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EXTRATO

BERTOLDE, Fabiana Zanelato, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz,
llhéus, marco de 2007. Respostas fisiolégicas ao alagamento do substrato e
diversidade genética molecular de clones de Theobroma cacao L. Orientador:
Alex-Alan Furtado de Almeida. Co-orientador: Ronan Xavier Corréa. Colaborador:
Fernanda Amato Gaiotto.

A doenga vassoura-de-bruxa, constatada em 1989 na regido cacaueira da Bahia,
causou grande crise na lavoura, aumentando a miséria e as diferengas sdcio-
econdmicas. Para o resgate da cacauicultura adotou-se a estratégia de clonagem
de variedades tolerantes as doencas, recomendadas pela CEPLAC e
multiplicadas pela técnica de estaquia no Instituto Biofabrica de Cacau (IBC). A
fase inicial de enraizamento das estacas de caule depende, além de outros
fatores, de alta umidade relativa do ar, mantida pela lamina de agua aplicada por
microaspersdo. Esse processo promove o alagamento do substrato que,
associado a precipitagao pluviométrica, induz a deficiéncia de O, no seu interior e
provoca um alto indice de mortalidade, inviabilizando a multiplicagdo vegetativa
de alguns clones no IBC. O alagamento do substrato afeta diferentes processos
genéticos e morfo-fisiologicos das plantas, altera o crescimento e o
desenvolvimento e gera uma condigdo de estresse. Objetivou-se, com o presente
trabalho, estudar as variaveis fisioldgicas de tolerancia a deficiéncia de O, no
substrato e suas interrelagdes com a diversidade genética de diversos clones de
T. cacao, de alta produtividade, tolerantes a vassoura-de-bruxa e outras

enfermidades. Os indices de sobrevivéncia de 14 clones foram acompanhados
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durante trés anos no IBC e associados a lamina de agua aplicada e a precipitagcédo
pluviométrica no periodo. Conduziu-se um experimento em casa de vegetacgao,
com duragao de 45 dias, contendo 35 clones submetidos a dois regimes hidricos
(alagado e controle), com 50 mudas clonais por tratamento. Efetuaram-se, aos 45
dias de alagamento, medi¢cdes de trocas gasosas e de emisséo de fluorescéncia
da clorofila, em folhas totalmente expandidas e maduras. Estimaram-se a area
foliar (AF) e a biomassa seca de raiz (BR), caule (BC), folha (BF) e total (BT) das
mudas clonais. Para a analise molecular foram extraidas amostras de DNA de
folhas de 46 clones de T. cacao pelo método CTAB, com algumas modificagoes, e
amplificadas utilizando 18 primers microssatélites (SSR). Observaram-se
diferencgas interclonais significativas (P<0,01) em relagdo ao alagamento, quando
comparado ao controle, principalmente para a fotossintese liquida (A),
condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E), rendimento quantico potencial
maximo (Fv/Fm), BR e razdo entre a biomassa seca de raiz e da parte aérea
(R/PA). Dentre os clones avaliados, o CCN-10, o CCN-51, o PH-17 e 0 TSA-792
demonstraram alta tolerancia ao alagamento do substrato, ao passo que os
clones CEPEC-2010, CEPEC-42, HW-25, PH-15, TSA-656, TSH-774 e VB-903
foram os menos tolerantes. A diversidade genética foi inferida com base nos
coeficientes de similaridade genética, calculados a partir dos 291 alelos
amplificados com os primers SSR. Verificou-se, por meio da analise de
agrupamento a formagao de trés grupos, sendo que um dos grupos apresentou
apenas dois dos acessos (TSA-654 e TSA-656) e os outros dois 50 e 45 % dos
acessos. Em geral, os clones apresentaram alta heterozigose quando
comparados a clones sabidamente pouco heterozigotos. Nao foram observadas
relacdes significativas entre as variaveis fisioldgicas em resposta ao alagamento

do substrato e os dados moleculares nos clones de T. cacao estudados.

Palavras-chave: cacau, crescimento, estresse abiotico, fotossintese, marcadores

microssateélites, variabilidade genética.
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ABSTRACT

BERTOLDE, Fabiana Zanelato, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz,
llhéus, March of 2007. Physiological responses to substrat flooding and
molecular genetic diversity of Theobroma cacao L. clones. Advisor: Alex-Alan
Furtado de Almeida. Advisory Committee Members: Ronan Xavier Corréa and
Fernanda Amato Gaiotto.

The witch’s broom disease, introduced in 1989 in the cocoa-growing region of the
Bahia, caused a great crisis in the cocoa farming, increasing the misery and the
social and economic differences. For the recovery of the cocoa farming it was
adopted the strategy of cloning resistant varieties to the disease, which were
recommended by CEPLAC and multiplied by the technique of cutting rooting in the
Instituto Biofabrica de Cacau (IBC). The initial rooting phase of the stem-cutting
depends, beyond other factors, on high relative humidity of the air, kept by the
water blade applied by microaspersion. This process promotes the substrate
flooding, which associated to the rainfall induces to the deficiency of O in its
interior and causes a high level of plant mortality, making impracticable the
vegetative multiplication of some clones in the IBC. The substrate flooding affects
different genetic and morfo-physiological processes of the plants, which modifies
their growth and development, thereby generating a stress condition. The
objectives of the present work was to study physiological variables related to the
tolerance to O,-deficiency in the substrate, as well as their inter-relationship with
the genetic diversity of several T. cacao clones of high productivity and tolerance
to the witche’s broom and other diseases. The survival indexes of 14 clones had

been followed during three years in the IBC and the results indicated a direct
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association to the amount of applied water and the rainfall in the period.
Greenhouse experiment was conducted during 45 days, with 35 clones submitted
to two water regimes (flooded and non-flooded), with 50 clonal seedlings per
treatment. After the 45 days of flooding, measurements of gas exchange and
chlorophyll fluorescence emission in mature and fully expanded leaves were
performed. Also, the leaf area and the root, stem, leaf and total dry biomasses of
the clonal seedlings were estimated. For the molecular analysis, samples of DNA
were extracted from leaves of 46 T. cacao clones by the CTAB method, with some
modifications, and PCR-amplified using 18 specific microsatellites (SSR) primers.
When compared with controls, statistically significant differences (P<0,01) among
clones in relation to flooding were observed, mainly for the net photosynthetic rate
(A), stomatal conductance (gs), transpiration (E), maximum potential quantum
efficiency (Fv/IFm), root biomass and root:shoot ratio (R/PA). Among the clones
evaluated, CCN-10, CCN-51, PH-17 and TSA-792 demonstrated high tolerance to
the substrate flooding, whereas the clones CEPEC-2010, CEPEC-42, HW-25, PH-
15, TSA-656, TSH-774 and VB-903 were the least tolerant. The genetic diversity
was inferred on the basis of the genetic similarity coefficients, calculated from the
291 alleles amplified by the SSR primers. The formation of three major groups was
verified by means of cluster analysis, with one of the groups represented by only
two of the accesses (TSA-654 and TSA-656), and the other two by 50 and 45 % of
the accesses, respectively. In general, the clones assessed in this work presented
a high heterozygosis levels when compared to others known to be less
heterozygous. In the T. cacao clones studied, no clear relationship was observed
between the clusters obtained based on the physiological variables and those

based on the molecular data.

Key words: cacao, growth, abiotic stress, photosynthesis, microsatellites markers,

genetic variability.
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1. INTRODUCAO

Theobroma cacao L. € uma espécie alobgama e perene de grande
importancia sdcio-econdmica e ecoldgica nas regides produtoras do Brasil. O pais
€ o0 quarto produtor mundial de cacau e tem o quinto maior parque industrial
chocolateiro do mundo. A cadeia produtiva do cacau no Brasil envolve
investimentos da ordem de 2,3 bilhdes de reais e € responsavel por
aproximadamente trés milhdes de empregos e, destes, 300 mil diretos. O sul da
Bahia é a principal regiao produtora de cacau do Brasil, onde praticamente 100
municipios sao economicamente baseados no cacau, o qual € cultivado em
aproximadamente 29 mil propriedades, em area superior a 700 mil hectares
(SOUZA; DIAS, 2001).

A doencga vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo Crinipellis perniciosa
(Stahel) Singer, reclassificado atualmente como Moniliophthora perniciosa
(Stahel) Aime & Philips-Mora, foi introduzida em 1989 (PEREIRA et al.,1989) na
regido cacaueira da Bahia. Essa doenga causou 100% de perdas em algumas
fazendas, gerando um dramatico impacto sdcio-econdmico e ecoldgico na regiao
e no Brasil em geral nos ultimos anos. Os baixos pregos do cacau, praticado no
mercado internacional, associado com essa doenca, levaram pequenos
produtores e trabalhadores rurais a abandonarem as propriedades e migrarem
para favelas das cidades da regidao e das capitais do pais, aumentando a miséria
e as diferengas socio-econémicas.

A partir da década de 90, a clonagem tornou-se estratégica para o resgate

da cacauicultura nacional (SOUZA; DIAS, 2001). Novos clones tolerantes ao M.
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perniciosa foram recomendados aos produtores da regido sul da Bahia, pelo
Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), unidade de geracao de tecnologia da
Comisséo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), tanto para
implantacdo de novos plantios mais produtivos e uniformes, como para
substituicido de copas de plantas suscetiveis das atuais plantacbes. Esses clones
tolerantes sdo multiplicados em jardins clonais instalados no CEPEC e em outras
regides do sul da Bahia. Dessas plantas matrizes sdo retiradas extremidades de
ramos plagiotropicos para a produgdo de mudas clonais no Instituto Biofabrica de
Cacau (IBC), instituicdo do governo do Estado da Bahia.

Os clones de T. cacao sao multiplicados pela técnica de estaquia no IBC,
cujo sistema de produgédo de mudas foi adaptado do sistema de multiplicagdo de
eucalipto em grande escala, utilizado pelas empresas de reflorestamento e
celulose. Nessa técnica a formacao de raizes adventicias nas estacas depende
da manutengcdo da umidade relativa do ar em torno de 100% na fase inicial do
enraizamento, controlada pela ld&mina de agua aplicada durante o processo de
nebulizagdo por microaspersdo. O grande volume de agua, necessario para
manter essa umidade relativa do ar, associado com a alta precipitacao
pluviométrica na regido, em certas épocas do ano, provocam a saturagdo do
substrato com agua. Esse sistema propicia uma condigdo de hipoxia ou anoxia
no interior do substrato, e, consequentemente promove a morte das mudas
clonais, atingindo, em muitos casos, cerca de 70%, inviabilizando a multiplicagéo
de alguns clones no IBC.

As condigbes de hipoxia ou anoxia promovida pelo alagamento provoca
mudangas fisico-quimicas no substrato, resultantes da deplecao de oxigénio (Oy),
incluindo o acumulo de compostos potencialmente fitotoxicos oriundos do
metabolismo anaerdbico de microorganismos e das plantas (PEZESHKI, 2001;
PROBERT; KEATING, 2000; GRICHKO; GLICK, 2001). Porém, um dos principais
efeitos do alagamento é a privagdo de O, na zona radicular (anoxia), pois 0 O, é
necessario na respiragao aerobia, para produgcédo de energia para a planta, e em
outras rotas biossintéticas cruciais, a exemplo da sintese de clorofila (DENNIS et
al., 2000). As plantas, por sua vez, apresentam diferentes processos genéticos e
morfo-fisiologicos afetados em resposta ao alagamento do substrato. Algumas

das principais respostas das plantas a este tipo de estresse sdo: (i) fechamento
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de estdbmatos, seguido de diminuicdo na fotossintese; (ii) desenvolvimento de
aerénquimas e lenticelas hipertrofiadas; (iii) alteragdes na produgado de biomassa;
(iv) alteragbes na expressdo génica em plantas, com sintese de proteinas
anaerobicas (ANPs) (SACHS et al., 1980; KOZLOWSKI, 1997).

Interagdes de varias adaptagdes morfo-fisioldgicas, direcionadas por uma
expressao génica diferenciada, conferem tolerancia ao alagamento em certas
plantas lenhosas (KOZLOWSKI, 1997, 2002). Em T. cacao, a diferenca
interclonal, quanto a caracteristica tolerancia a deficiéncia de O, no substrato,
pode ser observada durante a multiplicacdo de mudas no IBC, que apresentam
diferentes indices de sobrevivéncia. Desta forma, torna-se necessario a analise
de diversidade genética interclonal do T. cacao, empregando diferentes
marcadores moleculares como estratégia mais utilizada para esse fim. Os
marcadores tém facilitado tais estudos, pois permitem, em um curto espaco de
tempo, analisar um numero praticamente ilimitado de marcas polimoérficas em
nivel de DNA, sem influéncia do ambiente (LANAUD, 1987; LAURENT et al.,
1993, 1994; LERCETEAU et al., 1997; N'GORAN et al., 1994; MARITA, 1988;
PIRES et al, 2000; RISTERUCCI et al., 2000; FALEIRO et al., 2001).

Os resultados do presente trabalho possibilitaram o agrupamento de clones
mais e menos tolerantes a deficiéncia de O, no substrato, baseado na diversidade
genética e nas variaveis fisiologicas e de crescimento, permitindo a otimizagao do
sistema de irrigagcdo com a aplicagao de laminas de agua diferenciadas, durante o
processo de enraizamento das estacas de caules dos clones de T. cacao
tolerantes a vassoura-de-bruxa e a outras enfermidades. Isso implicara em (i)
diminuicdo da quantidade de nutrientes minerais aplicados por fertirrigagéo,
minimizando os impactos ambientais ora observados, decorrentes da lixiviagcao de
nutrientes; (ii) reducdo dos custos de produgdo pelo aumento da eficiéncia,
diminuicdo do consumo de agua e de energia elétrica, eliminagdo das tarefas de
replantio da mudas em viveiros e, consequentemente, reducao do preco final das
mudas adquiridas pelos cacauicultores.

O presente trabalho teve como objetivo principal estudar as respostas
fisiologicas de diversos clones de T. cacao, de alta produtividade e tolerantes a
vassoura-de-bruxa, ao alagamento do substrato e suas interrelagbes com a

diversidade genética, visando selecionar e agrupar os clones de acordo com a
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tolerancia a deficiéncia de O, no substrato; subsidiar a aplicacdo de laminas
diferenciadas de agua por microaspersao, durante o processo de enraizamento

de estacas de caule; e otimizar a produgdo de mudas clonais no IBC.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Estresse por alagamento

2.1.1. Efeitos do alagamento no solo

O alagamento temporario ou continuo do solo resulta de elevados indices
pluviométricos, de pratica intensiva e em larga escala de irrigagado nas fazendas
ou de solos com drenagem inadequada (KOZLOWSKI, 1997). Em condi¢des
normais de drenagem, o solo contém poros preenchidos com ar que apresenta
conteudo de oxigénio similar ao da atmosfera (cerca de 20%) (PEZESHKI, 1994).
A agua em excesso substitui o ar presente nesses poros, restringindo
extremamente o fluxo de oxigénio no interior do solo, gerando uma condigéo de
hipoxia (baixa disponibilidade de O;) ou, em situagdes mais severas, a anoxia
(auséncia de O;) (PENG et al., 2005). A difusdo de gas torna-se extremamente
lenta em solos saturados com agua, cerca de 10.000 vezes mais lenta que no ar
(ARMSTRONG, 1979).

Em condigbes naturais, o alagamento altera inumeras propriedades fisico-
quimicas do solo por meio de processos de redugao bioldgica, resultantes da
deplecao de oxigénio (O2) disponivel, do aumento da disponibilidade de P, Mn e
Fe, e diminuigao de disponibilidade de Zn e Cu e da formacéo de acido sulfidrico

e de acidos organicos (CAMARGO et al., 1999). Esse solo também se caracteriza



por acumular uma maior quantidade de CO, (JACKSON, 2004) e estimular a
decomposicdo da matéria organica (KOZLOWSKI, 1997; PEZESHKI, 2001;
PROBERT; KEATING, 2000). Os compostos fitotoxicos que se acumulam em
solos alagados podem ser produzidos tanto pelas raizes das plantas (etanol e
acetaldeido), como pelo metabolismo de microrganismos anaerdbicos (metano,
etano, acidos insaturados, aldeidos, cetonas), sendo que o etileno pode ser

produzido pelas plantas e pelos microrganismos (KOZLOWSKI, 1997).

2.1.2. Respostas das plantas ao alagamento do solo

Sabe-se que agua, temperatura, luz, disponibilidades de O, e nutrientes
sao os principais fatores abidticos que controlam o crescimento das plantas
lenhosas (KOZLOWSKI et al.,, 1991). O excesso ou a falta de algum desses
fatores, como a agua, ocasiona desvios significativos nas condi¢cées 6timas de
crescimento para uma dada espécie, gerando uma condi¢do de estresse. Tal
condigdo, dependendo do nivel de especializagdo do organismo, da amplitude e
da duracdo do estresse, pode ser reversivel ou tornar-se permanente
(LICHTENTHALER, 1996). O excesso de agua na zona radicular de plantas
terrestres pode ser prejudicial ou mesmo letal, pois bloqueia a transferéncia de O,
e outros gases entre o solo e a atmosfera (DREW, 1997). As respostas das
plantas ao alagamento do solo variam de acordo com varios fatores, dentre os
quais podem incluir a espécie, o gendtipo e a idade da planta, as propriedades da
agua e o tempo de duracgéo do alagamento (KOZLOWSKI, 1997).

Um dos principais efeitos do alagamento & a privagdo de O, na zona
radicular, atribuida a lenta difusdo de gas em solos saturados com agua e do
consumo de O, por microrganismos (FOLZER et al., 2005). O O, participa da
respiracao aerdbica como aceptor final de elétrons na fosforilagdo oxidativa, na
geragdo de ATP e regeneragdo de NAD", e em varias rotas biossintéticas cruciais
como a sintese de clorofila, acidos graxos e esterdis (DENNIS et al., 2000). Sob
hipoxia, a glicolise e a fermentacdo podem exceder o metabolismo aerdbico e
tornarem-se o unico caminho para a produgcdo de energia (SOUSA; SODEK,

2002). Os principais produtos da fermentacéo nos tecidos vegetais sdo o lactato,



o etanol e a alanina, derivados do piruvato, o produto final da glicolise (DREW,
1997).

As respostas iniciais de muitas plantas ao alagamento do solo
correspondem a murcha e ao fechamento estomatico, iniciando a partir de um ou
dois dias de exposicao das raizes a esse estresse, acompanhado de diminui¢des
na taxa fotossintética (CHEN et al., 2002). Essas mudangas promovem
decréscimos no crescimento de ramos e raizes, podendo causar danos nas raizes
e morte de muitas espécies de vegetais (KOZLOWSKI, 1997). A saturagcédo do
solo provoca significativas diminuicdes na biomassa total das plantas, bem como
na alocagao de biomassa para as raizes e nas mudangas no padréao de alocagao
de biomassa em muitas espécies lenhosas e herbaceas (PEZESHKI, 1993;
RUBIO et al., 1995).

O alagamento do solo afeta o crescimento da parte aérea de inumeras
espécies lenhosas, suprimindo a formagao foliar e a expansao de folhas e
entrends, e causando a senescéncia e abscisdo prematura das folhas
(KOZLOWSKI, 1997). Ja na por¢cao submersa da planta verifica-se a morte de
raizes e a producado de raizes adventicias no sistema radicular original e nas
porcbes de caule. Essas raizes, induzidas por alagamento, usualmente sao
espessadas e exibem mais espacos intercelulares do que as raizes crescendo em
solos bem drenados (HOOK et al.,, 1971). A indugédo de raizes adventicias tem
sido relatada em uma grande variedade de espécies de plantas tolerantes e nao-
tolerantes, porém ocorre usualmente em espécies tolerantes ao alagamento do
solo (KOZLOWSKI; PALLARDY, 1997).

Os danos nas plantas, induzidos por hipoxia, tém sido atribuidos as
disfungdes fisiolégicas, que incluem a alteragao nas relagdes entre carboidratos,
minerais, agua e hormdnios, bem como a reducado ou alteracdo de varias rotas
metabdlicas (KENNEDY et al.,, 1992). Inicialmente, a planta submetida ao
estresse por hipoxia apresenta decréscimo na taxa fotossintética, que pode estar
relacionada ao fechamento estomatico, resultando em diminuicdes na absorcao
de CO; pelas folhas (KOZLOWSKI, 1991). Alguns autores sugerem que esse
fechamento estomatico pode estar associado com um decréscimo na
condutividade hidraulica das raizes (DAVIES; FLORE, 1986; KOZLOWSKI, 1997),

como também a transmissao de sinais hormonais das raizes para a parte aérea.
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Dentre os horménios envolvidos na transmissdo de sinais estdo o ABA e a
citocinina (ELSE et al., 1996).

A diminuicdo na taxa fotossintética das plantas, que ocorre nos momentos
iniciais de alagamento do solo, tem sido explicada pelo fechamento estomatico.
Contudo, durante estagios prolongados de alagamento, o decréscimo progressivo
na taxa fotossintética € atribuido aos efeitos inibitérios nos processos
fotossintéticos, que envolvem mudancas em enzimas carboxilativas e perda de
clorofila (DREW, 1997; KOZLOWSKI, 1997). A diminuicdo na atividade da
ribulose-1,5-bifosfato carboxilase-oxigenase (RUBISCO), enzima responsavel
pela assimilacao de CO, na fase bioquimica da fotossintese, contribui para perdas
na capacidade fotossintética (PEZESHKI, 1994).

A diminui¢do da disponibilidade de O, afeta também diferentes processos
morfo-fisiologicos e genéticos das plantas (BLOM; VOESENEK, 1996;
KOZLOWSKI, 1997, 2002; DREW, 1997). Algumas das principais respostas das
plantas ao alagamento incluem: (i) a diminuigdo da permeabilidade da raiz e da
absorcao de agua e nutrientes minerais, pela morte e supressao do metabolismo
radicular; (ii) as alteracbes no balango hormonal, com aumento na produgédo de
etileno; (iii) a inibicao do crescimento de caule e de raiz; (iv) o desenvolvimento de
aerénquima, de raizes adventicias e de lenticelas hipertrofiadas; (v) a epinastia,
clorose, necrose e abscisdo foliar; e (vi) a interrupgdo de crescimento e
decréscimo na producgao de frutos, bem como a queda de frutos prematuros. Por
outro lado, as diversas respostas morfo-fisioldgicas s&o direcionadas pela
expresséao diferenciada de um grande numero de genes induzidos por condi¢des
de hipoxia ou anoxia (VARTAPETIAN; JACKSON, 1997; KOZLOWSKI, 1997;
HOLMBERG; BULLOW, 1998; VANTOAI et al., 1994; KLOK et al., 2002).

Alteracbes morfologicas, como a formacado de lenticelas hipertrofiadas,
aerénquima e raizes adventicias, observadas durante a deficiéncia de O, no solo,
sao fundamentais para aumentar a disponibilidade de O, nos tecidos das plantas.
A formacgao de lenticelas hipertrofiadas ocorre em porgcdes submersas de caules e
raizes de diversas angiospermas e gimnospermas lenhosas (KOZLOWSKI, 1997),
e envolve tanto o aumento da atividade felogénica como o alongamento de

células corticais (KLOK et al., 2002). Além disso, participam da captacéo e difusdo



de O, para o sistema radicular e liberam produtos volateis potencialmente tdxicos
como etanol, acetaldeido e etileno (MEDRI, 1998).

Observa-se a formacado de aerénquima em caules e raizes de espécies
aquaticas e tolerantes ao alagamento, que normalmente ocorre por separagéo
celular durante o desenvolvimento (esquisogenia) ou por lise de células corticais e
morte celular (lisogenia) (HE et al., 1994; DREW, 1997). Do ponto de vista
adaptativo, o aerénquima fornece baixa resisténcia a difusdo do ar no interior de
tecidos submersos, promovendo sobrevivéncia das plantas ao alagamento do
solo (DREW, 1997). A formacdo de aerénquima, verificada durante o estresse
por deficiéncia de O, no solo, esta associada ao acumulo de etileno. Raizes sob
alagamento do solo contém concentragdes elevadas de etileno, em comparagéo
com raizes em condigdes normais, e de seu precursor (acido-1-
aminociclopropano-1-carboxilico — ACC), e grande atividade da sintase do ACC e
da oxidase do ACC (He et al., 1994; HE et al., 1996). O etileno induz a atividade
de diferentes enzimas como celulases, hidrolases e xiloglucanases, enzimas de
afrouxamento de parede celular relacionadas com a formagéo de aerénquima (HE
et al., 1994; DREW, 1997).

Saab e Sachs (1995) observaram em milho, sob condicbes de
alagamento, a indugdo do gene 1005 que codifica um homodlogo de
endotransglicosilase do xiloglucano (XET), uma enzima potencialmente envolvida
no afrouxamento de parede celular (PESCHKE; SACHS, 1994). Esse gene, que
esta entre os primeiros a serem induzidos por alagamento, ndo codifica enzimas
do metabolismo da glicose. Acredita-se que esteja associado ao inicio das
modificagdes estruturais induzidas por alagamento (SAAB; SACHS 1995), pois o
substrato das XET s&o os xiloglucanos que fazem parte da estrutura da parede
celular. Saab e Sachs (1996) verificaram a inducdo desse gene em regides de
raizes primarias e de mesocotilo que exibiam sinais de desenvolvimento de
aerénquima sob alagamento do solo, indicando associagédo entre essa enzima e
as modificagdes estruturais induzidas por este tipo de estresse.

As plantas, sob condi¢gdes de anoxia, substituem o metabolismo aerdbico
pelo anaerdbico (DREW, 1997). Contudo, antes que os ajustes metabdlicos sejam
realizados, o estresse pode ser percebido e sinalizado para induzir as apropriadas

respostas moleculares e celulares (DAT et al., 2004). Estudos com plantas sob
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condigdes de deficiéncia de O, no solo tém focado o papel do calcio (Ca**) como
sinalizador (SUBBAIAH et al. 1998; SUBBAIAH et al., 2000). Processos
moleculares sdo modulados pelo Ca?* via proteinas de alta afinidade, como as
calmodulinas (CaM) e suas isoformas presentes nas plantas (ZIELINSKI, 1998). O
complexo Ca*-CaM ativo pode regular a atividade de muitas moléculas alvo
associadas com as respostas das plantas ao estresse (SNEDDEN; FROMM,
2001). Muitas CaM tém sido identificadas em plantas herbaceas, porém para as
plantas lenhosas tém-se poucas informacgdes. Folzer et al. (2005) foram os
primeiros a identificar uma familia de CaM em planta lenhosa, Quercus petraca
Liebl. (carvalho), demonstrando que as isoformas isoladas apresentam
distribuicdo orgao-especifica na planta e expressao diferenciada quando a planta
€ submetida ao alagamento do solo, sugerindo que cada isoforma desempenha
um papel especifico na ativacdo e, ou modulacdo de enzimas-alvo associadas
diretamente com a resposta ao estresse (SUBBAIAH et al., 2000).

As alteragcdes na expressado génica em plantas, induzidas pela deficiéncia
de O, no solo, ocorrem em niveis transcricional, traducional e pds-traducional
(SACHS et al., 1980). Essas alteragbes resultam em repressao imediata da
sintese de proteinas pré-existentes, com simultanea sintese seletiva de
polipeptideos de transi¢cao (TPs, 33 kDa) e, apos exposi¢céo prolongada da planta
a essa condigao, sintese seletiva de proteinas anaerobicas (ANPs) (SACHS et al.,
1980). As ANPs tém sido extensivamente estudadas, dentre as quais se
encontram as enzimas envolvidas no consumo de sacarose, na glicolise e nas
fermentagdes etandlica, latica e da alanina (DREW, 1997; VARTAPETIAN;
JACKSON, 1997; DENNIS et al., 2000). Por outro lado, pouco se sabe sobre os
TPs ou genes de indugéao rapida (1-2 h de anoxia). Segundo Dennis et al. (2000),
o primeiro estagio (0-4 h) das respostas das plantas a deficiéncia de O, consiste
na rapida indugao ou ativacido de componentes sinalizadores da transdugao, que
promovem no segundo estagio (4-24 h) as adaptagdes metabdlica e estrutural,
incluindo a inducéo de genes necessarios para manter uma continua produgao de
energia. No terceiro estagio (24 — 48 h), critico para a sobrevivéncia a tensao de
O,, ocorre a formagao de aerénquima nas raizes, ativada por genes do estagio 1

e,ou 2 e acumulo do hormdnio etileno (DREW, 1997). Assim os TPs estariam
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associados com a sinalizagao inicial, que possibilitaria a sobrevivéncia da planta a

anoxia.

2.2. Estudos de diversidade genética de T. cacao com marcadores

moleculares

O estudo da diversidade genética por meio de marcadores moleculares tem
sido aplicado principalmente na analise de colecbes de germoplasma, na
identificacdo de regides geograficas de maior diversidade para coleta de
germoplasma, nos estudos de classificagdo de variedades e na caracterizagao da
diversidade dos principais patdogenos e pragas que afetam a cultura, de forma a
estabelecer estratégias adequadas para a selegdo de cultivares de T. cacao
resistentes (FIGUEIRA; CASCARDO, 2001). Diversos marcadores moleculares
foram desenvolvidos baseados em polimorfismos em nivel de tamanho dos
fragmentos de DNA, possibilitando a construgdo de mapas gendmicos que
permitem a localizagdo de genes que afetam caracteres simples e quantitativos, a
exemplo de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorfism) e
SSR (Single Sequence Repeats) (FIGUEIRA; CASCARDO, 2001).

Marcadores do tipo microssatélite sdo uma ferramenta valiosa para analise
da variabilidade genética presente em germoplasma de espécies vegetais e
consequentemente para a sua manutencédo. Esses marcadores podem contribuir
também para a conservacéo, ja que permitem a obtengéo de informagdes cruciais
sobre a biologia de populagdes naturais, tais como, fluxo génico, migracgéao,
tamanho efetivo, sistema de cruzamento, entre outros (HOSBINO et al., 2002). Do
mesmo modo que as isoenzimas, que foram utilizadas amplamente no estudo de
populacdes naturais, locos de microssatélites possuem alelos codominantes,
porém estes parecem sofrer menor pressao de selegcdo, por serem localizados,
em geral, em regides nao codificantes. Portanto, microssatélites podem ser
considerados marcadores moleculares de segunda geragdo no estudo de
populagdes naturais (HOSBINO et al., 2002).
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Com o desenvolvimento dos marcadores moleculares, acreditou-se na
possibilidade de identificar e classificar os gendtipos das ragas ou variedades
horticolas de T. cacao de forma clara e definitiva. Com esse enfoque, Figueira et
al. (1994) e Lercetau et al. (1997) concluiram ser impossivel separar claramente
as ragas de acordo com a classificagdo convencional (Crioulo, Forasteiro e
Trinitario)*. Figueira et al. (1994) propuseram classificar os cacaueiros em dois
grupos: os silvestres, que englobariam os Forasteiros Alto amazbnicos; e os
domesticados que seriam todos os outros tipos, considerando a grande influéncia
humana no cultivo do T. cacao. Varios estudos usando marcadores moleculares
corroboram essa classificagdo em silvestres e domesticados (LAURENT et al.,
1994; N'GORAN et al., 1994; MARITA, 1988).

Os marcadores moleculares tém sido empregados na analise de
diversidade genética de cacaueiros provenientes de diferentes regides
geograficas. Whitkus et al. (1998), usando marcadores RAPD em um estudo
preliminar com amostras de cacaueiros de populagdes naturais do sul do México,
verificaram que estas diferem de todas as outras variedades de cacau, inclusive a
variedade Crioulo, seu grupo morfologico e geografico, e que representam um
segmento uUnico de diversidade genética. Alguns acessos de T. cacao Alto
Amazdnicos apresentaram alta diversidade genética em estudos realizados com
marcadores moleculares baseados em isoenzimas, RAPD e RFLP (LAURENT et
al. 1993; 1994; NGORAN et al. 1994; MARITA et al. 2001). Em outros acessos
clonais de T. cacao, oriundos das amazoénias brasileira, equatoriana e peruana,
Faleiro et al. (2004b) observaram a formacédo de grupos contendo materiais
provenientes das diferentes origens sem uma tendéncia de regionalizacdo da
variabilidade genética, por associacdo de marcadores RAPD e microssatélites.
Portanto, essa alta variabilidade genética, verificada nos diferentes acessos de
cacaueiros, justifica o estudo da diversidade genética de materiais provenientes

das diferentes regides em que o T. cacao ocorre.

* Na classificagéo tradicional o T.cacao é agrupado em trés tipos principais ou ragas horticolas: (i)
Crioulo, que representa o T. cacao nativo cultivado na Venezuela; (ii) Forasteiro, inclui todos os
cacaueiros nao Crioulos e subdividem-se em Alto Amazoénicos e Baixo Amazodnicos, sendo este
ultimo o tipo principal cultivado hoje em dia; (iii) Trinitarios, sdo considerados hibridos entre os dois
primeiros grupos (CHEESMAN, 1944).
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O uso de marcadores moleculares também tem possibilitado avaliar a
variabilidade genética de gendtipos de T. cacao usados como parentais de
hibridos (YAMADA et al., 2001; LEAL, 2004) e de acessos tolerantes a doenca
vassoura-de-bruxa em planta¢des comerciais (FALEIRO et al., 2004a); bem como
analisar a identidade genética de acessos mantidos em colegdes de germoplasma
(FALEIRO et al., 2001; FALEIRO et al., 2002; SANTOS et al., 2005), buscando,
de um modo geral, a identificacdo de diferentes gendtipos com alta resisténcia a
vassoura-de-bruxa; pois para culturas perenes, a recomendacg¢ao de variedades
resistentes com alta diversidade genética e presenga de diferentes genes de
resisténcia € essencial para diminuir a pressdo de in6culo do patéogeno e
aumentar a durabilidade da resisténcia (FALEIRO et al.,, 2001). Os bancos
internacionais de germoplasma, também foram caracterizados quanto a
diversidade genética por meio de marcadores SSR, evidenciando pequena
diversidade segundo as diferentes origens do germoplasma (Dapeng Zhang,
2007, informacéo pessoal).

Faleiro et al. (2001), utilizando marcadores moleculares RAPD, AFLP e
microssatélites, caracterizaram a diversidade genética de nove variedades clonais
T. cacao recomendadas aos produtores pelo CEPEC/CEPLAC (TSH-516, TSH-
565, TSH-1188, CEPEC-42, EET-397, TSA-654, TSA-656, TSA-792; TSH-774) e
do acesso SCA-6 (padréo de resisténcia a vassoura-de-bruxa). O clone CEPEC-
42 apresentou maior distdncia genética em relagcdo ao padrdo de resisténcia
(SCA-6). As variedades EET-397 e as séries TSH e TSA formaram um grupo
principal. O interrelacionamento genético das variedades clonais recomendadas
pelo CEPEC/CEPLAC evidencia a necessidade de buscar novas e distintas fontes
de resisténcia a vassoura-de-bruxa, para ampliar a base genética do programa de
melhoramento do cacaueiro, visando resisténcia (FALEIRO et al., 2001).

Faleiro et al. (2004a), usando marcadores microssatélites para estudar 30
acessos de T. cacao selecionados em plantagdes comerciais do sul da Bahia,
encontraram alta variabilidade genética. Pela andlise de agrupamento, 18
acessos (60%) agruparam-se ao SCA-6 (principal fonte de resisténcia a vassoura-
de-bruxa), dentre eles o PH-92. O n&o agrupamento dos outros 12 acessos ao
SCA-6, a exemplo do PH-16, PS-13.19 e SJ-02 sugere a possibilidade da

existéncia de outras fontes de resisténcia a vassoura-de-bruxa.
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Leal (2004) estudou, por meio de marcadores RAPD, 120 acessos de
cacaueiros, objetivando analisar a diversidade genética entre as selegdes
resistentes a vassoura-de-bruxa e as sua interrelagcbes com 0s seus possiveis
progenitores. Os 120 acessos agruparam-se em quatro grupos formados pelo
método centréide a partir dos coeficientes de dissimilaridade genética, sendo um
dos grupos possuidor de 91,7% dos acessos, inclusive possiveis genitores, a
exemplo TSH-516, TSH-565, TSH-1188, CEPEC-42, EET-397 e SCA-6.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Multiplicacdo de mudas clonais de T. cacao nos viveiros do IBC

3.1.1. Material vegetal e condi¢des de cultivo

Os clones CA-1.4, CCN-10, CCN-51, CEPEC-2002, CEPEC-2004, CEPEC-
2005, CEPEC-2006, CEPEC-2007, CEPEC-2008, CP-06, PH-16, PS-13.19, TSA-
792 e TSH-1188 resistentes a vassoura-de-bruxa, provenientes do Banco
Germoplasma de Cacau do CEPEC/CEPLAC, llhéus, Bahia (14°47'S, 39°16'W,
55m a.s.l.), foram multiplicados no Instituto Biofabrica de Cacau (IBC), instituicao
do governo do Estado da Bahia, localizado do Distrito Banco do Pedro, municipio
de llhéus, BA, nos anos de 2003, 2004 e 2005 com uma média de 10.000 mudas
por més de cada clone, de forma que pudéssemos obter mensalmente aos
percentuais de sobrevivéncia.

O processo de clonagem foi feito por meio de estacas de caule semi-
lenhosas, obtidas de extremidades de ramos plagiotropicos, contendo quatro
gemas axilares, das quais trés permaneceram na superficie acima do substrato
de enraizamento com trés folhas, cujos comprimentos foram reduzidos a %, e a
gema axilar remanescente na base da estaca, cujo entrené logo abaixo foi
cortado em forma de bisel, permaneceu no interior do substrato. Momento antes

do estaqueamento, as bases das estacas (cerca de 30 mm) foram imersas em
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talco (pd inerte) contendo auxina sintética (Acido Indol-3-butirico — AIB) na
concentracdo de 4 g kg™'. Logo em seguida, foram colocadas para enraizar em
tubetes plasticos pretos com capacidade de 288 cm®, tendo como substrato
artificial [Plantmax® [(turfa + cascas de Pinnus trituradas) + fibra de coco triturada
(1:1), enriquecido com Osmocote® (19-06-20) e PGmix® (14-16-18)] na proporcéo
de 300g de cada produto para 120dm® do substrato. Estes tubetes foram
colocados em bandejas plasticas perfuradas, utilizadas como suporte, com
capacidade para 54 unidades, que foram mantidas no viveiro de enraizamento do
IBC, coberto com telas plasticas pretas ‘sombrite’ (que permitiu a reducao de 50%
da radiagéo global logo abaixo de sua superficie), e com sistema de irrigagado por
microaspersao.

Na fase inicial de enraizamento, no periodo correspondente aos 60 dias
apo6s o estaqueamento, para garantir a formacao de raizes adventicias, foi
necessaria a manutencdo da umidade relativa do ar em torno de 100%,
controlada pela lamina de agua aplicada durante o processo de nebulizagdo por
microaspersao. Nessa fase, os aspersores permaneceram ligados por 30 s a cada

5 min., perfazendo um total der 40 L h.
3.1.2. Avaliacéo do indice de sobrevivéncia
As avaliagbes do indice de sobrevivéncia (IS) das mudas clonais foram

realizadas apdés 60 dias do estaqueamento, periodo em que todos os clones

haviam enraizados.

3.2. Variaveis fisioldgicas de clones de T. cacao ao alagamento do substrato

3.2.1. Material vegetal e condi¢des de cultivo

Foram avaliados 35 clones de T. cacao (BE-07; CA-1.4; CA-7.1; CCN-10;
CCN-51; CEPEC-42; CEPEC-2001; CEPEC-2002; CEPEC-2004; CEPEC-2005;

16



CEPEC-2006; CEPEC-2007; CEPEC-2008; CEPEC-2009; CEPEC-2010; CEPEC-
2011; CP-06; CP-49; CP-53; HW-25; PH-15; PH-16; PH-17; PH-92; PS-13.19; SJ-
02; TSA-654; TSA-656; TSA-792; TSH-774; TSH-1188; VB-276; VB-679; VB-902;
VB-903) multiplicados também no IBC a semelhanga dos clones anteriores.
Entretanto, aos 60 dias apdés o estaqueamento, procedeu-se a otimizagdo do
turno de rega. Nesta ocasido, os aspersores permaneceram ligados por 30 s a
cada 10 min., perfazendo um total de 20 L h™', até 5 meses, época em que as
mudas clonais foram transportadas para a casa de vegetagdo da Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC).

O alagamento do substrato foi obtido colocando-se 50 mudas de cada
clone em bandejas plasticas com capacidade de 30 L, cheios com agua até 20
mm acima do nivel do substrato (tratamento alagado) por um periodo de 45 dias.
No tratamento controle, as mudas foram colocadas em bandejas plasticas com a
mesma capacidade, mas com fundos perfurados para escoamento do excesso da

agua de irrigacao.

3.2.2. Avaliacdo das trocas gasosas e da emissdo de fluorescéncia da

clorofila em nivel foliar

Avaliagbes das variaveis fotossintéticas foram realizadas apos 45 dias de
aplicagao dos tratamentos, em oito mudas de cada clone de T. cacao (quatro do
tratamento alagado e quatro do controle), sempre entre 7h:30min. e 13h:30min..
As medi¢des de trocas gasosas foliares foram efetuadas em folhas maduras,
usando um IRGA (Li-Cor Nebrasca, USA) modelo LI-6400, com camara 6400-40
para medi¢des simultdneas de trocas gasosas foliares e de emissdo de
fluorescéncia. Nas medigdes pontuais, a irradiancia foi mantida em 800 pmol m
s, acima da irradiancia de saturagdo de luz das plantas controle. As taxas de
fotossintese liquida por unidade de area foliar (A), a condutancia estomatica ao
vapor de agua (gs), a taxa transpiratéria foliar (E) foram estimadas a partir dos
valores da variacdo de CO, e da umidade do ar no interior da camara,
determinados pelo analisador de gases a infravermelho do referido aparelho. A
concentracao de CO; intercelular (Ci) foi calculada pelo equipamento a partir dos

valores de A, gs e E (von CAEMMERER; FARQUHAR, 1981). Foram estimados
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também a razéo entre Ci e a concentragao de CO, atmosférico (Ca) (Ci/Ca); a
eficiéncia intrinseca (A/gs) e instantanea do uso da agua (A/E - WUE) em PPFD
igual a 800 pmol m?s™.

As medig¢des de emissao de fluorescéncia da clorofila em folhas adaptadas
ao escuro foram efetuadas imediatamente ap6s as medigdes de trocas gasosas
foliares, utilizando também o medidor portatil LI-6400 (Li-Cor Inc., Nebrasca,
USA). Em cada medigao, um “clip” foliar foi colocado na folha por 30 min para a
reflexao da radiacédo solar, o decréscimo da temperatura foliar e a oxidacao de
todo o sistema de transporte fotossintético de elétrons. Os sinais de fluorescéncia
foram registrados no sistema de aquisicdo de dados do LI-6400 que calculou
automaticamente as fluorescéncias minima (F,), maxima (Fn), variavel (Fv) e o

rendimento quantico potencial maximo (Fv/Fn).

3.2.3. Obtencédo da biomassa seca e da area foliar

Ao final do experimento foram coletadas 16 mudas de cada clone (oito do
tratamento alagado e oito do controle); as mudas foram divididas em partes (raiz,
caule e folha) e armazenadas, isoladamente, em sacos de papel e colocadas
imediatamente para secar em estufa de circulacdo forcada de ar a 75°C até
massa constante, para obtencdo da biomassa seca total da muda e de suas
partes. A area foliar foi estimada utilizando um medidor de area foliar automatico
Li-3100 (Li-Cor, inc. Lincoln, Nebraska, USA). A partir da biomassa seca das
diferentes partes das mudas clonais (raiz — BR, caule — BC e folhas — BF), da
biomassa total (BT) e da area foliar total por muda (AF), determinou-se a area
foliar individual (AFI = AF/ n° de folhas), a massa foliar especifica (MFE = BF/AF)
€ a razao raiz e parte aérea (R/PA = BR/(BF + BC)) de acordo com as
metodologias descritas por Radford (1967) e Richards (1969).

3.2.4. Andlise de agrupamento por similaridade entre as variaveis

fisiologicas
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Os valores obtidos para as variaveis fisioldgicas (A, gs, E, Ci/Ca, WUE,
Algs, Fo, Fm, FJ/Fm, BF, BC, BR, BT, R/PA, NF, AF, AFI, MFE) foram utilizados
para o calculo da raz&o entre os tratamentos alagado e controle, a partir da qual
foram calculadas distdncias entre os materiais e realizadas analise de
agrupamento. A matriz de distancias foi calculada baseando-se na distancia
Euclidiana e utilizada posteriormente nas analises de agrupamento via
dendrograma, usando o método ndo ponderado por médias aritméticas (UPGMA -

Unweighted Pair Group with Arithmetic Mean) como critério de agrupamento.

3.3. Anélise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
70 tratamentos, referentes aos 35 clones e aos dois regimes hidricos (controle e
alagado). Cada tratamento foi composto por 50 mudas por unidade experimental.
Os resultados experimentais foram submetidos a analise de variancia (ANOVA).
Foram feitas comparacdes entre as médias dos tratamentos alagado e controle
por meio do teste-t (P<0,05) e comparagao entre 23 clones, selecionados com
base na analise de agrupamento a partir da razdo entre os tratamentos alagado e
controle para as variaveis fisiologicas avaliadas, por meio do teste Tukey
(P<0,05).

3.4. Material genético

Foram analisados, além dos 35 clones avaliados fisiologicamente, mais 11
clones de T. cacao, perfazendo um total de 46 (BE-07; CA-1.4; CA-7.1; CCN-10;
CCN-51; CEPEC-2001; CEPEC-2002; CEPEC-2003; CEPEC-2004; CEPEC-
2005; CEPEC-2006; CEPEC-2007; CEPEC-2008; CEPEC-2009; CEPEC-2010;
CEPEC-2011; CEPEC-42; CP-06; CP-38; CP-41; CP-49; CP-53; EET-397; FL-57;
HW-25; OURICO-428; PH-15; PH-16; PH-17; PH-92; PS-57.01; PS-13.19; SJ-02;
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TSA-654; TSA-656; TSA-792; TSH-1188; TSH-516; TSH-565;TSH-774; VB-276;
VB-430; VB-515; VB-679; VB-902; VB-903), recomendados pelo Cepec/Ceplac,
de alta produtividade, tolerantes a vassoura-de-bruxa e com variabilidade
genética para caracteres de interesse agronédmico como a tolerancia a deficiéncia
de O, no solo. Esses clones foram obtidos por meio de enraizamento de
extremidades de ramos plagiotropicos, oriundos de plantas matrizes com 5 a 10

anos de idade, no IBC.

3.5. Obtencao de dados moleculares

3.5.1. Extracdo de DNA

O DNA foi extraido de tecido foliar fresco de mudas clonais com trés a
quatro meses apds o estaqueamento, pelo método de CTAB (DOYLE; DOYLE,

1990), modificado por Corréa et al. (1999) conforme descrito abaixo:

3.5.1.1. Maceragao da amostra

e Cerca de 300 mg de folha foram maceradas em nitrogénio liquido;

e O pod (0,5 mL) foi transferido para tubos congelados com capacidade de 1,5
mL e, em seguida, adicionou-se 700 uL de tampao de extragao;

e Cada amostra foi agitada suavemente no vortex e incubadas em banho-
maria a 65°C por cerca de 40 min. e a cada 10 min. os tubos foram

agitados suavemente.

3.5.1.2. Purificagcédo de acidos nucléicos

| — Eliminagao de proteinas
e Depois de atingirem a temperatura ambiente (26°C) foi adicionado 700 pL
de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) em cada amostra, as quais foram

agitadas por inversdes suaves, por aproximadamente 5 min.;
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e Posteriormente, foram centrifugadas por 5 min., a 22°C e a17.530 x g, e a
fase superior transferida para um novo tubo. Logo apds, adicionou-se 600
ML de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), e novamente procedeu-se a
centrifugacéo por 5 min., seguida da transferéncia do sobrenadante para

novos tubos.

Il — Precipitagao de acidos nucléicos

e Adicionou-se isopropanol gelado na proporgdo de 1:1 (isopropanol:
sobrenadante), e as amostras, apds agitacéo leve, foram incubadas a -
20°C por 3 h;

e Em seguida, foram centrifugadas por 10 min., a 4°C e a 17.530 x g, € 0
sobrenadante removido;

e O precipitado branco formado no fundo do tubo foi lavado duas vezes com
etanol 70 % e uma vez com etanol 95 % e seco a temperatura ambiente
(26°C).

3.5.1.3. Ressuspenséo de acidos nucléicos e eliminagdo de RNA

e O precipitado foi ressuspenso em 50 uL de TE-RNAse na concentracdo de

40 pg/mL e incubados em banho-maria a 37°C por 30 min..

3.5.1.4. Teste de qualidade e quantificacdo de DNA

e O teste foi feito em gel de agarose a 1%, contendo brometo de etidio na
concentragédo de 25 pg/pL, no qual foi aplicada uma amostra de cada DNA
(5 L de DNA + 3 uL de corante tipo 1V) e submetidas a eletroforese a 110
Volts. No mesmo gel também se aplicou trés amostras de DNA A nas
concentragdes 50, 100 e 200 ng/uL, respectivamente, e, por comparagao,
foi estimado a concentragao das bandas obtidas do DNA;

e O DNA obtido foi diluido na concentracédo de 10ng/uL e armazenado em

freezer -20°C, para posterior amplificagao.
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3.5.2. Amplificac&o de DNA utilizando primers microssatélites

Utilizou-se nas analises 18 primers especificos para microssatélites, como

listados abaixo:

N° de Nome do T (°C) Tamanho Motif
acesso’ marcador anelamento (pb)
AJ271827 mTcCIR 35 46 °C 235 (GT)44
AJ271942 mTcCIR 37 46 °C 150 (GT)s
AJ271944 mTcCIR 42 46 °C 232 (CA)2
AJ271945 mTcCIR 43 46 °C 206 (TG)s(TA)
AJ271946 mTcCIR 44 51°C 178 (GT)o
AJ271953  mTcCIR 54 46 °C 165 (CA)s
AJ271956  mTcCIR 57 46 °C 253 (AC)13
Y16883 mTcCIR 1 51°C 143 (CT)14
Y16977 mTcCIR 3 46 °C 249 (CT)20(TA)21
Y16978 mTcCIR 2 51°C 254 (GA);N5(AG),GG(AG),
Y16980 mTcCIR 6 46 °C 231 (TG); (GA)13
Y 16981 mTcCIR 7 51°C 160 (GA)14
Y16982 mTcCIR 8 46 °C 301 (TC)sTT(TC)47TTT(CT)s
Y16983 mTcCIR 9 51°C 274 (CT)sN15(CT)sNo(TC)1o
Y 16984 mTcCIR 10 46 °C 208 (TG)13
Y16985 mTcCIR 11 46 °C 298 (TC)1s
Y16986 mTcCIR 12 46 °C 188 (CATA)N15(TG)s
Y 16987 mTcCIR 13 46 °C 258 (AG)13

*Numero de acesso no www.ncbi.nlm.nih.gov

A amplificagao foi feita em termociclador GeneAmp ®PCR System 9700 da

PerkinElmer num volume total de 13 pL contendo:

e 5,25 uL de H,O Mili-Q autoclavada;
e 0,39 uL de MgCl, 50 mmol.L™;

e 1,3 uL de tampao 10x;

e 1,3 pL de dNTP 2,5 mmol.L™;

e 0,26 pL de primer 10 ymol.L’";
e 1,3 uL de BSA 2,5 mg/uL;

e 0,2 uL de taq polimerase 5u/uL;
e 3,0 uL de DNA 10ng/pL.

Os fragmentos foram amplificados por 30 ciclos, utilizando as seguintes

temperaturas:

e 94° C por 2 min. para desnaturacado do DNA;

e 46°C ou 51°C (conforme primer usado) por 1 min. para anelamento do

primer;
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e 72°C por 1 min. para extensao do primer;

e 72°C por 7 min. para um passo unico de extensao final apds os 30 ciclos.

Os produtos das amplificagdes foram separados em gel de poliacrilamida a
5% no sequenciador automatico ABI 377, utilizando os programas Genescan e
Genotyper na caracterizagdo de microssatélites amplificados a partir de primers
marcados com fluorocromos e analisados por meio do sistema de deteccao de

fluorescéncia no sequenciador de DNA ABI 377.

3.6. Analises genético-estatisticas de dados moleculares

Os marcadores microssatélites foram convertidos em matrizes numéricas
codificadas, a partir da qual foram calculados os coeficientes de similaridade
genética entre os materiais genéticos e realizadas analise de agrupamento. A
codificacéo foi 1 para presenca, 0 para auséncia do alelo e 9 para dado perdido.

A matriz de coeficientes de similaridade genética de Nei e Li (DICE, 1945;
NEI; LI, 1979) foi calculado por:

Sij = 1-[2a/ (2a + b + ¢)], sendo:
Sij = coeficiente de similaridade genética entre as variedades i e j;
a = numero de encontros (1 1);
b = numero de encontros (1 0); e
¢ = numero de encontros (0 1) entre as variedades i e j.

A matriz de coeficientes de similaridade genética foi usada para realizar as
analises de agrupamento via dendrograma, usando o método ndo ponderado por
médias aritméticas (UPGMA -Unweighted Pair Group with Arithmetic Mean) como
critério de agrupamento. O nivel de heterozigose foi calculado baseado na relag&o

entre o numero de locos em heterozigose e o numero total de locos analisados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Multiplicacao e indice de sobrevivéncia de mudas clonais de T. cacao

no viveiro do IBC

Apos 60 dias de estaqueamento observou-se a formacdo de raizes
adventicias na estacas e realizou-se o levantamento do indice de sobrevivéncia
(IS) das mudas clonais. Verificou-se para os clones CA-1.4, CCN-10, CCN-51,
CEPEC-2002, CEPEC-2004, CEPEC-2005, CEPEC-2006, CEPEC-2007, CEPEC-
2008, CP-06, PH-16, PS-13.19, TSA-792 e TSH-1188 que nos anos de 2003,
2004 e 2005 o IS apresentou os menores valores para os meses de maio a
outubro (Figura 1). Nesse mesmo periodo foram registradas as maiores
precipitacbes médias, as menores temperaturas médias e elevada umidade
relativa média do ar (Figura 2). Pode-se observar também, nesse mesmo periodo
que o declinio no IS das mudas dos clones CEPEC-2007 (Figura 3) e CEPEC-
2008 (Figura 4) coincidiu com o periodo de maior precipitagdo na regido. Essa
alta precipitagdo, associada com o excesso de agua aplicada na irrigagdo por
microaspersao, para manter alta umidade no interior dos viveiros, provocaram a
saturacao do substrato nos tubetes, gerando uma condi¢gdo de hipoxia ou mesmo
anoxia. A deficiéncia de O, no substrato provocou a morte das mudas clonais,
atingindo por exemplo cerca de 80% para o clone CEPEC-2008 (Figura 4),

inviabilizando a multiplicacdo desse clone no IBC.
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Figura 1. indice de sobrevivéncia (IS) de mudas dos clones CA-1.4, CCN-10,
CCN-51, CEPEC-2002, CEPEC-2004, CEPEC-2005, CEPEC-2006, CEPEC-
2007, CEPEC-2008, CP-06, PH-16, PS-13.19, TSA-792 e TSH-1188, obtidas a
partir de estacas de caule e enraizadas no IBC nos anos de 2003, 2004 e 2005.

Cada més representa a valor médio de 420.000 mudas clonais de T. cacao.
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Figura 2. Precipitagdo pluviométrica média, temperatura e umidade relativa

médias do ar nos anos de 2003, 2004 e 2005 no IBC, localizado no Distrito Banco
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Figura 3. indice de sobrevivéncia (IS) de mudas do clone CEPEC-2007, obtidas a
partir de estacas de caule e enraizadas no IBC nos anos de 2003, 2004 e 2005; e
precipitacao pluviométrica média para o mesmo periodo no IBC, localizado no
Distrito Banco do Pedro, Municipio de IIhéus, BA. Cada ponto representa a valor

médio de 30.000 mudas clonais de T. cacao.
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Figura 4. indice de sobrevivéncia (IS) de mudas do clone CEPEC-2008, obtidas a
partir de estacas de caule e enraizadas no IBC nos anos de 2003, 2004 e 2005; e
precipitacao pluviométrica média para o mesmo periodo no IBC, localizado no
Distrito Banco do Pedro, Municipio de Ilhéus, BA. Cada ponto representa a valor
médio de 30.000 mudas clonais T. cacao.
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4.2. Respostas fisiolégicas de clones de T. cacao ao alagamento do
substrato

4.2.1. indice de sobrevivéncia e respostas morfologicas

O indice de sobrevivéncia (IS) das mudas de T. cacao, durante os 45 dias
de alagamento do substrato, foi acima de 80% para 27 dos 35 clones avaliados,
sendo que o VB-903 foi o que apresentou menor IS (30%) (Tabela 1). Sintomas
tipicos de estresse por alagamento do substrato, dentre os quais se incluem
clorose foliar, formacdo de lenticelas e emissao de raizes adventicias, foram
verificados em todos os clones, com exce¢cao do CCN-10, CCN-51, PH-17 e TSA-

792 que nao apresentaram clorose foliar (Tabela 1).

A clorose foliar, também observada em outras espécies, pode ser atribuida
a varios fatores, tais como o acumulo de substancias téxicas, disfungdo hormonal
levando a senescéncia, aumento da concentracdo de radicais livres de oxigénio
ou mesmo a caréncia de nutrientes (PEZESHKI et al., 1996; KOZLOWSKI, 1997;
DREW, 1997). Em espécies sensiveis a hipoxia, geralmente a diminuicdo nos
teores foliares de N, P e K, provocada pelo alagamento do solo, coincide com o

surgimento de clorose, normalmente atribuida a deficiéncia de N (DREW, 1997).

Diversos estudos sobre o efeito do alagamento do solo em plantas
lenhosas tém demonstrado que o desenvolvimento de lenticelas hipertrofiadas, na
base dos caules e porcdes de raizes submersas, contribui para a tolerancia ao
alagamento (PEZESHKI et al.,, 1994; KOZLOWSKI, 1997; DREW, 1997). A
presenca de lenticelas em espécies tolerantes ao alagamento, geralmente esta
associada com aerénquima, ambos relacionados a mecanismos que permitem o
influxo de O, e a sua difusdo para raizes submersas (TOPA; MCLEOD, 1986).
Semelhante a outras espécies de plantas lenhosas, as lenticelas hipertrofiadas
em mudas clonais de T. cacao provavelmente acentua a difusdo de O, para as
raizes (KOZLOWSKI, 1997). Outro mecanismo adaptativo a hipoxia ou anoxia é a
emissao de raizes adventicias, substituindo as raizes originais que morreram ou
perderam a fungcdo em resposta ao estresse (VARTAPETIAN; JACKSON, 1997).
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Esta substituicao de raizes, normalmente ocorre na base de caules submersos e
alcanca a superficie da agua acima da linha do solo alagado, onde existe um
conteudo substancial de oxigénio disponivel. Segundo Kozlowski (1997), é
provavel que as raizes adventicias facilitem a absorcéo e translocacao de O, para
raizes submersas, podendo assim manter o crescimento da parte aérea durante

periodos prolongados de alagamento do solo (CHEN et al., 2002).

Tabela 1. Respostas morfolégicas e indice de sobrevivéncia de 35 clones de T.
cacao aos 45 de alagamento do substrato. Intensidades baixa (+), média (++), alta

(+++) e auséncia (0) de clorose, formagao de lenticelas e de emissdo de raizes

adventicias
Clone Clorose Lenticela Emissdo (EIe_ raiz 1S%
adventicia
BE-07 + + ++ 88
CA-1.4 + +++ ++ 96
CA-7.1 + +++ +++ 44
CCN-10 0 + * 82
CCN-51 0 + * 82
CEPEC-2001 ++ + + 88
CEPEC-2002 ++ ++ ++ 56
CEPEC-2004 + + + 88
CEPEC-2005 + + + 80
CEPEC-2006 + + + 82
CEPEC-2007 + ++ + 82
CEPEC-2008 +++ ++ + 86
CEPEC-2009 +++ + + 94
CEPEC-2010 + ++ t++ 54
CEPEC-2011 +++ + + 84
CEPEC-42 t++ + ++ 86
CP-06 + +++ +++ 84
CP-49 + ++ +++ 84
CP-53 ++ + ++ 76
HW-25 + +++ +++ 76
PH-15 ++ +++ ++ 66
PH-16 + ++ ++ 88
PH-17 0 + + 94
PH-92 + + + 90
PS-13.19 + ++ ++ 64
SJ-02 + +++ ++ 82
TSA-654 ++ + ++ 96
TSA-656 + + + 96
TSA-792 0 + o 96
TSH-1188 ++ + + 86
TSH-774 + + + 72
VB-276 ++ + + 86
VB-679 + ++ ++ 84
VB-902 ++ +++ +++ 68
VB-903 +++ ++ + 30
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4.2.2. Trocas gasosas em nivel foliar

Aos 45 dias de alagamento do substrato, observaram-se nos 35 clones
estudados diminuigdes significativas na taxa de fotossintese liquida por unidade
de area foliar (A) (Figura 5), na condutancia estomatica ao vapor de agua (gs)
(Figura 6) e na taxa transpiratoria foliar (E) (Figura 7) para as mudas alagadas em
relagdo ao controle, com exceg¢ao do CCN-10, PH-17 e TSA-792, e o CEPEC-
2002 que nao apresentou redugdes significativas para gs e E. O alagamento do
solo geralmente é seguido de rapido decréscimo na taxa fotossintética em muitas
angiospermas e gimnospermas (KOZLOWISKI, 1997). A reducao nos valores de
A ocorre, inicialmente, devido ao fechamento dos estdmatos, resultando no
decréscimo na absorgdo de CO; pelas folhas (KOZLOWISKI, 1997; PEZESHKI,
1993). Entretanto, num periodo de tempo relativamente longo de alagamento, ha
diminuicao progressiva nos valores de A por efeitos inibitérios nos processos
fotossintéticos. As limitagbes n&o-estomaticas da fotossintese estdo fortemente
associadas as alteragdes nas enzimas do ciclo de Calvin e na degradacéo dos
pigmentos fotossintéticos (PEZESHKI, 2001). O decréscimo na atividade da
ribulose-1,5-bifosfato  carboxilase-oxigenase (RUBISCO) constitui um dos
sintomas iniciais do estresse por hipoxia, que contribui para perdas na capacidade
fotossintética (PEZESHKI, 1994).

Algumas pesquisas sugerem que o fechamento dos estdmatos de plantas
alagadas esta associado ao decréscimo na condutividade hidraulica das raizes
(ANDERSEN et al., 1984; DAVIES; FLORE, 1986). A diminuigdo da condutividade
hidraulica da raiz pode aumentar o estresse hidrico interno, reduzindo a
turgescéncia da folha e os valores de gs (DAVIES; FLORE, 1986; PEZESHKI,
2001). Segundo Kozlowiski (1997), o decréscimo nos valores de gs em plantas
lenhosas tolerantes e n&o-tolerantes é considerado uma resposta comum ao
alagamento do solo. Em algumas situagdes, normalmente poucas semanas apos
o alagamento, as espécies tolerantes demonstram uma tendéncia em recuperar
os valores de gs a semelhanca das plantas controle (MIELKE et al., 2005). A
reabertura estomatica geralmente esta relacionada com o desenvolvimento de
lenticelas hipertrofiadas ou raizes adventicias (LOPEZ; KURSAR, 1999). Em

arvores frutiferas, o declinio na taxa transpiratéria em resposta ao alagamento do
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solo ocorre provavelmente devido a diminuigdo na condutancia estomatica, ja que
a deficiéncia de O, ndo diminui significativamente o potencial hidrico do xilema
(SCHAFFER et al., 1992).
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Figura 5. Taxa fotossintética liquida por unidade de area foliar (A) de 35 clones de
T. cacao submetidos ao alagamento do substrato por 45 dias, em irradidncia
fotossinteticamente ativa de 800 pumol m? s™. A significancia estatistica entre os
tratamentos alagado e controle foi obtida por meio do test-t (*P < 0,10; **P < 0,05;
**P < 0,01).
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Figura 6. Condutancia estomatica ao vapor de agua (gs) de 35 clones de T. cacao
submetidos ao alagamento do substrato por 45 dias, em irradiancia
fotossinteticamente ativa de 800 pmol m? s™. A significancia estatistica entre os

tratamentos alagado e controle foi obtida por meio do test-t (*P < 0,10; **P < 0,05;
***P < 0,01).
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Figura 7. Taxa transpiratéria foliar (E) de 35 clones de T. cacao submetidos ao
alagamento do substrato por 45 dias, em irradiancia fotossinteticamente ativa de
2 s A significancia estatistica entre os tratamentos alagado e

controle foi obtida por meio do test-t (*P < 0,10; **P < 0,05; ***P < 0,01).
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Os valores da razao entre as concentracdes interna (Ci) e atmosférica (Ca)
de CO, (Ci/Ca) para cerca de 70% dos clones avaliados nédo apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos apdés 45 dias de alagamento do
substrato (Figura 8). A relagédo Ci/Ca tem sido considerada um apropriado
indicador para a limitagdo estomatica da fotossintese (FARQUHAR; SHARKEY,
1982). Baixos valores de Ci/Ca implicam em grandes limitagdes estomaticas da
fotossintese e maior conservagao da planta em relagdo ao uso de agua. Esse fato
foi observado para os clones BE-07, CCN-10, CCN-51, CEPEC-2007 e CP-06,
que diminuiram os valores de Ci/Ca das mudas alagadas em relagdo ao controle
cerca de 22, 34, 36, 23 e 30%, respectivamente (Figura 8). Isso indica que esses
clones apresentam uma tendéncia em ser conservativos em relacdo ao uso da
agua, semelhante a outras espécies arboreas (ASHRAF, 2003; MIELKE et al.,
2005). Dentre os clones que apresentaram diferengas significativas para os
valores de Ci/Ca (Figura 8), p6de-se observar para os clones CA-1.4, CEPEC-
2010, CEPEC-42, TSA-656 e TSH-774 que os valores de Ci/Ca das mudas
alagadas foram 68, 32, 11, 22 e 47 %, respectivamente, superiores aos das
mudas controle, sugerindo a ocorréncia adicional limitagdo nao-estomatica da

fotossintese para esses clones.
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Figura 8. Razado entre as concentragdes interna (Ci) e atmosférica (Ca) de CO»

(Ci/Ca) em folhas de 35 clones de T. cacao submetidos ao alagamento do

substrato por 45 dias, em irradiancia fotossinteticamente ativa de 800 umol m?s™.

A significancia estatistica entre os tratamentos alagado e controle foi obtida por
meio do test-t (*P < 0,10; **P < 0,05; ***P < 0,01).
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Em relacdo a eficiéncia instantanea do uso da agua (WUE) (Figura 9)
observaram-se diferengas significativas entre os tratamentos para os clones CA-
1.4, CCN-10, CEPEC-2007, CEPEC-2010, CEPEC-42, CP-06, TSA-656 e TSH-
774, sendo que os clones CCN-10, CEPEC-2007 e CP-06 apresentaram
acréscimo de 145, 84 e 73 % nos valores de WUE das mudas alagadas em
relacdo aos das mudas controle. Ashraf (2003) em seu estudo com espécies
arboreas, verificou em condicbes de alagamento do solo uma diminuigdo
significativa nos valores de WUE para populagdes nao-tolerantes, enquanto que
populacdes tolerantes apresentaram os mesmos valores do controle. Mielke et al.
(2003) nao observaram para Genipa americana efeitos significativos do
alagamento do solo nos valores de WUE, no entanto os valores de WUE
permaneceram estaveis para o controle e oscilando para as mudas alagadas,
indicando que o alagamento modificou a eficiéncia do uso da agua nessa espécie.

Os valores da eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) dos clones BE-
07, CA-1.4, CCN-10, CEPEC-2007, CEPEC-2010, CEPEC-42, CP-06, TSA-656 e
TSH-774 apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 10).
Mielke et al. (2005) observaram em espécies arbdreas neotropicais incremento
nos valores de A/gs para as plantas alagadas, indicando um alto grau de limitagao
estomatica para essas espécies. No presente estudo, verificou-se condicéo
semelhante para os clones BE-07, CCN-10, CEPEC-2007 e CP-06 que
aumentaram 36, 118 e 90% dos valores de A/gs nas mudas alagadas em relagéo

as do controle, respectivamente (Figura 10).
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Figura 9. Eficiéncia instantanea do uso da agua (WUE) em folhas de 35 clones de
T. cacao submetidos ao alagamento do substrato por 45 dias, em irradiancia
fotossinteticamente ativa de 800 pmol m? s™. A significancia estatistica entre os
tratamentos alagado e controle foi obtida por meio do test-t (*P < 0,10; **P < 0,05;
**P <0,01).
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Figura 10. Eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) em folhas de 35 clones de
T. cacao submetidos ao alagamento do substrato por 45 dias, em irradiancia
fotossinteticamente ativa de 800 pmol m? s™. A significancia estatistica entre os
tratamentos alagado e controle foi obtida por meio do test-t 9*P < 0,10; **P < 0,05;
***P < 0,01).
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4.2.3. Emissao de fluorescéncia da clorofila em nivel foliar

Alguns trabalhos tém utilizado a emisséo de fluorescéncia da clorofila para
avaliar as bases biofisicas relacionadas com as mudancas nas caracteristicas
fotossintéticas, sendo a relacédo F,/F, considerada como um importante indicador
dos efeitos de estresses ambientais na fotossintese (LICHTENTHALER et al.,
1992; BALL et al., 1994; MAXWELL; JOHNSON, 2000; MIELKE et al., 2003). No
presente trabalho observou-se diferengas significativas entre tratamentos para
fluorescéncia inicial (F,) (Figura 11), fluorescéncia maxima (Fn) (Figura 12) e
rendimento quantico potencial maximo (F./Fy) (Figura 13). Nos clones que
apresentaram diferengas significativas para essas variaveis, péde-se verificar
incremento nos valores de F, e decréscimo nos valores de Fp, e F/F, das mudas
alagadas em relagdo ao controle. Incremento em F, e decréscimo na relagéao
F./Fn indicam a ocorréncia de danos fotoinibitérios em resposta a estresse hidrico
(MAXWELL; JOHNSON, 2000).

As mudas controle dos 35 clones avaliados apresentaram valores de F./Fn,
proximos de 0,8, ao passo que as mudas alagadas dos clones BE-07, CA-7.1,
CEPEC-2001, CEPEC-2002, CEPEC-2005, CEPEC-2006, CEPEC-2007, CEPEC-
2008, CEPEC-2010, CEPEC-2011, CEPEC-42, CP-53, HW-25, PH-15, PH-92,
SJ-02, TSA-654, TSA-656, TSA-792, TSH-1188, TSH-774, VB-276 e VB-903
apresentaram valores de F,/F, inferiores ao das mudas controle (Figura 13). Os
valores de F,/Fn, refletem a eficiéncia quantica maxima do fotossistema 2 (PS-2) e
s&o usados como um sensivel indicador do rendimento fotossintético, com valores
6timos ao redor de 0,83 medidos para plantas de mesma espécie (BJORKMAN;
DEMMIG, 1987). Valores abaixo deste indicam que as plantas tem sido
submetidas a estresses ambientais, demonstrando o fendbmeno de fotoinibigdo
(MAXWELL; JOHNSON, 2000). Observou-se que os clones que apresentaram as
maiores diferengas para F./F,, (CEPEC-2010, CEPEC-42, TSA-656 e TSH-774)
entre mudas alagadas e controle (Figura 13) correspondem aos clones com uma
limitacdo nao-estomatica maior da fotossintese, indicada por decréscimos na
relacdo Al/gs (Figura 10). Esses dados sugerem que, para os clones que
apresentaram diferengas significativas entre tratamentos para F,, Fn, € FJ/Fn, 0

principal efeito do alagamento na fase fotoquimica da fotossintese foi mudanga no
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rendimento quantico do PS-2, com consequente diminuicdo nos valores da taxa

fotossintética, e ndo o fechamento estomatico.
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Figura 11. Fluorescéncia inicial (F,) em folhas de 35 clones de T. cacao

submetidos ao alagamento do substrato por 45 dias. A significancia estatistica

entre os tratamentos alagado e controle foi obtida por meio do test-t (*P < 0,10;
**P < 0,05; ***P < 0,01).
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Figura 12. Fluorescéncia maxima (F,) em folhas de 35 clones de T. cacao
submetidos ao alagamento do substrato por 45 dias. A significancia estatistica
entre os tratamentos alagado e controle foi obtida por meio do test-t (*P < 0,10;
**P < 0,05; ***P < 0,01).
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Figura 13. Rendimento quantico potencial maximo do PS-2 (F./Fy) em folhas de
35 clones de T. cacao submetidos ao alagamento do substrato por 45 dias. A
significancia estatistica entre os tratamentos alagado e controle foi obtida por
meio do test-t (*P < 0,10; **P < 0,05; ***P < 0,01).
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4.3. Variaveis de crescimento

Aos 45 dias de alagamento do substrato observaram-se diferencas
significativas entre tratamentos para biomassa seca foliar (BF), caulinar (BC),
radicular (BR) e total (BT) para 29 (Figura 14), 8 (Figura 15), 66 (Figura 16) e 51%
(Figura 17) dos clones de T. cacao estudados, respectivamente. Os menores
valores de BF foram verificados para os clones, CEPEC-2007, CEPEC-2010 e
VB-903 com redugdes de 43, 32 e 35%, respectivamente, em relagao ao controle,
enquanto que para BR os menores valores foram observados para os clones
CEPEC-2005, HW-25, PH-17 e TSH-774 com decréscimo de 64, 63, 60 e 61 %,
respectivamente. Quanto para BT as mudas alagadas dos clones CEPEC-2004,
CEPEC-2005 e HW-25 foram 30% inferiores ao controle e do TSH-774 foi 37%,
sendo estes clones os que apresentaram os maiores decréscimos BT em relagao
ao controle. CHEN et al. (2002) verificaram que, apos 50 dias de alagamento, a
biomassa total, radicular e foliar em plantas alagadas de Lepidium latifolium L.
decresceram 80, 85, e 85% em relagédo ao controle, respectivamente

A deficiéncia de O, no substrato diminui o crescimento das plantas em
espécies tolerantes e n&o-tolerantes (PEZESHKI, 1993). Ashraf (2003),
trabalhando com espécies arbdreas, constatou diminuicbes acentuadas na
biomassa seca de folhas e raizes apos 46 dias de alagamento do substrato. O
decréscimo da biomassa da parte aérea em plantas submetidas a condi¢cbes de
anoxia, tem sido atribuido a muitos fatores, incluindo a morte de raizes com
subsequente diminuicdo na capacidade de absorver agua e nutrientes
(PEZESHKI; SANTOS, 1998). Tais respostas podem ser atribuidas a redug¢ao ou
mudancas no balango hormonal entre reguladores de crescimento (CARMI,
HEUER, 1981). Decréscimo na biomassa de raizes é considerado uma resposta
comum ao alagamento em espécies arbodreas, que pode estar relacionado com a
baixa atividade metabdlica, acompanhado pela diminuicdo no crescimento sobre
condigcdes de anoxia (MIELKE et al., 2005). A condicdo de anoxia bloqueia a
respiragdo mitocondrial, acentuando a glicolise, caracterizada pela baixa
eficiéncia na produgdo de energia e pela producédo de grande quantidade de

piruvato, que é convertido em acetaldeido, etanol e acido latico, compostos que
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podem ser fitotdxicos em altas concentragées (DREW, 1997). Segundo Pezeshki
(1994), o crescimento de raiz em certas espécies lenhosas € mais sensivel a

deficiéncia de O, no solo, do que outros 6rgdos da planta.
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Figura 14. Biomassa seca foliar (BF) de 35 clones de T. cacao submetidos ao
alagamento do substrato por 45 dias. A significAncia estatistica entre os
tratamentos alagado e controle foi obtida por meio do test-t (*P < 0,10; **P < 0,05;

**P < 0,01).
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Figura 15. Biomassa seca caulinar (BC) de 35 clones de T. cacao submetidos ao
alagamento do substrato por 45 dias. A significancia estatistica entre os
tratamentos alagado e controle foi obtida por meio do test-t (*P < 0,10; **P < 0,05;
***P < 0,01).
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Figura 16. Biomassa seca radicular (BR) de 35 clones de T. cacao submetidos ao
alagamento do substrato por 45 dias. A significancia estatistica entre os

tratamentos alagado e controle foi obtida por meio do test-t (*P < 0,10; **P < 0,05;

**P < 0,01).
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Figura 17. Biomassa seca total (BT) de 35 clones de T. cacao submetidos ao

alagamento do substrato por 45 dias. A significancia estatistica entre os

tratamentos alagado e controle foi obtida por meio do test-t (*P < 0,10; **P < 0,05;
***P < 0,01).
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O alagamento do substrato provocou mudangas no modelo de alocacao de
biomassa nas plantas para 48% dos clones avaliados (Figura 18). As maiores
alteracbes na razdo entre biomassa seca radicular e biomassa seca da parte
aérea (R/PA) foram observadas para as plantas alagadas dos clones CEPEC-
2005, HW-25, PH-17 e TSH-774, que apresentaram decréscimos de 62, 55, 60 e
58 %, respectivamente, em relagéo ao controle. Resultados semelhantes também
foram verificados em outras espécies arbdéreas (TANG; KOZLOWSKI, 1982a;
PEZESHKI; SANTOS, 1998; CHEN et al., 2002). Em condi¢bes de anoxia, a
modificacdo no modelo de alocagao de biomassa corresponde a um mecanismo
adaptativo a este tipo de estresse, pois 0 decréscimo na alocagao de biomassa
para raiz diminui o requerimento metabdlico da mesma por O,, agua e nutrientes
(JOLY, 1994).
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Figura 18. Razao entre biomassa seca radicular e biomassa seca da parte aérea

(R/PA) de 35 clones de T. cacao submetidos ao alagamento do substrato por 45

dias. A significancia estatistica entre os tratamentos alagado e controle foi obtida
por meio do test-t (*P < 0,10; **P < 0,05; ***P < 0,01).
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Houve uma redugao significativa no numero de folhas (NF) nos clones, em
funcdo do alagamento, principalmente para CEPEC-2004, CEPEC-2008, CEPEC-
2010, PS-13.19, VB-902 e VB-903, que apresentaram uma diferenca de 23, 35,
35, 25, 20 e 31%, respectivamente, em relagcdo ao controle (Figura 19). Segundo
Tang e Kozlowski (1982b) o alagamento do solo inibe a formagao de novas folhas
e induz a abscisdo foliar em mudas de Betula papyrifera. Esses autores
observaram, apds um periodo de 60 dias, que as plantas alagadas apresentaram
um decréscimo de mais de 50% no numero de folhas em relagdo ao controle.
Resultados semelhantes também foram observados para G. americana (MIELKE
et al., 2003) e Schinus terebinthifolius (MIELKE et al., 2005).
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Figura 19. Numero médio de folhas (NF) por muda de 35 clones de T. cacao
submetidos ao alagamento do substrato por 45 dias. A significaAncia estatistica
entre os tratamentos alagado e controle foi obtida por meio do test-t (*P < 0,10;
**P < 0,05; ***P < 0,01).
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Diferencas significativas (P<0,05) foram observadas entre tratamentos para
area foliar média por muda (AF) em cerca de 30% dos clones estudados, sendo
os maiores decréscimos verificados para CEPEC-2008, CEPEC-2010, CP-53 e
PH-16, que corresponderam a 31, 33, 35 e 33% de decréscimo, respectivamente,
em relagdo ao controle (Figura 20). Resultados semelhantes foram observados
para espécies arboreas neotropicais em condi¢cbes de alagamento do solo
(MIELKE et al., 2003; MIELKE et al., 2005). Em Populus spp., a expanséo foliar
de mudas alagadas foi inibida por um decréscimo na extensibilidade da parede
celular (SMITH; BOURNE, 1989). Em relagdo a AFI (Figura 21), ou seja, area
foliar individual, apenas os clones CEPEC-2009, PH-16 e PH-17 apresentaram
diferencas significativas entre tratamentos (P<0,10).

A massa foliar especifica (MFE) representa a massa foliar por unidade de
area. No presente trabalho observou-se decréscimos significativos (P<0,10) para
MFE nos clones CCN-10, CEPEC-2007, PH-92 e SJ-02, com diferengas
correspondentes a 15, 37, 13 e 11%, respectivamente, entre plantas alagadas e
controle (Figura 22); ao passo que para os clones CEPEC-2005, CEPEC-2008,
CP-53, PH-15, PH-16 e VB-903 foi verificado um incremento significativo (P<0,10)
de 25, 39, 18, 28, 17 e 12%, respectivamente, para MFE nas mudas alagadas
(Figura 22). Mielke et al. (2003) em seu estudo com G. americana, constatou apds
21 dias de alagamento do substrato um aumento de 21% em MFE nas mudas
alagadas. De acordo com Almeida e Valle (1988) o decréscimo em MFE pode ser
um mecanismo adaptativo de clones de T. cacao, pois o acréscimo de MFE
representa um aumento da resisténcia difusiva ao CO,, devido ao espessamento
foliar, que estd associado com o grande numero e tamanho das células
palicadicas e do mesofilo. Assim plantas que apresentam aumento de MFE, em
resposta ao estresse por anoxia, consequentemente apresentam diminuicbes em
gs e A, ou seja, ocorre um decréscimo na eficiéncia fotossintética, como foi
verificado no presente trabalho para os clones CEPEC-2005, CEPEC-2008, CP-
53, PH-15, PH-16 e VB-903.
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Figura 20. Area foliar média por muda (AF) de 35 clones de T. cacao submetidos
ao alagamento do substrato por 45 dias. A significancia estatistica entre os
tratamentos alagado e controle foi obtida por meio do test-t (*P < 0,10; **P < 0,05;
***P < 0,01).

56



0O Controle ® Alagado

0,7 0,7 N NS
NS NS
06 - NS 06 ** NS
NS NS NS NS
NS NS
05 - 0,5
NS
04 4 0,4
0,3 4 0,3
0,2 4 0,2
0,1 4 0,1
0,0 0,0 !
BE-07 CA-14 CA7.1 CCN-10 CCN-51 CEPEC- CEPEC- PH-16 PH-17 PH-92  PS-  SJ-02 TSA-654 TSA-656
2001 2002 13.19
0,7 - 0.7 q
NS w NS NS
061 M 06 -
NS
NS
«— 051 N s 05 | NS . s s
= NS N
o 041 0.4
o
-
x 0,3 0,3
m
< 0,2 0,2
0,14 0,1
0,0 + 0,0 +!
CEPEC- CEPEC- CEPEC- CEPEC- CEPEC- CEPEC- CEPEC- TSA792 TSH- TSH-774 VB-276 VB-679 VB-902 VB-903
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 1188
0,7
067 NS g NS

NS
NS

NS
0,5 -
NS
0,4
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0,0 +

CEPEC- CEPEC- CP-06 CP-49 CP-53 HW-25 PH-15
2011 42

Figura 21. Area foliar média individual (AFI) de 35 clones de T. cacao submetidos
ao alagamento do substrato por 45 dias. A significancia estatistica entre os
tratamentos alagado e controle foi obtida por meio do test-t (*P < 0,10; **P < 0,05;
***P < 0,01).
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Figura 22. Massa foliar especifica (MFE) de 35 clones de T. cacao submetidos ao
alagamento do substrato por 45 dias. A significancia estatistica entre os
tratamentos alagado e controle foi obtida por meio do test-t (*P < 0,10; **P < 0,05;
***P < 0,01).
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4.4. Analise de agrupamento por similaridade entre as variaveis fisioldgicas

A andlise de agrupamento, baseada na similaridade a partir da raz&o entre
os tratamentos alagado e controle para as variaveis fisiolégicas avaliadas apés 45
dias de alagamento do substrato, mostrou a existéncia de variabilidade (Tabelas 2
e 3) entre os 35 clones de T. cacao e a formagéo de seis grupos principais (Figura
23), sendo que dois grupos apresentaram trés clones (CEPEC-2002, CEPEC-42,
CP-49, e, CEPEC-2010, TSA-656, TSH-774), um grupo apresentou dois clones
CA-1.4 e CEPEC-2006) e dois grupos apenas um clone, BE-07, e, CCN-10, e o
sexto grupo 71 % dos clones avaliados. Observou-se, ainda, associagéo entre a
similaridade baseada nas variaveis fisioldgicas e a tolerancia ou susceptibilidade
ao alagamento do solo, com o agrupamento de clones mais tolerantes (CCN-51,
TSA-792 e PH-17) e de clones menos tolerantes (CEPEC-2010, TSA-656 e TSH-

774) ao alagamento do substrato.
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Tabela 2. Valores percentuais médios de fotossintese liquida por unidade de area foliar (A, pumol CO» m'zs'1), condutancia estomatica
ao vapor de agua (gs, mol H,O m?s™), transpiracéo foliar (E, mmol H,O m™?s™), eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs, pmol CO;
mol H,O™"), eficiéncia instantanea do uso de agua (WUE, pymol CO, mmol H,0), razdo entre as concentracdes interna (Ci) e
atmosférica (Ca) de CO, (Ci/Ca), fluorescéncia inicial (Fo, unidade relativa), fluorescéncia maxima (Fn, unidade relativa) e rendimento

quéntico potencial maximo (F./Fn) das mudas alagadas em relagdo ao controle, de 23 clones de T. cacao

Clone A Gs E Algs WUE CilCa Fo Fim FulFm

BE-07 7530+ 1,82¢ 182,65+10,57  180,72+19,75a 80,11+ 168¢ 237,75+ 16,74ab 73,20+ 1,77 cde 122,11+3,30bcd 74,03+ 5,25 fgh 79,40 + 2,20cde
CA-14 3,67 +£1,06] 21,38 £357fg 21,37+353de  17193+14,32a  144,09+1562bcd  21,67+9,0le 103,22 +3,41d 104,01 +4,62abc 100,00 +0,98a
CA-7.1 36,88 +353defghi  32,35+4,30efy  3325+239de 9134+795¢ 91,76 + 8,83 cde 118,99 +17,24bcd 105,60 +2,06d 68,02 + 5,31fgh 81,64 + 3,530cd
CCN-10 13881+2235a  68,63+19,82cde 61,90+1691cd 63,72+8,08¢c 4226+415¢ 218,19 + 25,60a 11949 +4,23bcd 120,37 +7,05a 102,74 + 3,07a
CEPEC-2001 30,85+2,65efghj 2692+2,16efy  2885+108de 86,93+1376c  94,43+213cde 116,05+11,35bcd  171,95+2352a 80,15 + 11,68efg 69,05 + 6,00def
CEPEC-2002 65,76 + 2,53 cd 11473+21,18b 106,54 +11,28b 156,85+30,0lab 161,34 +13,39bc  64,65+1314cde  121,25+3,04bcd 85,91 + 3,99cdef 88,99 + 3,34abc
CEPEC-2004 26,21+505ghij  2447+1082efy 2481+784de 8480+1357¢c  90,63+1128cde  13833+3425abc  119,98+4,12bcd 116,04 +7,75ab 98,76 + 1,40a
CEPEC-2007 26,30 %6,94ghij 1550 +4,46fg 1647+509e  7375+1172c  61,15+6,02de 182,60+30,87ab 100,85+ 3,44d 70,98 + 3,79fgh 87,95 + 2 41ahc
CEPEC-2009 40,35+4,82defgh 3507+ 4,46efy  3549+604de 8820+1151c  87,24+78lcde 11829+ 16,41 bcd 149,44 + 4,28ab 8391+ 711cdef 7147+ 822def
CP-06 59,81+7.87cde  3279+457efy  3401+407de 7421+264c 57,76 + 5,88 de 184,00 + 5,18ab 115,66 + 4,62bcd 108,76 + 7,51ah 96,46 + 4,32ah
CP-49 4535+388defy  58,83+890cdef 6180+737cd 10930+103abc 13512+384cde 78,52+ 1,28 cde 11523+3,19bcd 96,54+ 130bcde 93,94 + 1,83abc
CP-53 15,14 + 5,01 hij 1333+ 1459 1476+2,76e  9812+692bc  123,17+2847cde 99,43+ 16,89bcde 164,44 +11,94a 80,59+ 6,04 defy 70,60 + 5,48 def
HW-25 29,72+995fghij  2721+465efy  3039+645de 8538+3756c  10590+7,60cde  112,28+4914bcd 147,86+ 113labc 58,17 + 6,65 gh 61,83 + 4,57f
PH-16 5721+234cdef  4588+120defy 47,11+370cde 9500+1120bc 82,13 +6,27cde 127,06 +23,18bcd  10438+1311d 82,07 +£11,73cdef 90,12 +4,15ahc
PH-17 108,58 +8,73 b 91,27+540bc  8301+743bc 8855+1147c  7581+235cde 12439 +1510bcd 109,81 £2,76d 102,93 +12,54abcd 98,32 +4,59a
PS-13.19 2585+300ghj  27,88+135efy  2958+24lde 10825+6,61bc 168,40+ 3,19 be 9093+17,68cde  11374+1338cd 102,96 +3,99abcd 92,82 + 4,10abc
TSA-654 3586+438efghi  3574+239defy 37,97+248de 10042+277bc  10560+855cde 10050 +8,86bcde 126,07 +14,14bcd 7834 +837efgh 80,88+ 7,01 bed
TSA-656 7,70 £ 1,18 j 18,18 + 0,98 fg 19,73+2,68de 122,59+ 10,46abc 266,77 + 4,89a 43,56 + 3,75 de 124,28 +6,72bcd 56,15+ 8,04 h 63,81 + 2,50ef
TSA-792 78,18+ 1,19¢ 80,78+157bcd  8219+165bc 10328+303bc  106,62+31,11cde 9556+7,93bcde 124,76 +212bcd  97,15+6,47bcde 92,89 +9,16ahc
TSH-1188 3254 +783efghij 2454+297efy  2604+761de 8250+205¢ 78,08 + 8,42 cde 150,04 +347abc  126,63+9,05bcd 77,16 +3,00efgh 81,48 + 1,79 bed
TSH-774 10,48 + 1,82 2812+26lefy  2950+412de 147,71+1582ab 28592+ 8,50a 37,94 + 42,61e 14548 +539abc 60,05+ 4,20 gh 58,69 + 2,40f
VB-276 2462+2,09ghj  27,79+590efg  27,35+555de 11997 +7.25abc 110,14 +1875cde  11585+3,87bcd  131,92+244bcd 64,98 + 10,16fgh 72,51 +7,05 bed
VB-903 2561+523ghij  24,68+6,75efg  22,90+4.82de 91,70+102bc 8527+ 2,98cde  111,11+2,34bcd 117,16 +646bcd 71,57 6,12 fgh 80,95 + 4,97 bed

Médias de quatro repeticdes + E.P. Comparagao de médias pelo Teste de Tukey (P< 0,05). Para cada variavel letras minusculas indicam comparagao entre clones de T.

cacao.
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Tabela 3. Valores percentuais médios de biomassa seca de folha (BF, g), caule (BC, g), raiz (BR, g) e total (BT, g), razdo entre a
biomassa seca de raiz e da parte aérea (R/PA), nimero de folhas (NF), area foliar (AF, m? muda™), area foliar individual (AFI, m?) e

massa foliar especifica (MFE, g m?) das mudas alagadas em relagdo ao controle, de 23 clones de T. cacao.

Clone BF BC BR BT RIPA NF AF AFI MFE
BE-07 91,37 + 1,43abcde 98,74 + 2,63ab 73,91 + 1,16 cdefg 78,17+ 3,61 cde 96,48 + 4,25ahc 91,62+ 1,38a 98,50 + 3,41a 102,85 + 3,75 bedef 95,23 + 7,23ab
CA-14 85,49 + 10,67 bcde 96,59 + 2,50abc 85,83 + 4,43ahc 95,50 + 3,83ab 91,34 + 3,80ahc 90,62 £ 5,97a 96,77 + 3,78a 106,61 + 3,86 bcdef 88,34 + 10,69ahc
CA-7.1 94,48 £ 5,35 def 89,60 + 4,06ab 61,24 + 3,24efgh 67,20 + 3,89fg 75,80 + 4,30ahc 82,57+3,32ab  84,09+226abcd 112,63 +4,37abcd 112,23 £ 5,22ab
CCN-10 84,63 + 3,33 hedef 89,64 +4,74abc 72,72 + 3,85cdefg 84,26 + 5,49 cde 86,93 + 5,51abc 84,66 £4,71ab 98,75+ 1,51a 117,36 + 8,70abc 85,39+ 1,49 he
CEPEC-2001 82,83 +2,51ab 9542 + 3,15abc 82,37 + 3,75abcde 93,22 + 3,58a 98,72 + 3,53ahc 87,45+2,02ab 93,19 + 2,90ab 95,68 + 5,20 defgh 89,61 + 4,44abc
CEPEC-2002 88,97 + 15,07 bcdef 97,86 + 5,28abc 82,75 £ 2,19abcd 97,19+ 9,24a 87,62 + 3,87ahc 85,81+ 1,97ab 84,44 + 1,23abcd 97,01 + 1,57 cdefgh 96,47 £ 3,15ab
CEPEC-2004 98,67 + 7,47 cdef 90,31+ 2,73 bc 35,32 + 4,60 ghi 38,79 + 5,45def 79,21 +7,32 bc 72,79+ 1,33b 77,23 + 7,08 bed 98,88 + 4,71 bedef 129,29 + 3,08abc
CEPEC-2007 95,05 £ 5,57abcde 89,35+354 ¢ 98,11 +8,11a 103,67 £4,13a 66,31 + 5,84abc 94,43 + 5,3%9ab 69,70 + 2,05abc 111,02 + 10,23defgh 136,84 £8,64¢C
CEPEC-2009 70,25+ 7,06 f 94,95 + 2,81ab 71,60 £ 7,24 ghi 86,44 + 9,40fgh 62,63 £5,71a 81,28 + 3,08ab 65,29 + 7,18abc 102,47 £ 3,82a 108,98 + 2,69ab
CP-06 93,62 £ 3,17a 101,93 £7,69ab 75,85 £ 3,67 bedef 78,13 + 2,67 cdef 113,97 £ 4,51abc 93,10 £ 5,80a 97,96 + 3,18a 86,61 + 3,42 ghi 96,21 + 4,29ab
CP-49 78,83 + 3,61 ef 98,82 +4,47abc 101,62 +7,77a 111,07 £ 3,37a 75,34 + 4,15ahc 92,63 + 3,26a 67,13+4,33d 89,37 + 3,77 fghi 118,36 + 1,95a
CP-53 97,53 + 4,62ab 91,15 + 7,46ab 66,99 + 7,09 cdefg 72,70 + 6,98def 101,25 + 4,39 85,56 +3,89ab 94,45+ 2,07ab 94,00 + 2,55defgh 103,28 + 4,08ab
HW-25 98,59 + 4,54abcde 7531+1184ab 37,21 +158i 44,43 £2,73 gh 96,92 + 6,06 ¢ 74,62 +556ab 95,82+ 2,03a 100,66 + 3,45 bcdefg 102,61 + 3,01ab
PH-16 97,74 + 2,35ab 99,14 +2,53abc 40,76 * 3,18 fghi 41,07 £ 2,50efg 114,40 £521abc  82,72+1,32ab 92,54+ 6,59 cd 80,50 + 3,01i 107,64 £ 3,37a
PH-17 97,65 + 6,542 99,57 + 2,14ab 56,50 £ 1,60 hi 57,94+ 347h 108,93 £ 7,80abc 88,71 + 2,05ab 109,80 £ 4,36ab 102,48 + 4,15ghi 88,35 + 2,88ab
PS-13.19 96,62 + 3,04 ef 108,31 £ 2,14ab 62,97 £ 5,00 defg 61,35 + 3,71efg 75,46 + 3,32ab 94,36 + 2,44a 89,57 + 3,10abc 121,37 + 8,88ab 109,32 £ 6,06ab
TSA-654 102,37 + 9,58abcd 92,51 +4,58a 65,21 + 3,61 cdefg 68,46 + 3,52 defg 97,35 + 4,76abc 86,78 + 2,56ab 91,70 £ 7,32ab 93,72 £ 4,09defgh 112,78 £ 9,20ab
TSA-656 72,78 + 7,83 bede 90,35+2,82abc 98,67 +1,92a 121,06 £ 5,14a 91,93 + 2,47ahc 86,93 +4,42ab 72,15+ 5,21cd 77,47 £ 1,94hi 100,01 £7,17ab
TSA-792 87,80 + 6,96abc 99,56 + 1,61abc 84,54 + 3,92ahc 90,59 + 3,43 bed 97,61+ 1,57ahc 92,07 £ 3,54a 96,28 + 1,36a 99,26 + 4,08 cdefg 89,93 + 3,93ahc
TSH-1188 90,70 + 3,37 hcde 97,67 + 3,39ab 95,22 + 3,87ab 101,65 £ 3,99a 90,77 + 5,26ahc 94,81 + 4,16a 99,85 + 4,99a 110,52 + 2,05abcde 93,90 £ 9,07ab
TSH-774 87,41 + 3,74 bedef 80,39 +4,79abc 34,48 +3,02i 41,16 £2,72h 88,26 + 6,86 bc 63,19+ 1,99 ¢ 90,08 + 3,42ab 105,14 + 6,26 bcdef 97,01 + 1,95ab
VB-276 97,71 £ 2,66 bcde 98,27 + 2,20ab 98,58 + 6,67a 100,09 + 4,61 bed 90,58 +11,22abc 97,98+ 1,41a 96,54 + 1,87a 115,47 £+ 10,01abc 101,23 £ 2,07ab
VB-903 67,63+ 3,33 ef 82,31+ 6,36 bc 76,59 + 3,67 bedef 103,65 + 7,45a 72,51+ 7,10 be 76,29 +3,76ab  59,75+1,31d 85,88 + 4,73efghi 112,69 + 2,66ab

Médias de oito repeticbes + E.P. Comparagao de médias pelo Teste de Tukey (P< 0,05). Para cada variavel letras mindsculas indicam comparagao entre clones de T.

cacao.
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Figura 23. Analise de agrupamento de 35 clones de T. cacao submetidos ao
alagamento do substrato durante 45 dias, baseada na distancia Euclidiana, a partir
da razdo entre os tratamentos alagado e controle para as variaveis fisioldgicas
avaliadas (A, gs, E, Ci/Ca, WUE, Algs, Fo, Fm, FJ/Fm, BF, BC, BR, BT, R/PA, NF,
AF, AFI, MFE), utilizando o método UPGMA.
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4.5. Analise de diversidade genética

Os 18 pares de primers especificos para microssatélites usados neste
estudo geraram um total de 291 alelos, com uma média de 16,17 alelos por loco
(Tabela 2), superior as observadas em outros trabalhos de estudo de diversidade
genética utilizando marcadores microssatélites e eletroforose em gel de agarose a
3% (FALEIRO et al.,2004a; FALEIRO et al., 2004b) e até mesmo em trabalho com
microssatélites em que foi utilizada a eletroforese em gel de poliacrilamida (LEAL,
2004). A utilizacao de géis de alta resolugao na eletroforese possibilita a obtengao
de uma média maior de alelos por loco, a exemplo do gel de poliacrilamida a 5%
empregado neste trabalho, que permite separar fragmentos diferentes em apenas 1
pb, enquanto que o gel de agarose separa apenas alelos com diferengcas acima de
5 pb. Segundo Risterucci et al. (2000), o uso de oito locos microssatélites seria
suficiente para uma caracterizagéo inicial de acessos de T. cacao, contudo o uso
de 15 locos seria necessario para uma diferenciacdo de acessos altamente
relacionados. O grande numero de alelos encontrados entre os materiais
analisados pode ser explicado pelas multiplas procedéncias das variedades de T.

cacao, em geral desenvolvidas a partir de materiais de diferentes procedéncias.
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Tabela 4. Padrao por primer microssatélite, numero de alelos e classificacdo do
tamanho dos alelos em pares de bases amplificados em amostras de DNA dos 46

clones de T. cacao

Loco Padrao* N° Alelos (pb)

AJ 271827 235 10 222,230, 232, 234, 236, 238, 240, 242, 244, 256

AJ 271942 150 21 165, 169, 173, 177, 179, 187, 201, 203, 205, 209, 211, 213, 215, 217
221 223, 225, 229, 231, 233, 239

AJ 271944 232 20 177,199, 201, 203, 205, 207, 209, 215, 219, 225, 227, 229, 231, 233
235 237, 249, 253, 255, 287

AJ 271945 206 13 198, 200, 202, 204, 206, 208, 210, 212, 214, 216, 218, 220, 250

AJ 271946 178 14 151, 159, 171, 173, 175, 177, 179, 181, 183, 185, 187, 189, 193, 195

AJ 271953 165 15 140, 144, 150, 152, 154, 158, 160, 162, 164, 166, 168, 170, 172, 174
180

AJ 271956 253 12 244, 246, 248, 250, 252, 254, 256, 258, 260, 282, 284, 288

Y 16883 143 24 119, 125, 129, 133, 135, 137, 139, 141, 145, 151, 153, 155, 157, 159
161, 165, 167. 169, 173, 175, 179, 181, 199, 205

Y 16977 249 20 130, 141, 143, 207, 209, 211, 213, 215, 217, 219, 221, 223, 225, 227
220 231, 245, 251, 271

Y 16978 254 9 233, 239, 241, 243, 247, 249, 253, 255, 257

Y 16980 231 15 215, 225, 227, 229, 231, 233, 237, 239, 241, 243, 249, 251, 255, 259

Y 16981 160 22 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 148, 150, 152, 154, 156
158, 160, 162. 164. 166, 168, 170, 174

Y 16982 301 23 256, 262, 270, 278, 282, 284, 288, 290, 292, 294, 296, 298, 300, 304,
306, 308, 310 314, 316, 348, 356, 366, 372

Y 16983 274 21 208, 242, 244, 250, 254, 256, 262, 272, 274, 276, 278, 280, 282, 284,
286, 288, 290, 292, 294, 296, 298

Y 16984 208 7 200, 202, 204, 206, 208, 210, 212

Y 16985 208 14 267, 273, 289, 291, 299, 301, 303, 305, 309, 313, 315, 317, 319, 329

Y 16986 188 20 153, 155, 187, 189, 193, 195, 199, 201, 203, 205, 209, 211, 213, 215

217, 219, 221, 223, 225, 227

Y 16987 258 11 169, 221, 251, 253, 255, 257, 259, 261, 263, 265, 267

*Padrao: tamanho do fragmento clonado que foi utilizado para desenhar o par de
primers, disponiveis no www.ncbi.nlm.nih.gov.
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A analise de agrupamento baseada na similaridade genética mostrou a
existéncia de variabilidade genética entre os 46 clones de T. cacao e a formagao
de trés grupos quando se faz um corte a 25 % de similaridade genética (Figura 24),
sendo que um dos grupos apresentou apenas dois dos acessos (TSA-654 e TSA-
656) e os outros dois grupos 50% e 45% dos acessos em cada. As variedades
clonais TSA-654 e TSA-656 apresentaram-se agrupadas entre si e distantes em
relacdo as demais, similar ao encontrado por Faleiro et al. (2001), o que seria
esperado considerando-se que sao irmas completas, obtidas do cruzamento entre
IMC-67 e SCA-6 (PINTO; PIRES, 1998).

O grupo com 50% dos acessos clonais encontra-se subdividido em quatro
subgrupos, sendo que em um deles verifica-se a proximidade entre os acessos PH-
16 e TSH-1188, e em outro a proximidade entre TSH-565, TSH-516 e EET-397,
semelhante ao observado por Leal (2004). No grupo com 45% dos acessos clonais
pbdde-se observar a formacao de trés subgrupos, em um desses subgrupos, por
exemplo, os clones SJ-02 e CEPEC-42 encontram-se inter-relacionados, como

encontrado por Faleiro et al. (2001).
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Figura 24. Analise de agrupamento de 46 clones de T. cacao baseado no
coeficiente de similaridade de Dice (1945), a partir de marcadores microssatélites,
utilizando o método UPGMA.
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Estudos com diferentes conjuntos de clones de T. cacao empregando
marcadores microssatélites, apresentaram alguns clones coincidentes com este
trabalho (CCN-51, PH-16, PH-92 e TSH-1188), provavelmente por serem materiais
de grande valor comercial ou genético. Desta forma, esses clones coincidentes
permitiram gerar um padrdo comparativo para heterozigose observada (Tabela 5).
A heterozigose média entre os valores minimos e maximos encontrados na
literatura considerada foi de 15 % e 72,3 %, respectivamente, enquanto que no
presente trabalho, o valor minimo e maximo foi de 26 % (CA-7.1) e 92 % (TSH-
1188), respectivamente. A partir destes dados foi possivel classificar, de forma
preliminar, o nivel de heterozigose em trés classes para T. cacao: (i) até 40 % -
baixa heterozigosidade; (ii) entre 40 % e 67 % - média heterozigosidade; (iii) a
partir de 67 % - alta heterozigosidade. Faleiro et al. (2004a) e Faleiro et al. (2004b),
analisando diversidade genética em T. cacao, com marcadores microssatélites,
consideraram 60 % como alta heterozigosidade, ja para Kageyama et al. (2003)
seria a partir de cerca de 20%; porém, vale lembrar que T. cacao € uma espécie
cultivada e os valores observados por este ultimo trabalho sao referentes a

espécies arboreas tropicais.

Tabela 5. Valores minimos e maximos de heterozigose observada em T. cacao,
com base em marcadores microssatélites, por autores que incluiram pelo menos

um dos clones analisados neste trabalho

Autor Ne, Minimo (%) Minimo Méaximo(%) Méaximo

Locos coincidente (%) coincidente (%)
Faleiro et al., 2004a 16 IMC-67 (20) PH-16 (40) FSU-117 (75) PH-92 (60)
Leal, 2004 9 LCT37A (14) CCN-51 (25) TSH-1188 (75) TSH-1188 (75)
Lima et al., 2007 13 FO 21-0 (11) CCN-51 (32) TSH-1188 (67) TSH-1188 (67)
Este trabalho 18 - CA-7.1(26) TSH-1188 (92)
Média 14 15 - 72,3 -
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Alta diversidade foi encontrada em algumas variedades clonais, com cerca
de 60% das variedades analisadas, apresentando a partir de 50% dos locos em
heterozigose (Figura 25). Os clones CA-7.1, CCN-51, CEPEC-2002, CEPEC-2004,
CEPEC-2008, CEPEC-2009, PH-16, PH-17 e TSA-792 apresentaram baixa
heterozigosidade (< 40 %), e os clones CEPEC-2006, TSA-654, PH-15, SJ-02,
OURICO-428 e TSH-1188 apresentaram alta heterosigosidade (= 67 %), sendo que
os demais (67% dos clones) apresentaram média heterozigosidade, de acordo com
as classes estabelecidas anteriormente. Esse alto indice de locos em heterozigose
pode ser explicado pelo fato de o T. cacao ser uma espécie aldbgama e pela histéria
genealogica desses materiais (clones hibridos, recomendados pelo
CEPEC/CEPLAC). No geral, os clones avaliados apresentaram heterozigosidade
superior aos clones sabidamente pouco heterozigotos, a exemplo do CCN-51
(LECERTAU et al., 1997; LEAL, 2004; LIMA et al., 2007), porém inferior aos clones
altamente heterozigotos, TSH-1188 (LEAL, 2004), podendo-se inferir que a maior
parte desses clones apresenta heterozigose intermediaria.
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Figura 25. Heterozigose observada para os 46 clones de T. cacao, calculada com base em 18 locos microssatélites. (+:

alta heterozigose; -: baixa heterozigose; outros: média heterozigose).
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Dessa forma, p6de-se deduzir que, de acordo com as analises realizadas
nesse trabalho, ndo ha uma relagdo direta entre as respostas fisiolégicas de T.
cacao ao alagamento do substrato e os dados moleculares avaliados. Alguns
trabalhos tém demonstrado que a caracteristica tolerancia a deficiéncia de O, no
substrato € dominante e com segregacao muito simples, indicando que somente
poucos genes estejam envolvidos com essa caracteristica (VANTOAI et al., 2001;
SUBBAIAH; SACHS, 2003). Entretanto, os marcadores microssatélites,
empregados neste trabalho, sdo marcadores polimoérficos e neutros, que permitem
a deteccao de variagcdes que nao estao associadas a nenhuma variacao fenotipica
mensuravel, sendo usados apenas como ponto de referéncia que podem ser Uteis
para se achar um vizinho no genoma (HOSBINO et al., 2002). Deve-se destacar
ainda que os marcadores moleculares permitem demonstrar que os clones
estudados possuem uma ampla diversidade genética. Portanto, trata-se de material

util para programas de melhoramento.
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5. CONCLUSOES

Houve variagdes interclonais em relagdo a tolerancia ao alagamento do
substrato. Os 35 clones de T. cacao avaliados apresentaram, de um modo
geral, diminuigdes no crescimento.

Dentre os clones avaliados, o CCN-10, CCN-51, o PH-17 e o TSA-792
apresentaram maior tolerancia ao estresse hidrico por alagamento,
justificada pelos maiores valores médios desses clones para a maioria das
variaveis fotossintéticas e de crescimento avaliadas, mesmo apresentando
alteragdes em seu comportamento fisiolégico. Por outro lado, os clones
CEPEC-2010, CEPEC-42, HW-25, PH-15, TSH-774, TSA-656 e VB-903,
foram os menos tolerantes, apresentando as maiores diferencgas
significativas entre os tratamentos alagado e controle, e os outros 29 clones
avaliados apresentaram tolerancia média ao alagamento do substrato.

Em geral os 46 clones de T. cacao analisados molecularmente
apresentaram de média a alta heterozigose quando comparados a materiais
sabidamente pouco heterozigotos como o CCN-51.

Nao foram observadas relagdes significativas entre as variaveis fisiolégicas
em resposta ao alagamento do substrato e os padrées de heterozigose nos

clones de T. cacao estudados.
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Apéndice A — Matriz das distancias Euclidiana entre 35 clones de T. cacao, a partir da razdo entre os tratamentos alagado e controle para
as variaveis fisioldgicas avaliadas (A, gs, E, Ci/Ca, WUE, A/gs, F,, Fm, F/Fm, BF, BC, BR, BT, R/PA, NF, AF, AFIl, MFE).

Clones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

BE-07 1

CA-1.4 2 1,66

CA-7.1 3 1,63 1,37

CCN-10 4 1,72 1,68 1,41

CCN-51 5 1,57 1,37 1,16 1,35

CEPEC-2001 6 1,65 1,38 1,21 1,44 1,19

CEPEC-2002 7 1,36 1,36 1,39 1,57 1,33 1,41

CEPEC-2004 8 1,69 1,43 1,18 1,42 1,25 1,27 1,47

CEPEC-2005 9 1,67 1,32 1,14 1,52 1,23 1,17 1,42 1,24

CEPEC-2006 10 1,62 1,26 1,32 1,59 1,30 1,24 1,36 1,42 1,25

CEPEC-2007 11 1,77 1,52 1,23 1,39 1,29 1,31 1,55 1,29 1,28 1,44

CEPEC-2008 12 1,65 1,36 1,14 1,52 1,26 1,27 1,43 1,26 1,16 1,33 1,32

CEPEC-2009 13 1,64 1,39 1,15 1,41 1,19 1,14 1,40 1,22 1,17 1,28 1,25 1,23

CEPEC-2010 14 1,64 1,44 1,57 1,87 1,61 1,57 152 1,63 1,51 1,44 1,71 1,51 1,58

CEPEC-2011 15 1,74 1,53 1,22 1,29 1,24 1,26 1,54 1,23 1,30 1,43 1,21 1,32 1,23 1,72

CEPEC-42 16 1,48 1,31 1,24 1,55 1,27 1,32 1,26 1,35 1,26 1,28 1,45 1,24 1,28 1,44 1,42

CP-06 17 1,71 1,52 1,25 1,26 1,21 1,26 1,51 1,25 1,32 1,44 1,24 1,36 1,27 1,73 1,13 1,44

CP-49 18 1,51 1,29 1,25 1,50 1,22 1,27 1,24 1,34 1,25 1,24 1,37 1,31 1,23 1,49 1,39 1,23 1,37

CP-53 19 1,65 1,32 1,21 1,52 1,24 1,13 1,42 125 1,12 1,25 1,34 1,23 1,20 1,49 1,32 1,30 1,33 1,28

HW-25 20 1,64 1,42 1,16 1,48 124 119 143 1,21 1,18 1,34 1,34 121 122 155 1,28 1,27 1,31 1,33 1,16

PH-15 21 1,69 1,45 1,15 1,43 1,22 1,24 1,47 1,22 1,19 1,37 1,23 1,23 1,21 1,62 1,22 1,32 1,24 1,33 1,25 1,20

PH-16 22 1,62 1,42 1,17 1,38 1,17 1,26 1,41 1,19 1,25 1,40 1,33 1,26 1,24 164 1,23 1,30 1,22 1,31 1,26 1,20 1,17

PH-17 23 1,53 1,50 1,29 1,29 1,20 1,34 1,35 1,34 1,40 1,46 1,42 1,38 1,33 1,72 1,32 1,35 1,28 1,34 1,39 1,34 1,35 1,22

PH-92 24 167 1,36 1,22 1,47 1,21 1,15 1,42 1,29 1,16 1,27 1,24 1,27 1,18 1,57 1,30 1,35 1,28 1,23 1,18 1,27 1,24 1,29 1,38

PS-13.19 25 1,57 1,27 1,22 1,54 1,27 1,28 1,35 1,26 1,21 1,31 1,39 1,21 1,27 1,41 1,38 1,24 1,38 1,23 1,21 1,26 1,32 1,29 1,38 1,28
Continua...
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Apéndice A — Continuacgao....

Clones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

SJ-02 26 1,59 1,32 1,14 1,43 1,14 1,12 1,34 1,24 1,16 1,24 1,32 1,20 1,14 1,53 127 1,24 1,28 122 1,14 1,16 124 1,21 1,28 1,19 1,22

TSA-654 27 1,59 1,32 1,12 1,45 1,14 1,16 1,35 1,19 1,13 1,28 1,30 1,19 1,16 1,53 1,27 1,23 1,27 1,21 1,14 1,14 1,18 1,16 1,28 1,18 1,19

TSA-656 28 1,62 1,37 1,52 1,81 1,52 1,48 1,45 158 1,42 1,34 1,62 1,47 1,51 1,16 1,66 1,38 1,65 1,39 1,42 1,51 1,54 1,57 1,65 1,47 1,37

TSA-792 29 1,47 1,37 1,25 1,38 1,13 1,26 1,23 1,33 1,32 1,31 1,39 1,33 1,25 1,59 1,35 1,25 1,32 1,19 1,31 1,32 1,33 1,24 1,18 1,28 1,29

TSH-1188 30 1,68 1,42 1,17 1,37 1,17 1,16 1,45 1,26 1,21 1,32 1,18 1,25 1,18 1,62 1,18 1,36 1,18 1,29 1,23 1,25 1,22 1,25 1,33 1,15 1,32

TSH-774 31 1,61 1,43 154 185 158 1,55 1,48 157 1,49 1,47 1,72 1,49 156 121 1,71 141 1,71 1,51 146 1,49 159 1,58 1,66 1,58 1,38

VB-276 32 1,63 1,32 1,17 1,47 1,19 1,16 1,37 1,29 1,14 1,23 127 1,21 1,19 1,52 1,31 1,28 1,30 1,22 1,17 1,24 1,25 1,27 1,36 1,13 1,23

VB-679 33 1,67 1,37 1,20 1,39 1,15 1,17 1,43 126 1,21 1,29 123 1,28 1,21 1,61 1,23 1,36 1,19 1,25 1,22 1,28 1,24 1,25 1,33 1,14 1,28

VB-902 34 1,62 1,33 1,15 1,42 1,13 1,13 1,36 1,23 1,16 1,24 1,25 1,23 1,12 1,56 1,24 1,28 1,24 1,19 1,18 1,23 1,23 1,23 1,31 1,13 1,22

VB-903 35 1,67 1,36 1,15 146 1,21 1,19 142 125 1,15 1,26 1,23 1,24 1,12 1,57 1,25 1,28 1,29 1,22 1,22 124 1,18 1,26 1,37 1,17 1,29
Continua...

Apéndice A — Continuacéo....

Clones 26 27 28 29 3 31 32 33 34 35

TSA-654 27 1,11

TSA-656 28 1,47 1,46

TSA-792 29 1,20 1,21 152

TSH-1188 30 1,18 1,19 1,54 1,27

TSH-774 31 1,51 1,49 128 156 1,63

VB-276 32 114 115 143 125 1,15 1,52

VB-679 33 1,18 1,18 152 125 1,11 161 1,17

VB-902 34 111 113 147 121 113 155 1,13 1,11

VB-903 35 120 1,18 148 129 119 157 119 119 1,15
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Apéndice B — Matriz de coeficientes de similaridade genética entre 46 clones de cacau, obtidos pelo Método de Dice (1945) com base

em marcadores SSR

Clones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 112 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

BE-07 1

CA-7.1 2 0,46

CA-4.1 3 0,54 0,49

CCN-51 4 0,18 0,16 0,30

CCN-10 5 0,21 0,22 0,20 0,25

CP-06 6 0,16 0,18 0,37 0,47 0,20

CP-38 7 043 0,39 052 045 0,16 0,50

CP-41 8 0,56 0,50 0,56 0,21 0,16 0,18 0,41

CP-49 9 0,20 0,16 0,16 0,56 0,19 0,40 0,46 0,16

CP-53 10 0,19 0,37 0,17 0,14 0,17 0,27 0,14 0,17 0,23

CEPEC-42 11 0,50 0,42 0,63 0,35 0,18 0,35 0,56 0,60 0,14 0,17

CEPEC-2001 12 0,26 0,18 0,17 0,21 0,36 0,24 0,15 0,20 0,18 0,44 0,20

CEPEC-2002 13 0,23 0,18 0,18 0,16 0,17 0,19 0,14 0,20 0,15 0,36 0,18 0,61

CEPEC-2003 14 0,50 044 0,43 0,32 0,13 0,34 0,52 0,55 0,29 0,14 0,48 0,21 0,19

CEPEC-2004 15 0,50 0,42 043 0,15 0,17 0,27 0,37 0,48 0,23 042 0,42 0,43 0,44 0,40

CEPEC-2005 16 0,49 041 044 0,12 0,13 0,20 0,40 0,53 0,27 0,18 0,42 0,21 0,16 0,62 0,41

CEPEC-2006 17 0,23 0,29 0,34 0,58 0,42 0,30 0,28 0,24 0,39 0,18 0,37 0,31 0,17 0,32 0,15 0,35

CEPEC-2007 18 0,19 0,17 0,16 0,31 0,19 0,40 0,52 0,22 0,63 0,19 0,21 0,20 0,17 0,35 0,21 0,28 0,18

CEPEC-2008 19 0,20 0,43 0,15 0,16 0,14 0,19 0,16 0,24 0,26 0,41 0,21 0,32 0,28 0,25 0,19 0,29 0,17 0,30

CEPEC-2009 20 0,26 0,37 0,19 0,11 0,48 0,19 0,17 0,18 0,28 0,21 0,12 0,24 0,19 0,20 0,21 0,33 0,30 0,39 0,37

CEPEC-2010 21 0,14 0,24 0,37 0,62 0,16 0,37 0,32 0,15 041 0,13 0,37 0,15 0,18 0,16 0,13 0,17 0,58 0,13 0,18 0,19

CEPEC-2011 22 0,44 0,38 0,40 0,52 0,16 0,33 0,67 041 0,68 0,11 0,35 0,19 0,18 0,54 0,37 0,38 0,38 0,51 0,17 0,21 0,43

TSH-516 23 0,24 0,30 0,18 0,21 0,37 0,26 0,21 0,17 0,19 0,17 0,21 0,34 0,42 0,39 0,18 0,33 0,54 0,19 0,22 0,37 0,17 0,21

TSH-565 24 0,17 0,16 0,33 0,39 0,35 0,38 0,32 0,21 0,15 0,15 0,34 0,48 0,32 0,33 0,19 0,32 0,58 0,17 0,19 0,19 0,39 0,18 0,53

TSH-774 25 0,43 0,38 0,36 0,16 0,13 0,17 0,57 0,43 0,35 0,19 0,41 0,34 0,34 0,43 042 0,40 0,17 046 0,22 0,25 0,16 0,56 0,26

TSH-1188 26 0,21 0,18 0,33 0,44 0,19 0,49 043 0,22 0,29 0,39 0,33 0,39 0,53 046 0,34 0,36 0,44 0,31 0,17 0,22 0,29 0,28 0,53

EET-397 27 0,20 0,28 0,18 0,14 0,36 0,20 0,41 0,15 0,39 0,14 0,17 0,34 0,16 0,20 0,14 0,16 0,38 0,41 0,15 0,37 0,17 0,42 0,47

FL-57 28 0,16 0,14 0,28 047 0,16 0,50 0,67 0,16 0,46 0,13 0,32 0,34 0,26 0,33 0,16 0,19 0,31 0,54 0,12 0,18 0,30 0,51 0,22

HW-25 29 0,19 0,34 0,35 0,33 0,35 0,36 0,36 0,18 0,15 0,17 0,37 0,33 0,19 0,35 0,16 0,35 0,66 0,17 0,19 0,36 0,42 0,15 0,60

OURICO-428 30 0,41 0,44 0,36 0,32 0,14 0,30 0,67 041 0,54 0,17 0,39 0,31 0,28 0,52 0,36 0,46 0,28 0,58 0,29 0,42 0,18 0,62 0,36
Continua...
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Apéndice B — Continuacéao

Clones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
PH-15 31 0,19 0,12 0,13 0,18 0,15 0,25 0,16 0,17 0,32 0,47 0,13 0,22 0,17 0,17 0,20 0,31 0,16 0,32 0,33 0,38 0,10 0,16 0,23
PH-16 32 0,17 0,12 0,12 0,41 0,15 0,15 0,13 0,17 0,36 0,57 0,17 0,45 0,46 0,17 0,36 0,15 0,38 0,14 0,24 0,12 0,41 0,37 0,15
PH-17 33 0,21 0,18 0,13 0,14 0,14 0,14 0,12 0,15 0,14 0,42 0,20 0,53 0,72 0,19 0,43 0,18 0,17 0,21 0,29 0,25 0,16 0,17 0,42
PH-92 34 0,18 0,25 0,18 0,19 0,34 0,23 0,38 0,16 0,38 0,17 0,20 0,31 0,18 0,33 0,15 0,31 0,51 0,44 0,16 0,31 0,18 0,36 0,57
PS-13.19 35 0,52 0,56 0,44 0,14 0,19 0,18 0,36 0,56 0,17 0,20 0,50 0,24 0,16 0,63 0,40 0,64 0,47 0,24 0,23 0,48 0,19 0,37 0,48
pPs-57.01 36 0,18 0,18 0,14 0,17 0,11 0,18 0,18 0,18 0,13 0,48 0,18 0,47 0,43 0,18 0,42 0,17 0,17 0,22 0,19 0,29 0,14 0,14 0,24
SJ-02 37 0,52 0,50 0,46 0,13 0,23 0,18 0,42 0,51 0,15 0,17 0,50 0,21 0,18 0,46 0,52 0,46 0,21 0,19 0,19 0,18 0,23 0,41 0,18
TSA-654 38 0,14 0,19 0,16 0,21 0,16 0,20 0,17 0,24 0,15 0,21 0,22 0,22 0,22 0,19 0,13 0,15 0,23 0,25 0,24 0,32 0,16 0,13 0,25
TSA-656 39 0,16 0,18 0,16 0,17 0,15 0,15 0,18 0,32 0,13 0,19 0,24 0,17 0,22 0,22 0,14 0,14 0,19 0,15 0,18 0,13 0,13 0,14 0,20
TSA-792 40 0,19 0,16 0,13 0,11 0,34 0,19 0,12 0,20 0,13 0,38 0,17 0,47 0,31 0,19 0,19 0,18 0,30 0,17 0,33 0,24 0,14 0,20 0,41
VB-276 41 0,15 0,31 0,17 0,44 0,17 0,20 0,13 0,17 0,47 0,16 0,17 0,23 0,21 0,19 0,20 0,17 0,53 0,25 0,18 0,45 0,49 0,44 0,33
VB-430 42 0,17 0,33 0,17 0,10 0,17 0,34 0,13 0,17 0,29 0,24 0,13 0,23 0,19 0,16 0,26 0,16 0,28 0,20 0,21 0,36 0,17 0,16 0,31
VB-515 43 0,23 0,16 0,19 0,15 0,40 0,17 0,14 0,18 0,20 0,19 0,24 0,48 0,32 0,22 0,22 0,19 0,32 0,29 0,34 0,30 0,17 0,19 0,38
VB-679 44 0,16 0,14 0,19 0,29 0,13 0,37 0,30 0,19 0,39 0,20 0,16 0,34 0,31 0,36 0,17 0,32 0,18 0,51 0,26 0,42 0,12 0,30 0,21
VB-902 45 0,21 0,27 0,16 0,17 0,15 0,19 0,15 0,13 0,16 0,39 0,18 0,35 0,52 0,18 0,16 0,13 0,28 0,15 0,16 0,35 0,19 0,13 0,54
VB-903 46 0,20 0,20 0,17 0,18 0,16 0,20 0,18 0,22 0,14 0,64 0,19 0,61 0,56 0,23 0,41 0,19 0,20 0,19 0,23 0,23 0,16 0,19 0,26

Continua....
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Apéndice B — Continuacéao

Clones 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46
TSH-774 25 0,35

TSH-1188 26 0,46 0,18

EET-397 27 0,35 0,45 0,18

FL-57 28 0,50 0,52 0,42 0,45

HW-25 29 068 022 045 0,47 0,38

OURICO-428 30 0,31 0,68 0,33 0,48 0,61 0,30

PH-15 31 0,22 0,18 0,21 0,19 0,17 0,18 0,25

PH-16 32 0,16 0,18 0,36 0,12 0,14 0,18 0,16 0,39

PH-17 33 0,22 0,25 0,55 0,19 0,15 0,21 0,16 0,22 0,52

PH-92 34 0,48 042 0,34 0,66 0,42 0,5 0,48 0,15 0,16 0,17

PS-13.19 35 0,37 046 0,36 0,33 0,21 049 049 0,19 0,16 0,25 0,45

PS-57.01 36 0,22 0,29 0,42 0,18 0,16 0,19 0,21 0,20 0,41 0,52 0,18 0,29

SJ-02 37 0,19 044 0,19 0,17 0,18 0,20 0,37 0,16 0,19 0,20 0,16 0,45 0,16

TSA-654 38 0,25 0,28 0,29 0,17 0,16 0,21 0,20 0,19 0,20 0,23 0,20 0,30 0,32 0,23

TSA-656 39 0,23 0,16 0,20 0,10 0,14 0,19 0,21 0,14 0,18 0,15 0,14 0,25 0,18 0,15 0,25

TSA-792 40 0,37 0,23 0,20 0,33 0,15 0,35 0,19 047 0,47 0,34 0,32 0,23 0,23 0,23 0,18 0,20

VB-276 41 0,23 0,23 0,21 0,34 0,16 0,30 0,28 0,17 0,40 0,28 0,30 0,37 0,22 0,17 0,29 0,15 0,26

VB-430 42 0,16 0,17 0,14 0,34 0,14 0,35 0,29 0,16 0,16 0,17 0,34 0,31 0,13 0,17 0,18 0,14 0,20 0,36

VB-515 43 0,39 0,27 0,23 0,36 0,19 0,35 0,20 0,25 0,27 0,42 0,37 0,29 0,25 0,25 0,29 0,15 0,51 0,34 0,16

VB-679 44 0,34 0,37 0,33 0,21 0,47 0,19 0,52 0,38 0,16 0,22 0,20 0,29 0,27 0,15 0,23 0,13 0,18 0,25 0,18 0,28
VB-902 45 0,33 0,31 0,38 0,30 0,29 0,32 0,40 040 039 043 0,24 0,30 0,22 0,16 0,23 0,19 041 0,31 0,31 0,23 0,34
VB-903 46 0,36 0,38 0,43 0,20 0,29 0,23 0,33 042 0,58 0,44 0,20 0,24 0,54 0,19 0,30 0,21 049 0,25 0,16 0,29 0,34 0,57
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