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

DAYANA EFFGEN FANTINATO

EFEITOS DA ADUBACAO FOLIAR COM SILICIO NA RESISTENCIA
DO CACAUEIRO (Theobroma cacao L.) A VASSOURA-DE-BRUXA
(Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora)

VITORIA
2014



DAYANA EFFGEN FANTINATO

EFEITOS DA ADUBACAO FOLIAR COM SILICIO NA RESISTENCIA
DO CACAUEIRO (Theobroma cacao L.) A VASSOURA-DE-BRUXA
(Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora)

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Biologia Vegetal do
Centro de Ciéncias Humanas e Naturais da
Universidade Federal do Espirito Santo,
como requisito para obtencdo do Grau de
Mestre em Biologia Vegetal.

Orientador: Profd. DSc. Camilla Rozindo Dias
Milanez (UFES)

Co-orientador: Prof. DSc. Marco Antonio
Galeas Aguilar (CEPLAC)

VITORIA
2014



DAYANA EFFGEN FANTINATO

«“EFEITOS DA ADUBACAO FOLIAR COM SILICIO NA RESISTENCIA DO
CACAUEIRO (Theobroma cacao L.) A VASSOURA-DE-BRUXA (Moniliophthora
perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora)

Dissertacdo apresentada ao Programa da Pds-Graduagdc em Biologia Vegetal do
Centro de Ciéncias Humanas e Naturais da Universidade Federal do Espirito Santo,
como requisito parcial para obtengdo do grau de Mestre em Biologia Vegetal na area

de concentragao Fisiologia Vegetal.

Aprovada em 26 de Fevereiro de 2014.

COMISSAO EXAMINADORA

Qovwillee BO. 1Dilas~
Profa Dr2 Camilla Rozindo Dias Milanez

Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Vegetal-UFES
@rientadora

Profo Dr6 M o6 Antonio Galeas Aguilar
Programa de Pds-Graduagao em Biologia Vegetal-UFES

g Co-ori tador
/. ;s .

Prof@ Dr@ Viviana Borges Corte
Programa de Pds-Graduagao em Biologia Vegetal - UFES
Examinador Interno

)

"t,\» J;Lw.- (M ’L—{w’~7\ ‘J~¢‘ /\‘twl

Profa Dﬁ’ Gléria Maria de Fapjlas Vidgas Aquije
| IFES

: Examinador Externo




AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Espirito Santo e ao Programa de Po6s-Graduagdo em
Biologia Vegetal pela estrutura fisica permitindo a realizagéo do trabalho.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela

concessao da bolsa.

A CEPLAC de Linhares-ES pela doacdo das mudas e do espagco fisico; pela ajuda
de toda equipe durante a conducdo do experimento; pelas inUmeras caronas e por
todo apoio. Em especial, agradeco ao Dr. Marco Antdnio pela co-orientacao e ao Dr.

Spaggiari pela disponibilidade. Muito obrigada!

A CEPLAC de llhéus-BA, a Prof2 Dra. Karina e a Louise pela doag&o do in6culo, pelo

acolhimento no laboratério e pelos ensinamentos.
Ao secretario do PPGBV Ricardo pela competéncia e prestatividade.

A Profa Dra. Camilla por mais uma vez ter me acolhido no laboratério com mais uma
orientacdo; pelas palavras e ensinamentos, pela confianca e por todo apoio e
dedicacédo fundamentais para a realizagao deste trabalho.

A amiga Larissa pelo apoio e pela grande ajuda nas analises estatisticas.

Aos companheiros do LABAV, da Botanica e a Betinha por terem tornado esta

caminhada alegre e descontraida; a Ana, Tati e ao Leonardo pela imensa ajuda.
Aos companheiros de turma do mestrado pela distracédo e apoio nestes dois anos.
A Lorena Bah pela amizade, palavras, apoio e compreensao de todos esses anos.
Aos meus amigos Maira e Ramon, que mesmo distantes estdo sempre presentes.
Ao Yuri pelas palavras de otimismo e conforto e pela confiancga.

A minha mée Anilene e meus irmaos Anellyne e Roullyem pelos ensinamentos e por

terem sempre acreditado em mim.



“Lute com determinacéo, abrace a vida com paixao,
perca com classe e venga com ousadia,
porgue o mundo pertence a quem se atreve

e a vida é muito para ser insignificante”

Charles Chaplin



RESUMO
Efeitos da adubacgéo foliar com silicio na resisténcia do cacaueiro
(Theobroma cacao L.) a vassoura-de-bruxa (Moniliophthora perniciosa
(Stahel) Aime & Phillips-Mora)

O grande interesse econdmico do cacaueiro (Theobroma cacao) € devido,
principalmente, a utilizacdo de suas sementes para a producdo de manteiga de
cacau e chocolate. No entanto, esse agronegocio tem enfrentado uma crise em
decorréncia da vassoura-de-bruxa, considerada uma das doencas mais destrutivas
do cacaueiro e causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa. Uma alternativa no
manejo de doencas em plantas que tem sido utilizada € a inducéo de resisténcia,
podendo ser obtida através de tratamentos utilizando produtos a base de silicio.
Assim o objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficacia de diferentes doses de
silicio na protecdo de plantas de cacaueiro, gendtipo Catongo, contra a doenca
vassoura-de-bruxa por meio da andlise de caracteristicas morfo-fisiologicas e
bioquimicas. O delineamento experimental foi em Blocos Casualizados (DBC), com
4 repeticbes, em arranjo fatorial 2 x 4, constituido de dois fatores de inoculacéo
(inoculado e ndo-inoculado) e quatro doses de silicio (0 mg mL*; 0,5 mg mL*?; 1,0
mg mLt e 2,0 mg mL?') com o produto AgriSil (98% de SiOz2), resultando em 32
parcelas com 10 plantas cada, totalizando 320 plantas. Os resultados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e regressdo. Foram realizadas analises
enzimaticas, trocas gasosas, teor de silicio foliar e densidade estomética. Plantas
inoculadas apresentaram aumento da fotossintese e das atividades de quitinases e
polifenoloxidases com a aplicacdo de doses crescentes de Si. JA a densidade
estomatica mostrou-se maxima na dose 0,79 mg/mL de Si, enquanto a concentracao
maxima de Si nas folhas foi obtida na dose 0,7 mg/mL de Si. Os resultados sugerem
gue doses crescentes de silicio demonstram-se benéficas para amenizar os efeitos

causados por M. perniciosa em mudas de cacaueiros.

Palavras-chave: cacauicultura, fitopatologia, resisténcia induzida, quitinase,

polifenoloxidase.



ABSTRACT
Effects of foliar fertilization with silicon on resistance of cocoa
(Theobroma cacao L.) to witches’ broom (Moniliophthora perniciosa
(Stahel) Aime & Phillips-Mora)

The economic interest of cocoa (Theobroma cacao) is because, mainly, of using its
seeds to produce cocoa butter and chocolate. However, this business has
encountered a crisis caused, mainly, by witches’ broom, caused by the fungal
Moniliophthora perniciosa, that could induce losses of until 90% of the production,
been considered one of the most destructive disease of cocoa. One management
alternative of diseases that has been used it’s the induced resistance, that could be
obtained by treatments using products with silicon. Therefore, we verified the
efficiency of different dose of silicon in protection against the disease witches’ broom
in the clonal Catongo of cocoa inoculated with M. perniciosa by analysis of morpho-
physiological and biochemical characteristics. The experimental design was in
randomized blocks (DBC), with four replications in a factorial 2 x 4, consisting of two
factors of inoculation (inoculated and non-inoculated) and four doses of silicon (0 mg
mL?1; 0,5 mg mL?; 1,0 mg mLt e 2,0 mg mL?) with the product AgriSil (98% of
SiO2), resulting in 32 plots with 10 plants each, totaling 320 plants. The results
obtained were submitted to analysis of variance and regression. Evaluations about
enzyme analysis, gas exchange, foliar silicon content and stomatal density were
conducted. Inoculated plants presented increased of photosynthesis and of chitinase
and polyphenoloxidase activities with application of growing doses of Si. Already
stomatal density showed maxim in the dose 0,79 mg/mL of Si, while the foliar silicon
content was obtained in the dose 0,7 mg/mL of Si. The results suggest that growing
doses of silicon demonstrated beneficial to ease the effects caused by M. perniciosa

in cocoa seedlings.

Keywords: cocoa farming, phytopathology, induced resistance, chitinase,

polyphenoloxidase.
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1. INTRODUCAO

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

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

O municipio de Linhares ocupa atualmente a 32 posi¢cdo entre 0s maiores
produtores de cacau no pais, apresentando cerca de 20 mil hectares de terras
cultivadas com a espécie, 0 que representa aproximadamente 95% da area plantada
com o cacaueiro no estado (Bisi, 2012).

No entanto, o agronegocio cacaueiro tem enfrentado uma crise devido,
principalmente, a doenca vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo Moniliophthora
perniciosa. Essa doenca € caracterizada pelo superbrotamento de lancamentos
foliares, com proliferacdo de gemas laterais e engrossamento de tecidos infectados.
A vassoura de bruxa pode causar perdas de até 90% da producdo, sendo
considerada uma das doencas mais destrutivas do cacaueiro (Evans, 1981; Evans e
Bastos, 1979).

No Brasil, essa praga tem causado sérios problemas econdémicos, sociais e
ecologicos principalmente no sul da Bahia, levando a perdas de até 100% nas
fazendas (Faleiro et. al., 2004; Rubini et. al., 2005; Scarpari, 2005). J4 no Espirito
Santo, a doencga apareceu em fevereiro de 2001, em duas fazendas do municipio de
Linhares.

Diferentes estratégias de controle da doencga foram adotadas desde seu
surgimento, como a poda fitossanitaria (Stahel, 1915), os controles quimico (Van
Hall e Drost, 1909) e biologico e o melhoramento genético visando resisténcia a
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doenca. Porém, algumas técnicas ainda ndo apresentaram resultados totalmente
satisfatorios e/ou econdmicos, como 0 elevado custo da poda fitossanitéria; e
susceptibilidade de materiais resistentes em alguns paises (Baker e Holiday, 1957).

Uma alternativa no manejo de doencas que tem sido utilizada é a inducao de
resisténcia (Bettiol, 1991), a qual se caracteriza pela ativagdo dos mecanismos
latentes de resisténcia da planta. A inducdo de resisténcia pode ser obtida através
de tratamentos utilizando produtos a base de silicio, que além de apresentar eficacia
na protecdo contra algumas doencas (Datnoff et al., 2007), também proporcionam
melhoras no aspecto nutricional da planta, incrementando a producéo e qualidade
dos produtos agricolas.

Estudos existentes sobre a adubacao foliar silicatada demonstram o potencial
do silicio para a agricultura brasileira, como aumento da resisténcia contra
patdogenos (Menzies et al.,, 1992; Carré-Missio et al., 2012) e da producdo de
biomassa (Korndorfer e Datnoff, 1996), respondendo em estabilidade da producéo e
até em aumento da produtividade (Arruda, 2009; Crusciol et al., 2010). Nesse
contexto, a nutricdo mineral da planta pode ser considerada um fator ambiental
sujeito a facil manipulacdo, de modo a se tornar um componente fundamental no
controle de doengas (Marschner, 1995).

O silicio, nas folhas, é depositado na forma de sillica amorfa na epiderme,
formando uma barreira de resisténcia mecanica a entrada de fungos para o interior
da planta ap6s sua polimerizacdo na superficie da folha (Epstein, 1994; Kornddrfer
et. al., 2001; Korndorfer et. al., 2002; Kaiser et al., 2005; Guével et. al., 2007). O
silicio ainda proporciona uma protecdo ativa induzida, iniciando uma sequéncia de
reacdes bioquimicas de defesa na planta, levando a producdo de peroxidases,
polifenoloxidase e fenilalanina-amonialiase (precursoras da sintese de compostos de
defesa da planta) (Gomes et. al., 2008), além de acumular compostos fendlicos e
quitinases, 0s quais geram uma estrutura capaz de proteger e resistir ao ataque
microbiano (Epstein, 1999).

A andlise de crescimento das plantas mostra que o uso do silicio tem-se
mostrado benéfico sobre o aumento da producdo de diversas culturas (Lee et al.,
1985; Menzies et al., 1992; Carvalho-Pupatto, 2003; Gomes et al., 2008), além de
favorecer a fotossintese, interferindo na arquitetura das plantas, de modo a

proporcionar folhas mais eretas, apresentando maior atividade fotossintética
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(Korndorfer e Datnoff, 1996; Agarie et al.,, 1998; Lana et al., 2003; Souza et. al.,
2010; Carré-Missio et al., 2012).

Devido a importancia econémica do cultivo do cacau, faz-se necessaria a
revisdo dos modelos agricolas para modernizacdo dessa atividade, desenvolvendo
tecnologias de qualidade e de baixo custo que permitam reduzir a queda da
producdo, como o0 uso da adubacado silicatada. Acredita-se que as plantas
inoculadas com Moniliophthora perniciosa e tratadas com silicio apresentem maior
resisténcia ao fungo quando comparadas as plantas inoculadas, porém sem

aplicacéo foliar de silicio.

2. OBJETIVO

Verificar a eficicia de diferentes doses de silicio na protecdo contra a doenca

vassoura de bruxa em individuos do gendtipo Catongo de Theobroma cacao

inoculados com Moniliophthora perniciosa por meio da andlise de caracteristicas

morfo-fisioldgicas e bioquimicas.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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3.1. Theobroma cacao L.

A espécie Theobroma cacao L. (cacaueiro) pertence a ordem Malvales, sendo
a Unica utilizada comercialmente para a producao de chocolate. Outrora classificada
como pertencente a familia Sterculiaceae por Cronquist (1981), T. cacao foi
realocada para a familia Malvaceae como proposto por estudos filogenéticos
(Alverson et al.,, 1999; Souza e Lorenzi, 2005; Judd, et al., 2009). O cacaueiro
(Theobroma cacao L.) € uma &rvore com origem nas regides tropicais da América
Central, estendendo-se da bacia amazbnica até o sul do México (Cuatrecasas,
1964).

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

Nas florestas o cacaueiro pode ultrapassar os 15 metros e em condi¢des de
cultivo, atinge a altura de 5 a 8 metros (Purdy e Schmidt, 1996). Nas areas de maior
producdo, tém-se uma média anual de chuvas entre 1250 e 2800 mm e
temperaturas superiores a 15°C (Purdy e Schmidt, 1996). Embora exigente quanto
as condicdes de clima e solo, T. cacao repde a terra parte do que dela é retirado, de
forma a manter o equilibrio ecolégico e constituindo-se num cultivo perene e
renovavel. Desta forma, a cacauicultura apresenta ndo apenas importancia
econdmica como também importancia ambiental (CEPLAC, 2012).

O cacaueiro caracteriza-se por apresentar uma copa globosa, com pequenas
flores hermafroditas avermelhadas inseridas no tronco e nos ramos principais, de
onde também surgem os frutos com formato e tamanhos variaveis, de 15 a 30 cm de
comprimento (Lorenzi e Matos, 2002). Cada fruto contém entre 20 e 40 sementes
envoltas numa polpa mucilaginosa, adquirindo tonalidade alaranjada, amarela ou
roxa, de acordo com a variedade (Elkon, 2004). A producdo dos frutos tem inicio

apos dois a trés anos do plantio e se prolonga por mais de 30 anos, existindo
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lavouras com até 100 anos de idade, dependendo das condi¢des edafocliméticas e
da variedade (Purdy e Smith, 1996).

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

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

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

O cacaueiro € cultivado na Africa Ocidental (70% da producdo mundial),
Costa do Marfim (40%), Gana (20%), Camardes (5%) e Nigéria (5%). Nas Américas,
seu cultivo estende-se da Coldmbia para a Venezuela, América Central e México,
alcancando também as Guianas. O Brasil, antes de 1989, era o segundo maior

produtor de cacau, tornando-se o sexto lugar no mercado mundial em 2010 com
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uma producdo em torno de 155 mil toneladas/ano de améndoas secas de cacau.
(International Cocoa Organization — ICCO, 2012).

O estado da Bahia ja teve o cultivo do cacau como o principal produto
agricola gerador de capital, chegando a representar mais de 50% das exportacoes,
sendo o principal estado produtor de cacau no pais (64% da producdo nacional),
seguido pelo Pard (25%), Rondbnia (8%) e Espirito Santo (3%) (Martini, 2004;
Mandarino e Sena Lopes, 2009; Lopes, 2011). O Espirito Santo iniciou o cultivo do
cacau em 1895, no municipio de Linhares, se estabelecendo principalmente na
regido do baixo Rio Doce (Costa, 1989). O municipio produz uma média de cerca de
10 mil toneladas por ano, apresentando aproximadamente 20 mil hectares das terras
cultivadas com a espécie, o que representa 95% da area plantada com T. cacao no
estado (Bisi, 2012).

Até a década de 70, a cacauicultura foi estabelecida com sementes
provenientes de popula¢Bes naturais de cacaueiros ou de plantacfes cultivadas a
beira dos rios (Almeida e Antdnio Neto, 2000). Somente a partir dos anos 60
comecaram a ser utilizadas sementes de variedades melhoradas no Brasil com a
criacdo da CEPEC (Centro de Pesquisas do Cacau) pela CEPLAC (Comissao
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira), a partir da orientagdo da implantacéo de
356 mil hectares na Bahia até o inicio dos anos 90 (Menezes e Carmo-Neto, 1993).

3.2. ADOENCA VASSOURA-DE-BRUXA

A vassoura-de-bruxa € uma das principais e mais destrutivas doencas do
cacaueiro, podendo levar a perda de até 90% da producado. Essa doenca é causada
pelo fungo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora
que também atinge outras espécies da familia Malvaceae e possui hospedeiros nas
familias Solanaceae, Bixaceae, Malpighiaceae e Bigoniaceae (Luz et al., 2006). Sua
fitopatologia abrange todas as partes em crescimento do cacaueiro, particularmente
os brotos e os frutos (Stahel, 1915).

Em 1915 a vassoura-de-bruxa teve seu agente etiologico descrito por Stahel
como Marasmius perniciosus. Singer, em 1942, reclassificou esse fungo ao género
Crinipellis, passando a ser identificado como Crinipellis periciosa (Stahel) Singer.
Recentemente, Aime e Phillips-Mora (2005) sugeriram que fosse reclassificado como

Moniliophthora perniciosa a partir de analises filogenéticas do fungo causador da
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vassoura-de-bruxa e do fungo Moniliophthora roreri, causador da doenca moniliase,
gue ataca exclusivamente os frutos do cacaueiro (CEPLAC, 2012).

O fungo M. perniciosa apresenta um ciclo de vida dividido em duas fases
principais, uma parasitica onde micélio € monocariotico e ndo possui grampos de
conexdo, com crescimento apenas intercelular; e a saprofitica, havendo grampo de
conexdo e micélio dicariético, podendo crescer inter ou intracelularmente (Evans,
1982; Dias, 2001). Primeiramente ocorre a dicariotizacdo do micélio com sequente
formacédo de um micélio secundario, agora dicariético e fibulado, que apresenta hifas
mais estreitas, as quais invadem as células do tecido levando a morte das antigas
vassouras verdes (formadas no inicio da infeccdo). As vassouras, agora necroticas,
passam a apresentar uma coloracdo amarronzada, permanecendo presas a planta
ou podendo cair no solo. O micélio entéo leva a producédo de basidiomas que geram
os basidiésporos, de modo a fechar o ciclo de vida do fungo (Pereira, 1990).

Os tecidos meristeméticos sdo os principais locais da planta que sofrem o
ataque do patdégeno, provocando sintomas caracteristicos de desequilibrio hormonal
na interagdo planta-patégeno (Luz et. al., 1997). As almofadas florais, quando
infectadas, podem produzir brotos vegetativos (vassouras vegetativas de almofadas
florais), flores anormais e ou frutos partenocarpicos abortivos. O surgimento dessas
flores hipertrofiadas originam frutos deformados com aspecto de morango, os quais
morrem prematuramente. Os frutos infectados ainda jovens adquirem um aspecto de
cenoura, enquanto os mais desenvolvidos exibem uma mancha negra, denominada
podriddo negra (Scarpari et. al., 2005).

Ainda podem ocorrer vassouras compostas com todas essas caracteristicas,
porém em ramos. Nesse caso, a penetragdo do fungo ocorre na base da gema ou
por né ou entrend em crescimento. O fungo ira estimular o surgimento de um broto
com hipertrofia ortotropico, denominado vassoura terminal ou, se plagiotrépico,
vassoura axilar. Quando a resposta do tecido a infec¢cdo ocorre de maneira severa,
acaba resultando na morte da gema terminal. Nos frutos desenvolvidos com pelo
menos 8cm de comprimento, a vassoura apresenta uma lesdo negra, dura e
irregular na parte externa do fruto (Luz, et. al., 1997; Silva, et. al., 2000).

Descoberta no Suriname em 1895, a vassoura-de-bruxa é atualmente
responsavel pela ocorréncia de um grande impacto econbmico nos paises
produtores de cacau como Brasil, Colébmbia, Equador, Granada, Guiana, Panama,

Séo Vicente, Trinidad, Tobago, llhas do Caribe e Bolivia (Pereira, 1990). No Brasil,
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esta praga apareceu pela primeira vez na Bahia no municipio de Uruguca, em 1989
(Pereira et al.,, 1989) e desde entdo tem causado sérios problemas econémicos,
sociais e ecoldgicos principalmente no sul da Bahia, levando a perdas de até 100%
nas fazendas (Faleiro et. al., 2004; Rubini et. al., 2005; Scarpari, 2005). Ja no
Espirito Santo, a doenga apareceu em fevereiro de 2001, em duas fazendas do
municipio de Linhares.

Devido ao impacto causado pela vassoura-de-bruxa a cultura do cacau, 0
governo, juntamente com os produtores, buscaram medidas que visassem diminuir o
problema causado por M. perniciosa. A partir de 1990 deu-se o inicio do plantio de
clones resistentes em selec¢des locais, realizadas em condi¢cdes de fazendas por
agricultores e pesquisadores de instituicbes governamentais (Leal et. al., 2008). A
CEPLAC vem ampliando a variabilidade genética da espécie T. cacao através de
estudos das caracteristicas individuais dos gendtipos, identificando novas fontes e
genes de resisténcia de modo a estabelecer populacdes base para o melhoramento
(CEPLAC, 2012).

Para o controle da vassoura-de-bruxa, além do uso de clones resistentes,
devem ser realizadas podas fitossanitarias e controle quimico (Purdy e Schmidt,
1996; Lana, 2004) como a aplicacéo de fungicidas (Dias, 2001). Quando a aplicacao
€ recomendada, o fungicida mais utilizado é o éxido cuproso, aplicado mensalmente
na dosagem de 2 (Costa e Matuo, 1999) a 3g por planta (Macedo, 1995; Almeida et.
al., 1998). Pelo fato do patégeno atacar somente tecidos meristematicos em
atividade, o uso de fungicidas ndo tem se apresentado como satisfatorio devido ao
fato desse ndo proteger tecidos em crescimento, o que leva ao seu uso frequente
pela necessidade de aplicacbes continuas, tornando a técnica inviavel devido ao
custo (Bastos, 1989; Conrath et al., 2002; Rehem, 2006).

A poda fitossanitaria, que consiste na remocdo dos tecidos infectados, € o
meétodo de controle mais utilizado, sendo efetiva somente quando realizada de forma
extensiva. Em plantacfes onde a pratica é realizada, consegue-se manter um nivel
de perdas de producdo de apenas 5-10% (Almeida e Andebrhan, 1989). Apés a
remocao, o material € empilhado dentro da plantacdo e coberto com folhagem, de
modo a impedir que os basidiocarpos se desenvolvam, uma vez que sua formacéo é
dependente da luz (Bastos, 1988). A eficiéncia e custo dessa préatica dependem da
severidade da doenca, do nivel de infec¢do da lavoura, da altura das plantas e da

situacdo epidémica local (Andebrhan et. al., 1999). Apesar de reduzir fontes de
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inbculo, as infeccbes observadas em &reas onde foi realizada a poda séo
provenientes das fontes ndo removidas ou localizadas em outras areas (Lana,
2004).

Outra técnica que vem sido aplicada em diversas culturas agricolas (Juliatti et.
al., 2004; Gomes et al., 2008; Carré-Missio et. al., 2009; Fernandes et. al., 2009;
Soratto et. al., 2012) é a utilizacdo do silicio com a finalidade de aumentar a
resisténcia natural das plantas com menor custo e sendo mais ecologicamente
correta (Korndoffer et. al., 1996). Existem duas propostas para explicar a acdo do
silicio nas plantas; o aumento do silicio na parede celular impede o crescimento e a
penetracdo do fungo e de outros patégenos nos tecidos da planta; a ativacao dos
mecanismos naturais de defesa da planta como a producao de compostos fendlicos,
quitinases, peroxidases e acumulo de lignina, além da interacdo que pode existir

entre a barreira fisica e quimica (Figueiredo e Rodrigues, 2004).

3.3. INDUCAO DE RESISTENCIA

As plantas estdo constantemente sujeitas a agressfes por agentes abioticos e
biéticos que causam doencas, levando a perda da producdo. Em fitopatologia,
imunidade € regra e suscetibilidade é excecao (Agrios, 1997) devido ao fato dos
mecanismos de defesa das plantas existrem em multiplicidade e serem
extremamente eficientes. Esses mecanismos sdo capazes de responder a essas
agressdes mediante a interacdo entre molécula elicitora e proteinas de membrana
das células vegetais. Essa resisténcia natural de plantas a uma série de
microrganismos é baseada nas barreiras e em mecanismos de defesa ja existentes
ou pos-formados (Taiz e Zeiger, 2004).

Os fatores de resisténcia ja existentes estdo presentes na planta antes do
contato com o patdégeno, enquanto os pos-formados estdo ausentes ou em baixos
niveis antes da infeccdo, sendo entdo produzidos ou ativados em resposta ao
patdogeno. Os fatores envolvidos na resisténcia podem ser classificados em
estruturais ou bioquimicos. Os estruturais agem como barreiras fisicas, enquanto os
bioquimicos atuam por meio da producédo de substancias toxicas ao patégeno ou
entdo criando condi¢des adversas ao desenvolvimento desse na planta (Pascholati e
Leite, 1994; Durrant e Dong, 2004).
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Através de tratamentos com agentes bidticos ou abidticos de natureza
organica, inorganica ou sintética, essas defesas também podem ser ativadas de
forma mais eficiente. Moléculas capazes de ativar respostas de defesa nas plantas
sdo chamadas de elicitores e atuam como indutores de resisténcia (Sticher et. al.,
1997). Os elicitores sao capazes de induzir a resisténcia local adquirida (RLA), a
resisténcia sistémica induzida (RSI) ou a resisténcia sistémica adquirida (RSA)
(Terry e Joyce, 2004).

Na resisténcia local (hypersensitive reaction ou HR), ocorre a morte de células
na regido onde o agressor entra no vegetal. Dessa forma, a planta acaba impedindo
0 acesso do patdgeno a células vizinhas, de modo a limitar a infeccao. Apesar dessa
reacao ter sido identificada hd mais de 100 anos, ainda ndo esta totalmente
entendido se a morte celular € uma causa direta da resisténcia ou consequéncia de
mecanismos de sinalizacdo que levariam as reacfes capazes de inibir a acdo do
patogeno (Margis-Pinheiro et. al., 2012).

Quando ha resisténcia induzida, os mecanismos latentes ou inativos se
tornam acionados ou ativos apds serem expostos a agentes de inducao (Pascholati,
1995). A planta reconhece o microrganismo e a partir dai ocorre o desencadeamento
de respostas celulares que abortardo o processo de infec¢do. Esse processo €
desencadeado quando um sinal externo, o elicitor, liga-se a um receptor na
superficie da célula vegetal e através dele o sinal primario € transmitido para o
interior da célula, ativando os mensageiros secundarios, que amplificam o sinal e
regulam a expressdo de genes especificos, determinando o desenvolvimento de
interacBes compativeis (doencga) ou incompativeis (resisténcia) (Leite et. al., 1997).

Apesar de apresentarem resultados fenotipicamente semelhantes, a
resisténcia sistémica adquirida € um fenbmeno distinto da resisténcia sistémica
induzida. Em ambos os fenbmenos, as plantas, apdés a exposicdo a um agente
indutor, tém seus mecanismos de defesa ativados no sitio de indugéo e também em
locais distantes. Quando se utiliza o termo “adquirido”, o elicitor em questao € um
agente patogénico ou parasita, enquanto o termo “induzido” indica 0 uso de um
agente benéfico, simbionte ou abidtico (Metraux et. al, 1990).

Apesar de existir varias discordancias no conceito de RSA e RSI, Metraux
(2001), afirma que pesquisadores tém assumido que RSA envolve o acumulo de
proteinas relacionadas com patogénese com mecanismos induzidos de defesa da

planta. Sua inducao salicilato-depedente pode resultar em alteracbes visuais, como
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necrose, nas plantas que sofreram inducao e geralmente € induzida por patégenos
ou ativadores quimicos. Ndo h& acumulo de proteinas relacionadas com a
patogénese em RSI, assim como ndo ha alteracdes visuais na planta que sofreu
inducdes. O agente indutor é geralmente um organismo ndo-patogénico e sua
inducéo nédo é salicilato-dependente, existindo entdo outra rota de sinalizacdo mais

relacionada a jasmonato e etileno.

3.4. O SILiCIO

O silicio € o segundo elemento mais abundante da crosta terrestre (27% em
massa), sendo superado apenas pelo oxigénio. Na natureza, ocorre geralmente na
forma de oOxidos (quartzo, quartzo-ametista, agata, jaspe e opala), e silicatos
(hornblendas, asbestos, feldspatos, micas e argilo-minerais) (Mineropar, 2005). A
absorcdo desse elemento pelas plantas ocorre na forma de Si(OH)4, porém nao se
conhece totalmente os mecanismos para sua absorcdo e translocacédo para dentro
da plantas, além de variarem de acordo com a espécie vegetal. Devido a essa
variagdo e ao contetudo de silicio bem como a relagdo Si/Ca, na matéria seca,
autores classificam as espécies em acumuladoras, intermediarias e nao
acumuladoras (Epstein, 1994; Marschner, 1995).

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

A acao do silicio nas plantas tem apresentado varios efeitos benéficos como o
aumento da atividade fotossintética, promocao de plantas mais eretas, reducdo da
transpiracdo, aumento da resisténcia mecanica das ceélulas, maior resisténcia
também a insetos e outros patdégenos como fungos, além da diminuicdo do efeito
toxico de determinados metais pesados (Epstein, 1994; Korndoérfer et. al., 2002;

Lana et. al., 2003). O silicio é o unico elemento que confere resisténcia a diversos
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estresses causados em plantas e que ndo causa danos quando acumulado em
excesso (Savant et. al., 1999; MA et. al., 2003).

Apesar de controlada geneticamente, a resisténcia e tolerancia das plantas as
doencas sdo bastante influenciadas por fatores ambientais. A nutricdo mineral é
considerada como um fator ambiental, sendo facilmente manipulado de modo a se
tornar um importante componente de controle de doencas (Marschner, 1995). Além
das barreiras fisica e quimica, o silicio age no hospedeiro afetando sinais entre
hospedeiro e patégeno, resultando numa ativacdo mais rapida e extensiva dos
mecanismos de defesa da planta (Samuels et. al., 1991; Chérif et. al., 1992a; Chérif
et. al., 1992b; Chérif et. al., 1994).

O uso do silicio leva a ativacdo de genes de producéo de fendis, fitoalexinas e
enzimas relacionadas com mecanismos de defesa da planta (Epstein, 1994; Fawe
et. al., 2001; Kauss et. al., 2003; Rodrigues et. al., 2004). Segundo Moldes et. al.
(2006), diferentes concentracdes de silicio promovem a atividade de enzimas
antioxidantes como a catalase, ascorbato peroxidase, guaiacol peroxidase e
superéxido dismutase. O silicio age como modulador influenciando a sinalizacéo e
extensdo de respostas de defesa como um mensageiro secundario em resisténcia
do sistema de defesa, podendo também se ligar a grupos de hidroxilas de proteinas
envolvidas nas transducgdes de sinais ou interferindo como co-fator cationico das
enzimas envolvidas nos eventos das defesas contra patégenos (Fauteux et. al.,
2005).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

O experimento foi conduzido em casa de vegetacédo na Estacdo Experimental
Filogbnio Peixoto (ESFIP), pertencente ao Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC),
orgdo de pesquisa da Comissdo Executiva da Lavoura Cacaueira (CEPLAC),

localizada no municipio de Linhares, Espirito Santo (Figura 1).
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Figura 1: Vista geral do experimento em casa de vegetagdo. Individuos do genotipo Catongo
de Theobroma cacao com 37 dias.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi instalado no Delineamento de Blocos Casualizados (DBC),
com quatro repeticbes, em arranjo fatorial 2 x 4, constituido de dois fatores de
inoculacdo (inoculado e nédo-inoculado) e quatro doses de silicio (0 mg mL*; 0,5 mg
mL?1; 1,0 mg mL? e 2,0 mg mL?) com produto AgriSil contendo 98% de SiOz,

resultando em 32 parcelas com 10 plantas cada, totalizando 320 plantas.

4.3 MATERIAL BOTANICO

Foram utilizadas mudas seminais do genétipo Catongo de Theobroma cacao
L., o qual apresenta susceptibilidade a doenca vassoura-de-bruxa. As sementes
foram coletadas na estacdo da CEPLAC e pré-germinadas em agua. Apos a
protrusdo da raiz primaria as plantulas foram transferidas para tubetes contendo
substrato Plantmax, cujo teor de silicio foi determinado por meio de analise quimica
do solo (tabela 1), realizada no Laboratério de Analise Agronémica e Ambiental
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Fullin. Apo6s 15 dias, as mudas foram submetidas aos tratamentos de silicio,
constituidos de quatro doses com 0,0mg/mL; 0,5mg/mL; 1,0mg/mL e 2,0mg/mL. As
aplicacdes da solucdo foram realizadas nas faces adaxial e abaxial das folhas com
borrifador manual, aplicando-se em torno de 6mL por planta até o ponto de
escorrimento, sendo totalizadas quatro aplicagbes, com intervalos de 15 dias. A
fonte de silicio utilizada foi o Agri Sil®, SiO2 98%.

Tabela 1: Andlise do teor de silicio no substrato Plantmax utilizado no experimento.

Parametro Analisado  Unidade Valor Classificagéo®

Silicio mg/dm? 12,94 Médio
(1) Classificagédo baseada nos manuais de recomendagé&o de adubagéo do Estado do
Espirito Santo (Dadalto e Fullin, 2001; Prezotti et al., 2007).

4.4 INOCULACAO COM O FUNGO MONILIOPHTHORA PERNICIOSA

O indculo foi obtido pelo Centro de Pesquisas do Cacau - CEPEC/CEPLAC
de Illhéus-Ba. Uma semana apés a ultima aplicacdo das doses de silicio, plantas do
genétipo Catongo foram submetidas a inoculacdo com uma suspensdo de 2x10°
basidiésporos viaveis de Moniliophthora perniciosa (isolado CPK CEPEC/CEPLAC)
pela deposicdo de 30 pL no meristema apical. A inoculagéo foi realizada no final da
tarde, em camara umida (Figura 2), com umidade relativa do ar saturada por 24
horas antes e ap0s a inoculacdo, com o intuito de propiciar condi¢des ideais para a
germinacao do fungo e sua penetracdo no hospedeiro. Apds esse procedimento, as
plantas inoculadas foram transferidas para a casa de vegetacao juntamente com as
plantas ndo inoculadas (Figura 3) (Frias et al., 1995; SILVA et al., 2000). A
percentagem de germinacdo dos basidiésporos foi quantificada antes e depois da
inoculacdo, em laminas escavadas com trés cavidades. As laminas foram mantidas
no mesmo ambiente das plantas inoculadas (camara umida) e em incubadora (25°C)

por 24 horas.
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Figura 2: Vista geral das plantas de T. cacao inoculadas em camara umida.
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Figura 3: Detalhe de plantas de T. cacao. A. Inoculada (a esquerda). B. Nao inoculada.
Notar o desenvolvimento inicial da vassoura-de-bruxa (seta) na planta inoculada.

4.5 ANALISE DE TROCAS GASOSAS

As medicdes de trocas gasosas foram efetuadas em folhas jovens
completamente expandidas do 2° ou 3° n6 a partir do apice do eixo ortotrépico, no

horario entre 7 e 10 horas da manha, utilizando-se concentracdo atmosférica de
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CO:2 e temperatura ambiente. Foi utilizada uma folha por planta, sendo selecionadas
duas plantas por bloco, totalizando 8 plantas por tratamento, nas quais realizaram-se
trés medicOes de trocas gasosas por folha selecionada, totalizando-se 24 medicdes
por tratamento. As medidas foram obtidas em sistema fechado por um analisador de
gases infravermelho portatil LI-6400 portable photosynthesis system (LI-COR,
Nebraska, USA), em irradiancia de 1000 ymol de fétons m=2 st. Foram avaliadas as
variaveis: assimilacéo de CO2 (A, umol CO2 m?2 s?), transpiragdo (E, mol H2O m? s
1), condutancia estomatica (gs, mol H20 m s!), concentracéo intercelular de CO:2

(Ci, umol CO2 mol ar?).

4.6 DETERMINACAO DA DENSIDADE ESTOMATICA

A determinagcdo da densidade estomética (n°/mmg?) foi realizada através da
impressao epidérmica da face abaxial em laminas de vidro com adesivo instantaneo
(Super Bonder). As observacdes e a documentacao fotogréafica foram realizadas em
fotomicroscopio modelo Eclipse 50i, (Nikon, Japdo). As analises quantitativas foram

realizadas utilizando-se o software de analise de imagens TSview.

4.7 DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS E DAS ATIVIDADES
ENZIMATICAS

4.7.1 Obtencéo do extrato

As mesmas folhas utilizadas para a analise de trocas gasosas foram
utilizadas para a extracdo de proteinas e enzimas. Foi homogeneizado 0,4g de
tecido foliar em tampao fosfato de potassio 100mM (pH 6,8), EDTA-Naz 0,1mM e
polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1%(p/v), utilizando almofariz e pistilo gelados. O
homogeneizado foi centrifugado a 12000x g durante 15min a 4°C (Parida et. al.,
2004). O sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo de proteinas totais e
ensaios das atividades das enzimas polifenoloxidase, quitinase e peroxidase do

guaiacol.
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4.7.2 Proteinas totais

O contetdo de proteinas totais foi quantificado de acordo com Bradford
(1976). Para tanto, 100 uL de sobrenadante do extrato (item 4.9.1) 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 espectrofotometro
(ThermoScientific®, Genesys 10S) e os resultados foram expressos como mg de
proteina/g tecido fresco (mg ptn/g MF), tendo a albumina de soro bovino como

proteina padréo.

4.7.3 Quitinase (CHI; EC 3.2.1.14)

A atividade da CHI foi determinada pela liberacdo de fragmentos solUveis de
quitina carboximetilada marcada com remazol brilhante violeta (“Chitin azure” —
SIGMA). A metodologia utilizada foi a de Stangarlin et al. (2000), com modifica¢cdes.
Foi utilizado 150 pL de extrato (item 4.9.1), 650 pL de tampé&o acetato de sodio 50
mM pH 5,2 e 200 uL de “Chitin azure”. Apds incubagao a 40°C por 20min., a reacao
foi paralisada com 200 pL de HCI 1M e seguida de centrifugagédo a 10000 g/10 min.
a 4°C. A absorbéancia foi determinada a 550nm através de leitura espectrofotométrica
(espectrofotbmetro  ThermoScientific®, Genesys 10S). Os resultados foram

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

4.7.4 Polifenoloxidase (PPO; EC 1.30.3.1)

Foi utilizada a metodologia descrita por Cafial et al. (1988), com modificacdes.
A atividade da PPO foi determinada pela conversédo do catecol em quinona, sendo
utilizado 20 pL do extrato (item 4.9.1), 1 mL de catecol 20 mM e 1 mL de tamp&o
fosfato de sodio 100 mM pH 6,8. Apds 2 min. de reacao, foi feita a leitura a 420 nm
em espectrofotbmetro ThermoScientific®, Genesys 10S. Os resultados foram

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

4.7.5 Peroxidase do Guaiacol (POD; EC 1.11.1.7)
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Para a atividade da peroxidase do guaiacol, foi utilizada a metodologia
descrita por Cakmak et. al. (1993), com modificaces. A reacéo foi constituida de 10
puL de extrato e 200 pL de tampéo fosfato de sodio (100 mM, pH 6,8) com guaiacol
20 mM e 100 pL de peroxido de hidrogénio 20 mM. O aumento da absorbancia
devido a oxidacdo do guaiacol foi registrado a 470 nm depois de dois minutos de
reagdo usando um espectrofotbmetro ThermoScientific®, Genesys 10S. Os
resultados foram expressos em unidades de absorbancia/min/mg de proteina,
utilizando coeficiente de extingdo de H202 com valor 26,6 mM?* cm? (umol

H202/min/mg ptn).

4.8 DETERMINACAO DO TEOR FOLIAR DE SILICIO

Para a determinacéo do teor de silicio foi utilizada a metodologia de Korndorfer et
al. (2004). Folhas do 2° ou 3° n6 a partir do apice do eixo ortotrépico foram
submetidas a uma lavagem com &gua destilada e colocadas para secagem em
estufa a 70°C, por 72 horas, sendo em seguida moidas. Amostras de 0,1 g da parte
aérea foram colocadas em tubos plasticos, seguido do acréscimo de 2 mL de H20:2
p.a (30%) e 3 mL de NaOH (1:1) para digestdo. Os tubos foram agitados e
colocados em banho-maria a 90°C por uma hora e em seguida levados para
autoclave por um periodo de 1 hora a 123°C e 1,5 atm de pressdo. Apds retirar 0s
tubos da autoclave adicionou-se 45 mL de 4gua destilada, deixando em repouso por
um dia. Uma aliquota de 2 mL da matéria digerida foi retirada e colocada em copos
plasticos de 50 mL. Em seguida acrescentaram-se 18 mL de agua 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 H4SiO4 que desenvolve a cor amarela na
presenca do agente complexante, que € o molibdato de aménio em meio &cido.
Depois de 5 a 10 minutos, adicionaram-se 2 mL de &cido oxalico, procedendo-se
novamente uma leve agitagcdo. ApoOs dois minutos foi feita a leitura em
espectrofotometro (modelo ThermoScientific®, Genesys 10S, EUA) no comprimento
de onda de 410 nm. Para quantificacéo foi realizada uma curva padrdo a partir de

uma solucgéo padréo 1000 ppm de Si, obtida com silicato de sédio puro.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e regressao. Na
analise de variancia, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Na andlise de regressao, a escolha do modelo que melhor se ajustou
aos dados foi baseada no maior coeficiente de determinacdo (R?) e na significancia
do modelo detectado pela analise de variancia da regressdo. Os pontos de maximo
e minimo foram obtidos na curva de regressdo das plantas de T. cacao (Tabela 2).
Todas as analises foram executadas pelo Programa Assistat 7.6 beta (2012), UAEG-
CTRN-UFCG, Campina Grande - PB.



Tabela 2: Pontos de Maximo (PMax ) e Minimo (PMin) das variaveis estudadas para cada tratamento (doses de silicio).

Plantas inoculadas Plantas ndo inoculadas
Caracteristicas . Dose de PMin Dose de . Dose de PMin Dose de
PMax PMax
silicio silicio silicio silicio
Teor foliar de silicio 1,2 0,698 N N 1,09 0,707 i N
Gs - - - - 0,225 1,72 - -
Ci 299,50 1,30 -- -- - - - -
E 0,31 1,20 -- - 0,505 1,38 - -
A - - - - 5,94 1,3 - -
Densidade estomatica 111,61 0,797 -- -- -- -- -- --
CHI -- -- -7,1E-9 -0,83 - - -- -

PPO . - 33k-12 025 1578,52 61,65 ” ”




5. RESULTADOS

5.1 ANALISES DE TROCAS GASOSAS
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As plantas nado inoculadas (NI) apresentaram valores mais elevados em todas

as doses para as variaveis de trocas gasosas (Gs, Ci, E e A) em comparacédo as

plantas Inoc. De modo geral, essas variaveis demonstraram valores mais reduzidos,

para ambas as plantas, na dose 0 mg/mL, apresentando incremento com a

aplicacao do Si.

Para as plantas NI, os valores maximos de Gs, E e A foram, respectivamente,
0,225 (mol H20/m?/s); 0,505 (mmol H20/m?#s) e 5,94 (umol CO2/m?3/s) nas doses

1,72; 1,38 e 1,3 de silicio. O Ci apresentou um padréo crescente, com valor mais

elevado na dose 2,0 mg/mL. Para as plantas Inoc, os valores maximos de E e Ci

foram, respectivamente, 0,31 (mmol H20/m?/s) e 299,5 (umol CO2/mol ar) nas doses

1,20 mg/mL e 1,30 mg/mL. Para Gs e A, foi observada uma tendéncia linear

crescente com valores mais elevados na dose 2,0 mg/mL (Figura 4).
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Figura 4: Trocas gasosas em plantas de T. cacao, submetidas a diferentes doses de SiO..
(A) Condutancia estomatica; (B) Concentracdo interna de COy; (C) Transpiracao; (D)

Fotossintese liquida.

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

5.2 DENSIDADE ESTOMATICA
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Nao houve diferenca significativa da densidade estomatica para as plantas NI,
no entanto, para as plantas Inoc, o maior valor (111,61 n° estdmatos/mm?) foi obtido
na dose 0,79 mg/mL de silicio (Figura 5 e 6).

..... einoc y=-16,089x? + 25,669x + 101,38 R?=0,8722 **
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Figura 5: Densidade estomética em plantas de T. cacao, submetidas a diferentes doses de
SiOo.

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

Figura 6: A-B: Impressfes epidérmicas da face abaxial foliar de plantas de T. cacao
inoculadas e submetidas a diferentes doses de SiO». (A) Dose 1,0mg/mL. (B) Dose 2,0
mg/mL. Estématos indicados pelas setas. Barra = 100 um

5.3 ATIVIDADE ENZIMATICA
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N&o houve diferenga significativa da atividade da POD para ambas as
plantas. Plantas Inoc apresentaram aumento das atividades enzimaticas de PPO e
CHI com o aumento das doses (Figura 7). Nao houve diferenca significativa da
atividade da PPO para as plantas NI, porém, para plantas Inoc, foi obtido o valor
minimo da atividade dessa enzima na dose 0,25 mg/mL de silicio (Figura 7A).
Plantas Inoc apresentaram maior atividade de CHI em todas as doses quando
comparadas com plantas NI (Figura 7B). Em ambas as plantas, houve aumento da
atividade dessa enzima com o aumento das doses, principalmente em plantas Inoc,

sendo observado um aumento quadratico.
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Figura 7: Atividade enzimética em plantas de T. cacao, submetidas a diferentes doses de
SiOs. (A) Atividade da enzima PPO. (B) Atividade da enzima CHI.

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

5.4 TEOR FOLIAR DE SILICIO
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Plantas inoculadas (Inoc) e plantas ndo inoculadas (NI) apresentaram valores
méaximos na dose 0,7 mg/mL (1,2% e 1,09%, respectivamente), seguida por uma

reducdo com o aumento das doses (Figura 8).

187 s elnoc ¥ =-0,218x2 +0,3046x + 0,8912 R = 0,4424 **
14| — mNI y=-0,1724x2 +0,244x + 0,8367 R*=0,6723 **

o
IS
|

0 T T T
0 0,5 1 1,5 2
Doses de Si (mg/mL)

Figura 8: Concentragdo foliar de silicio em plantas de T. cacao, submetidas a diferentes
doses de SiO..

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

6. DISCUSSAO
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O silicio tem sido utilizado em diversas culturas agricolas (Juliatti et. al., 2004;
Gomes et al., 2008; Carré-Missio et. al., 2009; Fernandes et. al., 2009; Soratto et.
al., 2012) com a finalidade de aumentar a resisténcia natural das plantas (Korndoffer
et. al., 1996). Os resultados obtidos no presente trabalho reforcam esse fato uma
vez que a aplicacdo de Si em plantas inoculadas promoveu varios efeitos benéficos,
como aumento das atividades fotossintética e enzimatica. Segundo Figueiredo e
Rodrigues (2004), o aumento do silicio na parede celular impediria o crescimento e a
penetracdo do fungo e ativaria mecanismos naturais de defesa da planta como o
aumento de lignificagdo nas paredes celulares.

A relacao benéfica do Si contra patdgenos € relatada em estudos com plantas
de cafeeiro (Martinati, 2008; Carré-Missio et al., 2009; Pereira et al., 2009; Carré-
Missio et al., 2012), soja (Juliatti, 2004; Barros, 2011; Cruz, 2012), milho (Barros,
2011), feijoeiro (Beraldo, 2012), batata (Soratto, 2012), dentre outros. Porém,
guando se trata de estudos sobre os efeitos da vassoura-de-bruxa em cacaueiros,
destaca-se o trabalho de Silva et al., (2008), ao verificar o efeito de nutrientes
combinados com indutores de resisténcia na protecdo contra essa doenca.

Embora plantas inoculadas tenham apresentado menor atividade
fotossintética, a aplicacdo de doses de Si promoveu aumento dessa atividade,
corroborando o efeito benéfico do silicio sobre a fotossintese, como observado em
plantas de girassol (Zanao Janior, 2011), arroz (Agarie et al., 1992; Carvalho et al.,
2008), e sorgo (Hattori et al., 2005). A melhoria da arquitetura das plantas,
proporcionada pela aplicacédo do silicio, promove melhor interceptacédo da luz solar,
com melhor eficiéncia na assimilacdo de CO2 (Gong et al., 2005; Gomes et al., 2008;
Souza et al., 2010).

A menor atividade fotossintética obtida em plantas de cacaueiro inoculadas
com M. perniciosa reforca a influéncia que os patdogenos exercem sobre as plantas.
A fotossintese liquida das folhas € reduzida desde a infec¢do pelo patdgeno. Essa
reducdo pode ser causada pela menor interceptacdo da irradiacdo, devido a perda
da area foliar fotossintetizante resultante de danos causados pelo patdgeno na
estrutura e nas reacgdes bioquimicas foliares (Machado et al., 2006).

O aumento observado da fotossintese e condutancia estomatica em plantas
NI com aplicacdo de Si também foi relatado por Zando Janior (2011) em plantas de

girassol. Hattori et al. (2005) observaram que em maiores doses de Si, plantas de



38

sorgo mantiveram elevada conduténcia estomética e fotossintese, que promoveu
aumento da taxa de crescimento relativo e da eficiéncia do uso da agua.

A elevacao da densidade estomatica promovida pela aplicacdo de Si permite
que as plantas regulem o transporte de agua e transpiracdo de forma mais eficaz
(Lukovic et al., 2009). Resultado semelhante também foi encontrado por Asmar
(2011) em plantas de bananeira, Donega (2009) em folhas de coentro, Silva (2007)
ao trabalhar com plantas de gérbera e Braga (2009) com plantas de abacaxi.

As maiores atividades enzimaticas de quitinases e polifenoloxidases em
plantas inoculadas, quando comparadas a plantas nao inoculadas, mesmo na
auséncia de Si, € um fato ja relatado em cacaueiros (Okey et al., 1997; Macagnan et
al.,, 2008; Costa et al., 2008; Camilo, 2009). Por se tratarem de enzimas
relacionadas a patogénese, quitinases e polifenoloxidases séo ativadas pela rota da
SAR (systemic acquired resistance), a qual é induzida por patégenos ou indutores
quimicos (Sticher et al., 1997; Sanchez et al., 2000).

No presente trabalho, a maior atividade enzimética de polifenoloxidase em
funcado da elevacao das doses de Si corrobora mais uma vez a acéo desse elemento
como promotor do aumento da resisténcia em plantas infectadas por patégenos,
como relatado em outros trabalhos sobre cacaueiros (Silva et al.,, 2008) e outras
culturas como cafeeiros, soja e pepineiros (Chérif et al., 1994; Juliatti, 2004; Gomes
et al., 2005; Carré-Missio et al., 2009; Gomes et al., 2009; Pereira, 2009; Barros,
2011; Carré-Missio et al., 2012; Cruz, 2012; Soratto et al., 2012). A maior atividade
de quitinase em plantas inoculadas quando comparadas a plantas ndo inoculadas
também é relatada para diferentes espécies vegetais (Agrios, 2005; Schroder et al.,
1992; Yi e Hwang, 1996; Beltrame, 2010; Campos et al., 2009). O acumulo e sintese
de quitinases nos tecidos da planta também tém sido frequentemente associados
aos mecanismos de defesa a doencas, podendo ser desencadeados por patdgenos,
metabdlitos provenientes de microrganismos ou substancias quimicas que agem
como indutores de resisténcia (Roulin e Buchala, 1995).

A aplicacdo de silicio também pode promover o aumento da atividade de
quitinases em plantas infectadas por diferentes patégenos (Chérif et al., 1994;
Martinati, 2008; Carre-Missio et al., 2009; Cruz, 2012), de modo a afetar os sinais
entre hospedeiro e patdégeno, ativando esse e outros mecanismos de defesa de
forma mais rapida e extensiva (Rodrigues et al., 2005). Os resultados obtidos no

presente trabalho corroboram esse fato.
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De acordo com a classificacdo das plantas quanto ao acumulo de silicio sdo
consideradas plantas acumuladoras desse elemento aquelas que apresentam teor
foliar acima de 1% de Si na matéria seca (Ma et al., 2001). No presente estudo, 0
valor observado no ponto maximo (0,7 mg/mL de Si) proporcionou um acumulo de Si
foliar superior a 1%, sendo que o aumento da concentracdo das doses promoveu a
queda da concentracao foliar de Si. Pinto (2011) ao estudar trés gendtipos de
cacaueiro, incluindo o Catongo, também obteve valores acima de 1% com a
aplicacao foliar de Si. Entretanto, diversos autores ndo encontraram diferencas na
concentracdo de Si foliar apds sua aplicagcdo nas folhas (Botelho et al., 2009;
Pererira et al., 2009; Zando Junior, 2009; Pinto, 2011; Carré-Misso et al., 2012;
Zanetti, 2013). Essas diferencas observadas podem ser justificadas pela
polimerizacao do silicio na superficie foliar. Segundo Knight e Kinrade (2001), para
que ocorra a absorcdo do silicio pelas plantas, é necessario o controle da
concentracdo de sua solucao, evitando a ocorréncia de polimerizagéo, tornando-o

menos disponivel para ser absorvido.

7. CONCLUSAO

Dentre as doses aplicadas, a dose de 2,0 mg/mL de silicio foi a mais eficaz na
protecdo de Theobroma cacao contra a doenca vassoura-de-bruxa, promovendo
incremento da atividade fotossintética, bem como o aumento das atividades das

enzimas quitinase e polifenoloxidase em plantas inoculadas.
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