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RESUMO

Tosto, Thayse Francga, Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, margo
2019. Anadlises fisiolégicas e moleculares de plantas jovens de cacau
crescidas em solo de tabuleiro costeiro compactado, com localizagcao de
féosforo e com aplicagao de paclobutrazol. Orientador: Alex-Alan Furtado de

Almeida.

Na regido cacaueira da Bahia existem grandes areas de solos de tabuleiros
costeiros (TC), que normalmente ndo sao utilizados para o cultivo de cacau em
virtude de suas limitagcbes quimicas e fisicas decorrentes da compactacgao.
Nestes solos ha restricdes ao crescimento radicular e ao desenvolvimento da
planta toda. Objetivou-se, com o presente trabalho, avaliar as respostas
morfofisiolégicas, bioquimicas e moleculares de plantas jovens de Theobroma
cacao crescidas em solo TC com diferentes niveis de compactacao, localizacéo
de fésforo (P) e doses de paclobutrazol (PBZ). Foram realizados dois
experimentos em condicbes de casa de vegetacgdo, utilizando solo de TC,
acondicionado em tubos de policloreto de polivinila (PVC) com 0,24 m de altura
e 0,1 m de didmetro interno, subdividido em trés anéis com 0,08 m de altura
conectados com fita adesiva. No experimento 1, o solo dos anéis superior e
inferior tiveram densidade 1 kg dm para todos os tratamentos, ao passo que o
solo dos anéis intermediarios tiveram diferentes densidades (1,0 e 1,7 kg dm3)
e uma camada de caulim (0,01 m de espessura) entre o solo compactado e a
parede do PVC, para inibir o crescimento radicular junto a parede do tubo.
Além disso, o solo dos anéis inferiores no tratamento compactado (1,7 kg dm-
3), receberam duas doses diferentes de P [baixa (200 mg dm-3) e ideal (400 mg
dm3)]. No experimento 2, a montagem foi similar ao experimento 1, com
excecao das densidades do solo e doses de P. Neste experimento, o solo dos
anéis intermediarios tiveram quatro densidades (1,0; 1,3; 1,5 e 1,7 kg dm3) e
os anéis inferiores ndo receberam doses diferenciadas de P. Além disso,
foram aplicados 100 mL de solugdo de PBZ em diferentes concentragées (0,
30, 60 e 90 ug g' PBZ no solo) nos taratmentos compactados, aos 60 dias
ap6s a emergéncia das plantulas. No experimento 1, foram avaliados o perfil
proteico radicular em plantas jovens de T. cacao, genétipo CCN 51, submetidas
a compactacdo do solo e a localizagdo de P. No experimento 2, foram
avaliados o crescimento, as trocas gasosas foliares, o teor de prolina,
microscopia eletrbnica de varredura, em nivel foliar, e a atividade de enzimas
do metabolismo antioxidativo em plantas jovens de T. cacao submetidas a
compactagdo do solo e a doses de paclobutrazol (PBZ) no solo. No
experimento 1, observamos um aumento na expressao das proteinas nas
raizes crescidas no solo compactado, associada com a localizagdo da dose
ideal de P. A maior parte das proteinas, identificadas nos tratamentos de
compactagdo do solo, pertenceu ao grupo de proteinas envolvidas no
metabolismo de compostos organicos. As proteinas de maior expressao,
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pertencentes a este grupo, estdo relacionadas a degradagdo de reservas
energéticas, durante o estresse mecanico provocado pela compactagao do
solo. Estas proteinas contribuem para a manutencédo da produgédo de energia
na forma de ATP, utilizada para o crescimento de raizes no solo compactado e
com baixa disponibilidade de oxigénio. Estas alteracbes promovem a
manutencido da homeostase celular e estimulam o crescimento do sistema
radicular durante o processo de estresse. Como resultados do experimento 2,
vimos que a aplicagdo de PBZ evitou danos nas trocas gasosas foliares,
promoveu maior espessura total foliar, maior abertura transversal dos
estbmatos e maior teor de prolina. Em contrapartida, reduziu o numero de
folhas, a altura das plantas, a area foliar, a biomassa seca de folha, além de
aumentar a biomassa seca de caule na maior densidade do solo utilizada 1,7
kg dm3. Além disso, alterou o metabolismo das enzimas do sistema
antioxidativo catalase, peroxidase do guaiacol e peroxidase do ascorbato,
induzindo a expresséo génica, afim de responder as mudangas ambientais, e
manter o equilibrio entre a formacgao e a desintoxicagao de ERO, resultando na
melhor resposta das plantas ao estresse. Nossos resultados apontam para
possiveis mecanismos de tolerancia das plantas, promovidos pela aplicagéo do
PBZ.

Palavras-chave: Tigmomorfogénese, fotossintese, prolina, protedmica,
latossolo amarelo coeso, antigiberélico.






1. INTRODUGAO

A natureza séssil das plantas faz com que as mesmas dependam do
seu ambiente circundante (Chehab et al., 2009). Em condi¢cbes de estresse
abidtico pode haver limitagbes para o seu crescimento e desenvolvimento.
Dentre os estresses abidticos podemos destacar o estresse mecanico por
compactagao do solo. Geralmente, para minimizar estes fatores estressores,
sao utilizadas varias praticas de manejo do solo, como a subsolagem e
adubacao fosfatada (Naido et al., 1978). Entretanto, estas praticas apresentam
alto custo e podem inviabilizar economicamente o cultivo de espécies de
interesse econdmico.

A exemplo de espécies de grande importdncia econémica mundial,
temos o Theobroma cacao, uma espécie lenhosa perene, cujas améndoas de
seus frutos sdo utilizadas para fabricagcao de chocolate, cosméticos, sorvetes,
polpas, sucos, licor, dentre outros (Almeida e Valle, 2007). O cultivo de plantas
de cacau em solos de tabuleiros costeiros (TC) é limitado pela coeséo do solo,
que compromete o crescimento de desenvolvimento das plantas. Este tipo de
solo abrange grandes areas da regido cacaueira da Bahia, Brasil,
caracterizados como Latossolo Amarelo Coeso.

Normalmente, os solos de TC possuem limitacdes fisicas e quimicas
que comprometem o crescimento e desenvolvimento das plantas. As limitagdes
fisicas estdo associadas a presenga de horizontes coesos, em virtude da
acomodacéao de coldides que migraram da superficie, provocando a obstrugéo
dos macroporos e, como consequéncia, diminuindo a permeabilidade e a
aeracao do solo (Potocka et al., 2011; Aguiar Netto, Nacif,1988). Além disso,
observa-se, também, reducao na profundidade efetiva do solo, prejudicando a
dindmica da agua no seu perfil, impedindo o aprofundamento do sistema
radicular e comprometendo o desenvolvimento da planta toda. Por outro lado,
as limitagdes quimicas, neste tipo de solo, estdo relacionadas com a baixa
capacidade de suprimento de nutrientes, o0 aumento da acidez com a
profundidade, o carater alico (alto teor de aluminio) e a baixa capacidade de

retencao de agua (Souza, 1996).



Baixas densidades no solo podem ser benéficas ao crescimento das
raizes, ja que estas dependem da interagao de seu apice com as particulas de
solo, aumentando assim o0 seu contato com o solo para absorgéo de agua e
nutrientes. Por outro lado, altas densidades no solo limitam o crescimento de
raizes nas camadas compactadas, em detrimento da redugdo da area de
absorcao de agua e nutrientes e do suprimento de oxigénio (Alvarenga et al.,
1996; Roselem et al., 1994).

Outro grande problema encontrado no cultivo de plantas em solos de
TC esta relacionado ao aproveitamento de fésforo (P). Estes solos possuem
altas concentragdes de aluminio trocavel (Al3+) que tem a capacidade de
adsorver P, deixando-o indisponivel para as plantas (Naido et al., 1978). O
processo de aquisicdo de P tem sido mais extensivamente estudado, usando
topologia entre os nutrientes minerais, avaliando como ocorre a sua aquisi¢ao
através da raiz, e as adaptagdes na raiz para melhorar a sua aquisigao no solo,
devido sua relativa imobilidade (Wang et al., 2006). Sendo assim, os nutrientes
presentes no solo, bem como a sua mobilidade, estdo estreitamente
relacionados com a morfofisiologia da raiz. Visto que, o sistema radicular da
planta cresce em estreita coordenagao com o crescimento da planta toda, cujas
fungdes sao reguladas pela ciclagem de nutrientes entre parte aérea e a raiz
(Wang et al., 2006).

Plantas crescidas em solos compactados sofrem desequilibrios no seu
desempenho e na sua fisiologia, pois a compactagao do solo, a semelhancga do
alagamento do solo, resulta, também, em hipoxia (baixa concentragdo de
oxigénio) e/ou anoxia (“auséncia” de oxigénio), que consequentemente, (i)
danificam as raizes, em consequéncia da inibicao da respiragdao celular
aerobica e ativacao da respiragdo anaerébica ou fermentagdo, reduzindo,
assim, a producado de ATP; (ii) aumenta a produgdo de espécies reativas de
oxigénios (Gill e Tujeta, 2010); (iii) promove o fechamento estomatico e
reducado da atividade fotossintética em nivel foliar; (iv) altera a produgdo de
biomassa; (v) altera a expressao génica, em virtude da sintese de proteinas

anaerdbicas e (vi) promove o desenvolvimento de aerénquima e de lenticelas



hipertrofiadas; dentre outras alteragdes (Bertolde et al., 2014; Bertolde et al.,
2009).

A reducado da disponibilidade de O2 no solo, devido a compactagdes,
dentre outros fatores, influencia a sobrevivéncia, o crescimento e a
produtividade das plantas, crescidas nestes ambientes (Pezeshki, 2001). Além
do mais, interfere nas trocas gasosas foliares, ocasionando uma diminuigao da
condutancia estomatica e na taxa de fotossintética; na absorcdo de macro e
micronutrientes minerais; no balangco hormonal (Lopez e Kursar, 2003;
Kozlowski et al., 1999); na particdo e translocacdo de fotoassimilados; na
producao de biomassa (Pezeshki, 2001), e no acumulo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (Bertolde et al., 2009).

O excesso de ERO pode levar a morte celular devido sua alta
toxicidade (Gill e Tujeta, 2010). Para minimizar os efeitos deletérios de ROS, as
plantas possuem um mecanismo antioxidativo enzimatico e ndo enzimatico.
Dentre os mecanismos enzimaticos temos a atuagado de enzimas importantes
como a dismutase do superdxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX),
peroxidase do guaiacol (GPX), catalase (CAT), dentre outras (Mittler, 2002). No
entanto, os mecanismos nao enzimaticos, compreendem varias substancias
como o acido ascorbico (vitamina C), a glutationa, a prolina, o a-tocoferol
(vitamina E) e os flavondides em sistemas de oxidorreducdo (Mittler et al.,
2004).

A compactacao de solos de TC promove o crescimento da parte aérea
de T. cacao, em detrimento do alongamento de entrends (Tosto, 2015),
provavelmente em funcdo da produgdo de giberelinas. As giberelinas sao
horménios de crescimento que atuam regulando varios processos no
crescimento e desenvolvimento das plantas (Olszewski et al.,, 2002,
Yamaguchi, 2008). Estes horménios tém sido relacionados a germinagao e
desenvolvimento de sementes, expanséo foliar e floral, alongamento de caule
(Yamaguchi, 2008) e crescimento de gemas laterais (Ni et al., 2015), dentre

outros.

A via de metabolismo de acidos giberélicos (GA) tem sido alvo de

varios estudos em plantas. Ja foi identificado um grande numero de genes que
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codificam as enzimas do metabolismo de ativagdo e desativagcdo de GA
(Hedden e Phillips, 2000). No entanto, sabe-se que alguns compostos, que
regulam crescimento, tém a capacidade de desativar genes na via de

biossintese desses hormonios, a exemplo do paclobutrazol (PBZ).

Paclobutrazol ¢ um regulador de crescimento que atua inibindo a
biossintese de GAs em plantas (Zhao et al., 2015). Em Artocarpus altilis, a
aplicacao de paclobutrazol foi capaz de reduzir o comprimento de entrends
(Zhou et al., 2016). Segundo estes autores, nem todos os genes testados
responderam, de forma semelhante, as diferentes condi¢des de estresses,
alguns foram super expressos (up-regulation) sob condicdo de seca, mas
regulados negativamente (down-regulation) sob estresse salino. Isso leva a
uma reflexdo de que diferentes mecanismos de regulagdo destes genes
contribuem para a resposta ao crescimento. Valle e Almeida (1989), ao
avaliarem os efeitos do PBZ nas caracteristicas morfolégicas de plantas jovens
de T. cacao, observaram alteragcdes na altura da planta, no diametro do caule,
na area foliar, na biomassa seca, além de alteragbes na particdo de
fotoassimilados entre raiz e parte aérea. Entretanto, pouco se sabe sobre sua
regulacdo e funcdo no desenvolvimento de plantas jovens de T. cacao

submetidas a compactagao do solo.

A protedmica classica inclui metodologias baseadas em técnicas de
electroforese em gel bidimensional (2DE) e espectrometria de massas (MS)
(Parker et al., 2006 Oeljeklaus et al., 2009). O método classico possui algumas
limitacbes, como sensibilidade, resolugcédo, cobertura e velocidade de captura
de dados (Han et al., 2006 e Oeljeklaus et al., 2009). Isto, por sua vez,
evidencia a dificuldade de se trabalhar com a diversidade biolégica de
proteinas e sua gama de propriedades fisiologicas e bioquimicas. O sucesso
da analise protedbmica esta relacionado ao desenvolvimento de programas
computacionais capazes de analisar, armazenar e correlacionar uma grande
quantidade de informagbes de sequéncias gendmicas em banco de dados de
mundo todo (Pandey e Mann, 2000).

Diante disso, nossa hipdstese é de que plantas jovens de T. cacao

submetidas ao estresse mecanico, pela compactagdo do solo, associada a
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adubacao localizada de P e a aplicagao de paclobutrazol no solo, potencializa o
crescimento do sistema radicular em detrimento da parte aérea, em funcéo da
alteracao da razao fonte/dreno e da particdo de fotoassimilados, favorecendo o
aprofundamento das raizes no solo. O presente trabalho teve como objetivos
principais avaliar o perfil protedbmico e identificar as proteinas diferencialmente
acumuladas (DEP) em raizes de plantas jovens de cacau, crescidas em solo de
tabuleiro costeiro compactado e com localizagdo de foésforo (P) e avaliar a
fotossintese, o crescimento, o teor de prolina e o metabolismo antioxidativo em
plantas de T. cacao, do gendtipo CCN 51 crescidas em solos de tabuleiro

costeiro compactado e com aplicagéo de paclobutrazol.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Theobroma cacao L.

Theobroma cacao L. € uma espécie da familia Malvaceae, nativa das
Ameéricas Central e do Sul, considerada a mais importante economicamente do
género Theobroma (Risterucci et al., 2000; Solorzano et al.,2012).
Originalmente, o cacau foi dividido em dois grupos genéticos, Crioulo e
Forasteiro, baseados em suas caracteristicas geograficas e morfolégicas. Um
terceiro grupo genético, Trinitario, foi obtido a partir do cruzamento dos dois
primeiros (Cheesman, 1944). O melhoramento genético classico do cacau
buscou, através do cruzamento entre os diferentes grupos, aumentar a
produtividade e resisténcia a doengas (Warren, 1992). Contudo, esse processo
foi demorado devido ao longo ciclo de geragdo, e pelas limitagbes na
disponibilidade de terras e outros recursos (Toxopeus, 1969).

O cacau tem uma longa cadeia de fornecedores que se estende de
pequenos proprietarios, geralmente em regides tropicais remotas e menos
desenvolvidas do mundo, até as fabricas e consumidores, principalmente em
paises industrializados e mais desenvolvidos (Beckett et al., 2017). Até meados
da década de 20, o Brasil ocupava o primeiro lugar no ranking de produtividade
mundial de cacau. Atualmente, o Brasil contribui com 4% da produgdo mundial,
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ficando atras de paises como Costa do Marfim (40%), Gana (20%), Nigéria
(5%) e Camardes (5%). Esse grande decréscimo na produtividade foi devido a
introdugdo da doenga vassoura de bruxa (Moniliophthora perniciosa) (Leite,
2012).

A primeira tentativa de frear a vassoura de bruxa com o uso de
variedades resistentes ocorreu em 1938, em Trinidade, depois que esforcos
para controlar a doenga com fungicidas e medidas sanitarias falharam (Wood e
Lass, 2001). No Brasil, o primeiro programa de melhoramento foi baseado em
selegdo comum, no mutante de semente alva Catongo e em algumas cultivares
importadas pertencentes ao grupo Trinitario. Em 1963 foi instalado um novo
programa de melhoramento, depois do surgimento do Centro de Pesquisa do
Cacau (CEPEC), baseado em selecdes locais e em uma grande variedade de
clones importados (ALVIM, 1975).

O crescimento e o desenvolvimento do cacau sao altamente
dependentes da temperatura (Almeida e Valle, 2007). A faixa de temperaturas
experimentada pelos cultivos de cacau é muitas vezes maior do que a de seu
habitat natural. Consequentemente, a temperatura é o principal fator limitante
das regides nas quais o cacaueiro pode ser cultivado e o estresse térmico € um
fator que afeta a variagdo sazonal na produtividade de cacau, dentre outros

tipos de estresse (Daymond e Hadley, 2004).

Outro fator importante é o alagamento, que pode criar condigbes
hipéxicas no solo, sendo comuns em algumas areas produtoras de cacau,
como Brasil, Gana, Nigéria e Costa do Marfim, onde a precipitagao total
geralmente excede em muito a evapotranspiragdo (Sena Gomes e Kozlowski
,1986). Estudos no Brasil mostram que periodos de brotagdo e consequente
expansao foliar sempre estiveram associados a um periodo anterior de
estresse hidrico (Alvim, 1977). Além disso, muitas vezes a produg¢ao de cacau
€ limitada por outros estresses abidticos, como deficiéncias nutricionais, e por

estresses bidticos, como doengas e insetos (Wood e Lass, 2001).

Na tentativa de compreender melhor os mecanismos de resisténcias do

Theobroma cacao ao estresse bibtico e abidtico, diversos pesquisadores
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realizaram estudos de expressao génica (do Nascimento et al., 2018; Reis et
al., 2018), atividade das enzimas do estresse oxidativo (Santos et al., 2009;
Reis 2018) e protedmica (Bertolde et al., 2014; Niemenak et al.,, 2015). A
protebmica tornou-se um método poderoso para identificar as alteracdes
bioquimicas e moleculares associadas a diferentes estagios de

desenvolvimento, tratamentos e ambientes (Niemenak et al., 2015).

2.2 Estresse mecanico em plantas

A natureza séssil das plantas faz com que as mesmas dependam do
seu ambiente circundante (Chehab et al., 2009). Ao longo de sua evolugao, as
plantas adaptaram mecanismos internos que facultam-nas de aproveitarem ao
maximo de quaisquer condi¢cbes do ambiente para o seu crescimento e
desenvolvimento  (Coutand, 2010). Movimentos rapidos induzidos
mecanicamente pelo toque, por exemplo, de um inseto em plantas, cujos
orgaos possuem tecidos contendo células sensoriais, podem ser observados
em espécies como Dionaea muscipula ou Mimosa pudica, cujo toque promove
o murchamento das folhas pela perda rapida de agua das células sensoriais
(Lee et al. 2005). Neste caso, estas respostas rapidas ao estimulo mecanico

sdao comumente denominadas de tigmonastismo (Lee et al. 2005).

Entretanto, em plantas destituidas de células sensoriais, as respostas
aos estimulos fisicos ou mecanicos sdo em longo prazo (Chehab et al., 2009),
promovem mudangas morfofisioldgicas, bioquimicas e moleculares, alterando,
consequentemente, o seu padrao de crescimento (Liu et al.,, 2007; Coutand,
2010), comumente denominado de tigmomorfogénese (Jaffe, 1973). O
movimento das plantas provocado pelo vento, bem como por gotas de chuva,
toques sutis e fricgcdo, seja pela passagem de animais ou maquinas, séo
estimulos mecanicos que induzem a tigmomorfogénese (Jaffe, 1973; Reis et
al., 2018), por meio da sintese de uma matriz de fitormonios, moléculas de
sinalizagdo, e outros componentes quimicos, além de expressao génica (Chen

et al.,, 2005; Chehab et al., 2009); induzindo alteragées morfofisiologicas em



seu crescimento e desenvolvimento (Said et al., 2009). Algumas respostas das
plantas aos estimulos mecanicos estdo associadas ao seu crescimento e sao
causadas por mudangas na expressdao de genes que codificam proteinas

envolvidas em diversos processos celulares (Lee et al., 2005).

Estudos com Arabidopsis thaliana demostraram que alguns genes, cuja
expressao é induzida pelo toque, codificam para a proteina ligante ao Ca?*,
calmodulina, sugerindo um papel para o Ca?* como mediador de respostas de
crescimento (Allen et al., 1999). Varios trabalhos sao direcionados em
identificar os componentes da via de transdugdo de sinal seguido da
perturbagdo mecanica (Liu et al., 2007; Chehab et al., 2008; Said et al., 2009),
visto que as plantas possuem uma rede muito sofisticada de sistemas de
comunicagao intracelular, que os cientistas estdo apenas comecando a
compreender (Chen et al., 2005). Logo, existe a necessidade de intensificar as
pesquisas cientificas no sentido de desvendar os mecanismos de transducao
de sinal, por meio do quais as plantas detectam e respondem aos estimulos
mecanicos (Chehab et al., 2009).

Moléculas sinalizadoras e fitorménios sdo responsaveis pela expressao
de genes que codificam proteinas que estdo envolvidas em detectar e
responder rapidamente a perturbagdes mecanicas (Chehab et al., 2009).
Contudo, é através de ferramentas genéticas, moleculares e bioquimicas que
se faz possivel entender e elucidar os mecanismos pelos quais as plantas
percebem e respondem apropriadamente a estas perturbagdes (Chehab et al.,
2009). Conforme Liu et al. (2007) durante o estresse mecanico € possivel notar
alteracbes morfoldgicas no crescimento e desenvolvimento da planta, essas
perturbagdes fisicas tém como causa visiveis alteracbes na quantidade de
folhas, no comprimento de raizes, € na espessura do entrend, bem como

outras modificagdes.

O desempenho das plantas constantemente esta sendo afetado por
fatores que causam estresse, sejam os mesmos bidticos ou abidticos. Em
defesa, a planta tem a capacidade de ativar rotas em resposta a tais estresses,

sendo uma delas a rota octadecandide. Nessa via de sinalizacdo, ocorre a



producdo do acido jasmonico, hormbnio esse responsavel pela expressao dos
genes de defesa, além da produgdo de ERO que podem atuar como molécula

de sinalizagao (Soares e Machado,2007).

Nos processos de sinalizagdo molecular, as ERO vem atuando nesse
papel, deixando de ser consideradas apenas subproduto de um processo
indesejavel do metabolismo celular (Sharma et al.,, 2012). No entanto, é
necessario um equilibrio entre a produ¢cao de ERO e a defesa antioxidativa, a
mesma responsavel pela prote¢gdo, mas também por comunicagbes inter e
intra-celulares (Corpas et al., 2015). Uma perturbacdo nesse equilibrio, pode
ser gerada por varias condicbes adversas ou defesas antioxidativas
prejudicadas, ocasionando geracdo excessiva de ERO (Krishnamurthy e
Rathinasabapathi, 2013). Essas espécies reativas de oxigénio podem ser
produzidas em diferentes compartimentalizacbes celulares, como nas
diferentes organelas, incluindo cloroplastos, mitocéndrios ou peroxissomos
(Corpas et al., 2015).

De acordo com Barbosa et al. (2014) o aumento da producdo de ERO
que ocasiona um desequilibrio na planta, leva a mesma a danos em suas
estruturas celulares, levando a morte celular programada, devido as condi¢des
de estresse conferida e a alta toxicidade gerada. Segundo Gupta (2011), a
quantidade de espécies reativas de oxigénio como superoxido (O%), peroxido
de hidrogénio (H2032), radical hidroxila (OH-), e oxigénio singleto ('02) sdo
grande e surgem como uma das primeiras respostas ao estresse gerado ao
vegetal. A produgédo das espécies reativas de O2 ocorre por dois diferentes
mecanismos, (i) através da redugdo monovalente parcial do O2 produzindo Oz,
H202 e OH, ou (ii) absorvendo energia para o O2 levando a formagéo de '02
(Figura 1) (Sharma et al.,, 2012). Para a protecdo contra esses danos
oxidativos, existe um sistema complexo antioxidativo que inclui enzimas e
também substratos moleculares, que vao ser responsaveis pela eliminacao de
suas especies reativas de oxigénio associadas (Krishnamurthy e
Rathinasabapathi, 2013).



As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas normalmente no
metabolismo celular e sob condigdes de estresse, ocorre um desequilibrio
devido ao seu acumulo (Choudhury et al., 2017; Sharma et al., 2012). Para que
se tenha sucesso na eliminagdo ERO produzidas durante varios estresses
ambientais requer agdes enzimaticas e ndo enzimaticas presentes nos tecidos,
0 que ajuda na manutengdo da estrutura e integridade dos componentes
celulares (Caverzan et al.,, 2016). Em um ambiente estressor a producéao de
ROS se intensifica devido ao seu favorecimento por parte do meio ao que a
planta se encontra, seja por uma exposi¢cado luminosa a niveis elevados, seja
por concentragdes altas de metais pesados, sais, temperatura elevadas ou
estresses fisicos (Sharma et al., 2012). As plantas em resposta a tais danos
deletérios, conta com o auxilio do metabolismo antioxidativo enzimatico, sendo
varias as enzimas que atuam na reducédo dos niveis de ERO (Mittler et al.,
2004). Dentre as principais enzimas de atuacdo temos: dismutase do
superéxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase do guaiacol
(GPX) e catalase (CAT) (Elavarthi e Martin, 2010). Ja a respeito do
metabolismo n&do enzimatico temos a atuacéo do acido ascoérbico (vitamina C),
a prolina, o a-tocoferol (vitamina E), a glutationa e os flavondides em sistemas
de oxidorreducao (Mittler et al., 2004).
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Figura 1: Representagdo esquematica da geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) em plantas. A ativacdo do Oz ocorre por dois diferentes
mecanismos, através da redugdo monovalente por etapas do Oz levando a
formagcdo de Oz, H202 e OH, ou pela transferéncia de energia para o O2

levando a formacgéo de 'Oo.

2.3 Giberelinas

Os hormoénios sao pequenas moléculas com o poder de levar a
modificagdes tanto fisiologicas quanto bioquimicas nas plantas, em resposta a
modificagdes geradas no meio ao qual circunda (Franklin, 2008). Os hormdnios
vegetais sdo de extrema importancia para que a planta cresca e se desenvolva,
bem como responda a mudangas no ambiente. Em condigdes adversas, a qual
podera levar a planta a uma condicdo de estresse, os horménios vegetais
podem ajudar no processo de tolerancia a diversos estresses bidticos e
abioticos. Como hormodnios vegetais que respondem a condigdes adversas de
estresse, podemos incluir a auxina, giberelina, acido abscisico, etileno,
citocininas, 6xido nitroso (nitrico), brassinosterdide e acido salicilico, entre

outros (Miransari, 2016).

Dentre os horménios vegetais citados, as giberelinas ganham destaque
devido seu papel na regulagado do crescimento e desenvolvimento das plantas,
atuando na germinacgao, no alongamento e na floracdo das sementes (Ogas et
al., 1997). Nos plastidios é onde se inicia a biossintese das giberelinas (GAs),
ja no citosol ocorre a sua inativagdo (Minguet et al., 2014). Estes horménios
pertencem a uma familia de pequenos compostos organicos com 20 carbonos
e sao classificadas como um fitormonio diterperndides tetraciclicos,
constituidos de quatro unidades de isoprendides, produzidos por plantas e
alguns fungos, respondendo uma gama de processos (Gao et al., 2017).
Dentre esses processos de atuagao das GAs, incluimos o desenvolvimento do
alongamento do caule, germinagcado, dorméncia, floracdo, folhas, frutos e

senescéncia celular (Soumya et al., 2017).
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Os estimulos externos apresentam grande influéncia sobre a
expressao de enzimas devido a sensibilidade das mesmas. Algumas enzimas
sdo responsaveis por codificarem genes que vao atuar na catalisagdo de
etapas importantes na biossintese das GAs, o que faz com que fatores
ambientais venham a interferir nos niveis desse horménio (Minguet et al.,
2014). Progressos vem ocorrendo em estudos sobre a biossintese, sinalizagao,
transporte e metabolismo das GAs. Dentre os avangos sobre tal acdo desse
horménio vegetal se encontra a degradagéo das proteinas DELLA, membro da

familia de proteinas nucleares repressora do crescimento (Gao et al., 2017).

Em outras pesquisas, plantas mutantes que foram afetadas na
biossintese ou na sinalizagcdo de GAs, tiveram como consequéncia a
germinagao alterada e na fase adulta apresentaram porte ando, bem como um
florescimento tardio (Achard e Genschik, 2009). De acordo com Colerbrook et
al. (2014), a diminuigao dos niveis de GAs, causa restrigdo no crescimento da
planta, isto quando a mesma se encontra disposta a multiplos tipos de
estresse, o0 que justifica o resultado do estudo acima citado. Em contrapartida,
em resposta ao estresse abidtico as giberelinas vem apresentando um
importante papel com o aumento da sinalizagao e biossintese de GAs, sendo
uma forma de escape ou tolerancia para planta sobre alguns tipos de condi¢ao
de estresse (Colebrook et al., 2014). Quanto a sinalizagédo de giberelinas, elas
agregam diversas vias de sinalizagdo que vao atuar sobre a condicdo de
exposicao ao estresse, que quando afetadas terao alteragbes no crescimento
das plantas, que pode ser suprido ou promovido, dependera de qual situacao a

planta esta sendo exposta (Colebrook et al., 2014).

Varios reguladores de crescimento atuam inibindo a sintese de varios
fitorménios. Como exemplo destes reguladores temos o PBZ, que atua
alterando os niveis de horménios vegetais. O Paclobutrazol inibe a sintese de
GAs e aumenta o nivel de citocininas nas plantas (Soumya et al., 2017). O
bloqueio na rota metabdlica de sintese de GAs, resulta no acumulo de
terpendides com consequente producao de acido abscisico. O acido abscisico
por sua vez, desempenham papéis importantes na maturagcdo de sementes,

germinagao, crescimento de plantulas, respostas de estresse vegetativo,
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regulacdo estomatica, resposta a patdégenos, floracdo e senescéncia
(Finkelstein, 2013).

13



3. CAPITULO 1

Analise do perfil protedbmico em raizes de plantas jovens de cacau
crescidas em solo de tabuleiro costeiro compactado e com localizagao de

fosforo
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IIhéus, BA, Brasil.
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Resumo

A regido cacaueira do estado da Bahia, Brasil, possui grandes areas de solos
de tabuleiro costeiro, onde ndo se cultivam plantas de cacau em virtude de
suas limitacbes quimicas e fisicas. O presente trabalho teve como objetivos
principais avaliar o perfil protedmico e identificar as proteinas diferencialmente
acumuladas (DEPs) em raizes de plantas jovens do genétipo de cacau CCN
51, crescidas em solo de tabuleiro costeiro compactado e com localizacdo de
fésforo (P). A partir da analise protedmica de raizes foram identificadas 46
proteinas exclusivas nas raizes das plantas controle, 47 proteinas nas raizes
das plantas crescidas em solo compactado (densidade de 1,7 kg dm) e com
dose baixa de P, das quais 9 proteinas foram classificadas como
diferencialmente acumuladas e 38 como exclusivas. Em contrapartida, nas
raizes das plantas crescidas no solo compactado e com dose ideal de P, foram
identificadas 99 proteinas, das quais 10 foram diferencialmente acumuladas e
89 exclusivas. As proteinas expressas nas raizes das plantas crescidas em
solo compactado, associado com a localizacdo de doses baixa e ideal de P,
estdo envolvidas com o metabolismo de compostos organicos, respostas ao
estresse, processos biossintéticos e processos de oxirredugdo. Houve um
aumento na expressao das proteinas nas raizes crescidas no solo compactado,
associada com a localizagdo da dose ideal de P. A maior parte das proteinas,
identificadas nos tratamentos de compactagéao do solo, pertenceu ao grupo de
proteinas envolvidas no metabolismo de compostos organicos. As proteinas de
maior expressao, pertencentes a este grupo, estdo relacionadas a degradacgéao
de reservas energéticas, durante o estresse mecanico provocado pela
compactacao do solo. Estas proteinas contribuem para a manutencdo da
producao energia na forma de ATP, utilizada para o crescimento de raizes no
solo compactado e com baixa disponibilidade de oxigénio. A diferenga na
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abundancia de proteinas, em cada processo bioldgico, demonstrou que as
raizes de plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51 possuem diferentes
mecanismos de resposta ao estresse mecéanico. Estas alteragdes promovem a
manutencido da homeostase celular e estimulam o crescimento do sistema
radicular durante o processo de estresse.

Palavras-chave: Theobroma cacao, solo coeso, perfil proteico, processos
bioldgicos, CCN 51.

3.1 Introducgao

O Theobroma cacao é uma espécie lenhosa perene de grande
importancia econbmica, tanto para a industria quanto para a economia de
muitos paises onde é cultivada (Almeida e Valle, 2007). A importancia
econdmica do cacau esta relacionada aos seus frutos, dos quais se extraem
sementes (améndoas) que servem de matéria prima para a fabricagdo de
chocolate e de diversos outros produtos (Figueira et al., 1994; Almeida e Valle,
2007; 2009). O cacau é cultivado em paises da América Latina, Africa e Asia.
No Brasil, é cultivado em alguns estados da federagao, principalmente, no sul
da Bahia, Para e Espirito Santo, cuja producédo tem uma série de restrigcoes,
associadas a estresses bidticos e abidticos, ocasionando perdas significativas
(Lahive et al., 2019).

Os estimulos fisicos ou mecanicos, denominados thigmomorphogenesis
(Jaffe, 1973), causados por ventos fortes, chuvas, toques sutis, friccoes e
compactagao do solo, bem como pela passagem de animais ou maquinas,
podem provocar alteracdes no crescimento € no desenvolvimento das plantas e
comprometer a sua producdo. No cacaueiro, 0 estresse mecanico, provocado
pela acdo do vento, induz alteragdbes morfofisioldgicas, bioquimicas e
moleculares durante o crescimento das plantas (Reis et al., 2018). Estas
alteracdes ocorrem por meio de inumeras moléculas de sinalizagao e de outros
componentes quimicos, que podem alterar a expressédo de genes (Braam,
2005; Chen et. al., 2005; Chehab et. al., 2008; Chehab et. al., 2012; Lange e

15



Lange 2015) e, consequentemente, induzir modificagbes celulares profundas
no perfil proteico (Saidi et al., 2009; Kosova et al., 2018).

Existem grandes areas de solos de tabuleiros costeiros (TC), na regiao
cacaueira da Bahia, caracterizados como latossolos amarelos distréficos ou
alicos, que apresentam horizontes subsuperficiais coesos, onde normalmente
nao se cultivam cacau em virtude de limitagdes fisicas e quimicas do solo. A
coesao é originada da acomodacéo de coldides que migraram da superficie,
provocando obstrucdo dos macroporos €, como consequéncia, diminuindo a
permeabilidade e aeracdo do solo (Aguiar Netto e Nacif, 1988). Outro grande
problema encontrado no cultivo de plantas em solos de TC esta relacionado ao
aproveitamento de fésforo (P). Estes solos possuem altas concentragdes de
aluminio trocavel (AI**) que tem a capacidade de adsorver P, deixando-o
indisponivel para as plantas (Naido et al., 1978).

Pesquisas demonstram que o fornecimento de P no inicio do
desenvolvimento das plantas € essencial, ele exerce fungbes importantes na
respiragao, fotossintese e transferéncia de energia (Grant et al., 2001). Além do
mais, plantas crescidas em condi¢des de estresse por deficiéncia de P, sofrem
reducdo na respiragdo e fotossintese, na sintese de proteinas e acidos
nucleicos, na altura das plantas e no numero e desenvolvimento de folhas,
além do desenvolvimento radicular (Grant et al., 2001; Kim e Li, 2016; Razaq et
al., 2017). Desse modo, as plantas tém a capacidade de se adaptarem a estas
condicbes de deficiéncia de P, podendo aumentar a capacidade de aquisicao
do P, por meio de alteragbes no sistema radicular, como o0 aumento da area de
superficie e comprimento de raizes, e relagao raiz parte aérea (Kim e Li, 2016;
Razaq et al., 2017). Dentre as diferentes estratégias para tolerar a deficiéncia
de P no solo, algumas aumentam a proliferacdo de raizes, outras modificam a
morfologia das raizes, além de se associarem a micorrizas (Grant et al., 2001;
Razaq et al., 2017).

Assim como em solos alagados, as plantas crescidas em solos
compactados, sao submetidas a estresse por baixa disponibilidade de oxigénio
no solo, resultando em uma condi¢ao de hipdxia. O déficite de oxigénio no solo
provoca danos no crescimento e desenvolvimento de raizes, como o
enraizamento de raizes adventicias, e deformacdes na raiz principal, além de
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inibir a respiragao celular aerdbica, sendo substituida pela fermentacdo com
consequente reducao na producao de ATP (Bailey-Serres e Voesenek, 2008;
Vidoz et al., 2010). Além disso, ocorre aumento na produg¢ao de ERO; danos na
atividade fotossintética; altera a produgéo de biomassa e a expressao génica;
promove o desenvolvimento de aerénquima e de lenticelas hipertrofiadas,
mostrando assim, a existéncia de um mecanismo de homeostase regulando a
resposta anaeroébica (Bertolde et al., 2010; Bertolde et al., 2014; Branco et al.,
2017).

A expressao de proteinas com fungdes especificas € a forma mais comum
de respostas celulares a estimulos externos (Kosova et al., 2018). Por sua vez,
a analise protebmica engloba conhecimentos e técnicas capazes de identificar
um conjunto de proteinas sintetizadas por uma célula, além de mostrar suas
interagdes nos diversos processos bioldgicos (Mann et al., 2001). O conjunto
proteico encontrado esta relacionado com o estagio de desenvolvimento e
diferenciacdo, bem como com as condi¢gdes especificas do crescimento e
desenvolvimento de cada organismo (Kosova et al., 2018). A protebmica
classica inclui metodologias baseadas em técnicas de electroforese em gel
bidimensional (2DE) e espectrometria de massas (MS) (Parker et al., 2006
Oeljeklaus et al., 2008). O método classico possui algumas limitagbes, como
sensibilidade, resolugao, cobertura e velocidade de captura de dados (Han et
al., 2006 e Oeljeklaus et al., 2008). Isto, por sua vez, evidencia a dificuldade de
se trabalhar com a diversidade biolégica de proteinas e sua gama de
propriedades fisiologicas e bioquimicas. O sucesso da analise protedmica esta
relacionado ao desenvolvimento de programas computacionais capazes de
analisar, armazenar e correlacionar uma grande quantidade de informacdes de
sequéncias gendbmicas em banco de dados de mundo todo (Pandey e Mann,
2000).

O presente trabalho teve como objetivos principais avaliar o perfil
protedmico e identificar as proteinas diferencialmente acumuladas (DEPs) em
raizes de plantas jovens de cacau, crescidas em solo de tabuleiro costeiro

compactado e com localizagao de fésforo (P).
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material vegetal e condi¢des de cultivo

O experimento foi conduzido em condicbes de casa de vegetagéao,
localizada no Campus Soane Nazaré de Andrade, da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC), Rodovia Jorge Amado, km 16, Bairro Salobrinho, lIhéus,
BA, nas coordenadas 39°13’59” de longitude oeste e 14°45’15” de latitude sul.

O solo utilizado no experimento foi coletado na Fazenda Sao Sebastiao
(14° 54’ 3,59” S; 39° 07’ 2,3” W), no municipio de lInéus, BA, de um horizonte B
de um latossolo amarelo coeso. O solo foi seco ao ar e passado em peneira de
4 mm de abertura de malha. Subamostras de solo foram retiradas para
caracterizar inicialmente os atributos fisicos (Tabela 1) e quimicos (Tabela 2),
na fragdo de 2 mm de didmetro (Embrapa, 2009). De posse das analises fisica
e quimica do solo, foi feita a correcdo de acidez e da fertilidade do solo antes
da montagem do experimento. A cada 15 dias, fez-se uma adubacéao
nitrogenada por vaso, na forma de ureia, apos o plantio. Ainda, durante a
adubacao s6 foi adicionado P no solo, que foi utilizado para caracterizar os
tratamentos.

Posteriormente, fez-se a semeadura utilizando sementes do gendétipo de
cacau CCN 51 oriundas de autofecundacgao de plantas com cinco a oito anos
de idade, cultivadas nas fazendas reunidas do Vale da Juliana (Igrapiuna, BA).
As sementes foram germinadas diretamente em tubos PVC com 0,24 m de
altura e 0,1 m de didmetro interno, subdividido em trés anéis com 0,08 m de
altura conectados com fita adesiva. O solo dos anéis superior e inferior teve
densidade 1 kg dm para todos os tratamentos, ao passo que o solo dos anéis
intermediarios teve densidades de 1 kg dm para o controle e 1,7 kg dm= e
uma camada de caulim (0,01 m de espessura) entre o solo compactado e a
parede do PVC. Esse procedimento foi realizado, pois o caulim possui, em sua
constituigdo, aluminio téxico (AI**) que impede que as raizes cresgam entre o
solo e a parede de PVC, forcando, assim, o seu crescimento na camada de

solo compactada. Para isto, o caulim foi umedecido com agua, para formagao
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de uma pasta, que foi passada na parede do anel até que se formasse uma
camada de caulim com 0,01m de espessura.

Apds a adicdao do caulim na parede de PVC do anel intermediario,
procedeu-se a compactacdo do solo deste anel. A compactacéo foi realizada
mecanicamente, com o auxilio de um bastdo de madeira com didmetro
compativel com o do anel do tubo de PVC. O volume da amostra de solo, para
esta etapa, foi calculado para se obter a compactagado correspondente aos
tratamentos de densidade no solo. Além disso, o solo acondicionado nos anéis
inferiores, para o tratamento compactado (1,7 kg dm3), receberam no momento
da adubacgio do solo, duas doses diferentes de P [baixa (200 mg dm-3) e ideal
(400 mg dm=3) ]. Apds o preenchimento dos trés anéis com o solo, de acordo
com os tratamentos preestabelecidos, estes, por sua vez, foram sobrepostos e
unidos por meio de fita plastica adesiva. Posteriormente, o fundo dos vasos
(anéis sobrepostos) foi tampado com |amina de isopor perfuradas. Logo apés,
os vasos foram colocados sobre bancadas de madeira em condi¢cdes de casa

de vegetacao.
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Tabela 1 — Analise fisica do latossolo amarelo coeso utilizado no experimento, coletado no horizonte B,

localizado no municipio de llhéus, BA, Brasil

Areia Silte Argila

g kg

487,3 65,7 447,0

Tabela 2 — Analise quimica do latossolo amarelo coeso utilizado no experimento, coletado no horizonte

B, localizado no municipio de llhéus, BA, Brasil.

oH P MO H+Al Al K Ca Mg SB CTC B Cu Fe Mn 2Zn

cc, ——// Y7/ —————————— 3 __
mgdm?3 gdm?3 mmol, dm-3 mg“dm

4.8 3 6 28 1,2 1,8 10 6 17,8 45,8 02 01 20 04 11

P, K, Ca e Mg (Resina)

B (agua quente)

Cu, Fe, Mn e Zn (DTPA)

Al (Cloreto de potassio 1 mmolc dm™)

MO — matéria organica, Walkley Black (Col.)

SB (Soma de bases trocaveis - Ca*?, Mg*?, K*, Na* e mmolc dm)
CTC (Capacidade de troca catiénica - mmolc dm-
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3.2.2 Analise protedmica

3.2.2.1 Extragao de proteinas

O extrato de proteina total de raizes foi obtido de material vegetal
coletado aos 60 dias ap6s a emergéncia das plantas jovens do gendtipo de
cacau CCN 51. Imediatamente apds a coleta, o material vegetal foi imerso em
nitrogénio liquido, armazenado em ultrafreezer - 80°C e, posteriormente,
liofilizado e armazenado em freezer - 20°C. O extrato proteico foi obtido em
triplicata pela extragdo fendlica, seguida de precipitacdo com acetato de
amoénio a 0,1 M em metanol (Pirovani et. al., 2008) e adaptado para raizes de
cacau (Bertolde et al., 2014). Inicialmente, as proteinas foram quantificadas
usando o 2-D Quanti Kit, de acordo com as recomendacdes do fabricante (GE
Healthcare, UK).

3.2.2.2 SDS-PAGE Bi-dimensional

Para o gel bi-dimensional, a primeira dimensédo foi realizada em um
sistema Ettan IPGphor (GE Healthcare), onde as amostras de proteina (350 ng)
foram aplicadas em 250 pL de solucdo de reidratagéo, juntamente com strip
tipo Immobiline DryStrip Reswelling (pH 3-10, GE Healthcare) de 13 cm,
durante 12 h. Posteriormente, procedeu-se a focalizagdo das amostras no
mesmo aparelho. Logo depois, as strips foram armazenadas em ultrafreezer a -
80°C até a analise de segunda dimensao. Para a segunda dimensao, as strips
foram incubadas durante 15 min em uma solugao tampao de equilibrio [uréia a
6 M, Tris-HCL (7,5 mM e pH 8,8), glicerol a 29,3%, SDS a 2% e azul de
bromofenol a 0,002%] e com ditiotreitol (DTT) a 1% p/v. Logo apéds, as strips
permaneceram por mais um periodo de 15 min, num tampao de equilibrio com
iodoacetamida a 2,5% p/v. A segunda dimensao (SDS-PAGE) foi executada
em um sistema SE600 Ruby (GE Healthcare): 15 mA, durante 5 mim, 40 mA,
durante 10 min e 50 mA por gel, por 4h, para cada strip, a uma temperatura
constante de 11°C. O marcador de peso molecular utilizado foi fabricado pela
GE Healthcare.

21



Apos a eletroforese, as proteinas foram coradas com Coomassie coloidal
a 0,08% p/v de G-250 (NEUTHOFF et al., 1988). Os géis foram digitalizados
via ImageScanner Il (Amersham) e analisados utilizando o ImageMAster
Platinum 2D 6,0 software (GE Healthcare), considerando a area e intensidade
dos spots. As amostras controle foram comparadas com as amostras de raizes
de plantas submetidas aos diferentes tratamentos. A analise de spots
diferenciais foi baseada no calculo da ANOVA. Apenas valores de p<0,05 e
spots com variagdes de intensidade (fold) = 1,5 foram considerados como

diferenciais.

3.2.2.3 Excisao dos spots e extracdo de peptideos

Os spots de interesse de cada tratamento (diferenciais e exclusivos)
foram excisados do gel e fragmentados com o auxilio de um bisturi. Logo apds,
foram descorados com 200 uyL NH4HCOs3 a 25 mM, contendo acetonitrila a
50%, overnight. Logo apds, o sobrenadante foi descartado e os fragmentos de
gel foram lavados com 200 yL de agua Milli-Q e, posteriormente, desidratados
em 100 yL de acetonitrila a 100 % por 10 min, a temperatura ambiente. Em
seguida, foram secos usando centrifuga a vacuo no concentrador 5301
(Eppendorf) por 20 min. Apds secagem, foram adicionados 4 uL de solucdo
gelada de tripsina Gold (Promega) a 25 ng/uL no material desidratado e
deixados a 4°C por 10 min, para absor¢cao da mesma nos fragmentos de gel.
Imediatamente apds, foi adicionado uma solucdo de NH4HCO3 a 25 mM até
cobrir o gel, seguido de incubagao a 37°C por 16 a 24 h para agao da tripsina.
Para a extracao peptidica, o sobrenadante de cada tubo foi coletado e
transferido para um novo set de tubos. Em seguida, foram realizadas duas
lavagens com 50 pL de acetonitrila a 50% contendo acido férmico a 5 %, sob
agitacdo durante 30 min em termomix Thermo Finemixer (SH2000-DX). Ao fim
de cada lavagem, os sobrenadantes foram adicionados aos tubos novos. Ao
término da extragao, as amostras tiveram o volume reduzido a vacuo até atingir

aproximadamente 20 a 30 pL.
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3.2.2.4 Analise por espectrometria de massas (MS/MS)

Os peptideos eluidos foram diretamente introduzidos num
espectrometro de massas Micromass Q-TOF Micro System (Waters,
Manchester, Reino Unido), por meio de sua sonda de membrana de
electropulverizagdo. Os ions mais abundantes, observados na leitura do
espectrometro de massas, foram automaticamente selecionados para a
dissociagado induzida por colisdo, utilizando o software Masslynx, gerando
espectros MS/MS. Utilizou-se argdnio gasoso para a dissociagao dos peptideos

induzida por colisdo.

3.2.2.5 Processamento e anotagao das proteinas

Os espectros gerados foram analisados utilizando o software ProteinLynx
v 2.3 e comparados contra o banco de dados do NCBI, por meio da ferramenta
MASCOT MS/MS lon Search (www.matrixscience.com). As sequéncias FASTA
geradas foram analisadas no software BLAST2GO (http://www.blast2go.com),
o qual fornece informagdes importantes, como ontologia, fungdes, processos

biologicos e localizagao celular.

3.3 Resultados

3.3.1 Perfil proteico de raizes de plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51
submetidas a compactac¢ao do solo e a localizacido de doses de P.

Observaram-se 262 spots para o tratamento controle (com densidade
do solo de 1 kg dm-3), 161 spots para o solo compactado (densidade 1,7 kg dm-
3) e com dose baixa de P e 413 spots para o solo compactado e com dose ideal
de P, cujos spots se apresentaram como exclusivos e diferencialmente
acumulados entre os tratamentos (Figura 1). As analises protedmicas
evidenciaram que a compactacao do solo e as doses de P interferiram no perfil

protedmico das raizes de plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51. De
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modo geral, notou-se que houve aumento significativo no numero de spots para
as raizes das plantas submetidas ao tratamento de compactagao do solo e
dose ideal de P (Figura 1 B).

ApOs a deteccao dos spots totais para cada tratamento, foi realizada uma
comparagao entre os géis. Para selecionar as proteinas diferencialmente
acumuladas (DEPs), foram utilizados os requisitos do nivel de expresséo
proteica com alteracéo de 1,5 vezes e p <0,05. Segundo os dois critérios, ao
comparar os geis do tratamento controle com o tratamento do solo compactado
e com dose baixa de P, foram detectados 43 spots em comum, sendo que 15
spots foram diferencialmente acumulados entre os géis do controle e do
tratamento compactado com dose baixa de P, 219 spots foram exclusivos para
o0 gel do tratamento n&do compactado e 118 spots exclusivos para o gel do
tratamento compactado com dose baixa de P (Figura 1 A). Por seguinte, na
comparagao entre os geéis dos tratamentos controle e compactado com dose
ideal de P, foram detectados 67 spots em comum, sendo que 25 destes spots
foram diferencialmente acumulados, 195 spots exclusivos para o gel do
tratamento n&o compactado e 346 spots exclusivos para o tratamento

compactado e com dose ideal de P (Figura 1 B).
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A B
1,0 Kg dm- (-P) 1,7 Kg dm-3 (-P) 1,0 Kg dm- (-P) 1,7 Kg dm-3 (+P)

262 161 262 413
15 25

Figura 1 - Numero de spots de proteinas de gel 2-DE. Diagrama de Venn dos
spots totais (exclusivos e diferencialmente acumulados) de raizes de plantas
jovens do genotipo de cacau CCN 51 crescidas em latossolo amarelo coeso
submetido a compactacdo do solo e a localizacdo de doses de P. (A) controle
(densidade do solo de 1 kg dm=3) versus solo compactado (densidade de 1,7 kg
dm3) e com dose baixa de P e (B) controle versus solo compactado e com
dose ideal de P.
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Figura 2 - Perfil proteico em géis 2DE, revelados por Comassie-Blue e

digitalizados com LabScan analise no Software ImageMaster (GEHealthcare),
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de raizes de plantas jovens do genotipo de cacau CCN 51 crescidas em
latossolo amarelo coeso submetido a compactacéao e a localizagdo de doses de
P. Em (A) controle (densidade do solo de 1 kg dm-3), (B) solo compactado
(densidade de 1,7 kg dm) e com dose baixa de P e (C) solo compactado e
com dose ideal de P. Onde kDa corresponde a massa molecular e pl o ponto
isoelétrico de cada spot, variando em 3-10 NL (n&o linear). Circulo preto —
spots exclusivos; Circulo vermelho — spots diferencialmente expresso.

3.3.2 |dentificag&o e Classificagdo das proteinas em processos bioldgicos

Para o tratamento controle (densidade do solo de 1 kg dm3), as
proteinas totais foram classificadas e identificadas em sete processos
bioldgicos (Figura 3 A). A maioria das proteinas foi classificada em transducéao
de sinal (25%), oxirreducao (18%), resposta ao estresse (16%) e metabolismo
de substancias organicas (15%). As proteinas restantes foram classificadas
como pertencentes a processos biossintéticos (11%), proteina de dobramento
(10%) e sistema de desenvolvimento e estrutura (5%). Por outro lado, para o
solo compactado e baixa dose de P, as proteinas foram classificadas como
pertencentes a processo metabdlico de substancia organica (34%), resposta ao
estresse (26%), oxirredugédo (17%), processo biossintético (8%), sistema de
desenvolvimento e estrutura (7%), e transducao de sinal (5%) (Figura 3 B).
Além disso, no solo compactado e com dose ideal de P, as proteinas foram
classificadas como pertencentes a sete processos bioldgicos, cujo maior
numero de proteinas estava associado ao metabolismo de substancia organica
(25%), seguido de processo biossintético (21%), resposta ao estresse (18%),
oxirreducgao (13%), sistema de desenvolvimento e estrutura (12%), transdugao
de sinal (8%) e proteinas de dobramento (3%) (Figura 3 C).

Analisando a categorizagdo apenas das DEPs, as proteinas foram
classificadas como pertencentes a cinco processos biologicos. As proteinas
das raizes das plantas crescidas no solo compactado e com baixa dose de P,
foram classificadas como pertencentes ao processo biossintético (31% up-
reguladas), a oxirredugdo (10% up-reguladas e 10% down-reguladas), a
respostas ao estresse (19% up-reguladas e 6% down-reguladas), seguido de
sistema desenvolvimento (6% up-reguladas e 6% down-reguladas) e estrutura

e metabolismo de substancias orgénicas (6% up-reguladas e 6% down-
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reguladas) (Figura 4 A). Entretanto, no solo compactado e com dose ideal P as
proteinas foram classificadas como pertencentes ao metabolismo de
substancia orgéanica (15% up-reguladas e 35% down-reguladas), a processos
de oxirreducdo (7% up-reguladas e 7% down-reguladas), a respostas ao
estresse (7% up-reguladas e 7% down-reguladas), a processo biossintético
(14% down-reguladas) e a proteinas de dobramento (8% down-reguladas)
(Figura 4 B).

Baseado na hierarquia de cluster, as DEPs foram organizadas nas
principais categorias apresentadas ao longo do estresse mecanico por
compactagdo do solo e doses de P (Figura 5). Houve maior acumulo de
proteinas associadas ao processo biossintético nas raizes das plantas
crescidas no solo compactado e com baixa dose de P, em comparacdo ao
tratamento controle. Foram identificadas, como participante deste processo, as
proteinas DNA ligase 6, isoflavona redutase homol, actina, serina
hidroximetiltransferase, ATP sintase subunidade beta (spots 2, 4, 8, 12, 17,
respectivamente) (Figura 5 a). Por outro lado, no solo compactado e com dose
baixa de P, foram identificadas proteinas supra-reguladas associadas ao
processo de oxirredugdo como isoflavone redutase homol e alcool
desidrogenase 1 (spots 4 e 7), ao passo que no solo compactado e com dose
ideal de P, foi identificada a proteina lipoamina desidrogenase mitocondrial
(spots 16) (Figura 5 b). Em contrapartida, no solo compactado e com dose
baixa de P houve um acumulo de proteinas associadas ao processo de
respostas ao estresse, como as proteinas DNA ligase 6, isoflavona redutase
homol e serina hidroximetiltransferase (spots 2, 4 e 12). Ja no solo compactado
e com dose ideal de P foi acumulada a proteina lipoamina desidrogenase
mitocondrial (spot 16) (Figura 5 c). Além disso, no solo compactado e com dose
baixa de P foi up-regulada apenas a proteina serina hidroximetiltransferase
(spot 12), classificada como pertencente ao metabolismo de compostos
organicos. Por outro lado, no solo compactado e com dose ideal de P houve
regulagcado positiva para as proteinas lipoamina desidrogenase mitocondrial de
21 kDa e enolase (spots 16, 25 e 42) (Figura 5 d).
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Figura 3 - Categorizagdo processo biolégico de proteinas totais identificadas
em raizes de plantas jovens do gendétipo de cacau CCN 51 crescidas em
latossolo amarelo coeso submetido a compactagao e a localizagdo de doses de
P. (A) controle (densidade do solo de 1 kg dm=3), (B) solo compactado



(densidade de 1,7 kg dm) e com dose baixa de P e (C) solo compactado e
com dose ideal de P.

Organic Substance
Metabolic Process

Response to Stress
m up-regulation

Biossinthetic Process down-regulation

Oxidation-Reduction
Process

Development and Structure
System

0% 10% 20% 30% 40% 50%

Organic Substance Metabolic
Process

Response to Stress
4 H up-regulation
Biossinthetic Process - down-regulation

Oxidation-Reduction Process il

Protein Folding 1

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Figura 4. Categorizagbes dos processos biolégicos de proteinas
diferencialmente expressas; em raizes de plantas jovens do gendtipo de cacau
CCN 51 crescidas em latossolo amarelo coeso, demonstrando o aumento de
acumulo (up-regulation: cinza escuro) ou redugdo de acumulo (down-
regulation: vermelho) em resposta a compactacdo do solo e a localizagao de
doses de P. (A) solo compactado (densidade do solo de 1,7 kg dm3) e com
dose baixa de P e (B) solo compactado e com dose ideal de P.
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Figura 5. Agrupamento hierarquico de proteinas diferencialmente acumuladas (DEPs) com os principais processos bioldgicos
similares de raizes de plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51 crescidas em latossolo amarelo coeso submetido a
compactacao do solo e a localizagao de P. (a) proteinas relacionadas a processos biossintéticos; (b) proteinas relacionadas a
processos de oxirredugao; (c¢) proteinas relacionadas aos processos de respostas ao estresse; (d) proteinas relacionadas aos

processos de metabolismo de compostos orgéanicos.
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Tabela 3. Proteinas totais de raizes de plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51 crescidas em latossolo amarelo coeso

com densidade de 1 kg dm-3 (controle) e identificadas por espectrometria de massas.

NO

SPOT

713

718

719

733

736

737

740

742

748

749

750

759

765

768

771

776

780

N° ACESSO

AAL85654.1

EOY14797.1

BAM05608.1

AlZ00507.1

EOQY02669.1
EOY06041.1
EOY14311.1

EOY28328.1

AAF01700.1

PIN04936.1

XP_017973236.1
POE53420.1
AGE09560.1

EMS59548.1

KJB06906.1

EOY05144.1

EOX98632.1

NOME DA PROTEINA
trypsin inhibitor, partial
Isoflavone reductase-like protein 4 isoform 1
phenylcoumaran benzylic ether reductase

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, partial

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C2 isoform 1

Lactate/malate dehydrogenase family protein
Aldehyde dehydrogenase 5F1
Larreatricin hydroxylase isoform 1
alcohol dehydrogenase, partia
3-phosphoglycerate kinase
PREDICTED: elongation factor Tu, chloroplastic
Atp synthase subunit beta, mitochondrial
SAM2-like protein, partial
WW domain-containing oxidoreductase
hypothetical protein B456_001G0323001, partial
Serine hydroxymethyltransferase 4 isoform 1

Aldehyde dehydrogenase 6B2

MM

16971

34864

33866

21578

35816

36097

59503

67801

23381

42220

52371

64272

43504

101562

53026

52261

58291

pl?
4.54
6.16
5.78
6.67
8.51
6.60
8.44
6.23
6.58
5.88
6.45
5.31
5.59
5.77
5.67
7.15

8.27

N3

4

SCOR*
260
121
114
154
157

58
140
424

83
159

61

77
161

60
202
140

57

Fold®

u
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786

790

800

803

818

823

829

830

831

833

837

841

847

849

862

865

867

QILEI9.1
EOY20678.1
EOY29550.1
OAY77536.1

KVI11652.1
EOY03621.1
OIW13599.1
PO001438.1
PPE00164.1

pir||PC1156
AFD50421.1

GAV62290.1

G3PC2_ORYSJ
KJB15749.1

QOSPB1.1

XP_024155957.1

AFD50421.1

Enolase 2

Aldehyde dehydrogenase family 2 member B4

Cytosol aminopeptidase family protein

ATP synthase subunit beta, mitochondrial
Alkaline phosphatase-like, alpha/beta/alpha
Insulinase (Peptidase family M16) protein isoform 1
hypothetical protein TanjilG_07941

Cobalamin-independent methionine synthase

hypothetical protein GOBAR_DD02817

dnaK-type molecular chaperone (clone pMON9508) - maize (fragment)
cobalamine-independent methionine synthase, partial

2-Hacid_dh domain-containing protein/ACT domain-containing protein/2-Hacid_dh_C
domain-containing protein

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2
hypothetical protein B456_002G193600
Leghemoglobin reductase
protein PLASTID TRANSCRIPTIONALLY ACTIVE 14-like

cobalamine-independent methionine synthase, partial

48112

62275

60844

58111

55496

59199

71080

89589

71292

7619

19210

63300

36921

18726

56030

34720

19210

5.92

7.63

7.56

6.55

6.38

6.49

5.13

7.59

6.37

4.56

5.35

6.56

6.34

8.73

7.08

5.10

5.35

156

262

120

218

72

135

82

134

72

151

59

58

111

134

73

60

267
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869 AAF01700.1 alcohol dehydrogenase, partial 23381 6.58 1 78 ]
873 EOY21247.1 21 kDa seed protein 24264 5.71 4 278 U
885 OM086225.1 hypothetical protein CCACVL1_09717 3288 12.18 1 48 U
886 KZN01491.1 hypothetical protein DCAR_010244 40304 5.17 2 138 u
907 PPS00608.1 hypothetical protein GOBAR_AA20050 85612 6.89 1 66 u
910 PPS04809.1 hypothetical protein GOBAR_AA15857 87133 7.22 1 79 U
911 POF17536.1 actin, gamma 37025 5.46 1 82 U
912 AGT28276.1 actin, partial 17307 5.23 1 74 u
918 EQY05144.1 Serine hydroxymethyltransferase 4 isoform 1 52261 7.15 2 164 U
928 BAA01372.1 mitochondrial F1-ATPase beta subunit 59137 6.30 2 159 U
929 OMP08887.1 hypothetical protein COLO4_06025 59648 6.06 5 357 u
931 EOY25097.1 Heat shock protein 70 (Hsp 70) family protein 73498 5.14 3 201 U
932 Q01899.1 Heat shock 70 kDa protein, mitochondrial 72721 5.95 2 139 ]
933 EQY32236.1 TCP-1/cpn60 chaperonin family protein 64513 5.62 1 63 ]
935 CDP10525.1 unnamed protein product 89943 6.76 4 314 ]

MM, corresponde aos valores de massa molecular (kDa); 2pl ao ponto isoelétrico estimados pelo programa Image Master 2D Platinum 7.0;
3N, corresponde ao nimero de peptideos sequenciados por MS/MS; “Score corresponde ao valor da cobertura calculada pelo Mascot, °Fold,
proteinas diferencialmente expressas em raizes de plantas jovens do genétipo de cacau submetidas a compactagéo do solo e a localizagao
de P. As proteinas com abundancia aumentaram (1) ou diminuiram (]) ou (U) exclusivas de um dos tratamentos em resposta a compactagao
do solo e a localizagédo de P. O numero representa mudancgas na taxa de abundancia proteica no tratamento comparado ao controle.
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Tabela 4. Proteinas totais de raizes de plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51 crescidas em latossolo amarelo coeso

compactado (densidade de 1,7 kg dm=) e com dose baixa de P e identificadas por espectrometria de massas.

NO
SPOT
2

4

12

16

17

18

19

51

53

54

68

69

73

79

N° ACESSO

XP_008787626.1

NP_195634.1
EOY16613.1
AFR36919.1
OAP00360.1
EOY06834.1

CDP00716.1

XP_018806973.1

XP_024983118.1

PKAG66456.1

XP_007046221.1

EQY02054.1
EQY00822.1

ACR00032.1

XP_021285963.1

EXC05646.1

NOME DA PROTEINA 4 {
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: DNA ligase 6-like
Isoflavone reductase homolog
Alcohol dehydrogenase 1 isoform 1
actin, partial
Serine hydroxymethyltransferase 4
diidrolipoil dehydrogenase 1
ATP synthase subunit beta
PREDICTED: armadillo repeat-containing kinesin-like protein 2
elongation factor 1-alpha-like
Putative E3 ubiquitin-protein ligase LIN-1
PREDICTED: mitochondrial outer membrane protein porin of 36 kDa
Mitochondrial outer membrane protein porin 1 isoform 2, partial
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C2 isoform 2
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, partial
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

Protein disulfide isomerase-like 2-2

MM
158222
34248
42553
37145
52141
54234
45367
100848
48291
169475
29839
23941
29064
6805
36843

42023

pl?
6.94
6.33
6.56
5.57
6.57
7.23
5.04
6.16
9.20
5.71
6.59
6.10
9.36
5.04
7.03

7.00

N®  SCOR*
1 54
1 59
8 541
5 345
3 224
2 122
2 114
1 54
1 61
1 61
4 256
2 124
2 158
1 62
3 201
1 54

Fold®

1.894
12.624
5.404
3.274
1.914
5.08
5.094
1.59 4

2.49¢
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90

93

100

104

105

106

109

110

115

117

119

123

131

135

136

141

144

145

PPS03841.1
EOY16615.1
EOX98363.1
PHUO00511.1

EOY30588.1

XP_008354423.1

EOY08109.1
OVA04639.1

PIN02627 .1

XP_007044141.1

P05492.1
EOY16328.1
PIN00055.1
XP_020269965.1

AGE09560.1

XP_007051250.1

ONMO00906.1
EO0X99973.1

PPD78058.1

hypothetical protein GOBAR_AA16817
Alcohol dehydrogenase 1 isoform 3
Cinnamyl alcohol dehydrogenase 1
Actin-7
Insulinase protein isoform 1
PREDICTED: mitochondrial-processing peptidase subunit alpha-like
Enolase
Enolase
Translation elongation factor EF-1 alpha/Tu
PREDICTED: ATP synthase subunit beta, mitochondrial
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
PDlI-like 1-1 isoform 1
Molecular chaperones GRP78/BiP/KAR2, HSP70 superfamily
Isoflavone reductase-like protein
SAM2-like protein, partial
PREDICTED: S-adenosylmethionine synthase 2
enolase2
ATP synthase alpha/beta family protein isoform 2

hypothetical protein GOBAR_DD25021 [Gossypium barbadense]

39898

40236

39418

69483

62907

55671

48165

48162

49669

59857

55847

65945

71747

33588

43504

43483

43956

59985

63989

5.67

7.09

5.52

6.74

6.54

6.11

5.61

5.50

9.10

6.01

6.23

5.40

5.36

5.54

5.59

5.61

4.99

6.01

7.16

13

80

443

223

188

197

57

305

238

119

573

285

183

198

74

85

224

70

779

246
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150 KVI00009.1 hypothetical protein Ccrd_021776 48291 9.20 1 58 U

154 KQL00984.1 hypothetical protein SETIT_014034mg 32602 6.92 1 70 u
158 EOY02054.1 Mitochondrial outer membrane protein porin 1 isoform 2, partial 23941 6.10 2 136 U
166 AAF04851.1 putative alcohol dehydrogenase 42527 6.56 3 244 U
167 PHU03284.1 actin 41996 5.45 3 195 u
170 EO0X99973.1 ATP synthase alpha/beta family protein isoform 2 59985 6.01 8 494 U
171 PRQ21927.1 putative Heat shock protein 70 family 62014 6.24 5 311 U
172 EQY04747.1 Phosphoglycerate mutase, 2,3-bisphosphoglycerate-independent isoform 2 48133 5.90 1 77 U
173 OAY79436.1 hypothetical protein ACMD2_23678, partial 34588 8.59 1 54 U
174 XP_017242190.1 PREDICTED: uncharacterized ATP-dependent helicase YprA 140132 7.18 1 55 U
177 PHU02388.1 putative mitochondrial-processing peptidase subunit beta 42770 5.56 1 57 U
181 XP_007017153.1 PREDICTED: cysteine proteinase RD21A 52581 5.09 1 65 u

MM, corresponde aos valores de massa molecular (kDa); ?pl ao ponto isoelétrico estimados pelo programa Image Master 2D Platinum 7.0; °N,
corresponde ao numero de peptideos sequenciados por MS/MS; “Score corresponde ao valor da cobertura calculada pelo Mascot, °Fold,
proteinas diferencialmente expressas em raizes de plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51 submetidas a compactagéo do solo e a
localizagéo de P. As proteinas com abundancia aumentaram (1) ou diminuiram (|) ou (U), exclusivas de um dos tratamentos em resposta a
compactacao do solo e a localizacdo de P. O numero representa mudancas na taxa de abundancia proteica no tratamento comparado ao
controle.
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Tabela 5. Proteinas totais de raizes de plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51 crescidas em latossolo amarelo coeso

compactado (densidade de 1,7 kg dm-3) e com dose ideal de P e identificadas por espectrometria de massas.

N° N° ACESSO NOME DA PROTEINA MM! pl? N3  SCOR* Fold®

S|:’401- PKA66456.1 Putative E3 ubiquitin-protein ligase LIN-1 169475 5.71 1 60 12.62{
16 EOY06834.1 diidrolipoil dehydrogenase 1 52106 5.80 1 87 5.684
20 CDP10525.1 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine 89943 6.76 2 124 3.38 {
21 KJB15749.1 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 18726 8.73 3 163 1.63*
22 EOY21251.1 21 kDa seed protein 24263 5.94 7 485 24.73*
24 XP_007036743.1 PREDICTED: 21 kDa seed protein 24423 5.70 9 356 1.55*
25 EOQY21247.1 21 kDa seed protein 24264 5.71 6 497 2.364
36 PO002047.1 NAD(P)-binding domain containing protein 42415 5.59 1 60 17.71*
39 EQY24843.1 Monodehydroascorbate reductase 6 isoform 1 54485 8.79 2 139 10.61*
42 EOY08109.1 Enolase 48165 5.61 3 83 1.954
192 XP_024155957.1 protein PLASTID TRANSCRIPTIONALLY ACTIVE 14-like 34720 5.10 1 57 u
200 OMP04112.1 Lipoxygenase, LH2 21615 5.31 1 66 U
202 COHK70.1 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 15232 5.48 1 60 U
206 AFC01198.1 eukaryotic translation initiation factor 17716 5.60 1 60 )
207 OTG11461.1 putative cyclophilin-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase domain-containing 18553 8.84 2 60 U

protein
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Regulator of ribonuclease activity A
PREDICTED: peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
408 ribosomal protein S2
trypsin inhibitor, partial
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: DNA ligase 6-like
putative 21 kDa trypsin inhibitor
osmotin-like pathogenesis-related protein, partial
unnamed protein product
Chaperonin 20 isoform 2
PREDICTED: proteasome subunit beta type-4
20S proteasome, regulatory subunit alpha type PSMA3/PRE10
Triosephosphate isomerase isoform 1
20S proteasome subunit PAA2 isoform 2
Proteasome subunit alpha type-2-B -like protein
Chalcone-flavanone isomerase family protein
PREDICTED: proteasome subunit alpha type-2-A
Proteasome subunit alpha type-6
Triosephosphate isomerase

Triosephosphate isomerase isoform 1
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XP_007046221.1
PPS06187.1
EOX91677.1
EOY30597.1
EOX98837.1
PON57398.1
EOX93241.1
OVA03388.1
EOY11131.1

A2YSEO.1
XP_007036696.1
EOY11151.1
KV111904.1
EOX98363.1
EOY14104.1
EOY16613.1
BAA01372.1
XP_007044141.1

EOY16328.1

PREDICTED: mitochondrial outer membrane protein porin of 36 kDa
hypothetical protein GOBAR_AA14453
Voltage dependent anion channel 2
HAD superfamily isoform 1
Cationic peroxidase 2 precursor
Peroxidase
Aspartic proteinase A1 isoform 1
Glyoxalase/fosfomycin resistance/dioxygenase domain
DNA-damage-repair/toleration protein (DRT102)
Ferredoxin--NADP reductase
PREDICTED: guanine nucleotide-binding protein subunit beta-like protein
Cysteine synthase isoform 1
Ribosomal protein 60S
Cinnamyl alcohol dehydrogenase 1
Phosphoglycerate kinase isoform 1
Alcohol dehydrogenase 1 isoform 1
mitochondrial F1-ATPase beta subunit
PREDICTED: ATP synthase subunit beta, mitochondrial

PDI-like 1-1 isoform 1
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34891
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34424
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EOY26303.1

XP_007046957 .1

EOY00499.1

PSS00297.1
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KHNO00016.1
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ABE01138.1
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EOY07767.1
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XP_007033712.2
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Vacuolar ATP synthase subunit A isoform 1
PREDICTED: succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit 1,
mitochondrial
DC1 domain-containing protein
Heat shock protein 70 family protein
Transketolase
PREDICTED: armadillo repeat-containing kinesin-like protein 2
Cobalamin-independent synthase family protein isoform 1
40S ribosomal protein S5
60S ribosomal protein L9-1 isoform 1
Mitochondrial outer membrane protein porin 1 isoform 2, partial
hypothetical protein GOBAR_DD02114
Carbonic anhydrase 2, CA2
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, partial
elongation factor 1-alpha, partial
elongation factor 1-alpha
GTP binding Elongation factor Tu family protein
GTP binding Elongation factor Tu family protein isoform 2
PREDICTED: heat shock 70 kDa protein 6, chloroplastic

putative alcohol dehydrogenase
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Eukaryotic translation initiation factor 5A-2
60S ribosomal protein 122-2-like
Glycine-rich RNA-binding protein 7
Photosystem | reaction center subunit Il like
60S ribosomal protein L11
NADH ubiquinone oxidoreductase PSST subunit
Thaumatin

mitochondrial outer membrane protein porin of 36 kDa-like

Mitochondrial outer membrane protein porin 1 isoform 2, partial

Voltage dependent anion channel 1

phosphoglycerate kinase
presenilin-like protein
Target SNARE coiled-coil domain containing protein
unnamed protein product
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C2 isoform 2
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
hypothetical protein GOBAR_DD01464
Alcohol dehydrogenase 1 isoform 1

12-oxophytodienoate reductase 3

16641

14266

17363

22716

91101

23935

28067

29752

23941

20642

42386

65403

11182

35264

36856

34963

37255

42553

44209

5.43

9.47

8.75

9.78

9.64

9.53

8.27

7.71

6.1

8.39

6.28

8.64

5.46

8.76

8.51

7.02

7.02

6.56

8.70

120

61

138

65

133

65

69

336

131

137

78

50

56

59

504

214

184

344

76

42


http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20190110%2FFTmemeuOO.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20181222%2FFTmeofTtt.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit2
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20181222%2FFTmeofTth.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20190110%2FFTmemeYET.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20181127%2FFTmTleEeR.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20181127%2FFTmTleEmO.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20190110%2FFTmemeune.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit2
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20181127%2FFTmTleEmS.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20181209%2FFTmTOxSTm.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit2
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20181209%2FFTmTOxSOT.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20181209%2FFTmTOxSOL.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit2
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20181208%2FFTmTOiEOh.dat&hit=1&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20181223%2FFTmeofHnm.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20181223%2FFTmeofHtT.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20181127%2FFTmTleETT.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit2
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20181209%2FFTmTOxSOR.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20190110%2FFTmemeSSS.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20190110%2FFTmemeSet.dat;sessionID=guest_guestsession#Hit2

564

566

575

577

580

583

591

593

594

595

602

622

628

630

656

663

673

683

686

EOX91677.1

PSBO_PEA

XP_017983624.1

PHUO00511.1

ACR00032.1

EOY29550.1

EQY07767.1

AIX10947 .1

ADR01107.1

EOY05144.1

ONMO02484.1

PO0O01438.1

KHG00606.1

EOY30166.1

EOY25798.1

EOY01474.1

EOY10525.1

XP_015934969.1

XP_020268220.1

Voltage dependent anion channel 2
Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic
PREDICTED: peroxidase 15
Actin-7
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, partial
Cytosol aminopeptidase family protein
GTP binding Elongation factor Tu family protein
putative catalase
catalase 3, partial
Serine hydroxymethyltransferase 4 isoform 1
Alanine--tRNA ligase
Cobalamin-independent methionine synthase
Sucrose synthase
Sucrose synthase 4 isoform 2
Phospholipase D alpha 2 isoform 3
Aconitase 3
Cobalamin-independent synthase family protein isoform 1
NADP-dependent malic enzyme

pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subunit alpha

29410

35100

37613

69483

6805

60844

63093

57463

42725

52261

4079

89589

94323

93343

76337

109266

85035

67204

67981

8.88

6.05

4.61

6.74

5.04

7.56

8.99

6.94

6.00

7.15

8.71

7.59

6.03

6.13

5.65

8.25

6.15

8.27

6.56

130

205

185

205

76

284

184

193

44

312

44

56

128

161

118

111

238

114

75
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689 ALI57372.1 NADP-dependent malic enzyme 65806 5.82 2 132 U

691 XP_021775106.1 probable mitochondrial-processing peptidase subunit beta, mitochondrial 58445 6.40 1 54 U
694 EOY26303.1 Vacuolar ATP synthase subunit A isoform 1 73558 5.64 5 326 U
704 PSS02684.1 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 63342 6.32 2 152 U
706 EOY32878.1 Pyrimidine 2 isoform 1 58303 5.74 1 77 u

MM, corresponde aos valores de massa molecular (kDa); %pl ao ponto isoelétrico estimados pelo programa Image Master 2D Platinum 7.0; 3N,
corresponde ao numero de peptideos sequenciados por MS/MS; “Score corresponde ao valor da cobertura calculada pelo Mascot, °Fold,
proteinas diferencialmente expressas em raizes de plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51 submetidas a compactagéo do solo e a
localizacdo de P. As proteinas com abundancia aumentaram (1) ou diminuiram (]) ou (U), exclusivas de um dos tratamentos em resposta a
compactacao do solo e a localizacdo de P. O numero representa mudancas na taxa de abundancia proteica no tratamento comparado ao
controle.
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3.4 Discussao

Os resultados demonstraram que o estresse mecanico por compactacao
do solo provocou uma alteragcéo no perfil proteico de raizes das plantas jovens
do gendtipo de cacau CCN 51, ja que houve uma redugdo no numero de
proteinas nas raizes, quando as plantas foram submetidas ao estresse
mecanico (Figura 2 B). Contudo, no solo compactado e com dose ideal de P,
obtivemos uma melhor resposta das raizes das plantas, quanto ao numero de
proteinas. Provavelmente, as raizes das plantas foram mais tolerantes ao
estresse mecanico, provocado pela compactacao do solo, na presenca de dose
ideal de P (Figura 2 C).

A produtividade do cacau € influenciada por varios fatores, dentre eles
podemos citar o clima, o solo e as praticas culturais, que incluem adubacgao e
irrigacéo. A nutricdo mineral é essencial, uma vez que eleva a produtividade e
melhora a qualidade dos frutos (Santana et al., 1988). Os nutrientes fornecidos
por meio da adubacgao quimica devem ser aplicados, levando em consideragao
as exigéncias nutricionais da planta. Dentre os seis elementos minerais
essenciais (N, P, K, Ca, Mg e S), o P é o mais limitante da producdo de cacau
(Gama-Rodrigues, 2004). Nos solos tropicais muito intemperizados e argilosos,
a capacidade de fixacdo de P é elevada, reduzindo sua disponibilidade as
plantas. O nutriente P atua como componente estrutural de membranas
celulares, faz parte de compostos responsaveis pela fixacdo do CO:2
atmosférico e pelo metabolismo de acucares, sendo fundamental para que as
plantas alcancem seu potencial maximo (Santana et. al., 1988).

Solos brasileiros, como os solos de tabuleiros costeiros (TC), sao
deficientes em P (Silva et al.,1967), tornando-se necessaria a utilizagado de
adubos quimicos para suprir a deficiéncia. Além disso, quando o crescimento
das plantas € limitado pela deficiéncia de P no solo, ha emissao de um maior
numero de raizes, em busca de aumentar a chance de capturar o nutriente
(Naido et al., 1978; Kim e Li, 2016; Razaq et al., 2017). Portanto, existe um
custo fisiolégico para as plantas, cujas respostas refletem diretamente no

proteoma, inclusive por meio da redugdo dos gastos energéticos em vias
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metabdlicas ligadas ao crescimento e desenvolvimento, promovendo
modificagdes no perfil € no acumulo de proteinas.

As técnicas de anadlise protebmica, aliada as ferramentas de
bioinformatica, sdo determinantes para a elucidacdo de informagdes das
alteragdes que podem ocorrer na expressao de proteinas de um genoma, em
condigbes adversas (Pandey e Mann, 2000). A utilizagado da técnica de SDS-
PAGE para separagao de proteina € relevante para fornecer informacgdes
preliminares ao procedimento do gel 2-DE (Gonzalez-Fernandez et al., 2010).
Além disso, o resultado do presente trabalho mostrou efici€éncia no método de
extracao de proteina, o que resultou em massa proteica suficiente para fazer
triplicatas de gel 2-DE (Figura 2).

No solo compactado e com doses baixa e ideal de P, a maioria das
proteinas foi classificada como pertencentes ao processo de metabolismo de
compostos organicos (Figura 3). Algumas destas proteinas foram agrupadas
em mais de um processo, demonstrando as suas participagbes em varias vias
de sinalizacbes. A maior parte das proteinas detectada esta envolvida no
metabolismo energético, como via glicolitica, fermentacdo e metabolismo de
carboidratos. Isto, por sua vez, pode estar relacionado a degradagao das
reservas energéticas ocorrida durante o estresse mecanico provocado pela
compactagao do solo, contribuindo para a manutengdo da producao de energia
na forma de ATP, utilizada para o crescimento e o desenvolvimento das raizes.

As plantas produzem oxigénio (O2) por meio da fotossintese, s6 que este
02 nao é difundido de maneira eficiente para os 6rgaos nao fotossintéticos das
plantas, uma vez que seu transporte é passivo (van Dongen e Licausi, 2015).
Em solos compactados, a exemplo dos solos de tabuleiros costeiros, a coeséo
provoca a obstrugdo dos macroporos e, como consequéncia, ha reducédo na
permeabilidade e aeragdo do solo, tornando o seu ambiente como
hipéxico/anoxico (Aguiar Netto e Nacif, 1988), inapropriado para o crescimento
e desenvolvimento do sistema radicular das plantas. Pois, o oxigénio molecular
€ indispensavel para a maioria das reacdes bioquimicas das plantas, como o
metabolismo energético (respiragado), induzindo respostas a medida que as
concentracbes de O2 diminuem e sao rapidamente revertidas quando
reoxigenadas (van Dongen e Licausi, 2015).
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A manutengdo da (glicdlise e da fermentacdo em ambientes
hipéxicos/andxicos foram demonstrados como caracteristicas potenciais que
promovem tolerancia a tais condigdes de baixa disponibilidade de O2 (Bertolde
et al. 2014). Logo, genes associados aos processos fermentativos sé&o
induzidos, permitindo que a planta utilize a glicose para produzir energia na
forma de ATP (van Dongen e Licausi, 2015). No presente estudo, foram
identificados nas raizes das plantas jovens do genétipo de cacau CCN 51,
submetidas ao estresse mecanico por compactacao do solo e a localizagéo de
doses de P, proteinas do metabolismo energético, a exemplo de (i) ATP
sintase, como diferencialmente acumulada, que teve um maior acumulo (fold
5,08) no tratamento compactado com dose baixa de P (spot 17) e isoformas
exclusivas (spots 117, 144, 170) (Tabela 4); (ii) alcool desidrogenase e suas
isoformas como exclusivas em solos compactados com dose baixa (spot
4numero nao corresponde e 90) (Tabela 4) e ideal de P (spot 384) (Tabela 5);
(iii) isorformas de enolase exclusivas, no solo compactado e com doses baixa
(spots 106, 109) (Tabela 4) e ideal de P (spot 384) (Tabela 5); (iv)
gliceraldeido-3-fosfato, no solo compactado e com doses baixa (spots 68, 173)
(Tabela 4) e ideal de P (spots 453, 533, 580) (Tabela 5) e (v) a isoformas 2 da
sintase da sacarose 4 sendo exclusiva para o solo compactado e com dose
ideal de P (spot 630) (Tabela 5), o que evidencia mecanismos de tolerancia ao
referido estresse mecanico no solo.

Outras proteinas DEPs foram também supra-reguladas nas raizes das
plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51 durante o estresse mecanico
provocado pela compactagcao do solo. Dentre elas, inclue-se a isoforma 4
serina hidroximetiltransferase com um acumulo de 1,91 vezes em relacdo ao
controle (spot 12) no solo compactado e com baixa dose P (tabela 4), que atua
no metabolismo geral de carbono (Engel et. al., 2011). Todavia, no solo
compactado e com dose ideal de P (tabela 4), foram supra-reguladas as
proteinas diidrolipoil desidrogenase (fold 5,68) (spot 16), que esta envolvida no
processo de homeostase celular e a peptidil-prolil cis-trans isomerase (fold
2,36) (spot 25), que atua impedindo a quebra das ligagbes peptidicas por meio
da regulacao negativa das endopeptidases (Tabelas 4 e 5). Estas proteinas
atuam em processos metabdlicos de compostos organicos, demonstrando que
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as raizes de cacau submetidas a compactacédo do solo e a doses de P,
requerem, além de altos niveis de energia, mecanismos de reparo aos danos
causados pelo estresse mecanico no solo. Além disso, a diferenga no acumulo
das proteinas identificadas pode estar relacionada a sintese de novas
proteinas, por meio da expressdo génica e de modificagdes pods-traducionais
(Reis et al., 2018).

Neste trabalho foi verificado também que grande parte das proteinas
identificadas, nos diversos tratamentos avaliados, esta relacionada com
atividades de oxirredugao (Figura 3). A baixa disponibilidade de O2 no solo
afeta diferentes processos morfofisioldgicos das plantas (Kozlowski, 2002).
Assim, quando uma planta se encontra em ambientes com baixa
disponibilidade de Oz, ocorre uma redugao da taxa fotossintética (Bertolde et al.
2012; Branco et al. 2017). Além disso, baixos niveis de O2 provocam mudancgas
na sintese e degradagao de proteinas e em todo metabolismo celular (Bailey-
Serres e Voesenek, 2008). No presente trabalho, estas mudangas na sintese
de proteinas foram verificadas pelo aumento de 12,6 vezes na expressdo da
proteina homologa isoflavona redutase (spot 4) e de 5,4 vezes da proteina
alcool desidrogenase (ADH) (spot 7) no solo compactado e com baixa dose de
P (Tabela 4) e da proteina diidrolipoil desidrogenase 1 (fold 5,68) (spot 16) no
solo compactado e com dose ideal de P (Tabela 5). A proteina diidrolipoil
desidrogenase esta relacionada a processos fotorrespiratérios, gerando
grandes quantidades de NADH nos tecidos e também atuando no balanco
redox (Timm et al., 2015).

As proteinas isoflavonas redutase possuem funcbes importantes nas
respostas das plantas a varios estresses abidticos e bidticos (Cheng et al.,
2015). Outras formas de isoflavonas redutase foram expressas como
exclusivas no solo compactado e com dose baixa de P (spot 131) (Tabela 4).
Algumas isoformas catalisam reac¢des distintas de oxirredutase, outras estao
envolvidas na via biossintética da fitoalexina isoflavonéide em plantas (Cheng
et al., 2015). A proteina alcool desidrogenase (ADH) esta envolvida em muitas
rotas metabdlicas, cuja principal funcao esta relacionada com a catalisacao da
oxidagao do etanol, assim como a redugado do acetaldeido. Desta forma, o
etanol produzido em nivel radicular, em condicdes de baixa disponibilidade de

48



oxigénio no solo compactado, é rapidamente eliminado e, ou transportado das
raizes para as folhas (Leblova et al., 1977). Portanto, nas folhas ocorre a
conversao de etanol em acetil-CoA via ADH e que é utilizado no metabolismo
foliar (Penachova et al., 2010). A super expressdao do gene que codifica para
ADH foi também observada em plantas jovens de cacau submetidas ao
alagamento do solo (Bertolde et al., 2010). Isto demonstra a existéncia de
mecanismos similares a tolerancia em solos deficientes em oxigénio. Além
disso, outras isoformas de ADH foram exclusivas em raizes das plantas jovens
do gendtipo de cacau CCN 51 crescidas em solo compactado e com doses
baixa (spot 90 e 166) e ideal de P (spot 384), mostrando a tentativa de reparar
os danos causados nas plantas pelo estresse mecanico (Tabela 4 e 5).
Algumas proteinas exclusivas também desempenham papéis importantes
no processo de oxirredugao. A exemplo da cinamil alcool desidrogenase (spot
313) que catalisa a reducao de cinamaldeidos para seus derivados de alcool,
atuando no processo de polimerizagao de lignina (Preisner et al., 2018). Esta
proteina esta associada a biossintese de celulose na parede celular, conferindo
rigidez e resisténcia contra ataques de patdgenos e estresses mecanicos. Ao
analisarem o efeito do estresse mecanico em Solanum lycopersicum, Saidi et
al. (2009) perceberam que o enrijecimento da parede celular estava associado
com a indugdo de proteinas relacionadas ao processo de lignificagdo. Outra
proteina envolvida no processo de oxirreducdo € a ferrodoxina — NADP
redutase (spot 305), que participa de processos fotossintéticos que incluem a
reducao de NADP+, a fotofosforilacdo ciclica, a via tiorredoxina, além de ser
uma enzima chave na assimilacdo de dioxido de carbono (Green et al., 1991).
A ferrodoxina — NADP redutase ja foi relatada em tecidos nao fotossintéticos de
plantas superiores, incluindo em raizes de Zea mays (Suzuki et al., 1985). No
presente trabalho, a presenca desta enzima em raizes de cacau submetidas ao
estresse mecanico pela compactagao do solo e a doses de P, demonstra sua
participacdo na manutencdo da homeostase celular sob condi¢cdes de estresse.
Quando as plantas sdao submetidas a estresse mecanico por
compactagdo do solo e localizagdo de doses de P, ocorre um acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), que nao € eliminado pelo metabolismo
antioxidativo enzimatico e ndo enzimatico, provocando estresse oxidativo nas
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plantas (Tosto, 2015). Essas ERO podem ser utilizadas como moléculas
sinalizadoras para ativar mecanismos de tolerancia das plantas a estresses
bidticos e abidticos, por meio de enzimas como dismutase do superéxido,
catalase, peroxidases, dentre outras, que atuam no processo de eliminacéo de
ERO, protegendo as plantas submetidas a estresses (Mittler, 2002).

No presente trabalho, ao analisar as DEPs, nas raizes de plantas jovens
do gendtipo CCN 51 crescidas em solo compactado e com dose baixa de P,
observou-se um acumulo das proteinas DNA ligase 6 (fold 1,89) (spot 2),
isoflavona redutase (fold 12,62) (spot 4) e serina hidroximetiltransferase 4 (fold
1,91) (spot 12), em relagéo ao tratamento controle (Tabela 4). Por outro lado,
no solo compactado e com dose ideal de P, verificou-se um maior acumulo, em
relagdo ao controle, da proteina diidrolipoil desidrogenase 1 (fold 5.68) (spot
16). Estes mecanismos de resposta das plantas, em condigdo de estresse
mecanico, estdo associados com a reparagdo de danos em nivel celular. A
enzima DNA ligase esta associada a reparagao de danos em nivel de DNA
(Wanterwoth et al., 2009). As isoflavonas redutases séo classificadas como
pertencentes ao processo biolégico de repostas ao estresse, por ser uma das
principais enzimas que atuam na sintese de fitoalexinas, além de apresentarem
forte atividade antioxidante e potencial de eliminagcdo de ERO (Cheng et al.,
2015). Por outro lado, a serina hidroximetiltransferase 4, além de atuar no
metabolismo geral do carbono, atua em resposta ao ion cadmio (Cd) (Tobon,
2015). Segundo estes autores, a sua expressao € justificada pela presencga de
Cd em adubos quimicos fosfatados fornecidos as plantas, que €& absorvido
pelas raizes. Além disso, a proteina diidrolipoil desidrogenase 1, além de estar
relacionada a processos fotorrespiratérios, se enquadra no processo de
resposta ao estresse, visto que responde ao ion Cd.

Dentre as proteinas exclusivas encontradas em raizes, quando as plantas
jovens de cacau foram crescidas em solo compactado e com baixa dose de P,
se encontram a gliceraldeido-3-fosfato e suas isoformas (spots 68, 69, 73) e as
proteinas de choque térmico de ordem 70 (spots 171 e 123), entre outras
(Tabela 4). Por outro lado, quando estas plantas foram crescidas em solo
compactado e com dose ideal de P, foram também identificadas proteinas
exclusivas sintetizadas nas raizes, a exemplo da dismutase do superoxido (Cu-
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Zn) (spot 202), isoforma 2 da chaperonina 20 (spot 241), precursor da cation
peroxidase 2 (spot 288) e peroxidase (spot 291) (Tabela 5). A proteina
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase pode estar associada a transdugao de
sinais de ERO, em respostas a estresse abiotico, ja que possui sitios cataliticos
de residuos de cisteinas que estdo propensos a oxidagao por moléculas de
peréxido de hidrogénio (Guo et al., 2012). Ja foram observados aumentos na
expressao (Yang et al., 1993) e na concentragao desta proteina em resposta a
estresse (Guo et al., 2012). Além disso, em Arabidopsis thaliana foi relatado a
influéncia dessa enzima no desenvolvimento de raiz (Mundz-Bertomeu et al.,
2009), o que evidéncia sua expressao em raizes de plantas crescidas em solos
compactados.

No amplo espectro de suas funcdes celulares, as chaperonas moleculares
HSP70 ou proteinas de choque térmico, atuam na cascata de transducao de
sinais, mediando a regulacdo da expressao génica e mantendo a homeostase
de células estressadas (Mishra et al., 2018). As plantas, por sua vez,
respondem a diversos tipos de estresse, induzindo HSP 70, bem como outras
proteinas que atuam em resposta ao estresse, evidenciando mecanismos de
respostas similares (Mishra et al., 2018).

As plantas possuem uma familia de enzimas conhecidas como dismutase
do superoxido (SOD), que protegem as células por meio da dismutagdo do
superéxido em perdxido de hidrogénio. Desta forma, atuam na linha de frente
em defesa do excesso de ERO (Gill et al., 2014). A classe Cu-Zn SOD é a mais
abundante nas plantas e sua expressao no tratamento com solo compactado
com dose ideal de P, estd associada ao estresse oxidativo nas células e a
sinalizagdo para protecdo contra o estresse. A chaperonina 20 é uma
chaperona contendo ferro (Fe) que atua ativando a dismutase do superdxido
dependente de Fe (Fe-SOD). A enzima Fe-SOD é outra isorfoma da
metaloenzima que necessita de um metal especifico como cofator para a sua
atividade.

A presenga do precursor da peroxidase catibnica, esta relacionada a
atividade catalitica de muitas reagdes de oxirredugcao na presenca de H20:2
como agente oxidante. Existem varias enzimas de peroxidase catibnica em
plantas, cujas localizagbes em nivel celular se restringem as paredes celulares
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e aos vacuolos, atuando na sintese de lignina e na extensibilidade da parede
celular (Takeda et al., 2003). A sua expressao em nivel radicular, em resposta
das plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51 ao estresse mecanico
provocado pela compactagao do solo, associado a localizagao de P, € muito
importante, em raz&o de participarem tanto da construgdo quanto da regulacao
da parede celular (Whetten et al., 1998). Por outro lado, as peroxidases sao
outro grupo de enzimas que estao envolvidas em varios processos fisioldgicos
em plantas. Estas enzimas participam das respostas a estresses bidticos e
abidticos, eliminando o excesso de ERO, além de estarem envolvidas na
biossintese de lignina (Vicuna, 2005). Logo, as raizes das plantas jovens de
cacau, submetidas ao estresse mecanico e a variagdo de doses de P no solo,
apresentaram uma cascata de sinalizacbes que levaram a respostas
complexas, envolvendo sistemas antioxidantes que atuam na manutencéo das
perturbagdes do equilibrio redox.

Todas as DEPs, classificadas no processo biossintético, foram mais
acumuladas no solo compactado e com dose baixa de P em relacido ao
tratamento controle. Dentre essas proteinas expressas se encontraram a DNA
ligase 6 (fold 1,89) (spot 2), homologa da isoflavone reductase (fold 12,62)
(spot 4), actina 7 (fold 3,27) (spot 8), serina hidroximetiltransferase (fold 1,91)
(spot 12) e subunidade beta da ATP sintase (fold 5,09) (spot 17) (Tabela 4). No
entanto, nenhuma das proteinas identificadas do processo biossintético em
raizes de plantas jovens do genotipo de cacau CCN 51, crescidas em solo
compactado e com dose ideal de P, foram supra-reguladas (Tabela 5). Por
outro lado, como proteina exclusiva, representante do processo biossintético,
de raizes de plantas jovens de cacau crescidas em solo compactado e com
dose baixa de P, foi expressa a ATP sintase e suas isorformas, como a
subunidade alpha (spot 117) e a subunidade alpha e beta isoform 2 (spots 144
e 170), ao passo que para as raizes de plantas crescidas em solo compactado
e com dose ideal de P foram expressas a subunidade beta ATP sintase (spot
398) e a subunidade vacuolar ATP sintase isoformas 1 (spot 413) (Tabelas 4 e
5).

As proteinas DNA ligase 6, isoflavona redutase e serina
hidroximetiltransferase ja relatadas anteriormente, participam de processos
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biossinteticos de DNA, fitoalexinas e serina, respectivamente. O acumulo
destas proteinas esta relacionado, possivelmente, com a tolerancia das plantas
de cacau CCN 51 ao estresse mecanico por compactagéao do solo e a doses de
P. Por outro lado, a actina-7 € expressa em tecidos vegetais jovens e a maioria
de suas respostas esta relacionada a estimulos fisiologicos associados ao
processo de crescimento de raizes (Gilliland et. al., 2003). Em A. thaliana esta
proteina desempenha um papel essencial na germinagdo de sementes e no
crescimento de raizes (Lu et. al., 2003). Ja a proteina ATP sintase catalisa a
sintese de moléculas de ATP, por meio do processo de fosforilacdo oxidativa,
fornecendo energia para o funcionamento celular. A proteina ATP sintase
vacuolar € composta por diferentes subunidades proteicas, e no vacuolo é
responsavel por fornecer energia para transporte de ions metalicos, sendo
importante para a manutengao de ATP celular e de respostas ao estresse
(Ratajczak, 2000).
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3.5 Conclusoes

As proteinas expressas nas raizes das plantas jovens do gendtipo de
cacau CCN 51 crescidas em solo compactado, associado com a localizagao de
doses baixa e ideal de P, estdo envolvidas com o metabolismo de compostos
organicos, respostas ao estresse, processos biossintéticos e processos de
oxirredugdo. Houve um aumento na expressao destas proteinas nas raizes
crescidas no solo compactado, associada com a localizagdo da dose ideal de
P. A maior parte das proteinas, identificadas nos tratamentos de compactagao
do solo, pertenceu ao grupo de proteinas envolvidas no metabolismo de
compostos organicos.

As proteinas de maior expressido, pertencentes ao metabolismo de
compostos organicos, estdo relacionadas a degradagdo de reservas
energéticas, durante o estresse mecanico provocado pela compactagédo do
solo. Estas proteinas contribuem para a manutengédo da produgéo energia na
forma de ATP, utilizada para o crescimento de raizes no solo compactado e
com baixa disponibilidade de oxigénio.

A diferenga na abundancia de proteinas, em cada processo biolégico,
demonstrou que as raizes de plantas jovens de cacau do gendtipo CCN 51
possuem diferentes mecanismos de resposta ao estresse mecanico. Estas
alteragcbes promovem a manutengdo da homeostase celular e estimulam o

crescimento do sistema radicular durante o processo de estresse.
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4. CAPITULO 2

Alteragcoes morfofisiolégicas, bioquimicas e moleculares de
plantas jovens de cacau ao estresse mecanico por

compactacao do solo associado a doses de paclobutrazol
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Resumo

O Paclobutrazol [(2RS, 3RS) -1- (4-clorofenil) -4, 4-dimetil-2- (1H-1, 2, 4-trizol-
1-il) -pentan-3-0l] € um regulador de crescimento de plantas utilizado como
protetor de multiplos estresses. Para estudar o efeito do paclobutrazol (PBZ)
em plantas de Theobroma cacao sob estresse mecanico por compactacao do
solo, analisamos as trocas gasosas foliares, a microscopia eletrbnica de
varredura e o teor de prolina foliares, além das variaveis de crescimento. As
sementes foram germinadas em tubos PVC com 0,24 m de altura e 0,1 m de
diametro interno, subdividido em trés anéis com 0,08 m de altura conectados
com fita adesiva. O solo dos anéis superior e inferior teve densidade 1 kg dm-3
para todos os tratamentos, ao passo que o solo dos anéis intermediarios teve
densidades de 1,0; 1,3; 1,5 e 1,7 kg dm e uma camada de caulim (0,01 m de
espessura) entre o solo compactado e a parede do PVC. Além disso, foram
aplicados 100 mL de solugdo de paclobutrazol (PBZ) em diferentes
concentragdes (0, 30, 60, e 90 ug g' PBZ no solo) nos tratamentos
compactados, aos 60 dias apos a emergéncia das plantas. As coletas de
material vegetal ocorreram aos 60 dias apos a aplicagéo do tratamento (DAAT)
eas 0, 3,6, 12, 24, 48 e 96 horas apos a aplicagao do paclobutrazol no solo.
Como resultados, vimos que a aplicacdo de PBZ promoveu alteracbes nas
trocas gasosas foliares, promoveu maior espessura total foliar, maior abertura
transversal dos estdmatos e maior teor de prolina. Em contrapartida, reduziu o

63


mailto:thayseftbio@gmail.com
mailto:alex-alan.uesc@gmail.com
mailto:alex-alan.uesc@gmail.com

numero de folhas, a altura das plantas, a area foliar, a biomassa seca de folha,
aléem de aumentar a biomassa seca de caule na maior densidade. Além do
mais, promoveu alteracbes no metabolismo das enzimas do sistema
antioxidativo CAT, GPX e APX, promovendo condi¢gdes de protegao as plantas,
contra o estresse mecanico, ao longo do tempo. Nossos resultados apontam
para possiveis mecanismos de tolerancia das plantas, ao estresse mecanico
por compactacao do solo, promovidos pela aplicagéo do PBZ.

4.1 Introdugao

A regido sul da Bahia é a principal regido produtora de cacau no Brasil,
com producdo estimada, em dezembro de 2018, de 122.568 mil toneladas,
46,1% a mais que a safra anterior, em uma area total de 480.045 mil hectares
(IBGE, 2019). Com o desenvolvimento e uso de clones tolerantes a vassoura
de bruxa e com caracteristicas produtivas superiores, o Brasil, voltou em
destaque como um dos principais dentre os paises produtores de cacau no
mundo, utilizando intensamente novas tecnologias dos sistemas de produgcao
(Chepote et al., 2005). No entanto, a produgao de cacau, por exemplo, &
frequentemente limitada por varios fatores, como deficiéncia nutricional,
alagamento, déficit hidrico, estresse mecanico, metais pesados e fungos
(Rehem et al., 2011; Bertolde et al., 2014; Santos et al., 2014; Reis et al., 2015;
2018; Branco et al., 2017).

Na regiao sul da Bahia, conhecida como costa do cacau, existe uma
regido extensa de solos de tabuleiro costeiro (TC). Plantas crescidas nesses
solos, possuem limitagbes fisico-quimicas que prejudicam seu crescimento e
desenvolvimento. As limitacdes fisicas estdo relacionadas a presenca de
horizontes coesos, devido a acomodagdo de coldides que migraram da
superficie, provocando a obstru¢gdo dos macroporos e, resultando na
permeabilidade e a aeragdo do solo reduzidas (Potocka et al., 2011; Aguiar
Netto e Nacif,1988). Além do mais, observa-se, também, redugdo na
profundidade efetiva do solo, prejudicando a dindmica da agua no seu perfil,
impedindo o aprofundamento do sistema radicular e comprometendo o

desenvolvimento da planta toda. Em contrapartida, dentre as limitagdes
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quimicas, neste tipo de solo, podemos citar a baixa capacidade de suprimento
de nutrientes, o aumento da acidez com a profundidade, o carater alico e a
baixa capacidade de retencao de agua (Souza, 1996).

Além disto, as plantas crescidas em solos compactados sofrem
desequilibrios no seu desempenho e na sua fisiologia, pois a compactagéo,
assim como o alagamento do solo, leva as plantas a uma condi¢gao de hipoxia
e, ou anoxia. Por sua vez, como consequéncia do crescimento das plantas em
condigdes hipodxicas, ocorrem danos no crescimento das raizes, devido a
inibicdo da respiracdo aerdbica, sendo substituida pela respiracao celular
anaerobica ou fermentagdo. Ainda temos o0 aumento das espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Gill e Tujeta, 2010), o fechamento estomatico e redugcao da
atividade fotossintética em nivel foliar; além de alterar a produg¢ao de biomassa,
a expressao génica, e promover o desenvolvimento de aerénquima e de
lenticelas hipertrofiadas; dentre outras alteragcbes. (Bertolde et al.,, 2009;
Bertolde et al., 2014; Branco et al., 2017).

As plantas adaptam-se as condigbes ambientais através de mudancgas
fisiologicas, bioquimicas e moleculares. Sob condicbes normais, existe um
equilibrio entre os processos de oxirredugcdo, no entanto, em condigbes de
estresse ocorre a producao excessiva de (ERO), levando as plantas a um mau
desempenho no crescimento e desenvolvimento (Krishnamurthy e
Rathinasabapathi, 2013). Ao mesmo tempo, as ERO, funcionam como
moléculas de transducao de sinal para regular diferentes vias no processo de
aclimatacao da planta (Choudhury et al., 2017). Por outro lado, as plantas sédo
capazes de controlar esses efeitos, provocados muitas vezes por estresses
abidticos, induzindo um sistema antioxidante. Esse sistema antioxidante tém a
capacidade de manter a estabilidade no metabolismo, a fim de evitar
desequilibrios devido a perturbagdes ambientais. Varios estudos tém
demonstrado, que diversos estresse abidtico, provocam danos as plantas
desencadeadas por ERO, como seca (Moran et al., 1994), alagamento
(Bertolde et al., 2009; Branco et al., 2017), estresse de alta temperatura
(Larkindale et al., 2002), salinidade (Hernandez et al., 1993), intensidade de luz
(Branco et al., 2017), estresse mecanico pelo vento (Reis et al.,, 2018) e
estresse por metais pesados (do Nascimento et al., 2018).
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Os reguladores de crescimento exercem um papel fundamental na
regulacéo de muitos processos no crescimento e desenvolvimento das plantas,
e tém se mostrado como protetor das plantas a diversos estresses (Vineeth et
al., 2016). Essa capacidade protetora se deve a sua habilidade inata de induzir
tolerancia ao estresse abiodtico, que por sua vez, aumenta a expressao e
sintese de moléculas antioxidantes nas plantas (Jaleel et al., 2007; Gopi e
Jaleel 2009). A exemplo destes reguladores de crescimento temos o
Paclobutrazol [(2RS, 3RS)-1-(4-chlorophenyl)-4, 4-dimethyl-2-(1H-1, 2, 4-trizol-
1-yl)-pentan-3-ol] (PBZ), que atua através de alteragdes nos niveis hormonais.
Dentre os horménios de atuagado dos reguladores de crescimento, podemos
citar as giberelinas (GAs), o acido abscisico (ABA) e citoquininas (CK). Por sua
vez, o PBZ inibe a sintese de giberelina com consequente producéo de acido
abscisico e aumenta os niveis de citoquininas (Soumya et al., 2017).

O presente trabalho teve como hipétese de que aplicagbes de PBZ no
solo regulam os processos fisioldgicos e metabdlicos para maior adaptacao das
plantas jovens de cacau a compactacgéo do solo, potencializando o crescimento
do sistema radicular em detrimento da parte aérea, em funcao da alteracéo da
razao fonte/dreno e da particao de fotoassimilados, favorecendo o

aprofundamento das raizes no solo.

O objetivo principal do presente trabalho foi avaliar a fotossintese, o
crescimento, a microscopia eletrbnica de varredura em nivel foliar e o
metabolismo antioxidativo em plantas jovens de T. cacao, do gendtipo CCN 51

crescidas em solos de tabuleiro costeiro compactado e com aplicacéo de PBZ.

4.2 Material vegetal e condigdes de cultivo

4.2.1 Montagem do experimento

O experimento foi conduzido em condi¢gdes de casa de vegetacéo,
localizada no Campus Soane Nazaré de Andrade, da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC), Rodovia Jorge Amado, km 16, Bairro Salobrinho, Ilhéus,

BA, Brasil, nas coordenadas 39°13'59” de longitude oeste e 14°45’15” de
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latitude sul. O Latossolo Amarelo coeso utilizado, foi seco ao ar e passado em
peneira de 4,0 mm de abertura de malha. Subamostras de solo foram retiradas
para caracterizar inicialmente os atributos fisioquimicos (Tabela 1), na fragao
de 2,0 mm de diametro (EMBRAPA, 2009).

De posse das analises fisica e quimica do solo, foram feitas as
correcbes de acidez e da fertilidade do solo antes da montagem do
experimento, e a cada 15 dias foi feita uma adubacéao nitrogenada por vaso, na
forma de ureia, ap6s o plantio.

Posteriormente, foi feita a semeadura utilizando sementes do gendtipo
de cacau CCN 51, que foram oriundas de autofecundacdo de plantas com
cinco a oito anos de idade, cultivadas nas fazendas reunidas do vale da Juliana
(Igrapiuna, BA). As sementes foram germinadas em tubos PVC com 0,24 m de
altura e 0,1 m de didmetro interno, subdividido em trés anéis com 0,08 m de
altura conectados com fita adesiva.

O solo dos anéis superior e inferior teve densidade 1 kg dm= para
todos os tratamentos, ao passo que o solo dos anéis intermediarios teve
densidades de 1,0; 1,3; 1,5 e 1,7 kg dm e uma camada de caulim (0,01 m de
espessura) entre o solo compactado e a parede do PVC. Esse procedimento foi
realizado, pois o caulim possui, em sua constituicdo, aluminio téxico (AlI®*) que
impede que as raizes crescam entre o solo e a parede de PVC, forcando,
assim, o seu crescimento na camada de solo compactada. Para isto, o caulim
foi umedecido com agua, para formacdo de uma pasta, que foi passada na
parede do anel até que se formasse uma camada de caulim com 0,01m de
espessura. Apos a adicdo do caulim na parede de PVC do anel intermediario,
procedeu-se com a compactagédo do solo deste anel, de acordo com o grau de
compactacao.

A compactagao foi realizada mecanicamente, com o auxilio de um
bastdao de madeira com diametro compativel com o do anel do tubo de PVC. O
volume da amostra de solo, para esta etapa, foi calculado para se obter a
compactacao correspondente aos tratamentos de densidade no solo. Apds o
preenchimento dos trés anéis com o solo, de acordo com os tratamentos
preestabelecidos, estes, por sua vez, foram sobrepostos e unidos por meio de
fita plastica adesiva. Posteriormente, o fundo dos vasos (anéis sobrepostos) foi
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tampado com lamina de isopor perfuradas, e colocados sobre bancadas da
casa de vegetacao.

Além disso, foram aplicados 100 mL de solug¢ao de paclobutrazol (PBZ)
em diferentes concentragdes (0, 30, 60, e 90 ug g' PBZ no solo), para os
tratamentos compactados, utilizando o produto comercial Cultar 250 sc, aos 60
dias ap0s a emergéncia das plantas. As coletas de material vegetal ocorreram
aos 60 dias apos a aplicagao do tratamento (DAAT) e as 0, 3, 6, 12, 24, 48 e 96

horas apos a aplicagao do paclobutrazol no solo.

4.2.2 Trocas gasosas foliares

As avaliagdes de trocas gasosas foliares foram realizadas aos 45 dias,
apos a aplicacao do PBZ no solo, utilizando um medidor portatil de fotossintese
Li-Cor, modelo Li-6400 (Li-Cor, Biosciences Inc., Lincoln, NE, USA), equipado
com fonte de luz artificial 6400-02B RedBlue. Durante as medigdes, o valor da
radiagéo fotossinteticamente ativa (RFA) e a temperatura no interior da cadmara
foram fixados em 800 pumol fétons m s e 26°C, respectivamente, utilizando
acessorios do equipamento. As leituras foram registradas em intervalos de 2-3
min (coeficiente de variagdo de 0,1% a 0,2%). A fracdo molar de CO:
intercelular (Ci), assim como a condutancia estomatica ao vapor de agua (gs),
foram calculados pelo referido equipamento a partir dos valores da taxa
fotossintética liquida (A) e da transpiracao (E). O déficit de pressao de vapor de
agua entre a folha e a atmosfera (VPDL) foi estimado a partir de valores de

umidade e temperatura do ar e interior da camara pelo referido aparelho.

4.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a analise usando MEV, fragmentos de folhas dos tratamentos
contrastantes (1,0; 1,3 e 1,7 kg dm, com doses de 0 e 90 ug g-1 PBZ no solo),
coletados também aos 45 dias apds a aplicagdo dos tratamentos (DAAT),

foram fixados em glutaraldeido a 2,5%, preparado em tampé&o cacodilato de
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soédio 0,1 M (pH 7,2). Posteriormente, os fragmentos de folha foram lavados no
mesmo tampao e desidratados em série crescente de etanol. Imediatamente
apo6s a desidratagdo, o material foi levado ao ponto critico (modelo CPD 030,
BAL-TEC), o qual permitiu a retirada total da agua existente no tecido vegetal.
Em seguida, foi realizada a metalizagdo das amostras (SPUTTER COATER,
modelo SCD 050, marca BAL-TEC), com consequente observagdo em
microscopio eletrobnico de varredura (MEV), modelo Quanta 250 (FEI
Company). As espessuras de diversos componentes foliares foram medidas:
parénquimas palicadico (PP) e esponjoso (SP), as superficies adaxial (EAd) e
abaxial (EAb) da epiderme, o mesofilo total (TM), espessura total da folha (LT),
aberturas transversal (TOS) e longitudinal (LOS) dos estébmato, comprimento

(SPL) e abertura (SPO) do poro estomatico e a densidade estomatica (SD).

4.2.4 Teor de Prolina

A determinagao do teor de prolina foi realizada de acordo com Bates et
al., (1973), com modificacbes adaptadas para leitura em microcubeta de
quartzo e adaptagdes nos volumes de tolueno. Amostras foliares liofilizadas (25
mg para todos os tratamentos) foram macerados em nitrogénio liquido. Em
seguida, foi adicionado em cada tubo 1 mL de acido sulfossalicilico 3%. Os
tubos foram agitados vigorosamente em vortex e, logo apds, centrifugados a
10000 xg durante 5 min. Coletou-se 0,2 mL do sobrenadante (extrato bruto) e
transferiu para tubos de ensaio de vidro e rosqueados. Em seguida, foi
pipetado 0,2 mL de ninhidrina acida e 0,2 mL de acido acético glacial
concentrado (Bates et al., 1973). Logo apds, os tubos foram fechados
hermeticamente, agitados em vortex e incubados em banho-maria a 100 °C por
1 h, sendo que, logo apds esse tempo, a reacgao foi interrompida em banho de
gelo, adicionou-se 0,4 mL de tolueno e agitou vigorosamente em vortex por 20
s. Posteriormente, os tubos foram deixados descansar até alcancar a
temperatura ambiente. Imediatamente apds, a fase superior foi recuperada com
o auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro e transferida para uma microcubeta de

quartzo. A leitura foi realizada a 520 nm usando tolueno como branco. A curva-
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padrao foi preparada com L-prolina (MW: 115.13) e o teor de prolina foi

calculado de acordo com a férmula descrita por Bates et al., (1973).

4.2.5 Metabolismo antioxidativo

Para analise das enzimas do estresse oxidativo, as amostras da
segunda ou terceira folna madura, a partir do apice do eixo ortotropico, nos
diversos tratamentos, as 0, 3, 6, 12, 24, 48, 96 horas e 60 dias apds a
aplicagado do PBZ, foram coletadas. Imediatamente apos a coleta do material
vegetal, foram imersos em nitrogénio liquido e o armazenado em ultrafreezer a
-80 °C. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas e armazenadas em

freezer -20 °C para as analises bioquimicas.

4.2.5.1 Preparo do extrato bruto

Para realizacdo dos ensaios enzimaticos em folhas, o tecido vegetal foi
submetido a maceracdo em nitrogénio liquido. Imediatamente apds, foram
pesados em balanca analitica (SHIMADZO — AUW 220) 40 mg do macerado,
que, em seguida, foi acondicionado em microtubos eppendorf de 2 mL. Logo
apos, ira adicinar polivinilpirrolidona (PVP) (0,7 g de PVP/g de tecido) para
evitar a oxidacdo do macerado. Imediatamente apds, o macerado foi
ressuspenso em 800 uL de tampé&o de extragcdo, que variou de acordo com o
tipo de enzima envolvida no metabolismo antioxidativo [tampao fosfato de
sédio, 50 mM, pH 7,0, para as atividades das enzimas catalase (CAT) e
peroxidase do ascorbato (APX); tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0,
para peroxidase do guaiacol (GPX); e tampao fosfato de potassio 50 mM, pH
7,8 para a atividade da enzima dismutase do superdxido (SOD), seguido de
agitacdo em vortex. Posteriormente, as amostras foram submetidas a
sonicagao, em ultrassonicador de sonda (Gex 130, 130 W), sob amplitude de
70%, 8 pulsos de 5 s, com intervalos de 10 s, seguido de centrifugacao (10.000
x g) por 10 min a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi coletado, considerado
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como extrato bruto, e foi feita a sua transferéncia para um novo microtubo de 2

mL, que foi mantido em isopor com gelo, para uso imediato.

4.2.5.2 Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A reacao de ativagcdo da atividade de SOD foi mensurada como
proposto por Gianopolitis e Ries (1977), com modificagbes. A unidade de
atividade (UA) foi calculada para medir a capacidade da enzima de inibir 50%
da reducao fotoquimica de nitroazul de tetrazdélio (NBT), que leva a formacéao
do precipitado formazana azul. Ao extrato bruto foi adicionado o tampao de
extracao (fosfato de potassio, 50 mM, pH 6,0), EDTA (1mM) e metionina (13
mM). A atividade enzimatica teve inicio com a adigc&o de riboflavina (1 mM). A
leitura inicial ocorreu apés a placa ter ficado no escuro por 5 min, e a segunda
leitura foi realizada apds a placa ter sido submetida a luz fluorescente de 15 W
por mais 10 min. Os brancos foram os po¢os que nao tiveram extrato vegetal.
As leituras foram realizadas em comprimento de onda de 560 nm e as
amostras foram lidas em quadruplicatas no espectrofotdmetro de microplacas

Espectramax Paradigm (Molecular Devices).

4.2.5.3 Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade de CAT foi determinada por meio do consumo de H20,
segundo o método descrito por Havir e Mchale (1987), com modificagdes. O
ensaio ocorreu a 30°C, momento no qual foi adicionado tampao de reacao
(tampéo fosfato de sdédio, 50 mM, pH 7,0) em 5 uL do extrato vegetal de folhas.
A reacgéao teve inicio com o acréscimo de H202 a 30 mM. As leituras foram
realizadas em quadruplicatas, calculando-se o decaimento em comprimento de
onda de 240 nm por 300 s, contra um branco sem extrato vegetal, e expressa
em pmol H202 g'' MS min!, usando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M
cm™'. A atividade foi realizada no espectrofotometro de microplacas
Espectramax Paradigm (Molecular Devices).
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4.2.5.4 Peroxidase do ascorbato (APX, 1. 11.1. 11)

A atividade de APX foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Nakano e Asada (1981), com modificagdes. Na reagao, a presenca
de APX no extrato vegetal reduz a concentragdo de H202 do meio, em fungéo
da redugdo de acido ascorbico adicionado. Ao extrato vegetal diluido foi
acrescentado o tampéao de reacao (fosfato de potassio a 50 mM, ascorbato a
0,5 mM, EDTA a 0,1mM e H202 a 0,1 mM). A reacgao teve inicio com a adigéo
do ascorbato. O decaimento foi acompanhado no comprimento de onda de 290
nm por 300 s, com leituras a cada 30 s. A atividade foi determinada em
espectrofotdbmetro de microplacas Espectramax Paradigm (Molecular Devices).
A analise foi realizada em quadruplicatas e os valores expressos em umol

ascorbato g”' MS min'.

4.2.5.5 Peroxidase do guaiacol (GPX, EC 1.11.1.7)

A determinagdo da atividade de GPX, se constituiu no preparo do
ensaio enzimatico, em microplacas de 96 poc¢os contendo 140 uL de tampao de
reagdo GPX 2x [ guaiacol 40 mmol L', H202 a 0,06% e tampao fosfato de sédio
(20 mmol L', pH 6,0) ], 139 L de tampéao fosfato (50 mmol L', pH 6,0) e 1 uL
de extrato enzimatico de folhas. A leitura das amostras foi realizada em
quadruplicatas, em espectrofotbmetro de microplacas (VERSAmax), no
comprimento de onda de 470 nm. A leitura foi mensurada por 300 s e o valor
de consumo de GPX expresso com o aumento do consumo de guaiacol em
umol s' g' MS. A conversdo dos dados obtidos em valores de absorvancia a
470 nm min' g' MS para consumo de guaiacol em mmol h' g' MS foi feita
com o uso da equacgao y= 0,1284x + 0,0189, originada a partir de uma curva

padréo para POD-guaiacol (Rehem et al., 2011).
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4.2.6 Variaveis de crescimento

Antes e 45 dias apdés a aplicagdo do PBZ no solo, foram feitas
contagem no numero de folhas por planta, medigdes da altura das plantas e
didmetro do coleto. O didmetro do coleto e a altura do caule foram medidos
com o uso de paquimetro digital e régua, respectivamente. No final do
experimento, as plantas de cada tratamento foram divididas em partes (raiz,
caule e folha). Em seguida, foi feita medi¢ao de area foliar total e estimativa do
comprimento radicular. A area foliar foi mensurada com um medidor de area Li-
Cor, modelo Li-3100 (Li-Cor, inc. Lincoln, Nebraska, USA). As diferentes partes
foram armazenadas isoladamente em sacos de papel e colocadas para secar
em estufa de circulagdo forcada de ar a 75 °C até massa constante, para

obtencao da biomassa seca total da planta e de suas partes.

4.2.7 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 13 tratamentos [3 densidades de solo (1,3; 1,5 e 1,7 kg dm3) x 4 doses de
PBZ (0, 30, 60, 90 ug g no solo + controle (1,0 kg dm= sem adigédo de PBZ),
em esquema fatorial 3 x 4 + 1, com numero variavel de repeti¢cdes (5 para os
dados de trocas gasosas foliares, MEV, prolina e metabolismo antioxidativo; e
10 para variaveis de crescimento) e uma plantula por unidade experimental. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, posteriormente,
fez-se as comparagdes de médias dos tratamentos, por meio do teste Scott-

Knott (p <0,05), quando pertinente.
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4.3 Resultados

4.3.1 Trocas gasosas foliares

A compactacio do solo e a aplicagao das diferentes doses de PBZ no
solo de plantas jovens de cacau crescidas em solo compactado, causaram
diferengas significativas (p<0,05) nas trocas gasosas foliares avaliadas. As
avaliagdes, realizadas aos 45 dias apds a aplicagao do PBZ, revelaram que a
taxa fotossintética (A) das plantas jovens de cacau submetidas a compactagao
do solo e a doses de PBZ foram reduzidas em relagéo ao controle (1,0 kg dm
sem adicdo de PBZ). Para as densidades (1,0; 1,3; 1,5 e 1,7 kg dm) sem a
adicao de PBZ, podemos observar que a compactagao provocou uma reducao
na taxa fotossintética liquida. No entanto ao observar as densidades (1,3; 1,5 e
1,7 kg dm-3) com adigdo das doses de PBZ, observamos pouca variagdo entre
os tratamentos (compactacao + doses de PBZ), apresentando menores valores
na taxa fotossintética na densidade de 1,3 kg dm= com doses de 30 e 60 ug g-*
de PBZ no solo (Figura 1 A). Por sua vez, para esses dois tratamentos (1,3 kg
dm= com doses de 30 e 60 ug g' de PBZ no solo), juntamente com a
densidade de 1,7 kg dm= e 90 ug g' de PBZ no solo, observamos maiores
valores de concentragao intercelular de COz (Ci) e ndo encontramos diferencgas
significativas de Ci para as densidades de solo analisadas sem adigao de PBZ
(Figura 1 B). Assim como para a taxa fotossintética liquida, foi verificado uma
reducdo nas taxas de transpiracdo (E) e de conduténcia estomatica (gs) de
todos os tratamentos em relagdo ao controle (Figura 1 C e D). No tratamento
1,7 kg dm= e 90 ug g' de PBZ no solo, verificamos uma maior taxa de E e de
gs, indicando possivel mecanismo de tolerancia das plantas a compactagao do
solo proporcionada pela maior concentragdo de PBZ aplicada no solo (Figuras
1 C e D). Para o déficit de pressdao de vapor de agua entre a folha e a
atmosfera (VPDL), observamos maiores déficits para os tratamentos 1,3 kg dm-
3 com doses de 30 e 60 ug g' de PBZ no solo, que apresentaram menores
taxas fotossintéticas, seguido de 1,3 kg dm-=30 pug g*; 1,3 kg dm=390 ug g”’, 1,5
kg dm com doses de 0, 30, 60 e 90 ug g™' e 1,7 com doses de 0, 30, 60 ug g™*;
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1,7 kg dm 90 pg g’ de PBZ no solo e o controle (1,0 kg dm- sem adigdo de

PBZ) com os menores valores (Figura 1 E).

4.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Na tabela 2 estdo identificados parametros micromorfologicos,
analisados com o auxilio do microscopio eletrobnico de varredura (MEV),
mostrando as diferencas significativas das caracteristicas observadas.
Verificamos que os tratamentos controle, 1,3 kg dm= com 0 ug g'e 1,7 kg dm
com 90 ug g' PBZ no solo, apresentaram os maiores valores médio para
espessura do parénquima esponjoso (SP). Ao observar a epiderme na face
adaxial (Ead), vimos uma maior espessura nos tratamentos compactados e
com e sem adicdao de PBZ em relagdo ao controle. Entretanto para a face
abaxial da epiderme (Eab) a maior espessura se deu no controle em relagéo
aos demais tratamentos. Também, para a espussura total da folha (LT), o
tratamento controle e o com maior densidade e maior dose de PBZ (1,7 kg dm-3
e 90 ug g' PBZ no solo), apresentou maior espessura total foliar, seguido de
1,3 e 1,7 kg dm= com 0 yg g', e 1,3 kg dm=3 com 90 pg g1. E por fim ndo
foram encontradas diferengas significativas para a espessura do parénquima
palicadico (PP) e nem para a espessura do mesofilo total (TM). O mesofilo
foliar das plantas de T. cacao submetidas a compactacéo do solo e a doses de
PBZ, aplicados no solo em diferentes concentragdes, apresentou, em geral,
uma unica camada de parénquima palicadico (PP), e duas ou trés camadas de
pequenas células de formato irregular formando o parénquima esponjoso,
distribuidas nos espacos intercelulares formados (Figura 2 A-D).

Ao analisar as caracteristicas anatdbmicas dos estbmatos por
Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM) em folhas de plantas jovens de
Theobroma cacao, genoétipo CCN 51, submetidos a compactagdo do solo e a
doses de paclobutrazol, nés verificamos, que a abertura transversal do
estdbmato (TOS) no controle e na densidade de 1,7 kg dm e 90 ug g ' PBZ no
solo, foram maiores que nos demais tratamentos. Entretanto ndo encontramos

diferengas significativas (p<0,05) para a abertura longitudinal (LOS),
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comprimento do poro estomatico (SPL) e abertura do poro estomatico (SPO).
Porém, a densidade estomatica (SD) foi maior no controle em relagao aos

demais tratamentos (Tabela 3).

4.3.3 Teor de Prolina

O teor de prolina analisado em folhas coletadas as 0, 3, 6, 12, 24, 48,
96 horas e 60 dias apds a aplicagdo do PBZ no solo, apresentou variagao
significativa (p <0.05) entre os tratamentos avaliados. Ocorreram muitas
variagdes ao longo das coletas entre os tratamentos, devido a variagcbes na
expressao génica em detrimento das condigbes de estresse (Figura 3). As 0
horas apés a aplicagdo do PBZ no solo, as maiores taxas no teor de prolina se
deu nos tratamentos 1,3 e 1,7 kgdm=3e 30 ygg'; 1,3 e 1,5 kg dm= e 60 ug g™
e 1,5 kg dm3 e 90 ug g’ PBZ no solo (Figura 3 A). As 3 horas, apos a
aplicagédo de PBZ no solo, as maiores taxas foram no controle (1,0 kg dm=sem
adigdo de PBZ),em 1,3 e 1,5kgdm3e0pugg"’; 1,5e 1,7 kgdm=3e 30 ug g’;
1,3kgdm=3e 60 ugg’;e1,3,1,5e 1,7 kgdm=3e 90 ug g’ PBZ no solo (Figura
3 B). Ja as 6 horas, nés encontramos o maior teor de prolina no tratamento 1,7
kg dm= e 90 yg g PBZ no solo (Figura 3 C). Porém as 12 horas, se deu em
1,3e1,5kgdm=3e 0 ugg’; e 1,3 kgdm=e 30 ug g' PBZ no solo (Figura 3 D).
Em contrapartida, as 24 horas os teores de prolina se mantiveram elevados,
exceto para os tratamentos 1,5 e 60 ug g' e 1,7 kg dm=2 e 90 yg g, onde
observamos uma redugao (Figura 3 E). No entanto, as 48 horas apds a
aplicagdo de PBZ no solo, as maiores taxas de teor de prolina foram
observados nos tratamentos controle, 1,3 kg dm= e 0 ug g*; 1,5 kg dm=3 e 60
ugg'e 1,3 kg dm=2e 90 ug g’ (Figura 3 F). Em contrapartida as 96 horas apos
a aplicacao do tratamento a maior taxa foi observada apenas no tratamento 1,7
kg dm= e 30 ug g (Figura 3 G). Por fim, aos 60 dias apos a aplicagdo do PBZ
no solo, foi verificado que as taxas de teor de prolina se mantiveram elevadas,
ocorrendo uma redugéo apenas nos tratamentos 1,5 kg dm2e 30 uygg'; e 1,3
kg dm- e 90 ug g de PBZ no solo (Figura 3 H).
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4.3.4 Parametros Biométricos

A area foliar e o comprimento de raiz, bem como a biomassa seca dos
orgaos das plantas de cacau, gendtipo CCN 51, submetidas a compactagao do
solo e a doses de PBZ foram analisadas (Figura 4 e 5). Foi verificado uma
maior area foliar nos tratamentos sem a aplicagdao do PBZ (1,0; 1,3; 1,5; e 1,7
kg dm= e 0 yg g' PBZ no solo), indicando uma redugio na area foliar nas
plantas apds a aplicagado do regulador de crescimento (Figura 4 A). No entanto,
nao encontramos diferengas significativas para o comprimento de raiz (Figura
4B). Por consequéncia de uma redugcao na area foliar, a biomassa seca de
folha também foi reduzida com a aplicacdo do PBZ em todos os tratamentos,
exceto o controle (Figura 5 A). Em contrapartida, a biomassa de caule foi
superior na densidade controle e na maior densidade (1,7 kg dm3) em todas as
doses de PBZ aplicadas (30, 60 e 90 ug g' PBZ no solo). Porém a maior
biomassa de raiz foi encontrada nas densidades controle e 1,5 e 1,7 kg dm-3
com 30 ug g' PBZ no solo.

Na tabela 4 estdo identificados o delta do numero de folhas, da altura
da planta e do diametro do coleto de antes e apds 60 dias da aplicagdo do PBZ
no solo, mostrando efeito significativo para a maioria das caracteristicas
observadas. Ao analisar o numero de folhas, foi superior para os tratamentos
sem aplicacdo de PBZ, indicando uma redu¢dao no numero de folhas nas
plantas com adicdo de PBZ. Para a variavel altura da planta, ndo encontramos
diferengas significativas comparando os tratamentos. No entanto nas
densidades de 1,3 e 1,7 kg dm-3, ao comparar as doses de PBZ, verificamos
que a aplicacédo de PBZ, induziu a redugao na altura da planta, em relagao aos
seus respectivos controles. Entretanto para o diametro do coleto néo
encontramos diferencas significativas nem entre nem dentre os tratamentos
(Tabela 4).
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4.3.5 Metabolismo Antioxidativo

4.3.5.1 Atividade da Dismutase do Superéxido

Ao avaliar a atividade da dismutase do superoxido (SOD) em folhas de
plantas jovens de T. cacao, genottipo CCN 51, submetidas a compactagao do
solo e a doses de PBZ, ndao foram encontradas diferengas significativas entre

os tratamentos avaliados, em nenhuma das épocas de coleta (Figura 6 A-H).

4.3.5.2 Atividade da Catalase

As plantas jovens de T cacao submetidas a compactagédo do solo e a
aplicacédo de PBZ no solo, apresentaram diferencas significativas (p <0,05)
quanto a atividade foliar de CAT, em algumas épocas de coleta (Figura 7). Nas
coletas realizadas as 0, 3, 12 e 96 horas apos a aplicagao de PBZ no solo, ndo
encontramos atividade para a referida enzima. Porém, as 6, 24, 48 horas e 60
dias apods a aplicacédo do PBZ no solo, encontramos variagdes significativas na
atividade de CAT. Observamos as 6 horas apds a aplicacdo de PBZ no solo,
uma maior atividade de CAT na maior densidade (1,7 kg dm) com 60 ug g
de PBZ no solo (Figura 7 A). No entanto, as 24 horas ap6s a aplicacao de PBZ
no solo, verificamos uma reducdo na atividade de CAT em todos os
tratamentos, em relacéo a coleta de 6 horas, sendo mais evidente em 1,0 kg
dm3eOpugg"’;1,5kgdm3e 30 ugg’; e 1,5kgdm3e 90 ug g' de PBZ no solo
(Figura 7 B). Por outro lado, as 48 horas apds a aplicacdo de PBZ no solo,
ocorreu um pequeno aumento nas atividades de CAT, ao comparar a coleta de
24 horas, sendo superiores nos tratamentos 1,7 kg dm= com 30 e 60 ug g' de
PBZ no solo (Figura 7 C). E por fim aos 60 dias apds a aplicacédo de PBZ no
solo, as atividades de CAT foram reduzidas ao longo das demais coletas, nao
apresentando diferencas significativas entre os tratamentos (p <0,05) (Figura 7
D).
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4.3.5.3 Atividade da Peroxidase do Ascorbato

Ao avaliar a atividade da APX nas folhas de plantas jovens de cacau,
foi observado variagdes significativas (p <0,05) quanto a atividade dessa
enzima (Figura 8). Houve pouca variagao significativa p <0,05, na atividade da
enzima APX as 0 horas apds a aplicacdo de PBZ no solo, sendo maior na
densidade de 1,3 kg dm= sem adi¢do de PBZ no solo (Figura 8 A). Por sua
vez, as 3 horas, as maiores atividades foram na densidade de 1,5 kg dm-3 com
doses de 60 e 90 ug g' de PBZ no solo (Figura 8 B). No entanto, as 6 horas, a
maior atividade de APX se deuem 1,5kgdm=3e 0 ug g"; e 1,3 kgdm=e 30 ug
g’ de PBZ no solo (Figura 8 C). Ja as 12 horas apds a aplicagdo de PBZ no
solo, a maior atividade foi observada no tratamento 1,7 kg dm= e 30 pug g’ de
PBZ no solo (Figura 8 D). Por outro lado, as 24 horas, as redugdes mais
significativas na atividade desta enzima, quando comparadas aos demais
tratamentos, foram observadas nos tratamentos controle, 1,5 kg dm= e 30 ug g-
e 1,7 kg dm= e 90 ug g' PBZ no solo (Figura 8 E). Em contrapartida, os
maiores valores de atividade as 48 horas apds a aplicagao de PBZ no solo,
foramem 1,3kgdm3e0ugg’,1,5e1,7kgdm=e 30 ugg", 1,3e 1,5 kg dm3
e 60 ug g, e 1,3kgdm=3e 90 ug g de PBZ no solo (Figura 8 F). Por seguinte,
as 96 horas, a maior atividade da enzima APX foi na densidade de 1,3 kg dm-3
e 30 ug g de PBZ no solo (Figura 8 G). Contudo, assim como na atividade de
CAT, aos 60 dias apds a aplicacdo de PBZ no solo, as atividades de APX
foram reduzidas ao longo das demais coletas, ndao apresentando diferengas

significativas entre os tratamentos (p <0,05) (Figura 8 H).

4.3.5.4 Atividade da Peroxidase do Guaicol

Quando analisamos a atividade da GPX nas folhas de plantas jovens
de cacau, foi observado variagdes significativas (p <0,05) quanto aos picos de
atividade dessa enzima, em todas as coletas avaliadas (Figura 9). As 0 horas
apos a aplicagao de PBZ no solo, os maiores picos de atividade de GPX se deu
nos tratamentos 1,5 kg dm23com 0 e 30 ugg', e 1,7 kg dm=3com 60 e 90 ug g
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' de PBZ no solo (Figura 9 A). Ja as 3 horas os maiores valores foram no
tratamento de 1,3 kg dm= e 0 ug g' de PBZ no solo (Figura 9 B). Enquanto isso
as 6 horas em 1,5 kg dm3 com 0e 90 ug g', 1,3 kgdm330e 60 ugg', e 1,7
kg dm= e 60 pug g' de PBZ no solo (Figura 9C). Em seguida as 12 horas, o
maior pico encontrado foi nas densidades de 1,5 kg dm3e Ougg'e 1,7 kg dm-
3 com 0 e 30 ug g' de PBZ no solo (Figura 9 D). Apds esse periodo as taxas na
atividade de GPX foram reduzidas, bem como observado em CAT e APX,
sendo maiores na coleta das 24 horas apo6s a aplicacdo de PBZ no solo nos
tratamentos controle, 1,3 e 1,5 kg dm= e 0 ug g' de PBZ no solo (Figura 9 E).
No entanto, as 48 horas a menor atividade foram nos tratamentos controle, 1,5
kgdm3e60pugg’e 1,7 kgdm3e 0ug g'de PBZ no solo (Figura 9 F). Por sua
vez, as maiores atividades as 96 horas e aos 60 dias apos a aplicacdo de PBZ
no solo foram nos tratamentos 1,5 kg dm=e 0 uyg g'e 1,7 kg dm=3 e 60 ug g™

de PBZ no solo, respectivamente (Figura 9 G e H).

4.4 Discussao

As plantas jovens de cacau CCN 51 submetidas a compactagdo do
solo e a doses de PBZ, apresentaram alteragdes na maquinaria fotossintética.
Em plantas crescidas em condicbes de estresse abibdtico, ocorre uma
diminuicao da fotossintese, tanto na taxa fotossintética quanto na concentracao
interna de CO2 que inibe o metabolismo fotossintético (Cornic, 2000).
Resultados semelhantes foram encontrados em nossa pesquisa, ja que o
estresse mecanico por compactacdo do solo reduziu a taxa fotossintética
liquida, a transpiracdo e a condutancia estomatica. A aplicagcdo do PBZ tem
sido relatada para aumentar a taxa fotossintética e reduzir a condutancia
estomatica em Setaria italica cultivada em condi¢des de campo (Bisht et al.,
2007), embora tenhamos observado pouca variagéo entre os tratamentos com
adigdo de doses de PBZ. Para as densidades de 1,3; 1,5; e 1,7 kg dm= e 90 ug
g’ nédo encontramos diferengas significativas nas taxas fotossintéticas,
possivelmente porque a maior concentragdo de PBZ, conferiu uma maior
tolerancia ao estresse por compactacao do solo. Em Aesculus hippocastanum
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L., foi relatado que a aplicagdo de PBZ elevou as taxas fotossintéticas (Percival
e Noviss, 2008), bem como em plantas de amendoin (Yan e Pan, 1992). O
aumento na concentragdo de CO: intercelular e alteragdo na condutancia
estomatica foi a razdo para o aumento na fotossintese em diversas espécies
tratadas com PBZ Amorphophallus campanulatus (Manivannan et al., 2007,
Gopi e Jaleel, 2009) e Odontonema strictum (Rezazadeh et al., 2016).

Alguns trabalhos relatam que a aplicaggo do PBZ reduz
significativamente as taxas de transpiragdo em plantas submetidas ao estresse
hidrico (George e Nissen, 1992; Sailerova e Zwiazek, 2010). Assim também no
presente trabalho, houve uma redugao de gs e E em todos os tratamentos em
relagdo ao controle. Ainda, dentre as densidades com adicdo de PBZ, na
presenca da maior densidade e maior concentracao de PBZ no solo, tivemos
maiores valores de gs e E, provavelmente devido a maior abertura transversal
(TOS) do estdbmato nesse tratamento (Tabela 3), mostrando o efeito
significativo da maior dose de PBZ, conferindo tolerancia para as plantas
crescidas nos solos mais compactados. Estes resultados também foram
observados em Malus halliana sob estresse hidrico, onde os efeitos foram mais
significativos quando a concentracdo foi de 100 mg L™ (Xiu et al., 2018).

As observagdes em microscopia eletronica de varredura realizadas na
lamina foliar mostraram variagdes na anatomia foliar das amostras submetidas
a compactacao do solo e a doses de PBZ no solo. A maior espessura de SP e,
consequentemente, maior LT nos tratamentos controle e 1,7 kg dm= e 90 ug g
', demonstra uma maior tolerancia a destruicao de células foliares, no controle
por ndo esta submetido a nenhum estresse, e no tratamento com maior
compactagao e maior dose de PBZ, pelo efeito protetor conferido pelo PBZ. As
folhas crescidas posteriormente a aplicacdo do PBZ se apresentaram com um
aspecto aspero e encarquilhadas. Relato semelhante foi reportado em
abacaxizeiro, onde, apds a primeira aplicacdo do regulador vegetal, ocorreram
alteragbes morfolégicas ocasionando o fechamento da roseta foliar, devido ao
enrolamento e tor¢cao das folhas jovens (Antunes et al.,2008).

No presente trabalho observamos alteracbes nas caracteristicas
anatbmicas dos estdmatos entre os tratamentos, apenas na TOS e na SD. A
maior taxa de transpiragdo no controle, seguida de 1,7kg dm 2 e 90 ug g' de
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PBZ no solo, podem ser justificadas pela maior abertura transversal dos
estdmatos nos mesmos tratamentos. Entretanto, a aplicagcdo de PBZ favorece
a producédo de acido abscisico a partir do momento em que a sintese de
giberelinas é bloqueada, assim ocorre o acumulo de precursores na via de
terpendides, promovendo a sintese de acido abscisico (Rademacher, 1997). O
acido abscisico por sua vez, tem o papel de promover o fechamento da
abertura estomatica, diminuindo a perda de agua das folhas pela transpiracao.
Além disso, o acido abscisico gera modificacbes anatdbmicas nas folhas
conferindo uma barreira contra perda de agua (Soumya et al., 2017). Em
plantas de E. canadensis crescidas sob estresse hidrico exibiu um aumento na
densidade estomatica, podendo ser uma tentativa de usar a agua de forma
eficiente (Klooster e Palmer-Young, 2004). Todavia, em plantas crescidas em
solos compactados a maior densidade estomatica no tratamento controle em
relagdo aos demais tratamentos compactados pode esta relacionado com uma
maior eficiéncia no uso da agua, pois nos tratamentos compactados, a adesao
do solo compromete a percolagdo de agua no meio. Portanto, a redugdo na
densidade estomatica nos tratamentos compactados pode ser uma estratégia
para melhorar a eficiéncia do uso da agua em plantas crescidas em solos

compactados.

A prolina atua de forma essencial em resposta a tolerancia
citoplasmatica de plantas, sob varios estresses abidticos (Bandurska 2000).
Varias pesquisas tém mostrado, que a aplicacdo das maiores concentragdes
de PBZ e de outros triazdis, tem aumentado o teor de prolina e proteinas
soluveis, além do aumento do conteudo de lignina, o fechamento parcial
estomatico, reduzindo a taxa de transpiracdo, em diversas culturas (Ozmen et
al., 2003; Jaleel et al., 2006; Wang et al., 2015; Kamran et al., 2018). Esse
aumento de prolina em plantas tratadas com PBZ, justifica as variagbes ao
longo das coletas das plantas sob condi¢cdes de estresse por compactacdo do
solo, encontradas em nossa pesquisa, sendo bastante evidente na coleta de 6
horas apos a aplicagédo do PBZ, onde o maior valor de teor de prolina, se deu
na maior densidade e maior dose de PBZ (1,7 kg dm= e 90 ug g' PBZ no solo)
(Figura 3 C).
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O teor de prolina das folhas e tubérculos da cenoura aumentou quando
as plantas foram tratadas com PBZ (Gopi et al., 2007). E também induziu um
aumento do conteudo de ABA, o que favoreceu o aumento de teor de prolina e
aminoacidos em plantas de cenoura (Davis et al., 1988; Gopi et al., 2007).
Portanto, maiores quantidades de prolina nas plantas sob estresse mecanico,
tratadas com PBZ, implicam toleréancia ao estresse, induzido pelo PBZ em
plantas. Esse fato também foi observado em plantas sob o déficit de agua
(Turkan et al., 2005; Aly e Latif 2011; Jungklang e Saengnil 2012).

Em nossa pesquisa a aplicagdo do PBZ, reduziu o numero de folha, a
altura das plantas, a area foliar, a biomassa seca de folha, além de elevar a
biomassa seca de caule na maior densidade. Respostas semelhantes foram
encontradas por Rosmin (1994), ao trabalhar também com plantas de T. cacao.
Ele observou que o aumento da concentragdo de PBZ nas plantas de cacau,
promoveu a reducdo na altura da planta, no diametro do caule, no tamanho da
folha, no comprimento do entrend e no indice de area foliar. Ainda em trabalhos
realizados com plantas de cacau, foi verificado que a aplicagdo do PBZ,
promoveu mudancgas nas caracteristicas morfolégicas e de crescimento. Dentre
estas alteragbes, incluem-se a redugcdo no diametro, na altura, no numero de
folhas, na area foliar e no peso seco das partes da planta, nas concentragdes
de PBZ aplicadas. O efeito de cada mudanca, dependeu da concentracido de
PBZ aplicada, e do estagio de crescimento das plantas (Valle e Aimeida, 1991).

O PBZ regula o crescimento das plantas através de alteragdes na
sintese de importantes hormonios vegetais, incluindo as giberelinas, ABA e
citocininas (Grossman, 1988; Fletcher e Hofstra, 1990). Pesquisas relatam que
a redugado no crescimento da planta, reduzindo sua altura, o alongamento do
entrend e a area foliar efetivamente, em diversas culturas (Setia et al., 1996;
Wang e Chen, 1997; Jaleel et al., 2007a). Também tem sido relatado, em
pimenta e tomate, para reduzir o crescimento da planta, altura, comprimento do
entrend, folhas mais espessas e mais escuras (Rahman et al., 1989a, b). A
reducdo da altura da planta € uma consequéncia do bloqueio da rota de sintese
de acidos giberélicos, inibindo a formagdo de giberelina pelo paclobutrazol
(Fletcher et al., 2000).
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A raiz é o principal 6rgédo das plantas e o estudo das suas
caracteristicas morfoloégicas € essencial para otimizar o cultivo de varias
culturas, uma vez que ela é responsavel pela captagao e utilizagdo de agua e
nutrientes (Kamran et al., 2018). Assim, o crescimento e desenvolvimento das
culturas dependem substancialmente da raiz, por isso € tdo importante o
estudo de sua morfologia.

Embora ndo tenhamos encontrado diferengas significativas para o
comprimento de raiz (Figura 4 B), ja foi relatado que em cultura de milho, a
aplicacdo do PBZ foi eficiente para melhorar as caracteristicas
morfofisiolégicas das raizes. O PBZ induziu o aumento o fluxo de seiva, o peso
seco, o didmetro e a razao raiz / parte aérea (Kamran et al., 2018). Em suma,
um sistema extenso de enraizamento é vital quando as plantas séo cultivadas
em solos contendo deficiéncias nutricionais e de oxigénio (Bengough et al.,
2011).

As plantas geralmente usam enzimas antioxidantes, como GPX, APX,
SOD e CAT, para reduzir danos oxidativo causados pelo acumulo de ROS
durante condi¢des de estresse. O estresse mecanico leva a superproducao de
ROS, indicando um potencial estresse oxidativo ou via de sinalizagao nas
plantas (Gill e Tuteja, 2010; Reis et al., 2018). Em vista disso, a reducédo das
ROS, é devido a atuagédo de diferentes enzimas antioxidantes (Gill e Tujeta,
2010).

Por sua capacidade inerente de promover tolerancia ao estresse
abiotico, os reguladores do crescimento de plantas tém exercido fungdes
importantes em resposta e prote¢do a varios estresses (Sharma e Dubey 2005;
Vineeth et al., 2016). Desse modo, atuam aumentando as enzimas e moléculas
antioxidantes nas plantas sob condigdes estressantes (Jaleel et al., 2007a).
Contudo, a aplicacdo de PBZ foi descrito de forma significativa para aumentar a
atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, POX, APX) em varias
espécies de plantas, conferindo prote¢ao contra o estresse as mesmas (Gopi et
al., 2007; Jaleel et al., 2007a; Percival e Noviss 2008; Mohamed et al., 2011;
Pan et al. 2013).

Nossos resultados demonstram que a atividade das enzimas
antioxidantes em plantas de T. cacao submetidas a compactacédo do solo e a
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doses de PBZ sao diferenciais. Embora ndo tenhamos encontrado diferenca
significativa para a atuagdo da SOD em todos os tratamentos e épocas de
coleta, ela desempenha papel central na defesa contra o estresse oxidativo
(Gill et al., 2015). Isto justifica os valores elevados de sua atividade em todos
os tratamentos e mantidos ao longo de cada coleta. Por sua vez, o aumento de
sua atividade esta correlacionado com o aumento da tolerancia da planta
contra estresses ambientais (Gill et al., 2015). Ainda, verificamos redugdes nas
atividades das enzimas do metabolismo antioxidativo CAT, GPX e APX ao
longo das coletas para todos os tratamentos. Esta redugdo pode estar
relacionada com o processo de aclimatacao das plantas ao estresse mecanico
por compactacdo do solo, conferidos pela atuacdo do PBZ. Em suma, ao
perceberem a presenca de ROS, as plantas, induzem a expressao génica, afim
de responder as mudancgas no ambiente, e manter o equilibrio entre a formacao
e a desintoxicacdo de ROS, resultando na melhor resposta das plantas ao

estresse por compactagao do solo.
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4.5 Conclusoes

As plantas jovens de T. cacao, do gendtipo CCN 51, apresentaram
respostas diferenciais quanto a compactagdo do solo e a doses de PBZ.
Constatou-se que, o estresse por compactagao do solo e a aplicagao de doses
de PBZ no solo, interferiram diretamente na taxa fotossintética (A), na
concentragéo interna de CO2 (Ci), condutancia estomatica (gs), transpiragéo

(E) e déficit de pressao de vapor de agua entre a folha e a atmosfera (VPDL).

Em plantas cultivadas com maior densidade de solo e dose de PBZ, foi
observado maior espessura total foliar e maior abertura transversal dos
estdmatos. Ademais, o teor de prolina variou ao longo das coletas das plantas
sob condi¢cdes de estresse por compactagao do solo, encontradas em nossa
pesquisa, sendo bastante evidente na coleta de 6 horas apés a aplicagao do
PBZ no solo, onde o maior valor de teor de prolina, também se deu na maior
densidade e maior dose de PBZ no solo. Em contrapartida a aplicagédo do PBZ
no solo, reduziu o numero de folha, a altura das plantas, a area foliar, a
biomassa seca de folha, além de elevar a biomassa seca de caule na maior
densidade. Ainda, a aplicacdo do PBZ no solo de plantas crescidas sob
estresse mecanico por compactagcdo do solo, induziu alteragbes no
metabolismo das enzimas CAT, GPX e APX do sistema antioxidativo. Por sua
vez, essas mudangas ocorridas no metabolismo antioxidativo, esta relacionado
a acao protetora do PBZ, reduzindo as variagdbes e manutencbes das
atividades enzimaticas; inibindo a sinalizagdo de estresse oxidativo e a

producao de ERO.

As alteragcbes promovidas pela aplicagdo do PBZ no solo, indicam
possiveis mecanismos de tolerancia das plantas ao estresse por compactagao

do solo, sendo evidenciada pela maior concentragédo de PBZ aplicada no solo.
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Legendas de Figuras

Figura 1. Taxa fotossintética liquida por unidade de area foliar (A),
concentracéo interna de COz2 (B), transpiragdo (C), conduténcia estomatica ao
vapor de agua (D) e déficit de pressao de vapor de agua entre a folha e a
atmosfera (E), em folhas de plantas jovens de T. cacao, genotipo CCN 51,
submetidas a compactacdo e doses de PBZ no solo. Plantas jovens com 45
dias ap6s a aplicagao do PBZ no solo. Valores médios de cinco repeticoes (+
SE). As letras maiusculas indicam comparagdes entre os tratamentos
(compactacédo + doses de PBZ) e as letras minusculas indicam comparagao
entre as 4 densidades (1,0; 1,3; 1,5; 1,7 kg dm3) dentro de cada dose de PBZ
(0, 30, 60 e 90 ug g PBZ no solo) pelo teste de Scott-Knott (p <0,05).

Figura 2. Micromorfologias de sec¢des transversais do mesofilo foliar (A-D) de
plantas jovens de T. cacao, gendtipo CCN 51, submetidas a compactacéo e a
doses de PBZ no solo: 1,0 kg dm=2e 0 ug g' de PBZ no solo (A); 1,3 kg dm3e
0 ug g' de PBZ no solo (B); 1,3 kg dm= e 90 ug g' de PBZ no solo (C); 1,7 kg
dm=e 0 ug g' de PBZ no solo (D); 1,7 kg dm= e 90 ug g’ de PBZ no solo (E).
Barra: 40 pym.

Figura 3. Teor de prolina em folhas de T. cacao, gendtipo CCN 51, submetidas
a compactacao do solo e a doses de PBZ no solo. 0 horas (A), 3 horas (B), 6
horas (C), 12 horas (D), 24 horas (E), 48 horas (F), 96 horas (G) e 60 dias (H),
apo6s a aplicagdo de PBZ no solo. Valores médios de 3 repeti¢cdes (xSE). As
letras maiusculas indicam comparagdes entre os tratamentos (compactagao +
doses de PBZ) e as letras minusculas indicam comparagdao entre as 4
densidades (1,0; 1,3; 1,5; 1,7 kg dm-3) dentro de cada dose de PBZ (0, 30, 60 e
90 ug g' PBZ no solo) pelo teste de Scott-Knott (p <0,05).

Figura 4. Area foliar (A) e comprimento de raiz (B) em plantas de T. cacao,
gendtipo CCN 51, submetidas a compactagdo do solo e a doses de PBZ no
solo. Valores médios de 10 repeticoes (+SE). As letras maiusculas indicam
comparagoes entre os tratamentos (compactagédo + doses de PBZ) e as letras

minusculas indicam comparagao entre as 4 densidades (1,0; 1,3; 1,5; 1,7 kg
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dm-3) dentro de cada dose de PBZ (0, 30, 60 e 90 ug g' PBZ no solo) pelo
teste de Scott-Knott (p <0,05).

Figura 5. Biomassa seca de raiz (A), caule (B) e folha (C) de plantas de T.
cacao, genétipo CCN 51, submetidas a compactagao do solo e a doses de PBZ
no solo. Valores médios de 10 repeticdes (+SE). As letras maiusculas indicam
comparagdes entre os tratamentos (compactagao + doses de PBZ) e as letras
minusculas indicam comparagao entre as 4 densidades (1,0; 1,3; 1,5; 1,7 kg
dm-3) dentro de cada dose de PBZ (0, 30, 60 e 90 ug g' PBZ no solo) pelo
teste de Scott-Knott (p <0,05).

Figura 6. Atividade da SOD em folhas de T. cacao, gendtipo CCN 51,
submetidas a compactagao do solo e a doses de PBZ no solo. 0 horas (A), 3
horas (B), 6 horas (C), 12 horas (D), 24 horas (E), 48 horas (F), 96 horas (G) e
60 dias (H), apos a aplicagcao de PBZ no solo. Valores médios de 4 repeticoes
(xSE). As letras maiusculas indicam comparagbes entre os tratamentos
(compactacédo + doses de PBZ) e as letras minusculas indicam comparagao
entre as 4 densidades (1,0; 1,3; 1,5; 1,7 kg dm3) dentro de cada dose de PBZ
(0, 30, 60 e 90 ug g PBZ no solo) pelo teste de Scott-Knott (p <0,05).

Figura 7. Atividade da CAT em folhas de T. cacao, gendtipo CCN 51,
submetidas a compactacao do solo e a doses de PBZ no solo. 6 horas (A), 24
horas (B), 48 horas (C), e 60 dias (D), apdés a aplicagdo de PBZ no solo.
Valores médios de 4 repetigbes (+xSE). As letras maiusculas indicam
comparacgdes entre os tratamentos (compactacao + doses de PBZ) e as letras
minusculas indicam comparagao entre as 4 densidades (1,0; 1,3; 1,5; 1,7 kg
dm-®) dentro de cada dose de PBZ (0, 30, 60 e 90 ug g' PBZ no solo) pelo
teste de Scott-Knott (p <0,05).

Figura 8. Atividade da APX em folhas de T. cacao, gendtipo CCN 51,
submetidas a compactagao do solo e a doses de PBZ no solo. 0 horas (A), 3
horas (B), 6 horas (C), 12 horas (D), 24 horas (E), 48 horas (F), 96 horas (G) e
60 dias (H), apés a aplicagdo de PBZ no solo. Valores médios de 4 repeticoes
(xtSE). As letras maiusculas indicam comparag¢des entre os tratamentos

(compactacédo + doses de PBZ) e as letras minusculas indicam comparagao
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entre as 4 densidades (1,0; 1,3; 1,5; 1,7 kg dm3) dentro de cada dose de PBZ
(0, 30, 60 e 90 ug g PBZ no solo) pelo teste de Scott-Knott (p <0,05).

Figura 9. Atividade da GPX em folhas de T. cacao, gendtipo CCN 51,
submetidas a compactagao do solo e a doses de PBZ no solo. 0 horas (A), 3
horas (B), 6 horas (C), 12 horas (D), 24 horas (E), 48 horas (F), 96 horas (G) e
60 dias (H), apos a aplicagcdo de PBZ no solo. Valores médios de 4 repeti¢cdes
(xSE). As letras maiusculas indicam comparagbes entre os tratamentos
(compactacédo + doses de PBZ) e as letras minusculas indicam comparagao
entre as 4 densidades (1,0; 1,3; 1,5; 1,7 kg dm) dentro de cada dose de PBZ
(0, 30, 60 e 90 ug g' PBZ no solo) pelo teste de Scott-Knott (p <0,05).
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Lista de Tabelas

Tabela 1 — Analises fisioquimicas do solo utilizado no experimento, coletado
no horizonte B do Latossolo Amarelo coeso, localizado no municipio de llhéus,
BA, Brasil.

pH (CaCly) 4.8
P mg dm3 3.0
MO g dm3 6.0
H+ Al mmol, dm-3 28.0
Al mmol. dm-3 1.2
K mmol. dm- 1.8
Ca mmol, dm-3 10.0
Mg mmol, dm-3 6.0
SB mmol. dm- 17.8
CTC mmolc. dm- 45.8
B mg dm-3 0.2
Cu mg dm™ 0.1
Fe mg dm™ 20
Mn mg dm-3 0.4
Zn mg dm-3 1.1
Sand g kg™ 487.3
Silt g kg 65.7
Clay g kg™ 447.0

P, K, Ca e Mg (Resina)

B (agua quente)

Cu, Fe, Mn e Zn (DTPA)

Al (Cloreto de Potassio 1 mmolc dm)

MO Walkley Black (Col.)

SB (Soma de bases trocaveis - Ca*?, Mg*?, K*, Na* e mmolc dm-®)

CTC (Capacidade de troca catidnica - mmolc dm
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Tabela 2. Caracteristicas anatébmicas analisadas por Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) de folhas de plantas jovens
de Theobroma cacao, gendtipo CCN 51, submetidos a compactagéao do solo e a doses de paclobutrazol. Valores médios de
nove repeticdes (+ SE). Letras maiusculas indicam comparacédo entre tratamentos e letras minusculas dentro de cada

tratamento pelo teste de Scott-Knott (p <0.05).

Densidade PBZ PP SP Ead Eab ™ LT
(kg dm?®)  (ug g’ solo) (um) (um) (um) (um) (um) (um)

1.0 0 2210+ 0.38ns 29.61+3.03Aa 9.68+1.09Bb 1566+ 1.10Aa 48.99+264ns 74.51+2.36Aa

0 17.78£0.80ns 29.96+1.22Aa 13.91+1.87Aa 9.87+0.70Ba 49.00+1.99ns 70.49+ 1.10 Ba

13 90 20.34+1.05ns 22.61+175Bb 1445+105Aa 9.62+0.38Ba 4359+2.71ns 63.33+2.84Cb

0 18.80£0.80ns 25.41+0.90Bb 12.26+1.03Aa 9.82+068Ba 46.89+1.26ns 68.78+0.41Bb

7 90 21.81+152ns 29.29+1.99Aa 1586+ 1.41Aa 10.96+051Ba 46.63+2.77ns 74.88+1.04 Aa

Tabela 3. Caracteristicas anatdmicas dos estdmatos analisadas por Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM) de folhas de
plantas jovens de Theobroma cacao, gendtipo CCN 51, submetidos a compactacdo do solo e a doses de paclobutrazol.

Valores médios de nove repeticdes (x SE). Letras maiusculas indicam comparagao entre tratamentos e letras minusculas

dentro de cada tratamento pelo teste de Scott-Knott (p <0.05).

Densidade PBZ TOS LOS SPL SPO SD
(kg dm?) (ug g solo) (um) (um) (um) (um) (um?)

1.0 0 15.75+ 0.2 Aa 14.13 + 0.2 ns 771+21ns 2.12+0.1ns 527.58 + 16.6 Aa

|3 0 14.88 + 0.2 Ba 13.28 + 0.2 ns 7.72+0.1ns 1.71 £ 0.1 ns 466.66 + 21.8 Ba

90 14.69 + 0.1 Ba 14.03 + 0.4 ns 7.99+ 0.4 ns 216+ 0.2 ns 494.11 + 19.6 Ba

' 7 0 14.53 + 0.1 Bb 13.41+0.1 ns 6.98 + 0.03 ns 1.41 £ 0.06 ns 489.99 + 22.3 Ba

90 17.75+ 0.1 Aa 13.63 + 0.4 ns 7.85+0.2 ns 1.74 £ 0.03 ns 449.34 + 2.55 Ba
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Tabela 4. Variagdes antes e 60 dias apds a aplicagdo de PBZ no solo (A). Numero de folhas (NF), altura da planta (AP) e
didmetro do coleto (DC), em plantas jovens de Theobroma cacao, gendétipo CCN 51, submetidos a compactagéo do solo e a
doses de paclobutrazol. Valores médios de dez repetigdes (x SE). Letras maiusculas indicam comparagao entre tratamentos

e letras minusculas dentro de cada tratamento pelo teste de Scott-Knott (p <0.05).

Densidades PBZ A NF A AP ADC
(kg dm®) (g g") (cm) (mm?)
1.0 0 6.9+ 0.23 Aa 1.77 £ 0.26 Aa 9.37 £2.27 Aa
0 6.4+0.4 Aa 1.78 £ 0.34 Aa 549 +0.78 Aa
13 30 3.3£0.5Cb 0.43+0.2Ab 2.86 +0.89 Aa
' 60 29+048Cb 0.36 £ 0.34 Ab 4,58 + 0.69 Aa
90 2.0+ 047 Cb 0.48 +0.47 Ab 6.95 + 1.49 Aa
0 5.9+0.58 Aa 1.65+0.41 Aa 7.50 £1.22 Aa
15 30 4.0+ 0.33Bb 0.81 +0.25 Aa 490+ 0.75 Aa
' 60 3.2+ 0.59 Cc 1.29 + 0.52 Aa 8.15+1.73 Aa
90 1.9+0.27 Dd 1.02 +0.19 Aa 6.67 £ 0.89 Aa
0 6.1 +0.31 Aa 1.47 £ 0.61 Aa 11.44 £ 1.21 Aa
30 4.5+ 0.54 Bb -0.5+0.74 Ab 8.22 +0.83 Aa
1.7 60 25+042Cc 0.62 +£0.27 Ab 9.51 £+ 1.04 Aa
90 2.3+0.39 Cc 0.79 £ 033 Ab 8.43 + 0.87 Aa
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Lista de Figuras
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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5. CONCLUSOES GERAIS

Observou-se um aumento na expressao das proteinas nas raizes
crescidas no solo compactado, associada com a localizacdo da dose ideal de
P. A maioria das proteinas, que foram identificadas nos tratamentos de
compactagdo do solo, pertenceu ao grupo de proteinas envolvidas no
metabolismo de compostos organicos.

As proteinas de maior expressido, pertencentes ao metabolismo de
compostos organicos, estdo relacionadas a degradagdao de reservas
energéticas, durante o estresse mecanico provocado pela compactacdo do
solo. Estas proteinas contribuem para a manutengcdo da produgéo energia na
forma de ATP, utilizada para o crescimento de raizes no solo compactado e
com baixa disponibilidade de oxigénio. Estas alteragdes estao relacionadas a
manutengdo da homeostase celular e estimulam o crescimento do sistema
radicular durante o processo de estresse.

A aplicacdo do PBZ nas plantas jovens de T. cacao, do genétipo CCN
51, pareceu funcionar como um protetor contra o estresse mecanico por
compactagcado do solo. Em plantas com maior densidade de solo e dose de
PBZ, a aplicagdo do PBZ, promoveu maior espessura total foliar e maior
abertura transversal dos estdbmatos. Por outro lado, o teor de prolina variou ao
longo das coletas das plantas sob condi¢gdes de estresse por compactacdo do
solo. Em contrapartida a aplicagcdo do PBZ no solo, agiu de forma a reduzir o
numero de folha, a altura das plantas, a area foliar, a biomassa seca de folha,
além de elevar a biomassa seca de caule na maior densidade e promover

alteragdes no metabolismo das enzimas do sistema antioxidativo.

Os resultados sugerem que as alteragdes promovidas pela aplicagcéao
do PBZ no solo, indicam possiveis mecanismos de tolerancia das plantas ao
estresse por compactacao do solo, sendo evidenciada pela maior concentracao
de PBZ aplicada no solo. No entanto, € necessaria mais pesquisa para revelar

0 mecanismo induzido por PBZ de prote¢cao a multiplos estresses.
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