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Resumo

Na regido cacaueira da Bahia existem grandes areas de solos de Tabuleiros Costeiros, que apresentam
horizontes subsuperficiais coesos, onde normalmente ndo se cultivam cacau. Objetivou-se avaliar o
comportamento molecular de plantulas de cacau submetidas a compactacéo do solo e a duas doses de fosforo.
O experimento foi realizado utilizando um Latossolo Amarelo coeso, que foi acondicionado em um anel de PVC
com 0,24 m de altura e 0,10 m de didametro interno. Na camada de 0-0,08 m a densidade do solo foi de 1,00 kg
dm’ para todos os anéis. Na profundidade de 0,08-0,16 m teve uma camada compactada, com densidade de
1,70 kg dm™. A camada localizada abaixo da compactada teve 0,08 m de espessura e densidade de 1,00 kg
dm™ e dois niveis de fésforo no solo, 400 mg dm? (ideal) e 200 mg dm™ (baixo). Como resultados observamos
alteracdes na expressdo de transcritos dos genes Cu-Zn-sod do cloroplasto e do citoplasma e per-1,
relacionados com as enzimas antioxidativas, em todos os tratamentos.
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Introducéo

A producéo de cacau é frequentemente limitada por varios fatores, como deficiéncia nutricional, alagamento,
déficit hidrico, solos compactados, metais pesados e fungos (REHEM et al., 2011; BERTOLDE et al., 2014;
SANTOS et al., 2014; REIS et al., 2015). A nutricdo mineral é essencial, uma vez que eleva a produtividade e
melhora a qualidade dos frutos (SANTANA et al., 1988). Dentre os sete elementos minerais, o fosforo (P) é o
fator nutricional mais limitante & producdo de cacau (GAMA-RODRIGUES, 2004). Nos solos tropicais muito
intemperizados e argilosos, a capacidade de fixacdo de P é elevada, reduzindo sua disponibilidade as plantas
(SANTANA et al., 1988). Solos brasileiros, como os solos de tabuleiros costeiros, sdo deficientes em P (SILVA
et al.,1967), tornando-se necesséria a utilizacdo de adubos quimicos para suprir a deficiéncia.

O estresse mecéanico em plantas geralmente induz alteragdes morfolégicas durante o seu crescimento (LIU
et al., 2007). Algumas respostas das plantas aos estimulos mecanicos estdo associadas ao seu crescimento e
sdo causadas por mudangas na expressdo de genes que codificam proteinas envolvidas em diversos
processos celulares (SMITH; ENNOS, 2003; LEE et al., 2007; STOKES et al., 2006). Este fenbmeno se produz
por meio da sintese de uma matriz de fitorménios, moléculas de sinalizagdo, e outros componentes quimicos,
além de expresséao génica (CHEN et al., 2005; CHEHAB et al., 2009).

As informagBes existentes sobre os efeitos da acdo mecénica do estresse mecanico em plantas de
Theobroma cacao sdo bastante escassas. Analises moleculares por meio da expresséo génica podem elucidar
alteragc6es promovidas pela compactagdo do solo e doses de P em plantas de T. cacao, além de contribuir na
compreensédo dos mecanismos utilizados por essas plantas para se adaptarem e/ou aclimatarem ao estresse
mecanico. Objetivou-se, no presente trabalho, determinar a expressao diferencial de genes envolvidos no
metabolismo antioxidativo de plantulas de cacau submetidas a compactacdo do solo e a duas doses de P.

Metodologia

O experimento foi conduzido em condicbes de casa de vegetacdo, localizada no Campus Soane
Nazaré de Andrade, da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), llhéus, BA. O solo utilizado no
experimento foi um horizonte B de um Latossolo Amarelo coeso, que foi peneirado e devidamente adubado
conforme a analise quimica e fisica do solo antes da montagem do experimento. Ainda durante a adubacao, s6
foi adicionado P no solo utilizado para caracterizar os tratamentos.

Posteriormente, foi feita a semeadura utilizando sementes do genoétipo de cacau CCN 51. As sementes
foram germinadas em tubos PVC com 0,24 m de altura e 0,1 m de didmetro interno, subdividido em trés anéis
com 0,08 m. O solo dos anéis superior e inferior teve densidade 1 kg dm™ para todos os tratamentos, ao passo
que o solo dos anéis intermediarios teve densidades de 1,0 para o controle e 1,7 kg dm™ e uma camada de
caulim (0,01 m de espessura) entre 0 solo compactado e a parede do PVC. Esse procedimento foi realizado,
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pois o caulim possui, em sua constituicdo, aluminio téxico (AI**) que impede que as raizes crescam entre o solo
e a parede de PVC, forcando, assim, o seu crescimento na camada de solo compactada. A compactacédo foi
realizada mecanicamente, com o auxilio de um bastdo de madeira com diametro compativel com o do anel do
tubo de PVC. Além disso, o solo dos anels inferiores receberam no momento da adubacédo do solo, duas
doses diferentes de P [baixa (200 mg dm” ) e ideal (400 mg dm’ )] Posteriormente, o fundo dos vasos (anéis
sobrepostos) foi tampado com laminas de isopor perfuradas, e colocados sobre bancadas da casa de
vegetacao. As coletas das pla’ntas ocorreram aos 60 dias ap0s a emergéncia das plantas.

O material vegetal foi coletado, imerso em nitrogénio liquido, e armazenado em freezer -80 °C até o
momento da liofilizacdo. O RNA foi extraido a partir de folhas e raizes em quatro diferentes tratamentos
[densidades do solo de 1,0 e 1,7 kg dm™ com doses baixa (200 mg dm™) e ideal (400 mg dm™) de P no solo]
utilizando o RNAqueous kit (Ambion ®). Em seguida, a pureza e a integridade do RNA foram testadas por
eletroforese em gel de agarose 1%. As amostras de RNA foram utilizadas para a sintese do cDNA com o
SuperSript TM Il RNase H Reverse Transcriptase (Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante,
utilizando primers oligo d(T)15. A RT-PCR de quantificacdo relativa foi realizada em um termociclador Real
Time PCR, usando sequéncia de deteccao (fluor6foro) ndo especifica SYBR Green |. A abundancia de
transcritos foi analisada por meio de primers especificos dos genes associados a enzimas envolvidas no
estresse antioxidativo (Tabela 1). Numeros da expressao relativa dos genes foram calculados como uma
porcentagem das plantas controle utilizando o método 27*“' (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) com os genes das
enzimas actina, gapdh e mdh como controle enddgeno, a fim de detectar alteragdes na abundéancia de
transcritos.

Tabela 1: Descri¢do dos primers desenhados para T. cacao a partir de genes relacionados ao metabolismo antioxidativo.

e
Gene Sequence %GC
_m (bp) | (°C)

F-5' GATGATGGCTGTGTGAGTTTCTCTT 3'

SOD citoplasmética cytoplCuZnSOD
25 613 50.00

R -5' CAACAACAGCTCTTCCATAATTTTGA 3'

o F - 5' AATGGATGCATGTCAACAGGAGC 3'
SOD cloroplastidica chlorCuznSOD
22 63.65 40.91

R -5" GATGATGGCTGTGTGAGTTTCTCT 3'

. F-5' CAGGTGTCGTGGGATCAAGA 3'
Peroxidase tcPER-1
21 60.08 47.62

R - 5' TGGAAAAACTACGCCAAATATGC 3'

Resultados e Discusséo

Foi encontrado um a reducéo significativa (p <0,05) em folhas na expressdo de Cu-Zn-sod no
citoplasma e no cloroplasto, quando comparada ao controle para todos os tratamentos. No entanto, em folhas,
para o gene per-1 mostrou uma expressao significativa (p <0,05) aumentada de aproximadamente 4,1 vezes na
densidade de 1,0 kg dm™ com dose ideal de P e de 3,2 vezes na densidade de 1,7 kg dm™ com dose ideal de
P. Contudo para a densidade de 1,7 kg dm?®a expressdo foi reduzida em 80% o numero de transcritos. Em
relagdo a expressdo dos genes Cu-Zn-sod no citoplasma e de per-1, em raizes, houve reducéo na expressao
em todos os tratamentos No entanto, essa reducdo na expressdo destes genes foi mais evidente no
tratamento 1,7 kg dm™ com dose baixa de P, assim como em folhas.

A reducédo na expressdo dos genes Cu-Zn-sod do cloroplasto e do citoplasma em folhas e raizes de
plantulas de cacau submetidas a compactacao do solo e a doses de P, bem como do gene per-1 em raizes,
pode ter ocorrido devido ao estresse oxidativo causado pela compactacdo do solo. Diversos estudos
demonstraram que o dano a planta sob estresse pode ser desencadeado por espécies reativas de oxigénio
(ERO), cujo dano mais critico ocorre no nivel da proteina PS2 D1 (YAMAMOTO et al., 2008; CALDERONE et
al., 2003). Por outro lado, a producao de ERO, por sua vez, desempenha um papel fundamental na inducdo da
producdo de moléculas. Aumentos nas concentracdes de ERQ’s, quando ndo eliminadas por enzimas,
danificam as membranas, proteinas, RNA e moléculas de DNA e pode até levar a destrui¢cdo celular através do
estresse oxidativo (MITTLER, 2002; NIKI, 2009).

As enzimas antioxidantes desempenham um papel fundamental na remogéo de ERO’s e sua ativagéao
esta diretamente relacionada a defesa contra o estresse abiotico e desenvolvimento (FOYER; NOCTOR, 2009)
No presente trabalho, 0 aumento na expressao do gene per-1 em folhas, nas densidades de 1,0 e 1,7 kg dm™
com dose ideal de P, sugere que as folhas foram mais tolerantes ao estresse que as raizes e podemos inferir
que a dose ideal de P contribuiu significativamente para essa resposta de tolerancia, ja que na densidade 1,7
kg dm™ com dose baixa de P, houve uma reducdo na expressdo desse gene. A resposta no aumento da
expressdo do gene peroxidase, relacionada a defesa em plantas, ocorre em resposta a muitos estimulos
biéticos e abidticos (MITTLER, 2002; TEIXEIRA et al., 2006; MARTINELLI et al., 2016).

A enzima Cu-Zn-sod dismuta os superoxidos produzidos nos cloroplastos e no citoplasma. A produgéo
de 'O, pode causar reprogramacdo da expressdo de outros genes, levando a clorose e morte celular
programada, bem como induzir uma ampla gama de respostas relacionadas ao estresse hibtico e abidtico
(KLEINE; LEISTER, 2016). Varios estudos ja mostraram que as aclimatizacdes de plantas para mudancas
ambientais comecam com a percepgdo molecular do estresse. Além disso, a transducdo de sinal ocorre
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buscando a regulacdo dos genes, que podem sofrer grandes variagbes em sua expressao, induzida pelo
estresse (KIEFFER et al., 2009; AMUDHA; BALASUBRAMANI, 2011).

Conclusdes

A compactagdo do solo, associado a doses de P, alterou a expressdo de genes relacionados ao
metabolismo antioxidativo em plantulas de cacau, principalmente em nivel de raizes, evidenciado pela reducao
da expressao dos genes Cu-Zn-sod citoplasmatica e per-1 de enzimas envolvidas no sistema antioxidante e em
folhas pelo aumento significativo da expressao do gene per-1, quando adicionado dose ideal de P.
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