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RESUMO

O cacau ¢ um dos principais produtos da bioeconomia amazonica, cultivado ha mais de
trés mil anos por povos pré-colombianos e valorizado por seus efeitos nutricionais e
farmacologicos, atribuidos a presenga de compostos fenodlicos como flavonoides e
procianidinas. No entanto, em sua regido de origem, o cultivo do cacau encontra-se
tecnicamente defasado, perdendo importancia frente a cadeias mais agressivas ao meio
ambiente, como a pecudria extensiva e o cultivo de graos. Diante disso, este projeto teve
como objetivo identificar os principais gargalos agrondmicos e propor estratégias
cientificas para viabilizar a recuperacdo da cacauicultura amazdnica, com base na
analise do desempenho nutricional, bioquimico e produtivo de gendtipos regionais.

As atividades envolveram trés eixos principais: (i) analise agronomica e fitossanitaria
de 25 clones de cacaueiro em Rondonia, com énfase na identificacdo de materiais mais
tolerantes a vassoura-de-bruxa, menos suscetiveis a germinacao interna das sementes e
mais eficientes do ponto de vista nutricional; (i1) caracterizagdo do perfil bioquimico e
antioxidante de améndoas submetidas a diferentes tratamentos pos-colheita
(fermentadas e ndo fermentadas), incluindo quantificacdo de fendis, taninos, acgtcares,
aminoacidos, prolina, GB, MDA e atividade da enzima SOD; e (iii) constru¢do de
normas nutricionais foliares pelo método da Composi¢ao Nutricional Diagnostica
(CND), com base em 194 lavouras comerciais, associada a avaliacdo da consisténcia
interlaboratorial dos teores e diagndsticos obtidos. Como principal produto aplicado, foi
desenvolvido o sistema FertilizaCacau, uma plataforma regional de diagnose nutricional
e recomendagdo de adubagdo, capaz de integrar dados foliares, atributos do solo e
produtividade, fornecendo recomendagdes mais adaptadas a realidade amazonica. Os
resultados obtidos permitiram identificar gendtipos mais resilientes, destacar o impacto
do processamento na qualidade funcional do cacau e propor uma abordagem diagnodstica
multivariada mais precisa, reforcando a importancia de dados regionais e protocolos
analiticos consistentes para o fortalecimento da cacauicultura na Amazdnia.
Palavras-chaves: Cacauicultura amazdnica; Diagnose nutricional; Compostos

bioativos; Genotipos resilientes; Sustentabilidade agricola



1-INTRODUCAO

O cultivo do cacau (Theobroma cacao L.) na Amazonia Ocidental configura-se
como uma das estratégias mais promissoras para a consolidagdo de uma agricultura
sustentavel, de base florestal, com alto potencial de valoriza¢ao bioeconomica. Apesar
de a regido contar com uma rede de pesquisa, desenvolvimento e extensdo rural voltada
a cacauicultura, sob a lideranca da Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira
(CEPLAC Rondonia), e dispor de um dos mais importantes bancos de germoplasma de
cacau do Brasil, com materiais genéticos selecionados localmente, ainda sdo limitadas
as informacdes sobre os fatores efetivamente responsaveis pela baixa produtividade das
lavouras comerciais. Essa limitacdo se aplica tanto ao cacau produzido como
commodity quanto ao destinado a fabricagdo de chocolates finos e insumos para as

industrias alimenticias e farmacéuticas.

Nem mesmo a possibilidade de utilizar o cacau, por ser uma espécie nativa, como
alternativa vidvel para a recomposicdo de areas de Reserva Legal tem sido suficiente
para promover a recuperagdo econdmica da cacauicultura regional. Nesse cenario, a
presente proposta visa aplicar a base tecnoldgica contemporanea em manejo de culturas,
nutri¢ao de plantas e manejo do solo para identificar os gargalos produtivos e as medidas
necessarias a restauracdo da importancia do cacau, seja como commodity, seja como
produto de alto valor agregado, em seu centro de origem, que compreende os estados de

Rondonia e do sul do Amazonas.

Compreender os fatores tecnologicos que levaram a perda de protagonismo do
cacau regional em comparacdo a sua expansao em outras regides produtoras do pais
poderda fornecer subsidios relevantes ndo apenas para a revitalizagdo da cadeia
cacaueira, mas também para o desenvolvimento sustentdvel de outras espécies vegetais

estratégicas para a bioeconomia amazonica.

Com esse intuito, propde-se a realizagdo de ensaios experimentais para comparar
o desempenho agrondmico, nutricional e funcional de materiais genéticos locais, como
os clones desenvolvidos na Estacdo Experimental de Ouro Preto do Oeste (RO), com
hibridos utilizados no Para, clones recomendados na Bahia e novos materiais
promissores. As lavouras serdo comparadas quanto ao nivel tecnoldgico adotado,
considerando fatores como fertilidade do solo, estado nutricional foliar, manejo

fitotécnico e viabilidade econOmica.



Essa abordagem permitira identificar, de forma objetiva, quais fatores técnicos
estdo associados a maior produtividade observada no Pard e como as corregdes
necessarias podem ser aplicadas no Alto Amazonas. Outro aspecto central consiste na
avaliacdo fitoquimica das améndoas provenientes dos diferentes clones de cacau
selecionados em Rondonia, com o objetivo de identificar materiais com potencial para
producdo de cacau fino ou com propriedades bioativas passiveis de exploracdo pela
industria alimenticia. Subsidiariamente, os resultados poderdo fundamentar propostas
de politicas publicas voltadas a recuperagao da cacauicultura na regido, enfrentando de

forma mais eficaz os atuais vetores de desmatamento.

Alinhada a essa perspectiva, a presente proposta tem como objetivo geral
"Viabilizar a recuperagdo e o fortalecimento da cadeia de produgdo cacaueira,
contribuindo para a identificagdo dos gargalos e processos responsaveis pela baixa

competitividade do cacau produzido no sudoeste da Amazonia".

Além de investigar a composicdo fitoquimica das améndoas e a performance
agronOmica dos materiais genéticos, a proposta também incorpora uma dimensao
estratégica voltada a nutri¢do de plantas, por meio da aplicagdo e validagdo de métodos
de diagnose multivariada. A constru¢ao de normas regionais especificas de diagnose
nutricional, aliada a elaboracao de um sistema integrado de recomendacao de adubagao,
visa ndo apenas melhorar o manejo atual, mas também fornece uma base técnico-
cientifica solida para politicas publicas e acdes de assisténcia técnica voltadas a

cacauicultura amazonica.

As atividades descritas neste relatdrio concentram-se no escopo desenvolvido
pela equipe paulista (UNESP), com énfase nos aspectos ligados a nutricdo de plantas,
composicdo quimica das améndoas e desenvolvimento de sistemas diagndsticos
aplicaveis a realidade do produtor. As demais atividades do projeto, conduzidas por
institui¢des parceiras e apoiadas pelas fundagdes de amparo FAPERO ¢ FAPEAM,

estdo sendo apresentadas separadamente as respectivas agéncias de fomento.



2- ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Com o objetivo de viabilizar a recuperagdo e o fortalecimento da cadeia de
producao cacaueira no sudoeste da Amazonia, o projeto avaliou a equivaléncia
agrondmica, nutricional e funcional entre clones locais, desenvolvidos pela
CEPLAC/RO, e materiais amplamente adotados em outras regides produtoras do Brasil.
Essa comparacao foi realizada por meio de experimentos integrados envolvendo atributos
de solo, estado nutricional foliar, produtividade, tolerancia a doengas € composi¢ao

fitoquimica das améndoas.

Além disso, o projeto contemplou a aplicacio de ferramentas diagndsticas
modernas, como a Diagnose de Composi¢cdo Nutricional (CND), com o objetivo de
construir normas regionais especificas para cacaueiro, considerando as condi¢des
edafoclimaticas da Amazoénia Ocidental. Também foi conduzido um estudo de
consisténcia diagnoéstica interlaboratorial para mensurar o impacto dos diferentes
protocolos analiticos sobre os diagnosticos nutricionais gerados. Como desdobramento
pratico, foi desenvolvido um sistema de recomendacdo de adubagdo especifico para a
regido, denominado FertilizaCacau, capaz de integrar dados foliares, atributos do solo e
produtividade, promovendo um manejo nutricional mais eficiente e adaptado as
condigdes locais. As atividades foram organizadas em quatro eixos estruturantes,

descritos a seguir:

2.1 Atributos de interesse agronémico avaliados na época da colheita do cacau

Foi conduzido um experimento de campo com vinte e cinco clones de cacaueiro
na Estagdo Experimental da CEPLAC, situada em Ouro Preto do Oeste (RO), sob
Latossolo Amarelo 4lico e clima do tipo Am, segundo Kd&ppen, caracterizado por
temperatura média anual de 25,6 °C e precipitacdo superior a 2.200 mm (Barbosa;
Neves, 1983; INMET, 2024). As plantas, com oito anos de idade, foram cultivadas sob
espacamento de 3 x 3 m (1.111 plantas ha™'), em delineamento experimental de blocos

ao acaso com trés repeticoes.

Durante a colheita, foram avaliadas varidveis agrondmicas (numero de frutos por
planta, nimero de sementes por fruto, massa dos frutos com casca, massa total e massa
média das sementes), bem como variaveis fitossanitérias e fisioldgicas associadas ao

rendimento comercial. Dentre os principais agentes bidticos de perda, destacam-se a



vassoura-de-bruxa (Moniliophthora perniciosa) e a broca-dos-frutos (Conotrachelus
humeropictus), que comprometem a producdo por meio de necroses, deformagoes,
perfuragdes internas e inviabilizagdo dos frutos (Lima et al., 2022; Meinhardt et al.,

2008).

Paralelamente as avalia¢des fitossanitarias, foi realizada a diagnose do estado
nutricional das plantas com base no método do CND (Parent; Dafir, 1992), visando
identificar desequilibrios i6nicos e associd-los ao desempenho agrondémico dos clones.
Considerando que a homeostase nutricional ¢ um fator determinante na tolerancia a
estresses bioticos e na produtividade em culturas perenes (Marschner, 2012; Prado,
2021), este estudo buscou verificar se diferentes materiais genéticos apresentariam
maior ou menor eficiéncia em manter equilibrio nutricional sob as condig¢des

edafoclimaticas da Amazonia Ocidental.

As informagdes geradas permitiram a caracterizagdo do comportamento dos
vinte e cinco clones frente a doengas, germinagao de sementes e desempenho produtivo,
associando esses fatores ao estado nutricional foliar e permitindo a identificagdao de
materiais superiores em termos de resiliéncia fisiologica, equilibrio i6nico e sanidade
dos frutos. Os dados foram analisados estatisticamente por ANOVA, com posterior

interpretagdo multivariada com base nas normas CND e seus indices de desequilibrio.

Os resultados completos deste estudo estdo apresentados na secdo 3.1 —
Resultados Obtidos — Artigo 1: “Clones de cacaueiro modulam a tolerdncia a doengas
dos frutos e desequilibrios nutricionais, potencializando a produ¢do do cacau na

Amazonia.”

2.2 Estudos sobre os atributos de qualidade da produc¢ao do cacau

Esta etapa da pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito da fermentacdo e da
auséncia desse processo sobre os atributos nutricionais, bioquimicos e antioxidantes de
améndoas de cacau oriundas de diferentes clones cultivados na Amazonia. O estudo foi
conduzido com nove gendtipos, coletados na Estacdo Experimental da CEPLAC, em
Ouro Preto do Oeste (RO), sob condi¢des edafoclimaticas tipicas da regido: clima Am
segundo Koppen, temperatura média anual de 25,6 °C e precipitagdo superior a 2.200

mm (Barbosa; Neves, 1983; INMET, 2024).



Os frutos colhidos foram submetidos a dois tipos de processamento pds-colheita:
fermentado (F), conforme protocolo descrito por Silva Neto et al. (2001), e ndo
fermentado (NF), com secagem direta. Apds a secagem, as améndoas foram trituradas
e utilizadas para andlises laboratoriais, incluindo a determinagdo de macro e
micronutrientes (Bataglia et al.,, 1983), acucares totais (Dubois et al., 1956),
aminoacidos (Yemm; Cocking, 1955), lipideos (IAL, 2008), proteinas soluveis
(Bradford, 1976), fenois totais (Fantozzi; Montedoro, 1978; Gutfinger, 1981), taninos
(Price; Butler, 1977) e antocianinas (Lichtenthaler, 1987). Para a avaliacao do sistema
antioxidante, foram determinados os teores de prolina (Bates et al., 1973), glicina
betaina (Grieve; Grattan, 1983), malondialdeido — MDA (Heath; Packer, 1968) ¢ a
atividade da enzima superdxido dismutase — SOD (Giannopolitis; Ries, 1977). A
atividade especifica da SOD foi normalizada pelo teor de proteinas soliiveis nas

amostras.

Além das andlises univariadas com testes estatisticos (ANOVA e Tukey a 5%
de probabilidade), empregou-se analise multivariada por meio de Andlise de
Componentes Principais (PCA), com o intuito de identificar padrdes bioquimicos
associados aos sistemas F ¢ NF. Também foi realizada analise de correlagao de Pearson

entre varidveis nutricionais e bioquimicas.

A pesquisa fundamenta-se na hipdtese de que a fermentacdo induz estresse
metabolico e reprogramacao bioquimica nas améndoas, modulando teores de compostos
funcionais como fendis, taninos, aminoacidos e antioxidantes enzimaticos € nao
enzimaticos. Além disso, pressupde-se que diferentes clones respondem de maneira
distinta aos tratamentos pos-colheita, o que possibilita identificar materiais mais
adequados para estratégias de processamento especificas, como a producdo de cacau

funcional ou blindado.

Os resultados detalhados desta investigagdo serdo apresentados na se¢do 3.2 —
Resultados Obtidos — Artigo 2: “O uso de clones do cacaueiro e a fermentagdo modulam

o perfil bioquimico e nutricional em améndoas de cacau da Amazoénia.”

2.3 Estudo interlaboratorial da consisténcia diagnostica

Com o objetivo de avaliar a robustez e a aplicabilidade de normas nutricionais



para o cacaueiro na Amazonia Ocidental, foi realizado um estudo interlaboratorial de
consisténcia diagnodstica, envolvendo 194 lavouras comerciais monitoradas em diferentes
municipios do estado de Rondodnia. Essa etapa da pesquisa concentrou-se na analise da
influéncia de variagOes analiticas entre laboratdrios sobre os teores foliares, as normas
obtidas pelo método da Composi¢ao Nutricional Diagnoéstica (CND) e os diagndsticos

gerados a partir dessas normas.

As amostras foliares, compostas por folhas recém-maduras do ter¢o médio da
copa, foram coletadas conforme os protocolos descritos por Chepote et al. (2013) e
Oliveira et al. (2019). O material foi dividido em dois lotes idénticos e analisado
independentemente por dois laboratérios: um pertencente a Embrapa e outro da rede
privada, ambos empregando metodologias analiticas padronizadas. Os dados gerados
foram utilizados para construir trés conjuntos distintos de normas CND: um baseado nos
dados do Laboratério 1, outro com os dados do Laboratorio 2, € um terceiro a partir da

combinag¢do dos dois (conjunto total).

A avaliagdo da consisténcia diagnostica considerou os teores médios e varidncias
dos nutrientes, os indices CND individuais e a frequéncia de coincidéncia entre
diagnosticos gerados com normas distintas (grau de concordancia, GC%). A interpretagao
nutricional foi realizada com base em dois critérios complementares: o Potencial de
Resposta a Adubagdo (PRA), com trés e cinco classes (Wadt et al., 2005), e o critério da
Matéria Seca (Hallmark et al., 1987), que considera a suficiéncia nutricional associada ao

acumulo de biomassa.

Diferentemente dos estudos anteriores, que avaliaram o impacto do estado
nutricional na sanidade dos frutos (Artigo 1) e na qualidade bioquimica das améndoas
(Artigo 2), este estudo teve foco metodologico e estatistico, buscando entender em que
medida o diagnostico nutricional ¢ afetado por variacdes inerentes aos processos
analiticos, mesmo sob condi¢des controladas. Os resultados obtidos oferecem subsidios
técnicos fundamentais para a consolidagdo de um sistema diagnostico regional, que
incorpore ndo apenas normas especificas para as condi¢des da Amazonia, mas também

critérios de controle de qualidade laboratorial e validagdo cruzada de dados.

Além disso, esse estudo permitiu avangar na formulagdo de um modelo integrado
de recomendacdo de adubacdo, o FertilizaCacau (se¢do 2.4), que utiliza as normas CND

como base diagnostica, integrando-as com atributos do solo e metas de produtividade. O



desenvolvimento dessa ferramenta esta sendo finalizado e serd incorporado ao sistema

técnico de apoio a cacauicultura da regido.

Os desdobramentos dessa investigacao estdo descritos na se¢ao 3.3 — Resultados
Obtidos — Artigo 3: “As normas nutricionais foliares permanecem universais? Evidéncias

interlaboratoriais a partir do cacaueiro amazonico.”

2.4 Estudos envolvendo a ciéncia do solo incluso a nutricio de plantas que contribui

para programas de adubacido do cacau (plataforma FertilizaCacau)

A etapa anterior deste relatorio apresentou os fundamentos experimentais que
permitiram a construgdo de normas nutricionais especificas para o cacaueiro na
Amazonia, com base no método CND. Com essas informacgdes consolidadas, esta se¢ao
avanga para a aplicagdo pratica desse conhecimento, detalhando o desenvolvimento de

um sistema de diagnose nutricional regional adaptado a realidade amazonica.

Os teores de macro e micronutrientes foram utilizados para a construgdo de um
conjunto inicial de normas CND, aplicando transformagdes log-centradas que
possibilitam uma interpretagdo multivariada do equilibrio nutricional das plantas (Parent;

Dafir, 1992).

A analise estatistica demonstrou equivaléncia dos teores médios entre as lavouras
monitoradas e aquelas selecionadas para composicao da populacdo de referéncia, com
excecdo do Cu, que apresentou valores mais elevados nas amostras selecionadas. A
comparacdo com dados da literatura revelou que os teores de N, P e K estavam
frequentemente abaixo dos valores considerados 6timos, enquanto nutrientes como Ca,
Mg e os micronutrientes apresentaram variagdes conforme a fonte. Esses resultados
reforgam a importancia de normas nutricionais regionais, com maior sensibilidade a

realidade edafoclimatica e genética local.

Considerando a necessidade de um processo continuo de monitoramento
nutricional com diagnosticos precisos, as normas geradas neste estudo, apresentadas na
Tabela 1, representam uma ferramenta tecnicamente segura para integrar programas de
adubacdo especificos, otimizando a produtividade das lavouras sem riscos de sub ou

superdosagem.



Tabela 1. Normas multivariadas média (MMV) e desvio padrio (DMV) para a
interpretagdo do balanco nutricional pelo método da Composicdo da Diagnose

Nutricional, para os nutrientes N, P, K, Ca, Mg, S, B, Zn, Fe, Mn, Cu e a matéria seca,

Nutriente MMV DMV MMV DMV

N 1,1506791 0,0734035
P -0,0063732 0,0995772
K 0,9403988 0,1168466
Ca 0,9117531 0,1242503
Mg 0,5774635 0,0689090
S 0,0868268 0,1925799
B -1,5616541 0,1021438
Zn -1,2397971 0,2349650
Fe -1,1865829 0,1401032
Mn -0,3572714 0,1911908
Cu -2,1908126 0,2731709
MS 2,8753701 0,0516025

Dados expressos em g kg™,

As informag¢des de dados nutricionais da cultura obtidos com os resultados da
analise quimica foliar, parte realizado na Unesp, e de atributos do solo obtidos pelas
Institui¢des parceiras esta sendo elaborado um método integrado de recomendacao de
adubagdo para lavouras de cacau em Rondonia, considerando a transi¢ao dos sistemas
agroflorestais para o cultivo a pleno sol. Buscou-se desenvolver estratégias que
possibilitem a reposicao eficiente de nutrientes exportados, com énfase em N, P e K,

garantindo tanto a produtividade quanto a sustentabilidade das plantagdes.

Para tanto, esta sendo desenvolvido um modelo que integra a avaliacdo da
fertilidade do solo, a exportacdo de nutrientes e o estado nutricional das plantas,
permitindo recomendacdes mais precisas e adaptadas as condig¢des especificas de cada
lavoura. O manejo de elementos essenciais, como B e Zn, também foi considerado,
assim como a necessidade de calagem e gessagem, visando ajustes adequados as

exigéncias nutricionais da cultura.

Na planilha "DadosBasicos", ¢ essencial fornecer informagdes detalhadas para
sua aplicacdo eficaz (Figura 1). Devem ser incluidos a dimensao do talhdo, a contagem
de cacaueiros em fase produtiva e a produtividade de améndoas secas por hectare. Caso
o usuario utilize o balango nutricional para recomendac¢do de adubagdo, deve inserir os

niveis dos seguintes nutrientes: N, P, K, Ca, Mg, S, B, Zn, Fe, Mn e Cu.

Além disso, € necessario informar dados criticos para a avaliagdo da fertilidade

do solo, como pH em agua, teor de carbono organico, teores trocaveis de Ca, Mg e Al,



K disponivel, acidez potencial, além de P disponivel e P remanescente. Informagdes
adicionais, embora ndo obrigatorias, sdo recomendadas para garantir a correta
identificacdo do talhdo e facilitar a associagdo entre a diagnose foliar e a recomendacao

de adubagao, otimizando o manejo agricola.

Figura 1. Planilha de “DadosBasicos”, da pasta de trabalho FertilizaCacau.
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A planilha "DiagnoseFoliar" (Figura 2) sintetiza o estado nutricional dos
cacaueiros, classificando cada nutriente em cinco categorias: alta insuficiéncia,

insuficiéncia, equilibrado, excesso e alto excesso.

Além disso, apresenta graficos de barras e radar para uma visualizacdo clara e
intuitiva dos dados, facilitando a interpretag@o e auxiliando na tomada de decisdes para

0 manejo nutricional, fornecendo uma base sélida para intervengdes agronomicas.

A terceira planilha, "Recomendacdes", consolida as andlises do estado
nutricional e da fertilidade do solo, orientando a aplicacdo de N, P, K, B e Zn (Figura
3). Também inclui recomendacdes para calagem e/ou gessagem, conforme necessario.
As dosagens sdao especificadas em kg ha™ e gramas por planta, ajustando-se as

necessidades de cada lavoura.



Figura 2. Planilha de “DiagnoseFoliar”, da pasta de trabalho FertilizaCacau.
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A abordagem, pretende superar as limitagdes dos métodos convencionais, que
muitas vezes ndo asseguram o equilibrio nutricional adequado das plantas. Ao alinhar
as recomendagdes de adubacdo com as demandas ambientais e econdmicas da
cacauicultura em Rondonia, o estudo busca contribuir para uma agricultura mais

eficiente, sustentdvel e produtiva, promovendo a implementagdo de programas de

fertilizagdo bem fundamentados e equilibrados.



Figura 3. Planilha de “Recomendacdes”, da pasta de trabalho FertilizaCacau.
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A Pasta de Trabalho, contendo as planilhas eletronicas, estd sendo finalizada os
ultimos ajustes junto com os parceiros € em breve estara disponivel para os usuarios

Engenheiros Agronomos e produtores rurais e demais interessados.



3- RESULTADOS OBTIDOS
Os resultados serdo apresentados no formato de artigo cientifico, dividido em trés se¢des
3.1 Resultados Obtidos — Artigo 1: “Clones de cacaueiro modulam a tolerancia a

doencas dos frutos e desequilibrios nutricionais, potencializando a produg¢do do cacau

na Amazonia.”

3.2 Resultados Obtidos — Artigo 2: “O uso de clones do cacaueiro e a fermenta¢do

modulam o perfil bioquimico e nutricional em améndoas de cacau da Amazonia.”

3.3 Resultados Obtidos — Artigo 3: “As normas nutricionais foliares permanecem

universais? Evidéncias interlaboratoriais a partir do cacaueiro amazénico.”
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RESUMO

O cultivo de cacau na Amazonia brasileira tem tido produtividade limitada devido aos
desequilibrios nutricionais associada com alta incidéncia de doencas se destacando a
vassoura-de-bruxa (Moniliophthora perniciosa). Uma estratégia sustentavel para
aumento da produtividade do cacau nesta regido seria uso de clones mais adaptados e
tolerantes a estresses abidticos e bioticos, mas faltam pesquisas. Para isso, foi realizado
um estudo objetivando-se avaliar a interacdo entre estado nutricional, produtividade e
incidéncia da vassoura-de-bruxa em vinte e cinco clones de cacaueiro cultivados na
Amazonia brasileira. Foram analisados dados agrondmicos, incidéncia de doencas nos
frutos e teores foliares de nutrientes, com o uso da Diagnose de Composi¢ao Nutricional
(CND). Os resultados revelaram que na regido amazonica onde foram cultivados os
clones tem-se desequilibrios nutricionais sendo os mais criticos o excesso de N e a
deficiéncia de B. O clone EEOP 96 apresentou a maior incidéncia de vassoura-de-bruxa
e produtividade reduzida, estando associado a maior desbalango nutricional. Em
contrapartida, os clones EEOP 63 e EEOP 65 combinaram alta produtividade com menor
incidéncia da doenca indicando maior homeostase nutricional lidando melhor com os
desequilibrios nutricionais. A PCA confirmou a associacdo desses clones com maiores
teores de Mn, Ca, Zn e Fe associado com maior produtividade e equilibrio nutricional.
Essa pesquisa propde que a selecdo de clones pode melhorar tolerancia a doenca nos
frutos e o desequilibrio nutricional e potencializar a producdo sustentavel do cacau na
Amazonia.

Palavras-chave: Theobroma cacao; Diagnose nutricional; Vassoura-de-bruxa;
Produtividade; Analise multivariada.

INTRODUCAO

O cacau (Theobroma cacao L.) € uma arvore tropical originaria da Bacia
Amazonica e uma das culturas perenes mais importantes do mundo (Hebbar et al., 2019).
Essa espécie é cultivada globalmente em regiGes tropicais Umidas tendo grande

importancia comercial, especialmente para as industrias alimenticia, devido ao uso de



seus gréos na producéo de chocolate (Lahive et al., 2019; Hebbar et al., 2019). Em, 2023,
a producdo mundial foi estimada em 4,98 milhdes de toneladas (ICCO, 2023)
concentrando na Africa e menor proporgdo nas Américas incluindo Equador e o Brasil
(ICCO, 2023; Kongor et al., 2024) e especialmente na regido Amazénica (IBGE, 2024a).

Na regido Amazonica, diversos fatores podem afetar a produtividade do cacau,
especialmente a alta umidade e a precipitacdo excessiva, que criam um ambiente
favoravel ao desenvolvimento de doencas fangicas (Kongor et al., 2024) destacando-se a
vassoura-de-bruxa (Moniliophthora perniciosa) (Braga et al., 2024; Lima et al., 2022).
Essa doenca causa debilitacdo geral das arvores, causada pela intensa emissdo de
brotacdes, associada a podriddo dos frutos, € considerada a principal causa de perdas na
safra (Purdy e Schmidt, 1996).

Outro fator fundamental a ser destacado € a nutricdo mineral equilibrada pois
favorece a produtividade e resisténcia as doencas, impactando diretamente a qualidade
dos frutos (Kongor et al., 2024; Suh e Molua, 2022). Na regido amazonica, ainda sdo
escassas as pesquisas que subsidiem programas robustos de recomendacdo de adubagéo
para 0 cacaueiro. Isso pode resultar tanto em préticas de fertilizacdo excessivas quanto
em adubacdes insuficientes, comprometendo o estado nutricional das plantas. Embora
existam estudos que caracterizam a fertilidade dos solos amazonicos (Numata et al., 2002;
Barboza et al.,, 2011; Martins et al., 2023), muitos deles concentram-se nos
macronutrientes, deixando de lado elementos essenciais como 0s micronutrientes. Essa
lacuna é relevante, considerando que solos da regido frequentemente apresentam baixos
teores de micronutrientes como boro, zinco, cobre e manganés (Viégas et al., 2000).

A absorcdo dos nutrientes, transporte e redistribuicdo e seus efeitos no
metabolismo depende de processos bioquimicos tendo muitos compostos envolvidos
como as enzimas que sdo codificadas por genes especificos induzidos por cada clone
(Prado, 2021). E conhecido que a homeostase de nutrientes ao ajustar o metabolismo
vegetal permite que algumas plantas mantenham produtividade mesmo sob alguma
limitacdo nutricional de curto prazo ou em condic6es de estresse bidtico. No entanto, isso
depende do genotipo e das interacbes ambientais, sendo um fator essencial para a
resiliéncia da planta contra doencas e condigdes adversas (Assuncéo et al., 2022; Braga
et al., 2024). Dessa forma, compreender a relacdo entre nutricdo, produtividade e
tolerancia a doencas pode contribuir para estratégias mais eficientes de manejo e
indicacdo de potenciais clones para estudos complementares de melhoramento genético.

Para isso, € primordial realizar uma avaliacdo nutricional precisa do cacaueiro.



Nesse contexto, as abordagens multivariadas se destacam como métodos avancados, pois
permitem uma interpretacdo mais abrangente das interagdes entre 0s nutrientes e seu
impacto na produtividade. Assim, a Diagnose de Composic¢ao Nutricional (CND) (Parent
e Dafir, 1992) se estabelece como uma ferramenta precisa para determinar o estado
nutricional da planta (Souza et al., 2025; Traspadini et al., 2024), pois com os indices
nutricionais € possivel categorizar os nutrientes do mais ao menos limitante (Souza et al.,
2023). No entanto, ainda sdo escassos 0s estudos que avaliaram o estado nutricional do
cacaueiro utilizando essa ferramenta.

O uso de ferramentas eficientes na avaliacdo do estado nutricional do cacaueiro
associado a busca por genotipos adaptados as condigdes da Amazo6nia € um ponto-chave
para 0 avango da cacauicultura na regido. A maioria dos estudos que avaliaram diferentes
gendtipos de cacau foram realizados fora da regido amazonica (Benjamin et al., 2025;
Braga et al., 2024; Pereira et al., 2021; Macédo et al., 2021; Marrocos et al., 2020; Lima
etal., 2013). Os estudos realizados na Amazonia (Arévalo-Hernandez et al., 2022; Rosas-
Patifio et al., 2021; Paramo et al., 2015; Lima et al., 2022; Almeida et al., 2016; Okabe et
al., 2004; Carvalho et al., 2001) ndo contemplam avaliacdo mais ampla das respostas de
diferentes clones de cacau envolvendo a nutricdo da planta associado a incidéncia de
doengas.

Diante desse cendrio, este estudo busca compreender o impacto de diferentes
materiais genéticos de cacau e os seus efeitos na relacdo entre produtividade, estado
nutricional e tolerancia & vassoura-de-bruxa em clones cultivados na Amazo6nia. Nossa
hipGtese central é que determinados clones podem lidar melhor com desequilibrio
nutricional tendo tolerancia a doencas dos frutos de cacau mantendo alta produtividade.

Se essa hipotese for aceita serd possivel indicar clones mais adaptados as
condicdes adversas dos agroecossistemas do cacau da Amazoénia podendo potencializar a
produtividade da cultura sem risco para ambiente e economicamente favoravel garantindo
a sustentabilidade desta cultura estando alinhado aos objetivos do desenvolvimento
sustentavel (ODS).

MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi realizada com diferentes materiais genéticos de cacau
cultivado em Acrisols na regido Amazonica na Estacdo Experimental da Comisséo
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (Ceplac) (10°42'30"S, 62°13'30"W), situada no



municipio de Ouro Preto do Oeste, Brasil e com clima da regido tipo Am conforme
Kdppen. Inclusive nesta regido a temperatura média anual é de 25,6 °C, com umidade
relativa média do ar de 89% e precipitacdo anual superior a 2.200 mm (Barbosa e Neves,
1983). Durante o ano experimental de 2024 foram obtidos dados meteoroldgicos obtido
pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, 2024) (Figura 1).

Figura 1. Variacdo diéria da temperatura do ar, umidade do ar e precipitacdo pluvial ao
leste do estado de Ronddnia, Brasil.
Fonte: INMET (2024)
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O estudo foi realizado em uma area de producédo de cacau com oito anos de idade,
utilizando vinte e cinco clones dispostos em blocos ao acaso com trés repeticdes. As
plantas foram cultivadas em um espacamento entre plantas 3m x 3 m, resultando em uma
densidade populacional de 1.111 plantas por hectare. Os clones avaliados pertencem aos
seguintes grupos: Para (P 12), Para hibrido (PH 16), Para seletivo (PS 1319), Ipiranga 1,
Bahia Norte (BN 34), Clone Amazonico (CA 1.4), Cacau Cabruca (CAB 214), Colecao
Castro Naranjal (CCN 51), Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC 2005) e Estacao
Experimental de Ouro Preto (EEOP 23, EEOP 26, EEOP 28, EEOP 32, EEOP 33, EEOP
63, EEOP 65, EEOP 66, EEOP 69, EEOP 80, EEOP 83, EEOP 89, EEOP 92, EEOP 96,
EEOP 97). A unidade experimental foi composta por nove plantas de cacau.

Foram realizadas colheitas nos dias 2 e 30 de julho de 2024 e nessa ocasido houve
uma categorizacdo dos frutos quanto a incidéncia de ataque da broca-dos-frutos, da
vassoura-de-bruxa e de sementes germinadas e foi obtido o numero total de frutos. Os



frutos saudaveis foram analisados individualmente e com auxilio de uma balanca analitica
e foi obtido a massa da vagem inteira (kg), massa das sementes com mucilagem por fruto
(kg), massa das sementes com mucilagem (kg ha™'), nimero de sementes por fruto e
numero de frutos por hectare. A massa total das sementes frescas foi calculada pelo
somatorio das massas individuais de cada fruto, enquanto a massa media das sementes
por fruto foi obtida pela divisdo da massa total pelo nimero de frutos analisados.

Realizou-se a amostragem foliar (1 de agosto de 2024) do cacaueiro para avaliar
0 estado nutricional das plantas a partir da coleta de quatro folhas recém-maduras do terco
médio da planta em nove cacaueiros totalizando trinta e seis folhas por parcela
experimental. Em seguida, as folhas foram lavadas utilizando solu¢do com detergente
neutro e agua e posteriormente, as amostras foram secas em estufa de circulacdo de ar
fechada a 60 a 65°C até atingirem massa constante e foram moidas em moinho de facas
tipo willey. Em seguida, realizou-se a analise quimica foliar para determinacao dos teores
de N, P, K, S, Ca, Mg, B, Cu, Fe, Mn e Zn, conforme métodos descritos por Bataglia et
al. (1983). Os teores foliares de Si foram analisados segundo Kraska e Breitenbach
(2010), enquanto os teores de carbono total foram determinados de acordo com Tedesco
et al. (1995).

A partir dos teores foliares dos nutrientes do cacaueiro foi realizado a diagnose
nutricional dos nutrientes a partir do método de Compositional Nutrient Diagnosis (CND)
(Parent e Dafir, 1992). Para essa etapa, foi calculada a relacdo multivariada dos nutrientes
(zNutrj) no conjunto de dados, possibilitando a comparagdo com a norma CND, que
corresponde 2 média (mNutrj) e ao desvio-padrao (sNutrj) das relacdes multivariadas
obtidas a partir de lavouras de alta produtividade (Traspadini et al. 2019). Essa
comparacao consiste no calculo dos indices nutricionais (Eg.1). A norma foi estabelecida
com base em um conjunto de 194 areas comerciais de cacau na Amazoénia, monitoradas
em regides proximas a area experimental (dados nédo publicados).

i_Nutr; = (zNutr; - mNutr;) / sNutr; [1]

Em que, i_Nutrj representa o indice CND do nutriente; zNutr; é a relagdo
multivariada para o nutriente; mNutrj e sNutr; sdo a média e o desvio-padrao das relagdes
multivariadas do nutriente (norma CND), respectivamente; j representa cada nutriente
especifico dentro do conjunto de nutrientes avaliados.

The index can be negative, zero, or positive, depending on whether the
multivariate relationship is below, equal to, or above the reference mean, respectively. To

interpret the CND indices, the Responsiveness to Fertilization method was applied, using



the Average Nutrient Balance Index (aNBI) as the classification criterion (Wadt, 2005).
The aNBI was calculated as the sum of the absolute values of the individual nutrient
balance indices (i) (Alvarez & Leite, 1999), divided by the number of evaluated nutrients
(n) (Eq. 2).
aNBI= {JiN| +|iK]| + |iCa| + [iMg| + [iCa| + [iP+ [iS[*+ iMn| + |iFe| + |iZ| + [iCu] + [iB[}/n [2]
In the Responsiveness to Fertilization method (Wadt, 2005), each nutritional
diagnosis considers both the Index value and the aNBI. An index is classified as
insufficient when it has a negative value and its absolute magnitude exceeds 50% of the
aNBI (Eqg. 3). Similarly, an index is classified as exceeded when it has a positive value
and its absolute magnitude also exceeds 50% of the aNBI (Eq. 4). In all other cases, the
index is considered balanced.
Insufficient: Index <0 and |Index| > 0,5 x aNBI [3]
Exceeded: Index > 0 and |Index| > 0,5 x aNBlI [4]
Para a analise estatistica, os dados foram submetidos & andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software
Python. A analise multivariada foi realizada por Analise de Componentes Principais
(PCA\) para identificar padrbes entre os clones. O método de agrupamento K-Means foi
aplicado para segmentacdo dos genotipos com base nas varidveis estudadas. A matriz de
cargas fatoriais foi utilizada para identificar as variaveis com maior influéncia na
separacdo dos componentes principais. As analises foram conduzidas no Python,

utilizando as bibliotecas scikit-learn e matplotlib.
RESULTADOS

A incidéncia da broca-dos-frutos (F=0,71"; p>0,05), germinacdo de sementes
(F=0,84"; p>0,05), massa de uma semente (F=1,07"; p>0.05), e a massa das sementes
por fruto (F=1,47"; p>0.05) ndo foram afetados pelos tratamentos.

O clone EEOP 96 apresentou a maior incidéncia de vassoura-de-bruxa em
comparacgdo aos demais clones (Figura 1a). O Clone EEOP 63 apresenta o maior nimero
de frutos por hectare entre os clones avaliados (Figura 1b). Para a massa das sementes
por hectare, o clone EEOP 63 se destacou, mas de forma semelhante ao EEOP 65, porém
esse segundo clone diferiu apenas dos clones PS 1319, P 12, SJ 02, PH 16, CAB 214 ¢
EEOP 66 (Figura 1c). O clone CA 1.4 apresentou o maior valor para a massa por fruto
(inteiro), se diferindo estaticamente dos demais clones avaliados (Figura 2d). Para o

numero de sementes por fruto, houve maior destaque aos clones EEOP 65, EEOP 33 e



PS 1319, EEOP 28 e BN 34 (Figura 1e), porém eles se diferem estatisticamente apenas

dos clones PH 16, CAB 214, P 12, EEOP 66 e IPIRANGA.

Figura 1. Efeitos de vinte e cinco clones de cacau na incidéncia da vassoura de bruxa nos
frutos (a), frutos por hectare (b) massa de sementes por hectare (c) massa por fruto (d),
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afetados pelos tratamentos. Para o teor foliar de N o clone EEOP 32 se destacou, mas

1.45"; p>0,05) e carbono (F

1.48"; p>0.05) Zn (F

Fe (F=

de forma semelhante ao PH 16, porém esse segundo clone diferiu apenas dos clones

EEOP 26 e BN 34 (Figura 2a).



Figura 2. Efeitos de vinte e cinco clones de cacau nos teores médios de nitrogénio (N)
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Clones

Os teores de P foliar foram baixo para os clones PH 16, EEOP 26, CAB 214,



EEOP 80, IPIRANGA, PS 1319, EEOP 97 e CEPEC 5 em relacdo aos demais clones
(Figura 3b). Para os teores foliares de K a maioria dos clones apresentaram teores
elevados exceto os clones PS 1319 e PH 16 (Figura 2c). O teor de Ca se destacou para o
Clone EEOP 28 mas para os clones PH 16 e PS 1319 tiveram menos teores deste elemento
(Figura 2d). Para o teor foliar de Mg o clone EEOP 28 se destacou, mas de forma
semelhante ao EEOP 65, porém esse segundo clone diferiu apenas dos clones PS 1319 e
PH 16 (Figura 2e).

Os clones EEOP 28, EEOP 89 e EEOP 97 apresentaram os maiores teores foliares
de Si, diferenciando-se estatisticamente dos demais (Figura 2f). Em contraste, os menores
teores de silicio foram observados nos clones EEOP 69, EEOP 33, CA 14, CAB 214, PS
1319, SJ 02, EEOP 32 e BN 34. Os maiores teores foliares de Cu foram obtidos nos clones
EEOP 33, EEOP 28, BN 34, EEOP 32, P 12, CA 14 e CCN 51, mas os clones PH 186,
IPIRANGA, CEPEC 5, EEOP 97 e SJ 02, apresentaram 0s menores teores deste nutriente
(Figura 29g).

O aNBI variou de 5,1 a 5,6 entre os clones, tendo indice baixo para os clones
EEOP 33 e CCN 51, indicando menor desbalanco entre os nutrientes (Figura 3) e indices
altos (5,6) para os clones EEOP 66, EEOP 69 e P12 que indicam maior desbalanco
nutricional.

Essa variagdo no aNBI reflete diretamente os desequilibrios nutricionais
observados entre os clones. Em particular, os resultados indicam que N, K, Mg e Ca
apresentaram valores positivos elevados, superiores ao aNBI, sugerindo um maior
desbalanco nutricional com tendéncia para o excesso. No entanto, deve-se destacar que
houve variacdo entre os clones, ou seja, houve diferentes niveis de desordens
nutricionais entre os materiais genéticos estudados. Houve maiores indices de N, que
variou de 19,9 (BN 34) a 30,7 (PH 16). Para K, os teores oscilaram entre 15,1 (PH 16)
e 21,3 (EEOP 32). O Mg variou de 12,6 (PH 16) a 20,8 (EEOP 32), enquanto Ca
apresentou a menor variagao, de 11,2 (BN 34) a 16,7 (EEOP 97).

Em contraste, Zn, Cu e B apresentaram valores negativos expressivos,
caracterizando deficiéncia generalizada (Figura 3). Zn variou de -8,1 (PH 16) a -4,8
(CAB 214), Cude -11,8 (PH 16) a-8,2 (BN 34), e B de -17,8 (IPIRANGA) a-11,0 (PH
16). Enquanto, os indices de P e de S apresentaram valores proximos de zero e abaixo
do aNBlI, indicando equilibrio nutricional (Figura 3). P variou de -2,0 (IPIRANGA) a
4,2 (EEOP 32), enquanto S oscilou entre -0,4 (EEOP 28) e 3,5 (PH 16). Entre os

micronutrientes, Mn e Fe também apresentaram valores proximos de zero, mas com



maior variacdo, alternando entre valores acima e abaixo do aNBI. Mn variou de -7,9
(EEOP 32) a-1,6 (EEOP 23), e Fe de 1,4 (PS 1318) a -9,6 (CAB 214).

Figura 3. Mapa de calor da ordem de limitag&o nutricional N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu,
Mn, Zn e Fe, em vinte e cinco clones de cacaueiro, determinada com base nos indices
nutricionais obtidos pelo método CND.
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Nutritional index

A interpretacdo dos indices nutricionais (Figura 3) com base no aNBI permitiu
consolidar os resultados (Tabela 1), pois indica a porcentagem das classificaces
nutricionais dos vinte e cinco clones de cacaueiro. A diagnose nutricional revelou que,
em 100% dos casos, as plantas apresentaram teores de N, K, Ca e Mg acima do nivel de
suficiéncia, enquanto P e S foram classificados como suficientes em todos 0s
diagnosticos. Quanto aos micronutrientes, B e Cu foram diagnosticados por deficiéncia
atingindo valor de 100% e o Zn atingiu 92%, com poucos casos de suficiéncia. Por outro
lado, Mn e Fe tiveram maior proporcdo de suficiéncia, embora ainda apresentassem
casos de deficiéncia, com incidéncia de 29% e 43%, respectivamente.

Tabela 1. Porcentagem de diagnosticos de deficiéncia (DF), suficiéncia (SF) e excesso
(EX) nutricional em vinte e cinco clones de cacaueiro avaliados na Amazonia.

Diagnostico N P K Ca Mg S B Cu Mn Zn Fe
DF 0 0 0 0 0 0 100 100 29 92 43
SF 0 100 O 0 0O 100 O 0 71 8 57
EX 1000 0 100 100 100 O 0 0 0O 0 0

Os diagnosticos foram realizados a partir de normas CND de referéncia obtidos de 194 lavouras
de Cacau monitoradas em Rondbnia (dados ndo publicados), considerando aNBI (50%)
respectivo a cada clone.



A Andlise de Componentes Principais (PCA) revelou a distribui¢do dos clones de
cacaueiro com base nas caracteristicas avaliadas. Os dois primeiros componentes
principais explicaram 25,8% (PC1) e 17,3% (PC2) da variabilidade total dos dados. A
dispersdo dos clones no espaco multivariado destacou a diversidade genética presente no
grupo avaliado, evidenciando possiveis padrfes de agrupamento entre 0s genotipos
analisados (Figura 4).

Figura 4. Analise de Componentes Principais (PCA) para identificacdo de agrupamento
entre 25 clones de cacaueiro avaliados na Amazonia.
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Os clones EEOP 33, EEOP 65 e EEOP 80 se posicionaram na regido positiva do
PC1, indicando que compartilham caracteristicas associadas a esses eixos. Em
contrapartida, os clones PH 16 e PS 1319 foram alocados na extremidade negativa,
sugerindo perfis contrastantes. O clone EEOP 96, EEOP 23 e EEOP 89, localizado
préximo a regido central e pode apresentar caracteristicas intermediarias entre 0s grupos
extremos. Os clones como CAB 214, P 12, EEOP 69 se agruparam na regido superior do
PC2, sugerindo atributos diferenciados em relacdo aos demais, especialmente ao CEPEC
2005 (Figura 4).

A anélise de componentes principais (PCA) revelou a separacdo dos clones de
cacaueiro em trés grupos distintos com base na composi¢do mineral e produtividade

(Figura 5). O Cluster 0, localizado na regido direita da figura (PC1+ e PC2+), foi



associado a maiores teores de Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Si e de produtividade. No entanto,
esse grupo também apresentou a maior incidéncia de vassoura-de-bruxa. O Cluster 1,
situado na regido inferior esquerda (PC1- e PC2-), indicou maior distanciamento dos
demais grupos, indicando clones com padrdes nutricionais distintos tendo menor
produtividade e ocorréncia da doenca. Ja o Cluster 2, localizado na regido superior
esquerda (PC1- e PC2+), agrupou clones com maiores teores de N, K, B e S, que refletiu
em maior desbalanco nutricional (aBNI). A separacdo dos grupos pode estar relacionada
a variagGes na composicao nutricional, produtividade e respostas a estresses bidticos,

incluindo fatores associados a vassoura-de-bruxa.

Figura 5. Biplot da Anélise de Componentes Principais (PCA) com agrupamento por
K-Means para os clones de cacaueiro avaliados na Amazonia.
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A matriz de cargas fatoriais indica as varidveis que tiveram maior impacto na
separacdo dos clones (Figura 6). O Mn (0,30), iMn (0,29), calcio (0,29), iCa (0,24) e Fe
(0,25) apresentaram as maiores cargas positivas no PC1, indicando que clones com
valores elevados de PC1 tendem a ter maiores concentragdes e indices desses nutrientes.
Em contraste, os indices iN (-0,26), iS (-0,24), iB (-0,24) e aBNI (-0,24) exibiram as
maiores cargas negativas, sugerindo que clones com menor PC1l possuem maior

desbalango nutricional, especialmente em relagdo ao nitrogénio, enxofre e boro.



Assim, os clones PH 16, SJ 02, CAB 214 e EEOP 66, localizados a esquerda do
grafico PCA (PC1 menor) (Figura 4), apresentaram os maiores valores de aBNI e indices
nutricionais elevados (iN e iB), refletindo um desbalango mais acentuado. Em
contrapartida, os clones EEOP 28, CCN 51, EEOP 65 e EEOP 63, posicionados a direita
(PC1 maior), exibiram menor desbalanco nutricional e maior disponibilidade de
manganés, célcio, magnésio, ferro e zinco, sendo EEOP 65 e EEOP 63 os de maior
produtividade.

Figura 6. Heatmap das cargas fatoriais nos componentes principais (PC) para clones de
cacaueiro avaliados na Amazonia.
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O PC2 destacou o papel do potéssio (0,34), iK (0,28), cobre (0,33), iCu (0,33),
zinco (0,28), iZn (0,27) e iMg (0,29) apresentaram as maiores cargas positivas no PC2,
indicando que clones com valores elevados de PC2 tendem a ter maiores concentragoes
desses nutrientes e indices. O silicio (-0,22) apresentaram cargas negativas, indicando que
clones com maior acumulo desses elementos se posicionaram de forma distinta no
segundo componente principal.

Nesse contexto, os clones EEOP 63, EEOP 96, EEOP 23, CCN 51, que possuem
valores mais elevados de PC1 e PC2, apresentaram maior produtividade e teores de
silicio. Os clones como EEOP 97 e IPIRANGA, situados no quadrante oposto (PC1
negativo e PC2 positivo), tendem a apresentar menores teores de silicio. Os clones PH 16

e PS 1319, localizados no quadrante de PC1 negativo e PC2 negativo, também se



distanciam da influéncia do silicio, o que pode indicar diferencas na absor¢do ou na

alocacdo desse nutriente em relacéo aos demais gendtipos avaliados.

DISCUSSAO

A regido Amazonica tem ampliado o cultivo do cacau, mas ainda enfrenta desafios
para aumentar a produtividade (Kongor et al., 2024; Suh e Molua, 2022). Um dos
principais entraves é a severidade do patégeno Moniliophthora perniciosa, causador da
vassoura-de-bruxa (Santos et al., 2023; Cilas e Bastide, 2020), que compromete a
producdo e a qualidade dos frutos (Kongor et al., 2024).

Uma estratégia eficaz para reduzir as perdas causadas pela doenca é o uso de
clones mais tolerantes (Pereira et al., 2024), abordagem ja investigada em diversas regides
do Brasil (Pereira et al., 2021; Macédo et al., 2021; Marrocos et al., 2020; Lima et al.,
2013) e também na Amazénia (Arévalo-Hernandez et al., 2022; Rosas-Patifio et al., 2021;
Paramo et al., 2015; Lima et al., 2022; Almeida et al., 2016; Okabe et al., 2004). No
entanto, esses estudos tiveram foco na produtividade em condi¢bes nutricionais
otimizadas ndo considerando a relagédo entre a vassoura-de-bruxa detectada nos frutos e a
produtividade e a influéncia do estado nutricional da cultura do cacau.

Isso € relevante porque o cultivo do cacau na regido amazbnica pode ter
desequilibrios nutricionais aliada a presséo por doencas e, portanto, é primordial avancar
nos estudos para identificar clones mais adaptados a essas condicdes reais de cultivo.
Evidenciamos, de forma geral, por meio do uso do método CND, uma ferramenta
avancada para avaliacdo nutricional, que a cultura do cacau na &rea estudada,
representativa de areas amazonicas adjacentes, apresenta desequilibrios sendo mais
critico o excesso de N e a deficiéncia de B. Inclusive existem indicagdes que o cacaueiro
cultivado na Amazénia também obtiverem alto teor foliar de N especialmente no clone
CCN-51 (Paramo et al., 2015) e pode ter solos com deficiéncia de micronutrientes
possivelmente devido material de origem do solo e aos processos de intemperizagao
(Viégas et al., 2000; Barboza et al., 2011).

Observamos que o clone EEOP 96 se destacou tendo alta incidéncia da doenca
nos frutos e isso resultou em diminui¢do da produtividade do cacau proximo de 32% em
relacdo ao clone mais produtivo. Isso ocorreu porque os danos causados pela vassoura-
de-bruxa debilitam as arvores, devido a intensa descarga de brotos e podridao dos frutos,

resultando em prejuizos produtivos significativos (Purdy & Schmidt, 1996).



E possivel que esse clone pode néo ter lidado bem com as desordens nutricionais
da érea de cultivo especialmente os mais criticos induzido pelo excesso de N e deficiéncia
de B e de Cu e consequentemente aumentou a incidéncia de doenca pelo fato que esses
nutrientes tém relacdo direta com enfermidades e nutricdo da planta. A extensao destes
desequilibrios na planta depende do fator genético pois o metabolismo destes nutrientes
é afetado por processos enziméticos codificados por genes que governa o metabolismo e
as sinteses organicas para o crescimento e a defesa da planta (Prado, 2021).

Por exemplo, o excesso de N em plantas se ndo metabolizado rapidamente pode
acumular nas células compostos de baixo peso molecular que € considerado alimento para
0 patégeno (Sun et al., 2020). Enquanto a deficiéncia de B causa prejuizos na formagéo
das membranas e da parede celular que confere rigidez no tecido vegetal (Riaz et al.,
2018), fato semelhante com o Cu pois sua falta diminuir a lignificacdo da parede celular
(Liu et al., 2014). E possivel que esse clone tem restricdes no processo de absorcao e uso
destes micronutrientes associado a uma baixa habilidade para uma homeostase destes
nutrientes nas células para evitar prejuizos no metabolismo celular e consequentemente
limita o sistema de defesa da planta e a producéo.

Inclusive a analise de componentes principais reforca essa hipdtese ao posicionar
o clone EEOP 96 em uma regido central da figura, afastada dos quadrantes relacionados
aos maiores valores de produtividade, equilibrio nutricional e teores adequados de
micronutrientes como Mn, Ca e Zn. Portanto, esse clone tem sua posicdo proxima a
vetores associados a excesso de nitrogénio (N e iN) e a deficiéncias relativas de B, Cu e
outros micronutrientes, evidenciando sua associagdo com o desequilibrio nutricional
geral. Isso sugere baixa eficiéncia na homeostase i6nica e nutricional, pode ter
comprometido ndo apenas a producao, mas também a ativacao dos mecanismos de defesa
da planta contra o patdgeno.

Esses resultados indicam a importancia para selecdo de clones tolerantes a
vassoura de bruxa fato que foi constatado para maioria dos clones estudados exceto EEOP
96. A resisténcia genética tem sido amplamente considerada uma estratégia essencial para
0 manejo da vassoura-de-bruxa (Pereira et al., 2024; Macédo et al., 2021; Pereira et al.,
2021) e pode variar entre gendtipos, impactando diretamente a produtividade (Pereira et
al., 2021).

Um destaque relevante que os clones EEOP 63 e EEOP 65 estudados cultivados
na regido Amazonica se destacaram tendo alta producéo de massa de sementes por hectare

e conciliou com maior tolerdncia da doenca. Resultados semelhantes realizados na mesma



regido foram obtidos com outro clone EEOP 33 que indicou boa tolerancia a doenca e
produtivo (Almeida et al., 2016).

E possivel que esses resultados da baixa incidéncia da doenca nestes clones EEOP
63 e EEOP 65 podem ter ocorrido pelo fato que a infecgcdo possa ter ocorrido apenas na
fase reprodutiva ndo afetando a parte vegetativa da planta e especialmente ao aspecto
nutricional destes genoétipos que pode fortalecer o sistema de defesa da planta e manter
alta produtividade.

Evidenciamos que esses clones também se destacaram em relacdo aos demais
clones devido altos teores foliares de P, K, Ca, Mg que sdo nutrientes importantes no
sistema de defesa da planta. Soma-se a isso, que esses clones mais produtivos tenham
lidado melhor com desequilibrios indicado pelo método CND ou seja 0 excesso de N e
deficiéncia de B. Isso pode ter ocorrido devido a maior eficiéncia nutricional destes clones
especialmente na alta assimilacdo do N (Prado, 2021) associado maior eficiéncia de
absorcdo dos nutrientes que depende dos clones (Arévalo-Gardini et al., 2021).

Isso ocorre pelo fato dos transportadores das membranas nutrientes de alta
eficiéncia que pode aumentar a absorcdo dos micronutrientes como o B evitando a
deficiéncia e comprometimento das suas funcGes nutricionais na formacdo da parede
celular e na fase reprodutiva no pegamento da florada e na frutificagdo (Prado, 2021).
Inclusive nesses dois clones a suficiéncia de Mn e de Fe, pode ter sustentado um
metabolismo mais eficiente destes nutrientes e, consequentemente, fortalecido sistema de
defesa aliado aos bons rendimentos destes clones. Observou-se também que nestes clones
ndo apresentaram baixos teores de silicio em relagdo aos demais clones. Inclusive esse
elemento por fortalecer as paredes celulares tem efeito fisico de defesa contra patdgenos
(Prado et al., 2024), além de atenuar o estresse oxidativo (Pandey et al., 2024), o que pode
ter contribuido para a tolerancia a vassoura-de-bruxa e manutenc¢éo da produtividade.

Evidenciamos pela analise de componentes principais (PCA) que os clones mais
produtivos foram agrupados em regides influenciadas por nimero de sementes, massa
total de sementes e balango nutricional adequado, indicando forte correlagédo entre esses
fatores e o desempenho agrondmico. Inclusive o clone EEOP 65, que apresentou apenas
6% de incidéncia de vassoura-de-bruxa e a alta produtividade esteve associado aos niveis
adequados de micronutrientes como Mn, Zn, Fe e Ca. E de forma geral para os clones
mais produtivos os nutrientes K, Cu, Mn, Ca, Mg e Zn que foram determinantes. 1sso
difere parcialmente de Marrocos et al. (2020), que destacaram K, Ca e Mg como

elementos mais associados a produtividade. Cabe destacar que no presente estudo a maior



influéncia dos nutrientes indicados na produtividade do cacau pode estar relacionada as
caracteristicas edafocliméticas especificas da regido amazonica e especialmente do
material genético utilizado.

Um outro aspecto importante é compreender melhor porque clones com
determinada tolerancia a vassoura-de-bruxa esteve associada com baixa produtividade
fatos que ficaram mais evidentes nos clones PH 16, PS 1319, CAB 214, P 12, SJ 02,
EEOP 66 possivelmente por restrigdes nutricionais. Esses resultados ndo sdao de comum
ocorréncia pois é mais frequente ter clones (EEOP 23) mais sensiveis a doenca com
producdo limitada (Almeida et al, 2016).

Inclusive evidenciamos que nestes clones de baixa produtividade também tiveram
0s menores teores foliares de alguns nutrientes em relacdo aos demais clones reforgando
a relevancia da questdo nutricional. Verificamos teores baixos de diferentes elementos
com destaque aos clones PH 16 (K, Ca, Mg, Cu) e PS 1319 (P, K, Ca, Mg e Si) em relacédo
aos clones CAB 214 (P, Mg e Si), SJ02 (Mg, Cu e Si) e P12 (Mg). No entanto, pela
diagnose do CND essas variagdes dos teores foliares podem ter contribuido para induzir
um maior desequilibrio de outros nutrientes e consequentemente esses clones ndo foram
eficientes para lidar com essas desordens nutricionais mais criticas como excesso de N e
a deficiéncia de B. Inclusive os clones PH 16, SJ 02, CAB 214 e EEOP 66, localizados a
esquerda do grafico PCA (PC1 menor) (Figura 4), apresentaram os maiores valores de
aBNI e indices nutricionais negativos (iN e iB), refletindo um desbalango nutricional
mais acentuado.

Além disso, clones com maior desbalanco nutricional (maiores aBNI), como
EEOP 66 e P 12, também foram os menos produtivos. E ainda, os clones P12, SJ 02, PH
16, EEOP 66 e CAB 214, apresentaram deficiéncia de B moderada e severa para Mn e/ou
Fe em relacdo aos clones mais produtivos. Isso indica que, embora a deficiéncia de B seja
importante, a limitag&o de outros micronutrientes, como Mn e Fe, pode ter exercido maior
influéncia negativa sobre o desempenho produtivo desses genétipos. A deficiéncia de Mn
afeta a estabilidade do PSIl e a organizacdo dos tilacoides, reduzindo a eficiéncia
fotoquimica (Messant et al., 2023), enquanto a deficiéncia de Fe compromete a captacéo
de luz limitando a sintese de clorofila e a atividade fotossintética (Roosta et al., 2018).

A interacdo entre K e Ca € conhecida, pois altos teores de K podem reduzir a
absorcdo de Ca, comprometendo a formacdo da parede celular e o transporte de
carboidratos (Prado, 2021). Por exemplo, clones com baixa produgdo como PH 16 e CAB

214, apresentaram teores mais altos de K e baixos de Ca, sugerindo que esse desbalanco



pode ter também prejudicado seu desempenho agrondmico.

De forma geral nesta pesquisa evidenciamos que o material genético do cacaueiro
modula a tolerancia a vassoura de bruxa por promover o equilibrio nutricional e alta
producdo. Isso pode ser uma estratégia para fortalecer o cultivo sustentavel de cacau na
Amazonia que tem limitagcdes devido alta pressdo por doencgas e ambientes de cultivos
com desequilibrios de nutrientes a partir de clones adaptados estando alinhado com os
objetivos de desenvolvimento sustentavel.

As perspectivas futuras que nos novos estudos que possam avaliar potencial de
diferentes clones possam considerar além da produtividade e a sanidade, mas também o
estado nutricional pois serd importante para maior compreensdo das respostas do
cacaueiro. E relevante também avaliar estudos subjacentes a nivel de expressdo génica
dos clones de cacaueiro associados ao sistema de defesa da planta enzimatico e nédo

enzimatico e nos processos de absorcdo e no metabolismo dos nutrientes.

CONCLUSAO

Desvendamos que a incidéncia de vassoura-de-bruxa variou entre os clones, mas
o EEOP 96 foi mais suscetivel possivelmente por ndo ter lidado com desequilibrios
nutricionais na planta limitando a producdo. E a tolerancia essa doenca pode estar
associada a alta ou baixa producdo dependendo do clone e do estado nutricional.

Evidenciamos que os clones EEOP 63 e EEOP 65 se destacaram por serem mais
produtivos por lidarem melhor especialmente com desequilibrios nutricionais mais
criticos e ainda apresentam uma determinada tolerancia a vassoura de bruxa.

Essa pesquisa propde que a selecdo de clones pode melhorar toleréncia a doenga
nos frutos e o desequilibrio nutricional e potencializar a producéo sustentavel do cacau

na Amazonia.
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3.2 Resultados Obtidos

Artigo 2

“O uso de clones do cacaueiro e a fermentacdo modulam o perfil bioquimico e
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RESUMO

A interacdo dos clones de cacau na Amazbnia e praticas de pds-colheita como
fermentacdo e ndo fermentacdo das améndoas tem impacto na qualidade da producéo,
entretanto esses efeitos sdo pouco desconhecidos. Para isso, esse estudo foi realizado
objetivando-se avaliar os efeitos da fermentacdo e da auséncia de fermentacdo sobre
atributos bioquimicos e nutricionais de améndoas de diferentes clones de cacau e
produtividade em plantas cultivadas na Amazo6nia. Foram analisados nove clones
combinados com dois processos de pos-colheita das améndoas (fermentado e nédo
fermentado) de cacau cultivado na regido Amazonica do Brasil. Avaliaram-se os teores
de N, P, K, S, Ca, Mg, B, Cu, Fe, Mn, Zn, compostos bioativos fendis, taninos,
antocianinas e os teores dos metabdlitos prolina, GB e teores de MDA e atividade da
enzima SOD. De forma geral as améndoas fermentadas se associaram a maiores teores
de aminoacidos, SOD, K, Mg, glicina betaina, Zn e Fe e as ndo fermentadas apresentaram
maiores niveis de agucares, fendis, taninos, proteinas, MDA e antocianinas. O clone CCN
51 apresentou o perfil biogquimico mais equilibrado em améndoas nos dois processos de
pos-colheita, enquanto EEOP 63 reuniu elevada produtividade e desempenho funcional.
Essa pesquisa propde que é possivel potencializar a qualidade das améndoas de cacau na
Amazbnia a partir da escolha de clones diferenciados em sistema de pds-colheita
fermentado e ndo fermentado conciliando atributos ligado a produtividade, saide e
inovagdo no mercado de chocolates especiais.

Palavras-chave: Fermentacdo; Compostos bioativos; Estresse oxidativo; Antioxidantes;
Glicina betaina.

INTRODUCAO

O cacau (Theobroma cacao L.) € uma das culturas tropicais de maior relevancia
socioeconbémica mundial, impulsionada principalmente pela industria de chocolates e

derivados. A qualidade das améndoas € determinada por uma série de fatores genéticos,



ambientais e de processamento, entre 0s quais a fermentacdo pos-colheita desempenha
papel central na formagao do perfil sensorial caracteristico do produto (Svarc-Gajié et al.,
2023).

Durante a fermentacéo, transformacgdes microbianas e enzimaticas promovem a
degradacdo da mucilagem, a ativacao de vias metabolicas e a formacao de precursores de
aroma, sabor e cor (Kadow, 2020), além de reduzir compostos responsaveis pela
adstringéncia e amargor (Rawel et al., 2019). Além da sua contribuicdo sensorial e
funcional, a fermentacdo impde um estresse metabolico moderado as améndoas,
induzindo respostas bioquimicas associadas ao acumulo de compostos osmoprotetores e
antioxidantes, como prolina, glicina betaina (GB) e a enzima superdxido dismutase
(SOD) (Ashraf & Foolad, 2007; Hoque et al., 2007; Ding et al., 2021).

Embora a fermentacdo melhore atributos sensoriais essenciais para a producéao de
chocolate, também induz a degradacao de agUcares, proteinas e a oxidagdo de compostos
fendlicos, resultando em perdas expressivas de antioxidantes naturais (Rawel et al., 2019;
Calvo et al.,, 2021). Nesse contexto, abordagens alternativas envolvendo o uso de
améndoas ndo fermentadas ou parcialmente processadas tém ganhado interesse, visando
preservar compostos bioativos sensiveis, como fendis e proteinas, e potencializando o
valor funcional do cacau (Rawel et al., 2019; Melo et al., 2021; Cortez et al., 2023) e 0
desenvolvimento de produtos diferenciados beneficiando a saide (Rawel et al., 2019;
Cortez et al., 2023).

Relatos sugerem que a utilizacdo combinada de améndoas com diferentes niveis
de fermentacdo pode oferecer novas possibilidades de sabor e funcionalidade, de maneira
analoga as praticas de blendagem (Melo et al., 2021).

Os estudos que avaliaram os efeitos do processo de pos-colheita de cacau com uso
ou ndo da fermentacdo concentram os esforcos para avaliar a qualidade sensorial,
incluindo atributos como aroma, sabor, acidez, amargor e adstringéncia (Pedrozo Miguel
et al., 2017; Pérez et al., 2021) e poucos relacionam com os teores dos elementos
quimicos, bioativos e metabdlitos oxidativos. Isso é relevante porgue 0S processos
fermentativos dependendo do gendtipo induz diferencas na capacidade de mobilizag&o de
nutrientes, na degradagdo de compostos fenolicos e na ativacdo de mecanismos de defesa
oxidativa (Cruz et al., 2015; Mihai et al., 2022; Zapata-Alvarez et al., 2024). E possivel
que o processo fermentativo das améndoas dependendo do teor de elementos quimicos
participa do metabolismo bioquimico associado ao metabolismo oxidativo, como prolina,

GB, SOD e malondialdeido (MDA) que pode refletir na qualidade funcional das



améndoas.

Entre os indicadores de dano celular, destaca-se o malondialdeido (MDA),
amplamente utilizado para determinar a peroxidacdo lipidica. Embora seu uso seja
consolidado em estudos biomédicos relacionados ao consumo de cacau (Katz et al., 2011;
Parsaeyan et al., 2014), a quantificacdo de MDA nas améndoas durante o processamento
pos-colheita permanece pouco explorada, podendo oferecer insights relevantes sobre a
integridade fisiologica do grdo e os mecanismos bioquimicos ativados frente ao estresse
oxidativo.

A hipotese é que pode existir clones mais adaptados aos processos de pds-colheita
fermentado e ndo fermentado que possa ser benéfica para qualidade das améndoas
conciliando com maior produtividade. Diante desse contexto, o presente estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos da fermentacdo e da auséncia de fermentacdo sobre
atributos bioguimicos, nutricionais e antioxidantes de améndoas de diferentes clones de
cacau e produtividade em plantas cultivadas na Amazonia.

Se essa hipotese for aceita sera possivel identificar o clone de cacau da Amaz6nia
com maior qualidade em diferentes sistemas de pds-colheita para melhor atender as
demandas especificas da industria alimenticia. Essas informacGes do melhor clone de
cacau a ser cultivado podem potencializar a qualidade da matéria prima das inddstrias e
podera garantir maior retorno econémico do cultivo sem custo adicional fortalecendo a

cadeia cacaueira da Amazonia.

MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi realizada com diferentes materiais genéticos de cacau
cultivado em Acrisols na regido Amazonica na Estagdo Experimental da Comisséo
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (Ceplac) (10°42'30"S, 62°13'30"W), situada no
municipio de Ouro Preto do Oeste, Brasil. O clima da regido € do tipo Am conforme
Kdppen tendo temperatura média anual é de 25,6 °C, com umidade relativa média do ar
de 89% e precipitacdo pluvial anual superior a 2.200 mm (Barbosa e Neves, 1983).
Durante o ano experimental do cultivo e das avalia¢des pos-colheita foram obtidos dados
meteoroldgicos do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, 2024) (Figura 1).

Observa-se que durante a colheita e processamento dos frutos na area
experimental a temperaturas médias diarias atingiu 26,6 +4,3 °C, com maximas de
35,0£4,8°C ¢ minimas de 19,6+3,7°C e umidade relativa do ar media atingiu
53,4+5,5% (INMET, 2024) (Figura 1). Durante a colheita e pos-colheita do cultivo



realizada de 2 de julho a 10 de agosto de 2024 n&o houve precipitacao pluvial.

Figura 1. Variacao diéria da temperatura do ar, umidade do ar e precipitacdo pluvial ao
leste do estado de Ronddnia, Brasil.
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O estudo foi desenvolvido em uma area de producdo de cacau com oito anos de
idade cultivadas em um espagamento entre plantas 3 m x 3 m, resultando em uma
densidade populacional de 1.111 plantas por hectare.

Os tratamentos estudados foram nove clones de cacaueiro combinado com dois
processos pos-colheita (com e sem fermentacao) dispostos em blocos em acaso com trés
repeticdes. Os clones avaliados pertencem aos seguintes grupos: Bahia Norte (BN 34),
Colecdo Castro Naranjal (CCN 51), Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC 2005) e
Estacdo Experimental de Ouro Preto (EEOP 33, EEOP 63, EEOP 65, EEOP 69, EEOP
80, EEOP 96). A unidade experimental foi composta por nove plantas de cacau.

Foram realizadas colheitas nos dias 2 e 30 de julho de 2024 e os frutos saudaveis
livres de danos foram analisados individualmente para estimar a massa das sementes com
mucilagem por hectare (kg ha™).

As amostras de sementes frescas foram divididas para processamento da pos-
colheita sendo a metade recebeu apenas pré secagem em estufa e classificadas como néo
fermentadas (NF), e a outra foi submetida ao processo fermentativo até a concluséo do
ciclo sendo classificada como fermentadas (F).

Conforme Silva Neto et al. (2001), a fermentacdo das sementes de cacau foi
realizada em cochos de madeira, com drenos para escoamento do mel e aeragdo. A massa

foi coberta com folhas de bananeira ou sacos de aniagem para evitar ressecamento. O



processo durou 5 a 7 dias, com revolvimentos para homogeneizagdo: o primeiro apos 24
horas, o segundo apds 48 horas, seguido por mais dois em intervalos de 24 horas. Apés a
fermentac&o, as amostras foram pré secas em estufa fechada.

Apos a fermentacéo, as améndoas foram submetidas a pré-secagem em estufa de
circulacdo de ar fechada, a temperatura ambiente (19,6 +3,7°C). As améndoas nao
fermentadas passaram pelo mesmo processo de pré-secagem. Em seguida, todas as
amostras foram secas em estufa de circulacdo de ar forcada a 60 °C até atingirem peso
constante. A temperatura deve ficar em torno de 60 °C, durante a secagem de grdos de
cacau, a fim de preservar a qualidade sensorial e evitar a retencdo excessiva de acidos e
amargor nos grdos (Dzelagha et al., 2020).

Ap0s a secagem, as amostras foram trituradas e homogeneizadas, em recipiente
de inox. O material obtido foi utilizado para analises bioquimicas, nutricionais e

antioxidantes.

A partir dessas amostras, foram determinados os teores de N, P, K, Ca, Mg, B,
Cu, Fe, Mn e Zn conforme métodos descritos por Bataglia et al. (1983). A quantificacdo
de acucares totais seguiu 0 método de Dubois (1956) e os teores de aminoacidos - AA
foram avaliados segundo Yemm e Cocking (1955). O teor de taninos foi estimado pelo
método do Azul da Prassia, conforme Price & Butler (1977), utilizando acido galico como
padrdo. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por grama
de amostra (mg GAE g'). Os fendis totais foram estimados de acordo com Fantozzi e
Montedoro (1978), com leitura segundo Gutfinger (1981) e de os teores de lipideos foi
realizado conforme o Instituto Adolfo Lutz (2008). Determinou-se os teores de prolina
(Bates et al., 1973), malondialdeido — MDA (Heath e Packer, 1968), glicina betaina — GB
(Grieve & Grattan, 1983), antocianinas (Lichtenthaler, 1987) e atividade da enzima
antioxidante superoxido dismutase — SOD (Giannopolitis & Ries, 1977). Os teores de
proteina solUveis para determinacédo da atividade especifica da SOD foram determinados
segundo o0 método de Bradford (1976).

Para a andlise estatistica, os dados foram submetidos & analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software
Python. A analise multivariada foi conduzida por meio da Analise de Componentes
Principais (PCA), com o objetivo de identificar padrdes de variabilidade entre os clones
de cacaueiro com base na composicdo bioquimica e nutricional das améndoas.

Inicialmente, foi realizada uma PCA geral considerando todas as amostras, a fim de



verificar a separacdo entre os grupos fermentado (F) e ndo fermentado (NF). Em
sequida, duas PCAs adicionais foram conduzidas de forma independente para cada
grupo, utilizando a média das repeti¢cdes por clone, com o intuito de avaliar a associagdo
das variaveis dentro de cada contexto de processamento. A matriz de cargas fatoriais
(loadings) foi utilizada para interpretar as varidveis com maior contribuicdo na
separagdo dos componentes principais. Todas as analises foram realizadas na linguagem
Python, com o uso das bibliotecas scikit-learn, matplotlib, pandas e seaborn.

Realizou-se a analise de correlagdo de Pearson entre as variaveis bioquimicas,
nutricionais e produtivas, de forma separada para os grupos fermentado e néo
fermentado. As associagcOes consideradas relevantes foram aquelas com coeficiente de
correlacdo (r) maior ou igual a 0,50 (ou menor ou igual a —0,50). As analises foram

conduzidas na linguagem Python, utilizando as bibliotecas pandas e scipy.stats.
RESULTADOS

O clone EEOP 63 apresentou a maior massa de sementes e diferiu estatisticamente
apenas do EEOP 69 (Figura 2).

Figura 2. Efeitos de nove clones de cacau na massa de sementes por hectare. Médias
com letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P<0.05).
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Os teores de N e de Zn nas améndoas de cacau ndo foram afetados pelos fatores
avaliados. Para o N, ndo houve efeito significativo do clone (F = 0.57; p > 0.05), do
processo de fermentacédo (F = 0.10; p > 0.05) ou da interacéo (F = 1.53; p > 0.05). Isso
foi observado para o Zn, cujo teor também néo foi afetado pelo clone (F =1.03; p > 0.05),
pela fermentacgéo (F = 0.20; p > 0.05) ou pela interacdo (F = 0.94; p > 0.05).



Figura 3. Efeitos de nove clones de cacau (C) e do processo de fermentacdo (PF)
fermentado (F) e ndo fermentado (NF) nos teores médios de fosforo (a), potéssio (b),
calcio (c), magnesio (d), enxofre (e), boro (f), cobre (g), manganés (h) e ferro (i) nas
améndoas de cacau. Letras mailsculas comparam os niveis de fermentacdo (F vs. NF)
dentro de cada clone; letras minUsculas comparam os clones dentro de cada nivel de
fermentacao, conforme o teste de Tukey (p < 0,05). *=significativo, ns = ndo significativo
pelo teste F (p < 0,05).
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O processo de fermentagéo teve efeito significativo sobre os teores de nutrientes
nas améndoas de cacau, exceto para S, Cu e Fe (Figura 3). O efeito do clone também foi
significativo, influenciando todos os nutrientes avaliados, exceto N e Zn. A interagédo
entre fermentacdo e clone foi significativa apenas para P e S, indicando que o efeito da

fermentacao sobre esses nutrientes variou entre 0s genotipos.

Os teores de P nas améndoas de cacau foram influenciados pelos fatores isolados
e pela interacdo. O teor de P atingiu maiores valores em améndoas ndo fermentadas no
clone EEO63 que nao diferiu dos demais, exceto dos clones CCN51, CEPECS5, EEOP 33
e EEOP96. Houve alto teor de P nas améndoas fermentadas provindo dos clones EEOP69
que n&o diferiu dos demais clones, exceto os clones CCN51, EEOP65 e EEOP96. As
améndoas sem fermentacdo, em relacdo as fermentadas tiveram maiores teores de P
especialmente para os clones BN34, EEOP63, EEOP65 e EEOP80.

Os teores de K nas améndoas de cacau foram afetados pelos fatores processo de
fermentacdo e clone, sem interacdo entre os fatores (Figura 3b). Nas améndoas néo
fermentadas, os clones apresentaram teores de K semelhantes. Entre os clones
fermentados, o maior teor de K foi observado no clone CEPEC 5 que nédo diferiu dos
demais clones, exceto do clone EEOP 33. As améndoas fermentadas apresentaram
maiores teores de K, em relacdo as ndo fermentadas, com diferengas significativas nos
clones CCN 51, CEPEC 5, EEOP 65 e EEOP 96.

Os teores de Ca nas améndoas de cacau foram influenciados pelos fatores
fermentacdo e clone, sem interacdo entre os fatores (Figura 3c). Nas améndoas
fermentadas houve maiores teores de Ca para os clones EEOP 69, CEPEC 5 e EEOP 65
em relacdo ao clone CCN 51. Nas améndoas ndo fermentadas, o maior teor de Ca foi
observado no clone EEOP 69 que ndo diferiu dos demais clones, exceto do clone CCN
51. As améndoas sem fermentacao, em relacdo as fermentadas tiveram maiores teores de

Ca especialmente para os clones BN34 e EEOP33.

Os teores de Mg nas améndoas de cacau foram afetados pelos fatores fermentacao
e clone, sem interacdo entre os fatores (Figura 3d). Nas améndoas ndo fermentadas, 0s
clones apresentaram teores de Mg semelhantes. Nas améndoas fermentadas, o maior teor
foi observado no clone CEPEC 5, que nédo diferiu dos demais clones, exceto do clone
EEOP 96. As améndoas fermentadas apresentaram maiores teores de Mg, em relagdo as

nédo fermentadas, com diferencgas significativas nos clones BN 34, CCN 51, CEPEC 5 e



EEOP 69.

Os teores de S nas améndoas de cacau foram influenciados pelo fator clone e pela
interacdo entre os fatores, sem efeito do fator fermentacéo de forma isolada (Figura 3e).
Nas améndoas ndo fermentadas, 0s clones apresentaram teores de S semelhantes. Nas
améndoas fermentadas, o maior teor foi observado no clone EEOP 80, que n&o diferiu
dos demais clones, exceto dos clones CCN 51 e EEOP 96. As améndoas nao fermentadas
apresentaram maiores teores de S em relacdo as fermentadas especialmente para os clones
CCN 51 e EEOP 96.

Os teores de B nas améndoas de cacau foram influenciados pelos fatores
fermentacdo e clone, sem interacdo entre os fatores (Figura 3f). Nas amostras nédo
fermentadas, o maior teor de B foi observado no clone CEPEC 5, que nao diferiu dos
demais clones, exceto EEOP 63 e EEOP 80. Nas améndoas fermentadas, os clones
apresentaram teores de B semelhantes. As améndoas ndo fermentadas apresentaram
maiores teores de B em relagdo as fermentadas com destaque para os clones BN 34, CCN
51, CEPEC 5 e EEOP 96.

Os teores de Cu nas améndoas de cacau foram influenciados apenas pelo fator
clone, sem efeito da fermentagcdo nem da interagdo entre os fatores (Figura 3g). Nas
améndoas ndo fermentadas, os maiores teores de Cu foram observados nos clones EEOP
80, CEPEC 5 e EEOP 63, que nao diferiram dos demais clones, exceto dos clones EEOP
65, BN 34 e EEOP 96. Nas améndoas fermentadas, o clone CEPEC 5 apresentou 0s
maiores teores de Cu, que ndo diferiu dos demais clones, exceto dos clones EEOP 96,
EEOP 65 e EEOP 33.

Os teores de Mn nas améndoas de cacau foram influenciados pelos fatores
fermentacdo e clone, sem interagdo entre os fatores (Figura 3h). Nas améndoas nao
fermentadas, o clone EEOP 69 apresentou os maiores teores de Mg que néo diferiram
dos demais clones, exceto dos clones EEOP 96, EEOP 65, EEOP 33, CCN 51. Nas
améndoas fermentada, os maiores teores de Mg foram observados nos clones EEOP 69
e CEPEC 5, seguido por EEOP 80, sendo que os dois primeiros se diferem dos demais
clones CCN 51 e EEOP 33. As améndoas nao fermentadas apresentaram maiores teores
de Mn em relacéo as fermentadas, com diferencas significativas nos clones BN 34, CCN
51, EEOP 33, EEOP 63 e EEOP 65.

Os teores de Fe nas améndoas de cacau foram influenciados apenas pelo fator



clone, sem efeito da fermentacdo nem da interagcdo entre os fatores (Figura 3i). Nas
améndoas ndo fermentadas, os clones apresentaram teores de Fe semelhantes. Nas
amostras fermentadas, o maior teor de Fe foi observado no clone CEPEC 5, que ndo

diferiram dos demais clones, exceto dos clones CCN 51 e EEOP 33.

Os teores de agUcares nas améndoas de cacau foram influenciados pelo processo
de fermentacdo e pela interacdo entre os fatores (Figura 4a). Nas améndoas nao
fermentadas, os clones apresentaram teores de acucar semelhantes entre si. Nas
améndoas fermentadas, os maiores teores foram observados nos clones EEOP 65 e
EEOP 96, que ndo diferem dos demais clones, exceto dos clones BN 34 e EEOP 63. As
améndoas ndo fermentadas apresentaram maiores teores de Mn em relagdo as

fermentadas com diferencas para todos os clones avaliados.

Os teores de aminoécidos nas améndoas de cacau foram influenciados pelos
fatores fermentacdo, clone e pela interacdo entre eles (Figura 4b). Nas améndoas nao
fermentado, o maior teor de aminoacidos foi observado no clone CCN 51, que se
diferenciou dos clones EEOP 63, EEOP 65, EEOP 69 e EEOP 80. Nas améndoas
fermentado, o maior teor de aminoacidos foi obtido no clone CCN 51 e 0s menores
teores ocorreram nas améndoas dos clones EEOP 69, CEPEC 5, EEOP 33, BN 34 e
EEOP 63. As améndoas nao fermentadas apresentaram maiores teores de aminoacidos
em relacdo as fermentadas com destaque para os clones CCN 51, EEOP 65, EEOP 69,
EEOP 80 e EEOP 96.

Os teores de lipidios nas améndoas de cacau foram influenciados apenas pelo fator
clone, sem efeito da fermentacdo e da interagdo entre os fatores (Figura 4c). Nas
améndoas fermentadas e ndo fermentadas, o clone CEPEC 5 apresentou 0s maiores teores
de lipidios, diferindo dos demais genotipos. Os teores de lipidios se mantiveram estaveis

entre 0s processos de fermentagé&o.

Os teores de fendis totais nas améndoas de cacau foram influenciados pelos fatores
fermentacgdo, clone e pela interagdo (Figura 4d). Nas améndoas ndo fermentadas, 0s
maiores teores de fenois foram observados no clone EEOP 96, que ndo diferiu dos demais
clones, exceto do clone BN 34. Nas améndoas fermentadas, o clone CCN 51 apresentou
0 maior teor de fenois, enquanto EEOP 65 e EEOP 96 apresentaram 0s menores valores.
As améndoas ndo fermentadas apresentaram maiores teores de fendis totais em relacéo

as fermentadas, com diferencas significativas em todos os clones.



Figura 4. Efeitos de nove clones de cacau (C) e do processo de fermentacdo (PF) —
fermentado (F) e ndo fermentado (NF) — nos teores médios de agUcares (a), aminoacidos
(b), lipidios (c), fendis totais (d) e taninos (e) nas améndoas de cacau. Letras maiusculas
comparam os niveis de fermentacdo (F vs. NF) dentro de cada clone; letras mindsculas
comparam os clones dentro de cada nivel de fermentacdo, conforme o teste de Tukey (p
< 0,05). * = significativo; ns = ndo significativo (teste F, p < 0,05).
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Os teores de taninos nas améndoas de cacau foram influenciados pelos fatores
fermentacao e interacéo entre os fatores, sem efeito do fator clone (Figura 4e). Os teores
de taninos foram semelhantes entre os clones nos grupos fermentado e ndo fermentado.
As améndoas nao fermentadas apresentaram maiores teores de taninos em relacdo as
fermentadas, com diferencas em todos os clones, exceto para os clones EEOP 33, EEOP
63 e EEOP 65.

Os teores de proteina nas améndoas de cacau foram influenciados pelos fatores
fermentagdo, clone e pela interacdo entre eles (Figura 5a). Nas améndoas néo
fermentadas, o maior teor de proteina foi observado no clone EEOP 33, que néo diferiu

estatisticamente dos demais clones, exceto do clone EEOP 63. As améndoas ndo



fermentadas apresentaram maiores teores de proteina em relacdo as fermentadas, com

diferengas significativas em todos os clones. Nas améndoas fermentadas, o maior teor

de proteina foi observado no clone EEOP 80, que ndo diferiu estatisticamente dos

demais clones, exceto do clone EEOP 65. As améndoas ndo fermentadas apresentaram

maiores teores de proteina em relacdo as fermentadas, com diferencas significativas em

todos os clones.

Figura 5. Efeitos de nove clones de cacau (C) e do processo de fermentacdo (PF) —

fermentado (F) e ndo fermentado (NF) — nos teores médios de proteina (a), MDA (b),

SOD (c), prolina (d), glicina betaina (e) e antocianinas (f) nas améndoas de cacau. Letras

mailsculas comparam os niveis de fermentacdo (F vs. NF) dentro de cada clone; letras

minusculas, os clones dentro de cada nivel de fermentacdo, pelo teste de Tukey (p < 0,05).
= significativo; ns = ndo significativo (teste F, p < 0,05).
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Os teores de MDA nas améndoas de cacau foram influenciados pelos fatores

fermentagdo, clone e pela interacdo entre eles (Figura 5b). Nas améndoas néo

fermentadas, o maior teor de MDA foi observado no clone EEOP 63, que néo diferiu dos

demais clones, exceto do clone CEPEC 5. Nas améndoas fermentado, os teores de MDA



foram e semelhantes entre os clones. As améndoas fermentadas apresentaram menores

teores de MDA em relacdo as ndo fermentadas, com diferencas em todos os clones.

A atividade da enzima SOD nas améndoas de cacau foi influenciada pelos fatores
fermentacdo, clone e pela interacéo entre eles (Figura 5c). Nas améndoas ndo fermentado,
os clones apresentaram valores da atividade da SOD semelhantes. Nas améndoas
fermentado, o maior valor da SOD foi observado no clone EEOP 65, que ndo diferiu dos
demais clones, exceto do clone EEOP 80. As améndoas fermentadas apresentaram maior
atividade da SOD em relacdo as ndo fermentadas, com excecdo dos clones EEOP 69,

EEOP 80 e EEOP 96, que ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos.

Os teores de prolina nas améndoas de cacau foram influenciados pela interacao
entre os fatores, sem efeito isolado da fermentacdo (Figura 5d). Nas améndoas né&o
fermentado, os clones apresentaram teores de prolina semelhantes. Nas améndoas
fermentado, o maior teor de prolina foi observado no clone CCN 51, que néo diferiu dos
demais clones, exceto do clone EEOP 96. As améndoas fermentadas apresentaram maior
teor de prolina, em relacdo as ndo fermentadas, para os clones CEPEC 5, EEOP 63 e
EEOP 69. Por outro lado, as améndoas nao fermentadas apresentaram maiores teores de
prolina apenas no clone EEOP 65. Os demais clones ndo apresentaram diferengas entre
0s processos de fermentag&o.

Os teores de glicina betaina nas améndoas de cacau foram influenciados pelos
fatores fermentacéo, clone e pela interacdo (Figura 5e). Nas améndoas nao fermentado,
o maior teor de glicina bateina foi observado no clone CCN 51, que nédo diferiu dos
demais clones, exceto dos clones EEOP80, EEOP63, EEOP69 e EEOP65. Nas
améndoas fermentado, os maiores teores de glicina betaina foram observados nos clones
CCN51 e CEPEC 5, com destaque para o clone CCN 51, que diferiu dos demais clones.
As améndoas fermentadas apresentaram maiores teores de glicina betaina no clone
CCN51, CEPEC 5 e EEOP33 em relagédo aos demais clones.

Os teores de antocianinas nas améndoas de cacau foram influenciados pelos
fatores fermentacdo, clone e pela interacdo (Figura 5f). Nas améndoas ndo fermentado, o
maior teor foi observado no clone EEOP 65, que diferiu dos clones CCN 51 e CEPEC 5.
Nas améndoas fermentado, o maior teor de antocianinas foi para o clone EEOP 96, que
se diferenciou do clone BN 34. As améndoas ndo fermentadas apresentaram maiores
teores de antocianinas em relagédo as fermentadas, com excecao dos clones EEOP 33 e

EEOP 65, que ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos.



PC2 (16.9%)

A analise de componentes principais (PCA) revelou o padrdo de variacdo

multivariada entre os clones de cacaueiro nas amostras fermentadas (F) e ndo fermentadas

(NF). Os dois primeiros componentes explicaram explicou 57,0% da variancia total,
sendo 40,1% atribuida ao PC1 e 16,9% ao PC2 (Figura 6). O biplot evidenciou clara

separacdo entre os tratamentos ao longo do eixo PC1, com os clones fermentados

predominantemente no quadrante direito e 0s ndo fermentados no lado esquerdo,

indicando diferenciacdo bioquimica entre 0s grupos.

Compostos como SOD,

aminoéacidos, prolina, glicina betaina (GB), Zn e massa da semente associaram-se

positivamente aos clones fermentados, enquanto proteina, taninos, agucares redutores e

MDA apresentaram maior relagédo com os ndo fermentados.

Figura 6. Biplot da PCA geral (a) e heatmap das correlagdes com PC1 e PC2 (b),
baseados em varidveis bioquimicas e nutricionais de amostras fermentadas (F) e nao
fermentadas (NF) derivadas de clones de cacaueiro na Amazonia.
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A distribuicdo dos clones nos quatro quadrantes do grafico PCA reforga as

distingdes bioguimicas entre os tratamentos (Figura 6a). No quadrante superior direito
(PC1+ e PC2+), destacaram-se CEPEC-F, EEOP69-F e EEOP80-F, associados a

variaveis como lipidios, ferro, potassio e magnésio. No quadrante superior esquerdo



(PC1- e PC2+), localizaram-se CEPEC-NF, EEOP80-NF e EEOP69-NF, com maior
influéncia de boro, manganés, célcio. O quadrante inferior esquerdo (PC1- e PC2-)
agrupou clones como EEOP33-NF, BN34-NF, EEOP63-NF, EEOP65-NF, EEOP96-NF
e CCNb51-NF, associados a agUcar, proteina, antocianinas, taninos e MDA. No quadrante
inferior direito (PC1+ e PC2-), destacaram-se CCN51-F, EEOP33-F, EEOP63-F,
EEOP65-F, EEOP96-F e BN34-F, proximos a vetores como SOD, prolina, GB e amino
acidos, evidenciando um perfil bioquimico relacionado a resposta adaptativa ao estresse.

A correlagdo das variaveis bioquimicas e nutricionais com 0s componentes
principais (Figura 6b) revela que o PC1 foi positivamente associado a K, Mg, Fe, SOD,
glicina betaina, aminoacidos e potassio, e negativamente a fdsforo, fendis, taninos,
proteina e MDA, evidenciando o contraste entre compostos funcionais e marcadores de
estresse. Enquanto isso, o0 PC2 foi mais influenciado por manganés, célcio, lipidios, ferro,
zinco e magnésio, refletindo variacdes na composicdo nutricional secundaria. Esses
padrdes sdo consistentes com a distribui¢do dos clones observada na Figura 6 e ajudam a
explicar a separacdo entre os grupos fermentado e ndo fermentado ao longo dos eixos
principais.

A anélise separada das PCAs para os grupos fermentado (Figura 7a) e nédo
fermentado (Figura 8b), revelou que a variavel Seed mass se agrupou em ambos 0s
contextos com compostos como SOD, glicina betaina (GB), prolina e aminoacidos,
especialmente no grupo fermentado (Figura 7a). Esse padrdo sugere que a maior
produtividade esteve associada a um perfil bioquimico ligado a resposta adaptativa ao
estresse, com destaque para o clone EEOP 63. Por outro lado, clones com menor
produtividade, como o EEOP 69, posicionaram-se em areas dos biplots relacionadas a
compostos indicativos de estresse e degradacdo, como MDA, taninos e acgucares
redutores.

Por fim, a andlise de correlacdo revelou associacBes relevantes entre variaveis
bioquimicas e nutricionais nos grupos fermentado e ndo fermentado. No grupo
fermentado, observou-se correlacéo forte entre K e Mg (r = 0,81), aléem de associagdes
moderadas entre Cae P (r=0,56) e entre Mn e MDA (r = 0,59). No grupo nédo fermentado,
os destaques foram as correlagdes negativas muito fortes entre proteina e SOD (r = —
0,93), proteina e fenois (r = —0,73), e proteina e aminoacidos (r = -0,74), indicando que
maiores niveis desses compostos estavam associados a menor teor proteico total. Também

foram identificadas correlac6es fortes entre P e Mn (r = 0,71), Ca e Mn (r = 0,78), bem



PC2 (23.5%)

como entre SOD e aminoacidos (r = 0,64), proteina e boro (r = —-0,66) e entre MDA e
cobre (r =-0,61).

Figura 7. Biplot da Analise de Componentes Principais (PCA) com vetores das variaveis
bioguimicas e nutricionais, mostrando a distribuicdo das amostras fermentadas (a) e ndo
fermentadas (b) derivadas de clones de cacaueiro na Amazonia.
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DISCUSSAO

Desvendando o impacto do clone de cacau e da fermentagdo na diminui¢cdo dos
teores de acUcares e do antinutriente tanino na disponibilidade de nutrientes de
améndoas de cacaueiro cultivados na Amazonia

A fermentacdo é considerada uma etapa fundamental no processamento do cacau,
promovendo altera¢fes bioquimicas essenciais para o desenvolvimento do perfil sensorial
caracteristico do chocolate. Durante esse processo, a degradacdo da mucilagem, a
oxidacdo de polifendis e a ativacdo de vias enziméticas resultam na formacdo de
precursores de aroma, sabor e cor, além da reducdo da adstringéncia e do amargor das
améndoas (Svarc-Gajié¢ et al., 2023; Kadow, 2020). Um aspecto inicial relevante da
fermentacao seria consumo dos agucares pelos processos microbioldgicos e em seguida
tem-se degradacdo do tanino que é considerado um anti-nutriente. Evidenciou-se que a

diminuicdo do teor de aglcar nas améndoas com processo de fermentacao foi relevante



pois aconteceu em todos os clones avaliados.

No presente estudo, essa redugdo nos teores de agucares superou 95% em todos
os clones avaliados, evidenciando uma degradacdo consistente e intensa desses
compostos. Esse comportamento é atribuido a elevada atividade microbiologica nas
etapas iniciais da fermentacédo, predominantemente de leveduras e bactérias acido-laticas,
que utilizam os agucares como substrato primario para producdo de etanol, &cido acético
e acido latico (Afoakwa et al., 2013; Sari et al., 2023). Esses achados condizem com
Afoakwa et al. (2013) que, relataram reducdes superiores a 90% nos teores de aglcares
redutores da mucilagem apds seis dias de fermentacédo. Sari et al. (2023) destacaram que
a hidrolise da sacarose, aliada ao metabolismo fermentativo, promove o esgotamento
acelerado desses agucares.

Em seguida, com o avanco da fermentacdo, houve diminuicdo dos teores de
taninos, compostos fendlicos classificados como antinutrientes por sua capacidade de
formar complexos insolUveis com proteinas e minerais como ferro, zinco e calcio,
prejudicando sua absor¢édo no trato gastrointestinal (Bravo, 1998; Hagerman et al., 1998).
Essa reducdo esta associada a polimerizacdo e a complexacao de catequinas, resultando
na formacao de taninos de maior peso molecular e menor reatividade (Serra-Bonvehi &
Ventura Coll, 1997). No presente estudo, foi observada uma reducdo média de 49% nos
taninos, com variagdes interclonais expressivas. Clones como EEOP 96 apresentaram
perdas superiores a 70%, enquanto CCN 51, EEOP 63 e EEOP 33 mantiveram teores
mais estaveis (média de 40%).

A magnitude dessa resposta refor¢a a importancia da selecdo de materiais com
maior suscetibilidade a degradacéo de taninos, especialmente em contextos produtivos da
regido Amazonica, onde estudos sobre esse aspecto ainda sao escassos. A reducdo desses
compostos pode contribuir para o incremento da biodisponibilidade de nutrientes nas
améndoas de cacau, sendo um fator relevante para a melhoria da qualidade nutricional do
produto fermentado (Bravo, 1998; Hagerman et al., 1998). Resultados semelhantes foram
observados por Djali et al. (2017), que relataram reduc6es de 68% e 93% nos teores de

taninos da casca de cacau ap0s a fermentacdo e a secagem, respectivamente.

No processo de fermentacdo do cacau é possivel ter incrementos nos teores de K
especialmente nos clones CCN51, CEPEC 5, EEOP 65 e EEOP 96 e para o0s teores de Mg
com uso dos clones BN34, CCN51 e CEPEC 5. Embora alguns estudos, como o de

Millena et al. (2023), tenham relatado reducdes desses elementos ao longo da



fermentacdo, as divergéncias podem estar associadas a diferencas nos sistemas de
fermentacdo, frequéncia de revolvimento, composicdo da mucilagem, perda por
lixiviagdo e caracteristicas genéticas dos clones avaliados. E possivel que, no presente
estudo, a liberacdo intracelular de minerais promovida pelo colapso celular tenha
superado as perdas por lixiviacdo, resultando em maiores teores residuais nas améndoas
fermentadas.

Ainda que estudos como o de Afoakwa et al. (2013) tenham avaliado a dindmica
mineral na polpa do cacau, seus resultados indicam que a fermentacao promove aumentos
expressivos nos teores de K, Mg e Zn, mas diminui os teores de Fe. K e Mg, além de
frequentemente estarem associados a melhoria do perfil funcional do cacau (Van Vliet &
Giller, 2017; Prado, 2021), também desempenham func¢des essenciais na saide humana:
K atua na regulacdo da pressao arterial e da fungdo neuromuscular, enquanto Mg é cofator
em diversas reacOes enzimaticas, estando associado a salde cardiovascular e ao
metabolismo energético (Rosinger et al., 2024; Volpe, 2023).

Em contrapartida, constatou-se no presente estudo que nutrientes como P, Ca, S,
B e Mn apresentaram teores menores nas améndoas fermentadas em comparacdo as ndo
fermentadas, sugerindo perdas possivelmente decorrentes de processos de lixiviacao,
especialmente durante o revolvimento da massa fermentada, ou mesmo de consumo
microbiano. Esses resultados indicam que, embora a fermentacdo promova
transformacdes benéficas do ponto de vista sensorial e funcional, ela também pode
acarretar perdas nutricionais seletivas. Achados semelhantes foram relatados por Millena
et al. (2023), que observaram redugdes significativas nos teores de Ca, Fe, Mg, Mn, Zn e
outros minerais ao longo da fermentacdo, confirmando a suscetibilidade de certos
elementos a dindmica bioquimica e fisica do processo.

Assim, evidencia-se uma dualidade no efeito da fermentacdo sobre a qualidade
nutricional e funcional das améndoas. Por um lado, o processo fermentativo pode
favorecer a retencdo ou mesmo o acumulo de certos nutrientes, como K e Mg,
frequentemente associados a melhoria do perfil funcional do cacau e a saude humana
(Afoakwa et al., 2013; Van Vliet & Giller, 2017; Mihai et al., 2022; Volpe, 2023). Por
outro lado, tende a reduzir o teor de elementos como P, Ca, S, B e Mn, 0 que evidencia
um equilibrio delicado entre ganhos funcionais e perdas nutricionais inerentes ao
processo (Millena et al., 2023). Diante disso, a escolha entre fermentacdo ou nao
fermentagdo deve considerar ndo apenas o perfil sensorial desejado, mas também os

objetivos nutricionais e tecnoldgicos do produto, sobretudo em contextos como o da



Amazonia, onde estratégias diferenciadas podem agregar valor as améndoas de cacau.

Nesse contexto, améndoas ndo fermentadas, por preservarem maiores teores de
determinados minerais, apresentam potencial para formulacdes diferenciadas voltadas a
promocdo da saude. O valor funcional, portanto, refere-se a capacidade das améndoas de
minerais essenciais com efeitos benéficos a saide humana, regulacéo da pressao arterial,
suporte ao metabolismo energético e prevencdo de distUrbios crdnicos associados a
deficiéncia de micronutrientes (Parsaeyan et al., 2014; Rosinger et al., 2024; Volpe,
2023). A escolha entre fermentacdo ou ndo fermentacdo deve, portanto, considerar ndo
apenas 0s atributos sensoriais desejados, mas também os objetivos nutricionais e
tecnoldgicos do produto.

Com base nos dados obtidos, é possivel ainda identificar os clones com melhor
desempenho nutricional sob diferentes condic¢des de fermentacdo. No aspecto nutricional,
o clone EEOP 63 merece destaque por apresentar elevada produtividade e estabilidade,
mantendo teores nutricionais satisfatorios mesmo ap6s a fermentacdo. No grupo
fermentado, o clone CEPEC 5 se destacou pelo incremento nos teores de K e Mg e por
manter teores elevados dos demais nutrientes. J& no grupo nao fermentado, o clone EEOP
65 destaca-se como 0 mais produtivo, reunindo altos teores da maioria dos nutrientes

avaliados, apesar de valores moderados para Mn, B e Cu.

Desvendando o impacto do clone de cacau e da fermentacdo em atributos
antioxidantes nas améndoas de cacaueiros cultivados na Amazonia

A fermentacdo desempenha um papel importante na formagdo de novos
compostos volateis e no desenvolvimento de aromas complexos no cacau e de bioativos,
induzidos pelos diferentes microrganismos e reacdes bioquimicas. Durante esse processo,
reacOes enzimaticas e oxidativas promovem alteracdes profundas nos perfis de fendis,
aminoacidos e outros metabdlitos funcionais, que impactam diretamente a qualidade
nutricional do produto.

Um dos efeitos mais evidentes observados neste estudo foi a redugéo expressiva
dos teores de fendis totais e antocianinas nas améndoas fermentadas, com média dos
clones estudados de 88% e 73%, respectivamente. A degradacdo das antocianinas pode
diminuir em até 90% do teor inicial antes da fermentacdo (Aprotosoaie et al. 2016;
Misnawi et al., 2003; Melo et al. 2021). Apesar dessas perdas, 0s teores remanescentes

destes compostos no presente estudo foram superiores aos relatados por estudos



anteriores (Zapata-Alvarez et al., 2024; Freitas et al., 2025). De toda forma, ainda é pouco
compreendido por que ocorre essa diminuicdo acentuada desses compostos durante a
fermentacgdo, e uma das possiveis causas poderia estar associada ao estresse oxidativo,
que pode induzir a degradacao de fenois e antocianinas por meio da acdo de enzimas
como polifenol oxidase e peroxidase (Oracz & Zyzelewicz, 2020).

No entanto, essa hipdtese se mostra fraca no presente estudo, pois foram
observadas baixas concentragcdes de MDA e alta atividade da SOD, indicando um sistema
antioxidante enzimatico eficiente em todos os clones avaliados. Além disso, verificou-se
0 acumulo de compostos osmoprotetores com funcdo antioxidante, como prolina,
estabilizadora de proteinas e membranas (Sanchez-Mundo et al., 2015), e glicina betaina,
precursora da glutationa e moduladora do sistema redox (Deus et al., 2020), cuja presenca
foi identificada pela primeira vez em améndoas de cacau. Esses resultados sugerem que
ndo houve estresse oxidativo significativo durante a fermentacdo das améndoas.

Diante disso, é mais plausivel que a degradacdo dos fenois e das antocianinas
esteja associada a processos de polimerizacdo e complexacdo com proteinas, o que reduz
sua solubilidade e ainda contribui para a diminuicdo da adstringéncia do produto (Serra-
Bonvehi & Ventura Coll, 1997), embora também pode comprometer a qualidade
antioxidante das améndoas (Rawel et al., 2019; Dzelagha et al., 2020). Adicionalmente,
no caso especifico das antocianinas, € possivel que sua degradacdo envolva a acdo direta
de glicosidases, que promovem sua hidrélise em antocianidinas, seguidas de oxidacao em
quinonas, processo associado a coloracdo marrom caracteristica das améndoas
fermentadas (Ruiz-Santiago et al., 2024).

A maioria dos estudos anteriores sobre os efeitos da fermentacdo na qualidade
funcional do cacau foi realizada com clones pouco cultivados atualmente, faltando
pesquisas com clones com maior representatividade agronémica. De modo geral, todos
os clones estudados apresentaram adequada capacidade antioxidante modulada pela alta
atividade da SOD e baixos niveis de MDA ap06s a fermentacéo.

Entre os genotipos avaliados, o clone CCN 51 se destacou por apresentar, além da
atividade antioxidante enzimatica, altos teores de fendis, glicina betaina e prolina —
compostos com reconhecida agdo antioxidante, osmorreguladora e anti-inflamatoria
(Rawel et al., 2019; Sanchez-Mundo et al., 2015; Ding et al., 2021; Deus et al., 2020). A
correlagdo positiva entre glicina betaina e prolina reforca a atuacdo coordenada desses
compostos, evidenciando o potencial antioxidante ndo enzimatico do CCN 51. Essa

caracteristica pode conferir maior estabilidade oxidativa em etapas posteriores do



processamento, como a torra, que promove degradacdo térmica intensa, embora essa
hipotese ainda precise ser confirmada por novos estudos.

Um comportamento distinto foi observado para o clone EEOP 69, que apresentou
valores elevados de MDA tanto em améndoas fermentadas quanto ndo fermentadas, mas
ainda assim manteve teores de fenodis relativamente altos, especialmente apds a
fermentacdo. Essa preservagédo sugere a atuacdo de mecanismos alternativos de protecédo
antioxidante, como a presencga de compostos fendlicos menos suscetiveis a oxidagéo, o
grau de polimerizacdo reduzido e a compartimentalizacao subcelular, fatores que limitam
a exposicao dos fenois as enzimas oxidativas (Bravo, 2000; Martin & Ramos, 2018; Juca
etal., 2019; Agati et al., 2012). Esse perfil reforca que a resposta antioxidante pode variar
entre clones, mesmo sob as mesmas condic¢des de fermentacdo, e destaca a importancia
de considerar a estabilidade funcional dos compostos bioativos na selecdo de genotipos.

Apesar dos beneficios associados a fermentacdo das améndoas ter prejuizos na
qualidade antioxidante tem havido estratégias de blendagem, ou seja, mistura envolvendo
améndoas fermentadas e ndo fermentadas (Melo et al., 2021), e mesmo a fermentagéo
limitada para maximizar o aproveitamento do potencial bioativo do cacau (Rawel et al.,
2019). Portanto, diante da retencdo de compostos bioativos sensiveis posiciona o cacau
ndo fermentado como uma matéria-prima valiosa para hovos segmentos de mercado que
busca mesclar aromas distintos e até a mistura com améndoas fermentadas para obtencao
de novos produtos diferenciados.

De forma geral os resultados também revelaram que as améndoas nédo fermentadas
apresentaram altos teores de fendis e antocianina e de MDA pois o sistema antioxidativo
néo foi eficiente e houve baixa atividade da SOD e de compostos protetores como GB e
prolina, mas esses efeitos variaram com os clones. Os maiores teores disponiveis dos
bioativos nas améndoas ndo fermentadas possivelmente se deve mais a baixa
polimerizagdo com proteinas e ambiente favoravel ao estresse oxidativo que nédo foi
suficiente para causar essa degradacéo (Agati et al., 2012).

A acdo do sistema antioxidante enzimatico a partir da SOD em améndoas de cacau
ndo fermentadas é relativamente limitada, mas a maioria dos clones tem qualidade
semelhante com algumas variagdes diferentemente do processo de fermentacao se destaca
apenas um clone.

Inclusive é relevante destacar que nem todos os clones em sistema de pds-colheita
sem fermentacdo tem alto teor de bioativos pois o clone BN 34 apresentou 0s menores

teores de fendis totais e antocianinas, sendo, portanto, pouco indicado para estratégias



que visem a maximizacao do valor nutricional do cacau. Em contrapartida, o clone EEOP
96 destacou-se no mesmo sistema por manter elevados teores de fenois e antocianinas,
mesmo sob condigdes de maiores teores de MDA e de baixa atividade da SOD. Esses
resultados sugerem que 0S mecanismos ndo enzimaticos ou estruturais, como
compartimentalizacdo ou maior estabilidade molecular, podem ter contribuido para a
preservacdo funcional do material, tornando-o promissor para aplicagcbes com améndoas
ndo fermentadas.

Por fim, os resultados obtidos neste estudo revelam que a resposta dos clones a
fermentacdo é altamente variavel e depende nédo apenas do sistema de pds-colheita, mas
também da composicdo bioquimica e funcional intrinseca de cada gendtipo. Essa
diversidade reforca a importancia da selecdo de materiais genéticos que combinem
desempenho agronémico, estabilidade antioxidante e potencial nutricional independente
do sistema de pés-colheita. Clones como CCN 51, EEOP 63, EEOP 65, CEPEC 5, EEOP
69 e EEOP 96 apresentaram estratégias distintas de preservagdo funcional e se destacam
como alternativas promissoras para o0 desenvolvimento de produtos diferenciados,
inclusive por meio de estratégias como a blendagem de améndoas fermentadas e nédo

fermentadas, visando otimizar atributos sensoriais e funcionais.

CONCLUSAO

De maneira geral, a fermentacdo das améndoas de cacau teve beneficios ao
diminuir compostos associados ao estresse oxidativo e incrementar os teores de K e de
Mg mas teve prejuizos nos teores de P, Ca, S, B e Mn e dos compostos bioativos fendis
e antocianinas.

O clone CCN 51 apresentou perfil funcional favoravel tanto nas améndoas
fermentadas quanto nas nao fermentadas, mas o clone EEOP 63 destacou-se por aliar alta
produtividade a um perfil bioquimico equilibrado. Esses achados ressaltam a importancia
de integrar informacBes agronémicas e bioquimicas na selecdo de gendtipos,
considerando os objetivos especificos de processamento.

Essa pesquisa propde que é possivel potencializar a qualidade das améndoas de
cacau na Amazonia a partir da escolha de clones diferenciados em sistema de pds-colheita
fermentado e ndo fermentado conciliando atributos ligado a produtividade, satde e

inovagdo no mercado de chocolates especiais.
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RESUMO

O diagnostico nutricional eficiente ¢ uma ferramenta essencial para o manejo
preciso da adubagdo do cacaueiro. No entanto, a confiabilidade dos diagnésticos pode ser
comprometida por variagdes analiticas entre laboratérios, mesmo quando métodos
padronizados sdo utilizados, mas isso € pouco estudado. Este estudo teve como objetivo
avaliar a influéncia de diferentes laboratorios na diagnose nutricional de cacaueiros
utilizando o método de Diagnose de Composi¢ao Nutricional (CND). Foram analisadas
folhas recém-maduras coletadas em lavouras comerciais de Rondonia, cujas amostras
foram divididas e enviadas para dois laboratorios distintos. A partir dos teores foliares de
nutrientes normas CND especificas foram construidas para cada conjunto de dados (Lab
1, Lab 2 e conjunto total). A consisténcia dos diagnosticos foi avaliada pelo grau de
concordancia entre normas, utilizando diferentes critérios interpretativos. Os resultados
indicaram variagdes expressivas entre laboratorios, com graus de concordancia variando
entre 56% e 99% dependendo do nutriente e do critério adotado. Nutrientes como Ca
exibiram alta estabilidade, enquanto K, Zn e Cu apresentaram as maiores discordancias.
A jungdo dos conjuntos de dados elevou ligeiramente o grau de concordancia em alguns
casos, mas ndo eliminou as divergéncias. Os achados reforcam a importancia de
protocolos laboratoriais rigorosos e da constru¢do de normas regionais especificas para a
diagnose nutricional de cacaueiros na Amazonia Ocidental.

Palavras-chave: CND; anélise foliar; variabilidade laboratorial; grau de concordancia;
normas nutricionais regionais.

INTRODUCAO

Sistemas de diagnose nutricional baseados no balango nutricional vém sendo
amplamente utilizado, de forma crescente, para avaliar o estado nutricional de culturas
anuais e perenes (Martins et al., 2025; Souza et al., 2025; Rezende et al., 2024; Rocha et
al., 2024; Traspadini et al., 2024; Agbangba et al., 2024).



Trabalhos classicos sustentam que, por serem os padrdes nutricionais obtidos a
partir de relacdes adimensionais multivariadas, como no caso da Diagnose de
Composi¢do Nutricional — CND (Parent & Dafir, 1992), esses padrdes podem ser
aplicados independentemente da fase de crescimento, da regido produtiva ou de

caracteristicas fenologicas da cultura (Beaufils & Sumner, 1976).

Walworth & Sumner (1987) também observaram alta similaridade entre normas
obtidas em diferentes continentes, reforcando a ideia de universalidade quando o banco
de dados ¢ amplo e representativo. No entanto, essa premissa tem sido contestada por
diversos estudos que apontam perda de acurdcia diagndstica ao aplicar normas fora de
seu contexto original (Rodriguez & Rodriguez, 2000; Villasefior-Ortiz et al., 2022; Chabi
et al., 2023; Agbangba et al., 2024).

Esses estudos demonstram que a acuracia do diagnostico pode ser afetada por
diferencas na ordem de limitagdo nutricional, amplitude das faixas de suficiéncia e
numero de observagdes utilizadas para construir as normas. Em fruteiras, normas
derivadas de regides mediterraneas ou de cultivares especificos apresentaram baixa
aplicabilidade em outros contextos, exigindo ajustes locais (Quyen et al., 2024; Morales
et al., 2022; Nortjé et al., 2023). No caso do cacaueiro, Bahia et al. (2021) observaram
mais de 90% de concordancia entre normas gerais e especificas quando o sistema de
cultivo era mantido, indicando que a universalidade pode ser vidvel em cendrios

homogéneos.

Embora o cultivo do cacau (Theobroma cacao L.) esteja em expansdo na
Amazonia Ocidental, ainda ndo hé valores de referéncia desenvolvidos especificamente
para essa regido. Como consequéncia, utiliza-se na diagnose nutricional do cacaueiro um
conjunto de normas elaboradas para outras regides, principalmente para ecossistemas
costeiros do Nordeste (Bahia et al., 2021; Marrocos et al., 2020; Oliveira et al., 2019;
Chepote et al., 2013). No entanto, as diferencas edafoclimaticas e de manejo entre essas
regides podem comprometer a acurdcia diagnostica e reduzir a eficiéncia das

recomendacoes de adubacao.

Além disso, mesmo quando se utilizam métodos analiticos padronizados,
variagcdes em procedimentos como limpeza foliar, preparo de reagentes e calibragdo de
equipamentos podem gerar resultados discrepantes entre laboratérios (Watson, 1981;

Crosland et al., 2001; Ross et al., 2015; Eckert et al., 2023). Isso levanta questionamentos



sobre a robustez ¢ a confiabilidade das normas, especialmente quando derivadas de

conjuntos de dados obtidos sob condi¢des metodologicas distintas.

Essas evidéncias reforcam a importancia de se avaliar, simultancamente, a
influéncia do ambiente produtivo e das incertezas analiticas sobre a consisténcia das
normas nutricionais. Ensaios interlaboratoriais com amostras foliares idénticas e
protocolos quimicos equivalentes sdo fundamentais para quantificar o impacto dos

desvios laboratoriais na constru¢ao de normas ¢ na identificacao de nutrientes limitantes.

Portanto, a hipotese deste trabalho ¢ que variagdes metodologicas entre
laboratorios, ainda que sutis, sdo suficientes para alterar o diagndstico nutricional e

comprometer a padronizacao das normas aplicadas ao cacaueiro.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a consisténcia e a aplicabilidade
universal das normas nutricionais derivadas de conjuntos de dados foliares obtidos em
diferentes laboratorios, comparando os diagnodsticos gerados por cada protocolo analitico
e quantificando o impacto dos desvios interlaboratoriais na precisdo € na concordancia

das recomendagdes de adubagao para o cacaueiro na Amazonia Ocidental.

MATERIAL E METODOS

Para o levantamento dos dados nutricionais, foram monitoradas 194 lavouras
comerciais de cacaueiro com pelo menos trés anos de idade, localizadas no estado de
Rondodnia. As unidades amostrais abrangeram os municipios de Alta Floresta d’Oeste,
Alto Alegre dos Parecis, Ariquemes, Cacaulandia, Cacoal, Jaru, Machadinho do Oeste,
Ministro Andreazza, Nova Unido, Ouro Preto do Oeste, Rolim de Moura, Santa Luzia

d’Oeste, Teixeiropolis, Theobroma e Vale do Anari.

As areas de producdo apresentavam distintos sistemas de manejo, regimes de
irrigacdo e programas de adubacdo. Entre dezembro de 2022 e janeiro de 2023, em cada
lavoura coletaram-se, de forma aleatéria, aproximadamente quarenta folhas
recém-maturadas, obtidas no ter¢o médio da copa de cerca de dez plantas por propriedade,
conforme o protocolo descrito por Oliveiraetal. (2019) e Chepote etal. (2013). O
material foliar foi acondicionado em sacos de papel identificados e transportado ao
laboratorio para subsequente limpeza, secagem, moagem e determinacdo dos teores de

macronutrientes € micronutrientes.



As amostras foliares, compostas por limbo e peciolo integros, foram pré-secas em
ambiente seco e ventilado e, em seguida, acondicionadas em sacos de papel, conforme o
protocolo de Chepote et al. (2013). A secagem final realizou-se em estufa de circulagdo
de ar forcada a 65°C, em ciclos sucessivos, até constancia de massa. ApOs esse
procedimento, o material foi moido em moinho de facas e armazenado em recipientes

plasticos herméticos.

Para avaliacao da precisdo analitica, parte do material pulverizado foi dividida em
dois lotes destinados a analises duplicadas em laboratdrios fisicamente independentes,

ambos participantes do Programa Interlaboratorial de Analise de Tecido Vegetal (PIATV).

As analises quimicas seguiram metodologias consagradas na literatura, conforme
descritas por Bataglia et al. (1983) e Carmo et al. (2000), com pequenas variagdes entre
os laboratorios. Os nutrientes minerais foram determinados, em ambos 0S casos,
predominantemente apds digestdo nitroperclérica. O boro foi quantificado apods
calcinacdo a 550 °C (mufla), seguida de solubilizagdo das cinzas em agua destilada. O
nitrogénio total foi obtido por digestdo sulfurica, sendo a quantificagdo realizada por
destilagdo (Kjeldahl) ou por oxidacdo com perdxido de hidrogénio, a depender do
protocolo laboratorial adotado. As quantificagdes foram realizadas por espectrometria de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) para Ca, Mg, Cu, Fe, Mn,
Zn e B; por fotometria de chama para K; por espectrofotometria molecular para P e S; e

por destilacao com titulagdo para o N total.

Os dados foliares analisados neste estudo foram gerados por dois laboratorios
fisicamente independentes. Para preservar o anonimato institucional, as unidades
analiticas foram nomeadas Lab 1 e Lab 2, sendo essa denominag¢do atribuida por sorteio
aleatorio. Os conjuntos de resultados foram avaliados de trés maneiras: (i) separadamente
para o Lab 1, (ii) separadamente para o Lab 2 e (iii) de forma conjunta, combinando-se as
observagoes de ambos os laboratorios a fim de aumentar a representatividade amostral.
Ao longo do texto, esse agrupamento combinado ¢ referido como “conjunto total”

(Lab 1+Lab2).

Os teores de Cu, Fe, Mn, Zn e B, originalmente expressos em mg kg™, foram
convertidos paragkg™! (1 mgkg'=0,001 gkg™) a fim de uniformizar as unidades com

aquelas dos macronutrientes. Para cada amostra foliar, calculou-se a matéria seca residual



(R) mediante a Equacdo 1, na qual T representa a soma dos teores de todos os nutrientes,

emgkg™:
R=1000-T (1]

A média geométrica (GM) de cada amostra foi obtida pela raiz duodécima do

produto entre os teores individuais dos 11 nutrientes e o valor de R (Equagao 2):
GM = (x1 * xp * --x11 * R)V1? [2]

em que Xx; denota o teor do i-ésimo nutriente (gkg™). O vigintil multivariado
(indice CND) de cada nutriente foi entdo calculado como o logaritmo natural da razao

entre o seu teor € a GM respectiva (Equagao 3):
CND; =In (xi/GM) [3]

As normas CND foram definidas pela média aritmética (n) e pelo desvio-padrao
(o) dos CND; obtidos a partir da populacao de referéncia (Parent & Dafir, 1992). O
tamanho minimo dessa populacao foi estimado com base na distribui¢do normal padrao,
utilizando-se valores-Z entre 0,524 ¢ 1,960, que correspondem a niveis de confianga

de 40 % a 95 %, respectivamente.

A interpretagdo diagnoéstica foi conduzida segundo dois critérios complementares:
(1) o Potencial de Resposta a Adubacdo (PRA), em esquemas de trés e de cinco classes
(Wadtetal.,2005), e (ii)) o critério da Matéria Seca (MS) proposto por
Hallmark et al. (1987). As faixas de classificacio empregadas para os indices de
nutrientes (INut), para o indice médio de balanco nutricional (mNBI) e para o indice de

matéria seca (IMS) estdo resumidas na Tabela 1.

A interpretagdo dos indices de nutrientes (INut) baseia-se no principio de que
valores mais negativos indicam maior limitacao nutricional (Tabela 1). No esquema PRA
com cinco classes (PRA-5), diagnosticam-se deficiéncia severa quando (i) o INut
apresenta o menor valor entre todos os nutrientes avaliados, (ii) € negativo e (iii) o seu
modulo excede o indice médio de balanco nutricional (mNBI). De forma analoga,
caracteriza-se excesso severo quando o INut corresponde ao maior valor positivo do

conjunto e o seu modulo também supera o mNBI.



Tabela 1. Critérios de interpretacdo dos diagndsticos nutricionais com base nos indices
individuais (INut), no indice médio de balang¢o nutricional (mNBI) e no indice da matéria
seca (IMS).

Classe Categoria PRA MS
Wadt et al. (2005) Hallmark et al. (1987)
-2 Deficiéncia severa  INut <0, |[INut| > mNBI e INut € o menor —
-1 Deficiéncia INut < 0 e [INut| > Mnbi INut < IMS
0 Suficiéncia [INut| < Mnbi INut > IMS
1 Excesso INut > 0 e [INut| > Mnbi —
2 Excesso severo INut > 0, [INut| > mNBI e INut é o maior —

INut € o indice individual de cada nutriente, mNBI é o médulo do indice médio de balango nutricional, IMS
¢ o indice calculado para a matéria seca, e os simbolos [INut| representam o valor absoluto de INut, em
modulo.

Pelo critério da Matéria Seca (MS), proposto por Hallmark etal. (1987),
considera-se que um nutriente ¢ limitante quando o respectivo INut ¢ inferior ao indice
de matéria seca (IMS); caso contrério, classifica-se como ndo limitante ou suficiente. Esse
procedimento incorpora uma referéncia agrondmica direta, o acumulo de biomassa,
permitindo discriminar os nutrientes que efetivamente restringem a producdo de matéria
seca daqueles cujo indice, embora numericamente baixo, ndo exerce impacto significativo

sobre o crescimento vegetal.

Para o conjunto integrado de 194 lavouras, cada unidade produtiva foi classificada
quanto ao estado nutricional segundo (i) o laboratorio responsavel pela analise (Lab 1 ou
Lab 2), (i1) o respectivo conjunto de normas CND e (iii) o critério de interpretacdo
diagnostica (PRA-3, PRA-5 ou MS). Além disso, elaborou-se um terceiro conjunto de
normas, designado “conjunto total”, obtido pela combina¢do dos dados de ambos os
laboratorios; tais normas foram igualmente aplicadas a todas as lavouras para fins de

comparagao.

A consisténcia entre os diferentes conjuntos de normas foi avaliada mediante o
grau de concordancia (GC). Para cada critério de interpretacdo, os diagndsticos gerados
com (a) as normas do Lab 1, (b) as normas do Lab 2 e (c) as normas do conjunto total
foram comparadas em pares. O GC foi expresso como a percentagem de coincidéncia
entre duas classificacdes, tomando-se uma delas como referéncia ¢ verificando-se a
propor¢do de coincidéncias na outra. Por depender da dire¢do da comparagdo, os
resultados sdo apresentados separadamente para: Lab2 — Lab1, Lab1— Lab?2,
Conjunto Total - Lab1, Lab1— Conjunto Total, Conjunto Total »Lab2 e
Lab 2 — Conjunto Total.



Para a comparagao entre laboratérios, os dados foram analisados no Microsoft
Excel, sem uso de softwares estatisticos dedicados. Os teores nutricionais foliares e as
normas CND foram comparados por meio do teste t de Student (médias) e do teste F de
Snedecor (variancias), com nivel de significancia de 5%. O GC% entre os diagndsticos
foi avaliado apenas com o teste t. As analises assumiram normalidade e homogeneidade,
com diferencas significativas indicadas por asterisco (*) e “ns” para resultados nao

significativos.

RESULTADOS

O nimero minimo de amostras necessarias para compor a populacao de referéncia
aumentou com o nivel de confianga estatistica (Tabela 2). Nos niveis mais baixos, como
40% e 50%, os tamanhos amostrais foram nulos em todos os conjuntos analisados. A
partir de 80 % de confianga, o conjunto total passou a apresentar dados disponiveis, ainda
que em numero reduzido. No nivel de 95%, todos os conjuntos analisados apresentaram
quantitativos expressivos, com 107, 103 e 90 amostras validas em Lab 1, Lab 2 e no
conjunto total, respectivamente (Tabela 2). Essas amostras foram utilizadas para o
estabelecimento das normas CND, considerando-se a representatividade estatistica da

populagdo com base na variabilidade observada nas lavouras monitoradas.

Tabela 2. Tamanho minimo da amostra necessario para compor a populacao de referéncia
em funcao do nivel de confianga estatistica.

Amostras minimas necessarias*

Nivel de

confianca Estatistica Z Lab 1 Lab 2 Conjunto
total

40 % 0,524 0 0 0

50 % 0,674 0 0 0

60 % 0,840 2 1 2

70 % 1,040 18 9 8

80 % 1,280 49 30 30

85 % 1,440 66 51 47

90 % 1,645 89 77 65

95 % 1,960 107 103 90

* As quantidades correspondem ao numero minimo de amostras requeridas, por conjunto de dados, para
que o intervalo de confianga desejado cubra a variabilidade observada nas lavouras de cacau monitoradas.

Os teores foliares médios dos nutrientes variaram entre os laboratorios, com

diferencas em magnitude e dire¢do a depender do elemento analisado (Tabela 3). De



modo geral, o Lab 2 apresentou maiores teores para P, Ca, S, B, Zn, Fe ¢ Mn, enquanto
K, Mg e Cu foram superiores no Lab 1. As discrepancias mais expressivas ocorreram para
Zn (38,4 %), B (27,7 %), Mn (23,4 %) e Fe (-22,2 %). Por outro lado, os teores de N
apresentaram alta similaridade entre os laboratérios (—1,7 %), indicando maior

estabilidade analitica.

As diferencas observadas nos teores médios foram acompanhadas por distintos
niveis de variabilidade interna, conforme revelado pelos coeficientes de variacao (CV%)
(Tabela 3). Os micronutrientes Cu, Zn, Mn e¢ B apresentaram os maiores CVs, com
destaque para Cu, cujos valores foram mais elevados no Lab 2 e se mantiveram altos
mesmo no conjunto total. Para Zn, observou-se um comportamento atipico, no qual o CV
do conjunto total superou os valores dos laboratdorios individualmente. Entre os
macronutrientes, apenas o Ca apresentou CV superior a 30 % nos dois laboratérios,
destacando-se pela maior dispersdo relativa dentro da classe. De modo geral, o Lab 2
apresentou CVs mais elevados do que o Lab 1 para a maioria dos nutrientes, sugerindo

maior variabilidade interna nesse conjunto.

As diferencas observadas entre os laboratérios foram confirmadas
estatisticamente (Tabela 3). Na comparacao entre o Laboratorio 1 e o Laboratorio 2, o
teste t indicou diferenca significativa nas médias para oito dos onze nutrientes avaliados,
reforgando a existéncia de discrepancias analiticas relevantes entre os conjuntos. Ao
comparar cada laboratério com o conjunto total, observou-se redu¢do no numero de
diferencas significativas: seis nutrientes no comparativo Lab 1 vs. conjunto e cinco no
comparativo Lab 2 vs. conjunto. Para o teste F, que avalia a igualdade das variancias,
observaram-se diferencas apenas para cinco nutrientes (P, S, B, Zn e Mn) para a
comparacao entre Lab 1 vs. Lab 2. De forma semelhante ao teste t, as comparagdes com
0 conjunto também resultaram em menor nimero de diferengas significativas, em que

apenas.



Tabela 3. Teores foliares de nutrientes em folhas de cacaueiro em Rondonia, com base em dados de dois laboratorios e do conjunto total.

Nutriente

o

Ca
Mg

B
/n
Fe
Mn
Cu

Teor (gkg™) A% Lab1xLab2 Lab1x Conjunto Lab 2 x Conjunto

Lab 1 Lab2 Conjunto t F t F t F
Macronutrientes

17.675+2.080(11.8) 17.980+2.268 (12.6) 17.824+2.172(12.2) —-1.7 ns ns ns ns ns ns

1.119+0.230(20.6) 1.279+0.266 (20.8)  1.198+0.257(21.5) —-13.3 * * * ns * ns

12.246£2.910(23.8) 11.287+2.713(24.0) 11.784+2.867(24.3) +8.2 * ns ns ns ns ns

10.535+£3.590 (34.1) 11.223+3.385(30.2) 10.999+3.697(33.6) —6.3 ns ns ns ns ns ns

5.017+0.880(17.5) 4.810+0.626(13.0) 4.901£0.769 (15.7) +4.2 * ns ns ns ns *

1.620+0.240(14.8) 1.753+0.584(33.3) 1.703+0.396(23.3) —7.9 * * * * ns ns
Micronutrientes

0.028+0.010(35.7) 0.037+0.010(27.0) 0.033+0.010(30.3) —27.7 * * * * * ns

0.059+0.030(50.8) 0.087+0.047(54.0) 0.072+0.041(56.9) —-384 * * * * * ns

0.072+0.030(41.7)  0.090+0.035(38.9) 0.082+0.036(43.9) —222 * ns * ns * ns

0.498 +£0.240 (48.2) 0.630+0.306(48.6) 0.567+0.285(50.3) —234 * * * * * ns

0.015+0.010(66.7) 0.013+0.014(107.7) 0.014+0.014(100.0) +14.3 ns ns ns ns ns ns

Valores apresentados como média + desvio-padrdo; entre parénteses, o coeficiente de variagdo (CV %). A % = diferenca relativa entre as médias dos laboratérios [((Lab 1 —

Lab 2)/média) x 100]. O simbolo * indica diferenca significativa entre os diagnosticos; ns indica diferenca ndo significativa.



Um exemplo pontual foi observado para o Mg, cuja variancia nao diferiu entre os
laboratérios, mas apresentou diferenca significativa quando o Lab 2 foi comparado ao
conjunto (Tabela 3). Esse resultado reforca que a sensibilidade do teste F pode variar
conforme o grupo de comparagao, exigindo interpretacao cautelosa. Por fim, verificou-se
que os nutrientes N, Ca e Cu mantiveram-se estaveis em todas as comparagdes, sem

diferenca significativa nas médias ou nas variancias.

O teste t indicou diferencas significativas entre Lab 1 e Lab 2 nas normas CND
para dez dos doze componentes avaliados, com excecdo apenas de P e Ca (Tabela 4). Na
compara¢do das normas CND entre Lab 1 e o conjunto, cinco varidveis apresentaram
diferengas significativas (N, K, B, Zn e R), enquanto a comparagdo entre Lab 2 ¢ o
conjunto revelou oito diferencas (K, Mg, S, B, Zn, Fe, Cu e R) (Tabela 4). Para o teste F,
diferengas de variancia foram identificadas apenas para S entre Lab 1 e Lab 2 e entre Lab
1 e o conjunto, enquanto Mg, B e R apresentaram diferencas entre Lab 2 e o conjunto. O
valor de R, diferiu em todas as comparagdes no teste t e apresentou variacao significativa

na comparacao entre Lab 2 e o conjunto no teste F.

A comparacdo dos diagndsticos nutricionais obtidos com normas especificas dos
laboratdrios frente as normas externas (NE) e a norma geral (NCnj) evidenciou padrdes
consistentes entre os dois conjuntos de dados (Tabelas 5 e 6). Independentemente do
laboratdrio ou do critério de interpretagdo adotado (MS, PRA-3 ou PRA-5), os maiores
graus de concordancia foram observados na comparagdo com a norma geral. Além disso,
o critério MS, resultou nas maiores taxas de concordancia, em ambos os laboratorios:
variando de 77% a 95% no Laboratorio 1 e de 76% a 99% no Laboratorio 2. Em contraste,
como PRA-3 e PRA-5, apresentaram GC% mais baixos e maior nimero de diferencas
estatisticas. No critério PRA-3, os GC% variaram de 60% a 97% no Lab 1 e de 68% a
98% no Lab 2. J& no critério PRA-5, observou-se a maior amplitude de variagao: de 56%

2a92%no Lab 1 ede 51% a 95% no Lab 2.



Tabela 4. Normas CND para cacaueiro em Rondonia. Valores apresentados como média + desvio-padrao das relagdes multivariada entre nutrientes

Nutriente Norma CND Lab 1 x Lab 2 Lab 1 x Conjunto Lab 2 x Conjunto
Lab 1 Lab2 Conjunto t F t F t F
Macronutrientes
N 2.723+£0.183 2.646 £0.169 2.675+£0.176 * ns * ns ns ns
P —0.045+0.255 —0.023+0.239 —0.041£0.245 ns ns ns ns ns ns
K 2.354+0.291 2.165+0.261 2.251+0.298 * ns * ns * ns
Ca 2.113+0.289 2.099 +0.285 2.105+0.280 ns ns ns ns ns ns
Mg 1.423+0.201 1.323+0.159 1.379+0.190 * ns ns ns * *
S 0.316+0.189 0.175+0.462 0.278+0.273 * * ns * * ns
Micronutrientes
B —3.740+0.281 —3.600+0.239 —3.670+0.300 * ns * ns * *
Zn —3.211+£0.585 —2.864+0.528 —3.057+0.560 * ns * ns * ns
Fe —2.895+0.425 —2.726 +0.330 —2.839+0.413 * ns ns ns * *
Mn —0.981+0.426 —0.824 +0.437 —0.904 +0.440 * ns ns ns ns ns
Cu —4.758 £0.738 —4.990 £0.659 —4.828 £0.707 * ns ns ns * ns
R 6.702 £0.153 6.618 £0.122 6.651 +£0.148 * ns * ns * *

Valores expressos em g kg -'. Normas CND estimadas com base nas amostras validas: Lab 1 (173—185), Lab 2 (175-183), conjunto (351-374). O simbolo * indica diferenca

significativa entre os diagnosticos; ns indica diferenca ndo significativa para o teste t e teste F.



No Laboratério 1, a aplicagdo do critério MS apresentou GC% iguais ou
superiores a 95% para dois dos onze nutrientes (Ca e S) quando comparado a norma geral
(Tabela 5). A andlise estatistica entre os graus de concordancia obtidos com as normas
NE e NCnj, dentro desse mesmo critério, indicou auséncia de diferenca significativa para
quatro nutrientes (N, P, Ca e Mg). Por outro lado, sob os critérios PRA-3 ¢ PRA-5, a
frequéncia de discordancias aumentou. No critério PRA-3, os GC% ficaram abaixo de
75% para K, S, B e Zn, e houve diferenca significativa entre as normas NE e NCnj para
todos os nutrientes, exceto Cu. J& no critério PRA-5, as divergéncias se acentuaram ainda
mais: K e S apresentaram GC% inferiores a 56%, mas, nesse caso, nenhuma diferenca

significativa foi observada entre as normas NE e NCnj.

Tabela 5. Grau de concordancia (%) entre os diagnosticos nutricionais obtidos com
normas especificas do Laboratorio 1 em comparagao as normas do Laboratorio 2 (NE) e
as normas gerais derivadas do conjunto (NCnj), sob diferentes critérios interpretativos.

Nutrientes Amostras Laboratério 1 (GC)
MS PRA-3 PRA-5

NE NCnj t NE NCnj t NE PRA-5 NCnj t

N 91% 94% ns  85% 92% * 7% 85% *
P 89% 92% ns  92% 96% * 80% 87% *
K 84% 91% * 72% 87% * 56% 75% *
Ca 94% 95% ns  85% 96% * 75% 92% *
Mg 90% 93% ns  78% 92% * 62% 86% *
S 83% 95% * 60% 78% * 56% 71% *
B 78% 89% * 71% 83% * 59% 76% *
Zn 80% 91% * 73% 86% * 63% 80% *
Fe 77% 91% * 81% 92% * 68% 87% *
Mn 81% 90% * 87% 93% * 78% 88% *
Cu 82% 92% * 94% 97% ns  85% 92% *

Valores expressam o grau de concordancia (GC%) entre diagnosticos obtidos com as normas especificas
do Laboratério 1 e (i) as normas do outro laboratério (NE) ou (ii) a norma geral construida a partir do
conjunto (NCnj). Foram utilizados trés critérios interpretativos: MS (matéria seca), PRA-3 (trés classes) e
PRA-5 (cinco classes). O simbolo * indica diferenca significativa entre os diagnosticos; ns indica diferenga
nao significativa. Nimero total de amostras: 183.

No Laboratoério 2, o critério MS apresentou elevada concordancia entre as normas
para NCnj, com GC% superiores a 95% para cinco dos onze nutrientes (Tabela 6). A
analise estatistica dos GC% entre essas normas, dentro do critério MS, indicou diferenca
significativa para a maioria dos nutrientes, exceto para N, Mg e S. Ja sob o critério PRA-
3, nove dos onze nutrientes apresentaram diferencas significativas entre NE e NCnj

(exceto P, Fe e Cu), com destaque para o nutriente K, que obteve apenas 68% de GC com



a norma NE e 84% com a NCnj. No critério PRA-5, as divergéncias se intensificaram,
com GC menores que 55% para K e S, e nove nutrientes apresentaram diferencas

estatisticas entre as normas NE e NCnj, exceto Fe e Cu.

Tabela 6. Grau de concordancia (%) entre os diagnosticos nutricionais obtidos com
normas especificas do Laboratério 2 em comparagdo as normas do Laboratoério 1 (NE) e
as normas gerais derivadas do conjunto (NCnj), sob diferentes critérios interpretativos.

Amostras Laboratério 2 (GC)

Nutrientes MS PRA-3 PRA-5

NE NCnj t NE NCnj t NE NCnj t

N 94% 96% ns 82% 93% * 76% 87% *
P 87% 96% * 88% 92% ns 79% 86% *
K 87% 96% * 68% 84% * 55% 74% *
Ca 96% 99% * 94% 98% * 85% 95% *
Mg 88% 93% ns 79% 87% * 66% 77% *
S 88% 91% ns 70% 83% * 51% 68% *
B 76% 86% * 75% 82% * 68% 76% *
Zn 87% 93% * 75% 88% * 63% 77% *
Fe 77% 87% * 84% 86% ns 77% 81% ns
Mn 87% 93% * 89% 96% * 78% 89% *
Cu 87% 97% * 88% 87% ns 79% 79% ns

Valores expressam o grau de concordancia (GC%) entre diagnosticos obtidos com as normas especificas
do Laboratério 2 e (i) as normas do outro laboratério (NE) ou (ii) a norma geral construida a partir do
conjunto (NCnj). Foram utilizados trés critérios interpretativos: MS (matéria seca), PRA-3 (trés classes) e
PRA-5 (cinco classes). O simbolo * indica diferenca significativa entre os diagndsticos; ns indica diferenca

ndo significativa. Niimero total de amostras: 189.

DISCUSSAO

Um dos aspectos mais relevantes para a constru¢do de normas diagnosticas
confiaveis € a representatividade estatistica da populacdo de referéncia. Beaufils (1973)
e Rodriguez & Rodriguez (2000) destacam que a robustez das normas depende da
existéncia de um banco de dados amplo e coerente, que represente adequadamente a

variabilidade normal das condigdes de cultivo.

Neste estudo, buscou-se atender a esse principio por meio da aplicagdo de um
critério rigoroso de sele¢do baseado em niveis de confianca da distribui¢do normal (Z =

1,960), de forma a garantir maior consisténcia estatistica das amostras incluidas. Como



consequéncia, observou-se uma redu¢ao no numero de amostras validas, especialmente

no conjunto, o que ¢ esperado quando se elimina ruidos e duplicidades interlaboratoriais.

Apesar dessa reducdo, as normas derivadas do conjunto apresentaram
desempenho relativamente estdvel, sugerindo que, quando os critérios de selecdo sdo
tecnicamente fundamentados, a integracdo de dados de diferentes laboratérios pode

mitigar variagdes metodoldgicas sem comprometer a coeréncia das normas.

No entanto, os resultados também mostraram que a representatividade estatistica,
isoladamente, ndo assegura uniformidade diagndstica em contextos interlaboratoriais.
Diferencas significativas nos teores médios de nutrientes entre os laboratorios indicam

variacoes analiticas importantes, sobretudo para P, K, S, B, Zn, Fe e Mn.

Essas discrepancias nao se limitam as concentragdes absolutas, mas podem refletir
inconsisténcias nos procedimentos laboratoriais, como preparo de reagentes, calibracao
dos equipamentos, controle de qualidade interno e experiéncia dos analistas, como ja
destacado por Watson (1981), Ross et al. (2015), McGrath et al. (2019) e Eckert et al.
(2023).

Os CV% reforcaram essa interpretagdo, evidenciando maior instabilidade entre os
micronutrientes, com destaque para Cu, Zn, Mn e B. Isso possivelmente se deve a menor
concentracao natural desses elementos e a maior sensibilidade metodoldgica dos ensaios.
Por outro lado, N, Ca e Cu demonstraram maior estabilidade estatistica, sugerindo

confiabilidade nos métodos utilizados.

O teste t apontou diferengas estatisticamente significativas entre os laboratorios
para oito dos onze nutrientes. No entanto, ao comparar cada laboratorio com o conjunto,
o nimero de diferencas diminuiu, indicando que a consolidagdo dos dados pode atenuar
discrepancias individuais. Resultado semelhante foi observado no teste F, sugerindo que
a fusdo de dados de diferentes fontes suaviza variabilidades especificas e fortalece a base

amostral.

Esse padrao ¢ coerente com Lisboa et al. (2024), ao ressaltarem que a consisténcia
da base ¢ mais determinante do que o volume de dados na definicdo de normas
nutricionais. Mesmo com metodologias declaradamente similares, as divergéncias

persistem, refor¢ando que fatores extra-metodoldgicos influenciam significativamente os



resultados laboratoriais. Ensaios interlaboratoriais com protocolos harmonizados sao

fundamentais para identificar essas fontes ocultas de erro.

Além disso, ainda que o sistema CND tenha sido proposto como universal
(Beaufils & Sumner, 1976; Walworth & Sumner, 1987), estudos recentes como Villasefor
Ortiz et al. (2022), Quyen et al. (2024), Bahia et al. (2021) e Oliveira et al. (2019)
demonstram que as normas geradas sob condigdes especificas perdem acuracia quando

aplicadas fora do seu contexto original.

Os resultados deste estudo corroboram essa limitagdo: mesmo com amostras
idénticas e protocolos similares, as normas CND derivadas dos dois laboratorios
apresentaram diferengas significativas na maioria dos nutrientes. Mais do que diferengas

estatisticas, essas variagdes impactaram diretamente a interpretacao diagndstica.

O grau de concordancia entre diagndsticos foi afetado por pequenas flutuacdes
analiticas, especialmente para Zn, S e K, que apresentaram os menores indices de
concordancia. Em contrapartida, N, Ca ¢ Cu mantiveram maior estabilidade entre
laboratérios. Esse padrao persistiu mesmo quando a diagnose foi feita com base nas faixas

de suficiéncia propostas por Oliveira et al. (2019) e Bahia et al. (2021).

A fim de verificar a aplicabilidade dessas faixas ja estabelecidas para o cacaueiro,
os teores foliares obtidos neste estudo (Lab 1 e Lab 2) foram comparados com os
intervalos diagnosticos definidos por esses autores, ambos baseados em cultivos
conduzidos no estado da Bahia. Segundo Oliveira et al. (2019), N, P e K foram
diagnosticados como deficientes, Ca e S estiveram em equilibrio, € Zn, Mn e Cu como
excesso. Ja Bahia et al. (2021) classificaram P, K e Mg como deficientes, enquanto Zn,

Fe e Cu foram novamente classificados como excesso.

No entanto, ao aplicar essas faixas aos dados deste estudo, observou-se que Ca e
B apresentaram diagnosticos distintos entre os laboratorios, ou seja, os mesmos nutrientes
foram classificados de formas diferentes a depender do laboratorio de origem dos dados.
Esse achado reforca que mesmo teores médios proximos as referéncias podem resultar
em interpretagdes conflitantes, evidenciando a sensibilidade do diagndstico nutricional as
variacoes analiticas, sobretudo quando se utilizam faixas fixas desenvolvidas em

contextos regionais distintos.



A magnitude das diferencas entre os teores médios reforca esse cenario: enquanto
N variou apenas 1,72% entre laboratérios, Zn apresentou quase 49% de diferenca,
justamente o nutriente com menor concordancia diagndstica. J& N e Ca, com menor
variacdo nos teores, mantiveram elevados indices de concordancia. Isso indica que
discrepancias analiticas mais acentuadas afetam diretamente a consisténcia do

diagnostico nutricional.

Outro fator relevante € a amplitude das faixas de suficiéncia. Faixas mais estreitas,
comuns para micronutrientes, sao mais suscetiveis a pequenas oscilagdes nos teores, o
que amplifica os efeitos das variagdes laboratoriais sobre a diagnose. Assim, mesmo
teores médios proximos as referéncias da literatura ndo asseguram uniformidade entre

laboratorios distintos.

Esses achados reforgam a argumentacdo de Walworth & Sumner (1987) sobre a
necessidade de que a “variagdo normal” do sistema esteja representada no banco de dados.
Na prética, como mostram Villasefior Ortiz et al. (2022) e Morales et al. (2022), alcangar
essa condi¢ao ¢ dificil, especialmente em regides como a Amazdnia Ocidental, cujas
condi¢des de solo e clima divergem substancialmente das areas onde se originaram as

normas mais utilizadas para cacaueiro.

Portanto, a eficacia diagndstica do sistema CND depende da qualidade
metodologica dos dados, da representatividade estatistica e da adaptacao regional das
normas. No entanto, alta concordancia ndo implica alta acuracia diagnostica. Conforme
Traspadini et al. (2018), diferencas laboratoriais afetam tanto os teores quanto a precisdo

das normas, alterando decisdes agrondmicas mesmo em amostras idénticas.

Assim, métricas como o grau de concordancia (GC%) sdo uteis para detectar
divergéncias, mas nao devem ser usadas isoladamente como indicadoras de eficiéncia. A
validacao pratica das normas exige testes de eficiéncia baseados em resposta produtiva
ou fisiologica. Essa etapa final de calibragdo ¢ essencial para que as normas reflitam o

real estado nutricional das plantas e sejam aplicaveis em diferentes realidades agricolas.

Ensaios interlaboratoriais com amostras padronizadas e protocolos harmonizados
devem ser incentivados como estratégia fundamental para validar normas nutricionais e

promover sua adogdo em escalas mais amplas.



CONCLUSAO

Foram observadas variagdes relevantes no grau de concordancia entre os
diagnosticos obtidos, evidenciando que a constru¢do das normas a partir de diferentes
bancos de dados pode alterar substancialmente a interpretacdo do estado nutricional do
cacaueiro. O célcio apresentou-se como o nutriente mais estavel entre os laboratdrios,

enquanto potassio, zinco e boro foram mais suscetiveis as variagoes.

A presente pesquisa propde que a ampliagdo do niimero de amostras fortalece a
robustez das normas, mas nao ¢ suficiente para garantir uniformidade nos diagnosticos,
reforgando a necessidade de protocolos laboratoriais harmonizados e da validagdo de

normas nutricionais especificas para cada realidade.
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4-RESUMO DA APLICACAO DOS RECURSOS

O uso dos recursos do projeto com dados fiscais foi enviado no Relatério de
Prestacdo de Contas na presente data e para o periodo deste relatrio constam apenas
materiais de consumo. Para a equipe da Unesp ndo houveram outros aportes de recurso

de outras fontes.

5-RESULTADOS ESPERADOS DO PROJETO

Para a equipe da Unesp/FAPESP foi possivel atender as metas com sucesso

conforme apresentado neste relatorio e sera possivel:

A partir de padrBes nutricionais para a cultura do cacau ird garantir orientaces
corretas para estabelecer programas de fertilizacdo com base na ciéncia da nutricdo de
plantas e atributos de solo com isso devera aumentar a eficiéncia das fertilizacGes e
consequentemente incrementos da produtividade e diminuicdo da incidéncia de pragas e

doengas.

Aprofundar o conhecimento da qualidade das améndoas de cacau de diferentes
genotipos da regido amazonica especificamente nos teores de nutrientes, compostos

antioxidante e bioativos.

Esses resultados pela equipe da UNESP subvencionados pela Fapesp estdo em
processo de submissdo em periddico de alto impacto. Os resultados de outras equipes que
foram subvencionados por outras agéncias de fomento dos estados de Rondonia
(FAPERO) e da Amazobnia (FAPEAM) também serdo divulgados em periddicos. Além
disso, sera produzido documentos técnicos (editados pela Embrapa, Ceplac ou qualquer
uma das outras instituicdes) e especialmente na forma de comunicados para serem
divulgados na midia em geral (redes sociais, programas de TV e noticiario local, jornais

eletronicos).

6 - CONSIDERACOES GERAIS

A sintese dos resultados obtidos nos trés estudos evidencia a necessidade de
abordagens integradas para superar os principais gargalos agronémicos da cacauicultura
na Amazonia. O primeiro estudo “Clones de cacaueiro modulam a tolerdncia a doengas

dos frutos e desequilibrios nutricionais, potencializando a producdo do cacau na



Amazonia” demonstrou que clones como EEOP 63 e EEOP 65 apresentam maior
estabilidade fisioldgica, mantendo produtividade elevada mesmo sob desequilibrios
nutricionais e alta pressdo de doengas, como a vassoura-de-bruxa (Moniliophthora
perniciosa). Esses materiais exibiram menores taxas de germinacdo de sementes e maior

eficiéncia na alocacdo de biomassa, refletindo sua superioridade agronémica.

O segundo estudo “O uso de clones do cacaueiro e a fermentagdo modulam o
perfil bioquimico e nutricional em améndoas de cacau da Amazénia” confirmou que o
processamento pos-colheita influencia significativamente os teores de compostos
bioativos. As améndoas ndo fermentadas preservaram maiores concentragdes de fenois e
taninos, enquanto a fermentagdo promoveu aumento de aminoacidos livres, GB e
atividade da enzima SOD em clones como CCN 51 e EEOP 63. Essas alteracGes
bioquimicas indicam que a escolha do geno6tipo e do regime fermentativo pode ser usada
de forma estratégica para otimizar a qualidade nutricional e antioxidante das améndoas,

conforme o perfil funcional desejado.

J& o terceiro estudo “As normas nutricionais foliares permanecem universais?
Evidéncias interlaboratoriais a partir do cacaueiro amazonico” evidenciou que a
variabilidade entre laboratdrios impacta de forma significativa os resultados diagnosticos,
com diferencas nos indices CND e no grau de concordancia (GC%) entre nutrientes-
chave, como K, S e B. A partir dessas observacdes, foi desenvolvido o FertilizaCacau,
um sistema regional de diagnose nutricional que integra normas multivariadas CND,
atributos do solo e metas de produtividade. A plataforma gera recomendacdes adaptadas
as condices locais, utilizando classificagdes diagnosticas especificas (alta insuficiéncia

até alto excesso) e permitindo intervencGes agrondémicas mais precisas.

Em conjunto, os achados reforcam que 0 sucesso da cacauicultura amazonica
depende de trés pilares interdependentes: (i) a selecdo de gendtipos adaptados e eficientes
do ponto de vista nutricional e fitossanitario; (ii) a ado¢éo de praticas de pos-colheita que
preservem e potencializem a qualidade funcional das améndoas; e (iii) a construcdo de
diagnosticos nutricionais confiaveis, baseados em dados regionais, analise multivariada e

rigor metodologico.

Esses estudos ndo apenas fortalecem os fundamentos técnicos e cientificos da
producdo cacaueira na regido, como também geram solugdes aplicaveis ao campo. O

desenvolvimento do FertilizaCacau representa um avango estratégico para 0 manejo



nutricional, permitindo que a diagnose foliar se converta em ac¢Ges objetivas de correcao
e recomendagdo, promovendo maior produtividade, eficiéncia no uso de insumos e

sustentabilidade da cadeia produtiva do cacau na Amazonia.
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