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RESUMO

EFEITOS DA PULVERIZACAO FOLIAR COM SILI’QIO NA 'I:OLERANCIA DE
Theobroma cacao L. (MALVACEAE) AO DEFICE HIDRICO

Assim como em varias regides do Brasil, o norte do estado do Espirito Santo, polo
produtor de cacau, apresenta intensos periodos de estiagem que provocam queda na producéo
agricola. E anseio de qualquer agricultor o desenvolvimento de tecnologias de qualidade a
baixo custo que permitam aumentar a producdo agricola, e é nesse contexto que surge a
adubacdo com silicio (Si), uma tecnologia pouco explorada no Brasil e que ja se mostra
promissora na manutencdo ou aumento da produtividade em situacGes de estresse hidrico.
Sendo assim, objetivou-se com este trabalho verificar as respostas fisiologicas e anatbmicas
de um clone de cacau (PH 16) submetido a um ciclo de défice hidrico ap6s pulverizagdo foliar
com Si, visando a determinar se o Si confere tolerancia a seca. O experimento foi instalado
em casa de vegetacdo, no delineamento de blocos casualizados, com quatro repetices, em
arranjo fatorial 2 x 3, constituido de dois regimes hidricos, irrigado ou ndo irrigado, e trés
doses de Si, 0,0, 1,5 e 3,0 mg/mL, com p6 molhavel de SiO,. Apo6s vinte dias de suspensdo da
irrigacéo, avaliagces foram realizadas na 22 ou 3? folha completamente expandida a partir do
apice do eixo ortotropico. Os resultados mostraram que o teor de fendis foi elevado com a
aplicacdo de SiO; independente da dose. O uso do SiO, melhorou a estabilidade das
membranas celulares das plantas sob défice hidrico, e a atividade de algumas enzimas
antioxidantes: catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase do guaiacol (POD)
e polifenoloxidase (PPO), sendo a dose de 1,5 mg/mL a melhor. A aplicacdo dessa dose
favoreceu as reacdes fotoquimicas, a taxa fotossintética, a eficiéncia do uso da agua e a taxa
de carboxilagdo das plantas de cacau sob défice. A densidade estomatica foi reduzida nas
plantas ndo irrigadas sob maior dose de Si. Contudo, a aplicacdo de Si nédo interferiu no
contetdo de agua das folhas sob défice, apesar de reduzir o potencial hidrico foliar. Presume-
se que a mucilagem tenha um papel importante na manutengdo do conteddo hidrico das folhas
de T. cacao. As espessuras dos tecidos foliares (epiderme, parénquima palicadico e
esponjoso), bem como o teor de pigmentos fotossintetizantes e o conteddo de Si nas folhas,
ndo sofreram influéncia das doses de Si. Desse modo, sugere-se que o acimulo de Si sobre as
folhas foi benéfica, sendo a dose de 1,5 mg/mL, a mais eficiente para a tolerancia das plantas

de cacau ao défice hidrico.

Palavras-chave: Anatomia, cacau, défice hidrico, enzimas antioxidantes, fotossintese, silicio.



ABSTRACT

EFFECTS OF LEAF SPRAY WITH SILICON IN TOLERANCE Theobroma cacao L.
(MALVACEAE) TO WATER DEFICIT

As in many Brazilian regions, the northern of Espirito Santo, a polo cocoa producer,
has intense periods of drought that causes decline in agricultural production. Every farmer
longs for the development of good quality and low cost technologies for increasing
production, and it is in this context that arise the fertilization with silicon (Si), a technology
little explored in Brazil and already shows promise in maintaining or increasing productivity
in situations of drought stress. Therefore, the aim of this work was to check anatomic and
physiological responses of a clone of cocoa (PH 16) subjected to water deficits cycle, after
foliar feeding with silicon, to determine whether Si confers drought tolerance. The experiment
was conducted in a greenhouse in a randomized block design with four replications ina 2 x 3
factorial, with two levels of irrigation, irrigated or non-irrigated, and three silicon doses: 0.0,
1.5 and 3.0 mg/mL, with a wettable powder of SiO,. After twenty days without irrigation,
evaluations were performed in the 2nd or 3rd fully expanded leaf from the apex of the
orthotropic axis. The results showed that the phenol content was higher with SiO2 application
independent of dose. The use of SiO, improved cell membranes stability in plants under water
deficits and the antioxidant activity of some enzymes including catalase (CAT), ascorbate
peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (POD) and polyphenoloxidase (PPO), and the use of
1.5 mg/ml was the best dose. The application of this dose favored the photochemical
reactions, photosynthetic rate, water-use efficiency and carboxylation rate of the cocoa plants
under water deficits. Stomatal density was not reduced in plants irrigated with the higher dose
of Si. However, the application of Si did not affect the water content of the leaves under
deficit, despite reducing leaf water potential. It is supposed that the mucilage has an important
role in maintaining the water content of T. cacao leaves. The thickness of leaf tissues
(epidermis, palisade and spongy parenchyma), as well as the photosynthetic pigment content
and the content of silicon in the leaves also were not influenced by the different doses of
silicon. Thus, it is suggested that the accumulation of Si on the leaves was beneficial, with the
dose of 1.5 mg / mL being the most efficient for the cocoa plant tolerance to water deficit.

Keywords: Anatomy, antioxidant enzymes, cacao, photosynthesis, silicon, water deficits.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo submetidas a varios estresses ambientais que afetam negativamente o
seu crescimento e metabolismo, e dentre esses estresses, a seca € um fator limitante da
producdo agricola (LAWLOR, 2002). O défice hidrico ocorre quando o abastecimento de
agua para as raizes torna-se dificil ou quando a taxa de transpiracdo torna-se muito elevada
(REDDY et al., 2004). Estas duas condigdes muitas vezes coincidem em climas aridos e
semiaridos. A amplitude de tolerancia das plantas a seca varia de espécie para espécie, uma
vez que estas podem possuir diferentes mecanismos de tolerancia, sejam eles estruturais ou
fisiologicos (REDDY et al., 2004).

A seca reduz a biomassa, devido ao aumento da resisténcia estomatica com
atividade fotoquimica (ENGELBRECHT et al., 2007; SUSILUOTO e BERNINGER, 2007).
Além disso, o défice hidrico causa ruptura do equilibrio entre a producao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e da defesa antioxidante, levando ao acimulo de EROs que induz o
estresse oxidativo de proteinas, lipidios de membrana e de outros componentes celulares
(ITURBE et al.,, 1998; FU e HUANG, 2001). AlteracGes nas caracteristicas anatdbmicas
foliares sdo conhecidas por alterarem os componentes de condutancia de difusdo do CO, das
cavidades subestomaticas para os sitios de carboxilacdo e, assim, contribuirem para a
manutencdo de taxas fotossintéticas apesar da baixa condutancia estomatica (EVANS et al.,
1994). Em algumas espécies, mucilagens e glucanos na folha podem funcionar como
condensadores hidraulicos e remobilizadores de solutos para o ajuste osmético, permitindo
assim a absorcdo mais eficiente de agua. Podem ainda formar um filtro de densidade leve,
protegendo as ceélulas do parénquima clorofiliano da radiacdo luminosa excessiva
(CLIFFORD et al., 2002).

Na busca de tecnologias para manter ou aumentar a produtividade das culturas sob
condicdes de seca, a adubagdo com silicio tem se mostrado promissora. No Brasil, este tipo de
adubacdo ndo é amplamente utilizado por agricultores, ao contrario do que se nota em outros
paises como Japdo e China. Este fato acontece devido a poucos dados experimentais obtidos
no pais, porém, os poucos resultados j& demonstram o potencial desse elemento para a
agricultura brasileira, refletindo na estabilidade produtiva e, em muitas situagdes, no aumento
de produtividade (CRUSCIOL et al., 2009). Os trabalhos relacionando silicio e défice hidrico
na literatura tratam principalmente da adubacdo via solo e em gramineas, sendo poucos 0s

estudos relacionando o efeito da adubacéo foliar com silicio na toleréncia das plantas a seca.
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Além disso, é comum o uso da adubacdo silicatada, ou seja, utilizando o silicio associado a
outros nutrientes, tais como potassio e sodio, o que dificulta determinar se o efeito benéfico
sobre o vegetal € unicamente do silicio.

O silicio (Si) € o segundo elemento mais abundante na crosta terrestre (EPSTEIN
1999). Em gramineas, ocorre em quantidades equivalentes as dos macronutrientes tais como
magnésio, calcio, e fésforo (EPSTEIN 1999). Embora ndo tenha sido demonstrada a
essencialidade do Si (EPSTEIN e BLOOM, 2006), este influencia a absor¢éo e translocagédo
de varios macro e micronutrientes, e frequentemente diminui ou elimina os efeitos adversos
do excesso de metais no meio sobre as plantas, quando aplicado como adubo no solo
(EPSTEIN, 1994).

Estudos tém demonstrado o efeito positivo do Si em plantas sob estresse hidrico. No
milho, por exemplo, a adi¢cdo de Si aumentou a eficiéncia do uso da agua, reduzindo a
transpiracdo da folha e a taxa de fluxo de a4gua no vaso do xilema (GAO et al., 2006). Hattori
et al. (2008) sugeriram que o Si poderia facilitar a absorcéo e transporte de &gua em sorgo em
condicdes de seca. Em experimentos com trigo, o Si aliviou o estresse oxidativo, regulando as
atividades de enzimas antioxidantes, em condicdo de seca (GONG et al. 2005 ), e em soja
elevou o contetdo de &gua foliar, bem como a fotossintese (SHEN et al., 2010).

Outro efeito benéfico do Si na reducdo do estresse hidrico é atribuido a deposi¢édo
desse elemento na parede celular, especialmente na parede externa (AGARIE et al., 1998;
EPSTEIN, 1999). Essa deposicdo aumenta a resisténcia e rigidez das paredes celulares e reduz
a transpiracdo cuticular e estomatica, aumentando a resisténcia a seca (MA e YAMAJI, 2006).
Também favorece a fotossintese, por interferir na arquitetura das folhas deixando-as mais
eretas, melhorando a interceptacéo de luz (DEREN et al.,1994).

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) € uma planta perene arbdrea, pertencente a
familia Malvaceae (SOUZA e LORENZI, 2005), de clima tipicamente tropical, originario
da regido do alto Amazonas (ALMEIDA e VALLE, 2007). A principal importancia
econdmica do cacau provém das sementes de seus frutos, que sdo utilizadas para a producéo
de chocolate e também nas industrias farmacéuticas e de cosméticos, inclusive internacionais
(MENEZES e CARMO-NETO, 1993).

No Brasil, o cacaueiro adaptou-se perfeitamente ao clima e solos do sul da Bahia, e até
hoje esse estado se destaca como maior produtor do pais (CUENCA e NAZARIO, 2004). Ja
no Espirito Santo, 0 municipio de Linhares se destaca como o maior produtor, com cerca de
20 mil hectares plantados, representando 95% da area plantada no Estado (INCAPER, 2011),

ocupando a 42 posicdo entre os maiores produtores nacionais (MENDES, 2011). Por
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apresentar periodos consideraveis de estiagem, o municipio de Linhares tem prejuizos na
producdo agricola ndo irrigada, incluindo a do cacau (MAPA, 2011).

Dado que os modelos atuais de alteraces climaticas prevéem que a falta de agua ira
aumentar em frequéncia e gravidade em varias regides do mundo (IPCC, 2007), ha uma
necessidade cada vez mais urgente de entender melhor o impacto da seca sobre o
funcionamento das plantas e, particularmente, os mecanismos fisioldgicos de respostas das
plantas durante e na recuperacdo do défice hidrico (SHEN et al., 2010). Para uma
compreensdo abrangente de mecanismos de tolerdncia ao défice de agua em plantas
superiores, aspectos da fisiologia e bioguimica celular devem ser investigados em combinacao
com caracteristicas morfoanatémicas, a fim de descobrir as ligacfes sutis que levam a uma
melhor tolerdncia a seca, permitindo o melhoramento de seu desempenho agronémico
(GUHA et al., 2010).

Com base nessas consideragdes o presente trabalho teve como objetivo avaliar as
respostas fisioldgicas e anatdbmicas de um clone de cacau (PH 16) resistente a vassoura de
bruxa, submetido ao défice hidrico apds pulverizacdo foliar com silicio, visando determinar se

o silicio confere ao cacaueiro tolerancia a seca.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURA DO CACAU

O cacaueiro (Theobroma cacao, L.) é uma espécie nativa das florestas quentes e
Umidas das terras baixas do México e da America Central e das bacias do Rio Amazonas e
Orinoco (METCALFE e CHALK, 1979). E um arbusto de sub-bosque, com altura variavel,
que quando reproduzido por semente pode apresentar altura de 5 a 15 metros, havendo
registros de cacaueiros com altura de 50 a 75 metros nas florestas de Belize (MOOLEEDHAR
e MAHARAJ, 1995). Apresenta copa globosa, com pequenas flores inseridas no tronco, nos
ramos principais e na axila das folhas caducas de onde surgem os frutos de tamanho e formato
variaveis (LORENZI e MATOS, 2002).

A principal importancia econdomica do cacau provém das sementes de seus frutos,
que sao utilizadas para a produgdo de chocolate e também nas indtstrias farmacéuticas e de
cosméticos. A polpa do fruto também é bastante apreciada para o consumo in natura,
conquistando mercados, inclusive internacionais. Ja o mel do cacau, extraido da polpa de
suas sementes, pode ser utilizado na fabricacdo de vinho, vinagre, licores e geléias
(MENEZES e CARMO-NETO, 1993).

Recentemente, a espécie T. cacao, que pertencia anteriormente a familia Sterculiaceae,
foi reclassificada e inserida na familia Malvaceae (SOUNIGO et al., 2003). A familia
Malvaceae Juss., contém cerca de 75 géneros, e aproximadamente, 1.500 espécies, possui
distribuicdo cosmopolita, predominando nos trépicos (CRONQUIST, 1981). Compreende
plantas herbaceas ou lenhosas, com as flores, em sua maioria, hermafroditas, actinomorfas
com tendéncia ao zigomorfismo e pentameras (PIO CORREA, 1926). A presenca de canais
secretores de mucilagem é uma caracteristica tipica dos representantes de Malvaceae (FAHN,
1982).

Do seu provavel centro de origem, na regido do alto Amazonas (MOTAMAYOR,
2002) a especie T. cacao, espalhou-se em duas principais diregdes, resultando nos dois
principais grupos raciais: o Crioulo, cultivado na América Central e no norte da América do
Sul; e o Forasteiro, no norte do Brasil, Guianas e na Venezuela (DIAS, 2001; SOUNIGO et
al., 2003). Um terceiro grupo denominado Trinitario, também & apresentado por outros
autores, como originario do cruzamento natural entre Forasteiro e Crioulo (DIAS, 2001).

O Brasil, que historicamente sempre foi um dos dois maiores produtores mundiais de

cacau, tendo seu auge na safra de 1984/85, correspondendo a 403 mil toneladas de cacau por
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ano, teve sua producgdo reduzida expressivamente nos anos subsequentes, destacando o
surgimento da doenca vassoura-de-bruxa em 1989, que devastou &reas intensas de cacauais
(DIAS, 2001). Atualmente, segundo a Faostat (2011), o Brasil ocupa a quinta posicdo com a
producdo em 248,5 mil toneladas de améndoas, a qual tem a seguinte distribuicdo nos Estados
produtores: Bahia 154.634t (62,3%), Pard 63.739t (25,7%), Rondbnia 17.486t (7,1%) e
Espirito Santo 8.099t (3,3%) (MENDES, 2011).

No Espirito Santo, o cacaueiro foi introduzido pela primeira vez no municipio de
Linhares em 1895, no qual, se estabeleceu principalmente na regido do baixo Rio Doce
(COSTA, 1989). Atualmente, cerca de 20 mil hectares das terras do municipio de Linhares
estdo cultivados com T. cacao, 0 que representa aproximadamente 95% da area plantada com
essa espécie no estado (INCAPER, 2011). Assim como em outras regides do pais, a cultura do
cacau no municipio tem sido ameacada principalmente por dois fatores: a doenca vassoura-
de-bruxa (INCAPER, 2007) e a seca, que é um dos fatores limitantes da producdo. Na regido
norte do estado do Espirito Santo a seca se mostra bem pronunciada nos periodos de estiagem,

0 que gera prejuizos na producdo agricola ndo irrigada, incluindo a do cacau (MAPA, 2011).

2.2 DEFICE HIDRICO

A deficiéncia hidrica ocorre quando a taxa de transpiracdo excede a taxa de absor¢ao
de &gua e esta deficiéncia pode ser consequéncia da baixa disponibilidade de agua no solo,
bem como da presenca de solos salinos e da ocorréncia de temperaturas muito baixas (BRAY,
1997). A baixa disponibilidade de &gua tem sido o principal fator ambiental limitante do
crescimento e da produtividade das plantas, ocorrendo em grandes extensbes de areas
cultivadas em todo o mundo (NOGUEIRA et al., 2001), e as expectativas de mudancas
climaticas globais provavelmente contribuirdo para que a falta de agua se torne um fator de
restricdo ainda maior da producéo agricola em diversas areas (HAMDY et al., 2003).

Na natureza, as plantas podem estar sujeitas a dois tipos de estresse hidrico: de longo
prazo, quando a sua duragdo varia de semanas a meses; de curto prazo, quando a duragédo do
estresse varia de horas a poucos dias (CHAVES et al., 2003). As respostas das plantas a
escassez de agua sd@o complexas, envolvendo alteracGes adaptativas e/ou efeitos deletérios.
Em condicOes naturais, estas respostas podem ser sinergistica ou antagonistica, podendo ser
potencializadas quando ha mais de um agente envolvido (XIONG et al., 2002). O estresse
hidrico por falta de dgua altera o crescimento e o desenvolvimento (JONES e CORLETT,

1992) por afetar as funcdes fisiologicas e bioquimicas das plantas (ZOBAYED et al., 2007).
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Desse modo, a sobrevivéncia das plantas sob tal condi¢do estressante depende em grande
extensdo da habilidade que as mesmas tém em “perceber” o estimulo, gerar, transmitir o sinal
e iniciar vaérias alteracdes fisioldgicas e bioquimicas (BOHNERT e JENSEN, 1996;
SHINOZAKI e YAMAGUCHI, 1997). Algumas espécies de plantas desenvolveram
mecanismos para lidar com o estresse, incluindo evitar & seca ou tolerancia a desidratacéo, e
tais mecanismos adaptativos sdo o0s resultados de um grande numero de alteracGes
moleculares, bioquimicas, fisiologicas e morfoanatdomicas (ASHRAF et al., 2011).

Um dos efeitos mais comumente relatados na literatura em plantas sujeitas ao défice
hidrico é a diminuicdo da taxa fotossintética foliar. Esta diminuicdo estd relacionada a
reducdo do teor relativo de agua e do potencial hidrico (LAWLOR e CORNIC, 2002;
CHAVES et al., 2003). A contribuicdo do fechamento estomatico e do comprometimento
metabolico na reducdo da fotossintese ainda ndo esta totalmente esclarecida (TEZARA et al,
1999; LAWSON et al, 2003). De modo geral, os trabalhos tém atribuido a limitacdo
estomatica como o fator principal e determinante da fotossintese em plantas sujeitas ao
estresse hidrico (CORNIC, 2000). Varios efeitos ndo-estomaticos podem levar ao fechamento
dos estdbmatos durante a seca. Estes incluem fotofosforilagdo (MEYER e GENTY, 1999),
regeneragdo (LAWLOR, 2002) e atividade (MEDRANO et al., 1997) da ribulose-1,5-
bisfosfato (RuBP), e sintese de ATP (TEZARA et al., 1999). Especialmente no que se refere
ao metabolismo do cloroplasto, as respostas sao complexas, uma vez que, envolvem além da
perda drastica de pigmentos, a desorganizacdo das membranas dos tilacdides (LADJAL et al.,
2000).

Estresse hidrico é conhecido por inibir a atividade fotossintética em tecidos devido ao
desequilibrio entre a captura e utilizacdo de luz (FOYER e NOCTOR, 2000). A regulacao da
atividade do Fotossistema Il resulta em um desequilibrio entre a geracdo e utilizacdo de
elétrons, aparentemente resultando em alteracdes no rendimento quantico. Estas mudancas na
fotoquimica dos cloroplastos de plantas sob seca é resultado da dissipacdo de energia da luz
excedente no nucleo do PSII e antena, gerando especies reativas de oxigénio (EROs) (O,-,
10,, H;0,, OH") que sdo potencialmente perigosos em condi¢Oes de estresse de seca
(PELTZER et al., 2002). Além disso, as alteragdes no transporte fotossintético de elétrons sob
seca inevitavelmente levam a formagé&o de radicais superoxido (O,-), uma vez que 0 oxigénio
molecular compete com NADP para reducédo no lado aceptor do Fotossistema I.

As EROs sdo potencialmente capazes de provocar danos fotoinibitérios e
fotooxidativos (SMIRNOFF, 1993; ASADA, 1999), incluindo a peroxidacdo de lipidios
(LIMA et al.,, 2002) e a desnaturacdo de proteinas (ASADA, 1999). Além disso, a
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peroxidacao de lipidios de membrana pode resultar na perda de compartimentalizagdo celular
(ASADA, 1999; LIMA et al., 2002). Sabe-se hoje que as maiorias das lesdes causadas por
exposicdo a varios estresses estdo associadas a danos oxidativos ao nivel celular (ALLEN,
1995). Por serem tdxico para as células, as EROs sdo eficientemente eliminadas por
mecanismos antioxidantes ndo-enzimaticos (o-tocoferol, B-caroteno, compostos fendlicos,
ascorbato, glutationa) e enzimaticos (SMIRNOFF, 1993; NOCTOR e FOYER, 1998). O
sistema enzimatico antioxidante inclui a superoxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) que
catalisa a reacdo de O,- a H,0,, a catalase (CAT; EC 1.11.1.6), a peroxidase de ascorbato
(APX; EC 1.11.1.11) e peroxidase do guaiacol (POD; EC 1.11.1.7) que sdo capazes de
desintoxicar o0 H,O, produzido (FOYER et al., 1994).

Todas as enzimas acima mencionadas existem em tecidos de plantas em mdaltiplas
formas. Os trés tipos conhecidos de SOD séo classificados pelo seu co-factor de metal e estdo
principalmente localizadas nos cloroplastos, mitocéndrias e citosol (ALSCHER et al., 2002).
APX isoenzimas séo geralmente localizadas nos cloroplastos, mas as formas microssomal,
peroxissomal e ligada a membrana, bem como isoenzimas citosélicas soltveis e apoplastico,
também existem (NOCTOR e FOYER, 1998). Isoformas de CAT sdo particularmente
abundantes nos glioxissomos e nos peroxissomos (HAVIR e MCHALE, 1987). A POD tem
formas vacuolares e apoplastica que podem usar uma ampla gama de substratos
(MEHLHORN et al., 1996). A Polifenoloxidase (PPO; 1.30.3.1 CE), uma enzima contendo 0
cobre no sitio ativo, localizada nos plastidios, atua sobre fendis, em presenca de oxigénio,
catalisando a oxidacédo de o-difen6is em o-quinonas (KUWABARA e KATOH, 1999).

Quando a acumulacdo de EROs, sob condicbes de estresse de &gua excede a
capacidade de remocdo do sistema antioxidante, os efeitos do dano oxidativo surgem,
incluindo a peroxidacdo de lipidios da membrana, a destrui¢do dos pigmentos fotossintéticos
e inativacdo de enzimas fotossintéticas (SMIRNOFF, 1993). O nivel em que as atividades de
enzimas antioxidantes e da quantidade de aumento antioxidantes sob estresse hidrico é
extremamente variavel entre varias espécies de plantas e até mesmo entre duas cultivares da
mesma espécie. O nivel de resposta depende da espécie, do desenvolvimento e do estado
metabdlico da planta, assim como a duracdo e intensidade do estresse. Muitas situacdes de
estresse causam um aumento da atividade antioxidante total foliar (PASTORI et al., 2000),
mas pouco se conhece sobre o controle da atividade de coordenacdo e de expressdo das
diferentes enzimas antioxidantes nas células de plantas que sdo submetidos a défice.

Muitas adaptacGes para aumentar a tolerdncia & seca podem ser observadas nos

diferentes 6rgdos dos vegetais superiores. Em uma variedade de espécies de plantas, as
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espessuras dos tecidos foliares, assim como o tamanho e numero de estdmatos sofrem
influéncia da deficiéncia hidrica (KARABA et al., 2007; LUKOVIC et al., 2009). Nas folhas,
ocorre a diminuicdo da emissdo de novas folhas, reducdo da area foliar e do tamanho e

numero de estdbmatos por area, e desenvolvimento do parénquima pali¢adico.

2.3SILICIO

O Si € o segundo elemento em abundancia na crosta terrestre, estando logo apds o
oxigénio, sendo o 6xido de Si (SiO) o mineral mais abundante nos solos, constituindo a base
da estrutura da maioria dos argilominerais. Em solos tropicais, devido ao aumento da
intemperizacdo, o Si € encontrado basicamente na forma de opala e quartzo (SiO,.nH,0)
sendo estas formas ndo disponiveis as plantas (BARBOSA FILHO et al., 2001). A
solubilidade dos minerais silicatados no solo é varidvel e influenciada por temperatura, pH,
tamanho de particulas, composicdo quimica e pela absor¢do do Si nas superficies de minerais
(SAVANT et al., 1997). As plantas absorvem o Si da solucdo do solo na forma de &cido de
monossilicico (HsSi04) (MITAMI e MA, 2005). O processo de absorcdo do A&cido
monossilicico, que possui carga neutra, ocorre pela dissolucao através da membrana, podendo
ocorrer por apoplasto ou por simplasto. O mecanismo de absorc¢do radicular de Si pelas
plantas foi considerado por muito tempo como sendo, exclusivamente, passivo, sendo feito
por difusdo ou fluxo de massa (JONES e HANDRECK, 1965). Porém, atualmente sdo bem
detalhados os mecanismos de absor¢do ativa de Si, o qual é feito por proteinas de membranas
especificas, codificadas por genes especificos, como constatados nas culturas do arroz, milho
e cevada (MA et al., 2006; CHIBA et al., 2009; MITANI et al., 2009). Apo6s ser absorvido e
transportado até parte aérea, o acido monossilicico deposita-se na forma de silica amorfa
hidratada, inicialmente nos tecidos mais jovens e posteriormente vai acumulando-se
rapidamente nas células senescentes, sob a forma de silica polimerizada (SiO;), também
chamada de opala biogénica, fitolitos (DAYANANDAM et al., 1983). Yoshida et al. (1962) e
Agarie et al. (1998) observaram que a maior parte do Si absorvido pela planta é depositada
na folha, nos tecidos da epiderme, mais precisamente nas paredes celulares mais externas.
Sangster et al. (2001), complementa, que o acumulo de Si é governado pelo desenvolvimento
celular e maturacdo dos tecidos e, portanto, pode ser influenciado por varios fatores, como
idade, tipo de tecido ou 6rgdo, taxa de transpiracdo e absorcao radicular.

O Si ndo é um elemento essencial para as plantas, porém Epstein e Bloom (2006)

descrevem que plantas crescendo em ambiente rico em Si devem diferir daquelas presentes
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em ambientes deficientes desse elemento. A deposic¢do de Si na folha aumenta a resisténcia e
rigidez das paredes celulares e reduz a transpiragdo cuticular e estomética, culminado no
aumento da resisténcia a seca (MA e YAMAJI, 2006). Também, favorece a fotossintese por
interferir na arquitetura das folhas deixando-as mais eretas, melhorando a interceptacao de luz
(DEREN et al.,1994) e pode aumentar a capacidade de defesa antioxidante em varias espécies
vegetais (LIANG et al., 2003; ZHU et al., 2004; GONG et al., 2005).

O acumulo de Si em plantas difere significativamente, devido a capacidade das raizes
absorverem Si (MA et al., 2006). Em geral, as plantas mostram concentracdes de Si na sua
matéria seca, de 1 a 100 gramas de Si por kilo de massa seca (EPSTEIN, 1999). A forma
como o Si é absorvido e depositado difere entre as espécies, as quais podem ser classificadas
em trés grupos. As acumuladoras de Si, em geral as monocotileddneas (gramineas), que tem
processo ativo de absorcdo de Si possuindo teor foliar acima de 10,0 g kg™. As ndo
acumuladoras, em geral leguminosas, que absorvem Si a favor de um fluxo de transpiracéo de
forma mais lenta que a absor¢do de &gua e discriminam o Si na absorcéo por simplasto. Estas
sdo exclusoras na absor¢édo de Si, ou seja, & medida que as raizes absorvem Si, elas também o
eliminam para a solugdo do solo. Possuem teor foliar menor que 5,0 g kg™ de Si na matéria
seca. Existem ainda as intermediérias na acumulacdo de Si que absorvem o Si pela via
simplasto na mesma velocidade que a absorcdo de 4gua, possuindo teor menor que 10 g kg™
(TAKAHASHI et al., 1990).

O Si é de importancia agronébmica como fertilizante por ser um estimulante do
crescimento vegetal e construtor de tolerancia para superar estresses abidticos e bioticos
(LIANG et al., 2005). Esse elemento segue o caminho da evapotranspiracdo e é depositado
como silica hidratado (SiO; . nH,0) em caules e folhas (SANGSTER et al., 2001).

A agua € o fator limitante para o crescimento das culturas e a tecnologia de irrigacdo
convencional ndo é capaz de evitar perdas elevadas de agua disponivel da cultura devido a
evapotranspiracdo e a lixiviagdo dos nutrientes do solo. Portanto, a rega com Si permite
reduzir a evapotranspiracéo e a lixiviacdo (GAO et al., 2006). Da mesma forma, a fertilizacéo
com Si pode elevar o volume e massa das raizes em 20-200%, o que, em ultima analise
melhora, significativamente a resisténcia a seca em plantas cultivadas (AHMED et al., 2011).
A fertilidade do solo e a textura tém correlacdo consideravel com compostos ricos em Si, pois
o Si altera o pH da rizosfera das plantas (KORNDORFER E GASCHO, 1999),
influenciando, dessa forma, na absor¢éo de nutrientes essenciais.

A aplicagdo de Si como adubo para as plantas de milho reduziu a transpiracdo foliar

sob défice de agua e, assim, resultando em melhor teor de 4gua em suas folhas (GAO et al.,
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2006). J& em sorgo, a aplicacdo de Si aumentou a condutancia estomatica e aliviou os danos
na fotossintese por estresse hidrico (HATTORI et al., 2005). Da mesma forma, 0s processos
antioxidantes em outras culturas foram ativados por Si sob estresse hidrico (GONG et al.,
2008). Assim, a aplicacdo de Si pode afetar caracteristicas fisiologicas para aumentar a
tolerdncia de culturas sob défice hidrico. Hattori et al. (2005) relataram a manutengdo de
caracteristicas fisioldgicas, como a fotossintese, transpiracdo e condutancia estomatica com a
aplicacdo de Si. Em geral, a absorcao de agua pelas plantas é regulada pelo sistema radicular.
A adubacdo com Si melhora a absorcéo de agua e, consequentemente, melhora a tolerancia da
cultura ao défice hidrico (SONOBE et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo modelo Van der Hoeven,
com umidade relativa de 80% e temperatura média de 28 ‘C mantida por sistema de
refrigeracdo com &gua corrente por parede de argila expandida e exaustor, no Setor de
Boténica localizado no Campus Universitario de Goiabeiras da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), Vitoria, ES (20°18°52”’S ¢ 40°19°06”°W).

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos Casualizados (DBC), com
quatro repeticdes, em arranjo fatorial 2 x 3, constituido de dois regimes hidricos (irrigado e
ndo irrigado) e trés doses de Si (0,0, 1,5, e 3,0 mg/mL), na forma de Oxido de Si 98%,

resultando num total de 24 parcelas com 10 plantas cada.

3.3 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CULTIVO

Foram utilizadas mudas clonais com 8 meses de idade e altura média de 60cm, do
gendtipo PH 16 de T. cacao, tolerante a vassoura-de-bruxa e recomendado pela CEPLAC para
o0 plantio. As mudas foram produzidas pela CEPLAC e obtidas por estaquia, sendo
transplantadas para vasos de polietileno de 8 litros, contendo solo peneirado e misturado,
classificado por analise como sendo Franco Argilo-Arenoso. Antes da instalacdo do
experimento amostras do solo foram coletadas para a caracterizacdo fisica e quimica,
conforme apresentado nas tabelas 1 e 2 respectivamente. As analises foram realizadas no
laboratorio de analise agrondmica e ambiental Fullin Linhares-ES, seguindo a metodologia
descrita pela Embrapa (1997).

Antes da aplicacdo dos tratamentos as mudas receberam irrigacdo a cada dia e os tratos
culturais preconizados por Marques et al., (2006). Completados 120 dias, foi realizada a
aplicacdo do tratamento de Si, constituido de uma dose com apenas agua, e outras duas com
1,5 e 3,0 mg/mL de Si. As aplicagdes foram realizadas com um borrifador manual aspergindo-
se sobre ambas as faces foliares, correspondendo aproximadamente 25 mL da solucdo por

planta. A fonte de Si utilizada foi SiO, 98% pé molhavel, marca Agri Sil®.
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O tratamento de défice hidrico foi realizado por meio da suspensdo total da irrigacéo,
apos 15 dias da aplicagdo do Si, perdurando por 20 dias. No tratamento irrigado, apenas o
substrato foi molhado, recebendo agua a cada dois dias para reposi¢do da capacidade maxima

de campo do substrato.

Tabela 1 — Caracteristicas fisicas do solo utilizado como substrato do experimento.

Areiagrossa  Areia fina Silte Argila  Classificacio Textural®

476 94 190 240 Franco Argilo-Arenoso

@ Classificacéo textural de acordo com a Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo.

Tabela 2 — Caracteristicas quimicas do solo utilizado como substrato no experimento.

Parametro analisado Unidade ~ Valor  Classificacio™
Fosforo mg/dm’ 192 Alto
Potassio mg/dm’ 450 Alto
Enxofre mg/dm’ 35 Alto
Calcio cmol/dm® 3.6 Médio
Magnésio cmol/dm® 2.2 Alto
Aluminio cmol/dm® 0,0 —

H +Al cmol/dm® 16 Baixo

pH — 6,1 Acidez Fraca
Matéria Organica dag/kg 54 Alto
Ferro mg/dm’ 163 Médio
Zinco mg/dm’ 11,4 Médio
Cobre mg/dm® 0,8 Baixo
Manganés mg/dm’ 31 Médio
Boro mg/dm® 0,62 Alto
Sédio mg/dm® 180 Alto
Silicio mg/dm® 12 < 8mg/dm’ baixo
Saturacdo de bases (%) 78,5 Alto

@ Classificagdo baseada nos manuais de recomendacéo de adubacdo do Estado
do Espirito Santo (DADALTO e FULLIN, 2001; PREZOTTI et al., 2007).

3.4 TEOR RELATIVO DE AGUA NAS FOLHAS (TRA)
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O TRA foi obtido a partir das mesmas folhas empregadas nas avalia¢cdes do potencial
hidrico foliar. As amostras compostas de dois discos foliares com 1 cm de didmetro foram
retiradas do centro do limbo foliar, evitando as nervuras, e imediatamente pesadas utilizando-
se uma balanca de precisdo de miligramas, obtendo-se a massa da mateéria fresca (MF). Em
seguida, os discos foram acomodados em recipientes escuros e submersos em agua destilada
para atingirem saturacdo hidrica, sendo mantidos em geladeira & aproximadamente 4°C
durante o periodo de 24 horas. Posteriormente, os discos foram retirados da agua, eliminando-
se 0 excesso de dgua com papel absorvente e pesados imediatamente para a determinacdo da
massa targida (MT). Em seguida, obteve-se a massa seca (MS) por meio da secagem dos
discos em estufa (65 °C) até atingirem massa constante. O TRA foi calculado conforme Klar
(1984), através da equacdo: TRA = [(MF — MS) / (MT — MS)] 100.

3.5 POTENCIAL DA AGUA NA FOLHA NA ANTEMANHA (¥..)

O potencial hidrico foliar (¥,,) foi determinado na antemanhd, entre quatro e cinco
horas, utilizando uma bomba de presséo tipo Scholander (SCHOLANDER et al., 1965) PMS
Instrument, modelo 600, USA. A determinag@o consistiu na coleta de amostras da 22 ou 3?
folha completamente expandida a partir do apice do eixo ortotrépico com bom estado
fitossanitario, sendo retirada e imediatamente colocada na cdmara da bomba de presséo, e em
seguida aplicada a pressdo até a exsudacdo de liquido pelo peciolo da folha, momento esse da
leitura da pressdo aplicada (TURNER, 1981).

3.6 TEOR FOLIAR DE SILICIO

Para determinacdo do teor de Si, utilizaram-se folhas do 2° ou 3° n6 a partir do apice
do eixo ortotrépico, submetidas a uma lavagem réapida com agua destilada e colocadas para
secagem em estufa a 70 °C, por 72 horas, sendo em seguida moidas. Utilizou-se a
metodologia descrita por Korndorfer et al. (2004), na qual amostras de 0,1 g da parte aérea
foram colocadas em tubos plasticos, seguido do acréscimo de 2 mL de H,0, p.a (30%) e 3
mL de NaOH (1:1) para digestdo. Os tubos foram agitados e postos em banho-maria a 90°C
por uma hora. Durante esse periodo os tubos foram agitados, para evitar o extravasamento do
contetdo devido a intensa oxidacdo gerada pela NaOH. Apos esse procedimento, os tubos
foram levados para autoclave por um periodo de 1 hora a 123°C e 1,5 atm de pressdo. Apés

retirar os tubos da autoclave, adicionaram-se 45 mL de agua destilada, deixando-os em
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repouso por um dia. Entdo, uma aliquota de 2 mL da matéria digerida foi retirada e colocada
em copos pléasticos de 50 mL. Logo apds, acrescentaram-se 18 mL de &gua destilada, 1 mL de
HCI (1:1) e 2 mL de molibdato de amdnio, seguido de uma leve agitacdo. O Si presente no
material transforma-se em H;SiO; que desenvolve a cor amarela na presenca do agente
complexante, que € o molibdato de amoénio em meio &cido. Depois de 5 a 10 minutos,
adicionaram-se 2 mL de &cido oxalico, procedendo-se novamente uma leve agitacdo. Apos
dois minutos a leitura em espectrofotdbmetro (ThermoScientific®, Genesys 10S, EUA) foi
feita no comprimento de onda de 410 nm. Para a quantificacdo, foi realizada uma curva

padrdo a partir de uma solucéo padrdo 1000 ppm de Si.

3.7 EXTRAVASAMENTO DE ELETROLITOS

Para acessar a estabilidade das membranas foi utilizada a técnica do extravasamento
de eletroélitos, conforme a metodologia descrita por Bajji et al. (2001). Utilizando-se folhas do
2° ou 3° no a partir do apice do eixo ortotropico, discos foliares de 1cm de didmetro foram
retirados com o auxilio de um furador e lavados por trés vezes em agua destilada para a
retirada do contetdo das células rompidas durante o corte e de outros eletrolitos aderidos as
folhas. Apds a lavagem, os discos foliares foram secos em papel absorvente e entdo, 5 discos
foram colocados em tubos contendo 20 mL de &gua ultrapura a 25°C por 6h sob agitacdo
constante. Posteriormente a esse periodo, a condutividade elétrica (C1) foi medida com o
auxilio de um condutivimetro portatil (Sanxin, modelo SX723, China). Depois desse
procedimento, os tubos com os discos foram colocados a 90°C por 2h. Frascos semelhantes
aos das amostras contendo apenas agua foram utilizados como branco (B1) antes da fervura e
(B2) apds a fervura. Apds o equilibrio da temperatura, a condutividade elétrica méaxima foi
medida (C2) e o extravasamento de eletrolitos calculado através da formula: [(C1-B1) / (C2-
B2)] 100.

3.8 TEOR DE PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

A extracdo dos pigmentos fotossintetizantes foi realizada com base em WELLBURN
(1994). As mesmas folhas utilizadas para leitura da fluorescéncia e trocas gasosas foram
coletadas de cada tratamento e imediatamente acondicionadas em sacos plasticos pretos e
posto em banho de gelo em uma caixa de isopor. Utilizando um furador metalico de 0,5 cm de

diametro, foram retirados os discos foliares, desprezando-se a nervura central. Um total de 5
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discos foliares foram transferidos para tubo de ensaio, contendo 7mL de dimetilsulféxido
(DMSO0), e mantidos no escuro a temperatura de 25°C por um periodo de 72 horas. As leituras
de absorbancias dos extratos foram feitas em espectrofotémetro (ThermoScientific®, Genesys
10S, EUA), a 470 nm, 663 nm e 645 nm. A partir das leituras espectrofotométricas, foram
calculados os teores de clorofilas e carotendides usando as equacBes de Arnon (1949) e
Lichtenthaler (1987), respectivamente:

Clor. a =[(12,7.A663) — (2,69.A645)].V/(1000.MS)

Clor. b =[(22,9.A645) — (4,68.A663)].VV/(1000.MS)

Clor. total = [(20,2.A663) — (2,69.A645)].V/(1000.MS)

Carot. = [(1000.A470) — (1,82.Clor.a — 85,02.Clor.b)].V/(198.1000.MS)

Onde:

A470 = absorbancia a 470 nm;

A663 = absorbancia a 663 nm;

A645 = absorbancia a 645 nm;

V = volume da amostra (mL);

MS = massa seca da amostra (Q);

Clor.a = clorofila a;

Clor.b = clorofila b;

Carot.= carotendides.

Para a obtencdo da massa seca, os discos foliares foram, ap6s a extracdo dos
pigmentos, secos em estufa a 70°C, até obtencdo de massa constante. Os valores foram

obtidos como total de pigmentos em miligramas por grama de massa seca (mg.gMS™).

3.9 CINETICA DE EMISSAO DA FLUORESCENCIA TRANSIENTE (OJIP)

As medicOes da fluorescéncia da clorofila a foram feitas entre 8 e 10 horas da manha
em folhas jovens totalmente expandidas do 2° ou 3° nd a partir do apice do eixo ortotropico,
ainda ligadas as plantas e adaptadas ao escuro por 30 minutos por intermédio de um clipe. A
emissdo da fluorescéncia transiente OJIP (10 ps a 1 s) foi medida com um fluorémetro
portatil (Pocket PEA, Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK), conforme metodologia
sugerida por Tsimili-Michael e Strasser (2008). A fluorescéncia nas folhas foi induzida por
pulso saturante de luz vermelha de 3.500 pmol fétons m? s e analisada por meio do teste
JIP. As definicGes e equacOes do teste JIP utilizadas seguiram a proposta de Strasser et al.

(2004), sendo escolhidos os seguintes parametros:
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— ABS/RC: Fluxo de absorcdo (de clorofilas da antena) por RC;

— TRo/RC: Fluxo de energia capturada (levando a redugdo Qa) por RC;

— DIo/RC: Fluxo de dissipacao de energia por centro de reacdo;

— ETo/RC: Fluxo do transporte de elétrons (além de Qa-) por RC;

— REW/RC: Fluxo de elétrons reduzindo aceptores finais de elétrons no lado aceptor do
PSI, por RC;

— RC/ABS: Densidade de centros de reacao ativos do FSII;

—  opol(1-ppo): termo conformagéo para fotoquimica primaria;

—  Wol/(1-¥y): termo de conformacéo para reacdes ndao dependentes da luz (além de Qa-);

—  ORrol/(1-0ro): termo de conformacdo para as reagfes do intersistema reduzido até a
reducao do aceptor final de elétrons do FSI;

—  PlyoraL: Indice de desempenho (potencial) para conservagio de energia a partir de um

exciton até a reducdo do aceptor final do FSI, sendo resultado da multiplicacéo
(RC/ABS).[(DPO/(].- (PPO)]-[\leO/(l'\Ion)]- [BRO/(l‘ SRO)]-

3.10 TROCAS GASOSAS E ASSIMILACAO LIQUIDA DE CO;

As medicbes de trocas gasosas foram efetuadas nas mesmas folhas utilizadas na
analise da fluorescéncia, no horario entre 8 e 10 horas da manhd, utilizando um analisador de
gases infravermelho portatil (IRGA), modelo LI 6400 (LI-COR, USA), em irradiancia de
1000 pmol de fotons m™?s™. Foram avaliadas as variaveis: assimilacéo de CO, (A, pmol CO,
m? s%), transpiracdo (E, mol H,0 m? s?), condutancia estomatica (gs, mol H,O m? s™),
concentracdo intercelular de CO, (Ci, umol CO, mol ar™). A partir destas variaveis foram
calculadas a eficiéncia instantanea de carboxilacdo (A/Ci, mol ar m? s?) e as eficiéncias de
uso da 4gua A/E (mmol CO, mol™ H,0) e A/gs (mmol CO, mol™ H,0), sendo, esta ltima,
denominada eficiéncia intrinseca do uso da agua por considerar 0 mecanismo estomatico
(MACHADO et al., 2005).

3.11 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS E TEOR DE FENOIS
TOTAIS

3.11.1 Obtencéo do Extrato
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Para a extracdo da enzima, foram utilizadas as mesmas folhas da andlise de
fluorescéncia e de trocas gasosas. O tecido das folhas (0,2 g) foi homogeneizado em 1,5 mL
de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8), EDTA-Na; 0,1 mM, acido ascérbico 10 mM
e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v). Todo processo foi realizado em almofariz e
pistilo a frio. O homogeneizado foi centrifugado a 12000 x g durante 15 min a 4 °C (PARIDA
et al., 2004). O sobrenadante resultante foi utilizado para os ensaios das atividades da CAT,
APX, POD e PPO, e quantificacdo de fenois.

3.11.2 Catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6)

A atividade da enzima foi determinada conforme metodologia descrita por Havir e
Mchale (1989) com modificacdes. A mistura de reacdo para a CAT, em um volume total de
2,15 ml continha 2000uL de tampéo fosfato-Na (pH 7,0) 100 mM e 100 pL H,O, 20 mM
(incubados a 28°C). A reacgéo foi iniciada pela adicdo de 50 pL de extrato de enzima e a
atividade foi determinada por monitoramento da velocidade inicial de desaparecimento H,O,
a 240 nm durante 30 segundos usando um espectrofotdmetro (ThermoScientific®, Genesys
10S, EUA). O coeficiente de extincdo de H,O, considerado foi de 36 mM™ cm™ (NAKANO e
ASADA, 1981).

3.11.3 Peroxidade do Ascorbato (APX; EC 1.11.1.11)

A atividade da enzima foi definida de acordo com a metodologia descrita por Nakano
e Asada (1981) com modificagdes. A mistura de reacdo para a APX, em um volume total de
2,5 ml continha 2,22 mL de tampéo fosfato-Na (pH 7,0) 100 mM, 125 uL de acido ascorbico
10 mM, 125 uL H,0, 2 mM (incubados a 28°C). A reacdo foi iniciada pela adicdo de 30 pL
de extrato de enzima e a oxidagdo de H,O, dependente de acido ascorbico foi medida
seguindo o decréscimo na absorbancia a 285 nm durante trés minutos usando um
espectrofotdbmetro ThermoScientific®, Genesys 10S. O coeficiente de extingcdo de H,O,
considerado foi de 2,8 mM™ cm™ (NAKANO e ASADA, 1981).

3.11.4 Peroxidase do Guaiacol (POD; EC 1.11.1.7)

A atividade da enzima foi estipulada segundo a metodologia descrita por Cakmak et

al. (1993) com modificacdes. Foi medida em um meio de reagdo constituido de 50 pL de
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extrato e 2 mL de tamp&o fosfato de sodio (100 mM, pH 7,0) com guaiacol 20 mM e 100 pL
de peroxido de hidrogénio 20 mM. O aumento da absorbancia devido a oxidacéo do guaiacol
foi registrado a 470 nm depois de dois minutos de reacdo usando um espectrofotdmetro
ThermoScientific®, Genesys 10S. O coeficiente de extincdo de H,O, considerado 26,6 mM™

em™.

3.11.5 Polifenoloxidase (PPO; EC 1.30.3.1)

A atividade da PPO foi ensaiada de acordo com Canal et al. (1988), com algumas
modificagOes. A mistura de reagéo (2,2 mL de volume final) consistiu em 1 mL de catecol 0,2
M, 1 mL de tampéo fosfato-Na (0,2 M, pH 6,8) e 20 pL de extracto de enzima. O aumento da
absorbancia foi registrado a 420 nm depois de dois minutos de reacdo usando um
espectrofotobmetro ThermoScientific®, Genesys 10S. A atividade total para esta enzima foi

expressa como 0 aumento na absorbancia por minuto.
3.11.6 Teor de Fendis 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 pL de extrato, 1250 pL 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 (x 25°C). A
absorbéancia foi medida a 760 nm usando um espectrofotdmetro ThermoScientific®, Genesys
10S. Uma curva de calibracdo foi feita utilizando-se acido galico como padréo e os resultados

expressos em pg de acido galico por g de massa fresca foliar.
3.12 ANATOMIA FOLIAR E TESTES HISTOQUIMICOS

Amostras de folhas completamente expandidas localizadas no 2° ou 3° né a partir do
apice do eixo ortotropico com bom estado fitossanitario foram fixadas em etanol 70%. Para as
analises foliares foram utilizados segmentos da porcdo mediana da lamina foliar, os quais
foram desidratados em série etilica crescente e incluidos em resina glicol-metacrilato (Leica
Historesin®), segundo recomendacOes do fabricante. Os blocos foram cortados

transversalmente (10 um de espessura) em microtomo rotativo e corados com Azul de
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Toluidina (O’BRIEN et al., 1964). As analises anatdbmicas quantitativas foram realizadas por
meio de medicOes da espessura total do limbo, da epiderme de ambas as faces da folha, e dos
parénquimas palicadico e lacunoso. Foi determinada também, a densidade estomatica
(n°/mm?) a partir da impressdo epidérmica da face abaxial da folha em laminas de vidro com
uso de adesivo instantaneo.

Os testes histoquimicos foram realizados em seccdes transversais de material fresco e
fixado, em conformidade com metodologias descritas por Johansen (1940). A deteccdo de
mucilagem foi feita por meio do emprego de solugdo aquosa de vermelho de Ruténio, cuja
reacdo positiva € indicada pela coloracdo rosea. Para a deteccdo de amido foi utilizado o
reagente lugol, sendo considerada positiva a presenca de coloragdo azul escura a preta.

As observacOes e a documentacao fotografica foram realizadas em fotomicroscopio
Nikon Eclipse 50i e as analises quantitativas foram feitas utilizando-se software de anélise de

imagens Nikon NIS-Elements.
3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5%, e, quando houve efeito significativo da interacdo
irrigacdo x dose de Si, foi realizado o seu desdobramento. Quando necessario os dados foram
normalizados pela transformagdo Vx, sendo todas as analises executadas pelo programa
Assistat 7.6 beta (2012), UAEG-CTRN-UFCG, Campina Grande — PB.
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4 RESULTADOS
4.1 CONCENTRACAO DE SILICIO

O teor foliar de Si nas plantas sob défice hidrico foi 62% menor do que nas plantas
irrigadas (Figura 1A). Para as diferentes doses de SiO, aplicadas ndo foram observadas
diferencas estatisticas (Figura 1B), nem interacdo estatistica entre os fatores irrigacéo e doses

de SIOZ
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Figura 1 — Teor foliar de Si em folhas de T. cacao. (A) Plantas irrigadas e ndo irrigadas com 20 dias de
suspensdo total da irrigacéo. (B) Plantas submetidas a diferentes doses de SiO,. As barras indicam o erro padréo
da média, regimes hidricos (n=12), doses de Si (n=8). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade. ns — ndo significativo a 5% de
probabilidade.

4.2 CARACTERISTICAS HIDRICAS

O teor relativo de 4gua em folhas ndo diferiu entre os tratamentos de irrigagdo (Figura 2A) e
de doses de SiO, (Figura 2B), ndo sendo também observado interacdo entre estes fatores.
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Figura 2 — Teor relativo de 4gua (TRA) em folhas de T. cacao. (A) Plantas irrigadas e ndo irrigadas com 20 dias
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de suspensdo total da irrigagdo. (B) Plantas submetidas a diferentes doses de SiO,. As barras indicam o erro
padrdo da média, regimes hidricos (n=12), doses de silicio (n=8). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade. ns — ndo significativo a 5% de
probabilidade.

Ap0s vinte dias de suspensdo total da irrigacdo as plantas mostraram potencial hidrico
foliar menor em relacdo aquelas irrigadas (Figura 3A), sendo que os menores valores foram
observados nas plantas submetidas & aplicacdo de Si na dose de 3,0 mg/mL de SiO, (Figura

3B). Nao foi notada interagdo estatistica entre os fatores.

Si0, (mg mL1)
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Figura 3 — Potencial hidrico foliar (¥,,) em folhas de T. cacao. (A) Plantas irrigadas e ndo irrigadas com 20 dias
de suspensdo total da irrigagdo. (B) Plantas submetidas a diferentes doses de SiO,. As barras indicam o erro
padrdo da média, regimes hidricos (n=12), doses de Si (n=8). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

4.3 TOLERANCIA PROTOPLASMATICA

A analise de interacdo regime hidrico e doses de SiO, demonstra que as doses
afetaram o extravasamento de eletrélitos apenas nas plantas ndo irrigadas, sendo o valor maior
desse parametro observado para as plantas sob défice hidrico com 0,0 mg/mL de SiO; (tabela
3).

A adicdo de Si nas folhas dessas plantas provocou reducdo significativa do
extravasamento de eletrolitos, atingindo valores semelhantes aos das plantas irrigadas, ndo

sendo observada diferenca nas doses com Si (Tabela 3).
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Tabela 3 — Extravasamento de eletrolitos de folhas de T. cacao sob influéncia do regime
hidrico e doses de SiO,.

Sio, (mgmL™)
— 0,0 15 3,0
Irrigacéo —
Extravasamento de eletrolitos (%)
I 10,63 bA 9,60 aA 10,54 aA
NI 19,52 aA 9,59 aB 11,06 aB

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade (n=4).
I: irrigado; NI: 20 dias de suspensdo total da irrigacdo; Si0: 0,0 mg/mL de Si; Sil,5:
1,5 mg/mL de Si; Si3: 3,0 mg/mL de Si.

4.4 CONTEUDO DE PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS E FENOIS

Os teores de pigmentos fotossintéticos nas plantas de cacau ndo sofreram alteracdo

com a aplicacdo dos tratamentos de irrigacdo e de doses de Si (Tabela 4).

Tabela 4 — Teores de pigmentos fotossintéticos nas folhas de T. cacao em funcdo do
suprimento de agua e das doses de Si.

Pigmentos cloroplastidicos (mg g'l MS)

Tratamento
Clora Clorb Clor total Carot
Irrigacdo

| 4,94 ns 1,01 ns 8,06 ns 2.93ns

NI 5,45 1,07 8,90 3.21
Sio, (mgmL™Y)

0,0 5,00 ns 1,03 ns 8,16 ns 3.07 ns
15 5,18 1,03 8,45 3.03
3,0 5,41 1,06 8,83 3.10

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade, regimes hidricos (n=12),
dose de Si (n=8). I: irrigado; NI: 20 dias de suspenséo total da irrigacéo; Clor
a: clorofila a; Clor b: clorofila b; Clor total: clorofila total; Carot:
carotenoides; Clor a/b: razdo clorofila a e b. ns — ndo significativo a 5% de
probabilidade.

O teor foliar de fenois totais foi maior nas plantas ndo irrigadas (Figura 4A). A
aplicacdo de Si elevou o conteudo de fenois nas folhas de T. cacao, ndo diferindo entre as

duas doses com Si (Figura 4B). Ndo foi observada interacdo entre irrigagéo e doses de Si para

0 conteudo total de fendis.
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Figura 4 — Fenois totais em folhas de T. cacao. (A) Plantas irrigadas e ndo irrigadas com 20 dias de suspenséo
total da irrigagdo. (B) Plantas submetidas a diferentes doses de Si. As barras indicam o erro padrdo da média,
regimes hidricos (n=12), doses de Si (n=8). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

4.5 FOTOQUIMICA E TROCAS GASOSAS

A fluorescéncia da clorofila a nas plantas irrigadas ndo sofreu alteracdo com a
aplicagdo de Si. Entretanto, as plantas ndo irrigadas foram significativamente influenciadas
pelas doses de Si aplicadas (Tabela 5).

Os fluxos de absorcéo, captura e dissipacdo de energia foram maiores para as plantas
ndo irrigadas sem Si. A aplicacdo de Si nas plantas que ndo receberam agua promoveu
reducdo nesses parametros, igualando-os as plantas irrigadas para a absorcéo e captura. Os
valores de dissipacdo foram menores nessas plantas com dose de 1,5 mg/mL de Si, sendo
também essa dose a que promoveu reducdo mais expressiva para a absorcao e dissipacdo nas
plantas sob défice hidrico. A densidade de centros de reacdo ativos foi menor nas plantas nao
irrigadas sem Si. A aplicagdo de Si promoveu aumento deste parametro, sendo que as plantas
com a dose de 1,5 mg/mL de Si apresentaram os valores maiores, chegando a superar as
plantas irrigadas no mesmo tratamento.

Os parametros @po/(1-@po) € PlrotaL Ndo diferiram entre os tratamentos sem Si, porém
a aplicacdo de Si nas plantas ndo irrigadas promoveu incremento nestes parametros, sendo
que a dose de 1,5 mg/mL de Si resultou em valores maiores, inclusive em relagdo as plantas
irrigadas com a mesma dose. Os parametros ETo/RC, RE(/RC, Wo/(1-¥o) € dro/(1-6ro) NaO

foram alterados pelos tratamentos.
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Tabela 5 — Parametros fotoquimicos deduzidos da analise da fluorescéncia transiente da
clorofila a pelo teste JIP em folhas de T. cacao sob influéncia do suprimento de agua e doses
de Si.

Parametro Irrigacao SIO, (mg mL l)
0,0 1,5 3,0
ABS/RC I 0,52 bA 0,55 aA 0,51 aA
NI 0,64 aA 0,48 aB 0,55 aAB
TR,/RC I 0,40 bA 0,42 aA 0,39 aA
NI 0,49 aA 0,38 aB 0,42 aB
DIy/RC I 0,12 bA 0,13 aA 0,11 aA
NI 0,15 aA 0,10 bB 0,13 aAB
ETo/RC I 0,11 ns 0,10 0,11
NI 0,10 0,11 0,11
RE,/RC I 0,045 ns 0,051 0,045
NI 0,048 0,053 0,047
RC/ABS | 1,99 aA 1,84 bA 1,98 aA
NI 1,61 bB 2,15 aA 1,86 aAB
Opo/(1-9po) I 3,42 aA 3,32 bA 3,48 aA
NI 3,34 aB 3,96 aA 3,42 aAB
Yo/(1-¥p) I 0,42 ns 0,32 0,39
NI 0,30 0,45 0,39
dro/(1-8ro) I 0,90 ns 0,91 0,93
NI 1,20 0,93 1,10
PlrotaL I 2,30 aA 1,62 bA 2,30 aA
NI 1,74 aB 3,21 aA 2,72 aAB

ABS/RC: Fluxo de absorcdo (de clorofilas da antena) por RC; TR/RC: Fluxo de energia
capturada (levando a redugdo Q,) por RC; DIy/RC: Fluxo de dissipacdo de energia por centro
de reacdo; ET¢/RC: Fluxo do transporte de elétrons (além de Qa-) por RC; RE(/RC: Fluxo de
elétrons reduzindo aceptores finais de elétrons no lado aceptor do PSI, por RC.; RC/ABS:
Densidade de centros de reagdo ativos do FSII; ¢po/(1-¢po): termo conformacdo para
fotoquimica primaria; Wo/(1-¥o): termo de conformacéo para as reagdes ndo dependentes da
luz (além de Qa-); dro/(1-8ro): termo de conformagdo para as reagdes do intersistema reduzido
até a reducdo do aceptor final de elétrons do FSI; Plrora.: indice de desempenho (potencial)
para conservacdo de energia a partir de um exciton até a reducdo do aceptor final do FSI; I:
irrigado; NI: 20 dias de suspensdo total da irrigacdo. Médias seguidas de mesma letra
mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em
nivel de 5% de probabilidade (n=4). ns — ndo significativo a 5% de probabilidade.

Plantas ndo irrigadas mostraram menores valores de fotossintese, condutancia
estomatica e transpiracdo em relacdo as plantas irrigadas (Tabela 6). A concentracdo de
carbono interno foi maior nas plantas ndo irrigadas. As doses de Si influenciaram a

fotossintese, conduténcia estomatica e a transpiracdo, sendo que a dose de 1,5 mg/ml de Si
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resultou em valores maiores (Tabela 6). O carbono interno nao foi alterado com as doses de
Si.

Tabela 6 — Parametros de trocas gasosas em folhas de T. cacao sob influéncia do suprimento
de &gua e das doses de Si.

Tratamento A Os E Ci
(ol COo, m?s™)  (molH,0 m?sh)  (molH,0 m2s?)  (umolCO, molar™)

Irrigacéo
I 4,22a 0,047 a 1,68 a 238,54 b
NI 1,73b 0,013b 0,46 b 244,57 a
Si0, (mg mL™)
0,0 2,95 ab 0,029 ab 1,06 ab 242,14 ns
1,5 3,36a 0,034 a 123a 239,25
3,0 2,62 b 0,025 b 0,93 b 243,28

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade, irrigacdo (n=12), dose de Si (n=8). I: irrigado; NI: 20 dias de suspenséo total da irrigacdo; A:
fotossintese; gs: condutancia estomatica; E: transpiragdo; C;: concentragdo interna de CO,; A/E: eficiéncia no uso
da agua. ). ns — ndo significativo a 5% de probabilidade.

O resultado da interacdo irrigacdo x doses de Si revelou que a aplicacdo de Si teve

efeito apenas em plantas ndo irrigadas (Tabela 7).

Tabela 7 — Fotossintese (A), Eficiéncia intrinseca do uso de agua (A/gs), eficiéncia no uso da
agua (A/E) e eficiéncia instantanea de carboxilacdo (A/C;) de folhas de T. cacao sob influéncia
do suprimento de agua e doses de Si.

Irrigacdo SI0 (Mg mL'l)
0,0 1,5 3,0
A (umol CO, m?2 s'l)
I 4,28 aA 4,28 aA 4,10 aA
NI 1,62 bB 2,44 bA 1,13bB
Alg , (mmol CO, mol'* H,0)
I 70,29 aA 62,41 aA 70,32 aA
NI 49,77 aAB 79,52 aA 32,43 bB
A/E (mmol CO, mol'* H,0)
I 3,25 aA 2,91 aA 3,18 aA
NI 1,93 bAB 3,16 aA 1,32 bB
A/Ci (mol ar m? 3'2)
I 0,14 aA 0,14 aA 0,13 aA
NI 0,05 bB 0,08 bA 0,03 bB

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha néo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade (n=4).
I: irrigado; NI: 20 dias de suspenséo total da irrigacéo.
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As plantas ndo irrigadas sem Si apresentaram menores taxas de fotossintese,
eficiéncias no uso da agua e eficiéncia de carboxilacdo. As plantas com a dose de 1,5 mg/mL
de Si mostraram 0s maiores valores para os parametros analisados (Tabela 7). Ja as plantas

com dose de 3,0 mg/mL exibiram valores reduzidos para esses parametros (Tabela 7).

4.6 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A maior atividade da CAT foi observada nas plantas ndo irrigadas com 0,0 mg/mL e
3,0 mg/mL de Si, ao passo que plantas sujeitas a aplicacdo da dose de 1,5 mg/mL de Si
mostraram valores menores para atividade desta enzima. Nas plantas irrigadas, a dose de 3,0
mg/mL de Si reduziu a atividade da CAT (Tabela 8).

Tabela 8 — Atividade das enzimas Catalase (CAT), Peroxidase do ascorbato (APX),
Peroxidase do guaiacol (POD) e Polifenoloxidase (PPO) em folhas de T. cacao sob influéncia
do suprimento de agua e doses de Si.

Si0, (mg mL™)

Irrigacao
0,0 15 3,0
CAT (umol min™ g™ MF)
I 0,67 bA 0,72 aA 0,20 bB
NI 1,00 aA 0,38 bB 0,94 aA
APX (umol min™ g™ MF)
I 2,11 aA 1,40 bB 0,98 bB
NI 0,66 bC 2,02 aA 1,42 aB
POD (umol min™ g™ MF)
I 0,72 bB 1,09 aA 0,39 bC
NI 1,07 aA 0,19 bC 0,65 aB
PPO (UA min™ g* MF)
I 9,59 aA 8,90 aA 10,52 aA
NI 5,90 bB 10,45 aA 7,20 bB

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade (n=4). I: irrigado; NI:
20 dias de suspensdo total da irrigacdo; Si0: 0,0 mg/mL de Si; Sil1,5: 1,5 mg/mL de Si; Si3:
3,0 mg/mL de Si.

A atividade da APX foi menor nas plantas ndo irrigadas com 0,0 mg/mL de Si. Com a
adicdo de Si houve um aumento na atividade da APX para as plantas néo irrigadas, sendo

observado valores maiores para a dose de 1,5 mg/mL de Si. Em contrapartida, a adi¢cdo de Si
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levou a reducdo da atividade dessa enzima para as plantas irrigadas, chegando a niveis
inferiores ao das plantas néo irrigadas (Tabela 8).

Plantas ndo irrigadas com 0,0 mg/mL de Si tiveram maior atividade da POD. A adicao
de Si promoveu reducdo da atividade dessa enzima, sendo observada a menor atividade nas
plantas sujeitas a dose de 1,5 mg/mL de Si. Nas plantas irrigadas a dose de 1,5 mg/mL de Si
promoveu aumento da atividade da POD, ja a dose de 3,0 mg/mL reducéo (Tabela 8).

A aplicacdo de Si teve efeito apenas em plantas ndo irrigadas para a atividade da
enzima PPO. Plantas ndo irrigadas sem Si apresentaram menor atividade da enzima, e apenas
a dose de 1,5 mg/mL de Si teve efeito significativo no aumento da atividade enzimatica
(Tabela 8).

4.7 ANATOMIA E TESTES HISTOQUIMICOS

A folha de T. cacao genétipo PH16 é dorsiventral e hipoestomatica, com epiderme
unisseriada e mucilaginosa (Figura 5A). Na nervura central, observa-se canal de mucilagem
amplo na regido da medula e canais de mucilagem menores na regido do cértex (Figura 5B).
Gréos de amido sdo abundantes nas plantas ndo irrigadas (Figura 5D), e ocorrem em menor

quantidade nas plantas irrigadas (figura 5C).

Figura 5 — Secc@es transversais do limbo de T. cacao submetidas a testes histoquimicos. A-B: Teste com
reagente Vermelho de Ruténio, evidenciando acimulo de mucilagem em células epidérmicas (A) e no interior de
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canais secretores da nervura central (B). C-D: Teste com solucdo de Lugol mostrando a presenca de gréos de
amido (coloracdo preta) em plantas irrigadas (C) e plantas ndo irrigadas (D). (CM = canal de mucilagem; EM =
epiderme mucilaginosa; ES = estdmato; FV= feixe vascular; PE = parénquima esponjoso; PP = parénquima
palicadico). Barras = 100um.

As variaveis anatbmicas foliares analisadas ndo sofreram influéncia do suprimento de
agua e das doses de Si (Tabela 9), com excecdo da densidade estomatica (Tabela 10). Essa
variavel foi maior nas plantas ndo irrigadas, entretanto, a aplicacdo de 3,0 mg/mL de Si nesses
individuos reduziu de forma significativa a densidade estomatica, ndo diferindo dos
individuos irrigados (Tabela 10 e Figura 6). Ndo foram observadas diferencas visuais no

tamanho dos estdbmatos entre os tratamentos (Figura 6B-D).

Tabela 9 — Variaveis anatbmicas em folhas de T. cacao sob influéncia do suprimento de agua
e das doses de Si.

Espessura (um)

Tratamento  Epiderme  Parénquima  Parénquima  Epiderme  Limbo
face adaxial palicddico esponjoso  face abaxial foliar

Irrigacdo
| 19,4 ns 35,6 ns 64,6 ns 9,4 ns 128,8 ns
NI 18,8 34,6 59,0 9,7 122,5
Sio, (mgmL™)
0,0 18,2 ns 33,0 ns 58,3 ns 9,1 ns 119,0 ns
15 20,0 35,9 62,0 9,7 128,0
3,0 19,1 36,3 65,1 9,7 130,0

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de
5% de probabilidade, regimes hidricos (n=12), dose de Si (n=8). I: irrigado; NI: 20 dias de suspenséo total
da irrigacéo. ns — néo significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 10 — Valores médios da densidade estomética em folhas de T. cacao sob influéncia do
suprimento de agua e doses de Si.

Si0, (mg mL™)

Irrigacao 0,0 15 3,0
n° de estdmatos (mm™)
I 889,85 bA 881,20 bA 890,00 aA
NI 975,91 aA 948,03 aA 857,95 aB

Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade (n=4). I: irrigado;
NI: 20 dias de suspensdo total da irrigacdo; Si0O: 0,0 mg/mL de Si; Sil,5: 1,5 mg/mL de
Si; Si3: 3,0 mg/mL de Si.
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Figura 6 — ImpressOes epidérmicas da face abaxial da folha de T. cacao. A-B: Plantas irrigadas com dose 3,0
mg/mL de Si. C-D: Plantas ndo irrigadas, sem adi¢do de Si. Barras = 100um (A e C); 50 um (B-D).
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5 DISCUSSAO

Em geral, sdo consideradas plantas acumuladoras de Si aquelas que possuem teor
foliar acima de 1%, e ndo acumuladoras as plantas com teor de Si menor que 0,5% (Ma, et al.,
2001). No presente estudo, as plantas irrigadas e sem aplicacdo foliar de Si apresentaram teor
foliar de Si acima de 1%, sugerindo serem acumuladoras de Si, confirmando o resultado
encontrado, também, por Pinto (2011) que verificou valores superiores a 1% de Si em trés
gendtipos de cacau.

O menor conteudo de Si encontrado nas plantas sob défice hidrico pode ser explicado
pelo fato deste elemento ser absorvido do solo e translocado no vegetal juntamente com o
fluxo de dgua (KORNDORFER, 2009). Contudo, os mecanismos de absor¢do de Si pelas
plantas ainda ndo foram totalmente esclarecidos, uma vez que ha limitacdes nas metodologias
de andlise de Si em tecidos vegetais, sendo que pequenas diferencas podem ndo ser detectadas
(BUCK et al., 2008). Além disso, doses aplicadas via foliar sdo muito baixas quando
comparadas a adubacdo do Si via solo (PINTO, 2011). Os resultados obtidos no presente
estudo corroboram 0 observado por outros autores que ndo encontraram diferencas no teor
foliar de Si apds sua aplicacdo via foliar, por exemplo, em plantas de café (BOTELHO et al.,
2005), arroz (ZANAO JUNIOR et al., 2009) e cacau (PINTO, 2011), o que sugere o acimulo
desse elemento na superficie das folhas.

Quanto ao teor relativo de agua nas folhas, chamou a atencdo o fato das plantas nao
mostrarem diferenca estatistica, mantendo o teor de dgua em torno de 85%, uma vez que era
esperado que as plantas irrigadas apresentassem maiores teores de agua em relacdo aquelas
submetidas a suspensdo hidrica. Esses resultados corroboram aqueles encontrados por
Almeida et al, (2002) que, da mesma maneira, nao verificaram diferenca no teor relativo de
agua foliar nos diferentes clones de cacau apds imposicdo de défice hidrico. Segundo os
mesmos autores, 0 ajuste osmatico foi responsavel pela manutencdo dos teores relativos de
agua foliar elevados (cerca de 90%), numa condicdo de potencial hidrico de -1,0 MPa, valor
este semelhante ao encontrado no presente trabalho.

Um dos fatores amplamente relatados na literatura e relacionados a tolerancia das
plantas a seca € o ajuste osmotico que consiste no acimulo de solutos organicos de baixo peso
molecular (BAJJI et al., 2001), especialmente, carboidratos (CHAVES et al., 2002). Os
carboidratos podem ser armazenados tanto na forma de polissacarideos com baixa atividade
osmatica, como o amido, quanto na forma de agUcares altamente sollveis e higroscopicos
como a sacarose e hexoses (BUCKERIDGE et al., 2000; WHITTAKER et al., 2007). Neste
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sentido, espécies acumuladoras de carboidratos podem, durante o seu crescimento, ter a
sintese e 0 acimulo desses carboidratos afetados pelo défice hidrico, bem como utiliza-los na
geracdo de compostos osmoticamente ativos através da degradacdo em resposta a esse
estresse do ambiente. Ainda que os grdos de amido apresentem uma capacidade de ajuste
osmaético menor em relacdo aos outros carboidratos sollveis, entendemos que o maior
acumulo de amido em folhas de plantas de T. cacao ja é uma resposta para a manutencdo do
teor de agua da planta que, sob uma condicdo de défice hidrico mais prolongado, poderia
utilizar essa reserva e aumentar a producdo de agtcares osmoticamente mais ativos. Pesquisas
sobre as respostas ao défice hidrico em espécies nativas tropicais perenes e que acumulam
amido como carboidratos de reserva ainda sdo escassas.

Outra estratégia de adaptacdo utilizada pelas plantas para manter o contetdo de agua
nas suas folhas é a acumulacdo de mucilagens, devido a sua caracteristica altamente
higroscopica (JORDAAN e KRUGER, 1992). No presente trabalho, a analise anatémica
mostrou grande quantidade de mucilagem nas folhas de T. cacao estudadas, proporcionando a
essas folhas, elevado potencial de retencdo de agua, permitindo a manutencdo do turgor
celular (CHAVES et al., 2003) e da estrutura anatdmica da folha mesmo sob condicbes de
défice hidrico.

Em T. cacao, a presenca de células mucilaginosas na epiderme, foi descrita
anteriormente por Nakayama et al. (1996), sendo uma caracteristica de grande importancia
taxonémica e ecoldgica para os representantes de Malvaceae (ROCHA et al., 2011), porém,
pouca atencdo tem sido dada a sua funcdo. As mucilagens sdo descritas como sendo de
natureza mista constituida principalmente por heteropolissacarideos acidos e/ou neutros,
proteinas e substancias fendlicas, apresentando ampla distribuicdo nos vegetais, formando
solucdes coloidais que em contato com a agua tornam-se viscosas (GREGORY e BAAS
1989). Desempenham diferentes funcBes nas plantas, entre elas, a protecdo de estruturas ou
orgdaos em desenvolvimento, retencdo de &gua, reserva de carboidratos, reducdo da
transpiragéo, protecdo contra radiacdo dispersando ou refletindo a luz incidente, ou até mesmo
funcionando como um leve filtro a radiacdo protegendo as células em palicada de luz
excessiva (MARTINI et al. 2003; PIMENTEL et al. 2011).

De modo geral, é observada reducdo do teor relativo de dgua de plantas sujeitas a
défice hidrico tais como, sorgo (HATTORI et al. 2007), trigo (PEI et al. 2010), soja (SHEN et
al. 2010) e arroz (MING et al. 2012). Entretanto, as plantas de T. cacao estudadas ndo
apresentaram esse padrdo de resposta. Fato que estd associado aos diferentes mecanismos de

respostas que a planta apresenta, incluindo o acimulo de amido e mucilagem.
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Em T. cacao, o V¥, foi influenciado pela irrigacdo e pelas doses de Si aplicadas.
Considerando plantas irrigadas e ndo irrigadas o potencial hidrico apresentou-se menor
naquelas sob défice hidrico, fato amplamente relatado na literatura (ALMEIDA et al. 2002;
BAE et al., 2008). Levando-se em consideracdo a aplicacdo das doses crescentes de Si, 0
potencial hidrico também reduziu. Esta resposta difere das encontradas na literatura com
outras espécies, em que o Si aumentou ou manteve o potencial hidrico foliar (GONG et al.
2005; SONOBE et al. 2009; MING et al. 2012). O possivel acréscimo na concentracao
interna de solutos, juntamente com o enrijecimento da parede celular, promovido pela
aplicacdo foliar do Si, pode ter contribuido para a reducdo do potencial hidrico foliar nas
plantas de cacau, principalmente na maior dose. No entanto, deve-se considerar que as
diferencas observadas podem estar relacionadas as doses de Si empregadas em cada trabalho.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram uma influencia positiva do Si na
manutencdo da estrutura das membranas em plantas ndo irrigadas, o que foi confirmado pela
reducdo do extravasamento de eletrolitos nesse tratamento. Segundo Ming et al. (2012), o Si
pode ajudar a estabilizar a estrutura da membrana plasmatica e reduzir a perda de sélidos
sollveis, contribuindo para o ajuste osmético.

Nas plantas de T. cacao estudadas, a aplicagdo do défice hidrico e das doses de Si ndo
afetaram os teores de pigmentos fotossintéticos. Na literatura ndo ha um consenso sobre a
influéncia do Si nos teores de pigmentos fotossintéticos, o que pode estar relacionado as
diferentes condi¢cdes experimentais entre os trabalhos. Shen et al. (2010) verificaram que a
aplicacdo de Si em folhas de soja sob défice hidrico aumentou os teores de clorofilas nas
plantas irrigadas, contudo, esse tratamento ndo alterou os teores de clorofilas nas plantas néo
irrigadas. Todavia, Pei et al. (2010) observaram que a aplicacdo de Si em folhas de trigo
promoveu aumento no teor de clorofilas somente nas plantas sob défice hidrico, ndo diferindo
entre plantas irrigadas. Pinto (2011) avaliando a relacdo inseto-praga e doses de Si, ndo
encontrou diferencas nos teores de clorofilas com aplicagdo foliar de silicato em dois
gendtipos de cacau estudados. Resultados semelhantes foram encontrados por Amaral et al.
(2008) e Botelho et al. (2009), em plantas de cafeeiro inoculadas com patdgenos e adubadas
com Si. Em plantas de morango (BRAGA et al., 2009) e arroz (AVILA et al., 2010), a
suplementacéo do meio de cultura com Si proporcionou maior teor de clorofila.

No presente trabalho, a avaliagdo do teor de fenois totais nas folhas de T. cacao
mostrou que plantas sob défice hidrico ou aquelas supridas com Si apresentaram maior
conteldo dessa substancia. Esses resultados corroboram o0s resultados encontrados por Pinto

et al. (2012) que, também, observaram aumento no teor de fendis nas folhas de duas cultivares
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de cacau apds adubacdo silicatada. Em condicBes de défice hidrico, igualmente foram
observados aumento no teor de fendis nas folhas de plantas de soja (SHEN et al., 2010) e
ervilha (ALEXIEVA et al., 2001). Estes autores sugerem que o fenol € um composto
absorvente da luz ultravioleta (UV), funcionando como um filtro para esse tipo de luz que é
altamente prejudicial aos cloroplastos. Assim, maiores quantidades de fenois proporcionam
reducdo na formacdo de EROs e danos as clorofilas. No presente trabalho, o acumulo de
fenois, associado a manutencdo do conteudo de agua nas folhas pelo acimulo de mucilagem,
que também pode funcionar como um filtro de densidade leve contribui para a protecao das
células do parénquima clorofiliano contra a irradiancia excessiva. Além disso, as atividades
das enzimas antioxidantes se mostraram ativas reduzindo o estresse oxidativo que levaria a
desorganizacdo celular e de membranas cloroplastidicas, bem como degradacédo de clorofila e
proteinas (PASTORI e TRIPPI, 1992).

Embora a adubacdo foliar com Si ndo tenha influenciado no contetdo de pigmentos
fotossintéticos em T. cacao, a fotoquimica foi significativamente alterada. Segundo Strasser et
al. (2004), a fluorescéncia da clorofila a pode ser afetada por muitos tipos de estresses, como
a seca, mesmo que nenhuma mudanca significativa no contetdo de pigmentos fotossintéticos
tenha sido observada.

As andlises dos parametros derivados do teste JIP mostram que o RC/ABS foi o
principal parametro para determinacdo dos fluxos de energia, ABS/RC, TRo/RC e DIy/RC,
visto que esses parametros sdo inversamente proporcionais aquele. O tratamento com
suspensdo da irrigacdo e auséncia de Si apresentou menores valores para 0 RC/ABS, e assim
maiores fluxos de absorcdo, captura e dissipacdo. J& a aplicacdo de Si inibiu o efeito do
estresse hidrico proporcionando elevacdo do RC/ABS, sendo mais significativa na dose de 1,5
mg/mL de Si. Mas, as diferencas no nimero de centros de reacdo observadas nos tratamentos
ndo explicam o comportamento do ETo/RC e RE(/RC que ndo apresentaram diferencas entre
os tratamentos, demonstrando que o fluxo de elétrons além de Qa- até os aceptores finais de
elétrons do FSI ndo foi prejudicado, sendo comprovado pelo Wo/(1-Wo) e dro/(1-6ro) que
também ndo apresentaram diferenca estatistica. Estes pardmetros contribuiram para que as
plantas ndo irrigadas com a dose de 1,5 mg/mL de Si tivessem um maior ¢@po/(1-¢po) €, 1090,
um maior Plrorar, sendo este Gltimo parametro considerado por Zubek et al. (2009) e Mehta
et al. (2010) o mais sensivel do teste JIP, por incorporar parametros relacionados com cada
parte do complexo fotossintético, logo, demonstra o estado funcional deste complexo como
um todo. Vale ressaltar que as plantas sob défice hidrico sem Si ndo diferiram estatisticamente

das irrigadas na mesma dose de Si para PlroraL, demonstrando que as plantas de cacau
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mesmo em condi¢do de estresse possuem um ganho elevado de energia (ATP e NADPH). Em
outros trabalhos também foram observados uma melhor eficiéncia das rea¢des fotoquimicas
com a aplicacdo de Si para as plantas em situacdes geradoras de défice hidrico, tais como em
tomateiro (AL-AGHABARY et al., 2004), jujubeira (XIANG E ZENG, 2005) e plantas de
arroz (CHEN et al., 2011).

A resisténcia estomaética foi o fator determinante para as alteragdes das trocas gasosas
quando analisado o efeito isolado do tratamento hidrico. A reducdo da abertura estomatica nas
plantas sob défice hidrico reduziu a transpiracdo e a fotossintese liquida, sendo esse
comportamento também observado por Egilla et al. (2005) em plantas de hibisco, e Ming et
al. (2012) em plantas de arroz. A reducdo da abertura estomética contribuiu ainda, para a
elevacdo da concentracdo interna de carbono, possivelmente gerado pela atividade
fotorrespiratoria das plantas na condicdo de estresse hidrico. Um aumento similar na
concentracdo de C; com baixa gs foi observado em outros trabalhos (ROUHI et al. 2007;
SINGH et al. 2011).

Independentemente da irrigacdo, a aplicacdo de Si mostrou que a dose de 1,5 mg/ml
foi a mais satisfatoria, interferindo em todos os parametros, exceto, no C;, que nao foi
influenciado. A maior abertura estomatica indica claramente que as plantas com essa dose
transpiraram mais, porém, com maior ganho na taxa fotossintética. Outros autores também
observaram incremento na fotossintese com a aplicacdo do Si, em tomate (ROMERO-
ARANDA et al., 2006), cana de actcar (MADEIROS et al., 2009), e em cacau (PINTO et al.,
2012). Ja a dose de 3,0 mg/mL reduziu a condutancia estomatica, que em consequéncia
reduziu a transpiracdo e a fotossintese, sugerindo que essa dose de Si pode ter criado uma
camada muito espessa sobre os estdmatos dificultando o processo difusivo da troca gasosa.
Na literatura também tem sido descrito que maiores doses de Si promovem aumento da
camada de cera epicuticular, como foi observado em trabalhos com café (AMARAL, 2005;
BOTELHO et al., 2009) e soja (LIMA, 2006). De acordo com Botelho et al. (2009), essa
camada espessa de cera cobrem os estdbmatos, influenciando negativamente a fotossintese, por
dificultar as trocas gasosas.

Como observado, a analise separada da dose de 1,5 mg/mL conferiu as plantas
maiores taxas de fotossintese, condutancia e transpiracdo, porém, sua analise interativa com a
irrigacdo, mostrou que o seu efeito s foi observado nas plantas ndo irrigadas, sendo que a
dose de 1,5 mg/ml de Si proporcionou as plantas sob défice hidrico alivio dos danos da seca,
apresentando melhores taxas para a fotossintese, as eficiéncias do uso de agua e de

carboxilacdo. Outros autores do mesmo modo relataram o efeito benéfico sobre os parametros



44

fotossintéticos com a aplicacdo de Si em plantas sob condicdes de défice hidrico, tais como,
trigo (GONG et al., 2005), soja (SHEN et al., 2010), sorgo (AHMED et al., 2011) e arroz
(MING et al., 2012). O efeito benéfico dessa dose de Si foi tamanho que proporcionou taxas
de eficiéncia do uso da agua igual a das plantas irrigadas nas mesmas condicdes.

O aumento na taxa de carboxilacdo parece ter sido efeito da elevacdo da taxa
fotossintética, uma vez que as doses de Si analisadas separadamente ndo influenciaram na
concentracdo interna de carbono das folhas de cacau. Esse aumento na taxa de carboxilagdo
demonstra que a dose de 1,5 mg/mL de Si também contribuiu para a reducdo da
fotorrespiracdo nessas plantas. Segundo Gong et al. (2005), nas folhas, a maior parte do Si
permanece nas paredes exteriores das células epidérmicas em ambas as superficies,
contribuindo, assim, na reducdo da perda de agua por transpiracdo estomatica das folhas
(AGARIE et al., 1998; SAVANT et al., 1999). No presente estudo, verifica-se que aplicacdo
de 1,5 mg/mL de Si nas folhas promoveu uma suplementagdo externa de Si em suas
superficies e, com isso, maior eficiéncia das trocas gasosas. Entretanto, a dose de 3,0 mg/ml
se mostrou excessiva, sendo prejudicial pelo aumento demasiado da resisténcia estomatica das
folhas, o que prejudica as trocas gasosas das plantas que estavam sob défice hidrico.

A andlise das trocas gasosas mostrou que as plantas ndo irrigadas apresentaram menor
abertura estomatica, o que era esperado uma menor concentracdo de carbono interno, porém,
foi observado elevacdo da concentragdo de carbono interno, sugerindo que as plantas estavam
fotorrespirando. Sabe-se que o processo fotorrespiratorio € um importante removedor do
excesso de energia, ATP e NADPH (GOVINDJEE, 1999), para proteger as folhas de
fotoinibicdo (SINGH et al. 2011), e esse processo gera peroxido de hidrogénio que é
prejudicial para as células (LUNA et al., 2005).

O produto final do fluxo de elétrons é o NADPH, que é consumido em uma das etapas
do ciclo de Calvin-Benson, assim como o CO; absorvido. Como o suprimento de CO, foi
prejudicado pela reducdo da abertura estomatica o consumo de NADPH ¢ reduzido,
proporcionando, entdo, um acumulo de NADPH e ferredoxina reduzida (Fdx-) no estroma e a
faltar o receptor final de elétrons, que é o NADP*. Como as plantas continuam a receber luz, e
o fluxo de elétrons continua a produzir Fdx-, esse elétron pode ser doado para o O, formando
entdo o radical O,- (KERBAUY, 2004), que ¢ destruido pela enzima Superdxido Dismutase
(SOD), e gerando peroxido de hidrogénio, que € o substrato das enzimas CAT, POD e APX,
que possuem locais distintos de atuacgéo.

A localizagdo da CAT é quase restringida aos peroxissomos o que limita a sua

capacidade para manter os teores de H,O, baixos o suficiente em outros compartimentos
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celulares, como nos cloroplastos (ASADA, 1992). Sendo assim, a maior atividade da CAT
nas plantas sob défice hidrico sem e com 3,0 mg/mL de Si demonstrou o teor elevado de
substrato H,O, nos peroxissomos, local de atividade desta enzima (NOCTOR et al., 2002).
Isso corroborou a suposicdo de fotorrespiracdo, que promove a producdo do peroxido de
hidrogénio nos peroxissomos. A aplicacdo da dose de 1,5 mg/mL de Si nas plantas ndo
irrigadas reduziu a atividade desta enzima, mostrando ser benéfico para as plantas, sugerindo
ser capaz de amenizar a atividade fotorrespiratoria da planta. Outros autores também
observaram reducdo da atividade da CAT com a aplicacdo de Si em condicdes de estresse
hidrico, tais como, Gong et al. (2005) em plantas de trigo e Shen et al. (2010) em plantas de
soja. Nas plantas irrigadas, a dose de 3,0 mg/mL mostrou ser benéfica reduzindo a atividade
da CAT, possivelmente devido a reducdo do substrato da enzima.

A APX é responsavel pela eliminacdo do poder téxico do H,O,, no cloroplasto e
citosol (ASADA, 1992), enquanto as peroxidases (POD) encontram-se presentes em quase
todos os compartimentos dos vegetais (BAPTISTA, 2009). Analise das enzimas APX e POD
mostra que suas atividades estdo altamente relacionadas, suas respostas sao antagonicas,
demonstrando que quando atividade de uma esta alta em determinado tratamento a da outra
estd baixa, ou vice-versa. Nas plantas ndo irrigadas sem Si, a enzima POD parece ser 0
principal meio de defesa, enquanto que nas plantas irrigadas seria a APX. Com a aplicagéo de
1,5 mg/mL de Si esses papéis se invertem, sendo a APX a principal enzima de defesa contra o
peréxido das plantas sob défice hidrico, e a POD das plantas irrigadas. J& a dose de 3,0
mg/mL de Si também se mostrou benéfica para as plantas sob défice hidrico estimulando a
APX, porém, de modo inferior a dose de 1,5 mg/mL de Si, ainda nas plantas irrigadas a dose
de 3,0 mg/mL de Si reduziu a atividade da POD, enquanto que para a APX n&o diferiu
estatisticamente da dose de 1,5 mg/mL de Si.

A enzima PPO tem sido apresentada como um dissipador da energia de luz adicional
ndo utilizada na fotoquimica (BIEHLER e FOCK, 1996). Assim, é esperado que niveis
elevados de PPO possam aumentar a tolerancia ao estresse, reduzindo os danos
fotooxidativos. No presente estudo, plantas sob défice hidrico apresentaram baixa atividade da
PPO nas folhas, corroborando o encontrado em outros trabalhos, tais como, feijdo (DASH e
PANDA, 2001) e manjericdo (BARBIERI et al. 2012). Contudo, a aplica¢éo de Si na dose de
1,5 mg/mL elevou a atividade da PPO nas plantas sob seca, favorecendo a toleréncia dessas
plantas em condi¢cBes de défice hidrico, fato reforcado pelo melhor comportamento

fotoquimico e atividade fotossintética.
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Os dados encontrados na literatura para estas enzimas, pelo efeito dos diferentes
tratamentos aqui impostos, sdo grandemente variados entre espécies e até mesmo entre
cultivares da mesma espécie. Segundo Reddy et al. (2004), o nivel de resposta depende da
espéecie, do desenvolvimento e estado metabolico da planta, assim como a duracdo e
intensidade do estresse hidrico. Muitas situacfes de estresse causam um aumento da atividade
total antioxidante foliar (PASTORI et al., 2000 ), mas, pouco se conhece sobre o controle da
atividade de coordenacdo e de expressao das diferentes enzimas antioxidantes nas células de
plantas que sdo submetidos a estresse de seca.

Os resultados mostraram que o Si interferiu na densidade estoméatica de folhas
totalmente expandidas de T. cacao, emitidas ap6s os tratamentos, uma vez que, 0 numero de
estdmatos por mm? foi maior nas plantas sob défice hidrico, com as doses de 0,0 e 1,5 mg/mL
de Si e menor naquelas tratadas com dose de Si de 3,0 mg/mL, nesse ultimo caso, igualando-
se com as plantas irrigadas. Nessas plantas, a reducdo da densidade estomatica interferiu na
eficiéncia de regulagem do transporte de agua, resultando em menor eficiéncia das trocas
gasosas, com menor taxa fotossintética e eficiéncia intrinseca do uso da agua. Maior
densidade de estbmatos € uma forma de adaptacdo a seca, porque permite que as plantas
regulem o transporte de &gua e transpiracdo de forma mais eficaz (LUKOVIC et al., 2009), o
que indica maior adaptacédo das plantas ndo irrigadas com 0 e 1,5 mg/mL de Si.

A formacdo dos estdomatos ocorre ao longo do desenvolvimento foliar, de modo que
varias geracdes de estdmatos podem desenvolver até completa expansdo da folha (NADEAU,
2002), por meio de informacdes detectadas por folhas maduras e retransmitidas para as folhas
em desenvolvimento (BROWNLEE, 2001; LAKE et al., 2001). Estudos tém mostrado que
fatores ambientais como a luz regulam o desenvolvimento de estdmatos em folhas jovens
através de um mecanismo de deteccdo dos niveis destes fatores em folhas maduras de uma
mesma planta (NADEAU, 2002). Os espectros de refletancia e transmitancia da luz séo
influenciados ndo apenas pelas superficies lisas ou rugosas das folhas, mas também, pela
composigdo quimica da cuticula e parede celular externa, bem como, dos seus graus de
espessamento (DA LUZ, 2007). Segundo Da Luz (2006), a presenca de uma camada de silica
sobre as superficies foliares € capaz de alterar o espectro de emissividade da luz. Assim, doses
mais elevadas de Si (3,0 mg/mL) sugerem a presenca de uma camada mais espessa sobre as
superficies foliares, o que pode afetar a transmiténcia da luz e consequentemente a formacao
de estdmatos e sua densidade nas folhas. Plantas com folhas maduras sob luz incidente
reduzida tendem a diminuir sua densidade estomatica (BROWNLEE, 2001; LAKE et al.,
2001).
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que:

— A dose de 1,5 mg/mL de SiO; aplicada sobre as folhas de T. cacao cultivados em vaso e em
condicdo de défice hidrico foi capaz de amenizar os efeitos negativos provocados pela
suspensdo total da rega por vinte dias as plantas, apresentando grande potencial para 0 uso

agronémico.

— A aplicagdo foliar da dose 3 mg/mL de SiO; se mostrou excessiva, interferindo de forma
menos expressiva em relacdo a dose de 1,5 mg/mL de Si, revelando-se, por vezes, prejudicial

as plantas na condicdo de défice hidrico.
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