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RESUMO GERAL

A regido da transamazoénica e Xingu tem uma economia que depende em boa parte de
cultura do cacau (Theobroma cacao). Com as mudangas climéaticas globais a cultura
dessa espécie pode ser altamente prejudicada. Por isso propomos investigar os efeitos da
aplicacdo exogena de duas doses na concentragdo nanomoles por litro (10 nM e 20 nM e
o controle) do fito hormdnio 24- epibrassinolideo, 0 uso e a auséncia de sombreamento
e regimes hidricos com intervalos de rega diferentes, sobre caracteristicas de
crescimento, teor de clorofila, e nitrogénio das folhas de 225 plantas juvenis de cacau,
no periodo de 30 dias. Para isso realizamos a randomizacéo das 225 plantas, criando 15
blocos representando os regimes hidricos e em cada um deles distribuimos 15 plantas,
entre elas aplicamos uma das doses do BRs (0 nM, 10 nM, 20 nM) a cada 5 plantas. As
coletas nos blocos foram realizadas a cada cinco dias, registrando as varidveis de
crescimento morfologicas, teores de clorofila, nitrogénio foliar e varidveis ambientais.
Verificamos a distribuicdo dos dados com graficos de densidade, de frequéncia das
variaveis comprimento e didmetro do caule. Realizamos um PCA para melhor
compreensdo da variagdo dos dados, correlacionando todas as varidveis aos tratamentos.
A clorofila e nitrogénio foram utilizados como duas variaveis respostas de duas analises
de variancia (ANOVA), utilizando os tratamentos como variaveis, foi feito o teste de
Tukey para confirmacéo da variancia dentro do tratamento. Cada planta e a aplicagdo de
BRs foram utilizadas como fator aleatério e rodados em um modelo linear de efeitos
mistos (LMM), usando maxima similaridade restrita (REML). Os resultados
demostraram que o regime hidrico teve grande efeito na variacdo das medias de
crescimento em relagdo aos outros tratamentos, e os fatores ambientais temperatura e
umidade tiveram grande correlagdo com a PCA, que conseguiu explicar 46, 32% da
variacdo total dos dados. Em relacdo ao teor de clorofila e nitrogénio foliar ambos s6
sofreram efeito significativo em seus niveis do regime hidrico, especificamente do
intervalo de rega de 30 dias. Houve diferenca na interacdo entre as plantas com a
dosagem 20 nM e o grupo controle, apresentando um efeito nivelador, enquanto a

dosagem 10 nM demostrou reagir mais intensamente as mudangas ambientais.

Palavras-chave: Cacau. Déficit hidrico. Brassinosterdide. Mudancas climaticas.



ABSTRACT

Trans-Amazonian and Xingu region has an economy that depends largely on cocoa
cultivation (Theobroma cacao). With global climate change, the crop of this species can
be highly affected. Therefore, we propose to investigate the effects of the exogenous
application of two doses at the concentration in namoles per liter (10 nM and 20 nM and
the control) of the phytohormone 24-epibrassinolide, the use and absence of shading
and water regimes with different irrigation intervals, on growth characteristics,
chlorophyll content, and nitrogen of the leaves of 225 juvenile cocoa plants, in the
period of 30 days. For this, we randomized the 225 plants, creating 15 blocks
representing the water regimes and in each of them we distributed 15 plants, among
which we applied one of the BRs doses (0 nmol, 10 nmol, 20 nmol) to every 5 plants.
Collections in the blocks were carried out every five days, recording the morphological
growth variables, chlorophyll content, leaf nitrogen and environmental variables. We
verified the data distribution with density and frequency graphs of the variables stem
length and diameter. We performed a PCA to better understand the data variation,
correlating all variables to the treatments. Chlorophyll and nitrogen were used as two
response variables of two analyses of variance (ANOVA), using the treatments as
variables; the Tukey test was performed to confirm the variance within the treatment.
Each plant and the application of BRs were used as a random factor and run in a linear
mixed effects model (LMM), using restricted maximum similarity (REML). The results
demonstrated that the water regime had a great effect on the variation of the growth
means in relation to the other treatments, and the environmental factors temperature and
humidity had a great correlation with the PCA, which managed to explain 46.32% of
the total data variation. Regarding the chlorophyll and leaf nitrogen content, both only
suffered a significant effect on their levels of the water regime, specifically the 30-day
irrigation interval. There was a difference in the interaction between plants with the 20
nM dosage and the control group, showing a leveling effect, while the 10 nM dosage

showed a more intense reaction to environmental changes.

Keywords: Cocoa. Water deficit. Brassinosteroid. Climate change
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1 INTRODUCAO GERAL

O cacau (Theobroma cacao) tem ganhado cada vez mais espaco nhas esferas
econbmicas, sociais e ambientais na Amazonia (TRINDADE et al., 2024), sua
dependéncia ao clima Umido e sombreado de florestas tropicais densas (IGAWA;
TOLEDO; ANJOS, 2022; KOHL; NIETHER; ABDULAI, 2024), acende um alerta
contra o desflorestamento e impacto na disponibilidade hidrica advindo das mudancas
climaticas. Estudar o manejo hidrico e tecnologias de intervencdes mitigadoras como
aplicacdo exdgena de fitormbnios podem ser promissoras em amortecer efeitos
deletérios na cultura (DE SOUZA OLIVEIRA; SAMPAIO SILVEIRA, 2022;
MASSOLO; DIAZ, 2024; NEVES; SANTOS; CAMPOS, 2024).

A relevancia da espécie para biodiversidade e conservacdo esta em seu status perene a
seca, altamente sensivel a variacdo climética, que induz nestas circunstancias climaticas
seu cultivo em sistemas agroflorestais onde tende a responder melhor a alta temperatura
e baixa precipitacdo, além de adensar com cacau fragmentos florestais proporciona
corredores ecoldgicos e desencadear ou maximiza diferentes processos ecoldgicos de
restauracdo (MURNIATI et al., 2022; SANTOS et al., 2022; SOMARRIBA et al.,
2021).

O cacau embora seja uma espécie relevante na Amazonia, estudos de manejo hidrico e
de tecnologias contra efeitos da seca ndo sd&o amplamente discutidos, isto em parte
devido ao bioma remetente do cacau onde a precipitacdo local ndo costumava ser
associada a seca, 0 que contrasta com os longos periodos de seca percebidos nos ultimos
anos.(BRANDAO; ARIEIRA; NOBRE, 2024; SANTANA et al., 2023) De tal forma,
verificar o efeito da variacdo de regimes hidricos e aplicacdo de brassinosteréides no
crescimento e metabolismo de plantulas de Theobroma cacao se tornou pertinente
devido a sua sensibilidade na resposta aos tratamentos, somado a imprevisibilidade do
uso de BRs influenciado por nivel de concentracdo, fatores ambientais, espécie e fase
fenolégica (HAFEEZ et al., 2021).

Como resultado ficou nitido que os intervalos de regimes hidricos foram os mais
influentes nas repostas do cacau comparado aos demais tratamentos (sombreamento e

BRs), fatores ambientais também foram relevantes. O intervalo mais extremo sem
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irrigacdo diminuiu o teor dos metabolitos foliares em todas as situagdes, de forma geral

a magnitude do efeito da seca sobrep0s os possiveis efeitos da sombra e BRs.

A presente pesquisa serve como ponto de partida para mais pesquisas envolvendo o
cacau, a seca, e BRS. Havendo indicativos para investigacdo de doses a partir da
concentracdo superior a 20nM, devido a mesma aparentar efeito nivelador. Demais
modificagdes no tempo e tamanho amostral também podem contribuir para entender
melhor os efeitos dos tratamentos. Contudo de forma introdutoria, a presente pesquisa
demostra efeitos de suspensdo de irrigacdo, no metabolismo e crescimento de plantas

juvenis do cacau.

2 OBJETIVOS GERAIS

Verificar o efeito da variagho de regimes hidricos e aplicacdo de
brassinosterdides no crescimento e metabolismo de plantulas de Theobroma cacao em
condicdes experimentais Objetivo geral do trabalho, seguido pelos objetivos especificos

de cada um dos capitulos.
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Efeito ambiental e de diferentes regimes de rega e doses de 24-
Epibrassinolideo sobre o crescimento e teor de clorofila e nitrogénio foliar em
plantas juvenis de cacau (Theobroma cacao).

Breno Calado da Silva?
'Programa de Pés-Graduagdo em Biodiversidade e Conservagado, Universidade Federal do Para, Campus Altamira, Altamira - PA

ABSTRACT: This study investigates the effects of water regime and the application of brassinosteroids (BRs) on
the morphophysiological characteristics of cacao (Theobroma cacao L.), focusing on its resilience to climate
change. The analysis was conducted through Principal Component Analysis (PCA), analyses of variance (ANOVAS)
and a linear mixed model (LMM), identifying variation patterns among individuals subjected to different treatments.
The results indicate that water regime is the primary factor influencing the plant's metabolic variables, either
attenuating or enhancing the effects of other treatments, such as BR application. Water deficit significantly reduced
chlorophyll and foliar nitrogen levels, compromising the plant’s photosynthetic capacity, which aligns with previous
studies on drought impacts in plant physiology. It was observed that drought periods exceeding 30 days negatively
affect cacao metabolism, while inadequate doses of BRs may exacerbate deleterious effects, especially under high
temperature and light conditions. The interaction between environmental and metabolic factors highlights the need
for further studies to better understand the optimal BR dosage and its application in different drought stress
scenarios. The research suggests that water management strategies and growth regulators should be optimized to
ensure cacao productivity and adaptation in the context of climate change.

KEYWORDS: cacao, water deficit, brassinosteroids, plant metabolism, climate change.

RESUMO: A presente pesquisa investiga os efeitos do regime hidrico e da aplicacdo de brassinosterdides (BRs)
sobre as caracteristicas morfofisioldgicas do cacaueiro (Theobroma cacao L.), com foco na sua resiliéncia as
mudancgas climaticas. A andlise foi realizada por meio da Analise de Componentes Principais (PCA), analises de
variancia (ANOVAs) e um modelo linear misto (LMM), identificando padrdes de variacdo entre individuos
submetidos a diferentes tratamentos. Os resultados indicam que o regime hidrico é o principal fator influenciando as
variaveis metabdlicas da planta, atenuando ou potencializando os efeitos de outros tratamentos, como a aplicagdo de
BRs. O déficit hidrico reduziu significativamente os teores de clorofila e nitrogénio foliar, comprometendo a
capacidade fotossintética da planta, o que esta alinhado a estudos anteriores sobre os impactos da seca na fisiologia
vegetal. Observou-se que periodos de seca superiores a 30 dias afetam negativamente o0 metabolismo do cacaueiro,
enquanto doses inadequadas de BRs podem exacerbar efeitos deletérios, principalmente em condi¢es de alta
temperatura e luminosidade. A interacdo entre fatores ambientais e metabolicos reforga a necessidade de estudos
adicionais para compreender melhor a dosagem ideal de BRs e sua aplicacdo em diferentes cendrios de estresse
hidrico. A pesquisa sugere que estratégias de manejo hidrico e reguladores de crescimento devem ser otimizadas
para garantir a produtividade e adaptacdo do cacaueiro no contexto das mudangas climaticas.

PALAVRAS-CHAVE: cacaueiro, déficit hidrico, brassinosterdides, metabolismo vegetal, mudangas climaticas.
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1 Introducéo

O cacau (Theobroma cacao) possui potencial para ser uma espécie em evidéncia no processo de
restauracdo da Amazonia, sua grande contribuicdo para a economia da regido adjunto ao cultivo em
sistemas agroflorestais, podem promover qualidade de vida enquanto paralelamente reduz a pressao sobre
a floresta. Sua cultura tolerante a sombra e ocupando fragmentos florestais interligar-se a floresta nativa
possibilitando corredores ecol6gicos, 0 que favorece a heterogeneizagdo do habitat e desencadeia
processos ecoldgicos essenciais da recuperacdo florestal, como a migracéo de animais, 0 melhoramento
do solo, e 0 adensamento da cobertura florestal (1-4)

O cultivo do cacau é sensivel as mudancas climaticas e disponibilidade hidrica, e passivel a decaimento
de producdo em periodos secos, 0 que ressalta a necessidade de aderir a estratégias mitigadoras como
modelos ecoldgicos de cultivo, que podem gerar beneficios mutuos, levando em consideracéo a producao
de cacau e conservacdo da biodiversidade de biomas florestais, e sequestro de carbono (5-7)

Contudo, em cenarios de secas mais severas talvez somente o0s sistemas agroflorestais ndo consigam sanar
0 impacto negativo (8) . Neste contexto, explorar estratégias e tecnologias adicionais mais focadas na
resposta da espécie, pode nos propiciar descobertas da sobrevivéncia e producao da espécie, o que pode
ser relevante para mais de um modelo de cultura, como é o caso do manejo hidrico e uso exdgeno de fito
hormonios (9-12).

O manejo hidrico € uma estratégia relevante a ser explorada na cultura de cacau. A espécie apresenta
maior crescimento vegetativo e produtividade em uma situacdo de disponibilidade hidrica que atenda sua
demanda bioldgica (13) , o que de forma superficial ndo surpreende. Entretanto, quando a disponibilidade
hidrica para o cacau é diminuida moderadamente, seus efeitos variam, desde a resposta adaptativa da
planta, como aprimorar sua eficiéncia do uso da dgua sem comprometer seu desenvolvimento (14) até
apresentar maiores concentragdes de teor de agucar nos gréos, impactando a qualidade comercial (15). J&
o efeito prolongado da seca gera mudangas significativas nos padrdes de precipitacao e temperatura na
regido ocasionado a perda de umidade do solo, afetando a saude, producédo do cacau, e facilitando a
proliferacdo de doengas e pragas (16,17).

O fito hormdnio 24-Epibrassinolideo é da classe dos Brassinosterdides (BRs), e é uma tecnologia
promissora para ajudar no crescimento e resisténcia a efeitos ambientais em diversas espécies. Seu uso
exdgeno é promissor no aumento da tolerancia do cacau ao estresse hidrico, influenciando nas suas
respostas fisioldgicas, tais como fechamento estomatico, aumento radicular, ajuste osmético e sintese de
antioxidantes (18,19).

Entretanto, sua eficacia é dependente da espécie a ser tratada, fase fenoldgica, fatores ambientais, e
concentracdo de dosagem adequada, pois uma concentracdo menor que a 6tima pode gerar resultados
insignificantes e concentra¢cdes maiores ocasionarem limitagdes morfoldgicas e na eficiéncia da resposta
ao estresse oxidativo (20).Além disso, o efeito dos BRs ndo é facilmente previsivel devido a
complexidade da sua interagdo com outros horménios, como o0 &cido abscisico (ABA), etileno e auxinas,
que, dependendo do nivel de estresse submetido a planta, podem antagonizar ou sinergizar (21-24).

A utilizacdo do nitrogénio e clorofila foliar como variaveis-resposta de experimentos hidricos permite
uma medicdo simples e ndo destrutiva dos indicies, obtendo uma compreenséo integrada do estado
fotossintético e nutricional das plantas (25,26) . O nitrogénio, sendo componente chave estrutural da
clorofila, define a concentracdo de pigmentos fotossintetizantes a partir de sua disponibilidade, a clorofila
por sua vez € bastante sensivel a mudancas hidricas, e tende a reduzir sua concentracdo na seca, tornando-
os indicadores rapidos do efeito ambiental no metabolismo da planta (24).

49

50
51
52
53
54
55
56

57
58
59
60

61
62
63
64
65

66
67
68
69
70
71
72
73
74

75
76
77
78
79

80
81
82
83
84
85

86
87
88
89
90
91



Phyton-Int J Exp Bot. 2025;volume(issue) 5

Diferentes concentracdes de BRs e regimes hidricos influem no teor de nitrogénio e clorofila foliar das
plantas de cacau a partir da sintese, aumento da eficiéncia, resisténcia, e realoca¢do dos metabolitos (27—
29) . Brassinosterdides sdo capazes de regular a expressao de genes responsaveis pela producdo, protecdo
e manutencdo da clorofila, através da codificagdo de enzimas, como a da via do &cido 5-aminolevulinico
(ALA), precursor da biossintese do pigmento, ou as enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD), que contribuem a estabilidade estrutural e funcional dos
cloroplastos, influenciando no crescimento ou integridade do teor de clorofila e também nitrogénio (30).

Este estudo teve o objetivo de verificar o efeito da variacdo de regimes hidricos e aplicacéo de
brassinosterdides no crescimento e metabolismo de plantulas de Theobroma cacao em condi¢des
experimentais, como forma de entender possiveis efeitos de BRs na resisténcia a condi¢des extremas
nesta espécie. Espera-se que haja um forte efeito do regime hidrico, com regimes mais extremos
apresentando efeitos mais fortes, e uma possivel sinergia entre niveis especificos de aplicacdo de
horménios e condig¢Bes hidricas menos restritas.

2 Material e métodos.
2.1 Delineamento amostral

O experimento foi desenvolvido na casa de vegetacdo do campus Altamira da Universidade Federal do
Para (Latitude 3°12°45°°N, Longitude 52°12°47°’W), onde o clima regional de acordo com a classificagdo
de Kdppen, é tropical quente e umido do tipo Am e Aw com temperatura média anual acima dos 26 °C ¢
precipitacdo anual de 2.100 mm (31). Anterior a aplicacdo do 24-Epibrassinolideo e ao inicio dos regimes
de rega, foram selecionadas 225 mudas de cacau doadas pelo instituto de Desenvolvimento Florestal e da
Biodiversidade (IDERFLOR-BIO) de Altamira, com aproximadamente cinco meses de vida, que de
tubetes foram transplantadas para sacolas de 35cm x18cm, com substrato constituido por 03 sacos (96
kg) de fibra de coco; 12 kg de solo de barranco; 1,5 de yoorin fertilizante fosfatado; 1 kg de pé de 0sso; 2
kg de NPK (4-14-8); 1,5 kg de torta de mamona; 2 sacos (60 kg) de torta e cacau; 1,5 kg do fertilizante
osmocote (14-14-14); 3 kg de calcério; 15 kg de serragem; e 90 L de agua.

As plantas foram aclimatadas durante um més, recebendo diariamente 0,6L de dgua por planta
manualmente, diretamente na raiz, adaptado de(32). Em sequéncia, as 225 plantas foram divididas em trés
parcelas para a distribuicdo da concentragdo (em nanomol - nM) do brassinosterdides. Em cada parcela de
75 plantas, aplicou-se de forma exdgena e dose Unica de 10 ml da solucéo de horménio (agua destilada,
Twin, e BRs) na area foliar, usando pulverizador costal de pressdo constante com ponta Unica tipo leque,
alternando em trés concentragGes diferentes de BRs, igualmente distribuida as 15 plantas, resultando por
parcela: cinco plantas pulverizadas com agua destilada (grupo controle); cinco plantas pulverizadas com a
concentracdo 10 nM de brassinosteroides, e cinco plantas com a concentragdo 20 nM de
brassinosteroides. Barreiras de pléstico foram usadas para garantir que a dosagem especifica atingisse
apenas as plantas-alvo. A aplicagdo de BRs das 18:00has18:30h.

Posteriormente, as plantas foram distribuidas aleatoriamente em 15 blocos representando regimes hidricos
e dosagens de BR distintos, sem cobertura contra chuva. Aproximadamente metade das plantas em cada
bloco individual recebeu sombreamento com tela de sombreamento com sombrite 50, que reduz a
incidéncia solar em 50%.

2.2 Coleta das variaveis

As varidveis ambientais, como luminosidade, temperatura e umidade média, foram registradas na
proximidade imediata das plantulas com os Luximetro digital medidor iluminacdo Meter-30 e Termo-
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higrémetro digital temperatura e umidade Incoterm. Também se registrou se os individuos estavam na luz
ou na sombra, criando-se uma variavel binaria. Em seguida, a temperatura, umidade e luz foliar foram
medidas na folha mais apical e na folha mais basal de cada individuo com o pordmetro Li-cor Modelo LI-
1600

A clorofila e a estimagdo SPAD do nitrogénio foram registrados com o clorofildémetro NITERUS GYJ-A.
Variaveis de crescimento morfologico, como comprimento e didmetro do caule, foram medidas com o
auxilio de régua milimétrica de 60 cm e paquimetro digital. O nimero de folhas e langcamentos foliares
em cada individuo foram contados manualmente. As medidas ambientais e de luz, temperatura e umidade
foliar foram coletadas pela manhd, entre as 9:00h as 11:30h, e a clorofila e nitrogénio, junto as
caracteristicas de crescimento, foram medidas a tarde, entre 15:30h as 17:00h.

As plantas foram submetidas a dois tratamentos experimentais: variacao de regime hidrico e aplicacdo de
hormonio brassinosterdide em diferentes concentragdes. Os regimes hidricos utilizados foram: “0”
(controle), onde as plantas recebiam rega didria; “5”, onde os individuos eram regados a cada cinco dias;
“10”, com dez dias entre regas; “15”, onde havia 15 dias entre regas; e “30”, onde as plantas foram
regadas uma vez a cada 30 dias. Cada tratamento foi aplicado em 45 individuos. Em relacdo ao
tratamento com brassinosteroide, havia trés categorias experimentais: “0” (controle), sem a aplicacao de
horménio; “10” incluiu plantas que receberam aplicacdo de BRs com concentragdo de 10 nanomol (nM);
e “20” contendo plantas que receberam uma concentragdo de 20 nM do horménio. Cada categoria de
tratamento continha 75 individuos.

Antes da aplicacdo dos tratamentos, os individuos foram aleatoriamente agrupados em 15 blocos,
contendo todas as possiveis combinagdes de tratamentos, com 15 individuos em cada bloco. Foram
realizadas sete coletas, denominadas de C1 a C7, com intervalos de cinco dias para cada bloco, e de um
més de intervalo a cada cinco blocos, durando de 20 de setembro de 2024 até 21 de janeiro de 2025.
Durante o experimento, 42 plantas morreram. Um individuo (N° 133) ndo sobreviveu ao transplante, trés
morreram entre C2 e C6, e 38 morreram apos a coleta C6.

2.3 Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas em R versdo 4.4.2 “Pile off Leaves”, com o ambiente de
desenvolvimento integrado RStudio versdo 2024.09.1 “Cranberry Hibiscus”. A organizagdo dos dados e
andlises descritivas utilizaram o pacote “tidyverse” (33) , com o pacote “ggplot2” sendo usado para a
criacdo dos gréficos. Para verificara a distribuicdo dos dados para adequagéo aos testes estatisticos
paramétricos, utilizou-se graficos de densidade de frequéncia das variaveis comprimento do caule e
diametro do caule, divididos nos tratamentos.

O pacote “psych” foi utilizado para calcular a curtose sem a necessidade do uso de testes de significancia
(34), e as variaveis escolhidas para os modelos cumpriam as exigéncias de normalidade e homogeneidade
de variancia. Uma Analise de Componente Principal (PCA) foi realizada para melhor visualizacédo da
variagdo dos dados de crescimento e metabdlicos considerando os tratamentos e variaveis ambientais,
com o auxilio do pacote “vegan”(35).

Para verificar o efeito dos tratamentos sobre a variacao de clorofila e nitrogénio, foram realizadas duas
andlises de varidncia (ANOVA), com uso dos pacotes “Ime4” (36) e com testes post hoc calculados pelo
pacote “emmeans” (37). Para verificar a confiabilidade dos resultados dos ANOVA, foi aplicado o
método de Tukey (38). Os valores de p foram corrigidos, quando adequado, pelo método de Holm-
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Bonferroni (Holm, 1979) para evitar erros Tipo I, e estdo representados como p(Holm). Valores de p em
testes post hoc ndo necessitam de correcao e estdo representados como p.

Para testar os efeitos das condi¢es ambientais e da aplicacdo de hormdnios brassinosterdides no
crescimento dos individuos, foi rodado um modelo linear de efeitos mistos (LMM) com méxima
similaridade restrita (REML), tendo como resposta o indice de crescimento calculado a partir da diviséo
da altura em milimetros pelo didametro em milimetros, ou razdo altura: didmetro, como descrito por Haase
(Haase, 2008).

3 Resultados
3.1 Analise de componentes principais

A Anélise de Componentes Principais (PCA) foi rodada com todas as variaveis de uso direto, corrigindo
pelo fator “ID” (Identidade de cada planta individual), assim contando com as medidas repetidas dos
mesmos individuos. A PCA foi realizada para investigar a variagdo dos dados de crescimento e
metabolitos dos individuos de cacau, levando em consideracdo os tratamentos (Regime hidrico, BR, e a
variavel binaria Sombra — com 0 representando luz e 1 0 sombreamento) e as variaveis ambientais
(Luminosidade Ambiental, Temperatura Ambiental (C°) e Umidade Ambiental (%)), bem como as
mudancas temporais ao longo dos pontos de coleta (Coleta).Os dois primeiros componentes principais
(PC1 e PC2) resultantes da PCA explicaram 46.32% da variacao total dos dados, com o PC1 explicando
31,22% e 0 PC2 15,10% da variagdo(Tabela 1).

A temperatura ambiente (C°) e a umidade ambiente (%) demostraram forte correlagdo com os
componentes principais. O PC1 tem contribui¢des positivas fortes da clorofila foliar média (0,321),
Nitrogénio médio (0,316), diametro do caule (0,326) e umidade ambiental (0,325), e contribuicdes
negativas da temperatura ambiente (-0,369) e luz ambiente (-0,257). O PC2 tem contribui¢Ges positivas
fortes de clorofila (0,073), Nitrogénio (0,080) e umidade ambiental (0,189), e contribuigdes negativas do
comprimento do caule (-0,489) e luz ambiental (-0,346). O gréfico tipo biplot representa as rela¢fes entre
as variaveis (Figura 1). O sumario das contribuicdes de cada variavel original para os componentes
principais pode ser visto na Tabela 2.
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Tabela 1: Desvio-padréo e contribuicdo de cada componente principal da Analise de Componentes
Principais para a explicagdo da variancia dos dados morfoldgicos e metabdlicos de plantas de Theobroma
cacao tratadas com diferentes regimes hidricos, de luminosidade e aplicacdo de brassinosteroide

Componente Principal

Desvio-Padrao

Variancia Explicada (%)

Proporcéo cumulativa

(%)

PC1
PC2
PC3
PC4
PC5
PC6
PC7
PC8
PC9
PC10
PC11
PC12
PC13
PC14
PC15

2,1641

1,5049

1,20796
1,13162
1,07209
0,95705
0,92554
0,88973
0,78842
0,63859
0,59191
0,39005
0,23321
0,0893

0,06641

31,22
15,10
9,73
8,54
7,66
6,11
5,71
5,28
4,14
2,72
2,34
1,01
0,36
0,05
0,03

31,22
46,32
56,05
64,59
72,25
78,35
84,07
89,34
93,49
96,21
98,54
99,56
99,92
99,97
100,00
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Figura 1: Gréfico de biplot resultante da Analise de Componentes Principais (PCA)dos dados morfol6gicos e
metabdlicos de plantas de Theobroma cacao tratadas com diferentes regimes hidricos (representados por cores), de
luminosidade e aplicagdo de brassinosterdide
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Variavel PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 pC7 PC8 PC9 PC10 PC11 PC12 PC13 PC14 PC15
Regime Hidrico -0.076 -0.214 -0.128 -0.690 0.031 -0.080 -0.261 0.125 -0.322 -0.297 -0.400 0.102 0.052 0.011 0.002
Luz Ambiente -0.257 -0.346 -0.193 0.115 -0.115 0.050 -0.108 0.175 0.420 -0.566 0.347 0.286 -0.076 -0.002 -0.025
Temp. Ambiente -0.369 -0.285 -0.149 0.046 -0.065  0.094 -0.087 0.149 0.023 0.074 0.017 -0.814 0.211 -0.003 0.035
Umidade ambiente 0.325 0.190 0.108 -0.284 0.122 -0.179 -0.022 -0.113 -0.213 -0.341 0.669 -0.306 0.056 -0.016 0.006
Comprimento Caule 0.228 -0.489 0.047 0.080 0.312 0.182 0.173 -0.179 -0.091 -0.029 -0.032 0.018 -0.003 -0.621 0.333
Diametro Caule 0.326 -0.230 0.304 0.079 -0.345 -0.081 -0.239 0.228 0.002 0.073 -0.023 -0.033 0.072 -0.332 -0.620
N de folhas 0.154 -0.082 -0.150 -0.046 0.484 -0.639 -0.017 0.339 0.371 0.204 -0.046 -0.053 -0.060 -0.004 0.002
Lfoliar -0.030 -0.206 -0.090 -0.092 -0.487 -0.497 0.604 -0.279 -0.003 -0.067 -0.079 -0.050 -0.018 -0.003 0.001
Clorofila foliar média 0.321 0.073 -0.486 0.055 -0.106 0.137 0.180 0.285 -0.068 0.042 0.051 0.161 0.686 0.020 0.050
Nitrogénio médio 0.316 0.080 -0.483 0.040 -0.127 0.211 0.124 0.273 -0.134 -0.052 -0.054 -0.194 -0.666 -0.031 -0.054
Luz foliar média 0.000 -0.105 -0.425 0.364 -0.052 -0.329 -0.525 -0.412 -0.321 0.077 0.060 0.078 -0.012 -0.008 0.004
Umidade foliar média 0.195 -0.076 -0.220 -0.463 -0.153 0.226 -0.190 -0.410 0.524 0.354 0.119 -0.021 -0.022 0.000 -0.020
Temperatura foliar média -0.318 -0.238 -0.023 -0.203 -0.031 0.008 0.107 0.256 -0.340 0.525 0.488 0.272 -0.130 -0.019 -0.024




3.2 Efeito dos tratamentos categdricos

Dentre os tratamentos categoricos (regime hidrico, aplicacdo de BRs e sombreamento), o regime
hidrico apresentou efeito fortemente significativo sobre a variacao de clorofila e nitrogénio foliar. No
primeiro modelo de analise de variancia (ANOVA), com a variacao de clorofila foliar como resposta,
o regime hidrico teve efeito fortemente significativo (ANOVA: F = 12,37; p(Holm)< 0,001), enquanto
gue ndo houve efeito significativo da aplicacdo de BR ou sombreamento. O modelo explica mais de
80% da variancia na clorofila foliar (Tabela 3). O forte efeito dos diferentes regimes hidricos pode ser
visto na Figura 2.

Tabela 3: Sumério de modelo de Andlise de Variancia (ANOVA) do efeito de diferentes condi¢des de
regime hidrico, aplicacéo de brassinosteroides e sombreamento na quantidade de clorofila foliar de
plantas de Theobroma cacao cultivadas em condi¢des experimentais. O valor de p(Holm)
significativo esta indicado por um asterisco.

Variavel Graus de Soma dos Quadrado F P(Holm)
liberdade quadrados das medias

Regime Hidrico 4 1527 381,7 12,37 <0,001*

BR 2 30 15,0 0,487 0,615

Sombra 1 0 0,3 0,010 0,922

Residuos 185 5708 30,9

Teste do poder do modelo:

Poder explanatério do modelo de ANOVA 80,83%
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Figura 2: Gréficos tipo boxplot da diferenga entre a quantidade de clorofila foliar de individuos de Theobroma
cacao sob diferentes tratamentos de regime hidrico, aplicacédo de BRs e sombreamento. Pontos representam
outliers, linhas espessas no centro das caixas representam médias e linhas verticais sao barras de erro.

Os resultados se repetem na analise de variancia da diferenca no nivel de nitrogénio ao longo do
experimento, com o regime hidrico possuindo um efeito fortemente significativo (ANOVA: F = 9,064;
p(Holm)< 0,001), apesar do teste possuir menor poder explanatério (65,84% da variacéo € explicada pelo
modelo). O sumario da andlise de variancia pode ser visto na Tabela 4, e os efeitos dos tratamentos sobre 0
nitrogénio foliar estdo representados na Figura 3.



Tabela 4: Sumario de modelo de Andlise de Variancia (ANOVA) do efeito de diferentes condigdes de
regime hidrico, aplicacéo de brassinosterdides e sombreamento na quantidade de nitrogénio foliar de
plantas de Theobroma cacao cultivadas em condicdes experimentais. O valor de p(Holm) significativo esta
indicado por um asterisco.

Variavel Graus de Soma dos Quadrado F P(Holm)
liberdade quadrados das médias

Regime 4 163,5 40,86 9,064 <0,001*
Hidrico
BR 2 7,6 3,82 0,846 0,431
Sombra 1 1,9 1,86 0,414 0,521
Residuos 185 834 4,51
Teste do poder do modelo:
Poder explanatério do modelo de ANOVA 65,84%
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Figura 3: Gréficos tipo boxplot da diferengca entre a quantidade de nitrogénio foliar de individuos de
Theobroma cacao sob diferentes tratamentos de regime hidrico, aplicacdo de BRs e som-breamento. Pontos
representam outliers, linhas espessas no centro das caixas representam médias e linhas verticais sdo barras de
erro.

3.3 Testes Post Hoc

O método de Tukey de comparagdo de contrastes (Tukey, 1949) foi aplicado nos dois modelos de
ANOVA, para verificar se a diferenca entre as categorias de tratamento € real e mensuravel. Para 0 modelo
examinando a resposta da clorofila, o teste demostrou que todos os pares contrastados com o regime
hidrico “30” apresentaram diferencas significativas, com o efeito deletério do regime de rega a cada 30
dias na clorofila foliar sendo registrado em contraste a todos o0s outros regimes (Tabela 5). O efeito é
visivel também no gréafico de comparacdo de médias (Figura 4).

Tabela 5: Teste de Tukey de comparagdo de médias e contrastes de pares do efeito dos tipos de
regime hidrico na quantidade de clorofila foliar de individuos de Theobroma cacao sob cultivo
experimental. Valores de p significativos estéo representados com um asterisco.

Contraste Diferenca Limite inferior Limite superior Valor de p

10-0 -0.03860096 -3.358293 3.2810910 0.9999998

15-0 -1.86192460 -5.242569 1.5187197 0.5525969



30-0 -7.60422723 -11.030136 -4.1783188 0.0000001*

5-0 -2.81317460 -6.471044 0.8446946 0.2165415
15-10 -1.82332364 -5.184738 1.5380905 0.5674805
30-10 -7.56562627 -10.972560 -4.1586926 0.0000001*
5-10 -2.77457364 -6.414677 0.8655302 0.2245433
30-15 -5.74230263 -9.208655 -2.2759503 0.0000888*
5-15 -0.95125000 -4.647026 2.7445256 0.9542262
5-30 4.79105263 1.053828 8.5282775 0.0046883*

95% family-wise confidence level
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Figura 4: Gréfico intervalar da diferenca de quantidade de clorofila foliar entre pares de tratamentos de regime
hidrico em individuos de Theobroma cacao sob cultivo experimental. Barras que nao passam pela linha vertical
(diferenca = 0) apresentam diferencas significativas. Barras horizontais representam os limites inferiores e
superiores, com a média das diferencas entre eles.

Em relacdo a diferenca de quantidade de nitrogénio nas folhas, todos os regimes hidricos tiveram pior
desempenho do que o regime controle (0), com rega diaria. O regime hidrico de 30 dias apresentou
diferencas significativas com todos os outros, exceto o regime 5 (Tabela 6). O gréafico de comparagéo
de médias também representa estes resultados (Figura 5).

Tabela 6: Teste de Tukey de comparagdo de médias e contrastes de pares do efeito dos tipos de
regime hidrico na quantidade de nitrogénio foliar de individuos de Theobroma cacao sob cultivo
experimental. Valores de p significativos estdo representados com um asterisco.

Contraste Diferenca Limite inferior Limite superior Valor de p
5-0 -1.57444444 -2.972704 -0.17618458 0.0186746*
10-0 -1.49341085 -2.762399 -0.22442288 0.0121302*
15-0 -1.39166667 -2.683954 -0.09937899 0.0278137*
30-0 -2.85087719 -4.160468 -1.54128684 0.0000001*
10-5 0.08103359 -1.310435 1.47250245 0.9998501

15-5 0.18277778 -1.229972 1.59552777 0.9965204

30-5 -1.27643275 -2.705027 0.15216167 0.1040836



15-10 0.10174419 -1.183193 1.38668091 0.9994931
30-10 -1.35746634 -2.659803 -0.05512928 0.0364133*
30-15 -1.45921053 -2.784261 -0.13416004 0.0228803*

95% family-wise confidence level
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Figura 5: Gréfico intervalar da diferenca de quantidade de nitrogénio foliar entre pares de tratamentos de
regime hidrico em individuos de Theobroma cacao sob cultivo experimental. Barras que ndo passam pela linha
vertical (diferenca = 0) apresentam diferencas significativas. Barras horizontais representam os limites inferiores
e superiores, com a média das diferencas entre eles.

3.4.  Efeito das condi¢Ges ambientais

O indice de crescimento calculado, como descrito por Haase (HAASE, 2008), foi significantemente
afetado por todas as trés variaveis ambientais continuas (luz, umidade e temperatura), quando
analisado em um modelo linear misto (LMM) com méxima verossimilhanga restrita (REML), com
individuos e tratamento por brassinoster6ides como fatores randémicos. E possivel ver que ha um
efeito significativo das condi¢cBes ambientais nos individuos, com um efeito deletério da temperatura e
da luminosidade, e um efeito positivo da umidade (Tabela 7). Estes resultados, no entanto, devem ser
interpretados com cautela, por causa do alto nimero de residuos e baixo R2 do teste, que explica
menos de 10% da variagdo no indice de crescimento. O regime hidrico foi removido do modelo em
um teste de “melhores subconjuntos” por nao apresentar poder suficiente para melhorar o poder
explanatorio do teste.

Tabela 7: Suméario de Modelo Linear Misto com Méaxima Verossimilhanca Restrita (LMM/REML)
dos efeitos das variaveis ambientais continuas (luz, temperatura e umidade) no indice de crescimento
(razdo altura: diametro) de individuos de Theobroma cacao sob cultivo experimental. Efeitos
significativos estéo representados com um asterisco.

Sumario de LMM/REML

Critério de convergéncia REML: 17278.7

Residuos Min 10 Mediana 30 |
9.9406 -0.4070 -0.0261 0.3718 12.1420

Efeitos randémicos:

Grupos Nome Variancia Desvio-Padréo |
ID (Intercept) 79527 282.01

BR (Intercept) 3910 62.53



Residual 1485 38.53
Numero de obs.: 1572, grupos: 1D, 225; BR, 3
Efeitos fixos:

Estimado Erro-padrdo  GL Valor de pHoim)

t

(Intercept) 1136.793090 42.206101 2.273575 26.934 0.006*
Luz_amb -0.018378 0.004635 1348.666254 -3.965 0.0008*
Temp_amb  -2.256955 0.283724 1352.282706 -7.955 < 0.0001*
Umid_amb -0.360760 0.111496 1354.131928 -3.236 0.012*
Correlacao de efeitos fixos

(Intr) Luz_mb Tmp_mb
Luz_amb -0.033
Temp_amb -0.203 -0.196
Umid_amb -0.154 0.025 0.016
R2 para a Regressdo Linear
R2=9,8% R2(ajust.) = 9,7%

Visualizando os efeitos nos grupos de tratamentos hormonais, é possivel perceber a diferenca dos
efeitos das varidveis ambientais em relagdo aos tratamentos com BRs e 0 grupo controle. O grupo
tratado com BRs a concentracGes de 10nM sofreu um efeito negativo da luminosidade ambiental e um
efeito positivo da umidade ambiental mais pronunciados gue o grupo controle e o grupo tratado com
doses de 20 nM de BRs; o efeito negativo da temperatura ambiente no indice de crescimento também
foi um pouco mais pronunciado neste grupo (Figura 6).
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Figura 6: Linhas de regresséo linear dos efeitos da luminosidade, temperatura e umidade ambientais no indice
de crescimento de individuos de Theobroma cacao sob cultivo experimental, separadas por regime de aplicacdo
de horménios brassinosterdides em concentra¢Ges de 10 nM (BR 10) e 20nM (BR 20), contra o grupo controle
(BR 0), sem tratamento. Areas cinzas representam intervalo de confianca de 95%.

4 Discussao

O regime hidrico mais prolongado foi 0 mais atenuante, negativamente, nos teores de clorofila e
nitrogénio foliar. Estando alinhado a nossa hipétese, o efeito € tdo intenso que mascara a aplicacdo
dos BRs e 0s demais tratamentos. Foi verificado que os teores foliares de clorofila e nitrogénio do
cacau diminuem drasticamente em uma suspensdo de irrigacdo de 30 dias, evidenciando como secas
prolongadas sdo danosas (39).0 efeito intenso da seca, verificado em plantas juvenis de cacau, é
esperado para as fases fenoldgicas que antecedem o individuo adulto, pois possuem menor capacidade
adaptativa e sdo mais suscetiveis & degradacdo da maquina fotossintética, precarizando as atividades
enzimaticas que estruturam o ciclo do nitrogénio de forma irreversivel, podendo assim limitar a saide
e producéo de toda uma geracdo de cacau exposta ao estresse hidrico.(9,27,40-44).



Em relacdo a ineficicia dos tratamentos com diferentes concentragdes de BRs, é possivel que para a
espécie Theobroma cacao existam limitagdes na sua eficacia contra os efeitos deletérios de seca
prolongada(45); como os 30 dias aqui investigados. Sendo mais provavel sua eficacia em periodos
mais curtos de escassez hidrica, na seca € possivel que a resposta natural da espécie com ativacao da
via ABA e a producdo crescente de EROS, possa suprimir a via do BRs e seus efeitos
antioxidantes(46). Sendo um adendo para a priorizacao de estratégias de cultivo que levem em
consideracdo o manejo hidrico como fator chave na conservacdo do cacau na Amazonia, em vez de
tecnologias de alto custo e com a efetividade relativa para a espécie.

Nossas plantas foram estudadas a céu aberto, enquanto a Amazonia vivenciava efeitos do El Nifio e
La Nifa (47), o que ndo excluiu a hidratagdo por meio das chuvas ocasionais a cada bloco, e ainda
assim os 30 dias sem rega foram, em todas as circunstancias, prejudiciais ao teor foliar de clorofila e
nitrogénio. E provavel que o modelo de experimento a céu aberto ndo contribuiu para a resiliéncia da
espécie, pois possui aspectos prejudiciais ao crescimento similares do monocultivo, como por
exemplo uma umidade ambiental menor decorrente a auséncia de adensamento florestal e
consequentemente menor variagdo de microclimas e maior temperatura(48-50). Sendo assim, a
interrupgdo da constancia das chuvas, por até intervalos mensais na Amazonia, faz do cultivo do
cacau em pastos ou areas similares um desafio inviavel, principalmente a longo prazo e a partir de
plantas juvenis.

O estado do Para sendo um dos estados mais relevantes no cultivo do cacau da Amazénia (51) traz
consigo, como herancga do restante do pais, a tendéncia do uso da terra para pecuaria, seguido da
reutilizagdo para a agricultura intensiva, que indiretamente demanda novas terras férteis para
exploracdo do agronegocio, expandindo o ciclo da perca de servigos ecossistémicos e compactacdo do
solo (52). A pressdo exercida pelas implementa¢es do método de monocultivo advém da tentativa de
maximizag&o de lucros, principalmente da iniciativa privada, que por vezes compram terras
pertencentes as comunidades tradicionais e pequenos produtores, em prol da concentracéo
latifundiaria para a pratica intensiva e em larga escala da monocultura(53).

Contudo, nossa pesquisa evidenciou que o ambiente aberto ndo favorece a ecologia do cacau em
periodos de seca; sofrendo danos até mesmo com o uso de BRs, 0 que ressalta a complexidade da
interacdo do fito horménio afetada por diversos fatores (10,54-57). A maior produtividade e menor
incidéncia de fitopatologias e pragas na espécie costumam ser associados aos meios sombreados
naturalmente em detrimento as areas abertas. Variaveis relevantes para a salde da espécie, como
temperatura e luminosidade ambiental, tendem a variar de forma significante entre tais ambientes
contrastantes (58,59). Areas naturalmente sombreadas sd0 ambientes com maior expectativa ao
sucesso adaptativo do cacau, possuindo caracteristicas capazes de influenciar no decréscimo dos
teores de clorofila e nitrogénio foliar em um cenario de seca; por meio da disponibilidade
microclimatica baseada em menor temperatura, maior umidade, ampliacdo da disponibilidade da
matéria organica e ciclagem de nutrientes ofertados pelas plantas adjacentes (60-61).

5 Conclusao

Os resultados desta pesquisa demonstraram que a suspensao de irrigacdo por trinta dias em plantas
juvenis de cacau, tratadas com brassinosteréide, afetou negativamente os teores de clorofila e
nitrogénio foliar, superando os efeitos mitigadores do horménio. Esses achados indicam que, mesmo
com a aplicagdo de reguladores vegetais, o estresse hidrico prolongado compromete aspectos
fisioldgicos essenciais para o desenvolvimento do cacau. Considerando que o experimento foi
conduzido a céu aberto, em condigdes semelhantes as de monoculturas, os dados reforcam a
importancia do cultivo do cacau em sistemas agroflorestais sombreados na Amazonia.

O sombreamento natural proporcionado por esse modelo de producéo pode ajudar a reduzir a perda de
agua e o estresse térmico, amenizando os impactos negativos de periodos de seca. Portanto, a adocao
de sistemas agroflorestais surge como uma estratégia sustentavel para a cacauicultura na regiao,
promovendo maior resiliéncia s mudancas climaticas e garantindo a produtividade a longo prazo.



Recomenda-se, assim, que futuros estudos avaliem a interacao entre brassinosteroides e diferentes
niveis de sombreamento na agrofloresta em condicdes de déficit hidrico, a fim de otimizar o manejo
do cacau em ambientes amazonicos.
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4. CONCLUSAO GERAL

A pesquisa investigou os efeitos de brassinosteroides e diferentes regimes de irrigacéo
no metabolismo e crescimento de plantas de cacau. Os resultados demonstraram que 0s
regimes de irrigacdo foram os principais responsédveis por alteracGes significativas no
metabolismo e no desenvolvimento das plantas, enquanto a aplicacdo de brassinosteroides
ndo apresentou efeitos relevantes sob as condigdes testadas. Esses achados destacam a
importancia do manejo hidrico adequado para a produtividade e o vigor do cacaueiro,
sugerindo que estratégias de irrigagdo devem ser priorizadas em comparacdo ao uso de
brassinosteroides, pelo menos dentro dos parametros avaliados neste estudo.



