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RESUMO

Na Amazénia a distribuicdo de chuva é irregular, sendo comum a ocorréncia de periodos
secos bem definidos com baixo indice de pluviosidade. Esta regido é considerada o principal
polo produtor de cupuacguzeiro e sabendo que periodos longos de seca provocam queda na
producdo agricola, o objetivo deste trabalho foi selecionar preliminarmente, progénies de
cupuacuzeiro com indicativo de tolerancia a deficiéncia hidrica em funcdo do comportamento
ecofisioldgico e bioquimico. As progénies foram obtidas do Programa de Melhoramento
Genético da Embrapa Amazénia Oriental, sendo avaliacdo do experimento realizada na casa
de vegetacdo da mesma Instituicdo e, as analises bioquimicas feitas no Laboratério de Estudo
da Biodiversidade em Plantas Superiores (EBPS) da Universidade Federal Rural da
Amazonia. As mudas selecionadas a partir de sementes oriundas de clones parentais do
cultivar BRS Carimbo6 foram cultivadas em sacos plasticos com dimensdo de 20 x 45 cm,
preenchidos com 8 kg de substrato, mantendo-se regularmente o suplemento hidrico até o
inicio das avaliagdes. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x7 totalizando 14 tratamentos com 5 repeti¢es cada, nos quais foram analisados
como fator A os dois regimes hidricos (com deficiéncia hidrica e sem deficiéncia hidrica) e
como fator B sete Progénies totalizando 70 unidades experimentais, cada qual composta por
uma planta/saco. Foi aplicada a andlise de varidncia nos resultados e quando ocorreu
diferenca significativa, as medias foram comparadas pelo teste Scott- Knott adotando-se o
nivel de 5 % de probabilidade. As varidveis analisadas foram trocas gasosas e variaveis
relacionadas ao metabolismo do carbono e nitrogénio. As variaveis ecofisiologicas foram
afetadas negativamente pela deficiéncia hidrica, na qual a progénie 1074 apresentou maior
sensibilidade a restricdo hidrica com reducdo significativa de 2.438%, 642%, 84,9%, 100%,
100%, 84,3% e 92%, quanto a0 Wam, ¥Xx, A, gs, E, EIC e EIUA, respectivamente. No
entanto, as progénies submetidas a deficiéncia hidrica promoveram o aumento no EIUA, com
excecdo da progénie 1074 que apresentou reducdo significativa no uso instantaneo de agua.
Também foi possivel identificar a diminuicdo das concentraces de nitrato, amido e atividade
da glutamina sintetase nos tecidos foliares e radiculares para todas as progénies. A deficiéncia
hidrica promoveu aumento nas concentracbes de amonio, aminoécidos solveis totais,
proteinas sollveis totais, prolina, glicina betaina, carboidratos sollveis totais, sacarose e
acucares redutores e nao redutores para todas as progénies. Nas condi¢des do experimento, as
progénies 32, 42, 46, 47, 57 e 215 apresentaram menor sensibilidade a deficiéncia hidrica, o
que sugerem certa tolerancia a esse tipo de estresse, considerando o periodo de 16 dias de
deficiéncia hidrica.

Palavras-chave: Estresse Hidrico. Fisiologia Vegetal. Osmorreguladores. Metabolismo.



ABSTRACT

In the Amazon rainfall distribution is irregular, being common to the occurrence of well
defined dry periods with low rainfall index. This region is considered the main producer of
cupuacuzeiro and knowing that long periods of drought cause a decrease in the agricultural
production, the objective of this work was to select preliminarily, progenies of cupuaguzeiro
with indicative of tolerance to water deficit as a function of the ecophysiological and
biochemical behavior. The progenies were obtained from the Genetic Improvement Program
of Embrapa Amazénia Oriental, being evaluated the experiment carried out in the greenhouse
of the same Institution, and the biochemical analyzes done at the Laboratory of Biodiversity
in Upper Plants (EBPS) of the Federal Rural University of Amazonia . The seedlings selected
from seeds from the parental clones of the BRS Carimbo cultivar were grown in 20 x 45 cm
plastic bags, filled with 8 kg of substrate, and the water supplement was regularly maintained
until the beginning of the evaluations. The experimental design was completely randomized in
a 2x7 factorial scheme, totaling 14 treatments with 5 replicates each, in which the two water
regimes (with water deficiency and no water deficiency) were analyzed as factor A and as a B
factor seven progenies totaling 70 experimental units each Which consists of a plant / bag.
The analysis of variance was applied in the results and when significant difference occurred,
the means were compared by the Scott-Knott test adopting the level of 5% of probability. The
analyzed variables were gas exchanges and variables related to carbon and nitrogen
metabolism. The ecophysiological variables were negatively affected by water deficiency, in
which progeny 1074 presented greater sensitivity to water restriction with a significant
reduction of 2,438%, 642%, 84.9%, 100%, 100%, 84.3% and 92%, respectively. As for Yam,
Wx, A, gs, E, EIC and EIUA, respectively. However, the progenies submitted to water
deficiency promoted the increase in EIUA, with the exception of progeny 1074 that showed a
significant reduction in instantaneous water use. It was also possible to identify the decrease
of nitrate, starch and glutamine synthetase activity in foliar and root tissues for all progenies.
Water deficiency promoted an increase in ammonium concentrations, total soluble amino
acids, total soluble proteins, proline, glycine betaine, total soluble carbohydrates, sucrose and
reducing and non-reducing sugars for all progenies. Progenies 32, 42, 46, 47, 57 and 215
showed lower sensitivity to water deficit, suggesting a certain tolerance to this type of stress,
considering the 16 day period of water deficiency.

Key-words: Water Deficiency. Vegetal physiology. Osmoregulators. Metabolismo.
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1 CONTEXTUALIZACAO

As mudancgas climéaticas e seus impactos para a vida no planeta tém sido bastante
discutidos no meio cientifico. Atividades antropicas como a mineragéo, pecuaria e agricultura,
estdo entre os principais fatores que contribuem para alteracBes do clima, resultando em
inimeras modificaces de paisagens em virtude da degradacdo de grandes areas, bem como
nas funcBes exercidas pelo ecossistema (ATAIDE, 2016). Além disso, a elevada emissdo de
gases responsaveis pelo efeito estufa, ligado ao fendmeno climéticos do El Nifio e La Nifia,
vem provocando grandes modificacbes na atmosfera do planeta, agravando os fenémenos
meteorologicos mundiais.

As mudangas climéaticas serdo mais frequentes e intensas no decorrer dos anos,
principalmente no centro Sul da América do Sul, o que implicard diretamente no ciclo
hidroldgico regional, induzindo a eventos extremos de seca e inundagfes (SOUZA, 2012). Os
principais fatores que influenciam a seca incluem a falta de chuvas, os niveis excessivos de
sais na solucdo do solo e o crescente desvio de recursos de agua doce para usos urbanos e
industriais (NEUMANN, 2008).

A deficiéncia hidrica no solo é um dos principais fatores abidticos limitantes da
producdo agricola (HAMDY et al., 2003), devido intervir no mecanismo de absorcdo e
assimilacdo de agua e nutrientes pelas plantas (LECHINOSKI et al., 2007), resultando em
alteracOes negativas no seu metabolismo (ZANETTI et al., 2016).

A limitacdo de agua para as plantas pode resultar na reducdo da condutancia
estomatica e causar prejuizo na atividade fotoquimica da fotossintese, resultando na reducao
da fotossintese liquida e consequentemente na diminuicdo da biomassa vegetal, além de
provocar desequilibrio na defesa antioxidante, induzindo o estresse oxidativo em proteinas,
lipideos de membrana e organelas celulares (ZANETTI et al., 2016), além da diminuicdo do
volume celular e o declinio da turgescéncia (MORAIS et al., 2003). A turgidez é o mais
precoce efeito biofisico do estresse hidrico, uma vez que afeta a expansdo foliar e o
alongamento de raizes, limitando o tamanho das plantas e o numero de folhas (TAIZ &
ZEIGER, 2013).

Uma planta sob deficiéncia hidrica pode sofrer aumento da concentracdo de solutos,
assim como variagcdes na forma e volume celular das membranas, perda de turgescéncia
celular, alteracGes dos potencias de &gua, ruptura da integridade da membrana e desnaturacédo
da proteina, além da desidratacdo do tecido (BRAY, 1997). Para 0 mesmo autor a planta em

geral responde a falta de agua de forma répida provocando modificacGes no estado de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4510777/#B196
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fosforilacdo de uma proteina, dentro de minutos ou horas com alteracdo em expressao
genética.

Entretanto, algumas espécies de plantas desenvolvem mecanismos morfoldgicos,
anatdmicos, fisioldgicos, bioquimicos e moleculares para tolerar ou adaptar-se em situacdo de
deficiéncia hidrica (ASHRAF et al., 2011), e o padréo de resposta das plantas a deficiéncia de
agua no solo é regulado pela intensidade, velocidade de imposi¢do do estresse e fase de
desenvolvimento (SILVA, 2013).

Plantas adaptadas a seca sdo caracterizadas por evitar a desidratagdo dos tecidos,
através do crescimento de um sistema radicular mais profundo e vigoroso, permitindo a
exploracdo de reservas de agua e nutrientes em profundidade no solo (DAMATTA, 2004) ou
reduzindo a perda de agua por meio de mecanismos envolvendo o fechamento estomatico
(JONES, 2009), além da producéo de &cido abscisico, abscisdo foliar e ajustamento osmotico
(TAIZ & ZEIGER, 2013).

A osmorregulacdo é um processo que pode ocorrer no vacltolo ou no citosol e cujo
objetivo € manter o balanceamento hidraulico preservando a integridade celular de proteinas,
enzimas e membranas para a continuidade das atividades vitais (SILVA, 2013). Este processo
estabelece uma resposta adaptativa vegetal aos multiplos efeitos causados pelos estresses
(SILVA, 2013) além de promover reducéo da perda de agua como resultado de mecanismo
envolvendo fechamento estomatico ajustes nas folhas possibilitando o equilibrio de energia
através de reducdes na absorcdo de luz ou ainda modificagdes no calor e transferéncia de
massa na camada limite da folha (JONES, 2009).

Portanto, a capacidade das plantas para suportar a deficiéncia hidrica é caracterizada
por vias fisiologicas e bioquimicas, que promovem a retencdo ou aquisicdo de &gua,
resguardando as fun¢des do cloroplasto e mantendo a homeostase de ions (BOHNERT, 1996).
Alguns estudos vém sendo realizados visando estimar a resposta das espécies vegetais ao
estresse hidrico, no qual é destacado o potencial hidrico foliar (COSTA et al., 2007), a
condutancia estomatica e a transpiracdo (MEDINA et al., 1999), turgescéncia celular (BRAY
et al., 1997), a acumulacdo de prolina (HANSON & HITZ, 1982), atividade fotossintética
(GONCALVES et al., 2009), além da osmorregulacao vegetal (SILVA et al., 2004).

O estudo envolvendo deficiéncia hidrica tem recebido atencdo por parte dos
fisiologistas e agronomos em funcdo da sua importancia no crescimento e produgdo das

plantas superiores (PAULUS et al., 2010), tornando-se uma ferramenta imprescindivel para a
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compreensdo dos processos fisioldgicos das espécies arboreas, bem como das interacfes das
plantas com o0 ambiente (NOGUEIRA et al., 2001).

O cupuaguzeiro [Theobroma grandiflorum (Willd. ex. Spreng.) Schum.,] é uma arvore
nativa da Amazobnia pertencente a ordem das Malvales e familia Malvaceae, a qual é
considerada uma espécie frutifera com alto potencial para o desenvolvimento agricola e
agroflorestal da regido Norte do Brasil, tal espécie é encontrada em estado rdstico nas
florestas tropicais de terra firme na parte sul e sudeste da Amazoénia Oriental e Noroeste do
Estado do Maranh&o, onde é cultivada em toda a Amazonia brasileira, além de outros Estados
da federagcdo como Bahia e S&o Paulo, podendo também ser encontrada em paises como Costa
Rica, Venezuela, Equador e Colémbia (ALVES et al., 2012).

A familia Malvaceae Juss, contém cercas de 75 géneros, e aproximadamente, 1.500
espeécies distribuida predominando nos tropicos (CRONQUIST, 1981) entre as latitudes 18°
norte e 15° sul, onde se desenvolve em temperaturas parcialmente elevadas, com média anual
de 21,6 °C a 27,5 °C, umidade relativa média anual de 77% a 88% e precipitacdes médias
anuais na faixa de 1.900 mm a 3.100 mm (SANTOS, 2008). Compreende plantas herbaceas
ou lenhosas, com flores em sua maioria hermafroditas, actinomorfas com tendéncia ao
zigomorfismo e pentameras (PIO CORREA, 1926). A presenca de canais secretores de
mucilagem é uma caracteristica tipica dos representantes da referida familia (FAHN, 1982).

Trata-se de uma espécie pré-colombiana que possivelmente foi disseminada de seu
centro de origem para os estados da Regido Norte em virtude da intensa movimentacdo das
tribos indigenas no interior da Amazénia. Em meados da década de 70, o cultivo comecgou a
ter expressdo econbmica, uma vez que passou a compor areas de plantios de pimentas, que
estavam sendo dizimado pela doenga conhecida coma fusariose (ALVES et al., 2012).

O cupuacuzeiro € uma arvore considerada como semi - umbrofila, ou seja, adapta-se
muito bem em ambiente de sombra e por esta razdo apresenta boa adaptacdo em consorcios
com outras espécies como: bananeira, mamoeiro, maracujazeiro, mandioca de porte ereto,
pimentais, taperebazeiro, agaizeiro, pupunheira, coqueiro, castanheira, andirobeira,
cumaruzeiro, mogno-brasileiro, mogno-africano, jatoba e freijo, etc. Portanto, € uma espécie
de fundamental importancia econémica, social e ambiental para a regido, uma vez que
compdem o sistema econdmico e agroflorestal brasileiro (ALVES et al., 2012).

O Theobroma grandiflorum € uma planta com reproducéo alégama cuja polinizacao é
feita atraves da fecundagéo cruzada com probabilidade de autofecundacdo. O seu fruto é uma

baga drupacea, com dimensdes variando de 12 a 25 centimetros (cm) de comprimento e de 10



19

a 12 de diametro (Dm), cujo peso apresenta média de 1.200 gramas (g), podendo alcancar até
50 sementes/fruto. A polpa apresenta coloragéo branco-amarelada, aderida na semente, com
sabor &cido e cheiro forte. A producdo média de frutos é de até 12 frutos por planta a cada
ciclo produtivo (ALVES, 2012).

O cupuaguzeiro é uma arvore que pode atingir até 7m de diametro de copa e 10m de
altura. As folhas sdo simples, alternas, curtos peciolados, com laminas verdes brilhantes,
glabra, na face superior apresenta um po ferrugineo-tomentosa (VENTURIERI et al., 1985).
O seu cultivo é considerado uma das mais rentaveis da regido Amazénica, e a procura pelo
seu fruto (0 cupuagu) vém crescendo vertiginosamente em todos os estados da federacéo,
atraindo a atengdo mundial em virtude da maior abertura do mercado a frutas exoticas
tropicais (SOUZA et al., 2002).

Sendo assim, o seu maior potencial é a exploracdo de polpa para fabricacdo de sucos,
geleias, doces, sorvetes, bolos, tortas, licores, picolé, cremes, refresco, pudim, biscoitos, etc.
Além do uso das sementes na agroindustria do cupuagu, como matéria-prima para extracdo de
6leo, o qual tem ampla aplicacdo na industria de cosméticos (ALVES, 2002), além do
aproveitamento das améndoas para a fabricacdo do cupulate, um produto semelhante ao
chocolate produzido do cacau.

Nos ultimos anos o plantio do cupuaguzeiro no Estado do Para, vem sendo realizado
em regides com o0s menores volumes de chuva, visando a prevencao da principal doenca da
espécie, a Vassoura de bruxa (Moniliophtera perniciosa), contudo ndo ha respostas sobre o
comportamento ecofisiolégico, bioquimico, biofisico e antioxidante dessa espécie em
condicdo de restricdo hidrica. Desse modo, entender o funcionamento dessa espécie em
condigdo de restri¢do hidrica é de fundamental importancia ao desenvolvimento, a0 manejo e

a produtividade dessa espécie.
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1.1  Questdes Cientificas
v' Progénies de Theobroma grandiflorum desenvolvem mecanismos ecofisiolégicos e
bioguimicos a fim de atenuar a deficiéncia hidrica?

v Progeénies de Theobroma grandiflorum séo tolerantes a restri¢ao hidrica?

1.2 Hipdteses

Do ponto de vista cientifico, serdo testadas as seguintes hipoteses.

v A deficiéncia hidrica altera as trocas gasosas, 0 metabolismo do nitrogénio e do carbono
nas progénies de Theobroma grandiflorum.

v As progénies de Theobroma grandiflorum sdo tolerantes a deficiéncia hidrica.

1.3  Objetivo Geral
v’ Selecionar, preliminarmente, progénies de Cupuacuzeiro com indicativo de tolerancia a

deficiéncia hidrica.

1.4 Objetivos Especificos

v Realizar o estudo ecofisiolégico e biogquimico em progénies de Theobroma grandiflorum,
submetidas a deficiéncia hidrica;

v Analisar os efeitos da deficiéncia hidrica sobre as trocas gasosas em progénies de
Theobroma grandiflorum;

v" Verificar os efeitos da deficiéncia hidrica sobre o metabolismo do nitrogénio e carbono

em progénies de Theobroma grandiflorum.
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2 ESTUDO FISIOLOGICO E BIOQUIMICO DE PROGENIES DE
CUPUACUZEIRO Theobroma grandiflorum SUBMETIDAS A DEFICIENCIA
HIDRICA.

2.1  Introducao

As plantas estdo submetidas a varios tipos de estresses ambientais que afetam
negativamente o seu crescimento e metabolismo, e dentre esses, a seca se destaca por ser
altamente limitante a producdo agricola (LAWLOR, 2002). A deficiéncia hidrica ocorre
guando o abastecimento de &gua para as raizes torna-se escasso ou quando a taxa de
transpiracdo é mais elevada que a absorcao de agua do solo (REDDY et al., 2004).

As respostas das plantas a restricdo hidrica sdo complexas e depende da espécie,
duracdo, severidade do estresse e do estagio de desenvolvimento da planta (SANTOS, 2013).
A amplitude de tolerancia das plantas a seca varia de acordo com as espécies, uma vez que
estas podem possuir diferentes mecanismos de resisténcia, sejam elas estruturais ou
fisioldgicas (ZANETY, 2016).

Para um melhor entendimento dos mecanismos de tolerdncia a deficiéncia hidrica em
plantas superiores, aspectos relacionados a fisiologia, a bioquimica celular e as caracteristicas
morfoanatdmicas devem ser pesquisados a fim de expor ligacbes sutis que levam a uma
melhor tolerdncia a seca, permitindo o melhoramento de seu desempenho agronémico
(GUHA et al., 2010).

A deficiéncia hidrica afeta os vegetais provocando alteracbes nos processos
metabolicos, influenciando o fechamento estomaético, reducdo da condutdncia estomatica,
diminuicdo da fotossintese e transpiracdo, resultando na redugdo do crescimento vegetal
(SCALON et al., 2011). Além de alterar varios processos fisiol6gicos e bioguimicos entre
eles, a sintese de aminoacidos e as reducBes drasticas na atividade de redutase do nitrato
(OLIVEIRA et al., 2011), haja vista plantas em situacfes de restricdo hidrica tendem a
apresentar modificacBes no metabolismo bioquimico e fisioldgico, causando diminui¢do na
eficiéncia fotoquimica e na atividade da proteina rabisco (XU; ZHOU; SHIMIZU, 2010).

A adequacdo bioquimica comum a planta durante a seca € resultado da regulacao
osmotica, que € determinada por metabdlito sintetizado. As plantas diferem entre si quanto a
habilidade de tolerar a deficiéncia hidrica, por exemplo em plantas sensiveis, 0s processos

fisioldgicos sdo adversamente afetados devido a reducdo na hidratacdo dos tecidos, ja nas
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tolerantes, suas propriedades fisiologicas se adaptam para manter um alto grau de hidratacédo
dos tecidos mesmo sob limitado suprimento hidrico (SOREN et al., 2010).

O cupuaguzeiro [Theobroma grandiflorum (Willd. ex. Spreng.) Schum.,] é uma arvore
frutifera da Amazonia, pertencente a familia Malvaceae, encontrada em estado silvestre ou
cultivada nas florestas tropicais de terra firme na parte sul e sudeste da Amazonia Oriental e
Noroeste do Estado do Maranhdo ou em toda a Amazonia brasileira, sendo esporadicamente
encontrada em paises como a Colémbia, Venezuela, Equador e Costa Rica (VENTURIERI et
al., 1985).

O Theobroma grandiflorum é de extrema importancia econdmica, social e ambiental
para a regido norte brasileira, sendo sua polpa empregada no preparo de sucos, doces, bolos,
pudins, cremes, bombons, sorvetes, licores e bebidas lacteas. O 6leo e manteiga extraidos da
semente sdo utilizados na industria de cosméticos para fabricacdo de batons, xampus e cremes
faciais, e na confeccdo do cupulate, um produto semelhante ao chocolate (KIST et al., 2012;
SANTOS et al., 2013). Além disso, € uma espécie amplamente utilizada em sistemas
agroflorestais brasileiros em consércio com outras espécies agricolas ou no.

O Estado do Para possui a maior area plantada de cupuacuzeiro do pais, com 12 mil
hectares, onde o municipio de Tomé Acu desponta como o maior produtor nacional, seguido
por Moju, Acard e Bujaru (SAGRI-PA, 2016). Esta cultura se transformou nas ultimas
décadas em uma das fruteiras com grande potencial de expansdo e desenvolvimento para
agricultura na regido Norte, devido a abertura do mercado para frutas exoticas tropicais,
especialmente aquela oriunda da floresta Amazonica, possibilitando a ampliacdo do cultivo e
aumento da oferta do produto (ALVES, 2008).

No entanto, o cultivo do cupuaguzeiro na Amazonia vem sendo implantado em locais
com 0s menores indices pluviométricos com intuito de prevenir o surgimento de doencas.
Contudo, existem poucos estudos cientificos relacionados aos comportamentos fisiol6gicos e
bioquimicos dessa espécie em situagdo de deficiéncia hidrica. Portanto, existe a necessidade
de se avaliar o potencial produtivo de progénies de cupuaguzeiro em regides sujeitas a
deficiéncia hidrica, em virtude da distribuicdo irregular de chuvas na regido amazénica. Uma
vez que nessas areas € comum a ocorréncia de periodos secos bem definidos, com
aproximadamente seis meses de pluviosidade abaixo de 100 mm (FERNANDES, 2015).
Fornecendo assim, informacgdes sobre algumas estratégias para serem usadas em programas

de melhoramento genético para selecdo de cultivares tolerantes a seca (SILVA et al., 2012).
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Sendo assim, o comportamento agronémico de plantas de cupuaguzeiro necessita ser
compreendido, uma vez que, entender o mecanismo de resposta dessa espécie em condicao de
restricdo hidrica, é de suma importancia ao desenvolvimento agricola das plantas, ao manejo e
a produtividade dessa espécie. Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi selecionar,
preliminarmente, progénies de cupuaguzeiro com indicativo de tolerancia a deficiéncia

hidrica.

2.2  Material e Métodos
2.2.1 Local do experimento

O experimento foi realizado no periodo de Marco a Novembro de 2016 (26/04/2016 a
16/11/2016), na casa de vegetacdo da Embrapa Amazonia Oriental, localizada no municipio
de Belém-PA, cujas coordenadas geograficas 01° 27" 21 de latitude Sul e 48° 30’ 16 de
longitude Oeste de Greenwich (Figura 1).

Figura 1- Localizacdo da area experimental
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Fonte: Embrapa Amazonia Oriental, 2017.

O clima do local, segundo a classificacdo de Coppe é o Afia com temperatura média
anual de 26 °C, com alta pluviosidade 2.754,4 mm anuais, incidindo uma esta¢do chuvosa de
dezembro a maio e uma menos chuvosa de junho a novembro (NECHET, 1993). Durante a

conducdo do experimento foram coletados dados diarios (periodo diurno) referentes as
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temperaturas maximas, minimas e umidade relativa do ar, por meio de um Termo higrografo

(Chip & Zonem, modelo 836) instalado no interior da casa de vegetagcdo cujos resultados
estéo apresentados na figura abaixo (Figura 2).

Figura 2 — Temperatura do ar (A) e umidade relativa (B), durante o periodo experimental.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

2.2.2 Matérial vegetal e conducdo do experimento
Foram utilizados setes progénies de cupuaguzeiro nesta pesquisa, oriundas de
sementes de clones parentais do cultivar BRS Carimb¢ (Tabela 1).

Tabela 1 - Clones de origens das progénies avaliadas e, suas respectivas ancestralidade e procedéncias

Clone Ancestralidade Local de origem da mée Local origem do pai
32 174x186 174: Coari - AM 186: Codajas - AM
42 186x434 186: Codajas - AM 434: Muané - PA
46 186x215 186: Codajas - AM 215: Manacapuru - AM
47 186x1074 186: Codajas - AM 1074: Itacoatiara - AM
57 186x513 186: Codajas - AM 513: Oiapoque - AP

215 Primaria 215: Manacapuru - AM -

1074 Priméria 1074: Parintins - AM -

Fonte: Embrapa Amaz6nia Oriental.

As mudas foram preparadas a partir de sementes retiradas de frutos maduros, oriundas
de polinizacdo aberta, cujo plantio fica localizado no pomar experimental da Embrapa
Amazonia Oriental no municipio de Tomé Acu-PA. Dois frutos foram colhidos de cada um
dos genotipos. As sementes foram despolpadas manualmente em seguida foi realizada a

semeadura em sementeira, contendo como substrato apenas serragem curtida.
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Vinte e dois dias apds a semeadura, quando as plantulas estavam em estagios de
“ponto de palito”, ou seja, antes da abertura do primeiro par de folhas (Figura 3), as progénies
foram repicadas para os sacos plésticos, com dimensédo de 20 x 45 cm, preenchidos com 8 kg
de substrato preparado através de mistura do solo com esterco (cama de aviario), na proporcao
de 3:1 respectivamente. Dessa foram retiradas amostras para realizacdo de analise quimica e
granulométrica do solo segundo metodologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(EMBRAPA), cujos resultados encontram-se na Tabela 2.

Figura 3 - Sementeira com a germinacdo de sementes de setes progénies de
Cupuaguzeiro.

P -
Fonte: Embrapa Amazdnia Oriental, 2016.
Foto: Abel Bastos, 2016.

Tabela 2 - Caracterizac@o quimica e granulométrica do substrato.

Argila
Prof. MO N pH P K Na Ca Ca+Mg Al H+Al  Areiagrossa Areiafina Silte ) gtl |
otal
(cm)  glkg % H,O --mgldm®-- - cmole/dm® - (9/kg)
0-20 2581 088 62 374 504 212 2,6 4,5 0,1 1,49 455 327 118 100

Fonte: Embrapa Amazoénia Oriental, 2016.

Posteriormente, foi realizada a casualizacdo e distribui¢do das mudas em bancada onde
ficaram em crescimento e aclimatacdo por oito meses. A irrigacdo nos primeiro dois meses de
experimento foi efetuada por micro aspersdo com vazdo de 40 Lh™, acionado diariamente
durante 30 minutos. Ao final desse periodo a irrigacdo foi realizada manualmente aplicando,
diariamente, 300 ml de 4gua por muda, para manter a umidade do solo préximo a capacidade

de campo. Durante o crescimento das mudas foram feitas duas aplicagdes com NPK na
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proporcao 18-18-18 com 4g/plantas, além de cinco aplicagfes de micronutrientes foliares
Obolo, com 15g diluidos em 5 litros de agua.

A partir do oitavo més, as plantas foram submetidas a dois regimes hidricos: com
deficiéncia hidrica e com irrigacdo (controle). A irrigacdo foi suspensa por 16 dias nas plantas
submetidas a deficiéncia hidrica, preservando as plantas controle sob irrigacdo com 300 ml de

agua por planta diariamente em casa de vegetacdo (Figura 4).

Figura 4 — Mudas de cupuaguzeiro em casa de vegetacdo.
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Fonte: O autor 2016.

2.2.3 Determinacdo do status hidrico da planta

Foi avaliado o potencial hidrico foliar (¥w) antemanha no horario de 4: 00 - 5: 30 h e
0 xilematico as 12:00 - 13:30 h, utilizando-se uma bomba de pressdo do tipo Scholander
(mod. Pmsinstrument Co., Corvalles, USA), conforme descrito por DaMatta et al. (1993). As
amostras foram selecionadas através da coleta de folhas maduras do segundo par de folhas,
contado a partir do apice, sendo retirada e imediatamente colocada na cAmara de compresséo,
e em seguida a aplicacdo da pressdo até a exsudacdo de liquido pelo peciolo da folha,

momento esse da leitura da forga aplicada.

2.2.4 Determinacgéo das trocas gasosas
A taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs), taxa transpiratoria (E),
concentracdo interno de carbono (CI) e relacdo carbono interno e externo (CI/CA), foram



27

avaliadas através do analisador de gas infravermelho portatil modelo LI1-6200 (Li-Cor), sendo
medidas sob condi¢gBes ambientais favoraveis, entre 8: 00 as 10: 00 h da manha. A partir
destas variaveis, foram calculadas a eficiéncia no uso de agua (EIUA) através da relagdo (A/E)
[(nmol m™ s™) (mmol H,0 m? s)?] e a eficiéncia instantanea da carboxilagéo (EIC) (A/Ci)
[(nmol m™ s™) (umol mol™)™] segundo metodologia proposto por Machado et al. (2005). As
avaliacbes foram feitas em todas as plantas de todos os tratamentos, sendo um foliolo por
planta colocada dentro da camara, sempre na regido mediana da folha totalmente expandida.
Cada foliolo permaneceu em equilibrio dentro da camara por 1 a 2 minutos, registrando os

valores para cada leitura das plantas.

2.2.5 Auvaliagbes bioquimicas

As analises bioguimicas foram realizadas no Laboratorio de Estudo da Biodiversidade
em Plantas Superiores (EBPS), localizado na Universidade Federal Rural da Amazonia
(UFRA), Belém, Para.

2.2.6 Determinacdo das clorofilas a, b, totais, antocianina e carotenoides

Realizou-se a pesagem de 100 mg de folha fresca de cada amostra, colocando em um
almofariz, contendo 3ml de acetona a 80%, em seguida foi feita a maceracdo e a filtracdo com
papel toalha. Transferiu-se o sobrenadante para um baldo volumétrico de 25 ml, aferindo o
volume. As amostram foram lidas em espectrofotdometro a 663nm (clorofila a), 647 nm
(clorofila b), 537 nm (antocianinas) e 470 nm (carotendides) e como 0 branco usou-se
somente acetona 80%. Toda a extragdo foi feita no gelo e no escuro. O método empregado foi
0 preconizado por Sims e Gamon (2002). As concentracGes de clorofilas e carotendides foram
calculadas pelas seguintes formulas:
Clorofilaa = C, =0,01373 ass3 — 0,000897 as37 — 0,003046A647

Clorofila b = C, = 0,02405 Ags7 — 0,004305As537— 0,005507 Agas
Clorofilas totais = Ca+p) = 7,15 Agsz + 18,71 Agar

Carotenoides (xantofila + carotenos) = (As70 — (17,1 x (Clo A + Clo B) - 9,479 x Antocianina))
/119,26

Antocianina = 0,08173 Asz7 — 0,00697Ags7— 0,002228Ass3

2.2.7 Determinacdo da concentracdo de nitrato
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A determinacdo da concentracdo de nitrato foi realizado através do método
preconizado por Cataldo et al. (1975), no qual foi pesado 50 mg de folhas e raizes
previamente liofilizadas, em seguida foram adicionadas em tubos de ensaio contendo 5,0 ml
de agua destilada, e estes incubados em banho-maria por 30 minutos a 100 °C. Em seguida,
este quantitativo foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos e retirado o sobrenadante. A
reacdo foi preparada em tubo de ensaio contendo 100 ul do extrato + 200 pl de solugéo de
acido salicilico 5 % (p/v), em &cido sulfarico concentrado.

Ap0s vigorosa agitacdo em agitador do tipo vortex, os tubos foram adicionados
lentamente nos tubos 4700 uL de NaOH 2N. Os tubos foram deixados em repouso até
atingirem a temperatura ambiente por cerca de 20 minutos. Apds este processo, foram feitas
leituras em espectrofotdmetro na absorbancia de 410 nm. O branco foi feito usando agua

deionizada em substituicdo ao extrato.

2.2.8 Determinacdo da atividade da redutase do nitrato

Amostras contendo 200 mg de folhas e raizes foram pesadas e colocadas em tubos de
ensaio, contendo solucdo tampdo de fosfato 0,1 M, pH 7,5 contendo isopropanol 1% (v/v),
(KNO3; mM) e estes cobertos com papel aluminio (tratamento escuro). Em seguida, os tubos
foram evacuados com o auxilio de uma bomba de vacuo, durante 2 minutos, seguido de
“banho-maria” a 30 °C, por 30 minutos na auséncia de luz. Em tubos de ensaio, foram
adicionadas aliquotas de solucdo tampdo fosfato, extrato diluido, sulfanilamida a 1%, N-1-
naftiletilenodiamina dicloridrato 0,02%, seguido de repouso. A leitura foi realizada no
espectrofotdbmetro a 540 nm contra o branco o resultado da atividade da redutase do nitrato foi
estimado através da producao de NO, no meio de reacdo. Este método foi preconizado por
Hageman; Hucklesby, (1971).

2.2.9 Determinagéo da concentragdo de amonio livre

Foram pesados 50 mg de massa seca (MS) das folhas e raizes em p6, e colocados em
tubos de ensaio de 15 ml, onde foram adicionados 5 ml de agua destilada e levados ao banho-
maria por 30 minutos a 100 °C. Apds a extracdo as amostras foram centrifugadas em
centrifuga de bancada (1000 rpm) e os sobrenadantes coletados para obtengdo do extrato total.
Nos tubos de ensaio foram acrescentados 400 ul de extrato total + 2,5 ml da solucédo A (5 g de
fenol + 0,025 g de nitroprussiato de sédio/ 500 ml de agua destilada) e homogeneizado em

vortex, acrescentando mais 2,5 ml da solucdo B (2,5 g de NaOH. + 12,6 ml de hipoclorito de
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sodio/ 500 ml de agua destilada) e agitados novamente em vortex, levando-0s ao banho-maria
por 20 minutos a 37 °C. Apos esse periodo foram removidos do banho-maria e deixados em
repouso por 40 minutos, em seguida, levados para a leitura no espectrofotbmetro a 625 nm e
usando-se agua destilada (em substituicdo ao extrato) + reagentes como branco. As
concentracdes de amonio livre foram estimadas a partir da curva-padrdo construida com

(NHy)2 SO4 p.a (Sigma). Para isso foi utilizado o método descrito por weatherburn, (1967).

2.2.10 Determinagéo da concentragdo dos amino&cidos sollveis totais

Foram adicionados em eppendorfs de 2 ml, 2 mg de p6 da matéria seca (MS) das
folhas e das raizes, em seguida adicionando 2ml de H,O destilada, homogeneizando em
agitador e banho banho-maria por 30minutos a 100° C, respectivamente. Ap0s este processo,
0s tubos foram centrifugados (2500 rpm por 5 minutos). Posteriormente foram colocado em
cada microtubo 200 pl de mix 1 de reacdo, 200 ul de mix 2 de reacdo, 320 de H,O e
adicionaram-se 80 ul de extrato, em seguida agitou-se os microtubos e incubou-se a 100°C
por 15 minutos. Posteriormente a reacdo foi resfriada com choque térmico usando agua e
gelo. E adicionou-se 1200 pl de etanol a 50%. As amostras foram mantidas por 20 minutos a
temperatura ambiente. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 570 nm. O branco
foi feito usando 200 pl de mix 1 de reacéo, 200 pul de mix 2 de reagéo, 400 de H,O e 1200 pl

de etanol a 50%. O método utilizado foi o preconizado por Peoples et al. (1989).

2.2.11 Determinacdo da concentracdo das proteinas sollveis totais

As concentragBes de proteinas sollveis totais foram determinadas segundo o método
proposto por Bradford (1976). Onde foram colocados em tubos de ensaio de 15 ml 100 mg de
p6 da matéria seca (MS) das folha e das raizes, sendo adicionados 5,0 ml do tampédo de
extragdo (TrisHCI 25 mM pH 7,6). Em seguida os tubos, foram devidamente lacrados, para
serem submetidos ao processo de agitacdo durante 2 horas no agitador de mesa. ApGs esse
processo, 0s tubos foram centrifugados em centrifuga de bancada (2000 rpm por 10 minutos).
Posteriormente, foram colocados nos tubos de ensaios 100 pl do sobrenadante apds a
centrifugacdo + 2,5 ml do reagente de Bradford. Apds este processo 0s tubos foram
manualmente agitados delicadamente (para ndo desnaturar as proteinas). Com 15 minutos de
repouso as leituras foram realizadas no espectrofotbmetro a 595 nm, contra o branco que

encerra 100 pl de agua + 2,5 ml do reagente de Bradford. As concentragfes de proteinas
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solGveis totais foram estimadas a partir da curva-padrao construida com soro albumina bovina

p.a (Sigma).

2.2.12 Determinacdo da concentracdo de prolina livre

Para a determinacdo de prolina foram pesado em eppendorfs de 2 ml, 2 mg de p6 da
matéria seca (MS) das folhas e das raizes, adicionando 2ml de H,O destilada homogeneizando
em agitador e banho maria por 30minutos a 100 °C respectivamente. Ap0Os este processo, 0S
tubos foram centrifugados em centrifuga de bancada (2500 rpm por 5 minutos).
Posteriormente colocado em cada microtubo, 400 pl de mix de reagdo, 400 pl acido acético a
100% e 400 uL de extrato, sequindo de agitacdo e incubacdo a 100°C por 60 minutos. Em
seguida a reacdo foi submetida ao choque térmico usando agua e gelo. Adicionou-se 800 pl de
tolueno a 100% e agitou-se vigorosamente por 30 segundos. As amostras foram mantidas em
temperatura ambiente por 20 minutos. As leituras foram realizadas em espectrofotometro a
520 nm. Descartou-se a fase nao aquosa (parte superior). O branco foi feito somente com

tolueno a 100%. O método empregado foi o preconizado por Bates et al. (1973).

2.2.13 Determinacdo da concentracdo de glicina - betaina

A determinacdo da concentracdo da glicina-betaina, foi realizada através da
transferéncia de 25 mg de massa seca (MS) das folhas e das raizes, para tubos eppendorfs de 2
ml, adicionando 2 ml de agua destilada e agitacdo por 4 horas no shacker a 25 °C (extragdo a
frio), posteriormente centrifugada a 10000 rpm por 10 min a 25 ° C; ap6s a centrifugacéo o
sobrenadante foi coletado para obtencdo do extrato aquoso e descartou-se o precipitado.

Em eppendorfs de 2 ml, adicionou-se 250 ul do extrato aquoso + 250 ul de H,SO,4 2N
(diluicdo da amostra 1:2). Os recipientes foram colocados durante 1hora no banho de gelo (na
geladeira - de 0° a 4 °C). Em seguida, adicionou-se 200 pl de Kl-1, gelado a partir do qual
permaneceu por um periodo de 16 horas a 0 °C (banho de gelo na geladeira — 0° a 4 °C); apds
esse periodo amostra passaram por centrifugacdo durante 15 min, 10000 rpm, 0 °C,
descartando-se 0 sobrenadante; Lavou-se o precipitado duas vezes com 2 ml de H,SO4 1N
gelado com centrifugacdes por 5 minutos, 10000 rpm, 0°C a cada lavagem; ap6s as lavagens,
dissolveu-se o precipitado em 3 ml de 1,2-dicloroetano agitando vigorosamente; ap6s 2 a 2,5
horas de descanso, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 365 nm. O método
empregado foi o preconizado por Grieve & Grattan, (1983).
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2.2.14 Determinacdo da concentracdo do amido

Para a determinagéo do extrato do amido, foram pesados em tubos de ensaio de 15 ml
20 mg de p6 da matéria seca (MS) das folhas e das raizes, adicionando 2,5 ml de etanol a
80%. Em seguida as amostram foram submetidas ao banho-maria durante 1hora a 75 °C, com
agitacdes a cada 15 minutos. O material foi centrifugado e o sobrenadante coletado. Todo este
processo foi realizado duas vezes, reunindo assim um extrato total com volume a ser
completado para 10 ml com etanol 80%.

Do precipitado resultante da obtencdo do extrato, foram adicionados 2 ml de &cido
perclorico (HCIO,4) a 30%. Seguiu-se agitagdo por 20 minutos e adicdo de 1,65 ml de H,O
deionizada. O extrato foi centrifugado e o sobrenadante coletado. Todo o processo de extracdo
foi repetido mais duas vezes, reunindo um extrato total sendo completado até 25 ml com H,0
deionizada em baldo volumeétrico. Ao final das analises, adicionou-se aos tubos de ensaio 0,5
ml do extrato e 2,5 ml de antrona, tampando os tubos e aquecendo a 95 °C por 10 minutos,
seguiu-se em banho de gelo. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 620nm,
tendo como branco 0,5 ml de &cido perclorico a 6,9% (v/v), e 2,5 ml de antrona a 0,14%. O

método empregado foi o preconizado por Hodge & Hofreiter, (1962).

2.2.15 Determinacdo da concentracdo dos agucares redutores

Para a determinacdo da extracdo dos acucares redutores, foram pesados em tubos de
ensaio 20 mg de p6 da mateéria seca (MS) das folhas e das raizes, adicionando em seguida 2,5
ml de etanol a 80%. Posteriormente as amostram foram levado ao banho-maria durante 1hora
a 75 °C, com agitacdes a cada 15 minutos. O material foi centrifugado e o sobrenadante
coletado. Todo este processo foi repetido mais duas vezes, reunindo assim um extrato total
com volume a ser completado para 10 ml com etanol a 80%.

A determinacédo da concentracdo dos agucares redutores foi realizada a partir da adicdo
de 500 pL do extrato e 500 ul do reativo de Nelson AB ao extrato (12,5 ml do reativo A + 0,5
ml do reativo B). Os tubos foram tamponados e aquecidos a 100 °C por 20 minutos, e em
sequida resfriados em banho de gelo e &gua, adicionando em seguida 500 pl da solugédo
arsenitomolibidica e agitacdo em vortex; posteriormente foi feita a Adicdo de 3,5 ml de H,O
destilada e direcionado ao vortex. As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro a
540nm, tendo como “branco” um tubo de ensaio contendo 500 ul de etanol 80%, 500 ul do
reativo de Nelson AB e 500 ul da solucédo arsenitomolibidica, apos banho de gelo e 3,5 ml de

H,O destilada. O método empregado foi o preconizado por Rinner et al, (2012).
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2.2.16 Determinacdo da concentracdo dos acucares nao redutores
A determinacdo da concentracdo de aclcares ndo redutores foi obtida atraves do

seguinte calculo: acucares ndo redutores = carboidratos solUveis totais — agUcares redutores.

2.2.17 Determinacdo dos carboidratos solUveis totais

Para a extracdo dos carboidratos soluveis totais, foram pesados 20 mg de matéria seca
das folhas e das raizes e este foi colocado em tubos de ensaio, adicionando em seguida 2,5 ml
de etanol a 80%. Imediatamente as amostram foram levado ao banho-maria durante 1hora a
75 °C, com agitacdes a cada 15 minutos. O material foi centrifugado e o sobrenadante
coletado. O processo foi repetido por mais duas vezes, obtendo assim um extrato total, onde o
volume foi completado para 10 ml com etanol 80%.

Logo em seguida, nos tubos de ensaio de 15 ml foram adicionados 200 pl do extrato,
200ul de fenol 5% e 1,0 ml de &cido sulfurico concentrado. Em seguida agitaram-se 0s tubos
em agitador de tubos, deixando em repouso em bandeja contendo agua a temperatura
ambiente (25 °C) por 10 a 20 minutos. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro a
490 nm, tendo como “branco” um tubo de ensaio contendo 200 ul de etanol 80%, 200 ul de
fenol 5% e 1,0 ml de &cido sulfarico concentrado. O método empregado foi o preconizado por
Dubois et al. (1956), com adaptacfes feitas pelo Laboratério de Fisiologia Vegetal da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

2.2.17 Determinacdo da sacarose

As amostras de 50 mg do material liofilizado foram homogeneizadas em solucéo de
MCW (Metanol: Cloroférmio: Agua: na proporcdo de 12: 5: 3 de volume), colocada 30
minutos sob agitacdo. O material resultante foi centrifugado a 10000 rpm por 10 min,
coletando-se o sobrenadante e o residuo extraido com igual volume de MCW, seguindo-se de
uma nova centrifugacdo e coleta do sobrenadante. Os sobrenadantes foram reunidos para
obtencgéo do extrato total.

A cada 2,0 ml do sobrenadante coletado, adicionou-se 0,5 ml de cloroférmio e 750 pl
de agua deionizada, seguindo-se de agitacdo e centrifugacdo (2000 rpm, 10 minutos), para a
separagdo da fase aquosa. Em seguida, uma aliquota da solucdo metandlica foi retirada e
transferida para tubos de ensaio. Os tubos com a solugdo foram colocados em banho-maria, a
35 °C por volta de 30 minutos a lhora para evaporagdo do cloroférmio residual, e, entdo

determinou - se o volume restante. Retirou — se aliquotas da solu¢do metanolica, para as
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dosagens de sacarose. A cada aliquota de 100 ul da fase aquosa adequadamente diluida,
adicionou-se 100 pl de KOH 30 %, Seguindo agitacdo. A mistura foi aquecida a 100 °C por
10 minutos e, apos resfriamento, adicionou-se 3,0 ml de solucdo de antrona 0,2 % em &cido
sulfarico, a mistura foi agitada e aquecida a 40 °C por 20 minutos. Apds resfriamento,
agitaram-se as amostras por 10 segundo. Ao fim do processo foram realizadas as leituras em
espectrofotdbmetro a 620 nm, de acordo com o método preconizado por Van Handel (1968).

2.2.18 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x7,
totalizando 14 tratamentos, sendo analisados como fator A os dois regimes hidricos (com
deficiéncia hidrica e sem deficiéncia hidrica) e como fator B (Progénies). Cada tratamento
estava representad por cinco repeticdes, totalizando 70 unidades experimentais, cada qual
composta por uma planta/saco.

Os resultados das analises fisiologicas e bioquimicas foram submetidos aos testes de
Shapiro — Wilks (SHAPIRO & WILKS, 1965), e levene (BOX, 1953) para verificacdo da
normalidade e homocedasticidade dos dados. Existindo o atendimento das pressuposicdes
para analise de variancia, os dados foram submetidos a apreciacdes estatisticas.

Para avaliar o efeito comparativo da deficiéncia hidrica entre as progénies, procedeu-
se a analise de variancia e os valores médios foram comparados pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade, utilizando-se o programa “Statical Analysis System” (SAS
INSTITUTE, 2000).

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Variaveis ambientais

A radiacdo fotossintética ativa (PAR) alcancou média de 999,4 pmol?s™. Ja a
temperatura ao longo do experimento situou-se em torno de 26 °C e a umidade relativa do ar
em 66%. Enquanto, o déficit de pressdo de vapor da atmosfera (DPV) atingiu valor de 0,82
kPa. Ja as médias do DPV para todas as progénies, temperatura da folha sdo demostrado na
Tabela 3.

Estudo envolvendo o controle dos aspectos fisiolégicos em condi¢Bes naturais séo
afetada pelas condigdes climaticas, no entanto, sdo necessarios um melhor entendimento dos

fatores que mais influenciam o metabolismo da planta (SANT” ANNA, 2009).
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Tabela 3 - Médias para déficit de pressdo de vapor, temperatura da folha, para as setes progénies de
cupuaguzeiro.

Progénies DPV (kPa) T °C (folha)

32 CONTROLE 0,72 28,8
DH 0,78 28,9

42 CONTROLE 0,62 28,7
DH 0,83 29,4

46 CONTROLE 0,63 29,0
DH 0,71 29,1

47 CONTROLE 1,23 27,4
DH 1,29 27,8

57 CONTROLE 0,96 27,9
DH 1,04 28,4

215 CONTROLE 0,72 28,2
DH 0,82 28,4

1074 CONTROLE 0,58 29,0
DH 0,63 29,2

* D.H- deficiéncia hidrica

2.3.2 O potencial hidrico foliar

O potencial hidrico é empregado como parametro para analisar o status hidrico da
planta, explicando os fluxos de &gua no sistema Solo - Planta - Atmosfera. A analise de
variancia revelou efeito significativo ao teste Scott - Knott (p<0,05), em folhas de Theobroma
grandiflorum, para interacdo dos fatores entre os tratamentos hidricos para o potencial hidrico
antemanha (Wam).

As progénies 32, 42, 46, 47, 57, 215 e 1074 submetidas ao tratamento controle
apresentaram valores de -0,16, -0,18, -0,18, -0,15, -0,12, -0,18 e -0,13 MPa, respectivamente,
enquanto para as plantas submetidas a deficiéncia hidrica os valores médios variaram de -2,5,
-1,3, -2,5, -1,8, -1,4, -2,5 e -3,3 MPa, respectivamente, Dessa forma, a restricdo hidrica
promoveu decréscimo significativo no Wam de 1.462%, 622%, 1.288%, 1.100%, 1.066%,
1.288% e 2.438%, respectivamente, em relacéo as progénies controle (Figura 5A).

Em relacdo ao potencial hidrico do xilema, também foi observado efeito significativo
para interacdo dos fatores entre os tratamentos hidricos. As progénies 32, 42, 46, 47, 57, 215 e
1074 submetidas ao tratamento controle apresentaram valores de -1,6, -1,24, -1,3, -1,2, -1,2, -
1,6 e - 0,7 MPa, respectivamente, Porém, para as progénies submetidas a deficiéncia hidrica
os valores foram de -2,7, -2,04, -2,9, -2,6, -2,2, -2,7 e -5,2 MPa, respectivamente, desse modo,
a deficiéncia hidrica promoveu diminui¢do no potencial hidrico xileméatico de 68%, 65%,
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123%, 117%, 83%, 68% e 642%, respectivamente, em relacdo as progénies controle (Figura
5B).

De modo geral, os resultados demonstraram relevancia na determinagdo do Wam e
xilematico, tendo em vista que as ponderacfes feita na avaliacdo do antemanhd, mostraram
que o potencial hidrico das progénies aproximam-se ao potencial hidrico do solo, sendo capaz
de sugerir uma estratégia de ajustamento osmoticos. J& o potencial hidrico xilematico,
denotam valores mais negativos, por se tratar de um horario de maxima demanda evaporativa
para a espécie, qual esta retida a restricdo hidrica, por conseguinte, acentua os efeitos da
deficiéncia hidrica no solo, induzindo a planta a reducdo o seu potencial hidrico (TAIZ &
ZEIGER, 2013).

A deficiéncia hidrica reduziu o status hidrico de todas as progénies provocando
diminui¢do do Ww foliar. Isso pode ter ocorrido em funcdo da baixa disponibilidade de agua
no solo ocasionando a decomposicdo das raizes (TAIZ & ZAIGER, 2013), diminuicdo da
permeabilidade da membrana (OLIVEIRA NETO, 2010), perda da turgescéncia celular
(MANSUR et al., 2000), desidratacdo dos tecidos (ULISSES, 2016) e consequentemente a
reducao do processo metabolico da planta (TAIZ & ZAIGER, 2013).

A reducdo do potencial hidrico esta relacionada a perda de 4agua por
evapotranspiracdo. A diminui¢do do Ww em planta sob condi¢ao de seca também pode esta
relacionada ao aumento dos solutos nos tecidos das folhas (PAGTER et al., 2005), como 0s
teores de acucares e aminoacidos. O acumulo de solutos no citoplasma e no vacuolo das
células vegetais, submetidas ao déficit hidrico, promoveria a absor¢do de agua nas plantas,
permitindo as células manterem a pressdo de turgor (TAIZ & ZEIGER, 2013) suavizando 0
efeito da deficiéncia hidrica.

Diversos autores corroboram com resultado desse trabalho encontrando reducgéo
significativa para o potencial hidrico foliar em plantas em condicdo de deficiéncia hidrica
(PINCELLI, 2010; VILELA, 2011; SANTOS, 2013; VITAL, 2014; BEZERRA, 2015;
ULISSES, 2016).
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Figura 5 - Potencial hidrico antemanhd (A) e xilematico(B) em folhas de progénies de Theobroma
grandiflorum, submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigagéo.
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Letras minGsculas distintas indicam diferengas estatisticas (p<0,05) entre as progénies na mesma condi¢ao
hidrica, j& letras maiulsculas distintas representam diferencgas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As
barras indicam erros padrfes das médias.

2.3.3 Fotossintese

De acordo com andlise de variancia houve diferenca significativa (p<0,05) para
interacdo dos fatores quanto a taxa de assimilacdo liquida da fotossintese (A) entre os
tratamentos hidricos. As progénies 32, 42, 46, 47, 57, 215 e 1074 submetidas aos tratamentos
controle apresentaram valores de 9,1, 7,3, 6,4, 49, 6,9, 71 e 7,3 pmol. m? s?,
respectivamente, entretanto, para as plantas submetidas a deficiéncia hidrica os valores foram
de 2,5 24,16,17, 10, 1,9e 1,1 pmol. m? s, respectivamente, ou seja, um decréscimo
de A de 72%, 67%, 75%, 65%, 85%, 73% e 84%, respectivamente, quando comparada as
plantas controles (Figura 6A).

A reducdo da taxa fotossintética em progénies de cupuacuzeiro submetidas a
deficiéncia hidrica, possivelmente estd associado ao fechamento estomatico realizado pelas
plantas como mecanismo para atenuar a perda de agua por transpiragdo, mantendo a
turgescéncia celular. A reducdo da condutancia estomatica encontrado nesse estudo, também
pode ter influenciado negativamente na fotossintese, restringindo a disponibilidade de CO; no
mesofilo foliar.

A diminuicdo da taxa fotossintética em plantas exposta a deficiéncia hidrica, pode
estar relacionada a reducdo da concentracdo do teor de clorofila, justificado pelo reduzido
teores de pigmento fotossintético encontrado neste estudo. A deterioracdo da clorofila em
plantas sob restricdo hidrica seria responsaveis pela fotoinibicdo e reducdo da eficiéncia
fotossintética, alem de outros processos celulares envolvidos, como; a divisdo e expanséo
celular (LONG et al., 1994; WU et al., 2008;).
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Flexas e Medrano (2002) atribuiram a diminuicdo da atividade fotossintética em
plantas em condicdo de seca em funcdo de fatores como; limitacdo estomética a entrada de
CO,, danos ao aparato fotoquimico da fotossintese, reducdo na sintese de ATP e diminuicao
na atividade da Rubisco (Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase). Sanda et al. (2011),
relataram que 0s mecanismos nao estomaticos em nivel de cloroplastos, como o transporte de
elétrons e a fotofosforilagdo podem estd envolvido na reducdo da fotossintese em planta
exposta a deficiéncia hidrica.

2.3.4 Condutancia estomatica

Observou-se que houve diferenca estatistica (p<0,05) para interacdo dos fatores entre
os tratamentos hidricos quanto a condutancia estomatica (gs). As progénies 32, 42, 46, 47, 57,
215 e 1074 submetidas ao tratamento controle, apresentaram média de gs de 0,18, 0,16, 0,12,
0,16, 0,14, 0,19 e 0,18 pumol. m™. s, respectivamente, no entanto, para as progénies sob
deficiéncia hidrica os valores encontrados foram de 0,02, 0,02, 0,01, 0,02, 0,01, 0,02 e O
umol. m?. s™, respectivamente, Dessa forma, o déficit hidrico promoveu um decréscimo
significativo na gs de 89%, 88% 92%, 88%, 93%, 89% e 100%, respectivamente, em relacédo
as progeénies controle (Figura 6B).

A baixa concentragdo de agua no solo reduz o Ww nas folhas, refletindo no declinio da
condutancia estomatica. Além disso, a diminuicdo da gs pode esta relacionada a reducdo do
conteudo relativo de agua e, ao acumulo de acido abscisico (ABA) nas folhas, acarretando o
fechamento estomatico e consequentemente reducdo da condutancia estomatica.

O é&cido abscisico € um dos horménios mais estudado em plantas sob deficiéncia
hidrica, e cientificamente é comprovado que a concentracdo em plantas submetidas a restricdo
hidrica tende aumentar, agindo como sinalizador positivo, sendo transportado da raiz para a
parte aérea através de vasos xilematicos, onde atua promovendo o fechamento estomatico e
conseguintemente redugdo da condutancia estomatica (CORDEIRO, 2012).

De modo geral, os baixos valores de gs encontrados, expressa uma estratégia das
plantas para conservar um balanco hidrico favoraveis, minimizando a perda de agua e
mantendo certo turgor foliar, na tentativa de manter a atividade fotossintética nas plantas
(SOUZA, 2012). Alem disso, outro fator que pode explicar a redugdo da gs nas progénies é a
diminuicdo da abertura estomatica, causando um decréscimo na E no tratamento sob

deficiéncia hidrica, em funcdo da elevagdo do DPV no decorrer do dia. Sant’” Anna (2009)
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também encontrou valores criticos de gs (0,00 molm™.s™) em plantas submetidas & deficiéncia
hidrica. Resultado semelhante foi encontrado neste trabalho para a progénie 1074.

O decréscimo significativo da gs em plantas submetidas a restricdo hidrica €
corroborado por outros autores como (SANTOS, 2013; LAWLOR; TEZARA, 2009; SILVA;
COSTA, 2009; GRACA et al., 2010; SILVA et al., 2012; OLIVEIRA, 2014).

2.3.5 Transpiracdo

Observou-se que houve diferenca significativa (p<0,05) para interacdo dos tratamentos
para a taxa de transpiracdo foliar (E), seguindo tendéncia semelhante a gs nas progénies
submetidas a deficiéncia hidrica. As progénies 32, 42, 46, 47, 57, 215 e 1074 submetidas ao
tratamento controle, apresentaram média de 1,04, 1,09, 0,68, 1,48, 1,40, 1,31 e 0,36 mmol m™
s, respectivamente, No entanto, os resultados obtidos para as plantas sujeita a deficiéncia
hidrica foi de 0,11, 0,20, 0,12, 0,24, 0,14, 0,17 e 0,00 mmol m™? s, respectivamente, ou seja,
0 estresse hidrico promoveu um decréscimo na E de 89%, 81%, 82%, 83%, 90%, 87% e
100%, respectivamente, quando comparadas as plantas controles (Figura 6C).

As plantas de uma forma geral quando sujeitas a deficiéncia hidrica, tende a promover
o fechamento estomatico, para impedir a perda de agua por transpiracdo. A reducdo da E pode
ter ocorrido em consequéncia do fechamento estomatico, promovido pelo aumento da
biossintese ou da redistribuicdo do acido abscisico em plantas sob deficiéncia hidrica (LIMA,
2015). O fechamento estomatico diminui a E, reduzindo a capacidade de esfriamento, visto
que a folha permanece recebendo radiacdo, promovendo aumento no déficit de pressdo de
vapor.

A diminuicdo da E também podem ser atribuida a diminui¢do da condutividade
hidraulica das raizes, promovendo queda no Pw das folhas (ALVES, 2012). Outros autores
confirmam o resultado observado nesse trabalho encontrando reducédo significativa na E em
plantas submetidas a seca (NOGUEIRA et al., 2000; SILVA, 2013).
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Figura 6 - Fotossintese (A), condutdncia estomatica (B) e transpiracdo (C) em folhas de progénies de
Theobroma grandiflorum, submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigacéo.
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Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre as progénies na mesma condigao
hidrica e letras maiUsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As barras
indicam erros padrBes das médias.
2.3.6 Eficiéncia instantanea do uso de agua

Os resultados da andlise de variancia (p<0,05) mostraram diferenca significativa para
interacdo dos fatores quanto a eficiéncia instantdnea do uso de agua (EIUA) entre os
tratamentos hidricos As plantas controle de Theobroma grandiflorum apresentaram valores de
88,7299 36,5,1,55¢e6,5 [(umol m?s?) (mm H,0 m?s%)?] para as progénies 32, 42,
46, 47, 57, 215 e 1074, respectivamente, no entanto, para as plantas submetidas a deficiéncia
hidrica os valores variaram de 21,6, 12,8, 13,3, 9,2, 7,5, 10,8 e 0,5 [(umol m? s (mm H,0
m? s)]. Dessa forma, o estresse hidrico promoveu um aumento significativo no EIUA de
145%, 78%, 34%, 156%, 47%, e 96%, respectivamente. J& em relacdo a progénie 1074 houve
diminuigdo significativa da EIUA na condicdo de deficiéncia hidrica, provavelmente em

funcdo da reduzida taxa de transpiracdo apresentada pela referida espécie (Figuras 7).
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O aumento da eficiéncia do uso da agua em planta exposta a deficiéncia hidrica, esta
diretamente relacionada ao numero de carbono fixado por unidade de agua perdida. Uma
frequente evidencia de monitoramento do solo desempenhado pelo sistema radicular, é
através do aumento da EIUA, em consequéncia da baixa concentracdo hidrica no solo,
gerenciando melhor a saida de agua em funcdo da entrada de carbono fixado (SUASSUNA,
2011).

Outro fator responsavel pelo aumento da eficiéncia instantanea da agua, em plantas
submetidas a deficiéncia hidrica é a reducéo da fotossintese, pois a medida que planta diminui
a fotossintese promove o aumento da sua eficiéncia. Portanto, a eficiéncia do uso de agua é
pautada com a taxa fotossintética, podendo também, apresentar relacdo inversa com a
concentracdo interna de CO,, pois, para absorver o0 CO, a planta perde &4gua, & medida que
ocorre reducao da absorcdo de CO, pode ocorrer o aumento na EIUA (SOUZA, 2014).

Dgadelen (2009) afirma que a medida que o suprimento hidrico do solo é reduzido,
ocorre aumento da eficiéncia do uso de agua. Ja Chaves et al. ( 2009), relataram que a reducéo
da gs também pode ter efeitos protetor, pois permite que a planta economize agua e

melhorando sua eficiéncia.

Figura 7 - Eficiéncia instantdnea do uso de agua (EIUA) em folhas de progénies de Theobroma grandiflorum,
submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigacéo.
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Letras mindsculas diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre as progénies, na mesma condi¢ao
hidrica e letras maiUsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As barras
indicam erros padrdes das médias.

2.3.7 Eficiéncia instantanea de carboxilacdo

Observou-se diferenca significativa (p<0,05) para interagdo dos fatores quanto a
eficiéncia instantanea de carboxilacdo (EIC). As progénies de Theobroma grandiflorum sob
tratamento controle apresentaram valores de 0,03, 0,02, 0,02, 0,01, 0,02, 0,02 e 0,03[(umol m
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251 (umol mol™)™], para as progénies 32, 42, 46, 47, 57, 215 e 1074, respectivamente, ja
para as mudas submetidas a deficiéncia hidrica os valores corresponderam a 0,01, 0,01, 0,007,
0,008, 0,004, 0,007 e 0,005, [(umol m?s™) (umol mol™)™], respectivamente, representando
uma reducdo significativa da eficiéncia de carboxilagcdo de 63%, 54%, 72%, 50%, 82%, 69%
e 84%, respectivamente, comparadas as plantas submetidas ao tratamento controle (Figura 8).

Provavelmente, a reducdo da eficiéncia instantanea da carboxilacdo em progénies de
cupuaguzeiro submetidas a restricdo hidrica, pode estar relacionada a reducdo da assimilacao
CO,, observada em todas as progénies. Uma vez que, o decréscimo da assimilacao de carbono
promovido pelo aumento da resisténcia estomatica, além, da diminuicdo da fotossintese e
condutancias estomaticas, também favorece a reducéo da eficiéncia de carboxilagdo (SOUZA,
2012).

Outro fator ligado a reducédo da EIC ¢ a diferenca de temperatura entre os tratamentos,
ja que, a restricdo hidrica tende a promover aumento da temperatura em plantas estressadas.
Carmo-Silva et al. (2012), relataram que € normal uma menor EIC nas plantas sob estresse

hidrico, em virtude do aumento da temperatura.

Figura 8 - Eficiéncia instantanea de carboxilagdo em folhas de progénies de Theobroma grandiflorum, submetidas
a deficiéncia hidrica e a irrigagao.
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Letras minusculas distintas indicam diferengas estatisticas (p<0,05) entre as progénies na mesma condigao
hidrica e letras maitsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As barras
indicam erros padrdes das médias.
2.3.8 Concentracdo interna de carbono e relagcdo carbono interno x externo

Anélise de variancia revelou diferenca significativa (p<0,05) para interacdo dos

fatores, na concentragéo interna de carbono (Cl) e relagdo carbono interno x externo (CI/CA).
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Em relacdo ao Cl as progénies 32, 42, 46, 47 e 215 submetidas ao tratamento controle,
apresentaram média de 274, 305, 262, 302 e 314 pumol mol-', respectivamente, no entanto,
para as plantas sujeita a deficiéncia hidrica foi encontrado valores médio de 207, 237, 228,
224 e 291 pmol mol-!, ou seja, um decréscimo significativo da CI de 24%, 22%, 13% 26% e
7%, respectivamente, em comparacdo as progénies controle. J& para as progénies 57 e 1074
ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos hidricos (Figura 9).

Em relacdo a CI/CA as progénies 32, 42, 46, 47, 57, 215 e 1074 submetidas ao
tratamento controle, apresentaram média de 0,71, 0,79, 0,66, 0,78, 0,78, 0,81 e 0,51 umol
mol-!, respectivamente, no entanto, para as plantas sujeita a deficiéncia hidrica foi encontrado
valores médio de 0,14, 0,59, 0,44, 0,57, 0,65, 0,64, 0,14 pmol mol-*, respectivamente, ou seja,
um decréscimo significativo da relagcdo carbono interno x externo de 80%, 25%, 33%, 27%,
17%, 21% e 72%, respectivamente, em relacdo as plantas controles (Figura 9B).

A diminuicdo da taxa de assimilacdo de CO, em progénies de cupuaguzeiro pode estar
associada a reducdo da condutancia estomatica, sendo que a limitacdo estomatica € o fator
principal responsavel pela restricdo do desempenho fotossintético, uma vez que, quanto maior
o fechamento estomatico menor é a concentracdo de carbono para a camara subestomatica
(KERBAUY, 2008). Além disso, a reducdo da transpiragdo também contribui para a reducéao
da concentracdo de carbono. Portanto, a diminui¢do da taxa de assimilagdo de CO; ao longo
da deficiéncia hidrica em progénies de Theobroma grandiflorum, pode ser atribuida a reducéo
da disponibilidade de CO, no interior da folha, provocada pelo fechamento estomatico
promovido pela planta, em resposta a restricdo de agua no solo. O fechamento estomatico
aumenta a resisténcia de difusdo do CO, para o sitio catalitico da Rubisco, originando um
efeito negativo nos valores da concentracdo de carbono intercelular (DAMOUR,;
VANDAME; URBAN, 2009).

Portanto, o aumento da resisténcia a difusdo gasosa e a reducdo na taxa de assimilacao
de CO; € resultado do fechamento estoméatico como resposta para evitar a perda de agua por
transpiracdo, em plantas submetidas a restricdo hidrica (CHAVES & OLIVEIRA, 2004).
Outros autores também observaram reducdo na assimilacéo de didxido de carbono em plantas
submetidas a deficiéncia hidrica corroborando com o resultado desse trabalho (CHAVES et
al., 2009; ROCHA, 2014; LUIS, 2009).



CI de CO, (umol mol')

43

Figura 9 - Concentracdo de carbono interno (A) e relacdo CI/CA (B) em progénies de Theobroma
grandiflorum, submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigacéo.
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Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre as progénies na mesma condicéo hidrica
e letras mailsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As barras indicam
erros padrdes das medias.

2.3.9 Concentracdo de nitrato

A andlise de variancia apresentou diferencas estatisticas (p<0,05) para interacdo dos
fatores na concentragdo de nitrato. Para o tecido foliar houve diferenga estatistica nas
concentracdes de nitrato para as progénies 32, 47, 57, 215 e 1074 submetidas ao tratamento
controle com valores médio de 0,56, 0,18, 0,33, 0,15, 0,21 mmol de NO3'. kg'1 MS de tecido,
respectivamente, ja para as plantas sob deficiéncia hidrica, os resultados foram de 0,17, 0,05,
0,24, 0,06, 0,11 mmol de NOs". kg™ MS de tecido, respectivamente, correspondendo uma
reducdo de 70%, 72%, 27% 60% e 47%, respectivamente, em relacdo as plantas controle. No
entanto, para as progénies 42 e 46 ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos
hidricos (Figura 10A).

Para a raiz foi encontrado diferenca estatistica para a interacdo dos fatores nas
concentracdes de nitrato (Figura 10B). As progénies 32, 46, 47, 57, 215 e 1074 submetidas a
irrigacdo apresentaram valores de 0,10, 0,27, 0,14, 0,15, 0,188 e 0,14 mmol de NO5". kg™* MS
de tecido, respectivamente, ja para as plantas sob deficiéncia hidrica, os resultados foram de
0,04, 0,15, 0,05, 0,04, 0,13 e 0,05 mmol de NOs. kg? MS de tecido, respectivamente,
correspondendo uma reducdo significativa de 63%, 42%, 63%, 72%, 28% e 59%,
respectivamente na concentracdo deste ion. No entanto, para as progénies 42 ndo houve
diferenga estatistica entre os tratamentos hidricos.

A planta assimila fundamentalmente o nitrogénio através do contato ion-raiz, realizado
preferencialmente por fluxo de massa, onde o nitrato e 0 amdnio sao absorvidos e distribuidos

para todas as partes da planta. A diminuicdo da concentracdo de nitrato nas folhas e raizes de
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Theobroma grandiflorum, em condicGes de deficiéncia hidrica pode esta associada a reducéo
de &gua no solo e consequentemente a restricdo da assimilacdo de nitrato do solo pelas raizes,
uma vez que a movimentacdo desse nutriente ocorre através de via corrente transpiratoria
(vasos do xilema), refletindo com isso na baixa atividade da enzima redutase do nitrato (RN)
nas folhas e raizes, tendo em vista que a enzima depende do fornecimento de nitrato
(SHANER; BOYER, 1976).

Coll et al. (2001), relataram que o transporte predominantemente do nitrato acontece
através do xilema até os orgaos superiores da planta, onde acontece o processo de reducéo e
assimilaco do nitrato. Processo este em que os ions H* sdo co-transportados juntamente com
0s ions NOj3™ para mais tarde ser reduzido através da enzima redutase do nitrato em nitrito, na
propria raiz ou transportado para outros 6rgdos via corrente Xilematico, para ser reduzido
posteriormente (CAMPBELL, 2001).

A reducdo da assimilacdo de nitrato pelo tecido radicular, a atenuacdo do movimento
de nitrato pelo xilema para folha, a inatividade da enzima pelo processo degradativo e baixo
fluxo da corrente transpiratdria, podem justificar a reducdo da concentracdo de nitrato em
tecido foliar e radicular em plantas sujeita a restricao hidrica (TAIZ & ZAIGER, 2013).

Figura 10 - Concentracdo de nitrato (A — folhas; B — raizes) de progénies de Theobroma grandiflorum, submetidas
a deficiéncia hidrica e a irrigacéo.
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Letras minusculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre as progénies na mesma condi¢éo
hidrica e letras mailsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As barras
indicam erros padrdes das médias.

2.3.10 Atividade da redutase do nitrato
Os resultados das analises de variancia mostraram diferenca significativa (p<0,05),
para interacdo dos fatores na concentracdo da atividade da redutase do nitrato (RNO3) em

folhas e raizes de Theobroma grandiflorum. Em tecido foliares as progénies 32, 42, 46, 47,
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57, 215 1074 submetidas ao controle apresentaram valores com médias de 0,37, 0,10, 0,98,
0,29, 0,26, 0,30 e 0,62 pmoles de NO,” g™ MF h™, respectivamente, no entanto os teores da
atividade da RNO3  em plantas sob deficiéncia hidrica variaram de 0,07, 0,06, 0,12, 0,06,
0,05, 0,02 e 0,002 pmoles de NO, g™* MF h, respectivamente, representando um decréscimo
da acdo da enzima de 80%, 40%, 87%, 77%, 77%, 91% e 99%, respectivamente, em relacédo
as progénies submetidas ao tratamento controle (Figura 11A).

Para o tecido radicular, também foi observado reducdo significativa da atividade da
redutase de nitrato, nas progénies 32, 42, 46, 47 e 215 submetidas ao tratamento controle
foram encontrado valores médio de 0,99, 0,54, 0,53, 0,91 e 0,44 pmoles de NO,” g* MF h™,
respectivamente, ja para as plantas sob deficiéncia hidrica, os valores foram de 0,57, 0,34,
0,31, 0,19 e 0,33 pmoles de NO, g MF h™, respectivamente, Caracterizando reducdo da
atividade da enzima de 42%, 37%, 41%, 79% e 25%, respectivamente, em relacdo as
progénies submetidas ao tratamento controle. Ja Para as progénies 57 e 1074 ndo foi
encontrada diferenca estatistica (Figura 11B).

A reducdo da atividade da redutase do nitrato em folhas e raizes de plantas de
Theobroma grandiflorum, em condicdo de deficiéncia hidrica, possivelmente esta relacionada
a perda de absorcdo de nitrato, em fungdo da elevada retencdo da solucdo do solo promovida
pela deficiéncia hidrica. O nitrato € um importante regulador da atividade da redutase do
nitrato e do nitrito (CRAWFORD, 1995). Por tanto, a diminuigdo da concentragdo de nitrato
em progénies de cupuacguzeiro pode ter provocado a reducdo da atividade da RN, em funcéo
da enzima ser dependente do seu substrato. Pesquisa realizada por Santos et al. (2012),
comprovam a dependéncia do RN ao seu substrato (nitrato). Embora a restricdo hidrica
influencie negativamente a atividade da redutase de nitrato, a diminuicéo da sua atividade esta
relacionada a reducdo do nivel de transcricdo da enzima (CHENG et al., 1992; VINCENTZ et
al., 1993).

Contudo, plantas expostas a deficiéncia hidrica, tendem a promover a reducdo da
fotossintese em funcdo do fechamento estomaético, dessa maneira, sucede a intensa
desidratacdo do mesdfilo foliar, reduzindo a capacidade fotossintética da folha, diminuindo o
influxo de nitrato e reducdo da atividade da enzima (BELO, 2015). Resultados deste estudo

também foram observados por Castro et al., (2008) e Alves, (2012).
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Figura 11 - Atividade da redutase de nitrato (A — folhas; B — raizes) de progénies de Theobroma grandiflorum,
submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigacéo.
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Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05), entre as progénies na mesma condi¢ao
hidrica, e letras maitsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As barras
indicam erros padrdes das médias.

2.3.11 Concentragédo de amonio livre

As anélises de variancia revelaram diferenca estatistica significativa (p<0,05) para
interacdo dos fatores, na concentracio de amonio (NH4") em folhas e raizes de Theobroma
grandiflorum. Em tecido foliar a deficiéncia hidrica promoveu o aumento do teor de NH," nas
progénies 46, 47, 215 e 1074 passando de 8,5, 9,0, 8,6 e 8,9 mmol de NH,;* Kg™ de MS nas
plantas controle para 11,9, 11,3, 11,2 e 16,3 mmol de NH," Kg* de MS nas plantas
submetidas da deficiéncia hidrica, respectivamente, revelando um acréscimo de 38%, 25%,
30% e 83% comparado as progénies submetidas aos tratamentos controle. J& para as plantas
32, 42 e 57 ndo foi observado diferenga estatisticas entre os tratamentos hidricos (Figural2A).

Para a raiz (Figura 12B), também foi observado um aumento significativa no teor de
amonio. As progénies 32, 42, 47, 57 e 215 sob controle, foram encontradas valores de 23,3,
22,4, 24,5, 22,7 e 24,5 mmol de NH," Kg™ de MS, respectivamente, ja para as plantas sob
deficiéncia hidrica os valores variaram de 27,4, 26,0, 32,7, 28,6 e 31,4 mmol de NH,* Kg™ de
MS respectivamente, correspondendo um aumento de 17%, 16%, 44%, 16% e 28%, em
relacdo as progénies submetidas aos tratamentos controles. No entanto, para as plantas 46 e
1074 ndo foi encontrada diferenca estatisticas entre os tratamentos hidricos.

As plantas quando estdo sujeita a deficiéncia hidrica, podem induzir a formacgéo de
amonio por meio da proteolise, ou atraves da inducdo de outras rotas de formacao desse
composto (TAIZ & ZEIGER, 2013). Pesquisas envolvendo atividade da glutamina sintetase

(GS) e enzima desidrogenase do glutamato (GDH) /NADH, quando relacionada ao aumento
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do teor de amonio nos tecidos das plantas em condicéo de deficiéncia hidrica, sugerem que o
acréscimo da concentracdo desses ions, ocorre por meio da reducdo das atividades das
enzimas GS e GDH (OLIVEIRA NETO, 2010). Além disso, o0 acimulo do aménio nas plantas
sujeita a deficiéncia hidrica também estd relacionada ao processo de fotorrespiracdo do
catabolismo de compostos nitrogenados, como aminoacidos e pela desaminacdo (DEBOUBA
et al., 2007). Outra possivel explicacdo para o acréscimo do teor de amonio em folhas e raizes
de Theobroma grandiflorum pode estar relacionada a diminuicdo da fotossintese, visto que
esta alimenta o metabolismo do nitrogénio através do fornecimento de energia (ATP) e pela
formacgdo de poderes redutores (NADPH, FADH e NADH). Os resultados obtidos neste
trabalho também foram observados por Ferreira et al. (2002), Zhou et al. (2004) e Queroz
(2010).

Figura 12- Concentracdo de amoénio livre (A — folhas; B — raizes) progénies de Theobroma grandiflorum,
submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigag&o.
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Letras minusculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre as progénies na mesma condi¢do
hidrica e letras mailsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As barras
indicam erros padrfes das médias.
2.3.12 Concentracao de aminoacidos soluveis totais

Os resultados obtidos nas folhas e raizes de Theobroma grandiflorum mostraram
diferenca estatistica significativa (p<0,05) para interacdo dos fatores quanto a concentracao de
aminoéacidos (AA). Em tecido foliar as progénies 32, 42, 46, 47, 57, 215 e 1074 submetidas
aos tratamentos controle apresentaram médias de AA de 149, 123, 118, 120, 126, 120 e 116
umol de AA g* de MS, respectivamente, j& para as progénies sob deficiéncia hidrica os
valores de aminoacidos foram de 179, 177, 168, 175, 212, 159, e 159 pmol de AA g* de MS,

respectivamente, representando assim, um aumento significativo de 20%, 44%, 42%, 46%,
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68%, 32% e 37 %, respectivamente, em relacdo as progénies submetidas ao tratamento
controle (Figural3A).

Em tecido radicular, as progénies 32, 42, 46, 47, 57 e 215 submetidas aos tratamentos

controle apresentaram médias de AA de 150, 127, 129, 131, 156, 132 umol de AA g* de MS,
respectivamente, ja para as plantas sob deficiéncia hidrica, os valores de aminoacidos foram
de 200, 166, 150, 187, 175 e 171 umol de AA g de MS, respectivamente, representando um
aumento significativo na concentracdo de AA de 33%, 31%%, 16%, 43% 12% e 29%,
respectivamente, em relacdo as progénies submetidas ao tratamento controle. No entanto, para
a progénie 1074 ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos hidricos (Figura 13B).
O aumento dos aminoacidos, nas folhas e nas raizes de plantas de cupuaguzeiro exposta a
deficiéncia hidrica, pode ser atribuido a alteracdo do metabolismo do nitrogénio, com reducéo
da sintese de proteina e acimulo de aminoacidos (BRITO et al. 2008), mantendo assim a
turgescéncia celular, além de servir de reserva de nitrogénio para a retomada de crescimento
da planta ao final da deficiéncia hidrica.

Provavelmente, o acumulo de aminoacido também esteja relacionado a alta
concentracdo de amonio observado nesse estudo, isso pode ter favorecido a transformacéo
desse composto em aminoacido. Além disso, 0 acimulo de aminoacidos em plantas em
condicdo de seca é justificado por distarbios no tecido vascular como o floema, resultando na
reducdo da translocacdo para outros 6rgaos e tecidos vegetal, contribuindo para o acréscimo
desse aminoacido no metabolismo da planta (SUBBARAO et al., 2000).

O acumulo de aminoacidos no citoplasma vegetal, em plantas sobre deficiéncia
hidricas seria um mecanismo empregado para balancear o potencial osmético entre o
citoplasma e o vacutolo, evitando danos aos sistemas enzimaticos (MUNNS & TESTER,
2008), resguardando as estruturas e funcdes celulares, além de servir como fonte de energia
metabolica (VADEZ & SHARM, 2008). Resultados semelhantes a este trabalho também
foram encontrados por Catala et al.(2007), Lechinoski et al. (2007) e De Paula (2013).
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Figura 13 - Concentracdo de aminoacidos sollveis totais (A — folhas; B — raizes) de progénies de Theobroma
grandiflorum, submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigagéo.
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Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05), entre as progénies na mesma condicao
hidrica, e letras maiusculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As barras
indicam erros padrdes das médias.

2.3.13 Concentracdo de proteinas solGveis totais

A andlise de variancia revelou efeito significativo pelo teste Scott-Knott (p<0,05) em
folhas de Theobroma grandiflorum, para interacdo dos fatores entre os tratamentos quanto a
concentracdo de proteinas solUveis totais (PST).

Em tecido foliar, as progénies 32, 42, 46 e 57 submetidas ao tratamento controle
apresentaram médias de 3,9, 4,0, 5,5 e 1,7 mg proteina/g MS, respectivamente, j& para as
plantas submetidas a deficiéncia hidrica os valores médios de PST foi de 17,5, 7,2, 14,1 e 10,8
mg proteina/g MS, respectivamente, indicando um aumento de 348%, 80%, 156% e 535%,
respectivamente, em relacdo as progénies submetidas ao tratamento controle. J& para as
progénies 47, 215 e 1074, ndo foi observado diferencas estatisticas entre os tratamentos
hidricos (Figura 14B).

Pela analise de variancia observou-se diferenca estatistica significativa no tecido
radicular (Figura 14B). A progénie 215, apresentou média de 3,7 mg proteina/g MS para a
planta submetidas ao tratamento controle, enquanto que para a progénie submetida a
deficiéncia hidrica o valor foi de 5,6 mg proteina/g MS, representando um aumento de 51%
comparada a controle. No entanto, para as plantas 32, 42, 46, 47, 57 e 1074 ndo foi
encontrado diferenca estatistica entre os tratamentos hidricos.

O acréscimo do teor de proteinas em progénies de cupuaguzeiro submetidas a
deficiéncia hidrica possivelmente est4 associada ao aumento da concentragdo de aminoacidos
apresentado pelas plantas. Além disso, o acimulo de proteina na célula vegetal pode ser

oriunda da conservacdo de um estoque de nitrogénio para manter o metabolismo das plantas
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ao final do estresse hidrico (MANSOUR, 2000). Desse modo, as proteinas conseguem
sintetizar “novo” ou ter a expressdo elevada, em resposta ao estresse hidrico (BELO, 2015).

O acumulo de proteinas em plantas sujeita a deficiéncia hidrica, também é originada
da mudanca na expressdo de proteinas relacionadas com metabolismo de nitrogénio em folhas
e raizes, como a glutamina sintetase, que além de promover a remobilizacdo de nitrogénio,
elevando o N disponivel, também é responsavel pelo acimulo de proteinas (SOARES, 2013).
Além disso, a elevacdo da concentracdo desse composto pode estar relacionada a néo
degradacdo de proteinas, justificado pelo ajustamento osmético, uma vez que, o acimulo de
carboidratos e proteinas ajuda na protecdo contra a desidratacdo dos tecidos, funcionando
como estabilizador de membrana celular auxiliando na manutencdo do turgor celular
(SANTOS, 2015).

O acréscimo no teor de proteinas em plantas em condicdo de deficiéncia hidrica
também ¢é relatado como mudanca do potencial osmético celular, promovendo um acimulo de
metabolitos, além de modificar as atividades enzimaticas e sinteses de proteinas
(MARANVILLE & PAULSEN, 1970; SANTQS, 2010).

Figura 14 - Concentracdo de proteinas sollveis totais (A — folhas; B — raizes) de progénies de Theobroma
grandiflorum, submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigagéo.
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Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05), entre as progénies na mesma condicdo
hidrica, e letras maitsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As barras
indicam erros padrdes das médias.

2.3.14 - Concentracado de prolina
De acordo com a analise estatistica, referente a concentracdo de prolina em folhas e

raizes de Theobroma grandiflorum foram encontradas diferengas significativas ao nivel de 5%
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de probabilidade para interacdo dos fatores entre os tratamentos hidricos. Nas folhas das
progénies 32, 42, 46, 47, 57, 215 e 1074, submetidas ao tratamento controle expuseram
valores de 0,22, 0,62, 0,62, 0,58, 0,51, 0,53 e 0,54 pmol. g MS, respectivamente, ja para as
plantas sob deficiéncia hidrica, os valores de prolina variaram de 3,52, 3,51, 3,11, 4,70, 4,65,
4,04 e 3,7 umol. g*MS, respectivamente, ou seja, a deficiéncia hidrica promoveu um
acréscimo significativo nos teores de prolina de 1500%, 466%, 401%, 710%, 802%, 662% e
585%, respectivamente, em comparacdo as progénies submetidas ao tratamento controle
(Figura 15A).

Para a raiz também foi encontrado diferenca significativa na concentracao de prolina,
nas plantas 32, 42, 46, 47, 57, 215 e 1074 submetidas aos tratamentos controles, os valores
médios foram de 0,16, 0,18, 0,14, 0,31, 0,41, 0,51 e 0,56 umol. g* MS, respectivamente, no
entanto, para as progénies sob deficiéncia hidrica os valores médios variaram de 1,37, 1,16,
1,33, 1,53, 2,07, 2,19 e 2,31 umol. g*MS, respectivamente, indicando um aumento
significativo na concentragéo de prolina de 720%, 517%, 804%, 390%, 397%, 321% e 311%,
respectivamente, em relacdo as progénies submetidas aos tratamentos controles (Figura 15B).

O acumulo de prolina em plantas em condicdo de deficiéncia hidrica, possivelmente
estd relacionado ao ajuste osmotico. Tal processo auxilia na manutencdo da abertura
estomatica e no processo fotossintético, possibilitando que este atue em condicao reduzida de
agua (HAYAT et al., 2012). Diversos trabalhos também atribuem a prolina como
osmorregulador (QUEIROZ et al., 2010; CIA et al., 2012; SANTOS, 2013). Kishor et al.
(2005), atribuem o acumulo de prolina em plantas sujeita a deficiéncia hidrica em funcéo da
prevencdo contra a diminui¢do da turgescéncia celular, resguardando a integridade celular e
possibilitando a sequéncia de processos fisioldgicos, essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas. A prolina acumulada funcionaria como energia e redistribuicdo
de nitrogénio e carbono, para a recuperacdo de atividades fisioldgicas na planta
(HEMAPRABHA et al., 2013).

Plantas em processo de desidratacdo estimula a enzima P5CS (Pirrolina-5-carboxilato
sintase) a atuar no cloroplasto transformando glutamato a prolina, a0 mesmo tempo a enzima
PDH (prolina desidrogenase) responsavel pela degradacéo de prolina é inativada, promovendo
0 acumulo deste metabolito na célula (SZABADOS & SAVOURE, 2009). Além disso, 0
acréscimo desse aminoacido seria uma estratégia da planta para promover a desintoxicagdo

alternativa das espécies reativa ao oxigénio (EROS).
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Para Freitas (2014), o acumulo de prolina em plantas sob deficiéncia hidrica,
provavelmente esté relacionado ao aumento da atividade das enzimas proteoliticas, que atuam
originando maior disponibilidade desse amino&cido livre. Hanson (1982) corrobora com
resultado desse trabalho, enfatizando que é normal o acréscimo de 20 a 100 vezes na

concentracdo desse aminodacido, ap0s a exposicao das plantas a deficiéncia hidrica.

Figura 15 - Concentragcdo de prolina (A — folhas; B — raizes) de progénies de Theobroma grandiflorum,
submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigagéo.

2 6.0 BCONTROLE 3,0 BCONTROLE
5 - B B B DEFICIENCIA HIDRICA aB ©DEFICIENCIA HIDRICA
=), 7
u R ;! s 25 B
S bB T aB
£40 - B B & i
g B z 20
= A S’ B
< 30 bB
: g15 B B
= L bB
820 £
o 2 L0 7
S 10 aA || aAl| aA| | aa| | Al aA g aA
g A g05 " B bA

00 L - L L) 7Al\7,[A‘ __ . bA

W N S S WA T o G & b
-\\e’b RN ¢ & O R N S A4 ik Q(\b‘
® ¥ & & & & ¢ PO P S LTI
&S O & & o°0\ & & o“g\ o“\?\ 59\\\ o
AT A A A A Q@“G P S ]y R ¥ Q@Q?

Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05), entre as progénies na mesma condicdo
hidrica, e letras maiUsculas distintas representam diferengas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As barras
indicam erros padroes das médias.
2.3.15 Concentracdo de glicina - betaina

Observou-se diferencas significativas (p<0,05), em folhas e raizes de Theobroma
grandiflorum, para interacdo dos fatores entre os tratamentos hidricos quanto a concentragéo
de glicina. Na folha das progénies 32, 42, 46, 47, 57, 215 e 1074 submetidas ao tratamento
controle apresentaram médias de 5,1, 7,3, 8,3, 8,0, 6,3, 7,1 e 9,4 pumol. g™, respectivamente,
enguanto que os teores de glicina encontrados nas plantas sob deficiéncia hidrica foi de 11,9,
9,5,16,7, 13,7, 12, 15,5 e 13,7 pmol. g, respectivamente, indicando um acréscimo de 133%,
30%, 101%, 71%, 90%, 118% e 45% respectivamente, em relacdo as progénies submetidas
aos tratamentos controles (Figural6A)

Para o tecido radicular de cupuaguzeiro as progénies 46, 47, 57 e 215 sob controle,
apresentaram valores médios de 15,5, 15,3, 12,4 e 14,1 umol. g*, respectivamente, enquanto
que as concentragdes de glicina para as progénies sob deficiéncia hidrica foram de 17,3, 18,6,

17,9 e 20,0 umol. g™, respectivamente, representando aumento de 11%, 21%, 44% e 41%,
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respectivamente em relacdo as plantas controle. Ndo foram encontradas diferencas estatisticas
entre os tratamentos hidricos para as progénies 32, 42, e 1074 (Figura 16B).

O aumento da concentracdo de glicina em progénies de Theobroma grandiflorum em
condicdo de estresse hidrico pode estar associado ao mecanismo de defesa e protecdo do
metabolismo vegetal, uma vez que o acumulo desse metabolito atua como osmolito
compativel, conservando o “equilibrio” da agua entre a célula vegetal e 0 ambiente (CARLIN
& SANTOS, 2009). O alto valor de glicina em plantas submetidas a deficiéncia hidrica
também pode ser originaria dos elevados teores de amonio, provenientes do processo final da
fotorrespiracao.

Ressalta-se ainda, que o acumulo de glicina-betaina em folhas e raizes de plantas
expostas a deficiéncia hidrica, é uma resposta vegetal a diminuicdo da disponibilidade hidrica
no solo, visando a protecdo da membrana celular contra o estresse oxidativo (ASHRAF&
HARIS, 2004). Para os mesmo autores, a concentracao desse metabolito, ajuda na protecéo da
planta auxiliando na manutencéo da turgescéncia celular, por meio do ajustamento osmatico
das ceélulas.

Cordeiro (2012), trabalhando com trés espécies nativas da Amazbnia quando
submetidas a deficiéncia hidrica, também encontraram comportamento semelhante a este
estudo.

Figura 16 - Concentragdo de glicina- betaina (A — folhas; B — raizes) de progénies de Theobroma grandiflorum,
submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigacéo.
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Letras mindsculas distintas indicam diferengas estatisticas (p<0,05), entre as progénies na mesma condicéo
hidrica, e letras maitsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As barras
indicam erros padrdes das médias.
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2.3.16 Concentracao de carboidratos solUveis totais

Considerando a andlise de variancia, observou-se diferenca estatistica significativa
para a interacdo dos fatores entre os tratamentos avaliados. Em tecidos foliar, as progénies 32,
42, 46, 47, 57, 215 e 1074 sob controle, apresentaram teores de carboidratos solUveis totais
(CST) de 0,60, 0,55, 0,58, 0,60, 0,59, 0,65 e 0,61 mg de CST. g* MS, respectivamente,
enquanto para as plantas submetidas a deficiéncia hidrica os valores foram de 0,75, 0,77, 0,77,
0,75, 0,75, 0,77 e 0,74 mg de CST.g" MS, respectivamente, representando um aumento de
CST de 25%, 40%, 32%, 25%, 27%, 18% e 21%, respectivamente, comparada as progénies
submetidas aos tratamentos controles (Figura 17A).

Em tecido radicular, foi encontrada diferenca significativa para interacdo dos fatores
no teor de carboidrato, para as progénies 32, 42, 46, 47, 215 e 1074 submetidas a irrigacdo, no
qual os valores foram de 0,33, 0,38, 0,36, 0,37, 0,53 e 0,45 mg de CST. g'MS,
respectivamente, Enquanto que para as plantas submetidas a deficiéncia hidricas os valores
corresponderam a 0,68, 0,81, 0,74, 0,58, 0,65 e 0,66 mg de CST. g™ MS, respectivamente, ou
seja, um aumento de 106%, 113%, 105%, 56%, 22% e 46% quando comparada as plantas
controle. No entanto, para a progénie 57 ndo foi encontrado diferenca estatistica entre os
tratamentos (Figura 17B).

O aumento da concentracdo de carboidratos sollveis totais, em progénies de
cupuacuzeiro submetidas a deficiéncia hidrica pode ter ocorrido em fun¢do da desidratacdo do
tecido celular, e consequentemente, os teores de carboidratos tornam-se elevado em
consequéncia da degradacdo do amido. Além disso, a queda da taxa fotossintética pode
promover a neutralizacdo do crescimento celular, restringindo a sintese do carboidrato para
exportacgdo, proporcionando o acumulo desse metabolito nos tecidos vegetais. No entanto, o
acumulo de CST também pode ocorrer em resposta a acdo da enzima amilase, que atua
degradando o amido em carboidratos. O aumento do teor de CST em progénies de Theobroma
grandiflorum sob deficiéncia hidrica, possivelmente esta relacionado a resposta da planta a
perda de agua, por meio do ajustamento osmotico, este por sua vez, facilita a manutengdo da
abertura estomaética e a atividade do aparelho fotossintético, permitindo que este opere em
condicBes de baixa concentracdo do potencial hidrico (HAYAT et al., 2012).

A degradacéo da sacarose também pode contribuir para o acuimulo de CST em plantas
em condicdo de seca, através da acdo da enzima invertase que libera hexose que serdo

utilizadas em processos anabdlicos ou catabdlicos, proporcionando o acumulo de carboidratos
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no tecido vegetal, quando ndo utilizado no referido processo (CHAVES FILHO &
STACCIARINI-SERAPHIN, 2001).

Figura 17 - Concentracdo de carboidratos sollveis totais (A — folhas; B — raizes) de progénies de Theobroma
grandiflorum, submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigacéo.
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Letras minusculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05), entre as progénies na mesma condicdo
hidrica, e letras mailsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As barras
indicam erros padr@es das médias.

2.3.17 Concentracdo de amido

Foi verificada através da andlise de variancia referente a concentracdo de amido em
folhas e raizes de Theobroma grandiflorum diferenca estatistica significativa (p<0,05) para
interacdo dos fatores entre os tratamentos hidricos. Na folha, foi encontrada reducéo no teor
de amido nas progénies 32, 42 e 47 submetidas a irrigacdo, com valores de 0,06, 0,06 e 0,04
mmol de GLU/g, respectivamente. Ja para as plantas submetidas a deficiéncia hidricas as
médias foram de 0,02, 0,01 e 0,03 mmol de GLU/g, respectivamente, ou seja, uma reducéo de
67 %, 83 % e 25 % quando comparada com as plantas submetidas as plantas controles. No
entanto, para as progénies 46, 57, 215 e 1074 néo foi encontrado diferengas estatisticas entre
os tratamentos (Figura 18A).

Para as raizes, também foi encontrado reducdo significativa no teor de amido. A
concentracdo desse carboidrato nas progénies 42, 57, 215 e 1074 sob tratamento controle
foram de 0,07, 0,16, 0,16 e 0,14 mmol de GLU/g, respectivamente, enquanto que para as
plantas submetidas a deficiéncia hidrica os valores foram de 0,01, 0,02, 0,03 e 0,04 mmol de
GLU/qg, respectivamente, ou seja, uma redugéo de 86%, 88%, 81% e 71%, respectivamente,
quando comparado as plantas submetidas aos tratamentos controle. Ja para as progénies 32,

46 e 47, néo foi notado diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos (Figura 18B).
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A reducdo do teor de amido em folhas e raizes de Theobroma grandiflorum na
condigdo de deficiéncia hidrica talvez tenha ocorrido devido a diminuigdo da fotossintese e
aumento da degradacdo do amido, através da acdo das enzimas a e [ amilase, originando
novos carboidratos, promovendo o ajustamento osmético nas células vegetais (FREITAS,
2014). Para Pinheiro et al. (2005), plantas em condicdo de deficiéncia hidrica, geralmente
promovem hidrélise ou quebra do amido para elevar os teores de agucares sollveis. Ja Belo
(2015), afirma que a diminuicdo do teor de amido em tecido vegetal em planta exposta a
deficiéncia hidrica, pode estar relacionada a mobilizacdo de agucares para a producdo de
sacarose.

Enquanto, Melo et al. (2007), afirmam que a diminui¢cdo do amido em plantas sujeitas
a seca esta associado ao consumo destes agucares para conservacdo e sobrevivéncia da planta.
Esse mesmo comportamento foi observado por Grisi (2008) e Paula et al. (2013), ao

estudarem plantas expostas a restri¢do hidrica.

Figura 18 - Concentracdo de amido (A — folhas; B
submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigag&o.

raizes) de progénies de Theobroma grandiflorum,
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Letras mindsculas distintas indicam diferengas estatisticas (p<0,05), entre as progénies na mesma condi¢do

hidrica, e letras mailsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As
barras indicam erros padrdes das médias.

2.3.18 Concentracdo de sacarose

De acordo com a andlise de variancia, observou-se que houve diferenca significativa
em folhas e raizes de Theobroma grandiflorum, para interagdo dos fatores entre o0s
tratamentos hidricos. Na folha, foi encontrada diferenca significativa para interacdo dos
tratamentos, para as progénies 42, 46 e 1074, com valores médios de 6,6, 5,7 e 7,1 mg de

sacarose/g MS nas plantas submetidas ao tratamento controles, respectivamente, enquanto,
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para as plantas contidas a deficiéncia hidricas os valores foram de 12,5, 17,4 e 10,1 mg de
sacarose/g MS, respectivamente, ou seja, houve um incremento no teor de sacarose de 89%,
205% e 42,2%, respectivamente, comparada as plantas controle. No entanto, para as progénies
32, 47, 57 e 215 ndo foi encontrado diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos
(Figura 19A).

Para a raiz de Theobroma grandiflorum, foi observada diferenca significativa no teor
de sacarose para as progénies 32, 215 e 1074 com valores referentes de 7,5, 5,3 e 6,5 mg de
sacarose/g MS, respectivamente, nas plantas submetidas ao tratamento controle, enquanto
para as plantas sob deficiéncia hidrica, a concentracédo de sacarose foi de 10,3, 10,4 e 8,2 mg
de sacarose/g MS, respectivamente, ou seja, houve um aumento na concentracdo de sacarose
de 32%, 96% e 26,1%, respectivamente, em relacdo as plantas submetidas aos tratamentos
controles. Para as progénies 42, 46, 47 e 57 ndo foi encontrado diferencas estatisticas entre 0s
tratamentos hidricos (Figura 19B).

O aumento na concentragdo de sacarose em folhas e raizes de cupuaguzeiro pode ter
ocorrido em funcdo da reducdo do crescimento vegetal e consequentemente diminuir a
exportacdo dos assimilados para os tecidos. No entanto, outro processo envolvido para o
acumulo de aclcar em plantas em condicdo de deficiéncia, pode estar associado a reducao da
fotossintese e a quebra do amido através da enzima a e B- amilase em agUcares. Para Lee et al
(2008), o acumulo de carboidratos como a sacarose em plantas em condicdo de deficiéncia
hidrica ocorre em funcédo da hidrolise de amido.

Outro fator considerado responsavel pelo aumento da concentracdo de sacarose, em
plantas submetidas a deficiéncia hidrica seria 0 aumento da biossintese de sacarose e outras
substancias idnicas, através da acdo da enzima fosfato sintase que age na célula fotossintética
situada no citosol, tornando varias enzimas inativas, com o papel de resguardar a integridade

da membrana e proteinas em condicdo de estresse hidrico (LIU et al., 2011).
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Figura 19 - Concentracdo de sacarose (A — folhas; B — raizes) de progénies de Theobroma grandiflorum,
submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigacéo.
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Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05), entre as progénies na mesma condicéo
hidrica, e letras mailsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As barras
indicam erros padrfes das médias.

2.3.19 Concentragdo de acgucares redutores

Considerando a analise de variancia observou-se diferenga estatistica (p<0,05) na
folha para a interacdo dos fatores dos tratamentos hidricos, para as progénies 32, 42, 46, 47,
57, 215 e 1074 sob irrigacdo, apresentaram teores de 2,4, 2,5, 2,4, 2,4, 2,6, 2,6 e 2,3 mmol g
MF™, respectivamente. No entanto, para as plantas submetidas & deficiéncia hidricas as
médias variaram de 3,5, 3,4, 3,1, 34, 3,3, 3,6 e 29 mmol g MF", respectivamente,
representando aumento de acUcar redutor de 33%, 36%, 29%, 41%, 26%, 38% e 26%,
respectivamente, comparada as progénies submetidas aos tratamentos controles (Figura 20A).

Na raiz de Theobroma grandiflorum (Figura 20B), também foi encontrado reducéo
significativa (p<0,05) para interagdo dos tratamentos nos teores de agucares redutores, para as
progénies 32, 42, 46, 47, 57, 215 e 1074 com valores de 2,7, 2,7, 2,0, 2,1, 3,1, 2,3 € 2,2 mmol
g MF?, respectivamente, para as plantas submetidas & irrigacdo. Porém, para as plantas
submetidas a deficiéncia hidricas os valores foram de 5,8, 5,2, 4,6, 4,2, 3,6, 2,9, e 3,2 mmol g
MF™, respectivamente, ou seja, um aumento equivalente a 114%, 92%, 130%, 100%, 16%,
26% e 45% desses acUcares, quando comparada as plantas submetidas aos tratamentos
controles.

O acumulo de agucares em plantas expostas a deficiéncia hidrica pode ocorrer em
decorréncia da liberacdo de hexoses, oriunda da hidrolise da sacarose, em fungédo da acéo da

enzima invertases, que pode disponibilizar monossacarideo para 0s processos anabdlicos ou
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catabolicos, além de fornecerem acucares redutores para 0 ajustamento osmotico (MELO,
2008).

Marur (1998) relata que o estresse hidrico promove ajustamento osmotico em funcéo
do acumulo de solutos no simplasto, proporcionando um aumento no teor de carboidratos
redutores, esse fator estd associado a reducdo do potencial hidrico. O acumulo de hexoses
pode contribuir para o ajustamento osmoético, evitando maiores danos celular associado a
desidratagéo celular (VALLIYODAN & NGUYEN, 2006).

O aumento da quantidade de acgucares redutores, em plantas submetidas a deficiéncia
hidrica também pode ser explicada pela a degradacdo do amido nos tecidos que o acumulam
em virtude da atividade da amilase (CHAVES FILHO et al., 2001).

Figura 20 - ConcentracBes de agucares redutores (A — folhas; B — raizes) em progénies de Theobroma
grandiflorum, submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigagéo.
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Letras minusculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05), entre as progénies na mesma condi¢do
hidrica, e letras maiusculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As barras
indicam erros padrfes das médias.

2.3.20 Concentragdo de agucares nao redutores

De acordo com analise de variancia houve diferenca significativa (p<0,05) para a
interacdo dos fatores, em tecidos foliares e radicular, de progénies de Theobroma
grandiflorum submetido a restri¢ao hidrica. Na folha, foi encontrada reducdo significativo
para interacdo dos fatores nos teores de acgucares nao redutores (ANR), para as progénies 32,
42, 46, 47, 57 e 1074, com valores correspondendo a 0,35, 0,30, 0,34, 0,33, 0,33 e 0,38 mg
g' MS, respectivamente, nas plantas submetidas aos tratamentos controles. Para as plantas

submetidas a deficiéncia hidrica os valores alternaram de 0,40, 0,43, 0,46, 0,40, 0,42, 0,46 mg
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g* MS, respectivamente, ou seja, um aumento significativo na concentracdo de ANR de 14%,
43%, 35%, 21%, 27% e 21%, respectivamente, quando comparada as plantas submetidas aos
tratamentos controles. No entanto, para a progénie 215 n&do foi observado diferencas
estatisticas entre os tratamentos hidricos (Figuras 21A).

Para as raizes de mudas de Theobroma grandiflorum, também foi observado reducéo
significativa nos teores de ANR nas progénies 32, 42, 46, 47, 215 e 1074, com valores de 0,1,
0,1, 0,19, 0,15, 0,29 e 0, 23 mg g* MS, respectivamente, nas plantas submetidas a irrigacao.
Nas plantas sob deficiéncia hidrica, a concentracdo de acucares ndo redutores foram de 0,16,
0,28, 0,28, 0,21, 0,37 e 0,34 mg g* MS, respectivamente, representando um aumento na
concentracdo desses agucares de 60%, 180%, 47%, 40%, 27% e 47%, respectivamente, em
relagdo as plantas submetidas aos tratamentos controles. Entretanto, ndo foi observada
diferenca estatistica entre os tratamentos hidricos para as progénies 57 (Figura 21B).

O aumento da concentracdo de agucares ndo redutores, em progénies de cupuaguzeiro
pode estar relacionado ao acimulo de carboidratos em tecidos foliares e radiculares, tais
acontecimentos é fruto das evidencias do ajuste osmotico nas células das folhas e raizes, como
estratégia para manter a turgescéncia celular, e assim garantir 0 andamento dos processos
metabolicos nas plantas.

O ajuste osmatico é um processo que pode ocorrer no vacuolo ou citosol, com objetivo
de conservar o balanceamento hidrico, resguardando a integridade celular para a continuidade
das atividades vitais da planta. Este processo constitui um efeito adaptativo vegetal em virtude
dos multiplos efeitos causado pela deficiéncia hidrica (SILVA, 2013). O aumento da
concentracdo de ANR em progénies de cupuaguzeiro sugere que estas espécies apresentam
mecanismo de ajuste osmotico, como forma de tolerar a deficiéncia hidrica, adaptando-a a
sobrevivéncia sob esta condicdo (CHAVES FILHO &STACCIARINI, 2001).



61

Figura 21 - Concentragcdo de agucares ndo redutores (A — folhas; B — raizes) em progénies de Theobroma
grandiflorum, submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigacéo.

BECONTROLE 0,40 aB ECONTROLE
EDEFICIENCIA HIDRICA 45 | a4 ODEFICIENCIA HIDRICA
05 B aB o » .

- bB b bB bA ) bB

2] B aA =030

= 04 b " L -

_ bA bA bA 200,25 .

'x cA A E vall| € B

g 0.3 3 020 F o a

B 5015

s Z 0,10

g g

x 01 0,05

5 0,00 - o], ol

=
=)
[
\
|
\
|
\
|
|
L
e )

YoD 0 N A & A S L
g ’ '°b‘ o & ‘\;) O \6\ o‘{'f e°§ & 0500 S > & o
& & & & & & ¢ RO SR SR SR S
< & Q) 2 o N < <
R A S SR S <
! <

Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas (p<0,05), entre as progénies ha mesma condicéo
hidrica, e letras mailsculas distintas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos hidricos. As
barras indicam erros padrdes das médias.

2.3.21 - Pigmentos fotossintéticos

De acordo com andlise de variancia o conteudo de clorofilas a (Chl a), b (Chl b),
clorofila total (Chl total), carotenoides e antocianina, em progénies de cupuaguzeiro
submetidas a deficiéncia hidrica, apresentaram diferencas significativas (p<0,05) para
interacdo dos fatores entre os tratamentos hidricos.

O teor de clorofilas a para as progénies 32, 42, 47, 57, 215 e 1074 sob controle foram
de 15,7, 14,5, 20,7, 14,5, 15,0 e 12,4 mmol kg™ MF, respectivamente, porém para as plantas
submetidas a deficiéncia hidrica as médias equivaleram a 10,8, 9,8, 12,3, 6,3, 7,4 e 8,7 mmol
kg™ MF, respectivamente, o que representou um decréscimo significativo nesse pigmento de
31%, 32%, 40%, 56%, 50% e 29%, respectivamente, quando comparado as progénies
submetidas aos tratamentos controles. No entanto, para planta 46 ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos hidricos (Figura 22A).

Quanto ao teor de clorofilas b para as progénies 46, 57, 215 e 1074 sob controle,
indicaram resultados de 4,8, 7,1, 6,1 e 12,4 mmol kg™ MF, respectivamente, entretanto, para
as progénies submetidas & restricdo hidrica os valores foram de 3,6, 4,3, 4,3 e 8,7 mmol kg™
MF, respectivamente, correspondendo a uma diminuicdo significativa de Chl b de 25%, 39%,
29% e 29 %, respectivamente, quando comparada as progénies controle. Para as progénies 32,
42 e 47 ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos hidricos (Figura 22B).
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Para a clorofila total as progénies 32, 42, 47, 57, 215 e 1074 sob controle
apresentaram médias de 21,9, 20,7, 25,9, 21,1, 21,8 e 23,1 mmol kg™ MF, respectivamente,
no entanto, para as progénies sem irrigagdo as médias foram de 15,7, 15,9, 18,6, 12,3, 11,8 e
16,7 mmol kg™* MF, respectivamente, refletindo uma reducéo de clorofila total de 28%, 23%,
28%, 41%, 45% e 27%, respectivamente, em relacdo as plantas submetidas aos controles.
N&o houve diferenga estatistica para a progénie 46 entre os tratamentos hidricos (Figura 22
C).

Para os carotenoides as progénies 32, 47, 57 e 215 submetidas aos tratamentos
controle apresentaram os valores médios que variaram de 3,8, 4,4, 2,6 e 3,6 mmol kg™ MF,
respectivamente, contudo para as plantas sob deficiéncia hidrica os valores corresponderam a
2,4, 2,6, 1,7 e 2,2 mmol kg™ MF, respectivamente, o que representou uma diminuicéo desse
pigmento em 39,4%, 29%, 34,6% e 42,1%, respectivamente, em relacdo as plantas submetidas
aos tratamentos controles. Nas progénies 42, 46 e 1074 ndo foi observado diferenca estatistica
entre os tratamentos hidricos (Figura 22 D).

Para as concentracOes de antocianinas, as progénies 32, 42, 57 e 1074 em condicéo de
hidratacdo foram encontradas valores de 0,016, 0,014, 0,017 e 0,034 mg /100g MF,
respectivamente, enquanto para as progénies submetidas a deficiéncia hidrica os valores
foram de 0,010, 0,007, 0,002 e 0,006 mg /100 g MF, respectivamente, o que representou uma
diminuicdo nos teores desses pigmentos de 37%, 50%, 80% e 80%, respectivamente, em
relacdo as plantas submetidas aos tratamentos controles. No entanto, as progénies 46, 47 e 215
ndo apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos hidricos (Figura 22E).

A reducéo dos teores de pigmentos fotossintetizantes em progénies de Cupuaguzeiro
submetidas a deficiéncia hidrica, possivelmente esta relacionada a exposi¢do das clorofilas a
agente de degradacdo como as espécies reativas de oxigénio (EROs). A diminuicdo nas
concentracdes de clorofilas, em plantas submetidas a deficiéncia hidrica pode estar associada
ao processo fotoxidativos ou modificacbes na organizacdo dos fotossistemas, de forma
auxiliar como mecanismo fotoprotetor para os cloroplastos (ELVIRA et al., 1998;
OTTANDER et al., 1995).

A deficiéncia hidrica promove a perda de pigmentos fotossintetizante nas folhas
vegetais, através de modificacbes no metabolismo da planta, promovendo a elevacdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO’s), originando danos nas membranas, desencadeados por

processos oxidativos de lipidios e perda de eletrdlitos pela célula (LISAR et al., 2012),
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refletindo diretamente no aparelho fotossintético com reflexos negativo nos teores de
pigmentos como clorofilas a, b e carotenoides (PAIXAO et al., 2014).

A deterioragcdo dos pigmentos fotossintéticos é reflexo do fluxo de elétrons nos
fotossistemas, correlacionado com as diminuic@es significativas na taxa fotossintéticas liquida
e concentracdo de carbono, resultando no aumento da producdo de O, e H,O, nos
cloroplastos (JALEEL et al., 2009), promovendo a peroxidagdo de lipidios e degradacdo dos
pigmentos clorofilianos sob restri¢do hidrica (OLIVEIRA NETO, 2010).

Para Santos (2013), a planta em condic¢éo de deficiéncia hidrica promove modificacdes
estruturais nos pigmentos fotossintéticos do fotossistema e provavelmente incide na

desestabilizacéo da reacdo do FSII ou reducdo na capacidade fotossintética.
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Figura 22- Concentragdo de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofilas Totais (C), carotendides (D) e antocianina (E) em progénies
de Theobroma grandiflorum, submetidas a deficiéncia hidrica e a irrigag&o.
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2.4 Concluséao

As progénies 32, 42, 46, 47, 57 e 215 foram as mais adaptadas aos 16 dias de restricdo
hidrica, considerando as respostas ecofisioldgicas e bioquimicas.

A suspensdo hidrica de 16 dias alterou o metabolismo bioquimico e fisiolégico das
progénies de Theobroma grandiflorum, promovendo reducdo nas concentracdes de nitrato,
amido, atividade da redutase do nitrato e nas variaveis relacionada as trocas gasosas com
excecdo da EIUA. No entanto, a deficiéncia hidrica também promoveu aumento nas
concentragfes de amonio, aminoécidos, proteinas, prolina, glicina, carboidratos, sacarose e
acucares redutores e nao redutores.

O periodo de 16 dias de suspensdo hidrica afetou negativamente as varidveis
ecofisioldgicas. No entanto, as progénies 32, 42, 47, 215 foram as mais tolerantes a
deficiéncia hidrica considerando as respostas das trocas gasosas.

As progénies 32, 42, 46, 47, 57, 215 foram as mais tolerantes a deficiéncia hidrica em
relagdo ao metabolismo do nitrogénio.

Todas as progénies sob deficiéncia hidrica apresentaram aumento na concentracdo das
variaveis relacionada ao metabolismo do carbono. Sugerindo que o acumulo desses osmalitos
esteja relacionado as funcfes de osmoprotecao.

Novos estudos sdo necessarios visando detalhar o comportamento enzimatico,
molecular, genético e de crescimento das progénies em condi¢fes de campo, com o0 propasito

de avaliar o desempenho destas em condi¢des ndo controladas.
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