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EXTRATO

ARAUJO, Romaria, P., Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus, marco de
2012. Respostas moleculares e morfofisiolégicas ao estresse por irradiancia
em Theobroma cacao: o papel das antocianinas. Orientador: Alex-Alan Furtado
de Almeida. Co-orientador: Fabio Pinto Gomes. Co-orientador: Dario Ahnert.

A espécie Theobroma cacao L . ® <cultivada sob s o@abrucad
agroflorestais e a pleno sol. A luz age isolada ou conjuntamente para controlar o
desenvolvimento e a diferenciacdo durante a morfogénese, induzindo as plantas a
desenvolver mecanismos de aclimatacdo. Além disso, as plantas desenvolveram
mecanismos de protecdo enzimatica e ndo-enzimatica contra estresse por irradiancia. Para
determinadas espécies vegetais, 0 acumulo de antocianinas em nivel foliar protege este
orgdo contra a radiagdo UV-B em condi¢cbes de alta irradiancia. Objetivou-se, no presente
trabalho, avaliar os efeitos do estresse por irradiancia em trés genotipos clonais de cacau
(CGatongod , -8 €%J-02), contrastantes para os teores de antocianinas em nivel foliar, por
meio de avaliacdes da emissdo de fluorescéncia da clorofila a, das trocas gasosas, da
atividade de peroxidases, dos teores de flavonoides e de pigmentos cloroplastidicos e
vacuolares (antocianinas), e de andlises anatdbmica e de expressao génica em nivel foliar.
Houve reducéo na assimilacdo de CO, em todos os genotipos clonais de cacau transferidos
do ambiente de 50% para o de 95% de sombreamento, ao passo que a transferéncia de
50% de sombreamento para pleno sol ndo alterou de forma significativa (P<0,05), a taxa

em

‘N

fotossint®tica ICatgngddbda Echa reéantopo ad thieateas f er ° n

pleno sol provocou fotoinibigdo em todos os gendtipos de T. cacao, mas com menor
intensidade para o genétipo SJ-02, que apresentou um aumento na atividade da peroxidase
do guaiacol, demonstrando que este genétipo apresenta um sistema antioxidante mais
eficiente. Verificaram-se, para os trés genoétipos de T. cacao, uma maior plasticidade
fenotipica para as folhas langcadas no ambiente de 95% de sombreamento, quando
comparado com o ambiente a pleno sol. Os teores de clorofila (Chl a), clorofila b (Chl b),
clorofila total e de carotenoides foram significativamente (P<0,05) maiores nos genoétipos
cultivados em 95% de sombreamento. Neste nivel de sombreamento, o genétipo SCA-6
apresentou os menores teores de pigmentos cloroplastidicos. Em contrapartida, para o
gendtipo SJ-02, verificou-se, a pleno sol, uma reducédo destes pigmentos foliares. Nao houve
diferenca inter e intragenotipica para a razdo Chl a/b com a variagdo da disponibilidade de
luz, ao contrario dos teores de flavonoides e antocianinas que apresentaram alteracdes com
a variacao da irradiancia. Observou-se um aumento no teor de flavonoides e uma redugéo
no de antocianinas a pleno sol. A expressdo dos genes PsbA e PsbO apresentou a mesma

tendéncia a pleno sol e a 95% de sombreamento, ao passo que pa r aCatongédé houv e

superexpressao do gene PsbA. Por outro lado, os genes ans e ufgt ndo apresentaram
correlagdo positiva com o acumulo de antocianinas em nivel foliar, provavelmente porque a
proteina UFGT tem afinidade por outros substratos, enquanto que o gene hsp70 soé
aumentou a expressdao no SCA-6. Em suma, para os genotipos clonais de T. cacao
avaliados em condi¢cdes de estresse por irradiancia, (i) as diferencas nos teores de
antocianinas em nivel foliar ndo conferiram prote¢do contra a fotoinibicdo e promoveu
altera-»es na assimila-«o0o @at cnegShaR mamesentéramn
maior plasticidade fenotipica para a morfologia e para os teores de pigmentos
cloroplastidicos em nivel foliar, enquanto que o gendétipo SCA-6 investiu mais nos teores de
flavonoides e na expresséo génica da proteina cloroplastidica do choque térmico hsp70; (iii)
o0 sistema de protecdo antioxidante ndo-enzimatico foi mais eficiente, por meio do aumento

iX
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do teor de flavonoides, do que o sistema enzimético de peroxidases; (iv) as respostas da
expressdo dos genes PsbA e PsbO, responsaveis pela biossintese da proteina D1 e por
uma das proteinas envolvidas na evolucédo de O, no fotossistema 2, da fase fotoquimica da
fotossintese, respectivamente; bem como dos genes ans e ufgt, envolvidos na biossintese
de antocianinas, ndo permitiram diferenciar os genétipos na condicdo de estresse por
irradiancia.

Palavras-chave: fotossintese, plasticidade fenotipica, sombreamento, sistema

antioxidante, cacau.



ABSTRACT

ARAUJO, Roméria Pereira, Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus, BA, March
2012. Molecular and morphophysiological responses to stress by irradiance in
Theobroma cacao: the role of anthocyanins. Advisor: Alex-Alan Furtado de
Almeida. Co-advisors: Fabio Gomes Pinto and Dario Ahnert.

The Theobroma cacao L. species is grown under shade in 'Cabruca’ and agroforestry
systems and full sun. The light acts alone or in combination to control development
and differentiation during morphogenesis, inducing the plants to develop
mechanisms of acclimation. Furthermore, plants have developed enzymatic and non-
enzymatic mechanisms to protect against stress caused by irradiance. For certain
plant species, the accumulation of anthocyanins in leaf level protects against UV-B
radiation under conditions of high irradiance. The aim of the present study was to
evaluate the effects of stress by irradiance in three clonal genotypes of cacao
(‘Catongo’ SCA-6 and SJ-02), contrasting for the anthocyanins content in leaf level,
through of the evaluations of chlorophyll fluorescence emission, gas exchange,
peroxidase activity, flavonoids content, chloroplastidic and vacuolar (anthocyanins)
pigments content, anatomical analysis and gene expression in leaf level. There were
reductions in the CO, assimilation for all clonal genotypes of T. cacao transferred
from the environment of 50% to 95% shading, while the transfer of 50% shading to
full sunlight not changed, significantly, the net photosynthetic rate of the 'Catongo’
genotype. However, the transfer to the environment in full sunlight caused
photoinhibition for all T. cacao genotypes, but with less intensity for SJ-02 genotype,
which showed an increase in guaiacol peroxidase activity, indicating that this
genotype has a more efficient antioxidant system. There were, for the three T. cacao
genotypes, greater phenotypic plasticity to the leaves flushed and grown in the
environment of 95% shading, compared to sunlight. The chlorophyll a (Chl a),
chlorophyll b (Chl b), total chlorophyll and carotenoids contents were significantly
higher in the genotypes grown in 95% shading. At this level of shading, SCA-6
genotype showed lower pigment contents. In contrast, for SJ-02 genotype, it was
found a reduction of leaf pigments in full sun. There was no intragenotipic difference
between Chl a/b ratio and variation in available light, while the anthocyanins and
flavonoids contents changed with variation in the irradiance. There was an increase
in the flavonoids content and a reduction in the anthocyanins content to full sunlight.
The expression of PsbA and PsbO genes showed the same tendency in full sun and
95% shading, while for the 'Catongo' there was an overexpression of PsbA gene.
Moreover, the ans and ufgt genes showed no correlation with the anthocyanin
accumulation in leaf level, probably because the UFGT protein has affinity for other
substrates, while the hsp70 gene expression only increased in SCA-6. In conclusion,
for the clonal genotypes of T. cacao assessed, in irradiance stress conditions, (i) the
differences in the anthocyanins contents in leaf level did not provide protection
against photoinhibition and promoted changes in carbon assimilation; (ii) the
‘Catongo’ and SJ-02 genotypes showed greater phenotypic plasticity in morphology
and pigment contents in leaf level, while the SCA-6 genotype invested more in
flavonoids and gene expression of chloroplastidic heat shock protein hsp70; (iii) the
system of non-enzymatic antioxidant protection was more efficient, by increasing the
flavonoids content, than the peroxidase enzymes system; (iv) the responses of PsbA

Xi



and PsbO genes expression, responsible by D1 protein biosynthesis and for a
protein involved in the O, evolution in photosystem 2, of the photosynthesis
photochemical phase, respectively, as well as the ans and ufgt genes involved in
anthocyanin biosynthesis, did not vary between genotypes in the stress condition for
irradiance.

Keywords: photosynthesis, phenotypic plasticity, shading, antioxidant system, cocoa.
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1. INTRODUCAO

O cacau, Theobroma cacao L., € uma importante commoditi agricola de
exportacdo no mundo, sendo cultivado, principalmente, para a producdo de
chocolate (ALMEIDA e VALLE, 2007). O Brasil, na década de 80, ocupou a segunda
posicdo no ranking da producdo; entretanto, dois principais fatores foram
responsaveis pela mudanca neste cenario, a reducdo dos precos no mercado
internacional e o aparecimento da doenca vassoura-de-bruxa. Com a chegada do
fungo Moniliophthora perniciosa, causador da vassoura-de-bruxa, nas lavouras da
Bahia em 1989, houve uma grande mudanca na condic&o social da populacéo local
com perdas de até 100% na producdo em algumas fazendas (PEREIRA et al.,
1989), comprometendo a producdo nacional, jA& que este estado era e ainda é o
principal produtor. Mesmo adotando os métodos tradicionais de controle, houve
pouca eficiéncia no processo devido as condi¢cdes climaticas favoraveis para a
disseminacdo rapida da doenca, fazendo com que muitos agricultores
abandonassem suas fazendas, provocando demissées em massa e migracdes de
pessoas da zona rural para a zona urbana (TREVIZAN, 1996). Atualmente, o Brasil
€ 0 sexto maior pais produtor de cacau, atras de Costa do Marfim, Gana, Indonésia,
Nigéria e Camardes (ICCO, 2011).

No Brasil, o cacau € cultivado principalmente sob sombra, pelo sistema
agrofl orestal Cabrachteqoe utiliaa, ap@s reloninagdo da vegetacdo
do sub-bosque, os dosséis de arvores da Mata Atlantica para oferecer o
sombreamento aos cacaueiros; ou associado a outros cultivos de espécies que
tenham portes maiores, como Areca catechu, Cocos nucifera, Hevea brasiliensis e
Erythrina fusca (HEBBAR et al., 2011; ALMEIDA e VALLE, 2007). Além disso,
formas de cultivo alternativas tém garantido bons resultados, a exemplo do cultivo de
cacau em monocultivo a pleno sol que aumenta a produtividade em relacdo aos
cultivos mantidos em condicdes de sombra, desde que haja fertirrigagao
suplementar (ALMEIDA e VALLE, 2007, 2010; BELSKY e SIEBERT, 2002).

A luz solar é a fonte de energia para as reacgdes fotossintéticas da planta; em
contrapartida, o seu excesso pode causar danos, ao passo que sua caréncia pode

limitar o crescimento e desenvolvimento da planta (LAMBERS et al.,, 1998).



Entretanto, as plantas desenvolveram sofisticados mecanismos de respostas ao
estresse por irradiancia. Baixos niveis de luz podem ocasionar estresses nas
plantas, promovidos pela diminuicdo da taxa de assimilacdo de Dioxido de Carbono
(CO,), decréscimo na producdo de carboidratos e diminuicdo no crescimento e
desenvolvimento; enquanto niveis elevados de luz podem danificar o maquinario
fotossintético (LAMBERS et al., 1998), de forma, as vezes, irreversivel.

As plantas desenvolveram varias estratégias para enfrentar condicdes
adversas, como a plasticidade de aclimatacdo as condicbes de sol e sombra, e
mecanismos de fotoprotecdo para dissipacao de excessos de energia (DEMMIG-
ADAMS e ADAMS, 2006). Diferencas na morfologia, anatomia e fisiologia da folha
tém sido documentadas para espécies adaptadas a ambientes sombreados ou a
pleno sol (BOARDMAN, 1977; BJORKMAN, 1981; GIVNISH, 1988). As mudancas
estruturais da folha podem também ser adaptaveis, por exemplo, a inativacdo do
centro de reacdo do fotossistema Il (FS Il) (OQUIST et al., 1992). As alteragdes na
fisiologia da folha j4 existente e a producdo de novas folhas com morfologia e
fisiologia apropriadas ao ambiente de luz sdo componentes de resposta a
aclimatacdo (WIKA et al., 2007). Além disso, as plantas desenvolveram mecanismos
de protecdo enzimatica e ndo-enzimatica em respostas ao estresse oxidativo,
desencadeado pela irradiancia. O mecanismo ndo-enzimatico inclui compostos como
as antocianinas e os outros tipos de flavonoides (MARCHESE et al., 2008; PIETRINI
et al., 2002); enquanto que o enzimatico, de acordo com Apel e Hirt (2004), é
composto pela dismutase do superdxido, que age na linha de frente, transformando
espécies ativas de oxigénio em Peroxido de Hidrogénio (H,O,), e por catalases e
peroxidases, que agem subsequentemente na desintoxicacdo de H,0,.

A espécie T. cacao, por se tratar de uma espécie preferencialmente alégama,
apresenta uma variedade muito grande de gendétipos, com diferencas fenotipicas
marcantes. O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do estresse por
irradi ©nci a em tr°s g e n -Catongod s B o BID2),s de
contrastantes para a presengca de antocianinas em nivel foliar, por meio de
avaliacbes da emissdo de fluorescéncia da clorofila a, das trocas gasosas, da
atividade de peroxidases, dos teores de pigmentos cloroplastidicos e vacuolares
(antocianinas), dos teores de flavonoides e de analises anatbmica e expressao

génica em nivel foliar.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Theobroma cacao L.

2.1.1. Caracteristicas gerais

A espécie Theobroma cacao L., conhecida vulgarmente como cacau, tem um
alto valor econémico agregado as sementes por causa da producdo de chocolate,
embora este ndo seja 0 Unico produto comercial extraido desta planta, sendo
utilizada também em industrias de cosméticos e géneros alimenticios, como geléias,
bebidas e sorvetes (ALMEIDA; VALLE, 2007, 2010). E uma espécie lenhosa tipica
de clima tropical, diploide (2n = 20), preferencialmente alégama, perene, nativa da
regido de floresta iumida da América do Sul e a Unica, dentre as 22 espécies do
género, explorada comercialmente em larga escala. Pertencia anteriormente a
familia Sterculiaceae, foi reclassificada e inserida na familia Malvaceae (ALVERSON
et al.,, 1999). A familia Malvaceae Juss. contém cerca de 75 géneros e,
aproximadamente, 1.500 espécies, possui distribuicdo cosmopolita, predominando
nos trépicos (CRONQUIST, 1981), e compreendem plantas de grande importancia
econOmica.

O género Theobroma € considerado como de origem exclusivamente
neotropical com dispersdo natural em florestas Umidas, estendendo-se da bacia
amazobnica até o sul do México, entre as latitudes 18° N e 15°S (CUATRECASAS,

1964). Do seu provavel centro de origem, na regido do alto Amazonas (CHEESMAN,

1944), espalhou-se em duas principais direcdes, 0 que resultou nos dois principais
grupos r doul@di,s:cud tévado na Venezuel a, na
norte da América Centr a | e no M®rasterad;, e oo ndérte do Br
Guianas (ALMEIDA; VALLE, 2007). Um terceiro g r Twinpté&riod d e n o r
também é apresentado por alguns autores como originario de um cruzamento

nat ur a lCricalodt remast@irod(ALMEIDA; VALLE, 2007, 2010). A maior parte

( 85 %) da produ-«o0o mundi al de cacau prov®m
predominante também nas plantagfes brasileiras. O cacau foi introduzido na Bahia

em 1746, procedente do estado do Para, passando a ser cultivado inicialmente no

municipio de Canavieiras e, posteriormente, em varios outros municipios do sul do
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estado, onde esses materi ai s g en®tda@w s
Comumé da Bahia (LEAL, 2004) .

2.1.2. Historico e Producao

Os registros demonstram que o cacau, inicialmente, foi cultivado pelos
Astecas e Maias. Para estas civilizacdes, as sementes desta espécie possuiam alto
valor comercial e divino (KUFER et al.,, 2006; BERGMANN, 1959). Quando
utilizadas no comércio, serviam como pagamento de impostos, compra de escravos,
entre outras relacdes. Religiosamente, uma bebida feita com estas sementes era
servida as vitimas que seriam sacrificadas em cultos, porque acreditavam que este

ato os aproximaria da divindade (KUFER et al., 2006). A denominacdo da espécie,

r

Theobroma cacao L . , gue significa fAmanjar dos deus

ser uma referéncia a este valor sagrado que as antigas civilizacbes denotavam a
planta (KUFER et al., 2006). ApOs a chegada dos europeus, estas sementes foram
disseminadas para o mundo, fixando-se em regides da Africa e Asia (BERGMANN,
1959). Foi na Europa que o produto sintetizado pelo cacau se aproximou do
chocolate propriamente dito, devido ao acréscimo de acucar, agregando maior valor
ao cacau (HEBBAR et al., 2011).

A producdo de cacau possui grande relevancia na economia mundial,
envolvendo muitos paises no cultivo, comercializacdo e consumo. Os paises
produtores de cacau estdo concentrados principalmente nas regides tropicais dos
continentes da Africa, América Central e do Sul, Asia e Oceania (ICCO, 2011). Em
2009/2010, a Africa foi responsavel por 68% da producdo mundial, enquanto a Asia
e a Oceania por 18% e as Américas por 14% (ICCO, 2011). Atualmente, no ranking
dos paises que cultivam cacau, encontra-se a Costa do Marfim como o principal
produtor, que contribuiu com 34% da producdo mundial, em seguida tem-se Gana
(17,5%), Indonésia (14,8%), Nigéria (6,6%) e Camarbes (5,3%) (ICCO, 2011). O
Brasil se posicionou no sexto lugar, onde produziu 161 mil toneladas, o que
representa 4,4% do total (ICCO, 2011).

No Brasil, as regides Norte e Nordeste séo as principais regides de producao
de cacau. Em 2009, responderam por 90% da producao total. Esta concentracéo da
producdo deve-se principalmente ao estado baiano, que desde a introducdo da



cultura cacaueira, na regido sul da Bahia, encontrou condi¢gbes favoraveis ao seu
desenvolvimento e permitiu que este estado viesse a se tornar o maior produtor
nacional desde entdo (SENA, 2011). Na década de 80, o Brasil ocupava a segunda
posicdo como maior produtor de cacau, atingindo valores proximos a 450 mil
toneladas de améndoas (SENA, 2011). Entretanto, no fim desta década, foi
detectada a doenca intitulada como vassoura-de-bruxa no sul da Bahia, causada
pelo fungo Moniliophthora perniciosa que reduziu drasticamente a producao,
provocando, em alguns casos, a perda total de fazendas, devido a disseminacao
rapida do fungo em locais com umidade elevada (PEREIRA et al., 1989). Desde
entdo, varias medidas vém sendo tomadas para restabelecer a produtividade de
outrora, como selecdo de materiais resistentes ou mesmo tolerantes a infeccao,

manejo e controle fitossanitario.

2.1.3. Formas de cultivo

O cacau, tradicionalmente, é cultivado sob sombras, desde épocas pré-
colombianas (ALMEIDA; VALLE, 2007, 2010). Este sombreamento é obtido por
fl orest as arbarlyedbmd@das clafead@s e associado a outros cultivos que
tenham portes maiores que 0 cacaueiro, como as espécies Areca catechu, Cocos
nucifera, Hevea brasiliensis e Erythrina fusca (HEBBAR et al., 2011; ALMEIDA,
VALLE, 2007). Entretanto, a produtividade de cultivo de cacau a pleno sol &,
normalmente, maior do que cultivo sombreado (BELSKY; SIEBERT, 2002),
principalmente quando fertirrigado (ALMEIDA; VALLE, 2007, 2010).

O sistema agroflorestal que tem maior relevancia no sul da Bahia, Brasil, é
| ocal ment e c orClada iyudome que tero origem na pratica adotada,
explicado pelo fato deo planticadoaacaulérfata sob a , po
floresta atlantica, onde as espécies do sub-bosque sédo suprimidas e a densidade
dos individuos do dossel é reduzida, permitindo a entrada de maior intensidade de
luz (LOBAOetal. , 2007). Al ®m de oferecer Cabmhrcaadm
ainda ¢é questionada sobre a importancia de interferir positivamente ou
negativamente na conservacdo da biodiversidade. Por um lado, este sistema
apresenta maior capacidade de conservar espécies de passaros, antas e outras

espécies selvagens do que outros sistemas de cultivo, como milho e cereais (RICE e



GREENBERG, 2000) . Ent r €8 & n uedazbéaodiversidade geo d a
espécies da floresta local e vem alterando a sequéncia sucessional das arvores
(ASARE, 2006).

Ha, ainda, os sistemas agroflorestais que utilizam mais de uma espécie com
valor econdmico, o chamado intercultivo. Nestes casos, a intensidade de luz que
atinge os cacaueiros é maior que os sistemas que utilizam dossel de florestas para
sombrea-los, como consequéncia, aumentam a produtividade (DEHEUVELS et al.,
2012). Além disso, a competicdo por nutrientes e agua pode ser um fator
desvantajoso para o cultivo do cacau, embora o uso de bananeiras nos estagios
tenha garantido boa producéo (HEBBAR et al., 2011).

A cacauicultura pode ser realizada sem sombreamento, como monocultivo a
pleno sol, desde que haja irrigacdo e fertilizacdo (ALMEIDA; VALLE, 2007).
Deheuvels et al. (2012) demonstraram que o cultivo do cacau a pleno sol, na Africa,
Asia e América Latina, apresentou produtividade maior que sistemas agroflorestais
sombreados. Varias pesquisas desenvolvidas recentemente tém indicado a
monocultura tecnificada como desvantajosa, dentre as justificativas estdo a maior
evapotranspiracdo, que resulta no estresse hidrico (OFORI-FRIMPONG et al., 2010);
o0 empobrecimento do solo, diferente do cultivo sob sombras, que mantém o solo
fértil (SIEBERT, 2002); e a maior susceptibilidade a insetos e doencas, que pode
reduzir a producdo ou diminuir a qualidade dos frutos (BELSKY; SIEBERT, 2003).
Entretanto, no Brasil, o cultivo do cacau a pleno sol tem reduzido as perdas na
producado causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa, ja que as regides utilizadas
para tal fim apresentam umidade relativa menor que as regides de producao
tradicionais (LEITE; VALLE, 2000).

2.2. Estresse por irradiancia

Estresse € a presenca de qualquer fator externo que confira desvantagens a
um determinado organismo (TAIZ; ZEIGER, 2009). As plantas superiores sao
organismos sésseis, e, desta forma, sdo mais susceptiveis a diferentes estresses
ambientais (bidticos e abidticos); por adaptacdo, as plantas desenvolveram
sofisticados mecanismos moleculares e fisiolégicos para responder as condi¢cdes
estressantes (RAO et al., 2006).



Dentre os fatores abibticos que afetam as plantas, tem-se a luz, que embora
seja a fonte de energia para a fotossintese, limita o crescimento e o desenvolvimento
da planta em condicdes de intensidade baixa ou excessiva (VALLADARES;
NIINEMETS, 2008; REDDY; RAGHAVENDRA, 2006).

2.2.1. Plasticidade fenotipica foliar

A folha € um dos principais 6rgaos envolvidos na realizacdo da fotossintese e,
consequentemente, necessita se adaptar as diferentes condi¢cdes de luminosidade.
As alteracdes morfofisiolégicas que acontecem na anatomia foliar é resultado da
plasticidade fenotipica da espécie, que aumenta a eficiéncia na captura da luz e no
processo fotossintético, resultando em um melhor desempenho da planta
(VALLADARES; NIINEMETS, 2008).

Em baixas irradiancias, as folhas apresentam maior area, espessura menor
do mesofilo, parénquimas palicadicos com uma Unica camada e mais espacos
intercelulares no parénquima lacunoso. Estas caracteristicas conferem uma menor
razdo de massa foliar por unidade de area e uma fracdo maior de massa foliar por
planta (VALLADARES; NIINEMETS, 2008); ao passo que em altas irradiancias, as
folhas possuem areas menores e sdo mais espessas (VALLADARES e NIINEMETS,
2008; PEARCY, 2000).

A RUBISCO, enzima responsavel pela assimilacdo de CO, em plantas,
apresenta baixa afinidade pelo seu substrato, cuja reacdo pode ser
competitivamente inibida pelo oxigénio (O,). Por outro lado, o CO, apresenta baixa
difusdo no interior das células em meio agquoso (TERASHIMA et al., 2006). Desta
forma, quando hd um maior input de energia, a taxa fotossintética € limitada pela
concentracdo de CO,, e os fotons excedentes podem prejudicar 0 maquinario
fotossintético (TERASHIMA et al., 2006; DEMMIG-ADAMS; ADAMS, 2006). Para
impedir esta situagao, as folhas investem na espessura do mesofilo, aumentando os
espacos intercelulares, facilitando a condutancia de CO, do ambiente externo ao
estroma do cloroplasto (TERASHIMA et al., 2006). Além disso, os cloroplastos de
folhas de sol, normalmente, se posicionam proximos as paredes celulares anticlinais
para facilitar a assimilacdo de CO, e também como mecanismo de minimizar a

interceptacdo excessiva da luz (PEARCY, 2000).



Terashima et al. (2005) demonstraram que, embora as folhas de sol
apresentem maior espessura, o numero de células ndo varia muito, visto que ha um
maior investimento no volume celular durante a expansado foliar. Segundo estes
autores, uma das hipéteses sugere que células menores exigiriam um gasto maior
de nutrientes essenciais como N e P, em &cidos nucleicos e proteinas, o que

resultaria em um decréscimo na taxa fotossintética.

2.2.2. Pigmentos cloroplastidicos

As clorofilas e o0s carotenoides sdo o0s pigmentos cloroplastidicos
responsaveis pela absorcdo da radiacao fotossinteticamente ativa (RFA), que varia
de 4001 700 nm, indispensaveis no processo fotossintético em plantas superiores. A
concentracdo destes pigmentos nos cloroplastos depende da irradiancia e do local
onde as folhas e as plantas sdo desenvolvidas (BOARDMAN et al. 1975,
LICHTENTHALER, 1982; BAIG et al. 2005). Normalmente, folhas de sol apresentam
maiores teores de clorofila (Chl) total, quando se utiliza a area foliar como base; em
contrapartida, se for usada a massa foliar como base, as folhas de sombra
apresentam teores superiores em relacéo as de sol (LICHTENTHALER, 2009).

A razdo Chl a/b é maior para folhas expostas ao sol que a sombra, porque as
folhas de sol apresentam uma menor quantidade de complexo coletor de luz e uma
maior quantidade de centro de reacao, ja as folhas de sombra investem mais energia
na coleta de luz, otimizando a absorcdo de Iluz que chega a folha
(LICHTENTHALER, 2009). Para a razao clorofila total/carotenoides (Chl T/Car), as
folhas de sombra apresentam maiores valores em relacao as de sol, devido a maior
concentragéo de carotenoides encontrada em folhas de sol. As xantofilas, um tipo de
carotendide, conferem fotoprotecdo ao dissiparem o excesso de energia na forma de
calor, por meio da interconversdo de violaxantina, anteraxantina e zeaxantina
(YOUNG et al., 1997; FORSTER et al., 2009).

2.2.3. Fotossintese

Folhas de sol e de sombra utilizam a luz na fotossintese de forma

significativamente diferente. Ambas buscam uma maneira de maximizar a
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interceptacdo da luz para a fotossintese e minimizar o efeito prejudicial do excesso
de energia ao maquinario fotossintético (TAIZ; ZEIGER, 2009). Enquanto folhas
adaptadas ou aclimatadas a sombra utilizam quase que toda a luz absorvida na
fotossintese, as folhas de sol utilizam aproximadamente 10% (ORTOIDZE; DURING,
2001). Normalmente, folhas de sombra investem mais na fase fotoquimica da
fotossintese e nos complexos coletores de luz, além de alocar mais nitrogénio em
pigmentos cloroplastidicos; ao passo que as folhas de sol investem mais na fase
bioquimica, aumentam o numero de centros de reacdo e alocando mais nitrogénio
em enzimas, principalmente na Rubisco, uma vez que esta enzima carboxilativa
possui relacdo direta entre a sua concentracdo e a capacidade fotossintética
(BOARDMAN, 1977; BJORKMAN, 1981).

Sob baixos niveis de luz, as plantas apresentam valores reduzidos para taxas
fotossintéticas, condutancia estoméatica ao vapor de agua (gs) e transpiracdo (E)
foliar. Nesta condicdo, a taxa fotossintética é limitada pela luz, e a reducédo de gs
pode ser justificada pela menor densidade de estdbmatos por area foliar em
ambientes sombreados; enquanto que altos niveis proporcionam taxas
fotossintéticas elevadas, desde que ndo haja danos no maquinario fotossintético,
causado por absorc¢éo de fétons excedentes (BAKER, 2008).

E possivel avaliar a plasticidade fisioldgica das plantas ao ambiente luminoso
por meio de curvas de respostas a luz, extraindo informacfes sobre propriedades
fotossintéticas. Assim, baixos valores para taxa de respiragcdo no escuro (Rd),
irradiancias de compensacao (Ic) e saturacdo (Is) indicam aclimatacdo a sombra
(STRAUSS-DEBENEDETTI; BAZZAZ, 1996). Porque, Ic é a intensidade de luz que a
assimilacdo de CO; se iguala a sua liberacdo na respiracdo; sendo assim, um baixo
valor de Ic representa uma menor taxa de Rd, garantindo a sobrevivéncia da planta
(TAIZ; ZEIGER, 2009). Ja Is representa a intensidade de luz em que a assimilacao
de CO, ndo aumenta com o acréscimo de fétons, momento em que a luz nao afeta
mais a fotossintese, e que outros fatores estdo sendo limitantes, como taxa de
transporte de elétrons, atividade da Rubisco ou o metabolismo das trioses fosfato
(TAIZ; ZEIGER, 2009). Esta variavel é determinada pelos valores maximos de luz
que a folha foi exposta durante o seu desenvolvimento, sem que haja fotoinibi¢ao.

Outra ferramenta Util para delinear a resposta da planta a estresses
ambientais é fornecida pela emisséo de fluorescéncia da clorofila a. A energia

luminosa absorvida pelas moléculas de clorofila podem seguir trés vias diferentes: (i)
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pode ser utilizada na fotossintese; (i) o0 excesso de energia pode ser dissipado na
forma de calor; e (iii) pode ser re-emitida como luz, em comprimentos de onda
maiores do que o absorvido, conhecido como fluorescéncia da clorofila (BAKER,
2008). Estes trés processos ocorrem em competicdo, de forma que o aumento na
eficiéncia de um resultara no decréscimo dos outros dois. Desta forma, é possivel
obter informagdes sobre a eficiéncia fotoquimica e a dissipacdo de calor por meio de
medidas da emissdo de fluorescéncia da clorofila (MAXWELL; JOHNSON, 2000;
BAKER, 2008). Os métodos atuais fornecem informacfes rapidas nao destrutivas
acerca da conversdao, transferéncia e dissipacdo da energia luminosa em nivel de
fotossistema Il (FS IlI) (BAKER, 2008), sob condi¢cBes de laboratério, controladas e
em campo.

Uma das formas utilizadas para estudar a fotoquimica de FS Il é pelo
chamado estado de adaptacdo ao escuro, onde a folha é condicionada ao escuro,
permitindo a oxidacao total do aceptor de elétrons primério, tornando-os disponiveis
para a reducdo com um pulso de luz; por isso, refere-se a este estado como centro
de reacdo do FS Il aberto (BAKER, 2008). Nestas condi¢cdes, é possivel estimar a
fluorescéncia inicial (Fo) fornecendo luz em baixa intensidade (0,2 pmol m? s™),
também conhecida como nivel minimo de fluorescéncia; ja com um pulso de luz
saturante, estima-se a fluorescéncia maxima (Fn), estado em que reduz todos os
aceptores primarios e o centro de reacdo do FS Il é dito fechado (BAKER, 2008). A
fluorescéncia variavel (F,) é a diferenca entre F, e Fo e demonstra a capacidade do
maquinario fotossintético direcionar os fotons de energia para a via fotoquimica
(BAKER, 2008). Entretanto, € a razédo F./F, que estima a eficiéncia quantica maxima
do FS Il, sendo quase constante para a maioria das espécies vegetais sob
condi¢Bes ndo limitantes, com valores proximos a 0,832 (BJORKMAN E DEMMIG,
1987). Porém, quando expostas a algum tipo de estresse abidtico ou bidtico, esta
razdo decresce. Embora as causas que alteram F,/F, sejam complexas, esta razao
€ um forte indicativo para monitorar estresses, como a fotoinibicao.

O decréscimo na eficiéncia fotossintética causada pelo excesso de luz é
denominado como fotoinibicdo, e pode ser dividido em dois tipos: fotoinibicdo
dindmica, em que 0 excesso de energia luminosa é extinta, e fotoinibicdo cronica,
causada por danos na proteina D1 de FS Il (KYLE et al., 1984). A fotoinibicao
dindmica apresenta uma reducao em F,/F,, reversivel, sendo acompanhada por um

significativo aumento da dissipacdo térmica do excesso de energia absorvida,
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indicando que o decréscimo da eficiéncia fotoquimica deve-se, em parte, a
mecanismos fotoprotetores e ndo a danos oxidativos a maquinaria fotossintética
(ADAMS et al., 1994; DEMMIG-ADAMS et al.,, 1996; THIELE et al., 1998). Ja a
fotoinibicdo crbnica ocorre quando o excesso de luz absorvida gera uma série de
intermediarios de oxigénio altamente reativos (IORs) que podem causar Sérios
problemas ao maquinario fotossintético (MITTLER, 2002), com danos aos lipideos
constituintes de membranas, pigmentos cofatores criticos e subunidades protéicas,
especialmente a proteina D1, resultando na completa inativacdo foto-oxidativa do
centro de reagao (APEL; HIRT, 2004). Estes danos, se ndo reparados, acarretam um
decréscimo da eficiéncia fotoquimica, que pode ser caracterizada por uma reducéo
irreversivel da razéo F,/F,, (HIDEG; MURATA, 1997).

O FS Il é um complexo proteico com multiplas subunidades, integrado as
membranas dos tilacoides, onde as proteinas hidrofébicas D1 e D2 constituem o
ndcleo do centro de reacdo e une 0s componentes necessarios para as reacdes de
oxi-reducdo dos elétrons através da membrana (KETTUNEN, 1996; CHOQUET;
VALLON, 2000). Durante a fotoinibicdo cronica, o transporte de elétrons é
interrompido, e, conseqlentemente, o0 processo fotossintético € inativado;
ocasionando excesso de energia e uma grande reducdo nos aceptores de elétrons
do FS Il; além de gerar clorofilas triplet e IORs, que modificam a estrutura da
proteina D1 (KYLE et al., 1984; MELIS, 1999). Para evitar a inibicdo permanente da
fotossintese, ocorre um processo altamente organizado dentro do cloroplasto,
aumentando a sintese da proteina D1, resultado de um incremento nos transcritos e
na traducdo do gene PsbA, responsavel por codificar a proteina D1, inserido as
novas copias sintetizadas nas membranas tilacoidais, enquanto as proteinas
danificadas séo removidas por proteases (LINDAHL et al., 2000).

O sitio catalitico de FS II, que oxida a molécula de agua, possui quatro atomos
de manganés (Mn), e contém varias subunidades extrinsecas que desempenham
um papel importante em manter o sitio de Mn ativo (BRICKER; FRANKEL, 1998).
Dentre as quais, encontra-se a proteina PSB O, codificada pelo gene nuclear psb O,
que tem como funcdo estabilizar o grupo de Mn, que é essencial para que a
evolugcdo de oxigénio aconteca de forma eficaz (BRICKER; FRANKEL, 1998;
SEIDLER, 1996). Além disso, a PSB O também demonstrou ser importante na
estabilidade de PSB A e na montagem de outras proteinas extrinsecas,

comprovando que a alteracdo de sua concentracdo pode afetar a eficiéncia quéantica
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do FS II, a exemplo do aumento da razdo F.,/F,, com o incremento nos niveis desta
proteina (MURAKAMI et al., 2005).

2.2.4. Estresse oxidativo induzido por irradiancia

Uma das principais caracteristicas reveladas recentemente sobre aspectos da
fotoinibicdo é a acdo dos intermediarios de oxigénio reativos (IORs). O surgimento
dos IORs é consequéncia da vida aerdbica e sdo formadas por reducao parcial das
moléculas de oxigénio, dando origem a moléculas como oxigénio singleto (*O, ),
perdxido de hidrogénio (H.O), radical anion superéxido (O,") e hidroxila (‘OH)
(VRANOVA et al., 2002). Entretanto, quando as plantas s&o submetidas a estresse
abi -tico ou bi etxipd oxidativé ique elesancadeia Gma série de
respostas nha maquinaria antioxidante e na regulacdo da expressdo génica (GIL;
TUTEJA, 2010).

Os IORs séo sintetizados de forma continua como produtos secundérios de
muitas rotas bioquimicas em diferentes compartimentos celulares, como
mitocondrios, cloroplastos e peroxissomos (NAVROT et al.,, 2007). Em plantas
superiores, na presenca de luz, os cloroplastos e peroxissomos Sao 0S principais
organelos ou organulos celulares responsaveis pela origem dos IORs, ja no escuro,
os mitocéndrios assumem este papel (GIL; TUTEJA, 2010). Nos cloroplastos, o FS
Il, presente nas membranas tilacoides, € o0 componente mais sensivel ao estresse
fotoxidativo, causando danos a proteina D1 e,ou interferindo no reparo do FS Il
(KRIEGER-LISZKAY, 2005; NISHIYAMA et al., 2011). O 'O, é gerado a partir da
absorcao de luz pelo oxigénio molecular, por transferéncia de energia de excitacao,
resultando na saida do elétron externo; além disso, possui uma vida-média curta em
células, de apenas 200 ns, mas reage imediatamente com moléculas vizinhas, como
pigmentos, proteinas e lipidios, sendo por isso considerado um dos principais IORs
responsaveis pelo prejuizo de FS Il, causado pelo excesso de luz (KRIEGER-
LISZKAY, 2005; KIM et al., 2008). O H,0,, O, e ‘OH séo produzidos pela adicéo de
elétrons ao O, como resultado do transporte de elétrons fotossintéticos
(NISHIYAMA et al., 2011). O H,O, é moderadamente reativo e possui uma vida-

meédia relativamente longa, cerca de 1 ms; em baixas concentracfes atua como

12



molécula sinalizadora, permitindo a aclimatacdo em diferentes tipos de estresse; ao
passo que em altas concentragdes induz morte celular programada (GIL; TUTEJA,
2010). Aproximadamente 1 a 2% do O, consumido pelos tecidos vegetais origina-se
em O,", que também é moderadamente reativo, e a sua origem pode desencadear a
formacao de outros IORs, como o ‘OH; que, por sua vez, pode reagir com todas as
moléculas bioldgicas, como DNA, proteinas, lipidios e quase todos os constituintes
da célula; e cujo excesso causa morte celular, devido a auséncia de mecanismos
enzimaticos que eliminem este IORs altamente reativo (FOYER; NOCTOR, 2003).

Os niveis intracelulares dos IORs dependem do balangco entre a taxa de
producdo e a taxa da remocdo ou detoxificagdo dos mesmos. Sob estresse
oxidativo, as plantas reduzem a taxa fotossintética e diminuem o crescimento da
planta (MITTLER et at., 2011). Nestas condi¢des, para manter a produtividade, as
células dispdem de eficientes mecanismos para eliminar os IORs (MITTLER et at.,
2011). Os mecanismos de protecdo contra IORs tém sido desenvolvidos pelas
plantas como processo evolutivo para controlar os niveis dessas moléculas e anular
a toxicidade (LOGAN et al., 2006); os quais podem ser enzimaticos, composto por
antioxidantes como a dismutase do superoxido (SOD), a catalase (CAT) e as
peroxidases (POX), dentre outros; e,ou ndo enzimaticos, caracterizados por
metabolitos de baixo peso molecular (MITTLER et al., 2004).

2.2.4.1. Mecanismo enzimatico

Dismutase do superoxido (SOD)

A SOD é responséavel pela remocdo de O°, por catalisar a reagdo que o
reduz a HyO,, e, assim, diminuir a concentracdo de OH (MITTLER et at., 2011).
Além disso, € uma metaloenzima que possue diferentes metais como cofatores,
sendo esta caracteristica que permite a classificacdo desta enzima em trés tipos
conhecidos: (i) Fe - SOD, que é encontrada no cloroplasto; (ii)) Mn - SOD, presente
nos mitocdndrios e peroxissomos; e (iii) Cu/Zn - SOD, localizada no cloroplasto e no
citosol (GIL; TUTEJA, 2010). Além disso, é descrita por atuar na linha de frente na
defesa contra o efeito toxico dos IORs, em diferentes tipos de estresses enfrentados
pelas plantas, sendo importante na tolerancia (GIL; TUTEJA, 2010).
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Catalase (CAT)

A CAT é responsavel pela conversao de H,O, em H,O e O, e é indispensavel
na remocéao de IORs (MITTLER et at., 2011). CAT apresenta uma das maiores taxas
de recuperacao de todas as enzimas, sendo capaz de converter aproximadamente 6
000.000 (seis milhdes) de moléculas de H,0, em H,O e O, por minuto (GIL; TUTEJA,
2010). As plantas apresentam varias isoformas de catalase, que podem responder
diferencialmente a luz (GIL; TUTEJA, 2010; BREUSEGEM, 2001). Vérios trabalhos
demonstram que o aumento na atividade desta enzima tem conferido tolerancia as
plantas quando submetidas a estresses abidticos, como estresse por metal,

temperatura, seca, excesso de luz, entre outros (YANG et al., 2008).

Peroxidases (PODs ou POXs)

As PODs catalisam a oxidac&o de H,0O,, gerando H,O, utilizando um substrato
como redutor (GIL; TUTEJA, 2010). As peroxidases do ascorbato (APX) utilizam o
ascorbato como receptor de elétrons e possuem importancia relevante na protecéo
de células de plantas superiores, algas, euglenas e outros organismos (MITTLER et
al., 2011). APX possui cinco isoformas conhecidas, dentre as quais, existem formas
presentes em membranas tilacoides do cloroplasto e em membranas dos
glioxissomos; e formas solUveis no estroma do cloroplasto (HONG et al., 2007,
LOGAN et al. 2006). J& as peroxidases do guaiacol (GPOX) utilizam receptores de
elétrons arométicos, como o guaiacol ou pirogalol, e possuem papel importante na
biossintese de lignina e na defesa contra estresse bibtico (GIL; TUTEJA, 2010;
ASADA, 1999).

2.2.4.2. Mecanismos nao-enzimaticos

Os antioxidantes ndo enzimaticos, importantes na protecdo das células
vegetais contra os IORs, séo representados pelo acido ascorbico (vitamina C), pela
glutationa, p e-toeferpl (vitaminanE ¢ pelpseflavonoides (MITTLER
et al., 2004). Dentre os quais, os flavonoides tém sido descritos como os metabdlitos
antioxidantes mais sensiveis ao estresse por irradiancia (GIL; TUTEJA, 2010;
HERNANDEZ et al., 2008; ).
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Flavonoides

Os flavonoides sdo uma familia de metabdlitos secundarios em plantas,
possuindo mais de 9000 tipos de moléculas, encontrados em todos tecidos e 6rgaos
vegetais. Por causa disso, estdo envolvidos em muitas funcdes, como pigmentacao
de flores, frutos e sementes; interacbes planta-patdgeno; protecdo contra a luz
ultravioleta; além de possuirem grande relevancia como antioxidante (BUER et al.,
2010). Estes compostos polifendlicos sdo caracterizados por dois anéis aromaticos
ciclicos, ligados a um heterociclico (WINKEL-SHIRLEY, 2002). Além disso, sdo
classificados pelo grau de oxidacdo do anel heterociclico, sendo as principais
classes conhecidas como: (i) flavononas, que servem como precursoras para a
maioria dos outros flavonoides; (ii) isoflavonas, que séo sintetizadas apenas em
legumes, importantes na sobrevivéncia e reproducdao; (iii) flavonas; (iv) flavondis, que
apresentam em maiores concentracdes, quando a planta € exposta a luz UV; e (v)
antocianinas, que séo pigmentos vacuolares que conferem fotoprotecao as plantas
(CHEMLER et al., 2008). Estas moléculas podem sofrer modificacbes nos anéis
aromaticos, incluindo hidroxilacdo, metilacdes, glicosilacdes, acilacées, entre outros,
conferindo a diversidade dentro de cada classe (WINKEL-SHIRLEY, 2002).

Os Flavonoides e outros compostos fenélicos absorvem luz nos comprimentos
de onda na regido do UV, assim, plantas mutantes para esta rota biossintética sao
mais sensiveis a alta irradiancia UV (GIL; TUTEJA, 2010). Muitos genes
biossintéticos dos flavonoides s&o induzidos sob condigbes de estresse (GIL;
TUTEJA, 2010). A funcao dos flavonoides como extintores de IORs est4 relacionada
com a capacidade de localizarem e neutralizarem radicais livres, doando elétrons ou
atomos de hidrogénio, impedindo que provoguem danos as biomoléculas
(HERNANDEZ et al., 2008). Entretanto, os flavonoides podem desenvolver esta
acdo em conjunto com 0 mecanismo enzimatico, pois enzimas como as peroxidases
e a oxidase do polifenol utilizam os flavonoides como doadores de elétrons durante a
eliminacao de H,0O, (POURCEL et al., 2006).

Embora os flavonoides sejam sintetizados principalmente no citosol, podem
ser transportados para diferentes compartimentos celulares, desenvolvendo
diferentes funcdes (HERNANDEZ et al., 2008). Flavonoides glicosilados estdo
presentes nos cloroplastos, devido a grande quantidade de IORs. Neste organulo
celular, hd um aumento nos niveis de flavonois quando folhas sdo expostas a alta
irradiancia (AGATI et al., 2007; HERNANDEZ et al., 2008). Ha relatos também de
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flavonoides presentes no ndcleo, o que pode conferir protecdo ao DNA; e no meio
extracelular, que se relacionam mais com a fotoprotecdo (HERNANDEZ et al., 2008).
Ja os flavonoides encontrados nos vacuolos merecem uma atencado especial, pois
sao representados principalmente pelas antocianinas, que, além de outras funcgdes,
protegem o maquinario fotossintético contra radiacdo UV-B (HERNANDEZ et al.,
2008).

Antocianinas

Sao pigmentos hidrossolUveis, encontrados nos vacuolos celulares, que
absorvem comprimentos de onda variando de 500-550 nm, na regido verde da luz
visivel, fornecendo as cores do vermelho ao azul em flores, frutos e folhas de acordo
com o pH vacuolar (HARBORNE, 1988). A expressao de antocianinas em folhas é
bastante variada, pois, em algumas espécies, esta presente em todas as folhas, ao
passo que em outras aparecem em momentos especificos do ano, ou mesmo em
estagio unicos de desenvolvimento foliar (STEYN et al., 2002). A producdo de
antocianinas pode ser influenciada também pelas condicdes ambientais, como
qualidade e intensidade da luz, temperatura, estresse osmaético, ataque de
patégenos e outros. Além disso, podem estar em diferentes tecidos foliares, como na
epiderme abaxial e, ou adaxial, bem como no mesofilo (GOULD et al., 2000).

Gould et al. (2000) demonstraram que a funcdo das antocianinas esta
diretamente associada aos tecidos onde sdo armazenadas. As antocianinas atuam
como fotoprotetores, porque alteram a intensidade e a qualidade da luz que atinge o
cloroplasto (STEYN et al., 2002). Em Zea mays, foi demonstrado que a presenca
destes pigmentos reduziu o risco de fotoinibicdo, sem que houvesse limitacdo na
fotossintese (PIETRINI et al., 2002). Além disso, as antocianinas atuam também na
prevencao do estresse oxidativo, atuando indiretamente como antioxidante (GOULD,
et al. 2008) e diretamente na eliminacdo de EROs (HERNANDEZ et al., 2008). No
pH citosdlico as antocianinas se apresentam incolores, e, ao serem transportadas
para o vacuolo, adquirem cor vermelha (GOULD et al. 2008). Foi demonstrado que
estas duas formas, citosoOlicas e vacuolares, sdo capazes de removerem Oy  ,
entretanto, os tautdbmeros presentes no citosol sdo mais ativos na detoxificacdo das
IORs, porgue os niveis de H,O, se mantém baixos no vacuolo, devido a barreira
fisica que os separa dos principais organulos que originam os IORs (HERNANDEZ

et al., 2008). Desta forma, a funcdo dos flavonoides vacuolares como antioxidantes
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pode ser considerada em situagBes que provoquem injarias mecéanicas nos tecidos
foliares, como a herbivoria (HERNANDEZ et al., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e condi¢cbes de cultivo

O experimento foi conduzido no periodo de setembro/2010 a novembro/2011
no Campus da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), localizado no
municipio de llhéus, BA, Brasil (14°47' S, 39°10" W), utilizando-se trés genadtipos
clonais de cacau (Mat o NYCA-6 e SJ-02). O g e n - tAatpngod 6 um mutante
natural para antocianinas, com herangca monogénica ou qualitativa para este carater,
considerado autocompativel e produtivo; logo, se apresenta com as folhas jovens, os
frutos e as sementes desprovidos deste pigmento vacuolar, cujas sementes sao
brancas; além de ser intolerante a doencga vassoura-de-bruxa (BARTLEY, 2005). Em
contrapartida, o SCA-6, considerado como genotipo selvagem, autoincompativel e
de baixa produtividade; tém as folhas jovens, os frutos e as sementes levemente
avermelhados pela presenca de antocianinas vacuolares, além de possuir alelos
para tolerdncia a vassoura-de-bruxa (BARTLEY, 2005). Ja o genotipo SJ-02,
considerado como autocompativel e de alta produtividade, possui as folhas jovens,
os frutos e as sementes com coloracdo vermelha intensa, em virtude da alta
concentracdo de antocianinas vacuolares nas células constituintes de seus tecidos e
orgaos (BARTLEY, 2005) (Figural A, B e C).

Os trés gendtipos clonais de cacau foram obtidos a partir do enraizamento de
estacas de caule de extremidades de ramos plagiotropicos, retirados de plantas
matrizes com 5 a 10 anos de idade, no Instituto Biofdbrica de Cacau. Apés o
enraizamento (quatro a cinco meses de idade), as mudas clonais foram cultivadas
em vasos plasticos com capacidade de 16 L, contendo solo como substrato, e
crescidas a 50% de sombreamento, em condi¢cbes de viveiro. A irrigacdo foi
realizada diariamente com &agua de torneira, de maneira que a umidade do solo
fosse mantida proxima a capacidade de campo. A adubacéo foi feita levando em
consideragéo a analise quimica do solo e as exigéncias nutricionais do cacaueiro na
fase inicial de crescimento (SOUZA JUNIOR, 2007).

Apés sete meses de idade, no momento de implantagdo dos tratamentos,
parte das mudas clonais, dos diversos genoétipos estudados, foi transferida para dois
diferentes niveis de sombreamento [0% (pleno sol) e 95%], e parte foi mantida em
50% de sombreamento (tratamento controle).
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Figura 1 7 Gendtipos clonais de Theobroma cacao L., com sete meses de idade,
apresentando os lancamentos foliares desprovidos de antocianinas [(A),
&atongod , mut ant e, cem antodiahinay emdbaijas [(B), SCA-6,
tipo selvagem, pouco cultivado] e altas [(C), SJ-02, cultivado e altamente
produtivo] concentragc6es em nivel vacuolar.

Os niveis de sombreamento artificial foram implementados com utilizagdo de
telas plasticas pretas de 50 e 95% de atenuacgdo da radiacao global, fixadas tanto no
topo como nas laterais, com a utilizacdo de arame galvanizado, em estruturas
construidas com estacas de concreto de 2 m de altura, espacadas de 5 x 5 m, de
forma a permitir a criagéo de dois ambientes de sombra com dimensdes de 5 x5 x 2
m e um a pleno sol com as mesmas dimensdes.

Durante o periodo experimental, a radiacao fotossinteticamente ativa (RFA)
foi monitorada, ao nivel da extremidade superior das mudas clonais, com a utilizagcéo
de um sensor de radiacdo luminosa S-LIA-M003 acoplado a uma estacdo
climatolégica Hobo Micro Station Data Logger (Onset, EUA) (Figura 2). A estacéo foi
programada para coletar dados a cada 5 min. de RFA, temperatura e umidade
relativa do ar no interior de cada estrutura de sombreamento e ao pleno sol, entre
6:00 as 18:00h. A precipitacdo pluviométrica foi monitorada com o uso de um
pluvibmetro. Os valores médios (+ EP) da temperatura e umidade relativa do ar e da
precipitacdo pluviométrica obtidos durante o periodo experimental foram de 24,1+0,4
°C, 87,8+1,6% e 457,8+12,5 mm, respectivamente.
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Figura 2 - Radiacéo fotossinteticamente ativa (RFA) monitorada nos ambientes de
sombra e a pleno sol durante o periodo experimental.

3.2 . Trocas gasosas foliares

Inicialmente, as medi¢cdes de trocas gasosas foram efetuadas em folhas
maduras do ultimo langamento, as 24 e 48 h apGs a transferéncia das mudas clonais
dos diferentes gendtipos do ambiente de 50% de sombreamento para os ambientes
de 95% de sombreamento e pleno sol, utilizando o medidor de fotossintese portatil
modelo Li-6400 (Li-Cor Biosciences Inc., Lincoln, NE, USA), equipado com uma
fonte de luz artificial 6400-02B RedBlue. Posteriormente, 45 dias apdés a
transferéncia, fez-se novas medi¢cdes pontuais em folhas maduras do udltimo
lancamento, dos diferentes genoétipos clonais, crescidas e desenvolvidas nos
diversos ambientes [50% (controle), 95% e a pleno sol] entre 8:00 a.m. e 12:00 a.m.

Durante as medigdes, a fonte de luz artificial foi ajustada para prover um RFA
de 800 emol m' ?s' ! acima da irradiancia de saturacdo para espécie T. cacao, sem
provocar fotoinibicdo. As leituras foram registradas em intervalos de 1-2 min.,
guando o coeficiente de variagédo atingisse valores inferiores a 0,3% (CV < 0,3%). O

fluxo de CO, foi ajustado para manter uma concentracdo de 380 pmol mol™* no
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interior da camara e a temperatura da camara foliar foi mantida constante em 26°C.
As taxas de fotossintese liquida por unidade de &rea foliar (A), a condutancia
estomatica ao vapor de agua (gs), a taxa transpiratoria foliar (E) foram estimadas a
partir dos valores da variacdo de CO, e da umidade do ar no interior da camara,

determinados pelo analisador de gases a infravermelho do referido aparelho.

3.3. Fluorescéncia da clorofila

As medicdbes de fluorescéncia da clorofila @6 foram efetuadas
simultaneamente com as medi¢cdes de trocas gasosas foliares, usando o mesmo
equipamento portatil de medicdo de fotossintese (LI-COR, Inc. Lincoln, Nebraska,
USA), modelo Li-6400, com camara Li-6400-40. Em cada medig&o, um clip foliar foi
colocado na folha madura do dltimo langamento por 30 min. para a reflexdo da
radiacao solar, o decréscimo da temperatura foliar e a oxidacéo de todo o sistema de
transporte fotossintético de elétrons. Os sinais de fluorescéncia foram registrados no
sistema de aquisicdo de dados do Li-6400, que forneceu automaticamente as
fluorescéncias minima (F,), maxima (Fn) e o rendimento quantico potencial maximo
de FS 1l (FJ/Fy). A exemplo das trocas gasosas foliares, as medi¢cdes foram
efetuadas em folhas maduras, as 24 e 48 h ap0s a transferéncia das mudas dos
genatipos clonais para os diferentes ambientes de luz, e em folhas maduras emitidas

nos ambientes apods 45 dias de transferéncia.

3.4 . Anatomia foliar

Aos 45 dias apds a transferéncia das mudas dos genoétipos clonais para 0s
diferentes ambientes, quando ja haviam emitidas e amadurecidas novas folhas,
coletaram-se para as andlises anatdomicas trés folhas de cada gendtipo em cada
tratamento. Logo apds, retiraram-se amostras do limbo, na regido mediana de
folhas maduras de &€atongo§ SCA-6 e SJ-02 para a realizacéo de cortes anatdémicos
transversais. O material coletado foi fixado em glutaraldeido a 1,5% e em tampéo
cacodilato de sédio a 0,1 mol L™. Para os estudos pormenorizados, foram feitos
cortes histologicos em microtomo rotativo, a partir de material desidratado em série

etandlica e incluido em historesina (Leica®). Posteriormente, os cortes foram
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submetidos ao processo de coloragdao com azul de toluidina a 1% (KRAUS; ARDUIN,
1997). As andlises dos cortes transversais foram feitas em microscépio éptico e a
documentacdo dos resultados obtidos em fotomicroscépio Olympus BX40. A
espessura da lamina foliar, da epiderme nas faces abaxial e adaxial, e dos
parénquimas palicadico e lacunoso, para os trés genotipos clonais de T. cacao
aclimatados nos trés niveis de irradiancia (pleno sol, 50% e 95% de sombreamento),

foram calculadas com auxilio do programa computacional Sigma Scan®.

3.5 . Pigmentos cloroplastidicos

Os teores de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) e carotenoides (Car) foram
determinados em folhas maduras do ultimo langcamento, em cinco mudas clonais de
cada genatipo, nos dois niveis de sombreamento (50% e 95%) e a pleno sol, aos 45
dias apds a transferéncia das mudas para os diferentes ambientes, quando ja

haviam emitidas e amadurecidas novas folhas.

Inicialmente, coletaram-se as folhas que, imediatamente apds, foram
colocadas em sacos plasticos fechados, contendo algoddo umedecido com &gua,
para minimizar a transpiragdo durante o0 seu transporte até o laboratorio.
Imediatamente apdés, trés discos foliares internervais, com 5 mm de diametro e
biomassa fresca conhecida, foram retirados de cada repeticédo e incubados em tubos
de penicilina, recobertos com papel aluminio, contendo 4 mL de dimetilsulféxido
(DMSO) saturado com CaCOj; (HISCOX e ISRAELSTAM, 1979), por 14 h em
temperatura ambiente. Logo em seguida, a absorbancia dos extratos foi lida em
espectrofotometro de microplacas (VERSAmax) nos comprimentos de onda
correspondes a 649 nm, 665 nm e 480 nm. Posteriormente, determinaram-se 0s
teores Chl a, Chl b e Car de acordo a metodologia descrita por Wellburn (1997),
usando as equacles abaixo e expressando os teores estimados em funcdo da

biomassa fresca e da area foliar.
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Equacdes de teor de pigmentos em pg mL™:

Chla= (12,47 X A665) - (3,62 X A64g).

Chlb = (25,06 X A54g) - (6,5 X A665)-

Car = ((1000 X Augo) - (1,63 x Chl a) - (53,78 x Chl b))/220.

3.6. Flavonoides totais e Antocianinas

Determinou-se o teor de flavonoides totais e de antocianinas em folhas
maduras, do ultimo lancamento, de trés mudas clonais de cada gendtipo, nos dois
niveis de sombreamento (50% e 95%) e a pleno sol, aos 45 dias apés a
transferéncia das mudas para os diferentes ambientes, quando ja haviam emitidas e
amadurecidas novas folhas, seguindo os procedimentos metodologicos descritos por
Lees e Francis (1972). Além disso, determinaram-se também estes mesmos
compostos em folhas jovens dos trés gendtipos clonais, mas apenas para 0
ambiente controle (50% de sombreamento).

As folhas coletadas foram cobertas com papel aluminio, congeladas em
nitrogénio liquido e liofilizadas. Posteriormente, procedeu-se a homogeneizacdo da
amostra e, em seguida, retirou-se 0,5 g de cada amostra macerada e adicionou 30
mL da solucdio extratora contendo etanol a 95% e HCI 1,5 mol L™ (85:15), onde
permaneceu por 12 h a 4°C. Apés este periodo, filtrou-se a amostra digerida em
papel de filtro (Whatman), coletou-se o filtrado e completou o volume para 100 mL
com a solucdo extratora. Logo apods, fez-se a leitura da absorbéancia, usando um
espectrometro de microplacas (VERSAmax), nos comprimentos de onda
correspondentes a 535 nm e 370 nm para a determinagcdo dos teores de
antocianinas e flavonoides totais, respectivamente. Os resultados foram expressos

em mg de quercetina g™ de biomassa seca (BS), utilizando a seguinte equac&o:
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. . . 1 . )
Teor de antocianinas totais ou flavonoides = AX FdXE (mg quercetina g™ BS)

Onde, A = absorbancia de 535 nm ou 374 nm;
Fd = Fator de diluicao;
E = coeficiente de extingdo molar para a quercetina, nos respectivos

comprimentos de onda.

3.7 . Peroxidases do Guaiacol

Para analise da atividade de peroxidases (PODs), as folhas maduras do
altimo lancamento foram coletadas de cinco mudas clonais de cada genotipo e
tratamento nos tempos correspondentes a 0; 2; 4; 8; 24; 48 e 96 h apds a
transferéncia dos gendtipos clonais de 50% de sombreamento para 95% de
sombreamento e para pleno sol. Posteriormente, 45 dias ap0s a transferéncia das
mudas clonais, fez-se uma nova coleta de folhas maduras emitidas nos diferentes
gendtipos nos ambientes de 95% de sombreamento e a pleno sol.

Durante as coletas, as folhas foram congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas em ultrafreezer a -80°C até o momento da liofilizacdo. Posteriormente,
apos a liofilizagdo, macerou-se aproximadamente 200 mg de tecido de cada amostra
foliar em nitrogénio liquido. Logo apds, adicionou-se tampao fosfato (50 mmol L™, pH
6,0) na proporcao 4:1 (tampao:biomassa seca) e procedeu-se a ultrasonicagcdo das
amostras (Ultrasonic processor Gex 130, 130 W) em gelo até o rompimento total dos
tecidos, com pulsos de 8 s, a intervalos de 10 s, e amplitude de 70%, repetindo o
procedimento com uma amplitude de 80%. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 5 min. a 14.000 rpm. Imediatamente apds, coletou-se uma aliguota
de 200 uL da fase aquosa, que foi diluida em 800 uL de tampéo fosfato (50 mmol L
! pH 6,0) e armazenada, temporariamente, em gelo.

Para o ensaio enzimatico, preparou-se microplacas de 96 pocos contendo
140 pL de tamp&o de reacdo POD 2x [40 mmol L™ de guaiacol, H,0, a 0,06% e
fosfato de sédio (20 mmol L™, pH 6.0)],139 pL de tampéo fosfato (50 mmol L™, pH
6,0) e 1 uL de extrato enzimatico, que foi previamente diluido. A leitura das amostras
foi realizada em espectrofotbmetro de microplacas (VERSAmax), em comprimento

de onda de 470 nm. A atividade de peroxidases foi expressa com o aumento do
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consumo de guaiacol em umol s* g * de biomassa liofilizada. A conversdo dos
dados obtidos em valores de absorvancia a 470 nm min.™ g* de matéria seca para
consumo de guaiacol em mmol h* g* de matéria seca foi feita com o uso da
equacdo y=0.1284x + 0.0189 (R?=0.99) originada a partir de uma curva padrdo para
POD-guaiacol (REHEM et al., 2011).

3.8 . Expresséo génica

Para as analises de expressdo génica, via Real Time gRT-PCR, foram
utilizados primers gene-especificos de (i) psbA e psbO, associados a biossintese
das proteinas PSBA e PSBO do FS Il da fase fotoquimica da fotossintese; (ii) ans e
ufgt, associados a rota biossintética das antocianinas; e (iii) hsp70 associado a
biossintese da chaperona cloroplastidica. As coletas de folhas maduras do ultimo
lancamento, dos trés gendtipos clonais avaliados, foram realizadas aos 45 dias ap0s
a transferéncia das mudas clonais do ambiente de 50% de sombreamento para 0s
ambientes de 95% de sombreamento e pleno sol. Inicialmente, as amostras foliares
foram congeladas em nitrogénio liquido, armazenadas em ultrafreezer a i 80 °C e,
posteriormente, liofilizadas e armazenadas em freezer a -20 °C.

A extracdo de RNA das amostras foliares foi realizada utilizando o kit
RNAqueous (Ambion®), segundo as instrucdes do fabricante. Em seguida, as
amostras de RNA foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1%. As
amostras de RNA foram utilizadas para a sintese do cDNA com o Revertaid H-Minus
Reverse Transcriptase (Fermentas), de acordo com as instrucbes do fabricante,
utilizando primers oligo d(T)15. As reac¢des foram incubadas a 65°C por 5 min., 37°C
por 5 min., 42°C por 60 min. e 70°C por 10 min.

A PCR em tempo real quantitativa relativa (QPCR) foi realizada em um
termociclador A R Applied Biosystems, AMMOdeIO 7500), usando
sequéncia de deteccéo (fluoréforo) ndo especifica SYBR Green |. A abundancia de
transcritos foi analisada por meio de primers especificos conforme a Tabela 1,
desenhados a partir da analise das sequéncias de genes conhecidas da biblioteca
de T. cacao. Para testar a qualidade desses primers, a especificidade e a identidade
dos produtos da transcricao reversa, os produtos da gPCR foram monitorados apos

cada PCR por uma curva de analise de produtos da reac&o, capaz de distinguir
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produtos de PCR gene-especifico daqueles nao-especifico. A temperatura dos
produtos de PCR foi elevada de 55 para 99°C a uma taxa de 1°C/5 s, e os dados
resultantes foram analisados usando o software LightCycler. Somente uma Unica
banda, com um ponto de fusédo caracteristico, foi observada para cada amostra,
indicando que a qPCR produziu um produto especifico para os primers utilizados.
Para confirmar que a qPCR produziu somente genes de interesse, 0s produtos da
PCR foram separados e visualizados em gel de agarose a 1%..

Valores para o Ciclo Threshold (Ct) foram determinados usando o software
LightCycler. NUmeros da expressao relativa dos genes foram calculados como uma
porcentagem das mudas clonais controle utilizando o método 2 ' (LIVAK;
SCHMI TTGEN, 2001) c oTabulma (Gabetael) abrmo ebdogeno

(referencial), a fim de detectar alteracdes na abundancia de transcritos.

Tabela 1. Pares de primers gene-especificos que foram utilizados nas analises de
gRT-PCR.

Gene Primer
PsbA For wa rGGTTTGGACTTTTACCCGA-3 6
Re v er sCACATRAGGACCGCCATT-3 6
PsbO For wa rGLCAAAGGCTGAAGGAGTT-3 0
Rever sG&ECTTEAGGCAAATGAGTC-3 6
ans Forward; 56 TTCTACGAAGGCAAGTGGA
Reverse;)56 ATCTCGACGGTGTCACCAA
ufgt Forward;56 TCTTCAGCACTGCACAATC
Reverse; 56 TCCGGCACTCCATCTGGTA
hsp70 Forward; 5 EGATGGCTGCCCTCAATC 36
Reverse;56 GATGAATCTGAAGGCCCAC
b -Tubulina For wa rFTGCAAGCGATGAGTGGTGTTCA-3 6

Re v er sCAGACBAGGGAAGGGAATGA-3 0
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3.9. Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 15
tratamentos, em esquema fatorial 3 x 3 (3 niveis de irradiancia e 3 gendtipos clonais
de T. cacao), 3 a 5 repeticdes e 10 mudas clonais por unidade experimental. Foram
realizadas andlises de variancia (ANOVA) e teste F, e, posteriormente, comparacgdes
entre as médias dos tratamentos por meio do teste Tukey (P< 0,05). Para a

anatomia foliar e teores de flavonoides e antocianinas utilizou-se trés repeticdes.
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4. RESULTADOS

4.1.Trocas gasosas foliares

A transferéncia para o pleno sol reduziu a taxa fotossintética liquida por
unidade de area foliar (A) dos genoétipos SCA-6 e SJ-02 em 36% e 46%, e 37% e
22%, apds 24 e 48 h, respectivamente, em relacdo aos seus respectivos controle
(50% de sombreamento); ao passo que para o genoétipo &atongod ¢ aumento na
disponibilidade de luz ndo provocou reducdes significativas (P< 0,05) de A (Figura 3,
A, B, C).

Observou-se, também, que apos 24 h de exposicdo ao pleno sol, houve
reducdo na condutancia estomatica ao vapor de agua (gs), 43%, 63% e 54% para 0s
genodtipos &atongod , B € 8J-02, respectivamente (Figura 3, D, E, F). Entretanto,
apos 48 h nao se verificou diferencas significativas (P< 0,05) para os genétipos e os
seus respectivos controles (Figura 3, D, E, F). A taxa transpiratéria foliar (E)
apresentou tendéncia similar a gs, com reducdes de 30% para &atongod , 58% par
SCA-6 e 33% para SJ-02. Porém, apés 48h, 0 g e n -Catongo6éaumentou E em
37%, e SJ-02, embora ndo tenha sido significativamente diferente (P<0,05),

apresentou valores de E um pouco maior (Figura 3, G, H, I).

O sombreamento denso (95%) diminuiu a assimilacdo de CO, do &atongobde
forma consideravel, cujas reducbes de A, apos 24 e 48 h da transferéncia das
mudas clonais, foram de 41% e 44%, respectivamente, em relacdo ao controle
(Figura 3, A). Por outro lado, para o genétipo SJ-02, houve diferenca significativa (P<
0,05) somente apos 48 h, com reducao de 27% comparado ao controle (Figura 3, C).
Em contrapartida, o SCA-6 aumentou os valores de A em 40% apo0s 24 h e néo
apresentou diferenca significativa (P< 0,05) apds 48 h (Figura 3, B). As variaveis gs e
E, nesta mesma condi¢do, seguiram os padrdes de A, para cada gendétipo. Sendo
que para o genétipo SJ-02, gs e E se comportaram de forma inversa a condicéo de
pleno sol, apos 24 h os valores foram similares ao controle e reduziram-se apos 48h
(Figura 3, D, E, F,G, H, I). ApOs 24h, para gs e E, SJ-02 ndo apresentou diferenca
significativa (P< 0,05), SCA-6 aumentou em 50% e 51%, e &Catongo6 r eduzi u
30% e 38%, respectivamente. Apds 48h, houve reducdo para todos os genotipos,
parags e E, Catongod r e d u39% e 5680nSCA-6 reduziu em 43% e 63%; e SJ-
02, 58% e 60%.
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Figura 3 - Taxa fotossintética liquida (A), (A) (B) (C), condutancia
estomatica ao vapor de agua (gs) (D) (E) (F), taxa transpiratoria
(E), (G), (H), (I) em folhas maduras de trés genotipos clonais de T.
cacao [@Catongod ( C8CA)6;e SJ-02], crescidos em 50% de
sombreamento e transferidos para pleno sol (0%) e 95% de
sombreamento por 24 e 48h. RFA = 800 pmol fétons m? s™.
Valores médios de quatro repeticbes (x EP). A significancia
estatistica entre os dois ambientes (0% e 95%) foi obtida por meio
do teste-t (* P< 0,05).
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4.27 Emissao de fluorescéncia

4.2.1- Emissao de fluorescéncia durante o estresse

Verificou-se que os valores da razao F./Fn, alteraram-se de forma significativa
(P< 0,05) para todos os gendtipos de T. cacao avaliados (Figura 4).

A transferéncia das mudas clonais para o pleno sol reduziu os valores de
FJ/Fmn, enquanto que o sombreamento mais denso (95%) proporcionou um
incremento nestes mesmo valores, em relagcéo ao controle, cujos de F,/F, variaram
entre 0,75 - 0,80 (Figura 4, G, H, I) . Os gendtipos 6 Cat o n g ® & SJ-03,QAh
expostos a pleno sol (0%), reduziram-se os valores de F,/F, em 25%, 20% e 15%,
respectivamente (Figura 4, G, H, I). Neste mesmo ambiente, o SCA-6, apés 48 h de
exposicdo ao sol, apresentou um dano maior no maquinario fotossintético, com
reducdo de 24% nos valores de F,/F,, a 0 p a s s Gatongabapreéentou uma
reducdo menor (16%) (Figura 4, G, H, I). J& o SJ-02 nao diferiu significativamente do
controle (P< 0,05) (Figura 4, G, H, I). Estas reducdes sao justificadas pelo aumento
da fluorescéncia inicial (Fo) e pela reducdo da fluorescéncia maxima (Fn). Para
d&atongode SCA-6, o aumento de Fq, apds 24 e 48 h de exposi¢cdo a pleno sol, foi de
42% e 16%, e de 30% e 28%, respectivamente, enquanto para SJ-02, o0 aumento no
valor de Fq foi significativo (P< 0,05) somente ap6s 24 h de exposicdo solar, e
correspondeu a 29% (Figura 4, A, B, C).

Em condicbes de baixa disponibilidade de luz (95% de sombreamento), apos
24 e 48 h de exposicdo das mudas clonais, o valor de F,/F, se manteve com
valores em torno de 0,81, para todos os genoétipos de T. cacao avaliados, em
consequéncia da reducao de Fo e aumento de Fn, (Figura 4). No caso especifico do
d&atongod o aumento de F,/Fn, resultou do incremento de F,, uma vez que Fy se
manteve constante, enquanto que para o SCA-6 e o SJ-02 houve alteracdes tanto
em Fo quanto em Fy, diferindo significativamente (P< 0,05) do controle (Figura 4, A,
B, C, D, E, F).
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Figura 4 - Fluorescéncia inicial (Fo), (A) (B) (C), fluorescéncia
maxima (Fm) (D) (E) (F), eficiéncia quantica maxima de FS |l
(Fv/IFm) (G), (H), (I) em folhas maduras de trés gendtipos
clonais de T. cacao [@atongob (CAT), SCA-6 e SJ-02],
crescidos em 50% de sombreamento e transferidos para
pleno sol (0%) e 95% de sombreamento por 24 e 48 h.
Valores médios de quatro repeticdes (£ EP). A significancia
estatistica entre os dois ambientes (0% e 95%) foi obtida por
meio do teste-t (* P< 0,05).
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4.2.2- Em folhas aclimatadas

Ao avaliar a emisséo de fluorescéncia da clorofila em folhas maduras,
emitidas e crescidas a pleno sol e a 50% e 95% de sombreamento, observou-se,
para a razao F./Fn, que ndo houve diferenca significativa (P< 0,05) para o SCA-6 e o
SJ-02 a pleno sol, quando comparado com seus respectivos controle (50%); a
exce-«0 do O06Catongod, que diferiu (Bgughi f i ca
C). Além disso, verificou-se também que os valores de F,/F, foram menores a pleno
sol em relacdo ao ambiente de 95% de sombreamento (Figura 5, C). De modo geral,
pode-se observar que Fo nao apresentou diferencas inter e intragenotipica
significativas (P< 0,05); ao passo que F, mostrou a mesma tendéncia da razéo
F/Fhnparaos g e n -Catongodes SCA-6 (Figura 5). Em contrapartida, o SJ-02,
assim como o &atongog apresentou diferenca significativa (P< 0,05) entre os dois
ambientes (0% e 95% de sombreamento) quando comparado com seus respectivos
controle (50%) (Figura 5).
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Figura 5 - Fluorescéncia inicial (Fo), (A), fluorescéncia maxima (Fm) (B), eficiéncia
guantica maxima de FS Il (Fv/Fm) (C) em folhas maduras de trés
genotipos clonais de T. cacao [Gatongod ( CAT)6, e SS-G2p
emitidas e crescidas a pleno sol e a 50% e 95% de sombreamento.
Valores médios de quatro repeticdes (+ EP). Letras mindsculas indicam
comparacao entre tratamentos e mailsculas entre genotipos, pelo teste
de Tukey (P< 0,05).
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4.3 . Anatomia foliar

Ao avaliar a anatomia de folhas maduras, emitidas e crescidas a pleno
sol e a 50% e 95% de sombreamento, observou-se que a espessura total da lamina
foliar (ETF), do mesofilo (EM), dos parénquimas palicadico (PP) e lacunoso (PL)
seguiu 0 mesmo padrao intragenotipico nos trés ambientes de luz (Figura 6, C, D, E,
F). O gendtipo &atongobnéo apresentou diferenca significativa (P< 0,05), para ETF,
EM, PP e PL nos ambientes a pleno sol e a 50% de sombreamento. Em
contrapartida, p a r a@atongod houve reducao de 24,5%, 23%, 21% e 20% em ETF,
EM, PP e PL, respectivamente, em 95% de sombreamento (Figura 6, C, D, E, F).
Por outro lado, o SCA-6 ndo sofreu alteragdes significativas (P< 0,05) para ETF, EM,
PP e PL nos trés ambientes de luz. Observou-se, para o genoétipo SJ-02, que ETF,
EM, PP e PL foram maiores no ambiente de 50% de sombreamento, enquanto que a
pleno sol e a 95% de sombreamento apresentou valores de ETF e EM reduzidos e
nao significativamente (P< 0,05) diferentes entre si (Figura 6, C, D, E, F).

Ao comparar os diferentes ambientes de luz, verificou-se a existéncia de
pouca diferenca intergenotipica. Observou-se, em relacdo a ETF, diferenca
significativa (P< 0,05) apenas no sombreamento mais denso (95%), onde o
d&atongodapresentou menor valor de ETF (Figura6,F).Por o ut r Gatohgad og o
pleno sol apresentou EM significativamente maior do que os gendtipos SCA-6 e SJ-
02, cujos valores foram de 43 um, 36 um e 35 um, respectivamente (Figura 6, E).
Além disso, p6de-se observar que as alteracfes apresentadas em EM e ETF foram
consequéncias, principalmente, do efeito da luz nos parénquimas palicadico e
lacunoso, ja que as epidermes adaxiais e abaxiais foram pouco modificadas nos
diferentes regimes de luz.

Para as espessuras da face adaxial da epiderme (EAD) ndo houve diferenca
significativa intragenotipica, nos diferentes niveis de irradiancia, para os trés
gendtipos clonais avaliados. Entretanto, observou-se que ocorreu diferenca
intergenotipica, de maneira que o gendtipo SCA-6 apresentou EAD maior que 0s
outros dois gendtipos clonais avaliados (Figura 6, A). JA as espessuras da face
abaxial da epiderme (EAB), SCA-6 e SJ-02 nao apresentaram diferenca
i ntragenot2pica significatCatermqd, e mgwa natpor ecLE
diferenca significativa entre o ambiente de 50% e 95% de sombreamento, mas

houve um aumento de 18% na EAB a pleno sol (Figura 6, B).
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Figura 6 - Espessura (um) das epidermes adaxial (EAD) (A) e abaxial (EAB) (B), dos
parénquimas palicadico (PP) (C) e lacunoso (PL) (D), do mesofilo (EM)
(E) e da lamina foliar (ETF) (F) em folhas maduras, de trés gendtipos
clonais de T. cacao [Gatongod ( CAT)6 e F02 emitidas e
crescidas a pleno sol e a 50% e 95% de sombreamento. Valores médios
de quatro repeti¢cdes (x EP). Letras minusculas indicam comparacao entre
tratamentos e maiusculas entre genotipos, pelo teste de Tukey (P< 0,05).
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4.47 Pigmentos cloroplastidicos

Os teores de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofila total (Chl T) e
carotenoides (Car) foram expressos em funcdo de biomassa fresca e de area foliar
(Figuras 7 e 8). As concentracdes de pigmentos cloroplastidicos, expressos tanto em
biomassa quanto em area foliar, foram significativamente (P<0,05) maiores, para 0s
trés genotipos de T. cacao avaliados, em folha cuja ontogenia ocorreu em condicdes
de maior sombreamento (95%) (Figuras 7 e 8). No entanto, os teores de pigmentos
nao estabeleceram a mesma propor¢do quando expressos em biomassa fresca, pois
os teores de Chl a, Chl b e Chl T, no ambiente com 95% de sombreamento, foram
69, 72 e 79% maiores, respectivamente, do que os teores a pleno sol, para Catongo,
SCA-6 e SJ-02, respectivamente (Figura 7, A, B, C). Por outro lado, quando os
teores de Chl a, Chl b e Chl T foram expressos em area foliar, estes incrementos
foram de 56, 65 e 71%, respectivamente (Figura 8, A, B, C). Além disso, péde-se
observar também a mesma diferenca nos teores de carotenoides p a r aCatongod
(44 e 41), SCA-6 (60 e 50) e SJ-02 (68 e 53), quando expressos em biomassa fresca
e area foliar, respectivamente (Figura 8, D e Figura 9, D).

Os teores foliares de Chlae ChIT,par a os gGatongad{2p e 8,896
mg g?) e SJ-02 (2,4 e 3,5 mg g?), foram similares no ambiente mais sombreado, ao
passo que nestas condicdes o SCA-6 apresentou reducdo de aproximadamente
40% nas concentracfes destes pigmentos em relagdo ao SJ-02 (Figura 7, A, C). Por
outro lado, verificou-se, para o SJ-02, que o teor de Chl b foi maior que o de
@atongobe SCA-6, no ambiente mais sombreado (Figura 7, B). Embora os trés
gendtipos tenham apresentado valores médios menores, para 0S pigmentos
cloroplastidicos avaliados em condi¢des de pleno sol, os valores apresentados pelo
&atongod e SCA-6 neste ambiente ndo diferiram do ambiente de 50% de
sombreamento, ao passo que para o SJ-02 houve diferenca nos teores de Chl a, Chl
T e Car a pleno sol (Figura 7, A, C, D). Aléem disso, os teores de pigmentos
cloroplastidicos foliares avaliados nos trés genoétipos de T. cacao nao diferiram
significativamente (P< 0,05) em condi¢des de pleno sol e 50% de sombreamento.

Para os gGitongode PCAS, adazao Chl a/b foi similar em todos os
ambientes de luz, ao passo que para o SJ-02 houve maior razdo Chl a/b no
ambiente de 50% de sombreamento, enquanto que a pleno sol e a 95% de

sombreamento ndo se verificou diferenga significativa (P < 0,05) (Figura 7, E). Este
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fato foi justificado pelo aumento do teor de Chl a, pois o teor de Chl b se manteve
praticamente constante, na mesma condicdo. Ja a razdo Car/ChIT reduziu de acordo
com a irradiancia, sendo menor no sombreamento de 95% e maior a pleno sol
(Figura 7, F). Para os genotipos SCA-6 e SJ-02, a razdo Car/ChIT diferiu
significativamente (P< 0,05) nos trés ambientes de luz, ao passo que para o
@atongobda razdo se manteve constante a pleno sol e no sombreamento de 50%
(Figura 7, F).
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39



4.5 . Flavonoides totais e Antocianinas

Os teores foliares de flavonoides foram diretamente influenciados pela
irradiancia, para os trés gendtipos clonais de T. cacao avaliados. As folhas, cuja
ontogenia ocorreu a pleno sol, apresentaram os maiores teores de flavonoides,
enquanto que os menores teores foram encontrados no ambiente correspondente a
95% de sombreamento. Os teores de flavonoides encontrados em folhas maduras
emitidas e crescidas a pleno sol e em 95% de sombreamento variaram de 26,4 i
33,71 e 9,367 11,38 mg g™ de quercetina, respectivamente (Figura 9, A).

Verificou-se, em condi¢des de pleno sol, que o gendtipo SCA-6 apresentou 0s
maiores teores de flavonoides foliares; ao passo que nos g e n - t Cgtoagpde &J-
02 os teores nao diferenciaram significativamente entre si (P<0,05). Observou-se, no
ambiente de 50% de sombreamento, 0 mesmo padrdo apresentado a pleno sol para
os trés genadtipos de T. cacao. Entretanto, houve reducdes nos teores de flavonoides
de 34% p a rCatongjo6 e -6Be@A31% para SJ-02. No ambiente mais sombreado
(95%), as reducdes, em relacdo ao pleno sol, foram de 57, 72 e 61% para 0s
gen -t Cgloognd SECA-6 e SJ-02, respectivamente. J4 em relagdo ao ambiente
de 50%, as respectivas reducdes foram de 38, 58 e 44%. Por outro lado, ndo houve
diferenga intergenotipica significativa (P<0,05) para os teores de flavonoides no
ambiente de 95% de sombreamento (Figura 9, A).

Observou-se que as folhas maduras apresentaram baixos teores de
antocianinas, diferindo do teor de flavonoides (Figura 9, B). Os maiores teores de
antocianinas foram apresentados no ambiente de maior sombreamento. Nos
diferentes niveis de irradiancia, os teores de antocianinas variaram de 0,8 7 1,59 mg
g’ de quercetina, sendo o menor teor apresentado pelo datongo6a pleno sol, e o
maior pelo gendtipo SJ-02, no ambiente de 95% de sombreamento. Além disso, nas
trés irradiancias, os maiores teores de antocianinas foram encontrados no SJ-02,
embora nao foram significativamente (P< 0,05) diferentes de &atongoéno ambiente
de 50%. Por outro lado, houve diferenca significativa entre os trés ambientes para o
genodtipo @atongod Em contrapartida, SCA-6 e SJ-02 ndo sofreram alteracdes
significativas entre o ambiente de 50% e o pleno sol (Figura 9, B).

Verificou-se, nas analises realizadas em folhas jovens e folhas maduras
emitidas no ambiente de 50%, que os teores de flavonoides, assim como os teores

de antocianinas, apresentaram diferencas significativas (Figura 10, A). Observou-se,
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nas diferentes irradiancias e nos dois estadios de desenvolvimento foliar, que o
gendtipo SCA-6 apresentou os maiores teores de flavonoides. Entretanto, pdde-se
constatar que os menores teores de flavonoides foram encontrados em folhas
jovens, cujos valores foram 19, 20 e 22% inferiores para os genotipos &atongod
SCA-6 e SJ-02, respectivamente, quando comparados com as folhas maduras
(Figura 10, A).

A variacao intergenotipica e a idade das folhas foram determinantes para os
teores de antocianinas em n2z2 v el f ol i &atongoHoompidesadat comoo O
mutante para este caracter) apresentou teor igual a 0,4 mg g™ de quercetina em
folhas jovens a pleno sol, o SJ-02, nesta mesma condi¢ao, apresentou teor igual a
22,6 mg g' de quercetina. Além disso, as folhas jovens de SCA-6 e SJ-02
apresentaram teores de antocianinas maiores (85 e 95%, respectivamente) do que
as folhas maduras emitidas e crescidas em 50% de sombreamento. O mesmo fato
nao foi observado p a r @atongo§d onde os teores de antocianinas em folhas

maduras foram maiores do que em folhas jovens (62%) (Figura 10, B).
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4.6 . Peroxidases do Guaiacol

Houve diferenca significativa (P< 0,05) na atividade de peroxidases do
guaiacol (PODs), em nivel foliar, apds a transferéncia das mudas clonais, dos
diferentes gendtipos de T. cacao, do ambiente controle (50%) para o pleno sol e
para o ambiente mais sombreado (95%) (Figura 11) . Palatango® , 6 nas pr i me
horas de exposicdo as duas diferentes irradiancias, observou-se um incremento na
atividade de PODs a pleno sol, 36%, e um declinio no ambiente de 95% de
sombreamento, 62 (Figura 11, A). Por outro lado, apos 48 e 96 h de exposicéo,
verificou-se um incremento expressivo na atividade enzimatica no ambiente de 95%
(105% e 100%, respectivamente), e apés 96h, uma reducdo de 41% a pleno sol
(Figura 11, A). J& para o SCA-6, a atividade de PODs foi mais acentuada a pleno sol
e se manteve relativamente constante por 96 h de exposi¢cdo, em contrapartida, para
o ambiente de 95%, apos 2h e 8h, este genoétipo apresentou decréscimos de 79% e
66%, respectivamente (Figura 11, B). Por outro lado, para o genétipo SJ-02, apés 2
h de exposicdo das mudas clonais a 95% de sombreamento, houve um decréscimo
acentuado na atividade de PODs em relagéo ao controle (70%), enquanto que apds
48h, houve um incremento de 50% no pleno sol em relacdo ao controle (Figura 11,
Q).

Ao analisar as folhas maduras emitidas nos diferentes ambientes, observou-
se que a atividade de PODs foi maior no ambiente mais sombreado (95%), para
todos os gendtipos clonais avaliados, 6Cat ongod -6 (52%9)%) SJ-02SCA
(26,5%) (Figura1l).Por outr o | ado, O gen-uminemedtcC at on
de 25% na atividade de PODs a pleno sol, quando comparado ao controle, ao passo
gue o SCA-6 a pleno sol ndo diferenciou estatisticamente do controle. Entretanto, o
SJ-02 apresentou a atividade de PODs inferior ao controle quando em pleno sol
(33%) (Figura 12).
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4.77 Expressao génica

Houve alteracdes significativas (P< 0,05) na expressdo dos genes avaliados
(psbA, psbO, ans, ufgt e hsp70), sob as diferentes condi¢des de irradiancia, para os
trés gendtipos de T. cacao (Figuras 13,14, 15 e 16). A expressdo dos genes psbA e
psbO, responsaveis por proteinas de FS Il da fase fotoquimica da fotossintese,
apresentaram tendéncia similar para ambos os genoétipos, embora em proporcdes
diferentes (Figura 13 e 14) . PaGatengad , 6 houve um i ncremento
expressdo de psbA e de psbO a pleno sol e a 95% de sombreamento, quando
comparado ao controle (50% de sombreamento), cujos aumentos foram de 200 e
100 vezes e de 8 a 5 vezes, respectivamente (Figura 13 e 14). Entretanto, para o SJ-
02 verificou-se uma leve aumento na expressao de psbA, 2 vezes a pleno sol e 2,5
vezes a 95% de sombreamento; e um aumento de psbO a pleno sol (3 vezes) e a
95% de sombreamento (5 vezes), em relagdo ao controle; ao passo que para o SCA-
6 houve represséo de psbA em 95% de sombreamento, e um aumento de 2 vezes a

pleno sol, e uma leve expressao de psbO no pleno sol (Figura 13 e 14).
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A expressdo dos genes ans e ufgt, envolvidos com a biossintese de
antocianinas, foi analisada de duas formas: (i) utilizando o ambiente de 50% de
sombreamento como calibrador (Figural5) e (i i ) Caongp@ nc 6 m@oc @nt r
para SCA-6 e SJ-02, em cada ambiente (Figura 16).

Na primeira analise, observou-s e , para o gen-tiopvweum Cat o
declinio na expressao do gene ans no ambiente de 95% de sombreamento (Figura
15, A). Em contrapartida, para o SCA-6, verificou-se um aumento de quase 8 vezes
na expressdao de ans a pleno sol e de 3 vezes no ambiente de 95% de
sombreamento (Figura 15, A). Entretanto, para SJ-02, observou-se um aumentou
deste gene a pleno sol e uma repressao no ambiente com menor disponibilidade de
irradiancia (95%) (Figura 15, A). Por outro lado, para o gene ufgt, houve um aumento
na express«o par a-6 & flend sohg & 85% ele sBmMbreamento,
principalmente a pleno sol, ao passo que para SJ-02 observou uma repressao deste
gene em proporcdes similares a pleno sol e no ambiente de 95% de sombreamento
(Figura 15, B).
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Utilizando o &€atongpd como cont r-selpara o yema ans, in@aso u
ambientes de 50% e 95% de sombreamento, que houve repressdo nos genotipos
SCA-6 e SJ-02; ao passo que a pleno sol, apenas o SCA-6 apresentou incremento
na sua expressao (Figura 16, A). Por outro lado, para o gene ufgt, observou-se que
nao houve diferenca significativa em sua expressdo para SJ-02 a pleno sol,
entretanto houve repressao para SCA-6 (Figura 16, B). Verificou-se, no ambiente de
50% de sombreamento, uma repressao de ufgt para SCA-6 e SJ-02, principalmente
para o SJ-02, ao passo que no ambiente de 95% houve somente repressao para SJ-

02 (Figura 16, B).
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Para a andlise de expressao do gene hsp70, o ambiente de 50% foi o
cali brador. Dest a Catongota ,SI-02 seprignieam -atexpessd 0
deste gene a pleno sol, ao passo que o gendtipo SCA-6 apresentou um leve
incremento em sua expressdao. Por outro lado, no ambiente de 95% de
sombreameCatongod © eduzi u a express«o d®D2e ge
nao apresentou diferenca significativa (P< 0,05) em relacdo ao controle; entretanto,

para o SCA-6 houve um incremento em sua expressao (Figura 17).
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Figura 17 - Expressdo do gene hsp70 em folhas maduras, de trés
genotipos clonais de T. cacao [Gatongo6 ( CA T )6,e SEM@JA
emitidas e crescidas a pleno sol e a 50% e 95% de sombreamento,
utilizando como controle o ambientes de 50% de sombreamento.

Valores médios de cinco repeti¢coes (+ EP).
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5. DISCUSSAO

5.1 7 Respostas durante o estresse

As plantas, sendo organismos sésseis, exibem capacidade marcante de
alterar sua morfologia e fisiologia por aclimatacdo para se ajustarem a diferentes
condi¢cbes de irrradiancia, permitindo a otimizacdo de seu uso, evitando que haja
danos celulares pelo excesso de fotons, ou pela auséncia de energia, para o
crescimento e desenvolvimento, em condigcbes de baixa disponibilidade de luz,
ajuste este conhecido como plasticidade fenotipica (VALLADARES; NIINEMETS,
2008; DELAGRANGE et al., 2004; BJORKMAN, 1981).

A variabilidade das caracteristicas fotossintéticas determina a adaptacdo do
cultivo a uma determinada condi¢do de crescimento. Além disso, o conhecimento
dos fatores limitantes da fotossintese (estomético e ndo-estomatico) € relevante para
o entendimento da variacdo genotipica em resposta aos estresses ambientais
(DAYMOND et al., 2011).

A transferéncia subita das mudas clonais dos genétipos de T. cacao
avaliados, para pleno sol e para o ambiente mais sombreado (95%), provocou
alteracOes significativas na fotossintese. A reducao na taxa fotossintética liquida (A)
observada para os genotipos SCA-6 e SJ-02, apés a transferéncia para a condicao
de pleno sol, ocorreu devido, principalmente, a menor condutancia estomatica ao
vapor de agua (gs). Embora a disponibilidade de fétons fosse maior nesta condicéo,
0 que resultaria em uma maior conversdo de energia luminosa em energia quimica,
com a assimilacdo de CO, (TERASHIMA, et al., 2001), as mudancas nas condi¢des
ambientais induziram o fechamento estomatico.

A diminuicdo de gs pode restringir a taxa de fixacdo de CO,, com a
consequente diminuicdo de sua concentracdo nas cavidades subestométicas e nos
espacos intercelulares (DALEY et al., 1989) . @atangod ; t im@ e mo
reducdo em gs, ndo diminuiu a assimilagdo de CO,. provavelmente, este fato se
deveu a concentracao interna de CO,, que se manteve estavel, ou as alteracbes
bioquimicas (TANG; LIANG, 2000). Por outro lado, o aumento de gs, para os trés

genotipos clonais avaliados, apds 48h de exposicéo a pleno sol esta em acordo com
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Pearcy (2000), pois estdomatos de folhas intactas normalmente se abrem em
resposta ao aumento de RFA, demonstrando que ocorreu aclimatacgéo fisiolégica.

A baixa disponibilidade de luz provocou redugdes em A. Entretanto, esta
caracteristica foi apresentada somente para os genotipos SCA-6 e SJ-02, 48 h apos
a transferéncia de 50% para 95% de sombreamento, de forma que nas primeiras
horas estes genoétipos conseguiram manter altas taxas de assimilacdo CO,. Isto se
deve, em parte, ao fato de que a espécie T. cacao apresenta uma baixa irradiancia
de saturacdo (BALIGAR et al.,, 2008; RAJA HARUM; HARDWICK, 1988). Em
contraparti da, Casangod, o0a genmiAogpimeu énediathraente
apos 24 h e foi acompanhada pela reducdo de gs. Além disso, as folhas destes
genadtipos, aclimatadas em 50% de sombreamento, foram transferidas para uma
condicdo de menor irradiancia (95% de sombreamento). Desta forma, estas folhas
nao apresentavam estruturas otimizadas para captacdo de energia luminosa, em
condi¢cbes de baixa irradiancia, tornando a luz um fator limitante para a assimilagcédo
de CO, (CHAZDON et al., 1996).

Ao analisar a emissédo de fluorescéncia da clorofila a em nivel foliar, verificou-
se, apos a transferéncia das mudas clonais do ambiente de 50% de sombreamento
para pleno sol, um aumento de Fo e um decréscimo de F,, em todos os gendtipos de
T. cacao avaliados. Estas alterac6es acorrem devido as perdas de centros de reacao
de FS Il causadas pelo excesso de luz, que induz o estresse oxidativo, gerando
intermediarios de oxigénio reativos (IORs); que, por sua vez, reagem com as
proteinas do sistema fotossintético, provocando danos maiores, principalmente
guando afetam a proteina D1 do FS Il (BAKER, 2008).

As alteracdes observadas para as variaveis Fo e Fn, ap0s a transferéncia do
ambiente de 50 para 95% de sombreamento, corroboraram com a evidéncia de que
0 excesso de luz estava de fato provocando fotoinibicdo dindmica e/ou cronica nos
gendtipos clonais a pleno sol, ja& que os gendtipos expostos a baixa irradiancia
apresentaram valores menores de Fo e maiores de F,, . Embora os valores de Fy e
Fnm foram diferentes estatisticamente do tratamento controle (50% de
sombreamento), isto néo foi indicativo de fotoinibicdo no ambiente controle, pois a
razdo F,/Fn, que informa a eficiéncia quantica maxima de FS Il, permaneceu entre
0,75 e 0,85, o que demonstra eficiente conversdo da energia luminosa em nivel de
FSII (TAIZ; ZEIGER, 2009), indicando a auséncia de danos nas reacoes

fotoquimicas.
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A variacdo da razdo F,/Fn,, observada para os gendtipos clonais avaliados,
nas diferentes condi¢cdes de irradiancia, foram consequéncia das variacdes de Fy e
Fm. No ambiente mais sombreado, todos os gendtipos apresentaram valores de
F./Fm préximos a 0,82, o que demonstra auséncia de sinais fotoinibitorios e de danos
em nivel de FS Il (MAXWELL ; JOHNSON, 2000); ao passo que a pleno sol houve
reducdo de F,/Fn, cujos valores variaram de 0,59 i 0,70, um indicativo de danos
fotoinibitorios provocado pelo excesso de luz (CRITCHLEY,1998).

A fotoinibicAo € caracterizada por danos causados pela luz excedente a
capacidade fotossintética de determinada folha (DEMMIG-ADAMS; ADAMS, 1992),
podendo ser dinamica ou cronica (OSMOND, 1994). A fotoinibicdo apresentada
pelos gendtipos analisados foi consequéncia de danos observados em nivel de
proteinas associadas ao FS Il, caracterizada como fotoinibicdo crénica. Resultados
semelhantes foram encontrados por Cai et al. (2005), em espécies lenhosas; e por
Matos et al., 2009 em Coffea arabica; ao transferirem as plantas de baixa irradiancia
para pleno sol, cujos sinais fotoinibitérios permaneceram por varios dias.

O Cétongo6 e 0-6 dpr@skntaram valores de F,/F, mais baixos em
relacdo ao SJ-02, quando expostos a pleno sol, demonstrando que estes dois
genadtipos sdo menos tolerantes aos grandes inputs de energia. Existem diversas
maneiras de as plantas atenuarem os danos provocados pelo excesso de luz em
nivel foliar. Um dos processos de atenuacao ocorre por meio de extincdo do excesso
de energia via o ciclo da xantofila; um processo dependente de luz, que ao converter
violaxantina em anteraxantina, e, em seguida, em zeaxantina, reduz a
disponibilidade de luz para os centros de reacdo dos fotossistemas 1 (FS 1) e 2 (FS
) (MATSUBARA et al., 2007; DEMMIG-ADAMS; ADAMS,1992).

Além do processo de fotoinibicdo, o estresse provocado por alta irradiancia
desencadeia também o estresse oxidativo, representado por intermediarios de
oxigénio reativos (IORs), que danificam proteinas, membranas e até mesmo as
moléculas de DNA, induzindo, consequentemente, a morte celular programada
(MTTLER, 2002). Para evitar que IORs prejudiqguem o maquinario fotossintético, de
forma irreversivel, existem moléculas enzimaticas e ndo enzimaticas que atuam na
eliminacdo de IORs (GIL; TUTEJA, 2010). O gendtipo SJ-02 possui um melhor
controle sobre estas alteracdes bioquimicas, o que o torna mais tolerante, ao

estresse por alta irradiancia, em relacdo aos genotipos SCA-6  €atongod .
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As alteracdes observadas na atividade de peroxidases (PODs), enzimas que
atuam na eliminacdo de H,O, (MULLINEAUX et al.,, 2006), um tipo de IORs,
demonstraram que o0 genoétipo SJ-02 apresentou uma resposta mais rapida ao
excesso de irradiancia. Pois, apés 48 h de transferéncia das mudas clonais do
ambiente de 50% de sombreamento para pleno sol, verificou-se um aumento da
atividade de PODs, que coincidiu com o momento em que a razédo F.,/Fn ndo se
diferenciou do controle, o que indica que houve atenuacdo dos efeitos de IORs
sobre as proteinas de FS Il, reduzindo, desta forma, os danos fotoinibitérios em nivel

foliar.

5.2 1 Plasticidade fenotipica e respostas moleculares ao estresse por irradiancia

As respostas fenotipicas encontradas para a anatomia foliar do gendtipo
&atongod est «o de acordo oS resul tados apr e
(BOARDMAN, 1977; BJORKMAN, 1981; LAMBERS et al.,, 1998; BERLYN; CHO,

2000), uma vez que folhas de sol se apresentaram mais espessas em relacao as de

sombra. Em contrapartida, o genotipo SCA-6 apresentou uma plasticidade fenotipica

menor em relacdo aos outros dois genotipos. O gen-ti po 6Catongod r
diferenca significativa na espessura da folha nos ambientes de pleno sol e 50% de
sombreamento. Entretanto, a sua espessura foliar foi maior do que a dos outros
genadtipos avaliados, que aumentaram a espessura da folha em condicbes de maior
irradiancia. Este aumento foi proporcionado principalmente pelo maior
espessamento dos parénquimas palicadico (PP) e lacunoso (PL), em decorréncia do

maior alongamento celular, uma vez que o numero de camadas destes tecidos
permaneceu constante.

O aumento da espessura foliar traduz em alto custo energético para as
plantas e reflete na elevacdo da taxa fotossintética liquida;, por causa da
disponibilidade de CO,, que se torna maior nas lacunas do mesofilo, e dos
cloroplastos que se aproximam da superficie celular, facilitando a carboxilagéo pela
Rubisco, uma vez que a difusdo do CO, em meio liquido € mais baixa (OGUCHI et
al., 2005; TERASHIMA et al., 2006). Além disso, o0 aumento na espessura foliar,
observado par @atomgodg e nt-atmbp&@m 6t em o papel de

fotoxidativos, aumentando a area de dissipacdo de energia (WIKA et al., 2007).
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As f ol has d cCatongoé nS8-02j Igngadas o ambiente de 95% de
sombreamento, foram menos espessas e apresentaram maior area foliar (dados néo
mostrados), para otimizarem a interceptacédo de luz e reduzir os custos energéticos
(TERASHIMA et al., 2001). Estas folhas também podem aquecer com mais
facilidade em irradiancias maiores, uma justificativa para o aumento da espessura
foliar em ambientes com alta irradiancia (TERASHIMA et al., 2001).

Os teores de pigmentos cloroplastidicos foliares, determinados nos trés
genotipos clonais de T. cacao, nos diferentes niveis de irradiancia, foram expressos
em &rea e em biomassa fresca. Foi possivel demonstrar que os teores destes
pigmentos foram superestimados quando expressos em area foliar. Esta
superestimativa ocorre em virtude da relacdo inversa existente entre radiacdo
fotossinteticamente ativa (RFA) e area foliar (BOARDMAN, 1977; BJORKMAN,
1981; GIVNISH, 1988), que resulta em maior ou menor espessura foliar. Fato
observado no presente estudo da anatomia foliar dos genotipos avaliados. Logo, 0s
teores de pigmentos cloroplastidicos, em nivel foliar, devem ser expressos em
biomassa, quando estdo sendo avaliadas as respostas das plantas em relagdo as
variagoes da irradiancia.

Para os trés genoétipos clonais de T. cacao avaliados, as variacdes nos teores
de pigmentos cloroplastidicos foliares apresentaram as mesmas tendéncias a pleno
sol e a 50% de sombreamento. Em contrapartida, no ambiente mais sombreado
(95%), encontraram-se maiores teores de pigmentos cloroplastidicos. Este fato é
atribuido ao aumento no nimero e tamanho dos cloroplastos e, conseqiientemente,
maior desenvolvimento dos grana (BOARDMAN, 1977; ATANOSA et al., 2003; BAIG
et al., 2005; SARIVEJA et al., 2006).

De acordo com Bjérkman (1981), esperava-se que 0s gendtipos de T. cacao
investissem mais no teor de Chl b, que absorve comprimentos de onda de menor
energia, em detrimento da Chl a, com o aumento do sombreamento. Entretanto, isto
nao se confirmou, devido ao aumento proporcional nos teores de Chl a e Chl b.
Desta forma, para todos os gendtipos avaliados, ndo se observou a tendéncia de
decréscimo na razdo Chl a/b com o aumento do sombreamento. Para 0os genétipos
@atongod e -6 &rAzao Chl a/b foi similar em todas as irradiancias. No entanto,
para o SJ-02, observou-se um incremento na razdo Chl a/b no ambiente de 50% de
sombreamento, ao passo que a pleno sol e no ambiente mais sombreado (95%) néo

houve diferenca significativa (P < 0,05) para esta variavel. Este fato se justifica pelo
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aumento no teor de Chl a, que nédo foi acompanhado pelo teor de Chl b, na mesma
irradiancia. Um dos fatores que pode interferir no aumento expressivo do teor de Chl
b, além da intensidade de luz, é a qualidade da luz que esta chegando a superficie
foliar. Pois, h& relatos demonstrando que a luz azul da origem a cloroplastos sun
type, ao passo que a luz vermelha a cloroplastos shade type (ESKINS et al.,1989).
Desta forma, no presente experimento, € possivel que, mesmo em baixas
irradiancias, ndo tenha havido alteracbes na qualidade da luz, com a utilizacdo de
telas plasticas pretas para atenuacao da radiacao global.

A razao Car/ChIT reduziu, para os trés genoétipos de T. cacao avaliados, de
acordo com a irradiancia, sendo menor a 95% de sombreamento e maior a pleno sol.
Nos ambientes expostos a maiores irradiancias, as plantas utilizam o ciclo das
xantofilas (carotenoides) como extintor nao-fotoquimico (DEMMING-ADAMS;
ADAMS, 1992). Embora o teor de carotenoides tenha aumentado nos ambientes
sombreados, a proporgéo néo foi igual ao incremento no teor de Chl T, justificando
as maiores raz0es de Car/ChIT a pleno sol (DEMMING-ADAMS; ADAMS, 1992;
ATANOSA et al., 2003). Além disso, plantas sombreadas reduzem seus gastos
energéticos, devido a caréncia de energia luminosa para a conversao em energia
quimica. Desta forma, um alto investimento em carotenoides, que sao pigmentos
acessorios durante a fase fotoquimica da fotossintese, responsaveis pela absorcao
de comprimentos de onda de maior energia, ndo ofereceria maiores vantagens.

A partir dos valores da eficiéncia quantica de FS 1l (F,/Fy) obtidos em folhas
maduras, emitidas e crescidas nos diferentes ambientes de luz, pdde-se observar a
existéncia de fotoinibicdo nos trés gendtipos de T. cacao a pleno sol, evidenciada
pelo decréscimo nos valores de F,/Fn, entretanto, a fotoinibicdo pode ser dinamica,
gue ocorre devido a ativacdo de mecanismos de fotoprotecdo, onde dissipam calor,
ou crbnica, sendo que esta é consequéncia de danos, promovidos pelo excesso de
luz, no centro de reacdo de FS IlI, composto por clorofilas e proteinas, a exemplo da
proteina D1, que € a mais afetada (BAKER, 2008). Em contrapartida, a razdo F./Fn
foi superior no ambiente mais sombreado, fato ndo surpreendente, ja que mesmo
durante o estresse, momento em que nao havia alteragcbes morfofisioldgicas, os
genaotipos demonstraram maior eficiéncia da conversdo de energia luminosa em
energia quimica.

Nas plantas, os cloroplastos, quando expostos ao excesso de luz, sdo os

principais organulos celulares responsaveis pela producdo de intermediarios de
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oxigénio reativos (IORs), juntamente com os mitocondrios (GIL; TUTTEJA, 2010). As
plantas eleminam os IORs, gerados no estresse oxidativo, através de mecanismo
enzimético e ndo-enzimatico. Para os gendtipos de T. cacao avaliados, os teores de
flavonoides foliares, pertencentes a via ndo-enzimatica, apresentaram foram maiores
em condi¢gbes de maior luminosidade. Resultados semelhantes foram encontrados
por Tattini et al. (2005) trabalhando com a espécie Phillyrea latifolia, que apresentou
teores de flavonoides foliares ndo significativos em condi¢des de baixa irradiancia e
significativos a pleno sol. Além disso, Fini et al. (2011) demonstraram que 0 excesso
de luz, independente da propor¢do dos comprimentos de onda, regula a biossintese
dos flavonoides, evidenciando o seu papel como fotoprotetor.

Experimentos in vitro e in vivo tém demonstrado a fungédo dos flavonoides
como extintores e/ou inibidores de IORs (AGATI et al., 2007). Este papel se torna
mais evidente pela variedade de classes existentes na familia de flavonoides, tanto
hidrofilicas quanto hidrofébicas, o que permite que 0S mesmos possam ser
encontrados em diversos compartimentos celulares, como membranas, citosol,
vactolos e cloroplastos (HERNANDEZ et al., 2008). Quando presentes nos
cloroplastos, os flavonoides atuam como excelentes removedores de superoxidos
gerados pelo maquinario fotossintético (AGATI et al., 2007). Entretanto, as outras
formas, como as citosolicas, desempenham também fun¢des importantes, porque as
EROs atravessam as membranas dos organelos, onde foram geradas, a exemplo do
H.O,, em direcdo ao citosol, utilizando os canais de aquaporinas (MITTLER et al.,
2011).

Adicionalmente, os flavonoides beneficiam as plantas, sob o excesso de luz,
por absorverem comprimentos de onda curtos, como raios UV, altamente prejudiciais
as biomoléculas (HARBORNE; WILLIAMS, 2000). Além disso, estdo envolvidos com
0 aumento de tricomas e de células epiteliais especializadas, que atenuam o efeito
da luz (GOU et al.,, 2011); além de atuarem, junto ao sistema enzimatico, na
remocdo de EROs, como substratos para peroxidases e oxidase do polifenol
(AGATI; TATTINI, 2010). Desta forma, o gendtipo SCA-6, considerado como
selvagem, possui uma protecdo maior do que o Catongod €5J-@2, embora estes
dois genotipos também tenham apresentado aumentos no teor deste metabdlito a
pleno sol.

As principais formas de flavonoides vacuolares sdo as antocianinas, que, para

0s gendtipos de T. cacao avaliados, apresentaram uma relacdo negativa com a
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disponibilidade de luz. Os teores de antocianinas, em folhas maduras, foram
superiores sob condi¢cdes de maior sombreamento (95%). Entretanto, a biossintese
deste pigmento vacuolar € determinada por mudancas ambientais, tais como
combinacdo de baixa temperatura e excesso de luz (NIELSEN; SIMONSEN, 2011,
GOULD et al., 2008; PIETRINI et al., 2002).

As antocianinas atuam como moléculas fotoprotetoras por dois motivos
principais, absorve comprimentos de onda na regiao verde do espectro da luz visivel,
fato ja observado em varias espécies, como Zea mays (PIETRINI et al., 2002),
Quercus coccifera (KARAGEORGOU; MANETAS, 2006), Oxalis triangularis
(NIELSEN; SIMONSEN, 2011), entre outras (GOULD et al., 2008), e por possuir
caracteristicas antioxidantes na eliminacdo de EROs (HERNANDEZ et al., 2008).
Em contrapartida, folhas de sombra sdo extremamente sensiveis a intensidade e a
qualidade de luz, devido a alta capacidade de absorver fétons, por apresentarem,
dentre outras caracteristicas, maior area foliar e com menor espessura ( DEMMIG-
ADAMS; ADAMS, 1992, BJORKMAN, 1981). Por esta razdo, Gould et al. (1995)
sugeriram que teores mais elevados de antocianinas, em folhas de sombra, evitam a
fotoinibicdo, ja que estes pigmentos vacuolares afetam a qualidade da luz que chega
aos cloroplastos. Uma outra justificativa foi proposta por Lee et al. (1979), onde as
antocianinas absorvem os comprimentos de onda que ndo sdo percebidos pelas
clorofilas e refletem em comprimentos de onda mais longos, na regidao do vermelho,
e, por dispersdo no mesofilo foliar, sdo absorvidos pelas clorofilas, aumentando o
uso da energia disponivel.

A analise de pigmentos vacuolares, nas folhas maduras dos genoétipos clonais
de T. cacao avaliados, apresentou diferencas nitidas entre os niveis de irradiancia.
Entretanto, ndo foi possivel observar as diferencas intergenotipicas que eram
esperadas, a partir do julgamento fenotipico das folhas jovens, cujos teores de
antocianinas diferenciam os trés genotipos estudados. Para tanto, foi comparado os
teores de antocianinas e flavonoides em folhas jovens e maduras do ambiente de
50% de sombreamento. Constatou-s e gue as f ol h &atongpbo v e n ¢
apresentaram teores nao significativos de antocianinas, considerado como genaotipo
mutante para este caracter; ao passo que os teores encontrados em SCA-6 e SJ-02
foram superiores aos de folhas maduras.

As folhas jovens possuem uma sensibilidade maior ao excesso de energia

luminosa, devido a imaturidade do maquinario fotossintético, cuja presenca de
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antocianinas minimiza os efeitos da luz (STEINS et al., 2002). Além disso, as
antocianinas sdo produtos finais de uma rota bioquimica que envolve a sintese de
varios metabdlitos importantes contra a herbivoria; e a cor vermelha destes
pigmentos vacuolares pode ser uma adaptacdo evolutiva, que indica a presenca de
compostos fendlicos, para repelir insetos (GOULD et al., 2008). Contudo, foi
verificado neste estudo que as folhas jovens dos trés genoétipos de T. cacao
apresentaram menor teor de flavonoides totais do que as folhas maduras; indicando
gue estas folhas podem apenas mimetizar um perigo, ou que a principal funcéo dos
flavonoides seja de antioxidantes. Karageorgou e Manetas (2006) verificaram, para
Quercus coccifera, que folhas jovens verdes foram mais agredidas por insetos do
gue as vermel has. De st aCatbngobma ,0 agoe ncaia)
principalmente, o SJ-02 apresentam uma protecdo ao excesso de luz e contra
herbivoria por insetos.

A atividade de peroxidases do guaiacol (POD, EC 1.11.1.7) foi maior no
ambiente mais sombreado (95%) nos genotipos avaliados. Entretanto, o estresse
oxidativo € maior sob o excesso de luz, por causa da cadeia de transporte de
elétrons dos cloroplastos e dos mitocondrios que sao mais ativadas (GIL; TUTTEJA,
2010). Contudo, ha relatos de que as enzimas do estresse oxidativo diminuem suas
atividades em estresse severo por excesso de luz, como foi visto para as
peroxidases do ascorbato e para a dismutase do superéxido na espécie Ligustrum
vulgare (FINI et al., 2011). Além disso, nossos resultados estdo de acordo com o
trabalho de NOJOSA et al. (2002), desenvolvido com clones de T. cacao, que
demonstrou uma correlacdo negativa entre a atividade de PODs e o teor de fendis.
Observou-se, no presente trabalho, no sombreamento mais intenso (95%), uma
reducado dos teores de flavonoides (compostos fendlicos), acompanhado do aumento
da atividade de PODs.

A expressao relativa do gene psbA foi diferente entre os gendtipos de T.
cacao avaliados. O genétipo SCA-6 apresentou maior expressao deste gene a pleno
sol e reprimiu sua expressao no ambiente mais sombreado (95% de sombreamento),
ao passo que o SJ-02 aumentou a expressao nos dois ambientes de luz, pleno sol e
95% de sombreamento, e 0o O0OCatongod6 teve uataato, a
regulacdo da expresséo deste gene pela luz acontece principalmente em niveis poés-
transcricionais e traducionais, de maneira que os cloroplastos mantém um pool
estadvel de RNA, de psbA (DWIVEDI; BHARDWAJ, 1994). J4 um trabalho
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desenvolvido com Pisum sativum, demonstrou que a luz regula tanto no nivel
transcricional, quanto traducional (KETTUNEM et al., 1997).

O gene psbA pertence ao genoma cloroplastidico (heranca citoplasmatica) e
seu produto € a proteina D1 de FS II, responsavel pela reducdo da plastoquinona e
pelo complexo de evolucao do oxigénio (NIXON et al., 1991). A fotoinibicdo cronica
o desequilibrio existente entre degradacao e sintese da proteina D1, sob excesso de
luz; cuja vida média desta proteina é de aproximadamente 2 h (GOH et al., 2011).
Concomitantemente, com o estresse por irradiancia, ha um excesso de producédo de
EROs, caracterizando o estresse oxidativo; que em Ultima andlise, inibem a sintese
de novas proteinas D1, atuando no processo traducional (GOH et al., 2011),
aumentando, assim, os danos fotoxidativos. Desta forma, estudos protebmicos
futuros podem ser Uteis para explicar os resultados dos transcritos de psbA
observados eQatorfigodl.has de 0

Os gen: Calonpoos ed -6 d&resentaram maior expressao do gene
psbO sob pleno sol, sendo que o produto deste gene € uma proteina extrinseca de
FS I, que é de importancia consideravel para a evolucao de oxigénio durante a fase
fotoquimica da fotossintese (POPELKOVA; YOCUM, 2011; SEIDLER, 1996). Além
disso, a proteina PSBO, juntamente com a FSbP e PsbQ, tém demonstrado
importancia no acumulo de centro de reacdo de FS Il, podendo estar envolvidas
como fatores de montagem/estabilidade deste fotossistema (BRICKER; FRANKEL,
2011). A proteina PSBO pode desempenhar esta funcdo por meio de sua
capacidade de fosforilar a proteina D1, que aumenta a estabilidade em condic6es de
estresse, a exemplo do excesso de luz, justificando, assim, o aumento ocorrido na
expressdo do gene psbO (BRICKER; FRANKEL, 2011). Em contrapartida, o
gendtipo SJ-02 apresentou incremento maior na expressdo de psbO sob menor
disponibilidade de luz, demonstrando uma regulagéo diferenciada, ou deficiéncia

pés-transcricional.

A expressdo do gene hsp70, cujo produto é uma proteina cloroplastidica
associada ao choque t®r mi c o, foi repr iCatord@ &2, sobh
diferentes condi¢cbes de irradiancia, enquanto que no SCA-6 ocorreu aumento
destes transcritos. As proteinas do choque térmico sao também conhecidas como
proteinas do estresse, porque sao ativadas em diversas situacoes limitantes (AL-

WHAIBI, 2010). As fun¢des das proteinas HSP70 séo de (i) evitar que proteinas se
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agreguem; (ii) remodelar as que perderam a configuragéo sob condi¢cdes de estresse
(SCARPECI et al., 2008); (iii) e regular a expressdo génica de outras HSFS,
inclusive as small HSP, que quando localizadas no cloroplasto reduzem danos
fotoxidativos (AKERFELT et al., 2010). Assim, o genétipo SCA-6, embora n&o tenha
apresentado muitas mudancas morfofisiologicas, demonstrou importantes respostas
contra o estresse por irradiancia, inclusive a producao de antioxidantes, como o teor
elevado de flavonoides; e o incremento na expressdo de hsp70, jA que o H,O;
também ativa a sua expressdo (SCARPECI et al., 2008).

A expressdo génica de ans e de ufgt, relativo ao ambiente de 50% de
sombreamento, ndo apresentou uma correlagdo positiva com o produto da via
metabdlica, as antocianinas. Isto € possivel porque a correlacao do transcrito com o
nivel do metabdlito depende da vida média do transcrito, da proteina e do
metabdlito. Os genes ans e ufgt codificam as duas Ultimas enzimas da rota
biossintética de antocianinas, a enzima ANS (sintetase de antocianidina) que
sintetiza a antocianidina, utilizando a leucoantocianina como substrato; ao passo que
a enzima UFGT (Flavondide 3-O-glicosiltransferase) glicosila a antocianidina,
atingindo a forma final das antocianinas vacuolares (WEI et al., 2011).

Em pleno sol, os gendtipos SCA-6 e SJ-02 aumentaram a expressado do gene

ans, enquanto o 6Cat on gaéste geaeptantomrn condegbesedep r e s S

pleno sol quanto em 95% de sombreamento. Esperava-se um aumento na
expressdo génica de ans sob excesso de luz, pois o acumulo de antocianinas,
juntamente a outras mudancgas como o0 aumento da espessura foliar, sédo respostas
de aclimatacdo para um maior input de energia (XIE et al., 2011). No entanto, os
maiores teores de antocianinas, em folhas maduras, foram encontrados sob
sombreamento denso (95%) e a expresséo de ans foi menor nesta mesma condicéo.
Além disso, os teores de antocianinas em folhas maduras foram baixos, quando
comparados aos teores observados nas folhas jovens.
Ogeneufgtapresentou maior exXpress«o n@
para as condi¢des de pleno sol e de maior sombreamento (95%). Xie et al. (2011)
relataram que os niveis de transcritos de ufgt foram elevados mesmo na auséncia de
pigmentos, por causa da afinidade que a enzima, produto deste gene, possui pelo
grupo 3-hidroxila, tanto de flavonoides quanto de antocianinas. Logo, isto seria uma

possivel justificativa para um maior numero de transcritos de ufgt, jA que em pleno
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sol houve um maior teor de flavonoides, que podem estar sendo glicosilados por
esta enzima.

Devi do ) aus°nci a de ant oci aGatongads
expressdo dos genes ans e ufgt, para os gendtipos SCA-6 e SJ-02, foi quantificada
em r el aCatongoda.o \We-seiglieiagsdifarencas de expressao foram maiores
para o gene ans. Isto, provavelmente, se deve ao fato de que a enzima UFGT tem
afinidade por outro tipo de substrato (XIE et al., 2011). Observou-se, nos ambientes
de 50% e 95% de sombreamento, que o gene ans foi reprimido nos genotipos SCA-

6eSJ02, em rela-«o0 ao O0Catongod. £ provsgvel

@atongod s e j-tansgricional.
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6. CONCLUSOES

Para os gen- Capo pSLA-6e3V&2, as diferencas nos teores
de antocianinas em nivel foliar ndo conferiram maior tolerdncia ao estresse por
irradiancia.

As folhas dos genotipos clonais de T. cacao crescidas em condicbes de
sombra e expostas imediatamente a pleno sol, bem como aquelas crescidas
somente em pleno sol, apresentaram fotoinibig&do, independentemente dos teores de
antocianinas.

O estresse por irradiancia promoveu alteragcdes na assimilacdo de carbono
nos genotipos clonais de T. cacao contrastantes para os teores de antocianinas.

Os g e n -QaitpoonsdSddi2, sob estresse por irradiancia, apresentaram
maior plasticidade fenotipica para a anatomia e para os teores de pigmentos
cloroplastidicos em nivel foliar; enquanto que o gendtipo SCA-6 investiu mais nos
teores de flavonoides e na expressado génica da proteina cloroplastidica do choque
térmico hsp70, pertencente a classe HSP70.

Na condicdo de estresse por irradiancia, os gendétipos C at o n3CAH-6 e SI-
02 apresentaram um sistema de protecdo antioxidante nao-enzimatico mais
eficiente, por meio do aumento do teor de flavonoides, do que o sistema enzimatico
de peroxidases.

As respostas da expressdo dos genes PsbA e PsbO, responséaveis pela
biossintese da proteina D1 e por uma das proteinas envolvidas na evolucao de O,
no fotossistema 2, da fase fotoquimica da fotossintese, respectivamente; bem como
dos genes ans e ufgt, envolvidos na biossintese de antocianinas no citoplasma, néo
permitiram diferenciar os genotipos de T. cacao avaliados na condicdo de estresse
por irradiancia.
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