativamente no decorrer do tempo, mas em
média elas foram, respectivamente, 18,6, 13,6 e 38,7% mais altas que as do SIAL
70 nas doses 44,5, 133,5 e 400,5 pmol L™ (Figura 18B, 18D e 18F). Nessa Ultima
concentragdo, as taxas fotossintéticas do SIAL 70 reduziram em 46,7% aos 17,6

dias, mas aos 35 dias alcancaram 98,7% das taxas iniciais (Figura 18F).
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L* (E e F), na presenca e auséncia de aeracdo em solucdo nutritiva. Valores médios de trés
repeticbes (xEP).

Em condicSes de sem aeracdo na concentracdo 44,5 umol L™ também ndo foram
observadas alteracfes significativas para os dois genoétipos em funcdo do tempo,
porém as taxas fotossintéticas do TSH 1188 foram 31,8% superiores (Figura 18A).
Com 133,5 pmol L' de Fe o SIAL 70 aumentou linearmente suas taxas
fotossintéticas com valores que, em média, superaram as do TSH 1188 em 66,4%
(Figura 18C), ao passo que com 400,5 ymol L™ ocorreram reducées de modo mais
intenso no TSH 1188 (45,0%) do que no SIAL 70 (29,4%) que, por sua vez,
apresentou valores médios 31,7% mais altos (Figura 18E).

Bertolde (2007), ao avaliar trinta e cinco clones de cacau também observou que 0s

clones apresentam diferentes maneiras de responder ao estresse por alagamento.
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Rehem et al. (2010), ao avaliar seis clones de cacau verificou que as taxas
fotossintéticas foram diferentes em comparacdo ao ambiente ndo alagado. Branco
(2010) observou diferencas intergenotipicas significativas para as plantas alagadas
dos clones de cacau TSH 774 e TSA 792, sendo que em ambos genotipos os
valores de taxas fotossintéticas foram reduzidos significativamente com o tempo de
alagamento, com uma média de 3,0 pmol CO, m? s™ para o clone TSA-792 e de 2,0
umol CO, m? s™* para o clone TSH-774 aos 48 dias ap6s a aplicacdo do tratamento
alagado.

O excesso do Fe também é um fator limitante para a taxa fotossintética, em arroz
seu excesso na solugdo nutritiva causou efeitos severos na taxa de assimilagéo
liquida de CO,, funcao crucial para as plantas e altamente sensivel a estresses. O
cultivar Canastra apresentou queda fotossintética mais drastica em comparagao com
o cultivar BR-IRGA 409, expostos ao sulfato ferroso (MULLER, 2015).

A condutancia estomatica dos genaotipos TSH 1188 e SIAL 70 em fun¢do do tempo
foram influenciadas pelas concentracbes de Fe utilizadas, tanto em sem e com
aeracdo (Figura 19). A concentracdo recomendada de Fe sem aeracdo néo
influenciou a condutancia estomatica no genoétipo TSH 1188, no entanto nas
concentracdes 133,5 e 400,5 ymol L™ de Fe, foi verificado reducdes significativas no
decorrer do tempo. Verificaram-se reducfes de 52,6 e 67,7% aos 15,2 e 17 dias.
Posteriormente, ao final do periodo de recuperacédo as plantas desse genaotipo nas
concentracdes 133,5 e 400,5 ymol L™ de Fe superaram a condutancia estomatica
em 8,2 e 35,6% do valor inicial antes do desligamento da aeracédo (Figura 19 A). Em
ambiente com aeracdo, esse mesmo genotipo apresentou reducdes significativas
nas trés concentracdes de Fe, sendo 79,8; 55,5 e 51,1% aos 25,5; 25,6 e 22 dias,
seguidas por aumento aos 35 dias de 68,8; 48 e 33,5% dos valores encontrados no
inicio da aplicagao das doses de Fe nas concentragdes 44,5; 133,5 e 400,5 pmol L

de Fe respectivamente (Figura 19B).

O gendtipo SIAL 70, ndo apresentou alteracbes na condutancia estomatica em
condicBes de auséncia de aeracéo nas concentragdes 44,5 e 133,5 ymol L™ de Fe,
no entanto na concentracdo 400,5 pmol L™ aos 15 dias reduziu 28% e recuperou
superando o indice inicial com 21,8% aos 35 dias (Figura 19C). Em ambiente com

aeracdo a concentracdo recomendada também n&do apresentou alteracdes na
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condutancia estomatica ao longo do tempo, entretanto aos 17,7 e 13,7 dias esse
mesmo gendtipo reduziu 34,0 e 41,1% nas concentracdes 133,5 e 400,5 pmol L™ de
Fe respectivamente, recuperando a condutancia estomética em 97,9% e superando
em 57,1% dos valores iniciais aos 35 dias de aplicacdo dos tratamentos, nas
respectivas concentragdes (Figura 19D).
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Figura 19. Influéncia de diferentes concentracdes de ferro (44,5, 133,5 e 400,5 pmol L™) sobre a
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SIAL 70 (C e D), na presenca e auséncia de aeracdo em solucdo nutritiva. Valores médios de trés
repeticbes (xEP).

De modo geral, os dados de condutancia estomatica estdo de acordo com os dados
de taxa fotossintética e transpiracdo, sendo mais evidenciado no genotipo TSH
1188. A reducado da condutancia estomatica reduz também a taxa de transpiracéo,
diminuindo a absorcdo de Fe em excesso 0 que pode ser esperado como uma
estratégia para reduzir a absorcédo de Fe, ja que este é transportado pelo xilema
(CURIE; BRIAT, 2003). O mecanismo pelo qual o excesso de Fe afeta o movimento
estomatico ainda nao esta muito claro (CARLI, 2008). Provavelmente, a reducao da
condutancia estomatica esta ligada a atividade de H'-ATPase das membranas

celulares, pois 0 excesso de Fe pode potencializar sua despolarizagao. A atividade
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da H*-ATPase pode reduzir em 80-90%, ou ainda perder a fungéo da proteina com
Fe livre nas células (CASANO et al.,, 1997; SANTOS-SOUZA et al., 2001). O
fechamento dos estdmatos também pode, indiretamente, levar ao estresse oxidativo
através de reducao da cadeia de transporte de elétrons e fotoinibicdo, contribuindo
para os efeitos sobre a fotossintese. (CURIE; BRIAT, 2003).

Campos (2014), em plantas de café conilon, observou que a medida que aumentava
as doses de Fe a condutancia estomatica foi sendo reduzida. No entanto, os dois
gendtipos apresentaram uma forma similar de lidar com o estresse por Fe, pois ao
longo periodo do experimento a condutancia estomética reduziu, mais com o tempo
foi recuperada e as vezes superada em relacdo aos valores iniciais, sugerindo que
esses genotipos apresentam mecanismos de lidar positivamente contra esse
estresse, apesar de apresentarem maior abertura de estdbmatos em alguns

tratamentos.

Em geral a auséncia de aeracao ocasionou reduc¢des significativas na condutancia
estomatica nos dois gendtipos estudados, no entanto foram verificadas formas
diferentes de responder a esse estresse ao longo do tempo, (Figura 20). Sem
aeracdo, o TSH 1188 nao apresentou alteracdes significativas no decorrer dos 35
dias para a concentracdo de Fe recomendada, contudo, em condi¢cdes com aeracéo
ocorreu reducao de 79,8% aos 25,5 dias com recuperacédo de apenas 68,8% aos 35
dias de experimento, o valor dessa variavel foi, em média, 125% superior em plantas
com aeracdo do que nas plantas sem aeracdo (Figuras 20A). Por outro lado, na
concentracdo 133,5 pmol L™ de Fe sem e com aeracdo ocorreram reducées de 52,6
e 55,5% aos 15,2 e 25,6 dias, respectivamente. Ndo obstante, nos dois ambientes
esse gendtipo apresentou recuperacdo. Em média o ambiente com aeracdo
apresentou valores superiores que o ambiente sem aeracdo com 31,6% (Figura
20C). Na concentracdo mais elevada de Fe o genoétipo TSH 1188 apresentou
reducdo de 51,1% com aeracdo e 67,7% sem aeracdo, consequentemente, o
ambiente com aeracdo apresentou valores médios mais elevados (10,3%) que a do

ambiente sem aeracao (Figura 20E).

O gendtipo SIAL 70 na dose recomendada de Fe ndo apresentou alteracdes na
condutancia estomatica (Figura 20 B). Da mesma forma, na dose 133,5 pmol L™ de

Fe também ndo apresentou alteragbes em ambiente sem aeracao, entretanto, com



72

aeracao ocorreu reducédo de 34,0% aos 17,7 dias, e ao final de 35 dias recuperou
quase totalmente do valor inicial (97,9%), em média o ambiente sem aeracao foi
33,6% superior ao ambiente com aeracédo na condutancia estomética (Figura 20 D).
Na concentracdo 400,5 umol L™ de Fe, a condutancia estomatica do SIAL 70 reduziu
41,1 e 28% aos 13,7 e 15 dias, e depois subiu ultrapassando em 57,7 e 21,8% no
final da recuperacdo, em média com aeracdo foi 31,3% superior a0 sem aeracao
(Figura 20 F).

Segundo Kozlowiski (1997), a reducdo da conduténcia estomatica em plantas
tolerantes e ndo tolerantes é considerada uma resposta comum ao alagamento no
solo. Geralmente, em poucas semanas apds o0 alagamento, as espécies tolerantes
demonstram uma tendéncia em recuperar os valores de condutancia estomatica a
semelhanca das plantas controle (MIELKE et al., 2005). A reabertura dos estdbmatos
geralmente esta relacionada com o desenvolvimento de lenticelas hipertroficas ou
raizes adventicias (LOPEZ; KURSAR, 1999).

Varias pesquisas vem sugerindo que o fechamento dos estbmatos de plantas
submetidas ao alagamento esta ligado a reducdo na condutividade hidraulica das
raizes (ANDERSEN; LOMBARD; WESTWOOD, 1984, DAVIES; FLORE, 1986). A
reducdo da condutividade hidraulica da raiz pode aumentar o estresse hidrico
interno, reduzindo a turgescéncia da folha e os valores de condutancia estomatica
(DAVIES; FLORE, 1986).

No entanto, os dois ambientes proporcionaram reducdes ao longo do tempo sob a
condutancia estomatica, sugerindo que o fechamento e/ou abertura dos estématos
foi intensificado pelo estresse por Fe, sendo mais observado no genotipo TSH 1188,
onde com aeracdo apresentou maior abertura de estdmatos nas maiores
concentracfes de Fe. Bertolde (2007), estudando o clone TSH 1188 em alagamento,
também observou maior abertura estomatica em ambiente ndo alagado. Em
contrapartida, o gendtipo SIAL 70 respondeu diferentemente, na dosagem
intermediaria, com maiores aberturas estomaticas no ambiente sem aeracao, ja na
concentragcdo mais alta de Fe as maiores aberturas foram em ambiente com

aeracao, sugerindo que o excesso de Fe aumentou o fechamento dos estdbmatos.
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Figura 20 - Influéncia da auséncia de aeragdo sobre a condutancia estomatica (gs) em funcdo do
tempo, em dois gendtipos de cacau, TSH 1188 e SIAL 70, submetidos a trés concentracdes de ferro,
44,5 (A e B), 133,5 (C e D) e 400,5 pmol L™ (E e F) em solugéo nutritiva. Valores médios de trés
repeticbes (xEP).

Ao comparar a condutancia estomatica dos dois gendtipos em ambiente sem e com
aeracdo, verificam-se diferencas intergenotipicas nas trés concentracdes de Fe
testadas (Figura 21). De modo geral, em presenca de aeracdo a condutancia
estomatica do SIAL 70 alterou significativamente no decorrer do tempo, mas em
média elas foram, respectivamente, 27,4 e 25,5% mais altas que as do gendtipo
TSH 1188 nas concentragdes 44,5 e 133,5 ymol L™ (Figura 21B e 21D). Na
concentracdo 400,5 ymol L™ de Fe, ndo foi observada diferenca intergenotipica
(Figura 21F).
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Em condi¢gdes de sem aeracdo na concentracdo 44,5 ymol L™ ndo foi observada
alteracdo significativa para os dois genétipos em funcdo do tempo (Figura 21A).
Com 133,5 ymol L™ de Fe o SIAL 70, em média, superaram 112,8% as do genétipo
TSH 1188 (Figura 21 C). Ja na concentracdo 400,5 pmol L™ de Fe a média foi de
7,6% superiores ao do genotipo TSH 1188 (Figura 21E).

O gendtipo SIAL 70 apresentou valores superiores na condutancia estomatica para
ambos os tratamentos em relacdo ao gendtipo TSH 1188, sugerindo ser mais
tolerante que esse genotipo, pois segundo Pezeshki (1993) reducdes maiores na

condutancia estomatica estdo associadas a espécies mais sensiveis ao alagamento.
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Figura 21 - Evolucdo da condutancia estomatica (gs) em funcao do tempo em dois genétipos de
cacau, TSH 1188 e SIAL 70, submetidos a trés concentracdes de ferro, 44,5 (A e B), 133,5(CeD) e
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As taxas de transpiratérias dos gendtipos TSH 1188 e SIAL 70 ao longo do tempo
foram influenciadas pelas diferentes concentragcdes de Fe utilizadas, tanto em
ambiente sem e com aeracdo (Figura 22). Na concentracdo 44,5 umol L™ de Fe as
taxas de transpiracdo de ambos 0s gendtipos sem e com aeracao ndo apresentaram
alteracoes significativas no decorrer do tempo (Figura 22A e C). Em contrapartida,
nas concentracdes 133,5 e 400,5 umol L™ foram verificadas reducées de 58,4 e
67,0% aos 15,7 e 14,2 dias no TSH 1188 sem aeragdo, respectivamente.
Posteriormente, ao final do periodo de recuperacdo as plantas desse gendtipo
superaram o valor das taxas iniciais em 33 e 74,6% quando comparadas com as
verificadas antes do desligamento da aeracédo (Figura 22A). No TSH 1188 com
aeracao, a concentracdo recomendada e intermediaria de Fe promoveram
diminuicdo das taxas transpiratorias observadas aos 12,1 e 14,8 dias com reducdes
de 34,7 e 53,8%, seguida de um aumento que ao final do experimento ultrapassando
em 89,6 e 46,2% a taxa de transpiracao inicial. J& na concentracdo mais elevada de
Fe o TSH 1188 nao apresentou alteracdes ao longo do tempo (Figura 22B).

No gendtipo SIAL 70, nas concentracdes 133,5 3 400,5 pymol L™ de Fe, foram
verificadas reducdes de 15,4 e 44,7% aos 8,5 e 14,1 dias no SIAL 70 sem aeracao,
respectivamente. Ao final do periodo de recuperacdo as plantas, superaram o valor
das taxas iniciais com 130,5 e 52,6% superiores as encontradas antes do
desligamento da aeracdo (Figura 22C). Em ambiente com aeracdo as trés
concentracfes de Fe ocasionaram alteracfes na taxa de transpiracdo com reducao
de 49,0; 42,5 e 69,7% nos dias 13,8; 17,9 e 16,6 respectivamente. Posteriormente, a
taxa de transpiracéo foi restaurada aos 35 dias superando os valores iniciais para as
concentracdes 44,5 e 400,5 pmol L™ de Fe em 54,4 e 17,2%, j4 na concentragéo

133,5 ymol L™ de Fe restaurou quase que totalmente com 96,1% (Figura 22D).

De modo geral, os dados de transpiracdo estdo de acordo com os dados de
condutancia estomatica. As taxas de transpiracdo estdo diretamente ligadas com
abertura de estbmatos, neste estudo, ao longo do tempo o excesso de Fe reduziu a
transpiracdo dos dois gendtipos em funcao da abertura estomatica, uma vez que o
Fe é transportado via xilema, as plantas podem ter desenvolvido essa estratégia
para evitar a toxidez (CURIE; BRIAT, 2003).
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Figura 22. Influéncia de diferentes concentracdes de ferro (44,5, 133,5 e 400,5 ymol L™) sobre a taxa
transpiratoria (E) em funcdo do tempo em dois genétipos de cacau, TSH 1188 (Ae B) e SIAL 70 (C e
D), na presenca e auséncia de aeracdo em solucdo nutritiva. Valores médios de trés repetices
(£EP).

De maneira geral, a falta de aeracdo afetou as taxas de transpiracdo dos dois
genotipos e concentracdes de Fe utilizadas ao longo do tempo (Figura 23). Sem
aeracao na concentracdo recomendada de Fe, o gendtipo TSH 1188 ndo apresentou
alteracoes ao longo do tempo, no entanto com aeracdo aos 12,1 dias de
experimento verificou-se reducdo de 34,7%, seguido por aumentos, inclusive,
superando em 89,6% das taxas iniciais de transpiracdo. Em média, esse genaotipo
em ambiente sem aeracao obteve as taxas de transpiracdo superiores em 10,1% do
gue ambiente com aeracdo (Figura 23A). Por outro lado, na concentracao
intermediaria de Fe as taxas de transpiracdo dos tratamentos sem e com aeracao
decairam em 58,4 e 53,8%, aos 15,7 e 14,8 dias, restaurando e superando, 33 e
46,2% da taxa de transpiracdo do inicio do experimento, respectivamente. Em
média, o TSH 1188 com aeracao apresentou taxa de transpiracado 22,6% superior as
do tratamento sem aeracao (Figura 23C). Na concentracdo mais elevada de Fe néo

ocorreram diferencas significativas entre os dois ambientes (Figura 23E).

O gendtipo SIAL 70 permaneceu com as taxas de transpiracdo inalteradas com o

passar do tempo nha concentracédo 44,5 ymol L™ de Fe em ambiente sem aeracéo,
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diferentemente, com aeracéo verificou-se reducdo de 49,0% aos 13,8 dias, seguido
de recuperacdo com superagdo da taxa inicial mensurada (54,4%). Em média, o
ambiente com aeracdo apresentou taxa de transpiracdo 7,4% superior as do
tratamento sem aeragcao (Figura 23B). De modo contrastante, nas concentracoes
133,5 e 400,5 pmol L™ (Figuras 23D e F), os valores dessa variavel foram, em
média, 46,3 e 25,8% maiores em plantas sem aeracdo do que nas com aeracao.
Nas concentraces 133,5 e 400,5 umol L™ de Fe, a taxa de transpiracdo do SIAL 70
sem aeragcdo reduziram 154 e 44,7% aos dias 8,5 e 14,1, depois subiu
ultrapassando em 130,5 e 52,6% a transpiracdo mensurada antes do desligamento
da aeracdo, no final da recuperagdo. O com aeracdo, nessas mesmas
concentragdes, reduziu 42,5 e 69,7% aos 17,9 e 16,5 dias, aumentando em seguida
até atingir 96,1% e superar 17,2% da transpiracao inicial, respectivamente.

Segundo Kozlowisk (1997) e Pezeshki (1993) a reducdo nos valores da taxa de
transpiragdo, ocorre inicialmente, devido ao fechamento dos estématos, resultando
no decréscimo na absorgédo de CO; nas folhas. Schaffer; Andersen; Ploetz, (1992),
também constataram que o declinio da transpiracdo em ambiente alagado ocorre
devido ao fechamento dos estdbmatos, pois a deficiéncia de O, nao diminui
significativamente o potencial hidrico do xilema. Espécies que sao sensiveis ao
alagamento frequentemente exibem reducbes severas em transpiracdo e
condutancia estomatica (PEZESHKI, 1993; GRAVATT; KIRBY, 1998), sendo estas
variaveis Uteis na determinacédo do grau de tolerancia das plantas ao alagamento do
solo (GRAVATT; KIRBY, 1998).

No entanto, considerando o que esses autores afirmaram provavelmente a reducao
da taxa de transpiracéo foi influenciada pelo excesso de Fe na solucao nutritiva, que
resultou na reducdo da abertura estomatica para diminuir a absorcao de Fe,
contudo, a resposta também parece ter sido influenciada por outros fatores, pois na
concentracdo recomendada de Fe também ocorreram reducdes de condutancia

estomatica e transpiracdo mesmo com aeracao.
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Figura 23 - Influéncia da presenca e auséncia da aeracdo sobre a taxa transpiratoria (E) em funcéo
do tempo, em dois gendtipos de cacau, TSH 1188 e SIAL 70, submetidos a trés concentra¢des de
ferro, 44,5 (A e B), 133,5 (C e D) e 400,5 ymol L™ (E e F) em solugédo nutritiva. Valores meédios de trés
repeticbes (xEP).

Ao comparar a evolucdo das taxas de transpiracdo dos dois gendtipos em ambiente
sem e com aeracdo, em geral, verificam-se diferencas intergenotipicas nas trés
concentracfes de Fe testadas (Figura 24). De modo geral, a auséncia da aeracéo
reduziu significativamente no decorrer do tempo a taxa de transpiracdo, mas em
média elas foram, 10,5% mais altas no genétipo TSH 1188 na concentracdo 44,5
umol L™ de Fe, e 90,8 e 18,3% mais altas no genétipo SIAL 70 nas concentragdes
133,5 e 400,5 pmol L™ de Fe respectivamente (Figura 24 A, C e E).

Em condicdes com aeragdo na concentracdo 44,5 e 133,5 pymol L™ ndo foram

observadas alteracOes significativas para os dois genoétipos em funcdo do tempo
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(Figura 24B e D). Com 400,5 umol L™ de Fe o SIAL 70 reduziu 69,7% da taxa de
transpiragcédo aos 14,1 dias, recuperando e superando em 52,6% dos valores iniciais,
no entanto, o TSH 1188 ndo apresentou alteracdes ao longo do tempo, em média 0s
valores da taxa transpiratoria foram mais elevados no genétipo TSH 1188 (9,3%) do
que a do SIAL 70 (Figura 24 F).

De modo geral, o gendtipo SIAL 70 apresentou maior taxa de transpiracdo do que o
THS 1188, confirmando sua maior absor¢do de nutrientes em comparacdo ao
genotipo TSH 1188 (Tabela 1), pois segundo Marschner (1995), as taxas
transpiratorias podem favorecer a absorcdo de certos nutrientes.
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Figura 24 - Evolugdo da taxa transpiratéria (E) em funcéo do tempo em dois gendtipos de cacau,
TSH 1188 e SIAL 70, submetidos a trés concentracdes de ferro, 44,5 (A e B), 133,5 (C e D) e 400,5

umol L™ (E e F), na presenca e auséncia de aeracdo em solucéo nutritiva. Valores médios de trés
repetigbes (xEP).
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A concentragdo interna de CO, do gendétipo TSH 1188 em funcdo do tempo foi
influenciada pelas concentragdes de Fe utilizadas, tanto em ambiente sem e com
aeracao, no entanto, o gendtipo SIAL 70 ndo se observou diferenca ao longo do
tempo nos dois ambientes (Figura 25).

O gendtipo TSH 1188 na concentragdo 44,5 pymol L™ de Fe sem aeracéo, foi
verificado reducao linear de 14,6% ao 35° dia, enquanto que na concentracéo
intermediaria nao foi verificada alteracdes significativas no decorrer do tempo da
concentracdo interna de CO,. Entretanto, na concentracéo 400,5 umol L™ de Fe, foi
verificado reducéo de 18,3% ao 18,3 dias, com posterior recuperacao de 97,0% ao
final do periodo de recuperacdo das plantas antes do desligamento da aeracao
(Figura 25A). Em ambiente com aeracéo, a concentragdo 44,5 e 400,5 ymol L™ de
Fe promoveu reducédo de 31,6 e 22,6% aos 19,5 e 17,6 dias da concentracdo interna
de CO,, respectivamente, seguido de um aumento que ao final do experimento
recuperando 88,2 e 99,4% da concentracdo interna de CO; inicial. Ja na
concentracdo 133,5 ymol L™ de Fe, foi verificada reducao linear de 28,6% ao 35° dia
(Figura 25 B).

De maneira contrastante, para todas as concentracdes de Fe ndo foram observadas
alteracoes significativas ao longo do tempo no SIAL 70 em ambiente sem e com
aeracdo, embora a concentracao interna de CO, média fosse 11,7% mais elevada
na dose 133,5 umol L™ de Fe em comparacdo a dose recomendada em ambiente
com aeracao, nas demais concentracdes nao houve diferenca significativa entre as

concentracfes de Fe (Figura 25 C e D).

A adicdo de crescentes doses de Fe na solucdo nutritiva acarretou mudancas
significativas na concentracado interna de CO, para o genoétipo TSH 1188. Este
mecanismo é bastante sensivel as condicdes ambientais adversas (MORAES,
DELITTI; MORAES, 2000). Geralmente, a reducdo da concentracdo interna de CO,
nas plantas é acompanhada pela reducdo da fotossintese, na qual, em ambiente

sem aeracao para esse genotipo essa resposta foi encontrada.

Na concentracdo interna de CO, para o gendtipo SIAL 70, ndo se constatou
diferenca significativa ao longo do tempo nos dois ambientes. Apesar de o

fechamento parcial dos estdmatos, evidenciado neste trabalho pela diminuicdo da
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condutancia estomatica, causar reducdo de Ci, ndo houve variagdo significativa
desse parametro (MACHADO et al., 2010).
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Figura 25. Influéncia de diferentes concentracdes de ferro (44,5, 133,5 e 400,5 pmol L™) sobre a
concentracdo interna de CO, (Ci) em funcdo do tempo em dois gendétipos de cacau, TSH 1188 (A e B)

e SIAL 70 (C e D), na presenca e auséncia de aeracdo em solucdo nutritiva. Valores médios de trés
repeticdes (xEP).

A falta de aeracdo afetou a concentracdo interna de CO, ao longo do tempo de
forma diferente para cada genétipo e dose de Fe utlizada (Figura 26). A
concentracgao interna de CO, para o genotipo TSH 1188 sem aeracédo na dose 44, 5
umol L™ de Fe reduziu linearmente 14,6% ao 35° dia, com aeracdo reduziu 31,6%
aos 19,5 dias com recuperacao de 88,2% ao final dos 35° dia. Em média o ambiente
sem aeracdao foi 16,9% superior ao ambiente com aeracdo na concentragao interna
de CO, (Figura 26A). Na dose 133,5 pmol L™ de Fe com aerac&o ocorreu reducéo
linear de 28,6% ao 35° dia, jA sem aeracao ao longo dos 35 dias nao foi observado
diferencas significativas. Em média o ambiente sem aeracéo foi 18,6% superior nos
valores da concentracdo interna de CO, das plantas tratadas em ambiente com
aeragado (Figura 26C). Na dose 400,5 pmol L™ de Fe houve reducéo nos ambientes

sem e com aeracdo com 183 e 22,6% aos 18,3 e 17,6 dias seguidas de
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recuperacéo de 97 e 99,4% ao 35° respectivamente, no entanto entre os ambientes
estudados néo foi observado diferenca significativa (Figura 26E).

O gendtipo SIAL 70, sem e com aeracao nao apresentou alteracdes significativas no
decorrer dos 35 dias de tratamento nas trés doses de Fe utilizadas (Figuras 26B,
26D e 26F). Em média, na concentracdo recomendada, o SIAL 70 sem aeracdo
apresentou concentracdo interna de CO, 7,7% superior a do tratamento sem
aeracao (Figura 26B), nas demais doses de Fe para esse genotipo ndo foi
observada diferencgas significativas entre os tratamentos (Figura 26D e 26F).
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Figura 26 - Influéncia da presenca e auséncia da aeragéo sobre a concentracao interna de CO, (Ci)
em funcdo do tempo, em dois gendtipos de cacau, TSH 1188 e SIAL 70, submetidos a trés
concentracdes de ferro, 44,5 (A e B), 133,5 (C e D) e 400,5 pmol L™ (E e F) em soluc&o nutritiva.
Valores médios de trés repeticdes (xEP).
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De modo geral, os valores da concentragao interna de CO, foram mais elevados nas
plantas alagadas. O genoétipo TSH 1188 na dose recomendada e intermediaria
apresentou valores da concentracéo interna de CO, mais elevados em reacdo ao
ambiente com aeracdo. Bertolde (2007), também encontrou resultados semelhantes
guando analisou clones de cacau sob alagamento. Mielke et al. (2005), estudando
espécies arboreas observaram que ao longo do tempo do alagamento ocorreu
reducdo da concentracdo interna de CO; nas plantas. Segundo Ashraf (2003), a
reducdo da concentracdo interna de CO, é considerada normal em plantas arbéreas
tolerantes ao estresse por alagamento.

No entanto, geralmente baixos valores na concentracdo interna de CO; séo
conciliados com limitacbes estomaticas da fotossintese e maior conservacao da
planta em relacdo ao uso de agua, na qual nao foi observado no presente estudo,
uma vez que, ndo houve sincronismo com o0s resultados de fotossintese e
condutancia estomatica com a concentracao interna de CO, comparando ambientes
sem e com aeracdo. Segundo Liao e Lin (1994), quando ocorre queda da
fotossintese e aumento ou inalteracdo de CO,, sugere-se que o CO; que estava
chegando as células do mesofilo ndo estava sendo fixado na fase carboxilativa,
ocorréncia de limitacdo bioquimica, possivelmente por danos na estrutura da
Rubisco ou reducdo na regeneracdo da Ribulose 1,5-bifosfato. Silveira (2011),
analisando mudas de café sob alagamento também obteve resultados semelhantes

com inalteracao de CO; interna com reducao da fotossintese.

Ao comparar a concentracdo interna de CO; dos dois gendtipos em ambiente sem e
com aeracao, verificam-se diferencas intergenotipicas nas trés concentracoes de Fe
testadas (Figura 27). O gendtipo SIAL 70, ndo alterou a concentracdo interna de CO»
no decorrer do tempo para os dois ambientes testados, mas em média em ambiente
sem aeragdo na dose 400,5 umol L™ de Fe foi 9,2% mais alta que as do genétipo
TSH 1188, ja nas demais doses de Fe ndo houve diferenca significativa entre os

gendtipos nesse ambiente (Figura 27A, 27C e 27E).

Em ambiente com aeracao, o genétipo SIAL 70 apresentou concentracao interna de
CO, superior ao TSH 1188 em todas as doses de Fe testadas no decorrer do tempo.

Em média elas foram, respectivamente, 13,6; 21,5 e 13,4% mais altas que o
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gendtipo TSH 1188 nas doses 44,5; 133,5 e 400,5 pmol L™ de Fe (Figura 27B, 27D e

27F).

Bertolde (2007), também observou diferengas interclonais entre os clones de cacau
CA-1.4, CEPEC-2010, CEPEC-42, TSA-656 e TSH-774 em relacdo aos clones BE-
07, CCN-10, CCN-51, CEPEC-2007 e CP-6, que apresentaram valores superiores

na concentragao
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Figura 27 - Evolugéo da concentracéo interna de CO, (Ci) em fun¢&o do tempo em dois gendtipos de
cacau, TSH 1188 e SIAL 70, submetidos a trés concentracdes de ferro, 44,5 (A e B), 133,5(Ce D) e
400,5 ymol L™ (E e F), na presenca e auséncia de aeracdo em solugdo nutritiva. Valores médios de

trés repeticdes (+tEP).
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4.4 COMPOSICAO MINERAL

No gendétipo TSH 1188, os teores de Nitrogénio (N), Fosforo (P), ndo diferiram
estatisticamente entre os tratamentos de Fe e com e sem aeragao, entretanto,
comparando com os teores considerados normais desses elementos nas folhas do
cacaueiro, os resultados sao considerados elevados conforme proposto por Souza
Junior et al. (2012) (Tabela 1). Para o gendtipo SIAL 70, o teor de N reduziu
somente na dose mais elevada de Fe em condi¢cbes sem aeragcdo, enquanto que
com aeracdo nao foram observadas diferencas significativas. O teor de P na dose
133,5 pmol L™ de Fe sem aeracdo, observou-se aumento de 19,4% em relacdo ao
ambiente com aeracao. Dessa forma, também foi considerado alto o teor de N e P
nas folhas do SIAL 70, pois os teores foliares considerados adequados para o N sé&o
20,0a25eP 1,7a2,5gkg”* (SOUZA JUNIOR et al., 2012).

Em contraste, o teor de Potassio (K) para o genotipo TSH 1188, nos dois ambientes
estudados, apresentaram valores considerados baixos por Souza Junior et al.
(2012), os teores foliares considerados adequados para o K é 18,0 a 24,0 g kg™. No
entanto, em ambiente sem aeracdo, as concentracdes mais baixas de Potassio (K)
somente foram observadas na menor dose de Fe (44,5 pmol L™), com reducédo de
14,1% em relacdo ao ambiente com aeracdo. Para o genotipo SIAL 70, sem
aeracdo, o menor teor de K foi observado no tratamento com a menor dose de Fe
(44,5 umol L), e apenas na dose 133,5 pmol L™ de Fe os teores de K foram
maiores estatisticamente no ambiente sem aeracdo. No entanto, a dose 133,5 pmol
L sem aeracdo e 400,5 umol L™ com e sem aeracédo, apresentaram teores de K

dentro da faixa considerada normal por Souza Junior et al. (2012).

O alagamento geralmente promove decréscimo na absorcdo e transporte de
nutrientes das raizes para parte aérea pela ruptura do crescimento radicular, que
estd associada com a diminuicdo da respiracdo aerobia ao nivel celular (BARRETT-
LENNARD; RATINGEN; MATHIE, 1999; SMETHURST; SHABALA 2003). Em
espécies nao tolerantes a falta de oxigenacéo, geralmente ocorre reducédo de N, P e
K nas concentracdes das folhas (DREW, 1997). Neste estudo, no entanto, ndo foram
observadas diminui¢des abaixo dos teores recomendados de N e P comparando o
ambiente com aeracéo, sugerindo que o TSH 1188 e SIAL 70 de maneira geral, ndo

modificaram sua absor¢éo quando foram submetidos a esses estresses.
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Tabela 1. Influéncia de diferentes doses de ferro e presenca e auséncia da aeracéo

sobre a concentragdo de nutrientes em folhas de Theobroma cacao L. gendtipo TSH

1188 e SIAL 70, cultivado em solug&o nutritiva.

Doses de Ferro (umol LY

Fe 44,5 Fe 133,5 Fe 400,5 Fe 44,5 Fe 133,5 Fe 400,5
. N TSH 1188 SIAL 70
Nutriente Aeragdo L
Macronutrientes (g kg ™) CV(%)
. a SEM 30,6 Aa 29,6 Aa 29,6 Aa 30,2 Aa 31,8 Aa 27,4 Bb
Nitrogénio 3,57
COM 31,8 Aa 30,4 Aa 30,7 Aa 30,8 Aa 30,7 Aa 29,5 Aa
EM 4 A 4 A A 4,1A 4,3 A A
Fésforo S 3,4 Aa 3,4 Aa 3,0 Aa ,1 Aa ,3 Aa 3,8 Aa 12,08
COM 2,8 Aa 3,0 Aa 2,5 Aa 3,6 Aa 3,6 Ab 4,0 Aa
.. SEM 15,6 Aa 16,5 Aa 15,6 Aa 17,8 Ba 20,9 Aa 19,6 Aa
Potassio 6,01
CcCoOM 13,4 Bb 15,3 Aa 15,9 Aa 17,2 Aa 16,2 Ab 18,0 Aa
Calcio SEM 22,3 Aa 19,5 Ba 16,9 Ca 20,6 Ba 22,4 Aa 18,8 Ca 3,70
CoOM 20,0 Ab 18,1 Bb 17,0 Ba 21,4 Aa 21,1 Ab 18,4 Ba
, . SEM 4,1 Aa 3,4 Aa 3,6 Aa 4,5 Aa 4,1 Aa 3,5Ba
Magnésio 9,80
CoOM 3,6 Aa 3,5 Aa 2,5Bb 3,3 Ab 3,8 Aa 3,8 Aa
Enxofre SEM 2,0 Aa 1,6 Ba 1,5 Ba 1,6 Ba 2,0 Aa 1,5 Ba 10,12
CoOM 1,6 Ab 1,6 Aa 1,4 Aa 1,5 Aa 1,5 Ab 1,7 Aa
Micronutrientes (mg kg )
SEM 186,0 Ba 296,6 Aa 324,0 Aa 192,3 Ba 256,6 Aa 186,3 Bb
Ferro 13,78
CoOM 196,0 Aa 215,0 Ab 232,6 Ab 191,0 Ba 254,0 Aa 275,6 Aa
. SEM 198,0 Aa 176,6 Aa 188,6 Aa 207,0 Ca 370,6 Aa 302,0 Bb
Manganés 10,42
CoOM 137 Bb 169,3 Ba 209,6 Aa 218,6 Ba 198,0 Bb 357,0Aa
SEM 44,0 Aa 39,6 Ba 37,3 Ba 43,0 Ba 61,0 Aa 57,0 Aa
Boro 6,94
CoOM 34,6 Ab 40,0 Aa 36,0 Aa 45,6 Ba 56,0 Aa 56,0 Aa
Cobre SEM 6,0 Aa 7,3 Aa 6,6 Aa 7,3 Ba 10,3 Aa 7,5 Ba 12,61
CoOM 6,0 Aa 5,6 Ab 6,0 Aa 7,3 Aa 6,6 Ab 7,6 Aa
. SEM 25,0 Ba 35,6 Aa 34,0 Aa 51,0 Aa 43,0 Ba 29,8 Ca
Zinco 12,48
CoOM 22,0 Ba 21,3 Bb 29,6 Aa 33,6 Ab 22,0 Bb 36,0 Aa

As médias seguidas pelas mesmas letras, mailsculas nas linhas para as diferentes concentracdes de
Fe para cada gendtipos e mindsculas nas colunas para 0s tratamentos com e sem aeragao, para

cada nutriente, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

O teor de Calcio (Ca) no gendtipo TSH 1188, tanto em ambiente sem e com

aeracdo, apresentou-se elevado em relacdo aos teores foliares considerados
adequados (8,0 a 15,0 g kg™) para o cacaueiro (SOUZA JUNIOR et al., 2012),

especialmente nas doses 44,5 e 133,5 pmol L™ de Fe. Sem aeracéo, observou-se

aumento de 11,5 e 7,7% nas concentracbes 44,5 e 133,3 pmol L™ de Fe,
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respectivamente, em relagdo ao ambiente com aeragéo, contudo, houve reducao de

Ca a medida que se aumentaram as concentracdes de Fe.

O genotipo SIAL 70 o teor de Ca, apresentou valores mais elevados na dose 133,5
pumol L™ de Fe sem aeracao, sendo que na dose mais elevada de Fe (400,5 pmol L’
'), apresentou reducdo em relacdo & dose recomendada. Em ambiente com
aeracao, apenas a dose mais elevada de Fe apresentou reducdo em relacéo a dose
recomendada. Ao comparar os teores de Ca entre os dois ambientes, apenas na
dose 133,5 pmol L™ de Fe sem aeracdo apresentou maiores valores que o com
aeracdo. Contudo, tanto em ambiente sem e com aeracéo, o teor de Ca apresentou-
se elevado em relacdo aos teores foliares considerados adequados (SOUZA
JUNIOR et al., 2012).

O teor de Magnésio (Mg) diminuiu 30% quando o genétipo TSH1188 foi submetido a
maior dose de Fe em relacdo ao ambiente sem aeracdo. Ja no genotipo SIAL 70,
observou-se reducdo de 22,2% na dose mais alta de Fe em relacdo a dose
recomendada de Fe. Comparando os dois ambientes estudados, verificou-se
diferencas significativas apenas na dose recomendada de Fe, onde o ambiente sem
aeracao foi superior em 36,7% nos teores de Mg nas folhas. Segundo Souza Junior
et al. (2012), a maioria dos tratamentos apresentaram teores foliares abaixo dos
considerados adequados (4,0 a 8,0 g kg), exceto para a dose recomendada de Fe
sem aeracdo para 0 genétipo TSH 1188 e nas doses 133,5 e 400,5 pmol L™ de Fe

sem aeracao para o SIAL 70.

O aumento da concentracdo de Fe pode modificar os teores de outros nutrientes nas
folhas. Para as folhas ja estabelecidas de batata-doce, observou-se diminuicdo dos
teores de Ca e Mg para as plantas submetidas aos elevados niveis de Fe
(ADAMSKI, 2011), segundo Schmidt (2003), o excesso de ferro pode interferir na

absorcao de célcio.

A alta concentracdo de Fe pode ter causado um desbalanco nutricional através de
efeitos antagonisticos na absorcdo de Ca e Mg nas folhas (SAHRAWAT, 2005;
SILVEIRA et al., 2007), como foi também afirmado por Miiller (2015) e Fageria;
Barbosa Filho; Carvalho (1981), avaliando plantas de arroz em diferentes
concentracbes de Fe esses autores observaram reducdo de Ca com aumento das

concentragdes de Fe.
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O Mg é um importante componente da molécula de clorofila e estd envolvido na
ativacdo de varias enzimas fotossintéticas (LAING et al., 2000). A diminuicdo
observada nas folhas de plantas dos dois gendtipos de cacau estudados também foi
verificada por Bertolde (2011), ao analisar os genétipos TSA 792 e TSH 774,
observou reducéo significativa em presenca de alagamento. Resultado também
encontrado por Rehem et al. (2010), estudando seis clones de cacaueiro também
observou significativo reducdo desse nutriente nas folhas em presenca de

alagamento.

Para o Enxofre (S) no genétipo TSH 1188, em condi¢Bes sem aeracao, o teor desse
nutriente foi maior na dose 44,5 pmol L™ de Fe sem aeracdo, com valores que
ficaram na faixa considerada adequada (1,0 a 2,5 g kg™) (SOUZA JUNIOR et al.,
2012). Nessa dose recomendada de Fe, os teores foram 25% mais elevados em
ambiente sem aeracdo em relagdo ao com aeracdo. Em ambiente sem aeracéao,
observou-se ainda que, houve reducdo de S a medida que se aumentaram as
concentracdes de Fe. Para o SIAL 70, observa-se que em ambiente sem aeragao o
maior teor foi encontrado na dose 133,5 pmol L™ de Fe, na qual também observa-se
maior teor sob condicdes de sem aeracdo. No ambiente com aeracao, os teores de
S foram semelhantes entre si nas diferentes doses de Fe, porém, todos os
resultados desse nutriente ficaram na faixa considerada adequada por Souza Junior
et al. (2012).

Segundo Viégas et al. (2013), o teor de S tende a aumentar quando ha pouca
disponibilidade de Fe na solugcdo nutritiva. No entanto, nesse presente estudo foi
observada essa afirmacéo apenas no genotipo TSH 1188 sem aeracédo, onde nesse
tratamento obteve-se diferenca estatistica. Ainda assim, os teores de S nas folhas

foram considerados adequados para o cacaueiro.

Os teores de Fe no tecido foliar do genétipo TSH 1188 demonstraram tendéncia de
aumento com o aumento das concentracfes de Fe na solugdo nutritiva, sendo que
somente foi constatada diferenca significativa em ambiente com aeracédo. Segundo
Souza Junior et al. (2012), os valores considerados adequados estdo na faixa de
50,0 a 250,0 g kg™, dessa forma em ambiente com aeracdo os teores de Fe podem

ser considerados normais, no entanto, sem aeracdo apenas na dose de Fe
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recomendada o teor de Fe ficou dentro da faixa recomendada pelos autores, nas
demais doses o teor de Fe nas folhas foi considerado alto.

No SIAL 70, foi observado que os teores de Fe aumentaram a medida que se
elevava as concentracdes de Fe na solugao nutritiva em ambiente com aeragéo, na
gual, no ambiente sem aeracdo ndo foi observado esse mesmo comportamento.
Contudo, quando comparado os dois ambientes, o sem aeracdo na dose mais
elevada de Fe (400,5 pmol L™), foi observado reducdo de 32,4% em relacdo ao
ambiente com aeracdo. Deste modo, a dose recomendada de Fe com e sem
aeracdo e a dose mais elevada de Fe sem aeracdo podem ser consideradas
normais segundo Souza Junior et al. (2012), jA os demais tratamentos estdo acima

dos niveis de Fe recomendados nas folhas.

Adicionalmente, de modo geral houve aumento no teor de Fe a medida que se
aumentou a disponibilidade desse nutriente para as plantas. Geralmente, a
toxicidade do Fe esta ligada com a absorcédo, translocacdo e acumulo desse
nutriente na parte aérea. Neste experimento, as altas concentracbes de Fe nédo
mostraram fitotoxidez nas folhas, uma vez que, as folhas ndo apresentaram
coloracdo bronzeada intensa e manchas amarronzadas. Ou seja, a resposta
fisiolégica néo foi alterada pelos niveis de Fe acumulados nos tecidos, mesmo
chegando a ser expressivamente maior do que os valores requeridos para suprir as
necessidades normais das plantas de 50 a 250 g kg™ (SOUZA JUNIOR et al., 2012).
Resultado semelhante foi encontrado com mamona, o acumulo de ferro também néo
mostrou fitotoxidez nas folhas quando expostas a doses mais altas de Fe (MOTHE,
2012).

Esse resultado mostra a elevada capacidade dos dois gendtipos em tolerar altas
concentracfes de Fe nas folhas, uma vez que o metabolismo fotossintético, bem
como a maioria das caracteristicas de crescimento de gendétipos estudados nao foi
alterado drasticamente mesmo em niveis considerados toxicos, principalmente para
0 gendtipo TSH 1188.

Para plantas de arroz, valores entre 300 a 500 g kg™ sdo considerados criticos para
toxicidade (DOBERMANN; FAIRHUST, 2000). Porém, de acordo com Pugh; Dick;
Fredeen, (2002), o nivel critico para as plantas estaria acima de 500 g kg™ de massa

seca. Estes dados podem indicar que existe variagdo entre as espécies, cultivares e
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as condicdes de crescimento para a tolerancia desse nutriente. Em café, por
exemplo, a dose considerada toxica é acima de 200 g kg™ (WILSON, 1985).

A capacidade de atuacdo dos mecanismos de protecdo ou de tolerancia a toxidez
por Fe depende de diversos fatores, dentre os quais se destaca a duracdo do
periodo em que as plantas sdo submetidas a toxidez. Para situacdes de curto prazo,
0s mecanismos de tolerancia sédo provavelmente adequados. Para periodos longos,
0 mecanismo de tolerancia pode nao ser suficiente e a planta pode ter que adotar
mecanismos de protecdo (SCHMIDT, 2009), como mecanismos de exclusdo e
mecanismos de adaptacdo ou inativacdo do Fe nos tecidos das plantas
(MARSCHNER, 1995).

Para as plantas de arroz, os mecanismos de protecédo estdo bem elucidados, e a
toxidez por ferro pode ser dividida em mecanismos de exclusdo e mecanismos de
adaptacdo ou inativacdo do Fe nos tecidos das plantas, ou seja, mecanismo de
tolerancia (MARSCHNER, 1995; BECKER, ASCH, 2005).

Levando em consideracado os resultados obtidos neste trabalho, provavelmente os
genotipos de cacau estudados ndo apresentaram 0 mesmo mecanismo de protecao
a toxidez por Fe. Em ambiente sem aeracdo o Fe se encontra mais disponivel para
as plantas, o mecanismo de protecdo do TSH 1188 pode ter sido a estratégia de
inclus&o/protecéo, onde o Fe?* é absorvido na raiz, mas o dano no tecido pode ser
evitado por outras compartimentalizagdes (imobilizagao do ferro ativo em “sitios de
armazenamento”) ou pela exclusdao no simplasto (imobilizagdo pelo apoplasto da
folha). As plantas que utilizam essa estratégia toleram niveis elevados de Fe?'
dentro das células da folha, provavelmente através da “destoxificagdo” enzimatica no
simplasto (BECKER, ASCH, 2005). A tolerancia diferencial a niveis elevados de
nutrientes entre espécies e cultivares, embora possa sofrer os efeitos do ambiente, &
controlada geneticamente e pode ser devida a exclusédo e, ou, a tolerancia interna
dos tecidos (MUKHOPADHYAY, SHARMA, 1991).

O gendtipo SIAL 70, provavelmente empregou a estratégia de exclusdo/protecéao,
onde excluem Fe* em nivel da raiz, e assim evita o dano de Fe?" ao tecido alvo
(BECKER, ASCH, 2005), contudo, isso provavelmente ocorreu em ambiente sem
aeracdo quando a disponibilidade de Fe € maior, dessa forma, mesmo com elevada

dose de Fe, os resultados de teores foliares desse nutriente ficaram na faixa
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recomendada, ndo proporcionando niveis criticos desse nutriente para o genétipo
SIAL 70.

Os teores de Manganés (Mn) para o gendtipo TSH 1188, ndo apresentaram
alteracOes significativas em relacdo as doses de Fe sem aeracdo. Com aeracgéo, na
dose mais elevada de Fe, observou-se aumento do teor de Mn nas folhas em
relacdo as demais doses. No gendtipo SIAL 70, o teor desse nutriente foi maior na
dose intermediaria e mais baixo na menor dose de Fe no ambiente sem aeracéo,
enquanto no ambiente com aeragao o teor mais elevado foi obtido na maior dose de
Fe. De maneira geral, os teores de Mn nas folhas foram considerados adequados
segundo Souza Junior et al. (2012) (150,0 a 750,0 g kg™), exceto para o genétipo
TSH 1188 na dose 44,5 umol L™ com aeraco.

As concentracbes de Fe e Mn em partes vegetativas de plantas, muitas vezes
aumentam devido as inundacdes. Estes elementos sdo encontrados em formas

soluveis em solos alagados (PONNAMPERUMA, 1972), o que facilita sua absorcao.

Neste experimento, foi observado aumento do Mn nas folhas das plantas com a
maior dose de ferro com aeracdo para ambos 0s genotipos, esse resultado indica
gue a barreira de 6xido de ferro na absorcdo desse nutriente nédo foi eficaz, no
entanto, essa maior absorcéo ndo ultrapassou a faixa considerada adequada desse
nutriente. Uma vez que, o Fe e o0 Mn competem pelo mesmo sitio de ligacéao
fisiolégico (BASER; SOMANI, 1982), o que pode ter inibido ou potencializado a
absorcao e a translocacdo do Mn para a parte aérea. De acordo com Krieger et al.
(2002), foi identificada, no floema de Ricinus communis, uma proteina de ligacédo e
transporte de Fe®", a qual pode ligar-se também aos metais Cu®*, Zn* Mn?".
Resultado também encontrado em arroz, onde verificou-se tendéncia de aumento
nas concentracbes de Mn nas folhas, a medida que se aumentaram as

concentragfes de Fe na solucéo nutritiva (CAMARGO, 1984).

No teor de Boro (B) para o gendétipo TSH 1188, observou-se reducéo desse nutriente
guando se elevou as doses de Fe na solucdo sem aeracdo, enquanto que no
ambiente com aeracdo nao foram verificadas diferencas significativas. Na dose 44,5
pumol L™ o teor de B foi mais elevado em condicdes sem aeracéo sendo superiores
27,2% no teor de B na folha em relacdo ao ambiente com aeragcao. O SIAL 70, o teor

de B foi estatisticamente maior nas doses mais elevadas de Fe que nao diferiram
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entre si, tanto com e sem aeracdo. No entanto, independente dos tratamentos,
observou-se que o teor de B na folha ficou dentro da faixa considerada normal por
Souza Junior et al. (2012), sendo de 30 a 70 g kg™.

Os teores de Cobre (Cu) para o genétipo TSH 1188, ndo apresentaram diferencas
significativas comparando as doses de Fe, no entanto, na dose intermediéria de Fe
comparando os dois ambientes de estudo, o ambiente sem aeracdo apresentou
valores superiores que ambiente com aerac¢do. JA o gendtipo SIAL 70, foram
maiores na dose intermediaria 133,5 pmol L™ (41,1%) do que na dose recomendada
de Fe sem aeracdo. Comparando os dois ambientes, o ambiente sem aeracgao foi
56,1% mais altos do que em ambiente com aeracao. Esses teores estdo abaixo da
faixa considerada 6tima para o cacaueiro (10,0 a 20,0 g kg™), exceto para a dose
133,5 pmol L™ de Fe sem aeracdo (SOUZA JUNIOR et al., 2012).

Segundo estudos feitos por Viégas et al. (2013) em pimenta-longa (Piper
hispidimervum C. DC.), o aumento do teor de Fe nas folhas pode ocasionar reducéo
e/ou auséncia de Cu nas folhas. Entretanto, essa reducéo do teor de Cu nas folhas
dos dois gendtipos de cacau estudado, ndo pode ser afirmada pelo aumento de Fe
na solucao nutritiva, pois todos os tratamentos apresentaram valores abaixo dos

niveis considerados adequados para o cacaueiro.

Os teores de Zinco (Zn) no TSH 1188 foram maiores nas doses 133,5 e 400 pmol L™
de Fe sem aeracdo, no entanto, com aeracdo na maior dose de Fe, observou-se
aumento do teor de Zn. Comparando os dois ambientes, observou-se que, a dose
133,5 umol L™ de Fe sem aeracdo apresentou valor superior ao ambiente com
aeracdo. Para o gendtipo SIAL 70, o teor de Zn, em ambiente sem aeracéao,
observou-se reducéo do teor de Zn a medida que se elevava as concentracdes de
Fe na solucdo nutritiva. Com aeracdo na dose 133,5 pmol L™ de Fe apresentou
reducdo em relacdo as demais doses de Fe. Comparando os dois ambientes, o
ambiente sem aeracdo na dose 44,5 e 133,5 pmol L™ de Fe apresentou valores
superiores ao ambiente com aeracdo. No entanto, segundo Souza Junior et al.
(2012), os teores de Zn estdo abaixo dos considerados 6timos para cacau para 0s

dois genétipos estudados (80,0 a 150 g kg™?) .

Os resultados obtidos para 0 Zn no geno6tipo TSH 1188, corroboram com os obtidos

por Yoshihara et al. (2010), que analisando brotos de arroz, observou aumento no
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teor de Zn quando as plantas foram submetidas a elevadas doses de Fe. O ion Fe**
€ transportado para o interior do vegetal por transportadores capazes também de
transportar outros minerais, como o0 Zn, resultando em um acumulo maior desses
nutrientes com o aumento do Fe no solo. Além disso, a acidificacdo do meio
provocada pela raiz pode ter disponibilizado o Zn, possibilitando maior absorcéo de
Zn?* (GROTZ, GUERINOT, 2006; KOBAYASHI, NISHI, 2008). J4 o gendtipo SIAL
70, apresentou reducdo em ambiente sem aeracdo a medida que se aumentava o
Fe, resultado que também esta de acordo com Jugsujinda e Patrick (1993), que
afirmaram menor absor¢cdo de Zn ao excesso de Fe. Esses resultados confirmam
que, cada espécie/genotipo/cultivar tem formas diferentes de lidar com o estresse
causado pelo excesso de Fe.

De modo geral, o gendtipo SIAL 70 apresentou maior acumulagcdo em seu tecido
foliar de macro e micronutrientes em relagdo ao gendtipo TSH 1188 (Tabela 2).
Contudo, os teores de N para a maioria dos tratamentos ndo apresentaram
diferencas significativas entre os genétipos, exceto na dose 400,5 pmol L™ de Fe
sem aeracao, foi observado maiores teores de N (8%) para o genoétipo TSH 1188 em
relacdo do SIAL 70. Em relacdo aos teores de P e K, o SIAL 70 apresentou
aumentos significativos em todos os tratamentos em relacdo o TSH 1188. Para os
teores de Ca, o gendtipo SIAL 70 também apresentou maiores teores em relacdo ao
TSH 1188, exceto na dose 44,5 pmol L™ de Fe sem aeracdo, onde foi observado
maiores valores para o TSH 1188 (8,2%). Os teores de Mg, de modo geral nao
foram observadas diferencas significativas entres os genoétipos, exceto na dose
133,5 pmol L™ sem aeracdo e 400,5 pmol L™ com aeracéo, observaram-se reducdes

de 17,0 e 34,2% para o0 genodtipo TSH 1188 respectivamente.

Para os micronutrientes, nos teores de Fe ndo foram observadas diferencas
significativas entre os genétipos, exceto na dose 400,5 pmol L™ sem aeracdo onde o
SIAL 70 apresentou reducado de 42,5% em relacdo ao gendtipo TSH 1188, contudo
na dose 133,5 pmol L de Fe com aeracdo o comportamento se inverteu, com
reducédo de 15,3% para o gendétipo TSH 1188 em relacdo ao SIAL 70. Os teores de
Mn e B foram maiores no gendétipo SIAL 70, exceto na dose recomendadas de Fe,
onde os mesmos ndo apresentaram diferencas significativas entre si. Ja para o0s
teores de Cu, ndo foram encontrados diferencas significativas entre os genétipos,

exceto na dose 133,5 pmol L™ sem aeracéo, onde os teores de Cu foram 41,0%
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mais altos no SIAL 70 em relagdo ao TSH 1188. De modo geral, os teores de Zn
foram maiores no SIAL 70 sem aeracdo, exceto na dose 400,5 pmol L™* de Fe
reduzindo 12,3% em relagéo ao TSH 1188. Em ambiente com aeracgao, os teores de
Zn ndo apresentaram diferencas entre os gendtipos, exceto na dose 44,5 pmol L*,
onde o TSH 1188 reduziu 34,5% em relacdo ao SIAL 70.

Contudo, o aumento das taxas transpiratrias deve ter contribuido para o aumento
da eficiéncia de absor¢do de nutrientes do gendtipo SIAL 70 (Figura 24), uma vez
que, as taxas transpiratérias de modo geral, foram maiores que ao genétipo TSH
1188, pois dentre outros fatores, a concentracdo externa e as taxas transpiratérias
podem favorecer a absor¢cdo de certos nutrientes (MARSCHNER, 1995). Muitas

vezes, a eficiéncia de absor¢cdo aumenta, mais a eficiéncia de utilizagao diminui.

Decréscimos na eficiéncia de utilizacdo com o aumento da disponibilidade de certos
nutrientes na solucdo tém sido relatados para varias espécies vegetais (SILVA;
FURTINI NETO; VALE, 1996). De acordo com Bridgham et al. (1995) e Silva, Furtini
Neto e Vale (1996), a eficiéncia de utlizacdo diminui com o aumento da
disponibilidade do nutriente no substrato, uma vez que, nessa condicdo, a producao
de biomassa pelas plantas ndo sofre incremento na mesma propor¢cao que a
absorcao e acumulo do nutriente nos tecidos, havendo, nesse caso, um declinio na
utilizacdo interna do nutriente para a producdo de biomassa (SIDDIQI; GLASS,
1981).

Varios autores definem a eficiéncia nutricional de diferentes maneiras. Para Siqueira
et al.(1999) o termo eficiéncia € utilizado para diferenciar as espécies de plantas,
genotipos e cultivares pela as habilidade em absorver e utilizar os nutrientes. Ja para
Blair (1993) eficiéncia nutricional esta relacionada com a habilidade do
gendtipo/cultivar adquirir nutrientes do meio de crescimento e/ou incorporar ou

utiliza-lo na producéo da biomassa da parte aérea e raiz.
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Tabela 2. Concentracdo de nutrientes das folhas de Theobroma cacao L., genétipos TSH 1188 e SIAL 70, sob diferentes doses de

Fe, com e sem aeracdo em solucao nutritiva.

Macronutrientes (g.kg )
Nitrogénio Fosforo Potassio Calcio Magnésio Enxofre

Aeragio Ferro (umol L") TSH 1188 SIAL70 TSH 1188 SIAL70 TSH 1188 SIAL70 TSH 1188 SIAL70 TSH 1188 SIAL70 TSH 1188 SIAL70

44,5 30,6 A 30,2A 3,4B 4,1A 15,6 B 17,8 A 22,3A 20,6 B 4,1A 45A 2,0A 1,6B
SEM 133,5 29,6 A 31,8A 348 4,3A 16,5B 20,9A 19,58B 22,4 A 348B 4,1A 1,68 2,0A
400,5 29,6 A 27,48 308 3,8A 15,6 B 19,6 A 16,9B 18,8 A 3,6A 35A 1,5A 1,58
44,5 31,8A 30,8 A 2,88B 3,6A 13,4B 17,2 A 20,08 21,4 A 3,6A 3,3A 1,6 A 1,5A
CcoMm 133,5 30,4 A 30,7A 308 3,6A 15,3B 16,2 A 18,1B 21,1A 35A 3,8A 1,6 A 1,5A
400,5 30,7A 29,5A 2,58B 4,0A 15,9B 18,0A 17,08 18,4 A 2,5B 3,8A 1,4A 1,7A
CV(%) 3,57 12,08 6,01 3,7 9,8 10,12
Micronutrientes (mg.kg ™)
Ferro Manganés Boro Cobre Zinco
44,5 186,0A 192,3A 198,0A 207,0A 44,0A 43,0A 6,0 A 7,3A 25,08 51,0A
SEM 133,5 296,6 A 2566A 176,6B 3706 A 39,6B 61,0 A 73B 10,3 A 35,68 43,0A
400,5 3240A 186,3B 18386B 302,0A 37,3B 57,0A 6,6 A 7,5A 34,0A 29,8 B
44,5 196,0A 191,0A 137,0B 2186A 34,6B 45,6 A 6,0 A 7,3A 22,08 33,6 A
com 133,5 2150B 254,0A 1693B 1980A 40,0B 56,0 A 5,6 A 6,6 A 21,3A 22,0A
400,5 2326 A 2756A 2096B 3570A 36,0B 56,0 A 6,0 A 7,6 A 29,6 A 36,0A
CV(%) 13,78 10,42 6,94 12,61 12,48

As médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas para gendtipos, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Dessa forma, provavelmente o gendtipo TSH 1188 apresenta maior eficiéncia no uso
de nutrientes, uma vez que, mesmo com menor teor de nutrientes seu crescimento
foi superior ao genotipo SIAL 70. Pode-se também levar em consideragéo, sua taxa
fotossintética (Figura 18) que na maioria das vezes esteve superior ao genétipo SIAL
70, o0 que pode ter contribuido para seu elevado crescimento.

4.5 CRESCIMENTO

De modo geral, o diametro, a altura do caule, a area foliar e o nimero de folhas do
genotipo TSH 1188 diminuiram ou ndo apresentaram diferencas em ambiente sem
aeracao, exceto para a area foliar na maior dose de Fe que foi maior em ambiente
sem aeracao (Figuras 28A, C, E e G). No gendtipo TSH 1188, observou-se que sem
aeracao ocorreu reducdo de 28, 24,7 e 13,6% no diametro do caule com aumento
das concentracdes de Fe (Figura 28A). Por outro lado, para essa variavel o genotipo
SIAL 70 sem aeracgéo, apresentou reducao de 23,4% somente na dose 133,5 pumol
L™ de Fe (Figura 28B).

Com relacéo a area foliar o gendtipo TSH 1188, foi também observado, que a falta
de aeracdo promoveu reducdo de 57,1 e 50,3% nas concentracbes 44,5 e 133,5
pumol L™ de Fe respectivamente, entretanto, na dose 400,5 pmol L™ de Fe, a area
foliar aumentou 22,2% (Figura 28E). A éarea foliar do gendtipo SIAL 70 nao foi
afetada pela auséncia de aeracao, independente da dose de Fe (Figura 28F), sendo
gue o gendtipo TSH 1188 apresentou mesma tendéncia de reducdo no numero de
folhas observada para a area foliar, exceto na maior dose de Fe na qual a auséncia
de aeracdo nao influenciou essa variavel (Figuras 28E e G). O SIAL 70 apresentou
maior namero de folhas no ambiente sem aeracdo (50%) somente na dose 133,5
umol L™ de Fe (Figura 28H).

Esses resultados sugerem, que a falta de aeracdo influéncia negativamente o
crescimento desses dois gendtipos, uma vez que essas variaveis foram medidas 14
dias apés o inicio da recuperacdo. Pode-se observar que as plantas que passam por
esse estresse se recuperam fisiologicamente na maioria das vezes, contudo, seu
crescimento é prejudicado em comparacdo as plantas que ndo sdo submetidas a

esse estresse.
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Figura 28. Influéncia da presenca e auséncia da aeragéo sobre o didmetro do caule (A e B), altura do
caule (C e D), &rea foliar (E e F) e nimero de folhas (G e H) dos genétipos de cacau TSH 1188 e
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A deficiéncia de O, diminui o crescimento das plantas em espécies tolerantes e ndo
tolerantes (PEZESHK, 1993), contudo, as espécies consideradas sensiveis ao
alagamento desenvolvem sintomas, 0s quais resultam principalmente de disturbios
causados pela hipéxia ou andxia nas raizes, causando decréscimo no crescimento
da planta podendo levar a morte (ARRUDA; CALBO, 2004). Em café, reducdes por
alagamento foram observadas nas variaveis numero de folhas, area foliar, diametro
do caule e massa seca das folhas (SILVEIRA, 2011), coincidindo com os resultados
obtidos neste trabalho, principalmente para o genétipo TSH 1188. Decréscimos
significativos também foram observados em plantulas alagadas de Genipa
americana, na qual, o numero de folhas foi afetado significativamente (MIELKE et
al.,2003).

Rehem et al. (2010), analisando varios clones do cacaueiro em presenca de
alagamento, observaram diminuicdo da area foliar e numero de folhas em seis
genotipos de cacau. No entanto, essa resposta de reducdo do crescimento das
plantas, € também uma caracteristica de espécies tolerantes ao alagamento, pois
sd0 raras as espécies que ndo apresentam reducdo do crescimento quando

submetidas ao alagamento do solo (MEDRI et al., 2012).

Durante o periodo experimental, observaram-se sintomas de estresse por hipéxia ou
anoxia em todas as plantas submetidas a auséncia de aeracdo, como
desenvolvimento de lenticelas hipertroficas e formacdo de raizes adventicias na
base do caule e nas raizes adventicias preexistentes (dados ndo mostrados). Essas
modificacdes morfoldégicas representam estratégias desenvolvidas por plantas
submetidas ao estresse por alagamento e contribuem para a melhor aeracédo do
sistema radicular (MEDINA et al., 2009). Estes mesmos sintomas foram também
observados por Sena Gomes, Kozlowski (1986) em plantulas de cacaueiro

‘Catongo’, durante 60 dias de alagamento.

Outro mecanismo das plantas responderem ao estresse é a formacdo de
aeréngquima em caules e raizes de espécies aquaticas e tolerantes ao alagamento,
gue geralmente ocorre por separacdo celular durante o desenvolvimento
(esquisogenia) ou por lise de células corticais e morte celular (lisogenia).
Aerénquimas sao tecidos corticais com grandes espacos intercelulares, que

fornecem baixa resisténcia interna a difusdo do ar da parte aérea aerbbica para as
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raizes anaerdbicas, promovendo sobrevivéncia das plantas ao alagamento do solo
(DREW, 1997). Essas modificacBes levaram os dois genoétipos de cacau utilizados

neste estudo a sobreviverem e se crescerem nesse ambiente estressante.

Em todas as concentracdes de Fe, o gendtipo TSH 1188 apresentou maior diametro,
altura do caule, area foliar e numero de folhas em relagdo ao gendtipo SIAL 70 nos
dois ambientes de cultivo, exceto para a &rea foliar na dose 133,5 pmol L™ de Fe
sem aeracao, na qual o SIAL 70 superou o TSH 1188 (Figura 29).

Esse maior desenvolvimento do TSH 1188, pode estar relacionado a sua
constituicdo genética, uma vez que este genotipo apresenta caracteristicas de
rapido crescimento, desenvolvimento e boa adaptabilidade sob diferentes condi¢des
ambientais (PINTO; PIRES, 1998), incluindo deficiéncia de O, no solo (BERTOLDE,
2007). Provavelmente, o gendtipo TSH tem maior eficiéncia no uso de nutrientes,
uma vez que conseguiu incorporar e utlizar na producdo da biomassa (BLAIR,
1993).

Em relacéo as diferentes concentracdes de Fe, o genotipo SIAL 70 apresentou nas
variaveis, diametro e altura do caule em ambiente com aeracdo, na concentracéo
400,5 pmol L™ de Fe, reducdo de 14 e 36,6% em relacdo a concentracdo
recomendada para cacau. No gendtipo TSH 1188 sem aeracao, todas as variaveis
aumentaram na concentracdo mais elevada de Fe, 400,5 pmol L™, em relacdo a
concentracdo recomendada. No entanto, em ambiente com aeracdo todas as
variaveis diminuiram com a elevacdo das concentracbes de Fe em relacdo a
concentracdo 44,5 pumol L™. O gendtipo SIAL 70 apresentou reducdo em todas as
variaveis na concentracdo 400,5 pmol L de Fe em ambiente com aeracio,
enquanto que sem aeracdo apenas as variaveis area foliar e numero de folhas

diminuiram (Figura 30).
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Contudo, o aumento de todas as variaveis na maior concentracéo de Fe 400,5 pmol
L™ sem aeracdo do genétipo TSH 1188, sugere tolerancia a niveis mais elevados de
Fe, uma vez que sua disponibilidade se intensifica para a planta em ambiente com
hipoxia ou andxia. As plantas desenvolvem mecanismos para evitar a toxidez, dentre
0s mecanismos de toler&ncia ao Fe, vacuolos armazenam o excesso (BRIAT et al.,
2010) e dilui-se as concentracbes do nutriente nos tecidos da planta
(MUKHOPADHYAY; SHARMA, 1991). Entretanto, decréscimos significativos no
crescimento da espécie Eugenia uniflora foram observados em altas concentracdes
de Fe (NEVES et al., 2009), no qual coincidem com os resultados do gendétipo SIAL

70, que reduziu seu crescimento na concentragdo mais elevada de Fe.

No gendtipo TSH 1188, as massas secas da raiz, caule e folha reduziram em
ambiente sem aeracdo em todas as concentracfes de Fe (Figura 31). Em ambiente
sem aeracao, a massa seca da raiz reduziu 53,8; 50,0 e 24,4% nas concentragdes
de 44, 5; 133,5 e 400,5 pmol L™ de Fe para o genétipo TSH 1188 (Figura 28A). Para
massa seca do caule nas concentracdes 44,5; 133,5 e 400,5 pmol L™* de Fe,
observou-se reducao de 51; 52,0 e 20,6% (Figura 31C). A massa seca das folhas
decresceu 50 e 53% nas concentracdes menores de Fe respectivamente, no
entanto, observou-se, aumentou de 20% na concentracdo 400,5 pmol L™ (Figura
31E). Contudo, o gendtipo SIAL 70 ndo apresentou diferencas entre os tratamentos
impostos na massa seca da raiz, no entanto, na massa seca do caule, nas doses
44,5 e 133,5 pmol L™ ocorreram reducées de 46,6% sem aeracdo respectivamente
(Figura 31B e D), nas massas secas das folhas, foram observadas reducdes de

45,8% na menor concentracdo de Fe sem aeracao (Figura 31F).

A reducdo da massa seca da raiz em funcédo da falta de aeracdo (alagamento) é
descrita em muitas espécies e, mesmo com 0 surgimento de raizes adventicias,
observa-se o decrescimento da biomassa do sistema radicular. Isso porque o
alagamento provoca morte de muitas raizes, além do fato de que a biomassa das
raizes adventicias € relativamente pequena, por apresentar aerénquima e espacos
intercelulares (SANTIAGO; PAOLI, 2003). Decréscimo na biomassa de raizes é
considerado uma resposta comum ao alagamento em espécies arbéreas, que pode
estar relacionado com a baixa atividade metabdlica, acompanhado pela diminui¢éo

no crescimento sobre condi¢6es de anodxia ou hipoxia (MIELKE et al., 2005).
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Figura 31. Influéncia da presenca e auséncia da aera¢cdo sobre as massas secas das raizes (A e B),
caule (C e D) e folhas (E e F) dos genétipos de cacau TSH 1188 e SIAL 70, submetidos a diferentes
concentracdes de ferro em solucéo nutritiva. Colunas seguidas da mesma letra dentro de cada dose
de ferro ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). Valores médios
de trés repeticbes (EP).

Segundo Kozlowski (1997), é provavel que as raizes adventicias facilitem a
absorcao e translocacdo de O, para as raizes submersas, podendo assim manter o
crescimento da parte aérea durante periodos de alagamento (CHEN; QUALLS;
MILLER, 2002). Desse modo, o continuo crescimento das raizes em ambiente sem
aeracao e altas concentracées de Fe (400,5 pmol L) no genétipo TSH 1188, mostra
gue as folhas estavam fotossinteticamente ativas como observado na Figura 14,

mesmo com reducdes no periodo de falta de aeracdo, o gendtipo TSH 1188
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manteve a capacidade suficiente para continuar com o crescimento da parte aérea e
ainda favorecer carboidratos para o crescimento radicular.

O crescimento da parte aérea representa uma resposta adaptativa importante de
algumas plantas tolerantes a hipéxia (MIELKE et al., 2005), no entanto, a resposta
de crescimento das plantas estudadas, sugere que esse aumento se deu pelo
sinergismo de altas concentracbes de Fe com falta de aeracdo. Neste ponto, é
importante destacar que o acumulo de massa seca da parte aérea em plantas
submetidas ao ambiente sem aeragao, mostra que em altas concentracdes de Fe 0s
dois genotipos de Theobroma cacao L. apresentaram tolerancia a falta de aeracao

(alagamento) uma vez que conseguiram crescer nessas condicoes.

Mielke et al. (2005), em estudo realizado com Annona glabra, uma espécie descrita
pelos autores como altamente tolerante ao alagamento, verificaram que nessa
condicdo houve aumentos significativos na biomassa das raizes e caules e planta
inteira, sem induzir sintomas de estresse. Da mesma forma, Santiago e Paoli (2007),
verificaram aumento na biomassa das raizes e parte aérea em Genipa americana,

mostrando alta plasticidade em ambiente alagado.

Neste experimento, o genotipo TSH 1188 apresentou maior massa seca da raiz,
caule e folhas para os tratamentos com e sem aeracdo nas diferentes concentracdes
de Fe (Figura 32). Esses resultados corroboram com o Bertolde (2007), que ao
analisar 35 clones de Theobroma cacao L., classificou o genotipo TSH 1188 com

tolerancia média ao alagamento.

Em ambiente sem aeracdo o gendtipo SIAL 70 ndo apresentou diferencas
significativas para as diferentes concentracdes de Fe na massa seca da raiz, caule e
folfa (Figura 33A, C e E). J4& em ambiente som aeracéo, a dose 400,5 pumol L™ de Fe
promoveu a menor massa seca do caule e das folhas do SIAL 70 (Figura 33D e F).
No gendtipo TSH 1188, observou-se maior producdo da massa seca na
concentracdo 400,5 umol L™ de Fe em ambiente sem aeracéo, chegando a serem
58,3; 50,0 e 65,5% mais elevadas em relacdo & concentracdo 44,5 umol L™, na raiz,
caule e folha, respectivamente (Figura 33 A, C e E). Diferentemente, na
concentracdo 133,5 pmol L™ de Fe, o genétipo TSH 1188 apresentou reducdo em

todas as partes da planta em relacdo a dose recomendada, exceto na massa seca
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da folha em ambiente com aeracédo, na qual ndo houve diferenca significativa entre a

dose intermediaria e mais elevada de Fe (Figura 33).
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Os resultados obtidos para o gendtipo SIAL 70 em ambiente ndo alagado, estdo de
acordo com os obtidos por Campos (2014), que analisando o crescimento de café
Conilon submetido a altas concentracdes de Fe, observou redugdo na massa seca
das plantas. Abu et. al. (1989) afirma que a redu¢édo do acimulo de massa seca esta
associada a toxicidade durante os estadios vegetativos. Esses resultados podem
estar relacionados com o comprometimento do metabolismo das células da raiz.

Conforme Chatterjee; Gopal; Dube, (2006), a inibicdo do crescimento ocorre devido
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ao aumento na produgao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERQO’s) provocado pelo

excesso de Fe, 0 que por sua vez compromete o metabolismo da planta.

Entretanto, Mothé (2012) estudando Ricinus communis em diferentes niveis de Fe,
concluiu que os teores elevados de Fe, ndo foram suficientes para causar
comprometimentos no crescimento das plantas, pois mesmo em altas concentracdes

ocorreu aumento de sua massa seca.

A reducdo da massa seca na concentracdo 133,5 pmol L™ de Fe, sugere que o
genotipo TSH 1188, desenvolveu um possivel “consumo de luxo” de Fe, onde o
aumento do teor de ferro nessa concentragdo refletiu em reducdo nessa variavel.
Segundo Fageria (1976), a reducéo do crescimento em determinadas concentragdes
de nutrientes confirma a hipotese de que a taxa de maximo crescimento de uma
determinada espécie, sob determinada condicdo ambiental, pode ser atingida, e
aumentos ainda maiores de absorcdo de nutrientes podem resultar em acumulagao
de elementos em concentracbes maiores do que necessario para 0 crescimento
maximo. Tal acumulacdo pode néo ter efeito sobre a taxa de crescimento (consumo

de luxo) ou pode causar reducdo no crescimento da planta.
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5. CLONCLUSOES

As atividades das enzimas antioxidantes demonstraram serem mecanismos
fortemente atuantes na recuperacdo dos dois estresses, uma vez que as plantas
recuperaram suas caracteristicas fotossintéticas e continuaram com crescimento
vigoroso apos religacdo do sistema de aeracdo. O gendtipo TSH 1188 na dose mais
elevada de Fe aumentou a atividade da enzima POD e maior teor fendis sollveis
totais, sendo que o SIAL 70 nas doses acima da recomendada, ocorreu maior
atividade da POD na presenca de aeracdo e da PPO na auséncia de aeracéo,
indicando que nessas condi¢cBes ocorreu estresse oxidativo para ambos genotipos.

Os teores de clorofila a b e total, foram afetados em maior grau pelo estresse
de ferro para os dois genotipos, no entanto, quando houve reducdo nos teores de
clorofilas ao longo do tempo, ambos 0s genotipos apresentaram posterior

recuperacdo. Contudo, o genotipo TSH 1188, apresentou maior indice de clorofilas.

As trocas gasosas em geral foram afetadas pelo excesso de Fe e auséncia de
aeracao, sendo que a taxa fotossintética do gendtipo TSH 1188 apresentou maiores
reducbes que a do genotipo SIAL 70. A reducdo da condutancia estomatica e
transpiracdo provocada pelo excesso de Fe, independente da presenca ou nao de

aeracao, foi verificada para os dois genotipos.

Os teores de alguns macro e micronutrientes foram afetados por ambos
estresses nos dois gendtipos, embora ndo tenham seguido um padrdo unico,
provocando aumento ou diminuicdo de seus teores a depender do nutriente. Em
geral, os teores de nutrientes foram maiores no SIAL 70 que no TSH 1188,
especialmente para os teores dos macronutrientes P, K e Ca, e dos micronutrientes
Mn e B.

De modo geral, o excesso de Fe na solucdo nutritiva e o estresse por
auséncia de aeracao, prejudicaram o crescimento de ambos gendétipos, porém de
modo menos intenso no gendtipo SIAL 70. Entretanto, independente do tipo de
estresse, 0 gendtipo TSH 1188, apresentou maior crescimento que o SIAL 70. A
concentracdo mais elevada de Fe (400,5 pmol L™), independente da condicéo

ambiental, aumentou o crescimento do genétipo TSH 1188.
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O presente estudo mostrou que os dois genétipos de T. cacao sao tolerantes
a auséncia de aeracao e excesso de Fe, contudo, apresentam diferentes respostas
indicando que possuem mecanismos diferenciados para lidar com cada tipo de
estresse.
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