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Abstract

The response of the photosynthetic mechanisms to drought lenght and intensity
was investigated in potted Helianthus annuns L. and Lupinus albus L. plants. Different
drought intensities were achieved through watering manipulation. Young and mature H.
annuus leaves were comparatively analysed. The effect of a temporary light reduction was
evaluated in young leaves, both during drought and rehydration. The effects of drought
and rehydration on photosynthesis were comparatively assessed on leaves of H. annuus
(drought tolerant) and L. a/bus (drought avoider).Our results indicate that, whereas the
photosynthetic rates have diminished as a response to drought, no chronic photoinhibition
nor leaf senescence were induced in the sampled H. annuus leaves. In these plants,
metabolic limitations to the photosynthetic activity were observed during drought, which
may have included the activation of the Mehler reaction and the onset of photorespiration.
Young leaves revealed the ability to strengthen their antioxidant protection as a response to
drought, namely through the increase on leaf carotenoids. However, the differences
recorded between young and mature leaves during drought had no reflection on the
photosynthetic recovery after rehydration, being similar for both leaf ages. Data showed
that the non-photochemical quenching increase is not inevitably linked to an increase in the
de-epoxidation index of the xanthophyll cycle and confirmed that both parameters are
quite dependent on the photon flux density. The absence of oxidative stress on plants
transferred to low light during drought may have led to failure in the internal signalling
process, while the apparent stimulation of photoassimilates exportation may have caused
growth inhibition. No advantages were therefore observed for the drought and rehydration
processes to occur under low light conditions. The maintenance of high leaf sucrose in
plants rehydrated under high light did not prevent them from failing to fully recover their
photosynthetic activity. Drought induced leaf senescence in L. @/bus, which may have
resulted from oxidative stress, due to the impairment of superoxide dismutase and
ascorbate peroxidase activities. The results showed that drought, on its own, is capable of
inducing responses usually associated with the co-occurrence of drought and high light,

such as oxidative stress and leaf carotenoids increase.



Resumo

A resposta dos mecanismos fotossintéticos a duragao e intensidade do défice hidrico e
posterior rehidratacao foi investigada em plantas envasadas de Helianthus annuus 1. e Lupinus
albus L. A rega foi manipulada de modo a induzir diferentes intensidades de défice hidrico e
posterior rehidratagao. Nas plantas de H. annuus foram analisadas comparativamente folhas
jovens e folhas maduras, tendo-se também avaliado nas folhas jovens o efeito da diminui¢ao
temporaria da intensidade luminosa nas plantas em défice hidrico e rehidratagao. Foram
também avaliados comparativamente os efeitos dos défices hidricos e da rehidratagao na
actividade fotossintética e no sistema antioxidante em folhas de H. annuus e L. albus, espécies
com estratégias diferentes perante o défice hidrico (H. annuus é tolerante ao défice hidrico e L.
albus evita o défice hidrico). Os resultados obtidos indicam que, apesar de as taxas de
fotossintese terem diminuido em resposta ao défice hidrico, nao ocorreu fotoinibi¢ao cronica
nem foi induzida senescéncia foliar nas folhas de H. annuus amostradas. Nestas plantas, em
situagdao de défice hidrico, ocorreram limitagoes metabdlicas a actividade fotossintética, que
nas folhas maduras podem ter incluido a activagiao da reac¢ao de Mehler e da fotorrespiragao.
As folhas jovens revelaram possuir a capacidade de reforgar a sua protecgao antioxidante em
resposta ao défice hidrico, através do aumento do teor foliar em carotendides. No entanto, as
diferencas registadas entre as folhas jovens e as folhas maduras nas plantas em défice hidrico
nao se repercutiram na sua capacidade de recuperagao da actividade fotossintética apos
rehidratacao, que foi semelhante. Os dados obtidos mostraram que o aumento do ‘quenching’
nao fotoquimico nem sempre esta directamente relacionado com o aumento do indice de
desepoxidacao do ciclo das xantofilas e confirmaram a relagao de dependéncia entre ambos os
parametros e a densidade de fluxo quantico. Nas plantas em défice hidrico transferidas para
intensidade luminosa baixa, a auséncia de stresse oxidativo pode ter implicado falhas na
sinalizacao interna das plantas, enquanto o estimulo aparente da exportagao de fotoassimilados
durante a rehidratagdao pode ter conduzido a inibi¢ao do crescimento, pelo que nao se
observaram vantagens na imposi¢ao do défice hidrico e da rehidratacdo a baixas densidades de
fluxo quantico. A manutenc¢ao de altos teores foliares de sacarose nas plantas rehidratadas sob
irradiancia alta ndo evitou que estas nao recuperassem completamente a actividade
fotossintética. O défice hidrico induziu senescéncia foliar em L. a/bus. Esta pode ter resultado
do stresse oxidativo induzido nas plantas em défice hidrico, aparentemente devido ao
desequilibrio entre as actividades da dismutase do superoxido e da peroxidase do ascorbato.

Os resultados mostram que o défice hidrico pode, por si s6, induzir respostas normalmente



associadas a ocorréncia conjunta de défice hidrico e intensidade luminosa alta, tais como o

stresse oxidativo e o aumento no teor foliar em pigmentos antioxidantes.
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Capitulo 1

Introdugao geral



1. Introdugio geral

O défice hidrico ¢ um dos tipos de stresse abidtico que mais limita a produtividade das
culturas no mundo inteiro, sobretudo nas regides em que a precipitagao ¢ baixa e distribuida
de um modo irregular ao longo do ano. Em termos climaticos, vastas zonas de Portugal, e o
Algarve em particular, enquadram-se no clima do tipo mediterraneo. Este tipo de clima
caracteriza-se por uma temperatura média anual elevada e uma precipitacio média anual
inferior a 700 mm, com uma distribui¢ao intra-anual e inter-anual muito irregular, centrada
essencialmente nos meses de Inverno (Daveau 1988). F também caracterizado por irradidncias
e evapotranspiragao muito elevadas, principalmente entre Abril e Setembro, sendo comuns as
situagdes de secura. Alteragoes rapidas nas condi¢des ambientais, como a subida repentina na
temperatura do ar e o decréscimo da humidade relativa, frequentemente associadas a ventos
quentes e secos, fazem com que a rapidez e adequagao das respostas fisioldgicas e bioquimicas
sejam essenciais para a sobrevivéncia das plantas, tanto quando se instala uma situagao de
secura, como quando as plantas siao rehidratadas, quer por rega quer pela chuva. Ao nivel da
planta, o défice hidrico tem efeitos importantes na fenologia e nos processos de
desenvolvimento, crescimento, assimilacao do carbono, parti¢ao dos assimilados e
reprodugio, que se repercutem na produtividade global das culturas sob défice hidrico.

O tipo de respostas ao défice hidrico depende das espécies e também da duragio e
intensidade do stresse e pode incluir, entre outras, a diminui¢ao da abertura estomatica, a
alteracdo das taxas de ‘turnover’ de algumas proteinas, a producao de proteinas especificas
como as ‘heat shock proteins’ e dehidrinas, o ajustamento osmotico e ainda altera¢es nos
niveis endégenos dos reguladores de crescimento (Passioura 1996). A expansao celular é um
dos primeiros processos a ser afectado (Hsiao 1973), com influéncia negativa no
desenvolvimento do sistema radicular e da canépia (Tardieu 1996). Sabe-se também que a
fotossintese ¢ um dos processos fisiologicos mais atingidos pelo défice hidrico (Chaves 1991,
Cornic 1994).

A influéncia do défice hidrico na actividade fotossintética tem sido bastante estudada,
mas a controvérsia sobre a importancia relativa das limitagoes estomaticas e metabolicas
persiste. Alguns autores suportam que, em plantas sujeitas a défice hidrico moderado, o
decréscimo das taxas fotossintéticas se deve principalmente a limitagao da difusio do COz
imposta pelo fecho dos estomas (Dreesmann ez a/. 1994, Cornic e Massacci 1996, Cornic 2000,
Cornic e Fresnau 2002). Porém, os resultados obtidos em trabalhos nos quais que se procurou
eliminar ou minimizar o efeito dos estomas, quer utilizando algas (Davison e Pearson 1996,

Kawamitsu e a/. 2000), quer utilizando cloroplastos isolados (Boyer e Bowen 1970), indicaram



a existéncia de outras limitagoes a fotossintese para além das estomaticas. Outros trabalhos
revelaram que, em plantas em défice hidrico, para além da diminui¢ao da condutancia do
meso6filo para o COz (Chaves ef al. 2003) e do aumento da susceptibilidade a ocorréncia de
fotoinibi¢ao (Lu e Zhang 1998), ocorre também a inibicao em ‘feedback’ da fotossintese,
devida a acumula¢io de agucares soluveis (Azcon-Bieto 1983), a reducao da actividade da
Rubisco (Pankovic e al. 1999), a inibicao da sintese da RuBP (Gunasekera e Berkowitz 1993,
Tezara et al1999, Pankovic et al. 1999, Lawlor 2002) atribuida ao decréscimo da sintese de
ATP (Tezara et al. 1999, Lawlor 2002) e ainda a diminui¢ao do transporte aciclico de electrées
e estimulo do transporte ciclico (Golding e Johnson 2003), para além do estimulo da
fotorrespiracao (Wingler ez al. 1999), da reac¢ao de Mehler (Biehler e Fock 1996, Polle 2001) e
do stresse oxidativo (Irigoyen ez al. 1992, Moran et al. 1994, Zhang e Kirkham 1996, Krieger-
Liskay 2005).

Os resultados atras referidos provém de trabalhos em que foram utilizadas plantas ou
tecidos vegetais provenientes de diversas espécies e estados fisiolégicos e nem sempre ¢ claro
o nivel de stresse a que foram sujeitas. Flexas e Medrano (2002) analisaram conjuntamente os
resultados obtidos por diversos autores e, tendo estabelecido a condutancia estomatica como
factor de avaliagao do nivel de stresse hidrico, propuseram que os efeitos do défice hidrico
sobre a actividade fotossintética dependem da intensidade do stresse. Os mesmos autores
indicaram o fecho dos estomas como uma das primeiras respostas ¢ principal limitag¢ao a
fotossintese em plantas sob stresse ligeiro a moderado, enquanto em plantas sob stresse severo
ocotrera a regulacio negativa e/ou inibicao de processos metabdlicos. O facto de a
diminui¢ao da abertura estomatica consistir numa das primeiras respostas ao défice hidrico e
também o de poder ser controlada por sinais quimicos enviados pelas rafzes cujas células
tenham perdido turgidez (Davies e Zhang 1991), sugere que possa haver limitages a aquisi¢ao
de COz logo que haja défices hidricos no solo, ainda que os potenciais hidricos foliares
permanecam altos. Estas limitages a aquisicao de CO» verificadas em plantas em défice
hidrico, ao implicar o decréscimo das taxas fotossintéticas, podem conduzir a que a taxa de
absorcdo de fotdes exceda a taxa de utiliza¢ao de energia de excitagdo no transporte
fotossintético de electrées. Neste caso, os aceitadores de electrées permanecerao reduzidos
(Demmig-Adams 1990, Krieger-Liskay 2005) e ndo estarao disponiveis para aceitar os
electroes provenientes da clorofila excitada pela luz, a qual em vez de regressar ao seu estado
nao excitado, permanecera excitada com a consequente formagao de tripletos da clorofila
(3Chl") nas antenas do fotossistema II (Demmig-Adams 1990, Foyer e Harbinson 1999,

Krieger-Liskay 2005). O 3Chl" reage com o oxigénio molecular formando-se o singleto de



oxigénio (102", espécie excitada de oxigénio que destrdi proteinas, pigmentos e lipidos e
parece ainda ser a espécie reactiva de oxigénio responsavel pela degradagio da proteina D1
nos complexos pigmento-proteina do PSII (Trebst ez a/ 2002, Krieger-Liskay 2005). Os
carotendides das antenas constituem uma primeira linha de defesa contra estas espécies
reactivas geradas junto ao PSII (e potenciadoras do stresse oxidativo) (Krieger-Liskay 2005)
quer através da activagao do ciclo das xantofilas, regulada pela acidifica¢ao do lumen dos
tilacéides (Demmig-Adams e Adams 1990), através do qual é sequestrado o 1Chl’,
minimizando a formagao de 3Chl" e de 'O2" (Demmig-Adams e Adams 1996, Niyogi ¢f al.
1998), quer por acgao directa de carotendides, constitutiva e nao regulada (Foyer e Harbinson
1999), como o B-caroteno (Foyer e Harbinson 1999, Choudhury e Behera 2001, Krieger-
Liskay 2005), a neoxantina (Jung 2004) e a luteina (Pogson ez a/. 1998, Niyogi 2000), os quais,
devido a sua proximidade com as clorofilas nas antenas sequestram o 3Chl" e 0 102". O o
tocoferol, localizado nas membranas dos tilacoides, constitui também um elemento
importante na manutengao da integridade do PSII, sendo muito eficaz na inactivaciao do 'O2"
(Munné-Bosch e Alegre 2002, Trebst ez al. 2002).

O decréscimo da taxa fotossintética resultante do fecho dos estomas conduz também a
reducao do consumo de NADPH e de ATP e a inibicao em ‘feedback’ da sua sintese,
favorecendo a activagao de processos como o transporte ciclico de electrdes (Golding e
Johnson 2003), a reacgao de Mehler (Biehler e Fock 1996, Polle 2001) e a fotorrespiracao
(Wingler ef al. 1999). A activagao destas vias metabdlicas tem sido referida como um
sumidouro importante dos electrdes resultantes da energia de excitagdo em excesso no
cloroplasto, em plantas submetidas a défice hidrico (Osmond e Grace 1995, Biehler e Fock
1996, Wingler e al. 1999, 2000, Golding e Johnson 2003). No entanto, tanto a reacgao de
Mehler como o transporte ciclico de electroes conduzem ao favorecimento da sintese de ATP
em detrimento da sintese de NADPH. Este desequilibrio pode também ter como
consequeéncia a diminui¢do da taxa a que ocorre o ciclo de Calvin por escassez de poder
redutor na forma de NADPH. Por outro lado, o transporte ciclico de electroes e a reacgdo de
Mehler contribuem também para a acidificacao do lumen dos tilacoides (Foyer e Harbinson
1999, Makino ez al. 2002), podendo deste modo promover a activacao da desepoxidase da
violaxantina, da qual depende o ciclo de desepoxidagao das xantofilas (Morosinotto ef .
2003), e também a activagao da proteina Psbs, constituinte do complexo captador de energia
do fotossistema II e responsavel por parte do ‘quenching’ nao fotoquimico da energia de
excitagao em excesso (Li ez a/. 2000, 2002). Contudo, a fotorrespirag¢ao tem como produto

final o peréxido de hidrogénio (H202) e a reacgao de Mehler tem como produto final o radical



superoxido (O27), ambos espécies reactivas de oxigénio potencialmente destruidoras de

lipidos, proteinas e acidos nucleicos (Wingler ez a/. 1999, Polle 1996, Tambussi e a/. 2000).

Virios autores reportaram ja a ocorréncia de stresse oxidativo em plantas em défice
hidrico (Irigoyen ez al. 1992, Moran ef al. 1994, Zhang e Kirkham 1996, Boo e Jung 1999,
Krieger-Liskay 2005, Mascher e a/. 2005) e sao também varias as evidéncias que indicam que
as espécies reactivas de oxigénio desempenham um papel importante na percep¢ao das
alteragoes ambientais pelas plantas, e na sinalizagdo interna que pode desencadear uma série de
reacgOes das quais dependem as respostas ao stresse (Foyer e Noctor 2005).

Para além da accdo ja mencionada dos carotendides relativamente ao 1Chl", 3Chl" e

102", a presenca das espécies reactivas de oxigénio como o Oz e o H2Oz ¢é controlada por um

sistema de enzimas antioxidantes das quais fazem parte a dismutase do superoxido (SOD), a
peroxidase do ascorbato (Apx), a redutase do monodesidroascorbato (MDHAR), a redutase

do desidroascorbato (DHAR), a redutase da glutationa (GR) e a catalase (Cat) (Foyer ez al.

1994, Asada et al. 1998). O Oy resulta da reducio do oxigénio molecular no decorrer da

reac¢ao de Mehler (Foyer e Harbinson 1999) e a enzima SOD, cujas formas cloroplasticas sao
as mais abundantes em folhas verdes (Bowler ef a/. 1992), catalisa a reaccao de dismutacao do

superoxido a H2Oz e oxigénio molecular (Asada 1999). Na presenca de ides metalicos, como
os i0es de ferro, o HxO2 e 0 Oz reagem numa reacg¢ao conhecida por reac¢ao de Haber-Weiss

cujo produto final é o radical hidroxilo (OH®), muito reactivo e destruidor (Bowler ef al. 1992,
Benov 2001, Van Breusegem ez a/. 2001). A peroxidase do ascorbato e a catalase sdo enzimas
que reduzem o HxOz a dgua e oxigénio molecular (Larson 1988, Bowler ¢ a/. 1992). Enquanto
a catalase se encontra essencialmente nos peroxissomas e glioxissomas das células vegetais
(Havir e McHale 1987, Bowler ez a/. 1992), onde procede a elimina¢ao do H2O»z resultante da
fotorrespiracao (Bowler ez a/. 1992), a peroxidase do ascorbato encontra-se
predominantemente no cloroplasto (Bowler ¢f a/. 1992, Sen Gupta ez al. 1993) e pode reduzir o
peroxido de hidrogénio que af se formar (Polle 2001). Embora a Apx possa aceitar o guaiacol
como dador de electrdes, o ascorbato ¢ um dador muito mais eficaz o que implica que a
regeneracao do ascorbato seja necessaria para que a eliminagao do H2O:z no cloroplasto
persista (Asada 1992). A regenera¢ao do ascorbato pode ocorrer a partir da reacgao de
reducao do monodesidroascorbato pela ferredoxina (Miyake e Asada 1994), pelo NADH ou
pelo NADPH, catalisada pela redutase do monodesidroascorbato (Hossain e Asada 1985), ou
entdo resultar de uma reacgao de oxidagao-reducio, espontanea, do monodesidroascorbato a

ascorbato e desidroascorbato (Polle 2001). O desidroascorbato pode ser reduzido a ascorbato



através do ciclo ascorbato-glutationa, processo onde intervém as enzimas redutase do
desidroascorbato e redutase da glutationa e durante o qual é consumido NADPH (Polle e7 a/.
1990, Asada 1992, Bowler e al. 1992, Asada 1999, Foyer e Harbinson 1999, Polle 2001).

O stresse oxidativo, resultante da predominancia dos agentes oxidantes relativamente
aos antioxidantes (Azzi ef al. 2004), tem como consequéncia o acréscimo do nivel de
peroxidagao dos lipidos das membranas, que resulta no aumento da abundancia em dialdeido
malonico ou MDA (Weber ¢f al. 2004). A presenca de dialdeido malénico (MDA) nos tecidos
tem sido relacionada com a indugao da expressao de genes que codificam para a dismutase do
superoxido, para a peroxidase do ascorbato e também para as dehidrinas (Weber e a/. 2004).
Deste modo, o aumento do teor foliar de MDA, para além de ser indicador da ocorréncia de
stresse oxidativo, pode contribuir para a indu¢ao da protec¢ao dos tecidos contra a
desidratagdao ou os seus efeitos. Por outro lado, o H2O2, para além de estar associado a
inducao da expressao de genes relacionados com a aclimatagao e tolerancia a diversos tipos de
stresse abiotico (Foyer ez al. 1997), esta também na origem da formacao dos radicais hidroxilo,
os quais promovem a inibi¢ao reversivel das aquaporinas, reduzindo o transporte de agua para
fora das células, evitando assim a desidratagdao excessiva (Henzler ez a/. 2004). Enquanto as
plantas crescem e se desenvolvem em condigdes 6ptimas, os niveis constitutivos de
antioxidantes sdo suficientes para controlar a producgdo continua de espécies reactivas de
oxigénio (Munné Bosch e Alegre 2004), mas os processos que sao estimulados ou inibidos
durante a imposi¢ao do défice hidrico parecem possuir a capacidade de provocar danos e
simultaneamente ser também necessarios, pelo menos em certa medida, para o desencadear
dos mecanismos de protec¢ao essenciais a sobrevivéncia dos tecidos. Porém, o stresse
oxidativo associado ao decréscimo das defesas antioxidantes tem sido também associado a
inducao da senescéncia foliar (Ye ez al. 2000, Prochazkova et a/. 2001, Munné-Bosch ez a/.
2001), tendo Ye ez al. (2000) reportado que o declinio no teor foliar em clorofila durante a
senescéncia foliar de Arabidopsis thaliana foi precedido pelo aumento da peroxidagdo dos
lipidos. Diversos estudos demonstraram que a secura acelera o padrio acrépeto da senescéncia
foliar em varias espécies (Aparicio-Tejo e Boyer 1983, O’Neill 1983, Olsson 1995), mas este
processo, apesar de conduzir a morte dos tecidos, pode reverter em favor da planta como um
todo, ja que ¢ através dele que a planta reduz a area transpirante e recicla para as zonas mais
jovens e em crescimento ou para os 6rgaos de reserva os nutrientes que resultam do
desmantelamento organizado dos conteudos dos tecidos senescentes (Munné-Bosch e Alegre
2004). Acresce que os trabalhos realizados em diversas espécies vegetais sobre os efeitos do

défice hidrico na actividade do sistema enzimatico antioxidante nao sao muito conclusivos no



seu conjunto, ja que enquanto nuns a actividade das enzimas do sistema antioxidante foi
induzida (Ratnayaka e a/ 2003, Srivalli ez a/. 2003), noutros decresceu (Moran ez al.1994,
Schwanz e Polle 2001) e noutros nao foi afectada (Yoshimura ez a/. 2000). Estas disparidades
de resultados sio provavelmente consequéncia de os estudos terem sido realizados em
genotipos com estratégias diversas de enfrentar o défice hidrico (Sairam ez a/. 1997/98,
Davenport ez al. 2003, Sairam et al. 2005), sob condi¢des ambientais e niveis de défice hidrico
variaveis (Irigoyen ez al. 1992, Sgherry e Nari-Izzo 1995) e em diferentes estadios de
desenvolvimento da planta (Ye ¢f a/. 2000) e¢/ou idades foliates (Sairam ez al. 2003/04).

As situagoes de secura s6 podem ser ultrapassadas com sucesso pelas plantas se os
componentes celulares essenciais e as suas relages funcionais forem preservados, nao sé
durante o periodo de desidratagdo, mas também durante a rehidratagdo. Neste sentido, a
tolerancia aos défices hidricos devera requerer o controlo preciso do metabolismo, de forma a
permitir a manutencao das fungdes essenciais durante o perfodo de stresse, e também a
reconstru¢ao e reabilitacio da maquinaria celular afectada durante o periodo de défice hidrico,
de modo a que seja possivel o restabelecimento fisiologico dos tecidos e da planta durante a
rehidratacdao. No entanto, de entre os diversos trabalhos dedicados ao estudo dos efeitos do
défice hidrico, poucos se debrucaram sobre os efeitos da rehidrata¢do. Entre estes
encontram-se os estudos de Navari-1zzo ef a/. (1995) e de Olsson ez a/l. (1996), que propuseram
que a velocidade com que o défice hidrico é imposto influencia a capacidade de recuperagao
das plantas durante o alivio do stresse, e o de Kaiser (1987) que concluiu, apds a rehidratagao
de discos foliares, que a rehidratagao rapida pode ser pelo menos tao prejudicial para as células
do meséfilo como a propria desidratagdo. Num estudo em que foram comparadas duas idades
foliares, David ez /. (1998) verificaram que enquanto a actividade fotossintética das folhas
mais jovens recuperou rapidamente dos efeitos dos défices hidricos, 0 mesmo nao se verificou
nas folhas mais velhas, em que a rehidratagio teve aparentemente um efeito mais negativo
sobre o desempenho do aparelho fotossintético do que a desidrata¢ao em si, tal como ja tinha
sido sugerido por Dreesmann ez a/. (1994). Adicionalmente, em estudos realizados em varias
espécies vegetais foi demonstrado que as folhas maduras, completamente expandidas, sao
mais afectadas pelo défice hidrico do que as folhas jovens em expansao (Calatayud e a/. 2000,
Jung 2004), para além de as folhas jovens parecerem dispor de uma protec¢ao mais eficaz
contra o stresse oxidativo (Bowler ef a/. 1992, Havaux e a/. 2000).

Munns e Weir (1981), Premachandra e Joly (1992), Wang e a/. (1994) e David ez al.
(1998) detectaram, em varias espécies, uma maior acumula¢ao de agucares soluveis induzida

pela secura em folhas jovens do que em folhas velhas, tendo as hexoses sido os principais



contribuintes para os agucares acumulados. O decréscimo da utilizacao de ATP e de NADPH
no estroma e a diminui¢ao da taxa de regeneracao da RuBP poderao estar relacionadas com a
acumula¢ao de agucares soluveis, ja que esta implica a redu¢ao da disponibilidade de fésforo
inorganico no estroma (Azcén-Bieto 1983), havendo também indicios de que a sacarose e
sobretudo a glucose, reprimem a expressao de alguns genes relacionados com a actividade
fotossintética (Sheen 1990). Por outro lado, ha indica¢oes de que a acumulagao de agucares
soluveis confere maior tolerancia a desidratacao (Pelah ez al., 1997; David ez al., 1998),
contribuindo para a manutenc¢ao da turgescéncia celular (Hsiao 1973, Ingram e Bartels 1996),
e ainda que a acumulag¢io da sacarose parece contribuir para a manutencdo da integridade das
membranas celulares, da estrutura das proteinas e da actividade enzimatica em tecidos
desidratados (Ingram e Bartels 1996, Hoekstra ¢f a/. 2001).

A rehidratacao dos tecidos pode reverter a reducao da condutancia estomatica, mas o
restabelecimento do metabolismo fotossintético implica também o retomar das condi¢des de
difusao do COg, a recuperagao da capacidade de regeneracio da RuBP, a reactivagio da
Rubisco ou ainda da sintese de ATP e de NADPH e do equilibrio entre o poder oxidante e
antioxidante.

Até a data, os trabalhos realizados em plantas, tecidos ou algas sob défice hidrico, com
rehidratacao ou nao, tém conduzido a resultados que nem sempre sio concordantes. Muitas
das discrepancias sao provavelmente devidas aos diferentes niveis de défice hidrico e
condi¢Oes ambientais em que foram impostos, para além das diferencgas entre os genotipos
utilizados, idades fisiologicas das plantas e dos tecidos.

Os objectivos deste trabalho foram i) avaliar a resposta dos mecanismos
fotossintéticos a duracao e intensidade do défice hidrico e rehidratacao em folhas jovens e
maduras de Helianthus annuus, 1i) investigar o efeito da diminui¢do temporaria da densidade de
fluxo quantico na resposta ao défice hidrico e na capacidade de recuperacao da actividade
fotossintética das plantas desta espécie e iii) analisar comparativamente os efeitos do défice
hidrico e da rehidratacio na actividade fotossintética e no sistema antioxidante de duas
espécies com estratégias distintas perante o défice hidrico, o H. annuus tolerante ao défice

hidrico (Zhang e Kirkham 1996) e o Lupinus albus que evita o défice hidrico (Huyghe 1997).
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2.1. Condigoes gerais dos ensaios

Foram realizados quatro ensaios entre Maio de 1999 e Julho de 2002, trés com girassol
(Helianthus annus L. cultivar ‘Giant’) e um com tremoceiro (Lupinus albus L..). Os ensaios com
girassol realizaram-se entre Maio e Julho de 1999 (Gir99), Setembro e Novembro de 2001
(Gir01) e Junho e Julho de 2002 (Gir02). O ensaio realizado com tremoceiro decorreu entre
Margo e Maio de 2001 (Lup01).

As sementeiras foram efectuadas directamente em vasos de trés litros. O substrato
utilizado em todos os ensaios foi uma mistura de turfa nao fertilizada (Shamrock) com
vermiculite na proporcao de 1:1 (v:v) a qual foi adicionado um fungicida (substancia activa:
captana 83%) na proporcao de 20 g por cada 50 L de substrato.

Exceptuando o ensaio de girassol realizado em 1999, a rega foi efectuada com solugao
nutritiva completa de Hoagland modificada (Hoagland e Snyder, 1933) testada anteriormente
para cada uma das espécies. Nos ensaios realizados em 2001 e em 2002 as plantas foram
submetidas a dois niveis de défice hidrico: um menos intenso e mais curto e outro, mais
intenso e prolongado. O estado hidrico foi imposto no substrato, manipulando em cada rega a
reposi¢ao da solu¢ao nutritiva, em fung¢ao da quantidade de agua perdida por
evapotranspira¢ao, determinada por pesagem dos vasos. Nas plantas controlo a solugao foi
sempre reposta na totalidade do peso perdido. Para cada um dos ensaios foram efectuadas
rehidratagdes através de diversas regas, de modo a garantir uma hidratacdo homogénea de
todo o substrato, até ser atingida a capacidade de campo. Realizaram-se amostragens nas
plantas bem hidratadas, em défice hidrico e durante o periodo de rehidratagao.

Nos ensaios realizados em 1999 e em 2001 as plantas desenvolveram-se sob abrigo,

numa estufa de vidro equipada com um sistema de controlo térmico regulado para uma

temperatura maxima de 25°C. Sendo a estufa desprovida de qualquer sistema de aquecimento,
a temperatura minima variou de acordo com as condi¢Oes exteriores. Esta estufa ndo estava
equipada com iluminag¢ao suplementar, pelo que o crescimento das plantas decorreu sob
condig¢bes de iluminag¢ao natural com uma quebra de cerca de 35%. Dada a elevada
variabilidade da irradiancia nos varios pontos da estufa, procedeu-se a rotagao peridédica dos
vasos. O ensaio Gir02 foi efectuado numa camara de crescimento “walk-in” (Fitoclima 16000
EHVP, Aralab, Portugal) com controlo de irradiancia, fotoperiodo, temperatura e humidade
relativa.

As medicoes de potencial hidrico, trocas gasosas e fluorescéncia e a recolha de
amostras para a medi¢ao da capacidade fotossintética, quantificagio dos parametros

bioquimicos, teor relativo em agua foliar e massa foliar especifica foram efectuadas num
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numero minimo possivel de folhas adjacentes, previamente seleccionadas em cada planta, num

total de cinco plantas por tratamento.

2.2. Instalacdo dos ensaios

Ensaio Gir99 (Helianthus annuus, Maio a Julho de 1999)

Este ensaio teve inicio em Maio de 1999, com a sementeira das plantas, e as
amostragens decorreram em Julho do mesmo ano. Apds a embebicao das sementes em agua
destilada, efectuou-se a sementeira de modo a obter duas plantas por vaso. As primeiras regas
apos a germinagao foram efectuadas com 4gua para evitar a acumulacgao de sais no substrato
durante a fase inicial do crescimento. Posteriormente, e até ao inicio da imposi¢ao do défice
hidrico, a rega com agua foi intercalada com a rega com uma solugdo nutritiva, de nome
comercial Complesal 12-4-6 (Bayer), composta por 120g/L de azoto, 40g/L de fésforo e
60g/L de potassio e micronutrientes, na diluicao de 400 mL./100 L.

A imposi¢ao do défice hidrico teve inicio trinta e sete dias ap6s a sementeira, quando
as plantas apresentavam um total de oito a onze folhas com comprimento superiora 1 cm. O
défice hidrico foi imposto gradualmente, durante doze dias, pela reposi¢ao de 70% das perdas
diarias por evapotranspiragao. No dia da amostragem das plantas em stresse o substrato
encontrava-se a 28% da capacidade de campo. A recuperac¢ao do stresse foi feita com o
volume de solugdo nutritiva necessario a reposi¢ao do peso perdido por evapotranspiragao
durante o desenvolvimento do stresse, tendo como referéncia o peso dos vasos quando
regados a capacidade de campo.

As plantas em défice hidrico foram amostradas quarenta e nove dias ap6s a
sementeira, em simultaneo com as plantas controlo. A amostragem das plantas em
recuperagao foi feita cinquenta e um dias apos a sementeira, 48 h ap6s o inicio do alivio do
stresse. Foram analisadas folhas de duas idades diferentes. Como folhas jovens (J) foram
consideradas as que se encontravam em inicio de expansao aquando da imposi¢ao do défice
hidrico e que completaram a sua expansao durante o ciclo de secagem, encontrando-se
completamente expandidas no periodo da amostragem (contagem acropeta da folha marcada
para amostragem igual a 10.6 £ 0.9,9.4 £ 1.1 ¢ 10.2 £ 0.8 para as plantas controlo, em défice
hidrico e rehidratadas, respectivamente, num total de cerca de 17.6 £0.9,16.8 £ 0.8 ¢ 17.8 £
1.1 folhas por planta; valores apresentados sob a forma de média mais ou menos desvio
padrao). Como folhas maduras (M) foram consideradas as que ja se encontravam em expansao

ou quase expandidas no infcio da imposi¢ao do défice hidrico (contagem acrépeta da folha

marcada para amostragem igual a 6.0 £ 0.7, 6.2 £ 0.4 ¢ 6.8 = 0.5 para as plantas controlo, em
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défice hidrico e rehidratadas, respectivamente; valores apresentados sob a forma de média
mais ou menos desvio padrao).

Em cada amostragem mediu-se o potencial hidrico foliar de madrugada numa folha
completamente expandida e niao senescente. Cerca do meio-dia procedeu-se a medi¢ao, na
folha marcada, da fluorescéncia da clorofila z e das trocas gasosas em condi¢oes ambientais
(irradidncia: 1105 £ 44 e 1068 £ 53 umol quanta m” s™, folhas jovens e folhas maduras,
respectivamente). Imediatamente a seguir a estas medi¢oes foram retiradas amostras, da
mesma folha, para a determina¢do dos teores em pigmentos e em proteina solivel e ainda para
a determinacao do teor relativo em 4gua foliar (TRA) e massa foliar especifica (SLM).

Na semana em que decorreu a amostragem a maior parte das plantas ja se encontrava

em florac¢io.

Ensaio Lup01 (Lupinus albus, Marco a Abril de 2001)

Este ensaio, realizado com Lupinus albus, semente comercial, teve inicio em Margo de
2001 e as amostragens decorreram no fim de Abril do mesmo ano. Apds a embebigao das
sementes em agua destilada, efectuou-se a sementeira de modo a obter uma planta por vaso.

Durante o periodo de crescimento das plantas e antes do inicio da imposi¢ao dos
tratamentos, todos os vasos foram regados até a capacidade de campo de dois em dois dias. As
primeiras regas apos a germinacao foram efectuadas com agua para evitar a acumulacao de sais
no substrato durante a fase inicial do crescimento. Dez dias apds a sementeira, a rega comegou
a ser feita com uma solu¢ao nutritiva completa de Hoagland (Hoagland e Snyder, 1933)
modificada cuja concentragao em nutrientes foi aumentando progressivamente (solugoes L1,
L2 e L3, Anexo I), de modo a acompanhar o crescimento das plantas (Tab. I1.1). A partir dos
vinte e quatro dias apds a sementeira a composi¢ao da solugdo de rega nao sofreu mais

alteracOes até ao final do ensaio.

Tabela II.1 — Regime de regas efectuado no ensaio Lup0O1

Dias ap6s a sementeira Solugio de rega (a)
0 agua
10 L1
17 1.2
24 L3

(a) Anexo I - composic¢io das solucoes L1, 1.2 e L3.
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A imposi¢ao do défice hidrico teve inicio vinte e oito dias apds a sementeira, quando
as plantas apresentavam seis a oito folhas nas quais o comprimento do foliolo central era
superior a 2 cm. O défice hidrico foi imposto ao longo de dezoito dias para o primeiro nivel
de stresse, stresse ligeiro (DHI), e prolongou-se por mais seis dias para o segundo nivel de
stresse, stresse moderado (DHm). No dia da amostragem das plantas em stresse o substrato
encontrava-se a 55% e 45% da capacidade de campo, respectivamente para o stresse ligeiro e
para o stresse moderado. A recuperagao do stresse foi feita em plantas as quais se tinha
imposto défice hidrico, pela reposi¢ao da solugao nutritiva em fungao da quantidade da agua
perdida, tendo como referéncia o peso dos vasos quando regados a capacidade de campo. No
inicio da imposi¢ao do défice hidrico as plantas encontravam-se em estadio de
desenvolvimento vegetativo, tendo iniciado a floracio durante a imposigao do stresse e antes
da amostragem correspondente ao stresse mais moderado. Durante esta amostragem todas as
plantas exibiam inflorescéncias primarias e, uma semana depois, na amostragem
correspondente ao défice hidrico mais prolongado e intenso, muitas destas inflorescéncias ja
tinha evoluido para fruto. Para uniformizar as condi¢oes ambientais nos diferentes dias de
amostragem, as plantas foram transferidas de véspera para uma camara de crescimento
(Fitoclima 700 EDTU, Aralab, Portugal): humidade relativa: 60%, temperatura noite/dia:
18°C/22 °C, irradiancia maxima: 200 Wmol quanta m™s™.

As amostragens foram realizadas quarenta e cinco, quarenta e seis, cinquenta e dois,
cinquenta e quatro e cinquenta e cinco dias aps a sementeira, para as plantas controlo, em
défice hidrico ligeiro (DHI), défice hidrico moderado (DHm), 48 h e 72 h depois da
rehidratagdo do substrato, respectivamente. As folhas seleccionadas para as amostragens
correspondentes ao défice hidrico estavam em inicio de expansao aquando do inicio da
imposicao do stresse e completaram a sua expansao durante o ciclo de secagem,
encontrando-se completamente expandidas no periodo da amostragem. A posi¢ao na planta
por contagem acrépeta das folhas marcadas para amostragem foi 6.0 = 1.3 num total de 14.0
0.7 folhas nas plantas controlo, 6.6 = 0.9 num total de 14.4 & 1.5 folhas nas plantas em défice
hidrico ligeiro, 10.0 = 0.7 num total de 15.2 £ 1.3 folhas nas plantas em défice hidrico

moderado, 11.0 = 1.2 num total de 20.0 £ 4.8 folhas 48 h depois da rehidratagio do substrato
e 11.6 £ 0.9 num total de 17.0 & 3.8 folhas 72 h depois da rehidratacio do substrato.

Em cada amostragem foi medido o potencial hidrico foliar de madrugada e a meio do
dia. De madrugada o potencial hidrico foi medido em folhas destacadas, completamente

expandidas e ndo senescentes, que nao iriam ser utilizadas noutras medi¢oes, enquanto o
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potencial hidrico a meio do dia foi medido numa folha adjacente a folha marcada, da qual
foram ainda retiradas amostras para avaliacdo do teor relativo em 4gua foliar (TRA) e da massa
foliar especifica (SLM). Uma hora depois de as luzes terem sido ligadas foram retirados discos

foliares da folha marcada para a medigdo da capacidade fotossintética (A, irradiancia: 892.4

max>

+ 3.6 umol quanta m”s™). Ap6s a medicio de A, os discos foliares foram colocados em
azoto liquido para posterior determinagao do teor em proteina soldvel e em Rubisco. Cinco
horas depois de ligadas as luzes, foram medidas as trocas gasosas, na folha marcada, em
condigdes ambientais (irradidncia: 128 £ 3 Wmol quanta m™s™). A fluorescéncia da clorofila a

foi medida de madrugada e a meio do dia (irradidncia: 82 = 3 pimol quanta m™ s') na folha
marcada e, imediatamente a seguir a estas medi¢Oes foram retiradas amostras, da mesma folha,
para a determinacio dos teores em pigmentos. A mesma hora foram retiradas amostras, da
folha imediatamente acima, para a quantificacao do teor foliar em dialdeido malénico (MDA)

e ainda para a determinac¢ao da actividade das enzimas do sistema antioxidante.

Ensaio GirO1 (Helianthus annuus, Setembro a Outubro de 2001)

Este ensaio, realizado com Helianthus annuus, teve inicio em Setembro de 2001 e as
amostragens decorreram no fim de Outubro do mesmo ano. Apds a embebicao das sementes
com agua destilada, efectuou-se a sementeira de modo a obter uma planta por vaso. Neste
ensaio foi instalado na estufa um sistema de registo da temperatura e da humidade relativa. As

temperaturas mais altas verificaram-se durante a primeira semana apos a instalacao do ensaio,
com um miaximo de 32.9°C, indicando um funcionamento ineficaz do controlo térmico. No

mesmo intervalo de tempo a temperatura minima registada foi de 16.1°C. A humidade relativa
variou entre 33.9% e 90.8%. Durante o resto do ensaio a temperatura maxima atingida foi
31.9 °C e a minima 12.7 °C. A humidade relativa variou entre 28.7% ¢ 94.0%.

Durante o periodo de crescimento das plantas e antes do inicio da imposi¢ao dos
tratamentos, todos os vasos foram regados até a capacidade de campo de dois em dois dias. As
primeiras regas ap6s a germinagao foram efectuadas com dgua para evitar a acumulagao de sais
no substrato durante a fase inicial do crescimento. No terceiro dia apos a sementeira a rega
comegou a ser feita com uma solu¢ao nutritiva completa de Hoagland modificada (Hoagland e
Snyder, 1933) cuja concentragao em nutrientes foi aumentando progressivamente (solugoes
G1, G3, G4 e G5, Anexo II), de modo a acompanhar o crescimento das plantas (Tab. 11.2). A
partir do vigésimo sexto dia a composi¢ao da solu¢iao de rega nao sofreu mais alteragdes até ao

final do ensaio.
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Tabela II.2 — Regime de regas efectuado no ensaio Gir01

Dias apés a

sementeira Estado vegetativo Solugio de rega (a)
0 sementeira agua
3 inicia¢io do primeiro Gl
par de folhas
12 primeiro par deNfolhas a3
em expansio
13 iniciagdo do segundo e G4
terceiro par de folhas
2% iniciacdo do terceiro e G5

quarto par de folhas
(a) Anexo II — composicdo das solugdes G1, G3, G4 e G5

A imposi¢ao do défice hidrico teve inicio vinte e seis dias ap6s a sementeira em ambos
os regimes nutritivos, quando as plantas apresentavam seis a nove folhas com comprimento
superior a 1 cm. O défice hidrico foi imposto no substrato durante treze dias para o primeiro
nivel de stresse, stresse ligeiro (DHI), e prolongou-se por mais seis dias para o segundo nivel
de stresse, stresse moderado (DHm). No dia da amostragem das plantas sujeitas a défice
hidrico o substrato encontrava-se a 55 % e a 45% da capacidade de campo para o stresse
ligeiro e para o stresse moderado, respectivamente. No infcio da imposi¢ao do défice hidrico
as plantas encontravam-se todas em estado vegetativo. A floragao teve inicio durante a
imposi¢ao do défice hidrico e antes da amostragem correspondente ao défice hidrico ligeiro,
pelo que as plantas se encontravam em florag¢ao durante toda a amostragem.

A recuperagao do stresse foi feita em plantas as quais se tinha imposto défice hidrico,
pela rega com solugao nutritiva, tendo como referéncia o peso dos vasos quando regados a
capacidade de campo.

Com vista a uniformiza¢ao das condigdes ambientais nos dias de amostragem, as
plantas foram transferidas de véspera para uma camara de crescimento (Fitoclima 700 EDTU,
Aralab, Portugal): humidade relativa: 60%, temperatura noite/dia: 18°C/22 °C, irradiancia
maxima: 200 mol quanta m” s’

As plantas controlo (C) foram amostradas quarenta dias apos a sementeira, as plantas
em défice hidrico ligeiro (DHI) trinta e nove, as plantas em défice hidrico moderado (DHm)
quarenta. As amostragens das plantas em recuperagao foram feitas 48 h (R48) e 72 h (R72)
ap6s o inicio o inicio da rehidratagao do substrato. As folhas seleccionadas para a amostragem

correspondente ao défice hidrico estavam ja iniciadas aquando do inicio da imposi¢ao do



25

stresse e completaram a sua expansao durante o ciclo de secagem, encontrando-se

completamente expandidas no periodo da amostragem. Por contagem acrépeta, as folhas
marcadas para amostragem correspondiam a 8.2 £ 1.6 num total de 15.0 £ 2.8 folhas nas
plantas controlo, 8.6 £ 1.5 num total de 15.8 £ 3.0 folhas nas plantas em défice hidrico ligeiro,
9.4+ 1.9 num total de 16.8 & 2.9 folhas nas plantas em défice hidrico moderado, 9.8 £ 0.8
num total de 17.4 £ 1.5 folhas 48 h depois da rehidratagao do substrato e 10.2 + 0.8 num total

de 18.8 £ 0.8 folhas 72 h depois da rehidrataciao do substrato.

Em cada amostragem mediu-se o potencial hidrico e a fluorescéncia da clorofila « de
madrugada e a meio do dia (irradidncia: 91 £ 2 umol quanta m™s™). O potencial hidrico de
madrugada foi medido em folhas destacadas, completamente expandidas e nao senescentes,
que ndo iriam ser utilizadas noutras medi¢oes, e o potencial hidrico a meio do dia (5 h depois
de ligadas as luzes na camara) foi medido numa folha adjacente a folha marcada, da qual foram
também retiradas amostras para a quantificagao de TRA e SLM. A fluorescéncia da clorofila a
foi sempre medida na folha marcada e as amostras para a quantificagao dos pigmentos foram
retiradas imediatamente a seguir, da mesma folha. Quatro horas depois de ligadas as luzes
procedeu-se a medigdo das trocas gasosas, na folha marcada, sob condigdes ambiente

(irradidncia: 144 £ 4 mol quanta m”s™) e a recolha de discos foliares para medicio da

capacidade fotossintética (irradidncia: 1268.6 £ 13.8 Wmol quanta m”s™). Os discos foliares
utilizados na medi¢ao da capacidade fotossintética foram depois colocados em azoto liquido
para posterior determinagao do teor em proteina solivel e Rubisco. Cerca de 5h depois de
ligadas as luzes, foram colhidas amostras da folha imediatamente acima da folha marcada para

determinacio do teor foliar em MDA e da actividade das enzimas do sistema antioxidante.

Ensaio Gir02 (Helianthus annuus, Junho e Julho de 2002)

Este ensaio, realizado com Helianthus annuus, teve inicio no principio de Junho de 2002
e as amostragens decorreram no fim de Julho do mesmo ano. Depois da embebi¢ao das
sementes com agua destilada, efectuou-se a sementeira de modo a obter uma planta por vaso.
As plantas desenvolveram-se numa camara de crescimento “walk-in” ” (Fitoclima 16000
EHVP, Aralab, Portugal) programada para um fotoperiodo de 12 h (irradiancia maxima de

700 umol quanta m” s™) em que a temperatura diurna era de 25°C com humidade relativa

60%, e a temperatura nocturna era de 22°C com humidade relativa 70%.
Logo apés a sementeira a rega comegou a ser feita com uma solugao nutritiva

completa de Hoagland modificada (Hoagland e Snyder, 1933), cuja concentragao em
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nutrientes foi aumentando progressivamente (solucdes G2, G3, G4 e G5, Anexo II) ao longo
do ensaio, de modo a acompanhar o crescimento das plantas (Tab. I1.3). Depois do décimo
sétimo dia apos a sementeira a composicao da solu¢ao de rega nao sofreu mais alteragdes até

ao final do ensaio.

Tabela II.3 — Regime de regas efectuado no ensaio Gir02

. , Solucio
Dias apés a .
. Estado vegetativo de rega
sementeira
@)
0 sementeira G2
8 primeiro par de folhas iniciado G3
13 iniciacdo do segundo par de folhas G4

segundo par de folhas em
17 desenvolvimento e iniciaciao do G5
terceiro par de folhas
(a) Anexo II — composicao das solugoes G2, G3, G4 e G5

A imposi¢ao do défice hidrico teve inicio dezanove dias apds a sementeira, quando as
plantas apresentavam quatro a seis folhas com comprimento superior a 1 cm. O défice hidrico
foi imposto no substrato durante nove dias para o primeiro nivel de stresse (DHm) e
prolongou-se por mais seis dias para o segundo nivel de stresse (DHs). No dia da amostragem
das plantas sujeitas a défice hidrico o substrato encontrava-se a 55 % e 40% da capacidade de
campo para DHm e DHs, respectivamente. A recuperagao do stresse foi feita, em plantas as
quais se tinha imposto défice hidrico, pela reposicao da totalidade da agua perdida, tendo
como referéncia o peso dos vasos quando regados a capacidade de campo.

Na véspera de cada amostragem metade das plantas a analisar foram transferidas para
uma outra camara de crescimento de condi¢coes controladas (Fitoclima 700 EDTU, Aralab,
Portugal) programada para manter as mesmas condi¢oes de humidade e temperatura que a
cAmara “walk-in” mas com uma irradiincia maxima de 200 mol quanta m™s-'.

Foram analisadas folhas de duas idades diferentes. As folhas consideradas jovens eram
folhas que se encontravam em inicio de expansio no inicio da imposi¢ao do défice hidrico e
que completaram a sua expansao durante o ciclo de secagem, encontrando-se completamente

expandidas no periodo da amostragem (contagem acropeta da folha marcada para amostragem

igual a 6.2 = 0.4 num total de 10.8 £ 0.6 folhas nas plantas controlo, 5.9 £ 0.3 num total de
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10.3 £ 0.7 folhas nas plantas DHm, 7.4 + 0.5 num total de 14.4 = 0.9 folhas nas plantas DHs e
6.9 + 0.6 num total de 13.8 = 1.2 folhas e 8.0 £ 0.5 num total de 16.3 = 0.8 folhas 24 h e 48 h

depois da rehidrata¢do do substrato, respectivamente; valores apresentados sob a forma de
média mais ou menos desvio padrio). Como folhas maduras foram consideradas as folhas que
ja se encontravam em expansao no inicio da imposi¢ao do défice hidrico (contagem acrépeta
da folha marcada para amostragem igual a 3.0 £ 0.0 num total de 10.8 * 0.6 folhas nas plantas

controlo, 3.0 £ 0.0 num total de 10.3 £ 0.7 nas plantas DHm, 3.8 + 0.6 num total de 14.4 £ 0.9

folhas nas plantas DHs e 3 £ 0 num total de 13.8 = 1.2 folhas e 4.0 £ 0.0 num total de 16.3
0.8 24 h e 48 h depois da rehidratagao do substrato, respectivamente; valores apresentados sob
a forma de média mais ou menos desvio padrao).

As amostragens das plantas para o primeiro nivel de défice hidrico (DHm) foram
realizadas vinte e oito dias apos a sementeira e as plantas controlo vinte e sete dias, quando
todas as plantas se encontravam em estado vegetativo. Para o segundo nivel de défice hidrico
(DHs) as plantas foram amostradas trinta e quatro dias ap6s a sementeira. Nesta amostragem
cerca de metade das plantas ja tinha iniciado a diferenciagiao do botao floral. As amostragens
das plantas em recuperacao foram feitas 24 h e 48 h ap6s o inicio da rehidratagao.

Em cada amostragem mediu-se o potencial hidrico e a fluorescéncia da clorofila « de

madrugada e a meio do dia (5 h depois de as luzes acenderem nas camaras; folhas jovens a
baixa irradidncia: 111 £ 2 imol quanta m”s-'; folhas maduras a baixa irradidncia: 96 £ 2
Wmol quanta m”s-'; folhas jovens a irradidncia mais alta: 359 + 6 imol quanta m™s-'; folhas

maduras a irradidncia mais alta: 327 £ 9 lmol quanta m™s-'). De madrugada o potencial
hidrico foi medido numa folha destacada, completamente expandida e niao senescente. A meio
do dia, o potencial hidrico foi medido numa folha destacada, adjacente a folha marcada para
amostragem da qual foram também retiradas amostras para a determinagao de TRA e SLM. A
fluorescéncia da clorofila a foi sempre medida na folha marcada. As amostras para a
quantificagdo dos pigmentos e dos agucares soluveis foram retiradas da mesma folha,
imediatamente a seguir as medi¢Oes de fluorescéncia. As amostras para a determinagao do

MDA foram retiradas da mesma folha, mas s6 a meio do dia. Trés a quatro horas depois de

ligadas as luzes foram retirados discos foliares para medi¢ao de A, (irradiancia: 1316.4 £ 8.5

max
Wmol quanta m”s-') que, depois de efectuada a medicio, foram colocados em azoto liquido
para posterior determinagdo do teor em proteina solivel. Na mesma altura procedeu-se a

medicao das trocas gasosas em condi¢oes ambientais na folha maracada (folhas jovens a baixa

irradiancia: 166 = 3 pimol quanta m“s-'; folhas maduras a baixa irradiancia: 155 + 2
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Wmol quanta m”s-'; folhas jovens a irradidncia mais alta: 458 + 4 imol quanta m™s-'; folhas

maduras a irradidncia mais alta: 448 £ 4 lmol quanta m™s-").

2.3. Determinagio do potencial hidrico e teor relativo em agua foliares e da massa
foliar especifica

O potencial hidrico foi medido de madrugada (‘¥ ) e a meio do dia (‘¥,,,). De
madrugada o potencial hidrico foi medido em folhas destacadas completamente expandidas e
nao senescentes, enquanto o potencial hidrico a meio do dia foi medido numa folha adjacente
a folha marcada (jovem ou madura), da qual se retiraram também amostras para a
determinagdo do teor relativo em agua e da massa foliar especifica.

As medig¢oes de potencial hidrico foram feitas com uma camara de pressao (Model
1000 Pressure Chamber Instrument, PMS Instruments, Estados Unidos da América) segundo
Scholander ez al. (1964).

O teor relativo em agua (TRA) foi determinado em discos foliares. O TRA reflecte a
percentagem de agua existente num tecido em dado instante (P-P,) relativamente a sua agua
maxima (P-P), e é definido pela férmula TRA = (P-P)/(P-P). Nesta férmula, P; representa

a massa dos discos foliares determinada no momento da colheita, P, representa o peso seco
dado pela massa determinada apds permanéncia a 80°C durante 48 h e P,,, o peso turgido,

representa a massa determinada apds permanéncia em 4gua destilada, as escuras, a 4°C durante
3 h (Riga e Vartanian, 1999). A massa foliar especifica (SLM) representa a razao entre o peso

seco (P) e a area do tecido (A).

2.4. Medigoes de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

a)Trocas gasosas em condigdes ambiente

As trocas gasosas foram medidas com um sistema aberto, portatil, de mini cuvete
(HCM 1000, Walz, Alemanha). Este sistema de mini cuvete permite medi¢oes rapidas das
trocas gasosas em condi¢oes naturais e funciona associado a um analisador de gases por
infra-vermelhos IRGA, Infra Red Gas Analyser) de dois canais que permite a medigao
diferencial CO,/H,O (Leybol Heracus, Alemanha).

Num sistema aberto diferencial, o ar é bombeado a um fluxo constante do exterior e,
dentro do aparelho, ¢ repartido por dois circuitos: o circuito de medida e o circuito de
referéncia. O ar canalizado para o circuito de medida passa pela folha, que se encontra

encerrada numa camara estanque (mini cuvete), e sofre alteragdes devidas a actividade foliar,
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nomeadamente no que respeita as pressoes parciais de vapor de agua e de diéxido de carbono.
O ar do circuito de referéncia faz um percurso semelhante ao do ar de medida, mas nao passa
pela camara onde esta encerrada a folha. Os dois circuitos de ar sio depois canalizados para
um analisador de gases por infra-vermelhos onde sao determinadas as diferencas na
composi¢ao em vapor de agua e em didxido de carbono entre o ar de medida e o ar de
referéncia. O aparelho tem ainda a capacidade de adquirir os valores da temperatura do ar,
temperatura da folha e intensidade da luz incidente. O HCM-1000 é controlado por um
computador que executa a aquisi¢ao dos dados e o calculo, de acordo com von Caemmerer e
Farquhar (1981), da taxa de transpiracao (TR), da condutancia total para o vapor de agua (g),
da taxa de fotossintese (NP) e da pressao parcial de CO, nos espacos intercelulares (C)).
Nestas medi¢oes foram utilizadas folhas intactas, nao destacadas da planta. As medi¢oes foram

efectuadas as condi¢cbes ambientais.

b) Capacidade fotossintética

A capacidade fotossintética (A,,,,) foi medida polarigraficamente com um eléctrodo de
oxigénio tipo Clatk (LD2/3), ligado a uma caixa de controlo e aquisi¢iao de sinal (CB1-D),
ambos da Hansatech Instruments, Reino Unido. As medi¢des de capacidade fotossintética
foram feitas a 25°C, 5% CO, e intensidade luminosa saturante de acordo com Delieu e Walker
(1981).

Um eléctrodo de oxigénio tipo Clark consiste numa célula electroquimica especializada
composta por dois eléctrodos imersos numa solugdo de electrolito. A aplicagao de uma
voltagem polarizadora resulta na ionizagao do electrolito e no estabelecimento de uma
corrente entre os dois eléctrodos. A magnitude desta corrente é proporcional a concentragao
de oxigénio no meio circundante (Walker 1990). O eléctrodo de oxigénio utilizado consiste
num catodo de platina e num anodo de prata montados num disco de resina epoxy. A ponte
de electrolito entre o catodo e o anodo ¢ estabelecida por uma solugao saturada de cloreto de
potassio (KCI). A aplicacao de uma voltagem estavel polarizante de cerca de 700 mV da inicio
uma série de reac¢Oes electroquimicas cuja magnitude depende da quantidade de oxigénio
presente. A corrente gerada é convertida num sinal visivel num registador (Walker 1990).

O material vegetal utilizado (discos foliares) foi encerrado numa camara de reac¢ao
que se encontra em contacto com o sensor de oxigénio, o catodo. A temperatura de trabalho
foi mantida por um banho termostatico (Julabo HC, Julabo Labortechnik, Alemanha) que
rodeia a camara de reaccdo e a zona onde se encontra o eléctrodo. A luz actinica, indutora da
fotossintese, foi fornecida por uma fonte de luz (LS2, Hansatech Instruments, Reino Unido)

equipada com uma lampada de halogénio (Osram Xenophot HLX, 12 V, 150 W). A
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intensidade luminosa foi regulada através de filtros de densidade neutra (A5, Hansatech
Instruments, Reino Unido). O CO, necessario a realizacao da fotossintese foi fornecido a
partir de solugdes de tampio carbonatos CO,”/HCO, (Pankovic ez a/,, 1999), previamente
testadas de forma a garantir condi¢oes de CO, saturante durante as medi¢oes de A, nas

espécies vegetais e regimes hidricos utilizados nos ensaios.

c) Fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila  foi medida pelo método dos pulsos saturantes com um
fluorimetro portatil de pulso modulado (PAM-2000, Walz, Alemanha).

A clorofila, depois de excitada pela luz, volta ao seu estado energético de base através
da libertacao espontanea da energia de que dispde em excesso. Esta energia é utilizada na via
fotoquimica ou dissipada sob a forma de calor, sendo a emissao de fluorescéncia um processo
complementar a estas vias de relaxamento da clorofila. Deste modo quanto maior for a
emissao de fluorescéncia pela clorofila depois de iluminada (fluorescéncia variavel) menor sera
a quantidade de energia utilizada na via fotoquimica ou reemitida sob a forma de calor.

Na maioria dos estudos sobre fluorescéncia assume-se que, a temperatura ambiente, a
fluorescéncia variavel tem origem quase exclusivamente na clorofila 2 do fotossistema 11, e
reflecte as suas propriedades de excitagdo e conversao de energia (Schreiber ef al, 1998).
Devido a relagao funcional do fotossistema II (PSII) com o restante aparelho fotossintético, a
analise da fluorescéncia medida na regido do espectro préxima do funcionamento do PSII
(680nm) constitui um indicador indirecto do funcionamento de todo o aparelho fotossintético
(Schreiber e Bilger, 1980).

Quando uma folha ¢ iluminada continuamente ap6s ter sido mantida no escuro pelo
tempo necessario a oxidagao de todos os aceitadores primarios de electroes, a fluorescéncia
aumenta rapidamente de um nivel baixo (F) para um nivel intermédio, que reflecte o
equilibrio do estado de redu¢ao do aceitador primario de electroes, a quinona A (Q,), com o
aceitador secundario, a quinona B (Qy); a emissao de fluorescéncia atinge depois um pico
maximo, que indica a acumulagao de Q, e de Q) reduzidas, apos o que decresce para um nivel
proximo de F; este decréscimo reflecte a activagao pela luz da capacidade de transporte de
electrdes pelo fotossistema I e também o desenvolvimento dos varios processos de dissipagao
da fluorescéncia, fotoquimicos e nao fotoquimicos. A cinética desta resposta é conhecida por
efeito de Kautsky (Schreiber e Bilger, 1986). O estado de redugao do primeiro aceitador de
electroes estavel, a quinona A, é o factor principal que determina o rendimento da

fluorescéncia da clorofila a iz vivo; a emissao de fluorescéncia ¢ maxima (F,)) quando todas as
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Q, se encontram reduzidas, e minima quando todas as Q, se encontram oxidadas
correspondendo este dltimo estado a fluorescéncia basal ou F,,.

Em folhas adaptadas ao escuro I, é determinado apos a aplicagao de um pulso de luz
de fraca intensidade, cerca de 0.1 mmol quanta m™s™. F_ ¢ determinado pela aplica¢io de um
pulso de luz saturante e a fluorescéncia variavel (F)) é definida pela sua diferenca. A razio
(F.-Fy/F, = E /F  representa uma medida do rendimento quantico potencial do PSII
(Schreiber ez al. 1998) e reflecte a sua eficiéncia fotoquimica maxima.

Em folhas adaptadas a luz, o nivel de altera¢Ges da fluorescéncia maxima (I’ ) pode
ser monitorizado, continuamente, pela indu¢ao de fluorescéncia através da aplicagao repetida
de pulsos de luz saturante, de curta duragao. A fluorescéncia passa por alteragdes complexas
até atingir um nivel estavel (F)), desde que as condi¢Oes externas se mantenham constantes.
Foi demonstrado que, quando todos os centros do PSII estiao abertos, o nivel de F, pode ser
diminuido pelo chamado ‘quenching’ do F, (q0), atingindo o nivel I, ou nivel minimo de
fluorescéncia em material adaptado a luz. Para se proceder ao calculo correcto do ‘quenching’
fotoquimico (qP"), utilizado para estimar a frac¢do de centros de reacgio abertos, ¢ entdo
necessaria a determinag¢ao prévia do I’y (van Kooten e Snel, 1990). Sob condi¢oes estaveis, o
I, é determinado escurecendo a amostra, e aplicando simultaneamente uma luz fraca na zona
do vermelho longinquo, durante aproximadamente 3 segundos, de forma a oxidar
completamente o PSII durante a medi¢ao. O conhecimento do I, ¢ indispensavel para a
obtencao de informagao sobre a magnitude da frac¢ao de centros de reaccao do PSII ‘abertos’,

via o calculo do qP (Schreiber ¢f a/. 1998). A medi¢ao da fluorescéncia em folhas adaptadas a

luz permite ainda o calculo correcto do parametro de Genty (CDPSHZ), que reflecte o rendimento
quantico real do PSII, ou seja, o rendimento quantico do transporte aciclico de electroes e a
eficiéncia fotoquimica dos centros de reaccdao do PSII abertos, o F’ /F’_ (Genty ef al. 1989).
Com este tipo de medigoes torna-se também possivel a avaliagao da quantidade de energia
dissipada de forma no radiativa, relacionada com o ‘quenching’ nio fotoquimico (NPQ?),
calculado segundo a equagao de Stern-Volmer (Cornic 1994). Assumindo que, em média, uma
folha C, absorve 84% da radiacao incidente (Bjérkman e Demmig 1987) e que os quanta sio
repartidos equitativamente pelos dois fotossistemas, pode ainda estimar-se a taxa de transporte

de electroes (ETRY) (Krall e Edwards 1992).

1gP = (FPm-Fo)/(F'm-Fo)

2 Ppgpr = (FPr-Fo) /Fm)

3NPQ = (Fm—F’m)/F’m

+ETR = ® x PPFD x 0.84 x 0.5
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Nos ensaios realizados em 1999 utilizou-se um fluorimetro portatil (Plant Efficiency
Analyser - PEA, Hansatech, Inglaterra) que apenas permitiu a determinagao dos parametros de

fluorescéncia em material adaptado ao escuro.
2.5. Analises bioquimicas

a) Quantificagido dos pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos foram quantificados em extractos foliares por: a)
colorimetria, ou b) por ‘High Performance Liquid Chromatography’ (HPLC):

a) Os extractos foliares foram obtidos por maceragdao em acetona a 100% na
proporgio de 1 cm® de material vegetal para 5 mL de solvente. O homogeneizado foi
centrifugado a 14000 x g (Heraeus Sepatech Biofuge A, rotor de angulo fixo 1378, Alemanha)
durante 3 minutos. Foram lidas as absorvancias a 661.6 nm (A, ), 644.8 nm (A, € 470 nm
(A47) num espectrofotémetro Shimadzu UV-160, Japao. As concentra¢des de clorofila « (Ca),
a clorofila 4 (Ch), a clorofila total (Ca+b) e carotendides totais (Car) no extracto foliar foram
calculadas segundo as equagdes (Lichtenthaler, 1987):

Ca (ugmL™") = 11.24 x Ay, — 2.04 x Ay,

Ch (ug mL") = 20.13 x Agys— 419 x Ay,

Ca+b (ug mL") = 7.05 x Ay, ¢ + 18.09 x Agys

Car (ug mL") = (1000 x A7y — 1.90 x Ca - 63.14 x Ch) /214

b) Os extractos foliares foram obtidos tal como descrito em Abadia e Abadia (1993): o
material foi esmagado com um pouco de ascorbato de sédio, em azoto liquido. Ao macerado
obtido adicionou-se acetona a 100%, neutralizada com carbonato de calcio (cerca de 20 g de
carbonato de cilcio em 10 L. de acetona), na proporg¢ao de 0.2 a 0.4 cm® de material vegetal
por mL de solvente. Com o objectivo de remover as particulas em suspensio, o extracto foi

filtrado através de uma sequéncia de dois filtros hidrofébicos, de PTFE, com porosidades 5
um e 0,2 um. O extracto obtido foi mantido a -20°C e as escuras até ser analisado.

A composi¢ao em pigmentos dos extractos foliares foi determinada por HPLC
segundo de las Rivas ¢f a/. (1989) no Departamento de Nutricion Vegetal na Estacion
Experimental de Aula Dei, Saragoca, Espanha. A cromatografia foi realizada com uma
pré-coluna de fase reversa Waters Ubondapak (tamanho das particulas 10 lm) e com coluna
de compressao radial C,; (Waters Novapak, 100 x 8 mm, tamanho das particulas: 4 [lm). As
amostras (100 UL) foram injectadas com um injector Rheodyne 7010 com um ‘loop’ de 20 uL.

e as fases moveis foram bombeadas por uma bomba de alta pressao Waters M45 com um
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fluxo de 1.7 mL min" (pressao: 100 psi). Os picos de absorcio foram detectados a 450 nm
(detector Shimadzu UV-VIS) e integrados com um integrador Shimadzu CR3. Antes da
injec¢ao da amostra, a coluna foi equilibrada durante sete minutos com uma solugao de
acetonitrilo e metanol na proporgao 7:1 (volume: volume). Depois da coluna equilibrada,
injectou-se a amostra e a fase mével foi bombeada por mais dois minutos, apds o que injectou
o primeiro eluente (E1) composto por acetonitrilo, metanol e trietilamina nas proporgoes
3:0.4:0.02 (v:v) durante 3.5 minutos. Aos 3.5 minutos injectou-se o segundo eluente (E2)
composto por acetonitrilo, metanol, agua, acetato de etilo e trietilamina nas propor¢oes
2.8:0.3:0.02:3.2:0.04 (v:v) durante 4. 5 minutos. Por fim voltou a injectar-se o primeiro eluente
durante 5 minutos. Os picos de cada pigmento foram identificados através dos seus tempos de
reten¢ao previamente determinados durante a calibrag¢ao do aparelho de HPLC para esta
metodologia, sendo a sequéncia de saida dos pigmentos a seguinte: neoxantina cis, neoxantina

trans, violaxantina, taraxantina, anteraxantina, luteina, zeaxantina, clorofila 4, clorofila a, -

caroteno e B—caroteno.

b) Quantificacdo dos agicares nao estruturais

O teor foliar em agucares nao estruturais foi determinado segundo Stitt ez a/. (1978,
1989) e com base no método enzimatico descrito por Jones ez /. (1977). Utilizando um
espectrofotémetro Shimadzu UV-3000, Japao, foi feita a quantificagdo indirecta dos agucares
ndo estruturais através das alteracOes na absorvancia a 340 nm. O aumento na absorvancia a
340 nm ¢ devido a redugio do NADP" a NADPH, associada a2 um conjunto de reac¢des de
inter conversao de agucares, cuja estequiometria ¢ de 1:1 para as hexoses e 2:1 para a sacarose,

tendo-se usado o valor de 6.2 mM ' para coeficiente de extingio molar do NADPH (€ xppr)-

A extraccio dos agucates soluveis foi feita em de etanol a 80% (v:v), a 80°C, na razao
de 2.5 cm® de material vegetal para 10 mL de solvente. A quantificagio foi efectuada aplicando
50 uLL a 100 pL. de extracto, apés branqueamento com carvao activado, numa cuvete

semi-micro na qual ja se encontravam 700 UL de tampao imidazol 100 mM (pH 6.9) com

1.5 mM de MgCL6H,0O, 25 UL de NADP 0.5 mM, 25 uL. de ATP 1.1 mM e 1 UL. de uma
solu¢ao com 0.6U de hexocinase (E.C. 2.7.1.1). Foram registadas as altera¢des na absorvancia
a 340 nm, ap6s a adi¢ao sequencial de 1 UL de uma solu¢ao com 1U de glucose-6-fosfato
desidrogenase (E.C. 1.1.1.49), 1.2U de fosfogluco-isomerase (E.C. 5.3.1.9) e 33U de invertase
(E.C. 3.2.1.26), com vista a quantificagao da glucose, da frutose e da sacarose,

respectivamente. As solu¢des de enzimas NADP e ATP foram feitas em tampao imidazol
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100 mM (pH 6.9) com 1.5 mM de MgCL,6H,O. As enzimas, o NADP e ATP utilizados sao os
comercializados pela Boehringer, excepto a invertase, comercializada pela Sigma.

O amido foi quantificado em equivalentes de glucose, ap6s hidrolise enzimatica do
residuo solido, resultante da extrac¢ao alcodlica, depois de homogeneizado e lavado. O
resfduo sélido foi homogeneizado por maceragio em 4gua destilada, na propor¢io de 2 cm” de
material vegetal para 1 mL de 4gua, e a suspensao obtida foi centrifugada a 15000 x g (Heraeus
Sepatech Biofuge A, rotor de angulo fixo 1378, Alemanha) durante 5 minutos. O deposito
resultante desta centrifugacgao foi ressuspendido em 1 mL de dgua destilada, homogeneizado e
centrifugado a 15000 x g durante 5 minutos. A ressuspencao e centrifugaciao do deposito
foram repetidas por trés vezes, apos o que se procedeu a autoclavagem do residuo solido a
120°C durante 3 horas. Procedeu-se entdo a hidrélise enzimatica do amido: a suspensao
autoclavada foi homogeneizada e 100 pLL foram colocados em 500 pL. de um meio reaccional

constituido por 100 mM de tampao acetato de sédio, pH 4.8, com 1.4 U de amiloglucosidase
(E.C. 3.2.1.3) (Boehringer) e 2 U de ot-amilase (E.C. 3.2.1.1) (Sigma). Esta mistura reaccional

foi a incubar a 37°C, durante um minimo de 4 horas, apds o que foi centrifugada. Depois da
centrifuga¢dao quantificou-se a glucose contida no sobrenadante por um método colorimétrico
adaptado, do método enzimatico ja descrito, para microplacas de 96 pogos (Hatterscheid e

Willembrink 1991). A mistura reaccional em cada pogo foi constituida por 10 UL de

sobrenadante a que se adicionaram 150 UL de uma mistura composta por 8 mL de agua
destilada desionizada, 11.56 mL de violeta de p-iodonitrotetrazolio (INT), 56.1 mL de
albumina bovina (BSA) a 0.1%, 340 UL de diaforase e 5 mlL. da solucao 2 e 800 UL da solu¢ao
3 do ‘kit’ de doseamento da Roche Molecular Biochemicals (cat. N° 716260). Depois de todas
as misturas reaccionais terem sido carregadas nos pog¢os, as microplacas foram cobertas com
papel de aluminio e incubaram a temperatura ambiente durante 40 a 60 minutos. O amido
contido na amostra foi quantificado em equivalentes de glucose através da reacgao de redugao
do NADP" 2 NADPH, que por sua vez ¢ oxidado pelo INT na presenca da diaforase. Desta
reacgao resulta o aumento da absorvancia a 490 nm. A quantidade de amido (em equivalentes
de glucose) contida nas amostras de cada placa foi determinada em func¢ao da curva padrio da
respectiva placa, constituida por uma série de solugoes de glucose, apos leitura a 490 nm num

leitor de microplacas (Titertek Multiskan-Plus).
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c) Quantificagio da proteina solavel total e da Rubisco (Ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase-oxigenase)

A proteina solavel total e a Rubisco (E.C. 4.1.1.39) foram quantificadas em amostras
foliares maceradas de tampio de extraccio, a frio, na razio de 2 cm’ para 1 mL. O tampio de
extrac¢ao, com pH 7.4, era constituido por 25 mM Hepes, 2.5 mM MgCl,, 0.5 mM EGTA, 0.5
mM EDTA, 2.5 mM NaHCO3, 0.05% Triton-X, 5% Glicerina, 10 mM DTT, 1mM de
benzamidina, 1 mM acido amino n-caproénico e 0.25 mM PMSF tal como descrito em Quick e#
al. (1991). O extracto foi dividido em aliquotas de 200 uL. que foram imediatamente
congeladas em azoto liquido e armazenadas a -80°C. Cada uma das aliquotas foi
posteriormente utilizada para a quantificagao da proteina soluvel total e da Rubisco.

Para a quantificagao da proteina soluvel total uma das aliquotas foi centrifugada a
14000 x g (Heraeus Sepatech Biofuge A, rotor de angulo fixo 1378, Alemanha) durante 3
minutos e o doseamento da proteina foi efectuado em 4 pl. de sobrenadante.

O doseamento das proteinas foi efectuado pelo método colorimétrico de Bradford
(1976), utilizando um reagente comercial (BioRad Protein Assay, Hercules, California, USA) e
albumina bovina (BSA) como padrao. Foram feitas cinco diluigdes de BSA em agua destilada
de modo a que se obtivessem as concentracdes de BSA pretendidas (0 ug mL", 2 ug mL",

4 ugmL’, 6 ugml" e 8 ug mL"), ap6s a adicio de 200 ul. de BioRad. Foi adicionada agua
destilada as amostras até perfazer um volume total de 800 pL. aos quais se adicionaram 200 uL
de BioRad. As absorvancias de duplicados de cada amostra foram lidas a 595 nm, num
espectrofotémetro Shimadzu UV-160, Japao, 20-30 minutos depois da adi¢ao do reagente.

A Rubisco foi quantificada por ELISA (enzyme-linked immunosorbant assay)
indirecto com anticorpos monoclonais de acordo comos protocolos descritos em Ausubel 7
al. (1990). Utilizaram-se anticorpos monoclonais anti-Rubisco, de tremoceiro, produzidos em
coelho (cortesia de M. Chaves, I.S.A. — Universidade Técnica de Lisboa) na diluicao 1:10000 e
um anticorpo conjugado anti-rabbit IgG/peroxidase produzido em cabra (Sigma, St Louis,
USA) na dilui¢ao 1:5000. A Rubisco utilizada como padrao foi purificada como descrito por
Paech e Dybing (19806) a partir de extractos foliares de tremoceiro ou de girassol.

Decorridos vinte minutos sobre a adi¢ao do substrato, a reac¢ao foi parada com 25 uL.
de H,SO, 3M e procedeu-se a medi¢ao da absorvancia a 450 nm num leitor de placas ELISA

(Titertek Multiskan-Plus). Com os valores de absorvancia obtidos para as diferentes dilui¢Ges
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do padrio, calculou-se a equagdo da recta, resultante da relagao entre log[Rubisco] e o logit da
percentagem de ligacdo [logit(B/B,)]’, que permite calcular o teor em Rubisco nos extractos:
logit (B/B,) = a log [Rubisco] + b
log [Rubisco] = (logit(B/B,) —b)/a
[Rubisco] = 10s®/50/2
Utilizaram-se apenas os valores correspondentes a zona dinamica de ligagao, isto ¢, situados

entre 20% e 90% da ligagdo maxima.

d) Quantificagiao de produtos de peroxidagao de lipidos

Os danos provocados aos lipidos por espécies reactivas de oxigénio (ROS), sao
estimados através da determinacio do teor em substancias reactivas ao acido tiobarbitirico
(TBARs) nos extractos dos tecidos. O dialdeido malénico (MDA) ou propanodial IUPAC),
um produto final, secundario, da autooxidacao e degradagao enzimatica dos acidos gordos
polinsaturados, é considerado um indicador util do nivel de peroxida¢ao dos lipidos (Hodges e#
al. 1999). O MDA reage com duas moléculas de acido tiobarbitarico (TBA), por via de uma
reacgao de adi¢ao nucleofilica, catalizada por um acido, e resulta na formagao de uma
substancia avermelhada, com um pico de absor¢ao a 532 nm. Tradicionalmente o nivel de
peroxidacao dos lipidos é determinado medindo a absorvancia a 532 nm para os TBARs e a
600 nm para posterior correc¢ao das leituras para a absor¢ao nao especifica devida a turbidez
(Abssy,-Absg,= Absyp,). Estudos realizados (Blokhina ez a/. 1999, Hodges ez al. 1999,
Taulavuori et al. 2001) revelaram que este método deve ser corrigido contra compostos como
as antocianinas e os hidratos de carbono, cujos niveis variam de tecido para tecido e com o
nivel de stresse a que foram sujeitos, que interferem com as medi¢des a 532 nm e provocam a
sobrestima¢ao do MDA (Taulavuori ef a/. 2001). Segundo Hodges ez a/. (1999), pode obter-se a
correccao dos valores medindo simultaneamente a absorvancia a 532 nm de uma solu¢io
contendo o extracto vegetal e incubada com TBA (amostra) e sem TBA (referéncia). A
absorvancia do extracto vegetal incubado com TBA devera depois ser subtraida a absorvancia
do extracto vegetal incubado sem TBA. Tanto a amostra como a referéncia sao lidas a trés
comprimentos de onda: 532 nm (pico de absor¢ao do complexo TBA- MDA e de flavondides
como as antocianinas), 440 nm (pico de absor¢ao dos hidratos de carbono), e 600 nm (para

correc¢ao das leituras para a absor¢ao nao especifica devida a turbidez).

> logit(B/Bo) = In (B/Bp)/[100-(B/By)]

%(B/Bo) = (Abs A — Abs B)/(Abs m — Abs B) x 100
Abs A — absorvancia da amostra; Abs B — absorvancia do branco; Abs m — absorvancia do padrao menos
diluido
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Neste trabalho o nivel da peroxidacio de lipidos foi estimado de acordo com Hodges
et al. (1999). O material vegetal foi macerado em acido tricloroacético (TCA) a 20% na
proporcao de 100 mg de peso fresco para 1 mL de acido tricloroacético. Depois de
homogeneizada, esta suspensio foi centrifugada a 4°C, 3000 x g (Heracus Megafuge 1.0R,
rotor de angulo variavel 3360, Alemanha), durante 10 minutos. A 500 ul. do sobrenadante
foram adicionados 1.5 mL de uma solu¢ao de TBA em TCA (0.5% de TBA e TCA a 20%,
v:v). Foi feito um duplicado e uma referéncia para cada amostra. A referéncia foi obtida pela
adi¢ao de 1.5 mLL de TCA 20% a 500 pl. de amostra. Foram ainda preparados dois zeros, em
que a amostra foi substituida por TCA 20%, para cada conjunto de leituras. As amostras, as
referéncias e os zeros foram bem homogeneizados e colocados num banho a 90°C durante 25
minutos, ap6és o que foram arrefecidos em gelo durante 15 minutos. Depois de homogeneizar,
procedeu-se a uma nova centrifugaciao a temperatura ambiente, a 10000 x g (Heraeus
Megafuge 1.0R, rotor de angulo variavel 3360, Alemanha) durante 10 minutos. Recolheu-se o
sobrenadante e leu-se a absorvancia a 440 nm, 532 nm e 600 nm num espectrofotometro
Shimadzu UV-160, Japao.

Os equivalentes de MDA (Eq. MDA) foram calculados com base nas seguintes
equagoes:

Eq MDA (nmol mL.")= [(A-B)/157 000] x 10°

A = (Absgyyrpp — AbSgrsa) — (AbSsso s — AbSgoorpa)

B = (Absyirpa — Absgyirpa) x 0.0571
Em que Absgs,rpr, AbSgpirpa € AbS, mpa representam as absorvancias das amostras a 532
nm, 600 nm e 440 nm e Absss, 154, AbSgporpa € AbSyy s tepresentam as absorvancias das

referéncias nos mesmos comprimentos de onda.

e) Extracg¢ao e determinagao da actividade das enzimas do sistema
antioxidante

Foi medida a actividade das seguintes enzimas: peroxidase do ascorbato
(E.C.1.11.1.11), redutase do desidroascorbato (E.C.1.8.5.1), redutase do radical mono
desidroascorbato (E.C.1.1.5.4), dismutase do superéxido (E.C.1.15.1.1), redutase da glutationa
(E.C. 1.6.4.2) e catalase (E.C.1.11.1.6).

A actividade das enzimas do sistema antioxidante foi medida em extractos foliares

obtidos a partir de frac¢des de folhas. Depois de colhido, o material foliar foi imediatamente

congelado em azoto liquido e armazenado a -80°C até a extraccio.



38

Os extractos foliares foram obtidos como descrito em Polle e a/. (1993), excepto a
peroxidase do ascorbato (Apx), a redutase do desidroascorbato (DHAR) e a redutase do
radical monodesidroascorbato (MDHAR), em cujo tampao de extrac¢ao foi adicionado
ascorbato para evitar a sua inactivagao (Nakano e Asada 1987). Os extractos foram depois
purificados por filtracio em colunas de Sephadex G-25 (PD-10, Pharmacia, Freiburg,
Alemanha) (Polle ¢z al., 1993).

A actividade da Apx, da MDHAR, da DHAR e da redutase da glutationa (GR) foi
determinada tal como descrito em Polle e Morawe (1995). A actividade da dismutase do
superdxido (SOD) foi medida tal como descrito em Polle ef /. (1989) segundo Misra (1985) e
a da catalase (Cat) segundo Aebi (1984).

As extracgOes e as leituras foram sempre realizadas no mesmo dia. As leituras de
absorvancia foram levadas a cabo num espectrofotometro Shimadzu UV-160, Japao equipado
com um sistema de controlo de temperatura e os valores de absorvancia foram registados de
10 em 10 segundos. Foram analisados, no minimo, trés replicados de cada amostra. A

actividade das enzimas foi calculada em unidades (U), utilizando a seguinte expressao:

U (umol min") = A,, /€x V/V,xF.x V. x 1/bx 10’
em que:

Anbs - variacdo de absorvancia (nm min-)

€ - coeficiente de extin¢do da substancia a ser medida (mM-'cm-1)

V - volume total na cuvete (ul)

V. - volume de extracto (uL)

F. - factor de dilui¢io devido a purificacdo das amostras nas colunas
V. - volume de extraccio (L)

b - espessura da célula de leitura (cm)

Uma unidade de enzima (U) ¢ definida como sendo igual a uma micromole de
substrato transformada em produto por minuto (U = 1 umol substrato min™). O katal (kat) é a
unidade do sistema internacional para definir a actividade enzimatica em que 1U = 16.67 nkat

(Gul et al. 1998).

Obtengio dos extractos foliares para medigao da actividade das enzimas peroxidase do ascorbato (Apx) ,
redutase do desidroascorbato (DHAR) e redutase do radical mono desidroascorbato (MDHARK)

Os extractos foliares obtiveram-se ap6s macera¢ao do material foliar em azoto liquido.
Ao material vegetal, ainda congelado, adicionou-se um pouco de PVPP e de areia do mar. A
extracg¢dao foi levada a cabo em tampao fosfatos de potassio pH 7.8, 100 mM, com 2% de

Triton x-100 e 10 mM de ascorbato, na propor¢ao de 500 mg de material vegetal para 5 mL de
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tampao de extrac¢ao. O homogeneizado obtido foi centrifugado a 49000 x g (Beckman J2-

MC, rotor de angulo fixo JA-20.1) durante 30 minutos, a 4°C ¢ o sobrenadante foi removido
por decantagiao e mantido no gelo. Os extractos foliares foram purificados em colunas de
Sephadex G-25. Depois de equilibrar as colunas com 20 mL de tampao fosfatos de potassio
pH 7.0, 100 mM com 1 mM de ascorbato, passaram-se 2.5 mL de amostra que depois foi
eluida com 3.5 mL do mesmo tampao. Os 6 mL de extracto obtido foram mantidos no gelo

até se proceder a sua leitura.

Obtengio dos extractos foliares para medigao da actividade das enzimas redutase da glutationa (GR), catalase
(Cat) e dismutase do superoxido (§OD)

Os extractos foliares obtiveram-se ap6s macera¢ao do material foliar em azoto liquido.
Ao material vegetal ainda congelado adicionou-se um pouco de PVPP e de areia do mar. A
extracgao foi levada a cabo em tampao fosfatos de potassio, pH 7.8, 100 mM, contendo 2% de
Triton x-100, na propor¢ao de 500 mg de material vegetal para 5 mL de tampao de extracgio.
O homogeneizado foi depois centrifugado a 49000 x g (Beckman J2-MC, rotor de angulo fixo
JA-20.1) durante 30 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi removido por decanta¢io e mantido
no gelo. Os extractos foliares foram purificados em colunas de Sephadex G-25. Depois de
equilibrar as colunas com 20 mL de tampao fosfatos de potassio, pH 7.8, 20 mM, passaram-se
2.5 mL de amostra que depois foi eluida com 3.5 mL. do mesmo tampao. Os 6 mL de extracto

obtido foram mantidos no gelo até se proceder a sua leitura.

Medigao da actividade da peroxidase do ascorbato (Apx)

A actividade da Apx foi medida a 25°C em 1 ml. de mistura reaccional seguindo o
decréscimo da absorvancia a 290 nm, resultante do consumo do ascorbato devido a sua
oxidacao a desidroascorbato por ac¢ao do peroxido de hidrogénio, durante 3 minutos. O meio
de reacgao era composto por 600 pl. de agua miliQQ, 100 uL. de tampao fosfatos de potassio
500 mM pH?7, 100 pLL de ascorbato 800 uM e 50 uL. de extracto. A reacgao foi iniciada com
150 pL de peréxido de hidrogénio 20 mM e os valores de absorvancia foram registados de dez
em dez segundos durante trés minutos. Para cada amostra foi feito um controlo no qual o
extracto foi substituido por volume igual de tampao fosfatos de potassio pH 7.0, 100 mM. A
actividade da Apx foi calculada depois de ter sido subtraida a taxa do controlo, tendo-se
utilizado o coeficiente de extingio 2.8 mM'cm™. Uma unidade de Apx é equivalente a
quantidade de proteina necessaria para catalisar a oxidagao de 1 pmole de ascorbato por

minuto.
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Medicio da actividade da reductase do desidroascorbato (DHAR)

A actividade da DHAR foi medida a 25°C em 1 ml de mistura reaccional seguindo o
aumento da absorvancia a 265 nm, devida a formacio de ascorbato resultante da reaccio de
reducao do desidroascorbato a ascorbato por ac¢ao da GSH (glutationa na forma reduzida),
durante 3 minutos. A mistura reaccional compos-se por 700 uL. de agua miliQQ, 100 uL. de
tampao fosfatos de potassio 600 mM, pH 6.1, 100 uLL de desidroascorbato 8 mM e 50 uLL de
extracto. A reaccao foi iniciada com 50 pl. de uma solucio 20 mM de GSH. Para cada amostra
foi feito um controlo em que o extracto foi substituido por tampao fosfatos de potassio pH
7.0, 100 mM. Os valores de absorvancia foram registados de dez em dez segundos e a
actividade da DHAR foi calculada depois de ter sido subtraida a taxa do controlo, tendo-se
utilizado o coeficiente de extingio 14 mM 'ecm™. Uma unidade de DHAR ¢ equivalente a
quantidade de proteina necessaria para catalisar a redugao de 1 pmole de desidroascorbato por

minuto.

Medigao da actividade da redutase do radical mono desidroascorbato (MDHAR)

A actividade da MDHAR foi medida a 25°C em 1 mL de mistura reaccional seguindo
durante 3 minutos o decréscimo de absorvancia a 340 nm, devido ao consumo do NADH na
reac¢ao de reduc¢ao de radicais monodesidroascorbato (MDHA) a ascorbato na presenca de
ascorbato e de ascorbato oxidase (Roche). Foi utilizada ascorbato oxidase (AAO) com vista a
producao do MDHA a partir de ascorbato. Antes das medi¢Ses de actividade da MDHAR foi
preparada, de fresco, uma solu¢ao de AAO em acetato de sédio pH 6.2, 200 mM na
proporcao de 1 mg AAO em 20 mL de acetato de soédio. A actividade da AAO foi depois
avaliada seguindo o decréscimo da absorvancia a 290 nm, resultado da oxidag¢ao do ascorbato
a MDHA (€ = 2.8 mM'cm™'), em 1 mL de meio reaccional contendo 100 mM Tricina/NaOH,
pH 8.0 com 200 uM de NADH e 800 uM de ascorbato. A diluiciao da solu¢ao de AAO na
mistura de reaccdo foi sempre de modo a obter 7 nkat’ de actividade enzimatica. Deste modo,
1 mL de mistura reaccional para medi¢ao da actividade enzimatica da MDHAR compos-se de
50 ul. de extracto foliar, 50 ul. de ascorbato 800 UM em Tricina/NaOH e o volume de
solucio de AAO necessario a obtencido de uma actividade de 7 nkat. A esta mistura
adicionou-se Tricina/NaOH 100 mM pH 8 até perfazer o volume total de ImL. Os valores de
absorvancia foram registados de dez em dez segundos durante 3 minutos. Para cada amostra

realizou-se um controlo em que se substituiu o extracto por tampao fosfatos de potassio pH

¢ nkat = nanokatal; o katal (kat) ¢ a unidade de medigdo da actividade enzimatica do sistema internacional (SI);
1 kat = 60 mol min! = 6x 107 U; 1 U = 16.67 nkat;
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7.0, 100 mM. A actividade da MDHAR foi calculada depois de ter sido subtraida a taxa do
controlo, tendo-se utilizado o coeficiente de extingdao 6.12 mM 'ecm™. Uma unidade de
MDHAR ¢ equivalente a quantidade de proteina necessaria para catalisar a oxidagao de 1

umole de NADH por minuto.

Medigao da actividade da reductase da glutationa (GK)

A actividade da GR foi medida a 25°C durante 3 minutos em 1 mL de mistura
reaccional, seguindo o decréscimo de absorvancia a 340 nm devido a oxida¢io do NADPH a
NADP na reac¢ao de reducgao da forma oxidada da glutationa (GSSG) a forma reduzida
(GSH) catalizada pela GR. A mistura reaccional compos-se por 700 pl. de tampao Hepes
pH 8.0 com 0.5 mM EDTA, 100 uL. de NADPH 2.5 mM, 100 uL. de GSSG 5 mM em tampao
Hepes e 100 pL de extracto foliar. Para cada amostra foi feito um controlo em que o extracto
foi substituido por tampao fosfatos de potassio pH 7.8, 20 mM. Os valores de absorvancia
foram registados de dez em dez segundos, durante 3 minutos, e a actividade da GR foi
calculada depois de ter sido subtraida a taxa do controlo, tendo-se utilizado o coeficiente de
extingdo 6.2 mM'ecm™. Uma unidade de GR ¢ equivalente a quantidade de proteina necessaria

para catalisar a oxidagdao de 1 pmole de NADPH por minuto.

Medicdo da actividade da catalase (Cat)

A actividade da catalase foi medida a 25°C em 1 ml de mistura reaccional seguindo,
durante 3 minutos, o decréscimo de absorvancia a 240 nm devido a redugiao do peroéxido de
hidrogénio a agua e oxigénio molecular. O meio de reac¢iao era composto por 720 pl. de
tampao fosfatos de potassio 50 mM, pH 7.0, 250 puLL de perdxido de hidrogénio 40 mM e
30 uLL de extracto, tendo a reacgao sido iniciada com a adi¢ao do perdxido de hidrogénio.
Para cada amostra foi feito um controlo no qual o peréxido de hidrogénio foi substituido por
volume igual de tampao fosfatos de potassio 50 mM, pH 7.0. Os valores de absorvancia foram
registados de dez em dez segundos e a actividade da Cat foi calculada depois de ter sido
subtraida a taxa do controlo, tendo-se utilizado o coeficiente de extin¢io 39.4 M'ecm™. Uma
unidade de catalase é equivalente a quantidade de proteina necessaria para decompor 1 umole

de H,O, por minuto.
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Medigao da actividade da dismutase do superoxido (SOD)

A SOD catalisa a dismutagio dos radicais superoxido (O,), de acordo com a seguinte

reaccao:
20,"+2H" = H,0, +0,

A epinefrina é estavel em meio acido mas, a pH elevado, auto-oxida a adrenocromio.
A pH 10.2 e 2 30°C a auto-oxidag¢ao da epinefrina é rapida e apresenta uma taxa linear apds
uma fase lag inicial e curta. A conversao da epinefrina a adrenocromio depende da existéncia
do superoxido, pelo que ¢ inibida pela SOD. A taxa a qual a SOD induz o decréscimo desta
reac¢ao dependente do superdxido pode ser calculada e da uma medida indirecta da actividade
da enzima. Uma unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria a 50%
de inibi¢do da taxa de conversio da epinefrina a adrenocromio.

A actividade da SOD foi medida em 1 mL de mistura reaccional a 30°C seguindo,
durante 3 minutos, o decréscimo de absorvancia a 480 nm devido a auto-oxidagio da
epinefrina. Foi efectuada uma solugao 20 mM epinefrina em HCI 0,01 N. Num meio de
reac¢dao composto por 900 uL. de tampao carbonatos de sédio 62.5 mM, pH10.4, com 0.125
mM EDTA e 85 uL. de tampao fosfatos de potassio foram colocados 15 uL da solugao de
epinefrina de modo a obter uma taxa de auto-oxidagio de 0.025 £ 0.003 (nm min™). Apos ter
sido atingida esta taxa de auto-oxidacao parte do tampao fosfatos de potassio foi substituido
por amostra e os valores de absorvancia foram registados de 10 em 10 segundos, de modo a
poder calcular-se a nova taxa de auto-oxidagao. A actividade da SOD foi determinada com
base nos seguintes calculos:

PI=1-A/E

PI - fraccio de inibi¢do pela SOD
E - variacio da absorvancia no meio de reac¢do com epinefrina (nm mint)
A - variacdo da absorvincia no meio de reac¢do com epinefrina e com extracto (nm min-t)

O valor da PI ¢ depois utilizado no calculo do volume, em pL, de extracto necessario
para que haja 50% inibi¢do da auto-oxidacao da adrenalina (VE,):
VE.,, (uL)=0.5xV,/PI

V. - volume de extracto (uL)
PI — percentagem de inibi¢do

O numero de unidades de SOD (Ugp,) por mililitro de extracto sera dado pela

EXpressao:

Usop (U mL‘l) = 1000/ VEq,
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2.6. Analise estatistica

Os dados referentes aos diferentes regimes hidricos estudados foram submetidos a
analises de variancia a um critério (ANOVA) (o0 = 0.05) depois de testados para a distribui¢ao
normal e para a homogeneidade da variancia. Sempre que se obteve um F significativo
(P < 0.05), o nivel de significancia das diferengas existentes entre as médias foi avaliado pelo
teste de comparagao multipla de Dunnett, comparando as médias de cada um dos tratamentos
por défice hidrico e rehidratagio com a média do controlo, constituido pelas plantas bem
hidratadas. Nos casos em que ocorreu heterogeneidade da variancia foi utilizado teste de
Kruskal-Wallis para analise ndo paramétrica, seguido do teste comparagao multipla de
Dunnett. Nos Capitulos 3 e 4 realizou-se ainda o teste #de Student para comparar as médias
obtidas de madrugada e a meio do dia, ou ainda para comparar as médias entre as folhas
jovens e as folhas maduras (Capitulo 3) ou entre as plantas mantidas a alta irradiancia e as
transferidas para baixa irradiancia (Capitulo 4). Utilizou-se o ‘software’ SigmaStat
3.0/SigmaPlot 8.0 (SPSS Inc., EUA) para o tratamento estatistico e representagao grafica dos
dados.
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Capitulo 3

Efeitos da idade da folha na recuperagao da
fotossintese de Helianthus annuus L. apds um
ciclo de desidratagao e rehidratagao
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3.1. Introdugao

O défice hidrico tem efeitos potencialmente dramaticos no crescimento e na
morfogénese das plantas e afecta diferentes vias metabolicas, entre elas a fotossintese.
Diversos estudos se tém debrucado sobre os efeitos dos défices hidricos na actividade
fotossintética de folhas completamente desenvolvidas, mas o debate sobre a importancia
relativa das limitagdes estomaticas e das limitagdes metabodlicas que lhe sdo impostas persiste.

A diminui¢ao da abertura estomatica é uma das primeiras respostas ao défice hidrico,
sendo induzida por sinais quimicos enviados pelas raizes cujas células tenham perdido turgidez
por se encontrarem num substrato pouco hidratado (Davies e Zhang 1991). No entanto,
enquanto autores como Cornic e Fresnau (2002) concluiram que as respostas ao défice hidrico
sao quase exclusivamente estomaticas, outros, como Tang e# a/. (2002) propuseram a existéncia
de uma combinagao de efeitos estomaticos e nao estomaticos; ha ainda quem defenda que,
sob défice hidrico ligeiro ou moderado, as limitagdes impostas a fotossintese sao
essencialmente estomaticas, e que as limitagoes ao nivel do mesofilo surgem apenas para niveis
mais elevados de desidrata¢ao dos tecidos, correspondentes a défices hidricos severos (Cornic
2000, Flexas e Medrano 2002a). Na verdade, as limitagoes a aquisi¢ao de CO,, impostas pela
diminui¢ao da condutancia estomatica, podem também resultar em limitagoes metabolicas a
actividade fotossintética, na medida em que conduzem ao decréscimo do consumo de
NADPH e de ATP, o que implica a inibi¢ao em ‘feedback’ da sua sintese e o favorecimento da
reducio directa do oxigénio (Tausz et al. 2004), e que poderia explicar, em alguma medida, as
disparidades nos resultados obtidos pelos diferentes autores. No entanto, diversos estudos, em
que na metodologia se procurou minimizar, ou mesmo eliminar, o efeito exercido pelos
estomas, apontam para a ocorréncia de limitacdes a actividade fotossintética ao nivel do
mesofilo na sequéncia da imposi¢ao de défice hidrico. Esses estudos foram realizados com
material diverso como algas (Davison e Pearson 1996, Kawamitsu e /. 2000), que nio
possuem estomas, cloroplastos isolados (Boyer e Bowen 1970), fragmentos foliares (Tang e a/.
2002) e plantas inteiras (Boyer 1971, Tezara et al. 1999). Em 1971 Boyer propds que o
decréscimo da actividade fotossintética em folhas de Helianthus annuus sob défice hidrico
(¥ = - 1.2 MPa) tivesse sido consequéncia da diminui¢ao da actividade fotoquimica e, em
1999, Tezara ef al. observaram, na mesma espécie em défice hidrico (-2.0 MPa<y<-1.5 MPa),
que a taxa fotossintética nao foi limitada unicamente pela difusio do didxido de carbono, mas
também pela inibi¢ao da sintese da ribulose-1,5-bifosfato, devida ao declinio da sintese de

ATP. Sabe-se também que a diminui¢ao da actividade fotossintética em plantas sujeitas aos
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défices hidricos mais intensos pode ocorrer devido a diminui¢ao da permeabilidade do
mesofilo a difusao do CO, (Chaves 1991).

Nas plantas em défice hidrico aumenta a formagao de espécies reactivas de oxigénio
(Biehler e Fock 1996, Boo e Jung 1999, Mascher ¢ al. 2005). Se por um lado estas formas
reduzidas do oxigénio podem ter um efeito negativo ao promover a oxidacao de lipidos,
proteinas e acidos nucleicos, diminuindo assim o vigor das plantas, ¢ cada vez mais evidente
que possuem também um papel decisivo como sensores e sinalizadores internos das variagoes
ambientais (Foyer e Noctor 2005). As espécies reactivas de oxigénio possuem um grande
poder oxidativo e a sua produgio e eliminagio tém de ser reguladas, sendo conhecidos
diversos tipos de compostos que intervém nesses processos (Demmig-Adams e Adams 111
1996, Asada 1999, Niyogi 2000, Foyer e Noctor 2003, Foyer e Noctor 2005). A fotossintese é
uma das maiores fontes de espécies reactivas de oxigénio, cuja formacdo aumenta em
situagOes em que a energia de excitagao é superior a capacidade de utilizagao (Foyer e Noctor
2003). Os carotendides, além de participarem na captura de fotGes nas antenas associadas aos
fotossistemas (Lichtenthaler 1987, Rémer 1999, Niyogi 2000), desempenham um papel de
relevo na dissipagao de energia em excesso, contribuindo para o ‘quenching’ nao fotoquimico
(NPQ), quer através da inactivagio do tripleto da clorofila (;Chl) e eliminagio do singleto do
oxigénio ('O, ) e de outras espécies reactivas de oxigénio (Choudhury e Behera 2001, Niyogi
2000), quer através da dissipa¢ao do excesso de energia de excitagdao sob a forma de calor
através do ciclo de desepoxidacao da violaxantina a anteraxantina e zeaxantina (Demmig-
Adams e Adams III 1996, Niyogi 2000). A luteina (Pogson e al. 1998, Li ez al. 2002), o
B-caroteno (Choudhury e Behera 2001) e a neoxantina (Jung 2004) encontram-se entre os
carotendides que participam na inactivagao do tripleto da clorofila e na elimina¢ao das espécies
reactivas de oxigénio. A peroxida¢ao dos lipidos das membranas, com formac¢ao de dialdeido
malénico (MDA) como produto final secundario, constitui uma das consequéncias conhecidas
da ac¢ao das espécies reactivas de oxigénio (Hodges ez a/. 1999). A abundancia de MDA nos
tecidos ndo sofre alteragdes a nao ser que se verifique stresse oxidativo (Weber ez a/. 2004).

Foi demonstrado que em plantas sob défice hidrico ocorre o decréscimo do teor foliar
em ATP (Tezara ez al. 1999), a diminui¢ao da taxa de regeneracao da ribulose bifosfato (RuBP)
(Gunasekera e Berkowitz 1993, Pankovic ez al. 1999, Tezara et al. 1999) e a diminuicao da
actividade da RuBisCO (Pankovic ¢f /. 1999). O decréscimo da utilizagao de ATP e de
NADPH na fotossintese e a diminui¢ao da taxa de regeneracao da RuBP poderao estar
relacionadas com a acumulagao de agtcares soluveis, ja que esta implica a reducdo da

disponibilidade de fésforo inorganico no estroma (Azcon-Bieto 1983), havendo também
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fortes evidéncias experimentais de que a sacarose, e sobretudo a glucose, reprimem a
expressao de alguns genes relacionados com a actividade fotossintética (Sheen 1990). Segundo
alguns autores a acumulagao de agtcares soluveis parece conferir maior tolerancia a
desidratagao (Pelah ez a/. 1997, David ez al. 1998), contribuindo para a manutencao da turgidez
celular, para a proteccao da integridade das membranas celulares (Ingram e Bartels 1996,
Hoekstra e al. 2001, Chaves ef al. 2003) e ainda para a manutencao da estrutura das proteinas e
da actividade enzimatica em tecidos desidratados (Ingram e Bartels 1996, Hoekstra ¢f a/. 2001).

Muitas das discrepancias encontradas nas respostas ao défice hidrico podem estar
relacionadas com diferencas entre as espécies vegetais, com o tipo de material biol6gico
utilizado nos trabalhos, que varia entre cloroplastos isolados (Boyer e Bowen 1970),
fragmentos foliares (Tang ez a/. 2002) ou plantas inteiras (Boyer 1971, David ef al. 1998, Tezara
et al. 1999, Calatayud e a/. 2000), com a duracdao da imposi¢ao ¢ o modo como ¢ imposto o
défice hidrico, por diminui¢ao gradual da dotagao de rega (David ez a/. 1998, Calatayud ef .
2000) ou por corte subito do fornecimento de agua (Tang ez a/. 2002), e ainda com a idade das
folhas estudadas (David ez a/ 1998, Calatayud ez a/. 2000, Jung 2004).

Diversos estudos, em varias espécies, mostraram que as folhas maduras
(completamente expandidas) sao mais afectadas pelo défice hidrico do que as folhas jovens
(em expansio) (Calatayud ef a/. 2000, Jung 2004), possuindo estas tltimas defesas antioxidantes
mais eficazes (Bowler ef al. 1992, Havaux ef /. 2000). No entanto pouco se sabe sobre o efeito
da rehidratagcdo em cada uma daquelas idades foliares.

A capacidade de recuperagdo da actividade fotossintética apds o alivio do défice
hidrico parece também estar dependente da idade das folhas, podendo ser superior nas folhas
jovens (David ez a/. 1998). Autores como Navari-Izzo ez al. (1995) propuseram que a imposigao
lenta do défice hidrico favorece a capacidade de recuperagao das plantas durante o alivio do
stresse.

Enquanto a diminui¢ao da abertura estomatica pode ser totalmente revertida pela
rehidratacao dos tecidos, o restabelecimento simultaneo do metabolismo fotossintético
implica nao s6 o retomar das condi¢oes de difusio do CO, mas também a recuperacao de
outros processos tais como a capacidade de regeneragao da RuBP, onde se inclui a reactivagao
das enzimas do ciclo de Calvin e/ou da sintese de ATP e de NADPH. H4 ainda a considerar
que a rehidratagao dos tecidos pode ter um efeito mais negativo sobre a integridade do
aparelho fotossintético do que a desidratagiao em si, como revelaram os trabalhos de Kaiser

(1987) e de Dreesmann ez al. (1994).
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O conjunto dos ensaios realizados, cujos resultados sao apresentados neste capitulo,
teve como objectivo investigar numa mesma espécie, o girassol (Helianthus annuus), a resposta
dos mecanismos fotossintéticos a duracao e intensidade do défice hidrico, em folhas jovens e
maduras, e em que medida poderdo afectar a capacidade de recuperacao da fotossintese

durante a rehidratagao.

3.2. Material e métodos

Para este estudo realizaram-se os ensaios com plantas de H. annuus referidos no
capitulo 2 (Material e Métodos) como Gir99 e Gir02.

O ensaio Gir99 decorreu entre Maio e Julho de 1999 e constituiu uma primeira
abordagem aos objectivos propostos tendo-se, por isso, efectuado uma gama de
determinagdes menos abrangente do que nos ensaios que se seguiram. As plantas

desenvolveram-se sob abrigo, numa estufa equipada com um sistema de controlo de
temperatura maxima ajustado para 25°C. O crescimento das plantas decorreu sob condigoes

de irradidncia e fotoperiodo naturais, com irradidncia maxima de 1300 imol quanta m”s™. O
défice hidrico (DH) foi imposto gradualmente, 37 dias depois da sementeira, durante 12 dias,
através da rega, pela reposicao parcial das perdas de peso por evapotranspiragao.

No ensaio Gir02 foram utilizadas as plantas que se desenvolveram e permaneceram na

camara de crescimento ‘walk-in” durante a amostragem. Nesta camara, as plantas cresceram

com um fotoperiodo de 12h, uma irradidncia maxima de 700 Wmol quanta m”s”', temperatura
e humidade relativa diurnas de 25°C/60% e temperatura/humidade relativa nocturnas de
22°C/70%. Neste ensaio a imposi¢ao do défice hidrico teve lugar 19 dias depois da sementeira
e consideraram-se dois niveis de défice hidrico: um, menos intenso e imposto durante nove
dias (DHm); outro, mais intenso e prolongado, imposto durante quinze dias (DHs). Em
ambos os casos o défice hidrico foi aplicado através da rega, pela reposi¢ao parcial do peso
perdido por evapotranspiracao. As plantas testemunha (C) foram regadas sempre pela
reposic¢ao integral do peso perdido por evapotranspiragao. A rehidratacio do substrato foi
feita através de diversas regas de modo a garantir uma hidratacao homogénea de todo o
substrato contido nos vasos.

Em ambos os ensaios foram retiradas amostras de folhas jovens (J) e de folhas
maduras (M) de plantas testemunha (C), em défice hidrico (DH, DHm, DHs), 24 h (R24)
e/ou 48 h (R48) apds o inicio da rehidratacio do substrato. As folhas consideradas jovens na
altura da amostragem completaram a sua expansao durante o ciclo de secagem,

encontrando-se completamente expandidas no periodo de amostragem. No ensaio Gir99 a
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posicao na planta das folhas consideradas jovens, por contagem acrépeta, foi 10.6 £0.9,9.4 £

1.1 ¢ 10.2 £ 0.8 para as plantas controlo, em défice hidrico e rehidratadas, respectivamente,
num total de cerca de 17 folhas por planta (valores apresentados sob a forma de média mais
ou menos desvio padriao). No ensaio Gir02 a posi¢ao destas folhas na planta, por contagem

acropeta, correspondia a 6.2 £ 0.4 num total de 10.8 = 0.6 folhas e 5.9 £ 0.3 num total de 10.3

1 0.7 para as plantas controlo e no nivel de défice hidrico menos intenso, 7.4 £ 0.5 em 14.4

0.9 folhas, 6.9 £ 0.6 em 13.8 £ 1.2 folhas e 8.0 £ 0.5 em 16.3 folhas para as plantas em défice
hidrico mais severo, 24 h e 48 h depois da rehidratacao do substrato, respectivamente (valores
apresentados sob a forma de média mais ou menos desvio padrao). As folhas maduras ja se
encontravam em expansao no inicio da imposi¢ao do défice hidrico e a sua posigao na planta,
por contagem acrépeta, no ensaio Gir99 foi 6.0 £ 0.7, 6.2 £ 0.4 e 6.8 £ 0.5 para as plantas
controlo, em défice hidrico e rehidratadas, respectivamente, num total de cerca de 17 folhas
por planta (valores apresentados sob a forma de média mais ou menos desvio padrio). No
ensaio Gir02 correspondeu a 3.0 £ 0.0 em 10.8 £ 0.6 folhas e 3.0 £ 0.0 em 10.3 * 0.7 folhas

para as plantas controlo e em défice hidrico menos intenso, 3.8 £ 0.6 em 14.4 = 0.9 folhas,

3*0em 13.8 £ 1.2 folhas e 4.0 £ 0.0 em 16.3 0.8 folhas para as plantas em défice hidrico
mais severo, 24 h e 48 h depois da rehidratagdo do substrato, respectivamente (valores
apresentados sob a forma de média mais ou menos desvio padrio).

A caracterizagao do estado hidrico das plantas, a determinagao da massa especifica
foliar (SLM), a medigao das trocas gasosas em condi¢oes ambiente e da capacidade
fotossintética, assim como a quantificacao do teor foliar em agtcares soluveis, amido, clorofila
total, proteina soluvel e dialdeido malénico (MDA) foram realizadas tal como descrito no

capitulo 2, bem como o tratamento estatistico dos dados.

3.3. Resultados
Caracterizacao do estado hidrico das plantas e massa foliar especifica.

Niao foram observadas diferencas significativas no potencial hidrico entre folhas
jovens e maduras nos dois ensaios, nem entre o teor relativo em agua foliar (TRA) no ensaio
realizado em 1999 (Gir99) pelo que, nestes casos, os resultados das duas idades foliares sao
apresentados em conjunto na Tabela III.1. A imposi¢ao gradual do défice hidrico no substrato

resultou no decréscimo significativo do potencial hidrico foliar de madrugada (¥,) e a meio

do dia (), em ambos os ensaios (Tabela I11.1). O decréscimo do potencial hidrico foi

acompanhado pela diminuicdo significativa do teor relativo em agua no ensaio Gir99 e no
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nivel mais intenso de défice hidrico do ensaio realizado em 2002, tendo-se mantido acima dos
80% no nivel de stresse menos intenso. As folhas maduras atingiram TRA significativamente
inferior ao das folhas jovens das plantas submetidas ao stresse mais severo (Gir02), apesar de

nao se terem observado diferencas no potencial hidrico foliar, quer de madrugada quer a meio

do dia.

Tabela 1I1.1 — Potencial hidrico foliar de madrugada (Wpa ) e a meio do dia (Wma) € teor relativo em
agua (TRA) em plantas de H. annuus controlo (C), em défice hidrico (DH) moderado (DHm) e severo
(DHs), 24 h (R24) e 48 h (R48) depois da rehidratagdo do substrato nos ensaios realizados em 1999
(Gir99) e em 2002 (Git02). Valores médios * erro padrio (Git99: n = 5 excepto em TRA em que
n=10; Git02: n=5 em Ypqa ¢ n = 10 em WYmg; n =5 em TRA). O simbolo (*) indica diferencas
significativas entre as médias de cada regime hidrico relativamente ao controlo (teste de Dunnet,
o = 0.05). O nimero (1) indica diferencas significativas entre as médias de Wpd € Ymd OU entre as duas
idades foliares (teste # de Student, ot = 0.05).

Ensaio Regime hidrico Yoa (MPa) Yina (MPa) TRA (%)

Gir99 C -0.10 £ 0.01 -- 89.9 £ 0.7
DH -0.37*+ 0.04 -- 745"+ 3.5
R48 -0.20" = 0.01 -- 81.6"*+ 1.0

Ypa (MPa) Ying (MPa) folhas jovens folhas maduras

Gir02 C -0.07 £ 0.01 -0.331 £ 0.02 859+ 14 89.0 £ 0.9
DHm -0.32* £ 0.04 -0.64"1 + 0.04 83.0% 1.6 863+ 1.5
DHs -0.88* £ 0.06 -1.39" + 0.04 69.2°£ 1.7 61.31+ 2.2
R24 -0.39* £ 0.02 -0.49"1+ 0.02 88.4% 0.7 89.5%+ 0.7
R48 -0.39* £ 0.03 -0.51"1 + 0.07 849%15 89.8+ 0.6

Tabela I11.2 — Massa especifica foliar (SLM) em plantas de H. annuus controlo (C),
sujeitas a défice hidrico (DH) moderado (DHm) e severo (DHs) e 24 (R24) e 48
(R48) horas ap6s a rehidratacdo do substrato nos ensaios realizados em 1999
(Git99) e em 2002 (Gir02). Valores médios * erro padrio (n = 5). O simbolo (¥)
indica diferencgas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o controlo,
(teste de Dunnett, o0 = 0.05). O nimero (1) indica diferencas significativas entre as
médias das duas idades foliares (teste #de Student, 0o, = 0.05)

SLM (gp./m?)

Ensaio Regime hidrico folhas jovens folhas maduras
Gir99 C 25624 26.310.7
DH 31.6"x1.2 26771 1.6
R48 304+ 1.1 26.9£2.0
Gir02 C 27.9%0.5 28.1+0.8
DHm 30.6 £ 0.8 29.1+0.9
DHs 40.1"x 14 38.0"+ 2.4
R24 362"t 1.2 37.3*+£0.5
R48 343+ 1.9 32.21+0.8

Quarenta e oito horas depois da rehidratagao do substrato, Y, € Y4 recuperaram
parcialmente e TRA recuperou completamente para os valores observados nas plantas

controlo, no ensaio Gir02 (Tabela I11.1). Em Gir99 observou-se uma recuperacao parcial de
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Y, Apesar de Y, 4 ndo ter sido medido no ensaio Gir99, as determinagdes do teor relativo em
agua dao a indicagao de que 48 h depois da rehidratagdo ja se verificava alguma recuperagao
do estado hidrico das plantas (Tabela IIL.1).

A massa especifica foliar (SLM, Tabela 111.2) aumentou significativamente nas folhas
jovens das plantas em défice hidrico no ensaio Gir99 e em ambas as idades foliares em défice
hidrico mais severo no ensaio Gir02. Nao se observaram alteragdes significativas de SLM nas
plantas submetidas a défice hidrico moderado em 2002. Ao fim de 48h de rehidratacao, SLM

recuperou para valores semelhantes aos das folhas controlo em todos os casos.

Trocas gasosas

O défice hidrico induziu uma diminui¢ao significativa da condutancia estomatica para
o vapor de agua (g) nos dois ensaios e em ambas as idades foliares, excepto nas folhas
maduras em défice hidrico moderado em Gir02 (Fig. 3.1). Enquanto no ensaio Gir99 e no
nfvel mais intenso de défice hidrico de Gir02 g atingiu em ambas as idades foliares valores
médios muito baixos, inferiores a 80 mmol,;,,;m™s”, nas plantas Gir02 sob stresse menos
intenso a condutincia estomatica média nio atingiu valores inferiores a 240 mmol,,,m s "' mas
que, ainda assim corresponderam a um decréscimo de 33% nas folhas jovens e de 27% nas
folhas maduras. Foi também neste nivel de stresse que a fotossintese liquida (NP) foi menos
afectada pelo défice hidrico (Fig. 3.1). No ensaio Gir99 e no nivel mais intenso de défice
hidrico do ensaio Gir02 a diminui¢ao de g foi acompanhada pela diminui¢ao de NP, mais
acentuada nas folhas maduras, nas quais atingiu valores negativos (Fig. 3.1). No ensaio Gir99,
apesar de o decréscimo de NP relativamente ao controlo ter sido estatisticamente significativo
apenas nas folhas maduras, as diminui¢oes das médias foram expressivas em ambas as idades
foliares, 43% nas folhas mais jovens e de 154% nas folhas maduras (Fig. 3.1). Nas plantas sob
défice hidrico mais intenso no ensaio Gir02 o decréscimo de NP foi também bastante
acentuado, tendo rondado os 77% nas folhas jovens e 108% nas folhas maduras (Fig. 3.1).

A restri¢do a aquisi¢ao de CO,, decorrente da diminui¢ao de g observada nas folhas
jovens e maduras em défice hidrico no ensaio Gir99, nao parece ter sido limitante para o
processo fotossintético uma vez que a pressao parcial de CO, nos espagos intercelulares (C)
nao diminuiu nas folhas jovens e aumentou significativamente nas folhas maduras (27%; Fig.
3.1. A pressiao parcial de CO, nos espagos intercelulares também nao se alterou nas folhas
jovens e maduras sob défice hidrico moderado do ensaio Gir(02, relativamente as folhas bem

hidratadas. No mesmo ensaio (Gir02), os decréscimos de NP observados em ambas as idades



56

700 r 700
] Giro9 Gir02 }
600 - 600
o 500 *: T - % :* 500 T
o 1 b o
€ ] - F €
-, 400 7 2 c400 E
el N * L ©
g 30 1 300 2
E ] : £
o 200 | r 200 (@]
100 . F
00 b * [ 100 [ Folhas jovens
% ’:j 1 [ tzzzZ Folhas maduras
0 ; ; ; : v ‘ 0
C DH R48 DHm  DHs R24
Regime hidrico
12 r 12
Gir99 Gir02 F
10 r 10
~ 87 Me Fs
b i L I
CE F6 g
8 1 F S
S 44 r4 °
e 1 . F g
fzg 2 2 2
s 2 ; 5. -
2] F-2 1 Folhas jovens
1 F Folhas maduras
-4 T T T T T T T T -4
C DH R48 C DHm  DHs R24 R48
500 ] r 500
450 7 Gir99 . Gir02 7 450
400 % - 400
350 1 F350
by 1 e T E i
O 300 4 ! — = _ _ F 300 ©
g % ) 7 202 1) 1019 .. &
g 250 F 250 g
2 200 ] F200 2
O ] F o
150 4 £ 150
100 F 100
50 3 E 50 1 Folhas jovens
] F Folhas maduras
0 - T T T ; " " ! " Lo
C DH R48 C DHm  DHs R24 R48

Regime hidrico

Figura 3.1 - Condutancia estomatica para o vapor de agua (g), taxa de fotossintese por unidade de area
foliar (NP) e pressao parcial de diéxido de carbono nos espagos intercelulares (C;) em folhas de plantas
H. annuns controlo (C), em défice hidrico (DH) moderado (DHm) e severo (DHs) e 24 (R24) e 48
(R48) horas apds a rehidratacdo do substrato nos ensaios realizados em 1999 (Gir99) e em 2002

(Git02). Valores médios * erro padrido (n = 5). O simbolo (*) indica diferencas significativas entre as
médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnett, o = 0.05). O numero (1) indica
diferencas significativas entre as médias dos dois niveis de idades foliares (teste #de Student, & = 0.05).
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foliares nao foram acompanhados pela diminuicao de C; (Fig. 3.1). Tal como nas folhas
maduras do ensaio Gir99, o registo de NP negativa nas folhas maduras sob o défice hidrico
mais intenso em Gir02 foi acompanhado pelo aumento de C, (33%; Fig. 3.1).

A reposi¢ao dos niveis adequados de agua no substrato reflectiu-se na recuperagao
total de g, Ci e de NP no ensaio realizado em 1999 e na recuperagao total de g e de C, e parcial

de NP no ensaio realizado em 2002 (Fig. 3.1).
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Figura 3.2 - Capacidade fotossintética (Ama) em folhas de plantas H. annuus controlo (C), em défice
hidrico (DH) moderado (DHm) e severo (DHs) e 24 (R24) e 48 (R48) horas apds a rehidratacdo do

substrato no ensaio realizado em 2002 (Gir02). Valores médios £ erro padrio (n=5). O simbolo (*)
indica diferencas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnet,

o= 0.05). O nimero (1) indica diferencas significativas entre as médias dos dois niveis de idades
foliares (teste # de Student, o= 0.05).

No ensaio Gir(02, os decréscimos de NP observados nas plantas submetidas ao défice
hidrico mais moderado nio se reflectiram em decréscimos na capacidade fotossintética (A,

Fig. 3.2). Nas plantas submetidas ao défice hidrico mais severo observou-se o decréscimo

significativo de A, nas folhas jovens (60%) e nas folhas maduras (38%), o que contrasta

max>
com os resultados obtidos para NP e C; e aponta para limitacdes ao nivel do mesofilo também
nas folhas jovens. Depois da rehidratagao do substrato, as folhas de ambas as idades
recuperaram totalmente a capacidade fotossintética. No ensaio Gir99 nao foi determinada a

capacidade fotossintética.
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Proteina soliivel, pigmentos e fluorescéncia da clorofila a

Os regimes hidricos ndo afectaram negativamente o conteudo foliar em proteina
soluvel (Tabela I11.3), clorofila total e carotendides totais (Tabela II1.4) das plantas utilizadas
no ensaio Gir99, nao se tendo também registado diferencas significativas nestes parametros

entre as duas idades foliares (Tabelas II1.3 e I11.4).

Tabela 111.3 — Teor em proteina soluvel de folhas jovens e de folhas maduras de plantas de H. annuus
controlo (C), em défice hidrico (DH) e 24 (R24) e 48 (R48) horas ap6s a rehidratacio do substrato
nos ensaios realizados em 1999 (Git99) e em 2002 (Gir02). Valores médios * erro padrio (n = 5). O
simbolo (*) indica diferencas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o controlo (teste
de Dunnett, ot = 0.05). O numero (1) indica diferencas significativas entre as médias dos dois niveis
de idades foliares (teste # de Student, o0 = 0.05).

Proteina soluvel (g m2)

Ensaio Regime hidrico folhas jovens folhas maduras

Gir99 C 4475+ 0.163 3.473 % 0.282
DH 5.256 = 0.371 4171+ 0.654
R48 5.320 £ 0.403 4.452 + 0.485

Gir02 C 8.477 £ 0.251 8.878 £ 0.256
DHm 7.858 + 0.297 8.171 £ 0.474
DHs 9.648 + 0.670 8.214 + 0.490
R24 8.523 + 0.387 7.290" + 0.448
R48 8.460 + 0.365 7.132140.339

Tabela 111.4 — Teor em clorofila total e em carotendides de folhas jovens e de folhas
maduras de plantas de H. annuns controlo (C), em défice hidrico (DH) e 24 (R24) e 48
(R48) horas apds a rehidratacio do substrato no ensaio realizado em 1999 (Gir99).
Valores médios % erro padrio (n = 5). O simbolo (*) indica diferengas significativas entre
as médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnett, & = 0.05). O nimero
(1) indica diferencas significativas entre as médias dos dois niveis de idades foliares (teste
¢ de Student, o0 = 0.05).

Ensaio Regi.me Clorofila total (mg m2) Carotendides totais (mg m-)
hidrico folhas jovens  folhas maduras  folhas jovens  folhas maduras

Gir99 C 5177+ 234 433.9+ 30.9 95.0+ 4.5 80.2% 53
DH 605.5% 33.8 536.2% 73.7 112.7£8.2 106.5£15.1
R48 521.6 % 29.9 486.6 69.5 95.7+3.8 952+ 11.4

No ensaio Gir02 o défice hidrico nao imp0s alteragdes significativas na concentragao
foliar em proteina soluvel em qualquer uma das idades foliares (Tabela II1.3). Apesar disso, nas
folhas mais velhas pode notar-se um ligeiro decréscimo, que se acentuou apos a rehidrataciao
do substrato (Tabela III.3).

Embora o teor em clorofila total de madrugada (Tabela II1.5) tenha aumentado
significativamente nas folhas jovens em défice hidrico (30% no défice hidrico moderado e
36% no défice hidrico mais severo) no ensaio Gir02, a meio do dia esse aumento s6 se
verificou nas plantas sob stresse mais intenso (52%). Neste ensaio, de madrugada, as folhas

maduras das plantas controlo apresentaram um teor em clorofila total significativamente
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superior ao das folhas jovens, mas o défice hidrico induziu a sua diminuigdo, que atingiu 18%
nas plantas em stresse mais severo. A meio do dia, nas folhas maduras sob défice hidrico
severo observou-se o aumento em 25% no teor em clorofila total, que se manteve nas
primeiras horas de rehidratacao (Tabela I11.5). Durante a rehidratagdo do substrato ocorreu o
retorno dos niveis de clorofila total para valores semelhantes aos das plantas controlo, excepto
nas folhas maduras que, 48 h depois da rehidratagao, de madrugada, apresentaram um teor em
clorofila total, 22% inferior ao das plantas controlo (Tabela IIL.5).

O teor em PB-caroteno, luteina, neoxantina e em carotendides totais de madrugada
aumentou, nunca menos de 20%, nas folhas jovens em défice hidrico, moderado e severo
(Tabela II1.5). Nestas folhas, o teor em B-caroteno atingiu o maximo (37% supetior a0
controlo) no nivel mais intenso de défice hidrico, enquanto que o teor maximo em luteina foi
atingido durante o stresse moderado (28% superior ao controlo) (Tabela I11.5). Depois da
rehidratagdo do substrato, todos estes carotenéides readquiriram valores semelhantes aos
exibidos nas plantas controlo (Tabela II1.5). Nas folhas maduras em stresse, de madrugada, o
teor em P-caroteno, luteina, neoxantina e em carotendides totais decresceu, tendo atingido o
minimo 48 h depois da rehidratagdo do substrato, que na luteina e nos carotenoéides totais foi
significativamente inferior ao das plantas controlo (28% e 24%, respectivamente; Tabela II1.5).
Apesar das diferengas na reacgao ao défice hidrico e rehidrata¢do, observadas entre as folhas
jovens e as folhas maduras, os teores nestes carotenoides exibidos 48h depois da rehidratagao
foram semelhantes em ambas as idades o que evidencia o facto de, nas plantas bem regadas, as
folhas maduras terem exibido teores superiores aos exibidos pelas folhas jovens (Tabela IIL.5).

A meio do dia, o teor em B-caroteno, luteina, neoxantina e em carotendides totais
aumentou significativamente nas folhas maduras submetidas ao stresse mais severo (38%,
32%, 37% e 29%, respectivamente; Tabela I111.5). A mesma hora, nas folhas jovens, ocorreram

também aumentos no teor destes pigmentos, 43% no B-caroteno, 26% na luteina, 20% na

neoxantina e 30% nos carotendides totais, embora sé no B-caroteno tenham sido
estatisticamente significativos (Tabela II1.5). Em qualquer um dos casos, as folhas jovens
readquiriram valores semelhantes aos das plantas controlo nas primeiras 24 h de rehidratacao,
enquanto que as folhas maduras s6 recuperaram 24 h depois (Tabela I11.5).

O teor nos pigmentos do ciclo das xantofilas (violaxantina, anteraxantina e zeaxantina)
nao sofreu alteragoes significativas nas folhas jovens, nem de madrugada nem a meio do dia

(Tabela I11.5). Nas folhas maduras, de madrugada, o teor nestes pigmentos decresceu 31% nas
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plantas sob stresse mais severo e nao recuperou depois da rehidratagao. A meio do dia nao se
registaram diferencas significativas no teor destes pigmentos nas folhas maduras (Tabela 111.5).
De um modo geral, observou-se o aumento do teor em pigmentos nas folhas jovens
das plantas controlo entre a madrugada e o meio-dia, mais significativos na clorofila total,
B-caroteno e luteina (Tabela I11.5). Nas folhas maduras verificou-se um decréscimo
significativo em todos os pigmentos no mesmo intervalo de tempo (Tabela II1.5). A imposi¢ao
do défice hidrico alterou esta relacdo, tendo deixado de haver diferencas nos teores em
pigmentos entre a madrugada e o meio-dia em ambas as idades foliares (Tabela I11.5). Depois
da rehidratagao do substrato, o teor em carotenodides totais nas folhas jovens voltou a ser
significativamente superior a meio do dia, em particular o teor em B-caroteno (Tabela II1.5).
Nas folhas maduras os teores em pigmentos mantiveram-se idénticos de madrugada e a meio

do dia, mesmo depois de 48 h de rehidratacio do substrato.
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Figura 3.3 - Parametros de fluorescéncia da clorofila « em folhas de plantas H. annuus controlo (C), em
défice hidrico (DH) e 48 (R48) horas apos a rehidratacdo do substrato no ensaio realizado em 1999

(Git99). Valores médios * erro padrio (n=5). O simbolo (*¥) indica diferencas significativas entre as
médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnet, 0= 0.05). O ntmero (1) indica diferencas
significativas entre as médias dos dois niveis de idades foliares (teste #de Student, ot= 0.05).

A eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema II (F, /F ) nao sofreu alteracoes nas
folhas jovens sob défice hidrico do ensaio Gir99 (Fig 3.3). Nas folhas maduras sob défice
hidrico este parametro diminuiu ligeiramente, mas foi quando as plantas foram rehidratadas
que o decréscimo de F /F, se acentuou, tendo-se aproximado de 0.76 (Fig 3.3). Esta
diminuicio de F /F,, deveu-se sobretudo ao aumento da fluorescéncia basal (Fig. 3.3).

No ensaio Gir02, F /F_ nio sofreu alteracdes com a imposicao dos diferentes regimes
hidricos, nem se registaram quaisquer diferencas entre as duas idades foliares estudadas tendo
o valor mais baixo registado sido 0.842 (dados nao apresentados). Neste ensaio também nao
foram observados quaisquer efeitos negativos do défice hidrico moderado nos parametros de

fluorescéncia da clorofila # das folhas de ambas as idades, nem das folhas jovens sob stresse
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mais intenso. No entanto, nas folhas maduras em défice hidrico mais acentuado, a eficiéncia
fotoquimica dos centros de reac¢io do fotossistema II ‘abertos’ (F° /F’ ; Fig.3.4) e a
proporcao de centros de reaccao ‘abertos’ (qP) decresceram significativamente relativamente
as plantas bem regadas, o que se reflectiu na diminui¢do acentuada de ¢pg; € de ETR. Depois
da rehidratacao do substrato, F’ /F’ | das folhas maduras readquitiu valores semelhantes aos
das plantas testemunha mas qP e Qpgy;, apesar de se poderem considerar restaurados, nao

recuperaram completamente os valores exibidos pelas plantas testemunha, o que se repercutiu

no nao restabelecimento de ETR (Fig. 3.4).
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Figura 3.4 - Parametros de fluorescéncia da clorofila « em folhas de plantas H. annuus controlo (C), em
défice hidrico (DH) moderado (DHm) e severo (DHs) e 24 (R24) e 48 (R48) horas apés a rehidratacio
do substrato no ensaio realizado em 2002 (Gir02). Valores médios % erro padrao (n=5). O simbolo (*)
indica diferencas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnet,

o= 0.05). O nimero (1) indica diferencas significativas entre as médias dos dois niveis de idades
foliares (teste # de Student, o= 0.05).

Nas folhas jovens nao se observou a alteragao do “quenching” nao fotoquimico
(NPQ) em nenhum dos regimes hidricos (Fig. 3.4.); nas folhas maduras em défice hidrico mais
intenso o NPQ aumentou significativamente relativamente as plantas controlo mas recuperou
apos as primeiras horas de rehidratagao (Fig. 3.4). O aumento do NPQ aparece
frequentemente associado ao aumento de dissipacdao da energia de excitagdo em excesso sob a

forma de calor, levada a cabo pelos pigmentos do ciclo das xantofilas (Demmig-Adams e
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Adams III 1996, Niyogi 2000), e que se reflecte no aumento do seu indice de desepoxidagao,
ou seja, no aumento da razao entre a soma do teor em anteraxantina e zeaxantina (A+7Z) e a
soma do teor em violaxantina, anteraxantina e zeaxantina (V+A+Z). No entanto, no ensaio
Gir02 ndo se verificou esta relagao (Figs. 3.4 e 3.5): o aumento significativo de NPQ nas
folhas maduras sob stresse mais intenso nao foi acompanhado pelo aumento de

(A+Z)/(V+A+Z).
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Figura 3.5 - Indice de desepoxidacio [(A+Z)/(V+A+Z)] em folhas de plantas H. annuns controlo (C),
em défice hidrico (DH) moderado (DHm) e severo (DHs) e 24 (R24) e 48 (R48) horas apds a
rehidratacio do substrato no ensaio realizado em 2002 (Gir02). Valores médios % erro padrio (n=5). O
simbolo (*) indica diferencas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de

Dunnet, o= 0.05). O ndmero (1) indica diferencas significativas entre as médias dos dois niveis de
idades foliares. A letra (L) indica diferencas significativas entre as médias obtidas a meio do dia e as

médias obtidas de madrugada (teste # de Student, o= 0.05).

De madrugada o indice de desepoxidagao da violaxantina a anteraxantina e zeaxantina
ndo variou com a imposi¢ao dos diferentes regimes hidricos (Fig. 3.5). A meio do dia, embora
nao se tenham registado diferencas significativas de (A+Z)/(V+A+Z) entre os diferentes
regimes hidricos, observaram-se tendéncias de resposta ao défice hidrico diferentes em fungao
da idade da folha (Fig. 3.5): enquanto nas folhas jovens (A+Z)/(V+A+Z) tendeu a diminuir
com o aumento da intensidade do stresse, nas folhas maduras (A+Z)/(V+A+Z) tendeu a

aumentar.

Hidratos de carbono

O teor foliar em hidratos de carbono foi determinado apenas no ensaio Gir02. De

madrugada observou-se o aumento do teor foliar em agucares soluveis totais, 123% nas
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Figura 3.6 - Teor foliar de agucares soluveis totais, hexoses e sacarose, de madrugada e a meio do dia,
em plantas de H. annuus controlo (C), em défice hidrico moderado (DHm) e severo (DHs), 24 (R24) e
48 (R48) horas ap6s a rehidratacdo do substrato no ensaio realizado em 2002 (Gir02). Valores médios
t erro padrio (n=5). O simbolo (*) indica diferencas significativas entre as médias de cada regime
hidrico e o controlo (teste de Dunnet, 0= 0.05). O numero (1) indica diferencas significativas entre as
médias dos dois niveis de idades foliares (teste # de Student, &= 0.05). A letra (L) indica diferencas
significativas entre as médias obtidas a meio do dia e as médias obtidas de madrugada (teste # de
Student, ot= 0.05).
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folhas jovens e 70% nas folhas maduras, em resposta a imposi¢ao do défice hidrico, (Fig. 3.6).
O aumento da intensidade do défice hidrico repercutiu-se num aumento adicional, muito
significativo, do teor em agucares soluveis totais que, relativamente as plantas controlo,
septuplicou em ambas as idades foliares (Fig. 3.6). Adicionalmente, a composi¢ao dos agticares
soluveis também sofreu alteracSes nas plantas sob stresse: a propor¢ao de hexoses nos
agucares soluveis totais, que nas folhas das plantas testemunha era inferior a 15%, aumentou
para 28% nas folhas jovens e 27% nas maduras em stresse moderado, e alargou-se para 37% e
40%, respectivamente, nas plantas sob stresse mais severo (Fig. 3.6). Estes dados mostram
que, embora a sacarose tenha permanecido como principal constituinte dos agticares solaveis
totais, o acréscimo da concentragao foliar de agucares soluveis nas plantas em stresse se deveu,
sobretudo, a0 aumento no teor em hexoses, em ambas as idades foliares. Nas 24 h que se
seguiram a rehidratagdo do substrato, o teor em acgucares soluveis totais manteve-se
significativamente superior ao exibido pelas folhas de ambas as idades das plantas bem
regadas, 0 mesmo se passando com os teores em sacarose ¢ em hexoses (Fig. 3.6). 48 h depois
do inicio da rehidratagao do substrato registou-se a recuperacao parcial da concentra¢ao dos
agucares soluveis totais, relacionada principalmente com o decréscimo do teor em hexoses
(Fig.3.6). Apesar das 48 h de rehidratacao do substrato, as folhas jovens e as folhas maduras
mantiveram teores em sacarose altos, respectivamente quatro e duas vezes superiores aos
exibidos pelas plantas controlo (Fig. 3.6).

A meio do dia s6 se registaram aumentos expressivos do teor em agucares solaveis
totais nas folhas submetidas ao défice hidrico mais severo, para o triplo nas folhas mais jovens
e aproximadamente para o quadruplo nas folhas maduras. Nesta altura do dia, ndo se
registaram grandes alteragoes na composi¢ao dos agticares solaveis totais em hexoses e
sacarose nas folhas jovens, enquanto nas folhas maduras a propor¢ao de hexoses aumentou
cerca de 10% relativamente a verificada nas plantas bem regadas (Fig. 3.6). 24 h depois de
iniciada a rehidratagdao do substrato a concentragao foliar de agicares solveis totais recuperou
apenas nas folhas maduras mas, passadas mais 24 h, ambos os tipos de folha tinham
recuperado (Fig. 3.6). Embora depois da rehidratacao a concentragao em agucares solaveis
totais tenha atingido valores préximos dos observados nas folhas das plantas bem regadas, a
sacarose que representava 60% dos agucares soluveis nas plantas controlo, independentemente
da idade foliar, passou a representar 90% nas folhas jovens e 81% nas folhas maduras das
plantas rehidratadas.

Enquanto nas plantas testemunha e nas folhas maduras das plantas em défice hidrico

moderado e severo o teor em agucares soliveis totais, bem como nos seus componentes
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hexoses e sacarose, aumentou sempre significativamente entre a madrugada e o meio do dia,
nas folhas jovens das plantas em stresse moderado esse aumento sé foi estatisticamente
significativo quando se consideram os agucares soluveis totais e, nas folhas jovens submetidas
a défice hidrico mais severo nao foi observado qualquer aumento (Fig. 3.6). Por outro lado, foi
s6 nestas folhas que, nas primeiras 24 h de rehidratagao, se registou o aumento do teor em
acucares soluveis totais entre a madrugada e o meio-dia, consequéncia do aumento da
concentragao foliar em sacarose. As plantas com 48 h de rehidratagio ja apresentaram indicios
de recuperagao de um padrao semelhante ao observado nas plantas controlo, com aumento
ligeiros da concentra¢do em agucares soluveis totais, ¢ também de hexoses e de sacarose, entre

a madrugada e o meio-dia (Fig. 3.6).
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Figura 3.7 - Teor foliar em amido, de madrugada e a meio do dia, em plantas de H. annuus controlo
(C), em défice hidrico moderado (DHm) e severo (DHs) 24 (R24) e 48 (R48) horas ap6s a rehidratacdo
do substrato no ensaio realizado em 2002 (Git02). Valores médios % erro padriao (n=5). O simbolo (¥)
indica diferencas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnet,
o= 0.05). O nimero (1) indica diferencas significativas entre as médias dos dois niveis de idades
foliares (teste 7 de Student, 0= 0.05). A letra (L) indica diferencas significativas entre as médias obtidas
a meio do dia e as médias obtidas de madrugada (teste # de Student, .= 0.05).

De madrugada, o conteudo em amido das folhas jovens sob stresse moderado
aumentou 69% e o aumento da intensidade do stresse teve como consequéncia um aumento
ainda maior, 106% (Fig. 3.7). Na mesma altura do dia o teor em amido nas folhas maduras
também aumentou, 30% no stresse moderado e 61% no stresse severo, mas muito menos que
nas folhas jovens (Fig. 3.7). No entanto, foi durante as primeira horas de rehidratagiao que, de
madrugada, se registaram os maiores aumentos de concentracio de amido foliar, para mais do
quadruplo nas folhas jovens e aproximadamente o dobro nas folhas maduras. Nas 24 h de

rehidratagdo seguintes os niveis de amido foliar permaneceram mais altos do que os exibidos

nas plantas testemunha, principalmente nas folhas jovens, em que se mantiveram 96%
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superiores. A meio do dia s6 se observou um grande aumento no teor em amido nas folhas
jovens sob stresse moderado (125%). O teor em amido das folhas jovens e das folhas maduras
em défice hidrico severo nao foi muito diferente do registado nas mesmas folhas das plantas
testemunha e manteve-se ao longo da rehidratacdo (Fig. 3.7). Nas folhas testemunha, o teor
em amido aumentou sempre da madrugada para o meio-dia, bem como nas folhas submetidas
a défice hidrico moderado. Nas plantas em stresse mais severo ja nao se registou esta
acumula¢iao de amido entre a madrugada e o meio do dia e este padrio manteve-se durante as

48 h de rehidratacio.

Peroxidagao de lipidos (teor em dialdeido maldnico on MD.A)

Os regimes hidricos nio fizeram alterar significativamente o teor foliar em dialdeido

malo6nico no ensaio Gir99 (Fig 3.8).
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Figura 3.8 - Teor foliar em dialdeido malénico (MDA) de plantas H. annuus controlo (C), em défice
hidrico (DH) moderado (DHm) e severo (DHs) e 24 (R24) e 48 (R48) horas apds a rehidratagdo do
substrato nos ensaios realizados em 1999 (Gir99) e em 2002 (Git02). Valores médios * erro padrio
(n=15). O simbolo (*) indica diferencas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o
controlo (teste de Dunnett, ot = 0.05). O numero (1) indica diferencas significativas entre as médias
dos dois niveis de idades foliares (teste #de Student, 0= 0.05).

No ensaio realizado em 2002 a imposi¢ao de défice hidrico moderado teve como
consequéncia a subida, em 26% nas folhas jovens e em 20% nas folhas maduras, do teor em
MDA (Fig. 3.8). Com o aumento da intensidade do stresse aumentou também o conteddo em
MDA, relativamente as folhas testemunha, 37% nas folhas jovens e 27% nas folhas maduras
(Fig. 3.8). Apesar de os aumentos de MDA nas folhas jovens terem sido superiores aos

aumentos observados nas folhas maduras, as folhas jovens exibiram sempre teores foliares de

MDA significativamente inferiores (Fig. 3.8). Apos a rehidratacao do substrato o teor em
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MDA nas folhas jovens recuperou logo nas primeiras 24h, enquanto nas folhas maduras se

manteve mais de 12% acima dos valores controlo (Fig. 3.9).

3.4. Discussao

Apesar de ser geralmente aceite que, em plantas sujeitas a défice hidrico moderado, o
declinio da fotossintese se deve em primeiro lugar a limitagao da difusao do CO, imposta pelo
fecho dos estomas (Ben e al. 1987, Kaiser 1987, Chaves 1991, Cornic e Massacci 1996; Quick
et al. 1992), varios estudos indicam também a existéncia de limita¢oes ao nivel do meséfilo,
quer em plantas inteiras (Boyer 1971, Tezara ez al. 1999) quer em fragmentos foliares (Tang ez
al. 2002) ou em cloroplastos isolados (Boyer e Bowen 1970) quer ainda em algas (Davison e
Pearson 1996, Kawamitsu e# /. 2000), as quais ndo possuem estomas.

Flexas e Medrano (2002a) sugeriram que os efeitos do défice hidrico sobre a actividade
fotossintética dependem da intensidade do stresse, postulando que o fecho dos estomas seja
uma das primeiras respostas ao défice hidrico e a principal limitacao a fotossintese em plantas
sob stresse ligeiro a moderado e que, em plantas sob stresse severo, ocorre a regula¢ao
negativa ou até a inibi¢ao de processos metabodlicos. Adicionalmente, Flexas e Medrano
(2002a,b) demonstraram, com base na comparac¢ao de resultados de diversas publicagoes, que
a condutancia estomatica para o vapor de agua (g) medida a luz saturante tem uma rela¢ao
directa com o nivel de défice hidrico a que as plantas estio submetidas. A avaliagao da
intensidade do stresse feita deste modo ¢ mais fidvel e varia menos de espécie para espécie do
que quando se recorre aos parametros tradicionalmente mais utilizados, como o potencial
hidrico ou o teor relativo em agua foliar. Aqueles autores consideraram que, a intensidade
luminosa saturante, em plantas bem hidratadas ou em défice hidrico ligeiro g>150
mmol m”s”, em plantas sob défice hidrico muito moderado 100 <g<150 mmol m? m”, em
plantas sob défice hidrico moderado 50<g<100 mmol m” m" e, em plantas submetidas a
défice hidrico severo g<50 mmol m™? m". Comparando o nfvel de stresse atingido no ensaio
Gir99 e o nivel mais baixo de stresse do ensaio Gir02, tendo como referéncia o potencial
hidrico de madrugada (-0.365 e -0.315 MPa), registou-se um teor relativo em agua foliar
inferior no ensaio Gir99. Além disso, neste ensaio g situou-se abaixo de 100 mmol m™ s nas
plantas em défice hidrico enquanto nas plantas sob stresse menos intenso de Gir02 g nao foi
inferior 2 240 mmol m” s™'. Tomando como referéncia os limites estabelecidos por Flexas e
Medrano (2002a,b), aceitando também que num solo pouco hidratado a diminuigao de
turgescencia das células das raizes induz a produgao de sinais quimicos que circulam no fluxo

da transpiracao e que regulam a abertura dos estomas (Davies e Zhang 1991), e sabendo que a
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diminui¢dao progressiva da dotagdo de rega induziu decréscimos de g superiores a 25%
relativamente as folhas testemunha, considerou-se que as plantas sob o nivel de stresse menos
intenso em Gir02 se encontravam em défice hidrico ligeiro. Ainda segundo os critérios de
Flexas e Medrano (2002b), pode considerar-se que no ensaio Gir99 as plantas foram
submetidas a défice hidrico moderado e que o nivel de défice hidrico mais intenso imposto no
ensaio Gir02 pode ser incluido na categoria de défice hidrico severo.

Os resultados de g, NP e C, medidos em condi¢bes ambiente, bem como os de A,
indicam que a restri¢ao a fotossintese observada nas plantas em défice hidrico pode ter sido
estomatica nas folhas jovens em défice hidrico moderado do ensaio Gir99; os mesmos
resultados indicam que a restricao de NP pode nao ter sido unicamente estomatica nas folhas
de ambas as idades sob défice hidrico ligeiro no ensaio Gir02 e que nao foi exclusivamente
estomatica nas plantas em défice hidrico severo do mesmo ensaio nem nas folhas maduras de
Gir99. Em todos os casos, ao decréscimo do potencial hidrico correspondeu a diminui¢ao da
condutancia foliar para o vapor de agua, e o decréscimo de g reflectiu-se por sua vez no
declinio das taxas de fotossintese. No entanto, a manutengao da pressio parcial de CO, nos
espagos intercelulares, ou mesmo o seu aumento nas folhas maduras em Gir99 e no stresse
severo de Gir02, ndo apontam para limitacdes a difusao de CO, impostas exclusivamente pelo
fecho dos estomas. A fiabilidade das quantificagoes de C; em plantas sob défice hidrico tem
sido discutida, considerando-se que pode facilmente ser sobrestimado nestas condigoes
(Cornic 2000). As razdes apontadas para este facto sao, por um lado, o fecho heterogéneo dos
estomas, ou por manchas, referido na bibliografia como “patchiness stomatal closure”, e, por
outro, o aumento da importancia relativa da transpiracao cuticular com o aumento da
resisténcia estomatica (Cornic 2000). O controlo estomatico sobre as taxas fotossintéticas é
suprimido quando as medig¢des sdo executadas a concentra¢oes de CO, suficientemente altas
para saturar as taxas de carboxila¢ido, independentemente do nivel de abertura dos estomas.
No ensaio Gir(2, a diminuicao significativa de A, nas folhas de ambas as idades sob défice
hidrico severo evidenciou a existéncia de restricOes a fotossintese ao nivel do meséfilo em
simultaneo com decréscimos substanciais no teor relativo em agua, a semelhanca do que
Lawlor (2002) e Lawlor e Cornic (2002) observaram. Adicionalmente, nas folhas maduras, a
obtengao de NP negativa aliada a subida de C,, aponta para que essas restricdes tenham sido
acompanhadas pela promogdo dos metabolismos produtores de CO,, como a fotorrespiracao,
facto anteriormente registado por outros autores (Wingler ¢# a/. 1999) e a respiracao
mitocondrial. No entanto, os trabalhos existentes em que a respiragio mitocondrial foi medida

em plantas em défice hidrico apontam para a sua inibicao nestas condi¢des (Haupt-Herting e#
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al. 2001). Apesar de ndo dispormos de medi¢des de A, para o ensaio Gir99, o mesmo se

max
pode inferir relativamente as folhas maduras em stresse deste ensaio, nas quais também se
registou NP negativa aliada a subida significativa de C,. O decréscimo em 43% de NP das
folhas jovens no ensaio Gir99 pode ter sido devido apenas a limitagdes estomaticas, apesar da
manutencao de C,. Nas folhas jovens e maduras sob stresse ligeiro do ensaio Gir02, a
diminui¢ao de g e de NP nio foi acompanhada pelo decréscimo de C; o que, s6 por si, ndo
aponta para que o decréscimo de NP tenha sido devido a limitagoes a difusao do CO,
impostas pelo fecho dos estomas. Apesar de a manuten¢ao da capacidade fotossintética destas
folhas nao confirmar a existéncia de limitagoes a NP ao nivel do mesoéfilo, o decréscimo de
NP em simultineo com a manutengio de g superior a 240 mmol m™ s desvaloriza a
importancia relativa da taxa de transpiragao cuticular, ficando assim eliminado um dos factores
tidos como possivel causa da sobrestimagao de C,. Por outro lado, diversos autores associaram
a abertura estomatica por manchas a imposi¢ao rapida do défice hidrico (quatro dias),
referindo também que este problema pode ser ultrapassado através da imposi¢ao mais lenta do
stresse (Gunasekera e Berkowitz 1992). Adicionalmente, Gimenez ef al. (1992) nao detectaram
fecho dos estomas por manchas em duas cultivares de girassol submetidas a défice hidrico, em
que a imposic¢do do stresse foi feita reduzindo a dotagao de rega durante quatro dias. No
ensaio Gir02 o défice hidrico foi imposto lentamente, por redugao da dotagao de rega, ao
longo de nove dias. Da conjuncgio destes factos, decorre que é pouco provavel que C, tenha
sido sobrestimado nas folhas jovens e maduras sob stresse ligeiro do ensaio Gir02. Deste
modo, a manutencao de C, em conjunto com o decréscimo observado em NP sugerem que,

apesar dos resultados de A, tenham ocorrido limitacSes a actividade fotossintética nas

folhas sob stresse ligeiro do ensaio Gir02 ao nivel do meséfilo.

A secura acelera o padrio acropeto da senescéncia foliar em varias espécies
(Aparicio-Tejo e Boyer 1983, O’Neill 1983, Olsson 1995) e Kaiser (1987) detectou um
aumento rapido e transitorio no “leakage” das membranas durante a rehidratagao de discos
foliares, tendo concluido que a rehidratacao rapida pode ser pelo menos tao prejudicial para as
células do mesoéfilo como a prépria desidratagdao. Por outro lado, Dreesmann ez al. (1994)
verificaram que a taxa de declinio da actividade da RuBisCO aumentou na rehidratagao e
David e# al. (1998) concluiram que, enquanto a actividade fotossintética de folhas jovens e
maduras recupera rapidamente dos efeitos dos défices hidricos, o mesmo nao se verifica ao
nivel das folhas mais velhas. O decréscimo do teor foliar em clorofila (Matile ¢7 a/. 1989) e da

sua propor¢ao relativamente aos carotenodides (Smart 1994, Merzlyak e Gitelson 1995) sao

sinais reconhecidos da entrada das folhas em senescéncia. Os resultados obtidos nao dao
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indica¢oes de que tenha sido induzida a senescéncia foliar nas folhas amostradas em qualquer
um dos ensaios ou regimes hidricos, uma vez que nio se observaram decréscimos do teor em
clorofila total e nao houve alteracdes da proporc¢ao de clorofila total relativamente aos
carotenodides totais, nem nas folhas em stresse, nem depois da rehidratagao.

A determinagio dos parametros de fluorescéncia da clorofila 4, permite o calculo da
eficiéncia maxima do fotossistema II (F /F ), da eficiéncia fotoquimica dos centros de reac¢ao
oxidados do PSII (F° /F’,) e a estimativa da fraccdo de centros de reaccio abertos (qP) e do
rendimento quantico real (Qpg;). Com base nestes parametros, a performance do aparelho
fotossintético pode ser avaliada através da sua relagio com o desempenho do fotossistema 11
(Krall e Edwards 1992). A determinagio de {ypg,; permite o calculo do fluxo de electrées
dependente do PSII para uma determinada irradiancia (ETR).

Nas folhas jovens do ensaio Gir99 a recuperacao de todos os parametros de trocas
gasosas ¢ a nao afectagao de nenhum dos parametros de fluorescéncia da clorofila 4, pelo
stresse ou pela rehidratagdo, apoiam a ideia de que a principal limitagdo ao processo
fotossintético nestas folhas pode ter sido estomatica. Nao obstante, nas folhas maduras, a
eficiéncia maxima do fotossistema II, que ja tinha decrescido um pouco nas folhas em stresse,
atingiu valores inferiores a 0.8 depois da rehidratagao. Simultaneamente ocorreu o aumento
significativo de I, indicando a possivel ocorréncia de danos ao nivel dos centros de reacg¢ao
do PSII nestas folhas e contribuindo para a ideia, ja referida, de que a diminui¢ao de NP nas
folhas maduras em défice hidrico teve origem também em limitagdes ndo estomaticas, com
consequeéncias negativas para a sua capacidade de recuperacao apos o alivio do défice hidrico.
Os eventuais danos ao nivel dos centros de reacciao do fotossistema II nas folhas maduras nio
foram acompanhados por lesées ao nivel das membranas, como é demonstrado pela
manuten¢ao dos niveis de MDA, considerado um bom indicador do nivel de peroxidacao dos
lipidos das membranas (Hodges ¢f a/. 1999). Apesar de as folhas maduras aparentarem danos
ao nivel dos centros de reac¢ao do PSII, NP recuperou depois do alivio do défice hidrico.

Nas folhas sob o stresse mais ligeiro e nas folhas jovens sob défice hidrico severo do
ensaio Gir02 nao se registaram quaisquer alteragoes significativas dos parametros de
fluorescéncia da clorofila 4, o que indica que a fotoquimica primaria maxima do PSII nido foi
lesada nestas folhas, nio tendo ocorrido fotoinibicio crénica (Ogren 1991, Long e al. 1994).
Apesar disso, foram registados decréscimos de NP, superiores a 25% nas plantas sob o stresse
mais ligeiro e de 77% nas folhas jovens sob stresse mais severo.

Nas folhas submetidas ao défice hidrico ligeiro (Gir02) o decréscimo de NP nao foi

acompanhado pelo decréscimo de ETR. Nas plantas C;, ETR ¢ repartido essencialmente entre
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a fotossintese e a fotorrespiracio (Krall e Edwards 1992, Wingler 1999), podendo também ser
utilizado na reac¢ao de Mehler (Osmond e Grace 1995, Biehler e Fock 1996, Niyogi 2000,
Wingler e al. 1999, 2000). Deste modo, e apesar de qP se ter praticamente mantido, pode ter
ocorrido o direccionamento de electrdes para estes processos metabolicos consumidores de
electrdes alternativos a fotossintese, sobretudo para a reac¢ao de Mehler ja que C, nao se
alterou. A fotorrespiracao e a reac¢ao de Mehler (Polle 1996, Asada 1999, Noctor ez al. 2002)
geram espécies reactivas de oxigénio podendo deste modo ficar justificados os aumentos de
cerca de 20% observados no teor foliar em MDA. Fica também reforcada a hipétese de o
decréscimo de NP observado nestas folhas ter sido devido a alteragdes metabdlicas induzidas
pelo défice hidrico. Nas folhas jovens, o aumento do teor em [-caroteno, luteina, neoxantina e
em carotenoides totais de madrugada pode representar o reforco da protecc¢ao antioxidante
induzido pelo défice hidrico, ja que estes pigmentos desempenham um papel importante na
dissipacdo de energia em excesso através da inactivagio do ,Chl e da eliminagio de espécies
reactivas de oxigénio como o 'O, (Pogson et al. 1998, Li et al. 2002, choudhury e Behera 2001,
Jung 2004). Este refor¢o nao ocorreu nas folhas maduras, que, nas plantas controlo, ja
apresentavam teores superiores nestes pigmentos relativamente aos das folhas jovens. No
entanto, o aumento dos pigmentos antioxidantes nas folhas jovens, de madrugada, nao se
reflectiu a meio do dia, altura em que as folhas mantiveram estes pigmentos a niveis
semelhantes aos das plantas controlo. Também nao se observou qualquer alteragao do indice
de desepoxidagao dos pigmentos do ciclo das xantofilas nem do NPQ. Estes resultados
sugerem que o aumento do teor em carotendides constitui, por si s6, uma primeira reac¢ao das
folhas jovens ao défice hidrico. No entanto, a luz, serdo necessarios stresses mais intensos para
potenciar este tipo de protec¢ao, apesar do aumento de stresse oxidativo que ocorre, como ¢é
demonstrado pelos aumentos de MDA observados relativamente as plantas controlo.

Nas folhas jovens submetidas ao défice hidrico severo (Gir02) também nao se
registaram alteracdes nos parametros de fluorescéncia da clorofila a. Tal como nas folhas
submetidas a défice hidrico ligeiro, o decréscimo de NP nio foi acompanhado pelo
decréscimo de ETR. Pode assim supor-se que ocorreu o aumento da fotorrespiragao, o que
concorda com os valores de C, registados e com o aumento em 37% do teor foliar em MDA,
efeito da presenca de stresse oxidativo (Weber ez a/ 2004), que como ja foi referido, pode ser
consequéncia da inducio da fotorrespiracao e/ou da reacgio de Mehler. Simultaneamente, a
diminui¢ao significativa de A, aponta para a existéncia de limitacdes ao nivel do ciclo de
Calvin. Apesar de A destas folhas ter recuperado depois do alivio do défice hidrico, o

mesmo nao se verificou com NP. Além disso, observou-se o aumento de ETR, o que aponta
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para que os metabolismos consumidores de electroes alternativos a fotossintese, estimulados
durante a imposi¢ao do défice hidrico, se tenham mantido com taxas altas mesmo depois do

alivio do stresse. Nestas folhas acentuou-se o potencial antioxidante com o aumento dos
teores foliares em B-caroteno, luteina, neoxantina e carotendides totais, de madrugada e a

meio do dia, principalmente em B-caroteno, que a meio do dia apresentou um teor 43%
superior ao das folhas controlo. Depois da rehidratacao, os teores em pigmentos antioxidantes
voltaram a ser semelhantes aos exibidos pelas plantas controlo, o que indica que outros
mecanismos do sistema antioxidante foram induzidos, mesmo durante a rehidratacio, até
porque o teor foliar em MDA decresceu indicando também o decréscimo do stresse oxidativo.
Deste modo, parece que foi atingido um novo equilibrio nestas folhas, através de um ajuste
entre os diferentes processos metaboélicos, com estabilizagao num novo patamar.

Nas folhas maduras sob défice hidrico severo observou-se o decréscimo significativo

de qP, F’,/F’ e de 0. Estes resultados mostram que, nestas folhas, o decréscimo de Oy, se
deveu a diminuicao da fraccdo de centros de reaccdo oxidados e a diminui¢ao da sua eficiéncia
de captura de energia. A diminuicdo de F’ /F’_ pode ser o reflexo do aumento do ‘quenching’
nao fotoquimico (Baker 1991), o que de facto se observou nestas folhas. O NPQ engloba
todos os mecanismos que atenuam a fluorescéncia emitida pela clorofila z e retne, pelo
menos, trés componentes: qE, o ‘quenching’ dependente da energia, qT, o ‘quenching’
dependente de transi¢oes de estado como, por exemplo, o afastamento dos complexos
captadores de energia dos centros de reaccao e ql, o ‘quenching’ relacionado com a
fotoinibicao (Muller e a/., 2001). Uma vez que nao houve indicios de fotoinibi¢ao croénica, gl
nao tera contribuido para o aumento observado em NPQ), sendo no entanto possivel que
tenha havido alguma contribui¢ao de qT. qE é o maior contribuinte de NPQ (Muller ez .
2001) e engloba os processos dependentes da acidificacao do limen dos tilacéides. Entre estes
processos encontram-se a activagao da proteina Psbs (Li ¢f a/. 2000), a activagao da
desepoxidase da violaxantina (Vde), da qual depende o ciclo de desepoxidagao das xantofilas
(Li ez al. 2000, Morosinotto ef al. 2003), a reac¢ao de Mehler (Asada 1999, Makino 7 a/l. 2002),
o transporte ciclico de electroes em torno do PSI (Makino e a/. 2002) e a transferéncia directa
de electrdes para ‘quenchers’ como os carotenodides ou para a propria clorofila (Govindjee
1995). Nas folhas maduras sob stresse severo nio se registou aumento no indice de

desepoxidacao dos pigmentos do ciclo das xantofilas, pelo que este nao tera contribuido para
o aumento observado em NPQ. O teor foliar em B-caroteno, luteina, neoxantina e em

carotendides totais aumentou mais de 30% nas folhas maduras em défice hidrico severo,

podendo esta forma de dissipacao de energia ser responsavel por uma boa parte do aumento
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de NPQ registado (Govindjee 1995), juntamente com a reacgao de Mehler (Asada 1999,
Makino ez al. 2002) e o transporte ciclico de electroes (Makino ef /. 2002). O aumento
significativo do teor em MDA destas folhas aponta também para a existéncia de stresse
oxidativo (Weber ¢z al. 2004), que podera ter resultado do aumento da reaccao de Mehler ou
da formagao de tripletos de clorofila (Polle 1996, Asada 1999). A diminui¢ao de ETR nestas
folhas nido contraria esta hipotese porque NP foi negativa, ou seja, a maior parte dos electrées
capturados nao foi utilizada no metabolismo fotossintético de redugiao do CO,.
Adicionalmente, a diminui¢ao de qP indica a manutengao de uma grande proporg¢ao de Q,
reduzida e a manutencdao de um baixo rendimento quantico do transporte de electrées, o que
reflecte a diminui¢do da capacidade de utilizagao dos quanta capturados nas reacg¢oes
fotoquimicas. Pshibytko e# a/. (2003) atribufram esta incapacidade a acumulagio de
plastoquinol e a danos na ligagao entre a Qy ¢ a proteina D1, resultantes do aumento da micro
viscosidade das membranas tilacoidais provocado pela desidratacao. Escalona ez a/. (1999)
afirmaram que o decréscimo de Pq; pode ser atribuido a menor disponibilidade de CO,. No
nosso trabalho nao parece ser este o caso, uma vez que C; se manteve alto. Depois do alivio
do défice hidrico os valores de g e de C, voltaram a ser idénticos aos verificados nas folhas
controlo, assim como os teores em pigmentos antioxidantes e em MDA, tendo NPQ

decrescido também. Apesar da recuperacao de A, NP e ETR nido recuperaram

max>
completamente, dando a ideia de que estas folhas, tal como as folhas jovens, atingiram um
novo equilibrio funcional depois de estarem sujeitas ao défice hidrico e subsequente
rehidratacio.

A acumulac¢io de agicares soluveis em folhas sob défice hidrico é um fenémeno
comum, muitas vezes atribuido 2 hidrélise do amido e/ou a uma diminuicio no crescimento
desproporcionada relativamente a inibigao da fotossintese (Chaves, 1991). Por outro lado,
Dancer ez al. (1990) num trabalho realizado com células em suspensdo, observaram que sob
pressao osmotica alta, a sintese de sacarose competia com a de amido, havendo uma maior
proporcao de carbono investida na sintese de sacarose em detrimento do amido. A
acumulacao de agucares solaveis pode contribuir para o aumento da tolerancia dos tecidos
foliares a desidratagao (Pelah e a/. 1997, David ez al. 1998), colaborando na manutengao da
absor¢ao de agua e da turgescéncia das células através da diminui¢ao do potencial osmotico, e
protegendo as membranas, mantendo a sua integridade (Ingram e Bartels 1996, Hoekstra
et al. 2001, Chaves ef al. 2003). Além disso, os hidratos de carbono como a sacarose

desempenham um papel importante na manutencao da estrutura das proteinas e da actividade

enzimatica em tecidos desidratados (Ingram e Bartels 1996, Hoekstra ez a/. 2001).
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A imposicao do défice hidrico ligeiro resultou na acumulac¢ao de acicares soluveis,
principalmente nas folhas mais jovens (123%), de madrugada. Nas folhas maduras, observou-
se um aumento (70%) inferior ao verificado nas folhas jovens. Em ambos os casos o aumento
da concentragao foliar de agtcares soliveis deveu-se a acumulagao preferencial de hexoses. A
acumulacdo de agucares soluveis nas folhas podera ter contribuido para manter a turgescéncia
dos tecidos durante a noite e inicio da manha, permitindo manter os estomas abertos e taxas
de fotossintese pouco mais baixas que as observadas nas folhas controlo. A meio do dia, a
acumulacao de amido apenas nas folhas mais jovens em défice hidrico sugere que as folhas
maduras tenham passado a funcionar como fonte de carbono para as folhas mais jovens, e que
estas tenham diminuido as suas taxas de crescimento, até porque foi sobretudo nas folhas
jovens que também se observou a acumulagiao de amido de madrugada. A reducao de NP
pode também ter sido consequéncia de inibi¢ao em ‘feed-back’ devida a acumulagao de
acucares soluveis (Azcon-Bieto 1983).

Nas folhas sob défice hidrico mais severo, houve um grande aumento da concentragio
de agtcares soluveis que, de madrugada, sextuplicou relativamente ao das folhas testemunha
da mesma idade. Nesta altura, o teor em hexoses aumentou relativamente as folhas controlo
cerca de dezoito vezes nas folhas jovens e vinte e uma vezes nas folhas maduras, para um
aumento de quatro e trés vezes de sacarose, respectivamente. No entanto, foi a meio do dia
que se registaram as maiores concentragoes foliares quer de hexoses quer de sacarose que, nas
folhas maduras foram significativamente mais altas do que os valores observados nas plantas
controlo. A acumulagao de agucares solaveis podera ter contribuido para manter a
turgescéncia celular durante o tempo de imposi¢ao do défice hidrico, embora haja registo de
que, na gama de intensidades luminosas a que as plantas foram expostas neste trabalho, a
contribui¢dao dos agucares soluveis para o potencial osmético pode ser insignificante (Munns e
Weir 1981). O aumento do teor foliar em agucares solaveis, nas folhas jovens e nas folhas
maduras, foi acompanhado por uma pequena subida do teor foliar em amido de madrugada, e
pela sua diminuicao a meio do dia relativamente as plantas controlo e também relativamente as
plantas em stresse ligeiro. Nas folhas submetidas a défice hidrico severo, a acumulacio de
sacarose a0 meio-dia nas plantas em stresse foi acompanhada pelo decréscimo do teor em
amido, tal como observado em suspensoes de células vegetais (Dancer ¢z a/. 1990), em discos
foliares mergulhados em solugdes de potencial osmético indutor de stresse (Zrenner e Stitt
1991), em plantas mesofiticas (Quick e a/. 1992) e em plantas de dessecagao extrema
(‘resurrection plants’) (Muller ef a/. 1997). O aumento do conteudo em sacarose nas folhas

jovens e nas folhas maduras, coincidente com o decréscimo do teor em amido, indica um
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reajustamento metabolico no sentido da sintese/acumula¢iao de um hidrato de carbono como
a sacarose, movel e mais facilmente utilizavel, e que também tem fungdes protectoras em
condig¢oes de desidratagdao (Ingram e Bartels 1996, Hoekstra ez 2/ 2001).

A possibilidade de os agtcares soluveis poderem de algum modo proteger as
membranas celulares do stresse oxidativo sugere que se relacionem as variagdes do teor em
MDA com as variacoes no teor em acucares soluveis. O acréscimo dos agucares soliveis nas
plantas em stresse foi acompanhado pelo incremento do teor foliar em MDA. Nas plantas
submetidas ao nivel de défice hidrico ligeiro do ensaio Gir02 registaram-se pequenos
aumentos no conteddo em acticares soluveis a meio do dia e, nessa altura, ocorreu um
aumento de cerca de 20% do teor em MDA nas folhas jovens e nas folhas maduras. Nas
plantas submetidas ao défice hidrico mais severo, o aumento para o dobro do teor foliar em
agucares soluveis a meio do dia nas folhas jovens coincidiu com um aumento de 37% do teor
em MDA, enquanto nas folhas maduras o aumento em duas vezes e meia do conteudo em
acucares soluveis coincidiu com um aumento menor (27%) do teor em MDA. Segundo estes
resultados, apesar do aumento dos agucares soluveis, a peroxidagao dos lipidos das
membranas nao foi impedida nas folhas das plantas em défice hidrico. Por outro lado, e
embora as folhas jovens tenham apresentado sempre teores em MDA inferiores aos das folhas
mais velhas, quando o défice hidrico foi imposto o teor em MDA subiu proporcionalmente
menos nas folhas maduras, o que coincidiu com um grande aumento dos agucares solaveis,
sugerindo que estes metabolitos podem estar relacionados com alguma protec¢ao contra o
stresse oxidativo. Durante a rehidratagdo observou-se a recuperagao da concentragio foliar em
acucares soluveis para valores semelhantes aos das plantas controlo, mas o equilibrio entre
hexoses e sacarose alterou-se. Enquanto nas folhas das plantas testemunha a sacarose
representava cerca de 60% dos agucares soluveis totais, nas plantas rehidratadas esse valor
subiu para 90% nas folhas jovens e 81% nas folhas maduras. Este aumento de importancia
relativa da sacarose na composi¢ao dos agucares soluveis podera indicar que as fungdes de
proteccio atribuidas a sacarose em situagoes de desidratacao se poderdo prolongar e até
intensificar durante a rehidratacao.

Os resultados dos ensaios realizados indicam que nao houve indugao de senescéncia
pelo défice hidrico em nenhuma das duas idades foliares, nao se podendo atribuir as
diminui¢Oes nas taxas de fotossintese a esse factor. Indicam também que nas plantas em
stresse houve restrigoes a actividade fotossintética ao nivel do meséfilo e que o tipo de
restricoes impostas pode variar com a idade foliar e com a intensidade do défice hidrico. Se

por um lado a actividade fotossintética pode ter sido inibida em ‘feed-back’ em ambos os tipos
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de folha devido a acumulacao de agucares soluveis (Sheen 1990), os resultados mostram que,
nas folhas maduras sob défice hidrico moderado e severo, as diminui¢Ses observadas nas taxas
liquidas de fotossintese se deveram a indugao da fotorrespiragao e, possivelmente, a indugao
da reacgao de Mehler, enquanto nas folhas jovens isso sé parece ter acontecido quando as
plantas foram submetidas a stresse severo. Quer a fotorrespiracao quer a reacgao de Mehler
constituem sumidouros de electrées alternativos a fotossintese e contribuem para minimizar a
fotoinibicao cronica (Osmond e Grace 1995, Kozaki e Takeba 1996), a qual ndo ocorreu nas
folhas estudadas. No nivel de défice hidrico mais ligeiro estes metabolismos consumidores de
electroes alternativos a fotossintese também podem ter sido activados. As folhas jovens sob
défice hidrico ligeiro revelaram também capacidade para reforcar a sua protecgao antioxidante,
em resposta ao défice hidrico, através do aumento do teor em pigmentos com esta fungio,
enquanto as folhas maduras ja possufam niveis de pigmentos antioxidantes altos que se
mantiveram quando submetidas a défice hidrico. Enquanto nas folhas jovens o indice de
desepoxidacao dos pigmentos do ciclo das xantofilas decresceu com o aumento da intensidade
do défice hidrico, nas folhas maduras a tendéncia foi oposta. Ao contrario do que tem sido
referido por varios autores (Adams e Demmig-Adams 1992, Demmig-Adams e Adams 1992,
Demmig-Adams e# al. 1996, Medrano ef al. 2002), nao foi evidente a relagao entre as variacoes
daquele indice e as variagoes de NPQ.

As espécies reactivas de oxigénio parecem fazer parte de um sistema de sinaliza¢ao do
qual depende a expressao de genes que codificam para as dehidrinas e para algumas enzimas
do sistema antioxidante (Weber e a/. 2004). Por outro lado, os radicais hidroxilo tém a
capacidade de inibir, de um modo reversivel, as aquaporinas (Henzler ef al. 2004), pelo que o
maior aumento de stresse oxidativo nas folhas jovens pode, até determinado limite,
representar um incremento na sua capacidade de resistir ao défice hidrico, superior aos das
folhas maduras.

As diferengas registadas entre as folhas jovens e as folhas maduras em défice hidrico
nao parecem ter tido influéncia na capacidade de recuperagao da actividade fotossintética, que

foi idéntica.
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Capitulo 4

Efeitos da diminui¢do temporaria da intensidade
luminosa na resposta ao défice hidrico e na
capacidade de recuperacio da fotossintese

durante a rehidratacao de plantas de Helianthus

annuus L.
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4.1. Introdugio

As limitagoes a aquisi¢ao de CO, verificadas em plantas em défice hidrico podem
conduzir a situagdes em que as taxas de absor¢ao de fotoes excedem a capacidade de utilizagao
de energia de excitacdo no transporte fotossintético de electroes. O excesso de energia de
excitagao resulta na formagao de espécies reactivas de oxigénio, responsaveis por danos mais
ou menos reversiveis nos componentes do aparelho fotossintético (Niyogi 2000, Ort 2001).
No entanto, as plantas possuem mecanismos que lhes permitem dissipar a energia em excesso
seja por transferéncia directa da clorofila para os carotendides (Govindjee 1995), ou através da
activacao da proteina Psbs (Li e a/. 2000a, 2000b) ou ainda da activa¢ao do ciclo de
desepoxidacao das xantofilas (Demmig-Adams e Adams 1992). Tradicionalmente, a activagao
destes mecanismos tem sido associada a exposi¢ao das plantas a intensidades luminosas altas
(Demmig-Adams e Adams 1996, Niyogi 2000, Morosinotto e al. 2003). De facto, na natureza,
a imposi¢ao de uma situagao de défice hidrico ¢ normalmente acompanhada por irradiancias
altas, mas a rehidratacao ¢ feita pela chuva e, por isso, a irradiancias baixas ou, em caso de
aguaceiros, sob condi¢des de grande alternancia de densidades de fluxo quantico. A tolerancia
a secura pressupoe nao so6 a preservagao dos componentes celulares essenciais e das suas
relagdes funcionais durante o periodo de desidratacido, mas também durante a rehidratagao.
Requer também um controlo preciso do metabolismo que permita a manutengao das fungoes
essenciais durante o periodo de stresse, e possibilite a reconstrucao e reabilitagao da
maquinaria celular que tenha sido afectada durante o periodo de défice hidrico, de modo a que
seja possivel o restabelecimento fisiologico dos tecidos e da planta.

Os trabalhos realizados sobre os efeitos do défice hidrico e da rehidratagao em plantas,
relacionados com a fotossintese, tém tido como objecto de estudo tanto tecidos vegetais
isolados (Kaiser, 1987) como plantas inteiras. Nos estudos feitos com plantas inteiras tém sido
frequentemente utilizadas ‘ressurection plants’ (Navari-1zzo ef al. 1995, Dalla Vecchia ez al.
1998, Di Blasi e a/. 1998, Proctor e Tuba 2002, Kranner ¢ a/. 2002, Collet e a/. 2003, entre
outros) e também algumas mesofitas e esclerofitas. Entre estas, encontram-se 74 vinifera L.
(Quick et al. 1992), Lupinus albus L. (Quick et al. 1992, David ez al. 1998), Beta vulgaris 1.
(Dreesmann et al. 1994), Lotus corniculatus L. e Cerastium fontanum Baumg. (Olsson et al. 1996),
Triticum aestivum L. (Bartoli e al. 1999), T. durum Desf. (Loggini ez al. 1997, 1999), Nicotiana
tabacum 1.. (Riga e Vartanian 1999), Arabidopsis thaliana 1.. (Jung 2004), algumas espécies C,
(Heckathorn ez al. 1997) e, mais recentemente, plantulas de oliveira (escleréfita) e de hibridos
de prundideas (Sofo e al. 2004,2005). Estes trabalhos foram levados a cabo sob condi¢des

experimentais variadas que incluiam as condi¢oes naturais de campo, a cultura sob abrigo
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(estufas com cobertura de vidro ou de plastico) e a cultura em camaras de crescimento de
ambiente controlado. Na maior parte dos casos a rehidratagao foi feita nas mesmas condicoes
de luz em que tinha sido imposto o défice hidrico, excepto nos ensaios de Sofo e al. (2004,
2005) em que a rehidratacao foi realizada em plantas submetidas a 60 % ou a 30% da
irradiancia a qual tinha sido imposto o défice hidrico. Poucos tém sido os trabalhos realizados
com o objectivo de conhecer melhor as consequéncias destas variagoes de intensidade
luminosa no comportamento das plantas em défice hidrico e na sua capacidade de recuperacao
apos o alivio do stresse. Entre estes encontram-se os trabalhos de Ben ez a/. (1987) e de Sofo et
al. (2004, 2005). Segundo Ben ¢ a/. (1987), a diminui¢ao da capacidade fotossintética e do
rendimento quantico das plantas em défice hidrico parecem ser independentes da intensidade
luminosa a que as plantas foram expostas durante o stresse. No trabalho de Sofo e a/. (2004),
realizado com plantulas de oliveira, os autores registaram o decréscimo da taxa fotossintética e
o aumento do teor foliar em dialdeido malonico (MDA), indicador da existéncia de stresse
oxidativo, e da actividade das enzimas do sistema antioxidante nas plantas em défice hidrico, e
verificaram que a recuperagao das plantas rehidratadas a alta intensidade luminosa foi mais
lenta do que a das rehidratadas a baixa irradiancia, aparentemente devido a menor necessidade
de remogao das espécies activas de oxigénio nestas ultimas. Num trabalho idéntico realizado
com prunodideas com um ano de idade, Sofo e# /. (2005) obtiveram resultados semelhantes.

O decréscimo das taxas fotossintéticas nas folhas em défice hidrico repercute-se na
diminui¢do da sua capacidade de producio de fotoassimilados (Daie 1996). No entanto, o
decréscimo das taxas de exportacao, observado em condi¢oes de défice hidrico por varios
autores (Quick ez al. 1992, Pelleschi ez al. 1997), reflecte-se na acumulacao de agucares soluveis
nas folhas (Munns e Weir 1981, Premachandra e Joly 1992, Wang e/ a/. 1994), havendo
evidéncias de que estes metabolitos reprimem a expressao de alguns genes relacionados com a
actividade fotossintética (Sheen 1990). Por outro lado, os agucares soluveis encontram-se entre
os metabolitos que contribuem para a manutencao da turgescéncia celular (Hsiao 1973,
Ingram e Bartels 1996) e ha indicios de que a sacarose contribui na manutengao da integridade
das membranas, estrutura de proteinas e da actividade enzimatica em tecidos desidratados
(Ingram e Bartels 1996, Hoekstra 2001). No entanto, quando as plantas sio colocadas sob
densidades de fluxo quantico bastante inferiores aquelas a que estdo aclimatadas, verifica-se o
decréscimo das taxas de fotossintese (Zhao e Oosterhuis 1998) e do teor foliar em hidratos de
carbono nao estruturais (Veneklaas e den Ouden 2005), pelo que nio sera de esperar que

ocorra limitacdo da actividade fotossintética devida a acumulacao de agucares soluveis.
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Os trabalhos realizados no ambito deste capitulo tiveram como objectivo analisar os
efeitos da diminui¢ao transitéria da densidade de fluxo quantico na resposta das plantas ao

défice hidrico e na sua capacidade de recuperagao.

4.2. Material e métodos

Para este estudo foi utilizado o ensaio referenciado no capitulo 2 como Gir02. Por se
pretender avaliar o efeito de periodos de ilumina¢ao de baixa intensidade na actividade
fotossintética de plantas submetidas a défice hidrico e rehidratagao, foi necessario utilizar
como referéncia no presente capitulo os dados obtidos em folhas completamente expandidas
mantidas nas condi¢oes de crescimento, ja apresentados no capitulo 3.

Neste estudo foram utilizadas plantas de Helzanthus annuus que se desenvolveram em
vasos numa camara de crescimento ‘walk-in” com fotoperiodo de 12h, irradiancia maxima de
700 umol quanta m™ s™', temperatura e humidade relativa diurnas de 25°C/60% e
temperatura/humidade relativa nocturnas de 22°C/70%. Iniciou-se a imposicao do défice
hidrico 19 dias depois da sementeira e foram retiradas amostras de plantas bem hidratadas, de
plantas submetidas a dois niveis de défice hidrico (um, mais ligeiro, imposto durante nove
dias, DHm; outro, mais severo e prolongado, imposto durante quinze dias, DHs) e 24 (R24) e
48 horas (R48) depois da rehidratagiao do substrato. O défice hidrico foi imposto através da
reposi¢ao parcial do peso perdido por evapotranspiragao. Nas plantas testemunha (C) repos-se
sempre na integra o peso perdido por evapotranspira¢ao. Procedeu-se a rehidratagao com
varias regas, de forma a garantir a hidratagdo homogénea de todo o substrato contido nos
Vasos.

Nos dias de amostragem, metade das plantas permaneceram nas condi¢oes de
crescimento, na camara ‘walk-in’ (L700), enquanto a outra metade foi transferida, de véspera,
para uma outra camara de crescimento com as mesmas condi¢oes de humidade relativa e
temperatura mas com irradidncia maxima inferior (200 mol quanta m”s'; .150).

Foram amostradas folhas completamente expandidas (em inicio de expansao no inicio
da imposicao do défice hidrico) a que correspondeu uma posi¢ao na planta, por contagem
acropeta, de 6.2 * 0.4 num total de 10.8 + 0.6 folhas nas plantas controlo, 5.9 = 0.3 num total

de 10.3 £ 0.7 nas plantas sob défice hidrico menos intenso, 7.4 £ 0.5 em 14.4 £ 0.9 folhas nas

plantas em défice hidrico mais severo, € 6.9 £ 0.6 em 13.8 £ 1.2 folhas ¢ 8.0 £ 0.5 em 16.3 +
0.8 folhas, 24 h e 48 h depois da rehidratacao do substrato, respectivamente (valores

apresentados sob a forma de média mais ou menos desvio padrao).
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A determinacio do teor relativo em agua foliar (TRA) e da massa foliar especifica
(SLM), a medicao do potencial hidrico foliar (), das trocas gasosas em condi¢des ambiente e
dos parametros de fluorescéncia da clorofila 4, assim como a quantificagdao do teor foliar em
amido, agucares soluveis, pigmentos fotossintéticos e dialdeido malénico (MDA), foram

realizadas tal como descrito no capitulo 2, bem como o tratamento estatistico dos dados.

4.3. Resultados

Caracterizagao do estado hidrico das plantas e massa foliar especifica.

A restri¢ao gradual da dotagao de rega resultou no decréscimo significativo do
potencial hidrico foliar () em ambos os niveis de défice hidrico, tendo as plantas em stresse
colocadas a intensidade luminosa mais baixa (L.150) exibido potenciais hidricos foliares ()
significativamente superiores aos das plantas colocadas a intensidade luminosa mais alta

(L700). Enquanto no nivel de défice hidrico menos prolongado e menos intenso (DHm) os
decréscimos de Y nao ultrapassaram 0.3 MPa, nas plantas sob stresse mais intenso e

prolongado (DHs) Y decresceu 1 MPa relativamente a testemunha nas plantas mantidas sob

irradiancia mais alta e 0.6 MPa nas plantas transferidas para a irradiancia mais baixa (Fig. 4.1).
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Figura 4.1 — Potencial hidrico (W) em folhas completamente expandidas expostas a baixa (L150: 150
Umol quanta m?2 s7) e a alta intensidade luminosa (L700: 700 pmol quanta m2 s1) de plantas de H.
annuns controlo (C), sujeitas a défice hidrico moderado (DHm) e severo (DHs) e 24 (R24) e 48 (R4S)
horas ap6s a rehidratacio do substrato. Valores médios £ etro padrio (n = 5). O simbolo (*) indica
diferencas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnett, 0t =
0.05). A letra (L) indica diferencas significativas entre as médias dos dois niveis de intensidade luminosa
(teste # de Student, o0 = 0.05).
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Depois da rehidratagao do substrato os potenciais hidricos foliares recuperaram para
valores semelhantes aos das plantas testemunha (Fig. 4.1.).

Os ligeiros decréscimos de W nas plantas DHm foram acompanhados pela
manutengao do teor relativo em agua foliar (TRA; Tabela IV.1). No fim do periodo de
desidratagao TRA foi inferior a 70% nas plantas mantidas a irradiancia alta, enquanto nas
plantas .150 se manteve proximo de 80% (Tabela IV.1). Depois da rehidratagao do substrato

TRA readquiriu valores proximos dos exibidos pelas plantas controlo.

Tabela IV.1 — Teor relativo em agua (TRA) e massa especifica foliar (SLM) em folhas
completamente expandidas de H. annuus controlo (C), sujeitas a défice hidrico moderado (DHm) e
severo (DHs) 24 (R24) e 48 (R48) horas depois da rehidratacio do substrato colocadas a 150

(L150) e a 700 (L.700) umol quanta m2 s-1. Valores médios % erro padrio (n=5). O simbolo (¥)
indica diferencas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de

Dunnett, o0 = 0.05). A letra (L) indica diferencas significativas entre as médias dos dois niveis de
intensidade luminosa (teste # de Student, o0 = 0.05)

Regime hidrico L.150 L.700
TRA (%) C 84.6 £ 0.9 859+ 1.4
DHm 84.7+1.0 83.0+ 1.6
DHs 79.0L+2.2 69.2°+ 1.7
R24 91.3T % 0.3 88.4+0.7
R48 90.3'T %+ 1.8 84.9+1.5
SLM (gps m™) C 27.8+ 1.1 278105
DHm 27.6+1.2 30.6+0.8
DHs 3571+ 0.9 401"+ 1.4
R24 32411 0.6 362°+1.2
R48 309+ 1.2 343*+1.9

A massa foliar especifica (SLM) aumentou significativamente nas folhas em défice
hidrico mais intenso (Tabela IV.1), principalmente nas plantas mantidas a alta irradiancia.
Ap6s a rehidratacao SLM reduziu mas nao voltou a atingir valores iguais aos observados nas
plantas testemunha.

A transicao das plantas para baixa intensidade luminosa atenuou as diferengas

existentes entre as plantas em défice hidrico e as plantas testemunha.

Trocas gasosas

Nas plantas mantidas a alta intensidade luminosa, a imposi¢do menos prolongada e
menos intensa do défice hidrico induziu pequenas diminui¢oes da condutancia estomatica (g) e
da taxa liquida de fotossintese (NP), mas a concentragao intercelular de diéxido de carbono
(C) nio se alterou (Fig. 4.2). O prolongamento e intensificagao do défice hidrico provocaram
o decréscimo significativo de g e de NP para 10% e 20% dos valores registados nas plantas

controlo, respectivamente, nao se tendo registado reducao significativa de C, (Fig. 4.2). Depois
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da rehidratagao g recuperou mas NP recuperou apenas parcialmente, mantendo, 48h depois da
rehidratacao, taxas inferiores as exibidas pelas plantas testemunha.

Nas plantas transferidas para baixa intensidade luminosa nao foram registadas
alteragoes de g, NP ou C, nas plantas submetidas ao défice hidrico menos prolongado e
intenso. O agravamento do défice hidrico reflectiu-se no decréscimo de g para 35% dos
valores controlo mas nio se registaram efeitos nem em NP nem em C, (Fig. 4.2). Depois da

rehidratacao do substrato g recuperou para valores semelhantes aos das plantas controlo.
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Figura 4.2 — Condutancia estomatica (g), taxa fotossintética liquida (NP) e pressdo patcial de diéxido
de carbono nos espacos intercelulares (C;) medidas em folhas completamente expandidas a 150 (LL150)

e a 700 (L700) umol quanta m? s, em plantas de H. annuns controlo (C), sujeitas a défice hidrico
moderado (DHm) e severo (DHs) 24 (R24) e 48 (R48) horas apds a rehidratacdo do substrato. Valores
médios % erro padrio (n = 5). O simbolo (*) indica diferencas significativas entre as médias de cada
regime hidrico e o controlo (teste de Dunnett, ot = 0.05). A letra (L) indica diferencas significativas
entre as médias dos dois niveis de intensidade luminosa (teste # de Student, o = 0.05).
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Fluorescéncia da clorofila a, pigmentos do ciclo das xantofilas e pigmentos fotossintéticos

A eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema II manteve-se sempre alta, entre 0.84
e 0.87, independentemente do regime hidrico ou da intensidade luminosa a que as plantas
foram submetidas (Fig. 4.3). Nas plantas mantidas sob intensidade luminosa mais elevada nio
foram observadas alteragoes estatisticamente significativas nos parametros da fluorescéncia da
clorofila @ impostas pelo défice hidrico (Fig. 4.3). Apesar disso, registou-se o aumento do
NPQ, a0 qual se associaram pequenos decréscimos de F° /F’ | qP e {pgy;, nas plantas sob
stresse mais longo e intenso, que se esbateram durante a rehidratagao. Estas pequenas
vatiacoes de F’ /T’ qP e Qpgy ndo foram observadas nas plantas colocadas a intensidade
luminosa mais baixa, nas quais s6 o NPQ subiu significativamente, relativamente as plantas
testemunha, nas plantas sob stresse mais severo (Fig. 4.3). Depois da rehidratagao NPQ

recuperou para valores iguais aos das plantas testemunha.
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Figura 4.3 — Parametros de fluorescéncia da clorofila 2 em folhas completamente expandidas de
plantas H. annuns controlo (C), em défice hidrico (DH) moderado (DHm) e severo (DHs) e 24 (R24) e
48 (R48) horas ap6s a rehidratacdo do substrato no ensaio realizado em 2002 (Gir02). Valores médios

* erro padrio (n=5). O simbolo (*) indica diferencas significativas entre as médias de cada regime
hidrico e o controlo (teste de Dunnet, 0= 0.05). A letra (L) indica diferencas significativas entre as
médias dos dois niveis de intensidade luminosa (teste #de Student, ot = 0.05).
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A transferéncia das plantas para a intensidade luminosa mais baixa reflectiu-se em Qpgyy,
F’ /¥’ e qP supetiores e em NPQ inferior aos observados nas plantas sob intensidade

luminosa mais alta, sendo a diferenca entre os dois regimes luminosos superior nas plantas em

stresse.
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Figura 4.4 — Indice de desepoxidacio dos pigmentos do ciclo das xantofilas [(A+Z)/(V+A+Z)] de

madrugada, a 150 (1.150) e a 700 (.700) umol quanta m2 s, em folhas completamente expandidas de
plantas de H. annuus controlo (C), submetidas a défice hidrico moderado (DHm) e severo (DHs) e 24

(R24) e 48 (R48) horas ap6s a rehidratacio do substrato. Valores médios £ erro padrio (n=15). O
simbolo (*) indica diferencas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de
Dunnet, o0 = 0.05). A letra (L) indica diferencas significativas entre as médias das de cada nivel de luz e
a madrugada (teste 7 de Student, o0 = 0.05). O numero (1) indica diferencas significativas entre os dois
niveis de luz (teste # de Student, o0 = 0.05).

De madrugada e nas plantas colocadas a baixa intensidade luminosa, o indice de
desepoxidagio (A+Z)/(V+A+Z) nio sofreu qualquer alteracao com os diferentes regimes
hidricos. Nas plantas mantidas a intensidade luminosa mais alta, (A+Z)/(V+A+Z) manteve
uma tendéncia decrescente ao longo da imposi¢ao do défice hidrico e aumentou
significativamente nas primeiras 24h de rehidratacao, tendo recuperado para valores préximos
dos das plantas controlo nas 24h seguintes. Nestas plantas o indice de desepoxidagao
aumentou sempre da madrugada para o meio-dia, enquanto nas plantas transferidas para
intensidade luminosa baixa esse aumento praticamente ndo se verificou. Estes dados indicam

que a baixa intensidade luminosa a que se encontravam a plantas 1.150 foi limitante as
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reacgoes de desepoxidagao da violaxantina e da anteraxantina e os efeitos conjuntos do défice
hidrico com a irradiancia mais alta foram atenuados durante a noite. As plantas mantidas sob
condig¢des de fluxo quantico mais elevado exibiram indices de desepoxida¢ao dos pigmentos
do ciclo das xantofilas sempre superiores aos das plantas transferidas para irradiancia baixa
(Fig. 4.4).

A observagao simultanea das Figs. 4.3 (NPQ) e 4.4 sugere alguma discrepancia entre
os padroes de resposta da razdo (A+7Z)/(V+A+Z) e do NPQ, sob a influéncia da vatiacao
simultanea da irradiancia e do estado hidrico das plantas. Na tabela IV.2 sio apresentados os
resultados de um teste de correlagao de Spearman entre o indice de desepoxidagao e a

irradiancia, o NPQ) e a irradiancia e entre o indice de desepoxidag¢ao e o NPQ.

Tabela IV.2 — Relacdo entre a irradiancia, o indice de
desepoxidacio dos pigmentos do ciclo das xantofilas
(A+Z)/(V+A+Z) e o ‘quenching’ nio fotoquimico (NPQ)
(n=50, Correlagdo de Spearman, @ = 0.05; P — nivel de
significancia; rs- coeficiente de correlacio)

(A+7)/(V+A+7) NPQ

Irradiancia < 0.001 < 0.001 P
0.479 0.505 rs

(A+Z)/(V+A+Z) 0.250 P
0.171 s

Os resultados expostos na Tabela IV.2 permitem concluir que quer NPQ quer
(A+Z)/(V+A+Z) dependem da intensidade luminosa (P < 0.05), aumentando quando a
intensidade luminosa aumenta (rs >0). No entanto, na gama de intensidades luminosas em que
se realizaram as medicGes de fluorescéncia nao se verificou qualquer correlacdo entre o indice
de desepoxidagao dos pigmentos do ciclo das xantofilas e o ‘quenching’ nao fotoquimico (P >
0.05).

Para além da anilise dos pigmentos do ciclo das xantofilas, foi ainda analisado o teor
foliar noutros carotendides como o B-caroteno, a luteina e a neoxantina, bem como o teor em
carotenoides totais e em clorofila total (Tabela IV.3).

Nas plantas testemunha mantidas a irradiancia alta observou-se o aumento do teor em
pigmentos fotossintéticos entre a madrugada e o meio-dia, aumento esse que foi significativo
na clorofila total, B-caroteno e luteina (Tabela IV.3). Nas plantas testemunha transferidas para
a intensidade luminosa mais baixa os teores em pigmentos fotossintéticos mantiveram-se
praticamente inalterados relativamente aos observados de madrugada. Destas diferencas na
evolugdo dos teores foliares em pigmentos da madrugada para o meio-dia entre os dois grupos

de plantas, resultou que as plantas controlo, transferidas para irradiancia mais baixa, exibiram
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teores foliares em B-caroteno e em luteina significativamente inferiores aos exibidos pelas

plantas mantidas sob a maior intensidade luminosa (Tabela IV.3); estes foram os dois Gnicos

casos em que se registaram diferencas estatisticamente significativas nos teores foliares em

pigmentos entre as plantas L150 e L700 (Tabela IV.3).

Nas plantas sob défice hidrico menos intenso e prolongado, de madrugada, registou-se

o aumento do teor em pigmentos fotossintéticos, principalmente em clorofila total, luteina e

carotenoides totais. No entanto nao se registou altera¢ao no teor em pigmentos entre a

madrugada e o meio-dia, nas plantas 1.150, tal como nas plantas controlo, nem nas plantas

L700 contrariamente ao sucedido nas plantas controlo (Tabela IV.3).

Tabela IV.3 — Teor em clorofila total, B—caroteno, luteina, neoxantina e carotendides totais de
folhas completamente expandidas de madrugada e a 150 (L150) e a 700 (L700) Wmol quanta m2 s,
em plantas de H. annuus controlo (C), sob défice hidrico moderado (DHm) e severo (DHs) e 24
(R24) e 48 (R48) horas depois da rehidratacdo do substrato. Valores médios £ erro padrio (n = 5).
O simbolo (*) indica diferengas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o controlo. A
letra (L) indica diferengas significativas entre as médias de cada um dos niveis de intensidade

luminosa e a madrugada (teste # de Student, & = 0.05). O numero (1) indica diferencas significativas
entre os dois niveis de luz (teste # de Student, ot = 0.05).

Clorofila a+b  [B-caroteno Luteina Neoxantina V+A+Z Car(t)(t)(i;f;idcs
(umol m2) (umol m?)  (Umolm=2)  (Wmolm?)  (Umol m?) (wmol m?)
madrugada C 287.0 £ 15.7 322+1.6 312112 6.70 £ 0.37 251 %17 96.4 £ 4.7
DHm 373.6" % 18.1 405%1.8 39.8°£19 832%+0.49 284 %09 118.1"+ 4.5
DHs 390.4*£21.5 4417111 374+£19 8.27+0.51 241£09 1149+ 4.4
R24 296.9 £28.3 335%3.6 31.1£26 6.15%0.75 222+%28 93.9+£9.3
R48 314.7 121 344+15 289+0.9 680%028 221%17 93.4+4.0
L700 C 3689L+ 28.6 40.8-%£29 384L+t24 721041 29.7£3.6 116.9+9.2
DHm 407.9 £ 34.6 46.8£2.6 424+34 881054 31.1£19 129.9+8.3
DHs 560.8"1 % 62.1 58.3*+ 6.0 484+£53 8.63+0.71 26.0£7.2 151.0+ 159
R24 334.9+29.5 382+35 347+27 712%£059 259%19 106.3 £ 8.5
R48 3478+187  40.7-%x22  331%1.6 745%£037 27.6%x1.8  1099-%52
1150 C 302.2£22.9 3191+24 2991+24 63+04 241+24 93.1+73
DHm 37124366 4oa+36 369436 83407 287125 1177298
DHs 48821 £253 5531401 47;—*41‘ o448 308109 145170%59
R24 337.6+£27.8 37.6+ 2.5 34.0 4_. 15 74405 26921 106.7 £ 6.6
R48 366.6 £ 24.5 413+3.1 342+ 2.6 8.0+ 0.7 225+%53 107.5+10.0

A intensifica¢do do défice hidrico resultou no aumento significativo do teor em

clorofila total e em B-caroteno de madrugada, tendo os teores em luteina, neoxantina e

carotendides totais permanecido superiores aos exibidos pelas plantas controlo (Tabela IV.3).
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No entanto, neste nfvel de défice hidrico, embora as plantas L700 tenham apresentado, de um
modo geral, teores em clorofila e em carotendides totais superiores (embora estatisticamente
nao significativos) aos das plantas L.150, foi nestas ultimas que se observaram os maiores
incrementos no teor em pigmentos impostos pelo défice hidrico, o qual, nas plantas sob
stresse mais intenso foi significativamente superior ao exibido pelas plantas testemunha.
Enquanto nas plantas rehidratadas mantidas a alta intensidade luminosa os teores em
pigmentos decresceram para valores semelhantes ou inferiores aos exibidos pelas plantas
controlo, as plantas rehidratadas transferidas para baixa intensidade luminosa mantiveram
teores em pigmentos ligeiramente superiores aos das plantas testemunha. Nao se observaram
alteracOes significativas no teor em pigmentos do ciclo das xantofilas (V+A+Z) impostas por

nenhum dos regimes hidricos (Tabela IV.3).

Peroxidagao de lipidos (teor em dialdeido malénico on MD.A)

Nas plantas mantidas a alta irradiancia, o teor em MDA aumentou com a
intensificacao e prolongamento do défice hidrico, tendo, nas plantas sob stresse mais severo,
sido 37% superior ao teor foliar em MDA das plantas testemunha (Fig. 4.9). Da transferéncia
das plantas para a intensidade luminosa mais baixa resultou a manutenc¢ao da concentragao

foliar de MDA igual a exibida pelas plantas testemunha e significativamente inferior a
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Figura 4.9 — Teor foliar em dialdeido malénico (MDA) a 150 (1.150) e a 700 (L.700) imol quanta m-2
s'l, em folhas completamente expandidas de plantas de H. annuus controlo (C), submetidas a défice
hidrico moderado (DHm) e severo (DHs) e 24 (R24) e 48 (R48) horas ap6s a rehidratacio do
substrato. Valores médios £ erro padrio (n = 5). O simbolo indica diferencas significativas entre as
médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnett, & = 0.05). A letra (L) indica diferencas
significativas entre as médias de cada nfvel de luz (teste #de Student, ot = 0.05)
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registada nas plantas mantidas a intensidade luminosa alta. Depois da rehidratagao todas as

plantas voltaram a apresentar teores foliares de MDA semelhantes aos das plantas testemunha.

Hidratos de carbono

De madrugada, em resposta a imposi¢ao do défice hidrico, ocorreu o aumento para
aproximadamente o dobro da concentragio foliar em agucares solaveis totais. Com o
agravamento do défice hidrico, a concentragao de aguicares soluveis septuplicou devido ao
acréscimo significativo quer em sacarose quer em hexoses, principalmente nestas ultimas (Fig.
4.10). Nas primeiras horas depois da rehidratacao do substrato, o teor foliar em agtcares totais
manteve-se alto, bem como os teores em hexoses e em sacarose (Fig. 4.10). Com o
prosseguimento da rehidratacdo, a concentragao em agucares soluveis totais decresceu um
pouco mas manteve-se significativamente mais alta do que nas folhas controlo, devido a
manutengao de altos teores em sacarose (Fig. 4.10). Nesta altura do dia a sacarose representava
cerca de 90% dos agucares soluveis nas plantas controlo, mas decresceu até cerca de 60% nas
plantas em stresse severo. Depois da rehidratagio a sacarose voltou a representar
aproximadamente 90% do total de aguicares soluveis.

Nas plantas mantidas a irradiancia alta e sob stresse mais severo, o teor em agucares
soluveis triplicou relativamente ao das folhas controlo, devido especialmente ao incremento
em hexoses (Fig. 4.10), e manteve-se alto durante as primeiras horas de rehidratagao, s6 tendo
reduzido para valores proximos dos do controlo na R48. Nestas plantas foi registado o
aumento do teor em agucares soluveis entre a madrugada e o meio-dia em todos os regimes
hidricos, excepto nas plantas em défice hidrico severo e 48 h depois da rehidratagao do
substrato (Fig. 4.10).

Nas plantas transferidas para a intensidade luminosa mais baixa, embora o teor em
agucares soluveis nas plantas em stresse severo tenha também sido significativamente (cerca de
4.5 vezes) superior ao das plantas controlo, nunca se registou o aumento significativo destes
hidratos de carbono entre a madrugada e o meio do dia. Nestas plantas a concentragao foliar
de agucares soluveis igualou a das plantas controlo nas primeiras horas de rehidratacio.

Enquanto nas plantas controlo 700 os agucares soluveis eram compostos por partes
aproximadamente iguais de sacarose e de hexoses (60% e 40%, respectivamente), nas plantas
transferidas para a irradiancia mais baixa predominou a sacarose (85%). A imposi¢do do défice
hidrico alterou esta proporcionalidade, induzindo a predominancia de sacarose nas plantas
mantidas a irradiancia alta, que se acentuou durante a rehidratagao atingindo 90% nas plantas

R48. Nas plantas 1.150, com a imposi¢ao do défice hidrico
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Figura 4.10 — Teor foliar de agucares soluveis totais, hexoses, sacarose e amido, de madrugada ¢ a

meio do dia, a 150 (L150) e a 700 (L700) pmol quanta m2 s!, em folhas completamente expandidas de
H. annuns controlo (C), em défice hidrico moderado (DHm) e severo (DHs) e 24 (R24) e 48 (R48)

horas ap6s a rehidratacio do substrato. Valores médios £ erro padrio (n=5). O simbolo (*¥) indica

diferencas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnett, & =
0.05). A letra (L) indica diferencas significativas entre as médias obtidas de madrugada e as médias
obtidas a meio do dia em cada uma das intensidades luminosas (teste # de Student, o = 0.05).

observou-se o decréscimo da propor¢ao de sacarose para cerca de 68% que se manteve depois
da rehidrataciao do substrato.

De madrugada, o teor foliar em amido aumentou 69% nas plantas em défice hidrico e
o aumento da intensidade do stresse intensificou a acumula¢ao de amido (106%) (Fig. 5.10),
mas foi nas primeiras horas de rehidratacao que ocorreu a maior acumulagao de amido, para

concentragoes mais de quatro vezes superiores as registadas a mesma hora nas folhas controlo.
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Nas 24 h seguintes de rehidratagao a concentragao foliar em amido aproximou-se dos valores
exibidos pelas plantas controlo mas ainda assim manteve-se mais alto.

Nas plantas mantidas a alta irradiancia alta a imposi¢ao do défice hidrico induziu a
acumulagdo de amido a meio do dia, com um teor 125% superior ao das folhas controlo e
também significativamente superior aos valores registados de madrugada (Fig. 4.10). No
entanto, e apesar de de madrugada a concentragao foliar de amido ter aumentado
significativamente com a intensifica¢ao do défice hidrico e, sobretudo, durante as primeiras
horas de rehidratacdo, a meio do dia decresceu e manteve-se semelhante a das plantas controlo
durante toda a rehidratacdo. Nas plantas transferidas para irradiancia baixa também foi nas
primeiras horas de rehidrataciao que o teor foliar em amido aumentou significativamente em
relagao as plantas testemunha (Fig. 4.10). De um modo geral estas plantas exibiram teores
foliares em amido sempre muito proximos dos valores obtidos de madrugada, excepto nas
plantas em stresse mais intenso e nas primeiras 24 h de rehidratagiao, em que foram

significativamente inferiores (Fig. 4.10).

4. 4. Discussio

O decréscimo da actividade fotossintética em plantas de girassol em défice hidrico tem
sido atribuido por alguns autores a limitagdes na concentragao de didéxido de carbono nos
espagos intercelulares (C)) impostas pela diminuigao da condutancia estomatica (Quick ez /.
1992). Outros autores apontam para limitagcoes nao estomaticas, ao terem constatado que a
diminui¢ao das taxas fotossintéticas nas plantas em défice hidrico pode acontecer mesmo
quando C,; nao ¢ limitante, (Boyer 1971, Pankovic e a/. 1999, Tezara et al. 1999).

Tal como foi referido no capitulo 3, o facto de nos ensaios realizados neste trabalho g
ter sido superior a 240 mmol m™ s nio faz supor que os valores obtidos para C; tenham sido
sobrestimados devido ao aumento da importancia relativa da transpiragao cuticular
relativamente a estomatica (Gimenez et a/. 1992, Cornic 2000) nas plantas em stresse ligeiro.
Por outro lado, o défice hidrico foi imposto lentamente, pelo que também ¢é pouco provavel
que tenha ocorrido o fecho heterogéneo dos estomas ao longo da superficie foliar, apontado
como outra causa possivel para a sobrestima¢ao de C; (Gimenez ¢f a/. 1992, Gunasekera e

Berkowitz 1992, Cornic 2000). Acresce que, apesar de nas plantas sob stresse severo g ter
atingido valores inferiores 2 40 mmol m® s™ e -1.4 MPa < Y < -1 MPa, estes foram superiores
aos obtidos por Gimenez ¢ al. (1992) em plantas de H. annuns (Y = 3 MPa e g = 10 mmol m”

s), as quais o stresse foi imposto ao longo de quatro dias sem que os autores tenham

detectado heterogeneidade no padriao do fecho dos estomas ao longo da superficie foliar. Nao
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havendo razoes para considerar que C; possa ter sido sobrestimado, o decréscimo significativo
da taxa fotossintética nas plantas em défice hidrico mantidas a alta irradiancia nao parece ter
dependido da diminui¢ao da condutancia estomatica, nem mesmo nas plantas submetidas a
stresse severo, ja que nao se observaram alteragoes significativas de C,.

A reacgdo de Mehler (Asada 2000, Niyogi 2000) e a fotorrespiragao (Osmond e Grace
1995, Wingler e al. 1999, 2000, Niyogi 2000) tém sido apontados como sumidouros
importantes dos electroes resultantes da energia de excitagdo em excesso. No entanto, alguns
autores téem referido que a fotorrespiracao decresce em plantas sob défice hidrico (Biehler e
Fock 1996), sendo a eficacia da reacgao de Mehler na protec¢ao dos fotossistemas também
bastante controversa, considerada até por varios autores como insuficiente (Brestic ez a/. 1995,
Valentini ez al. 1995, Wiese ¢f al. 1998) ou mesmo nula (Flexas e Medrano 2002). Sendo aceite
que, nas plantas C;, além da fotossintese, a fotorrespiragao (Krall e Edwards 1992, Wingler e#
al. 1999) e a reacgao de Mehler (Osmond e Grace 1995, Biehler e Fock 1996, Niyogi 2000,
Wingler e al. 1999,2000) sao os principais destinos do fluxo de electrdes dependente do PSII,
o decréscimo de NP registado nas plantas em défice hidrico mantidas a alta irradiancia, além

de se dever a inibi¢ao do ciclo de Calvin como mostram os resultados de A, (capitulo 3,

max
Fig. 3.2), pode também ter estado relacionado com o aumento da actividade fotorrespiratoria
e/ou da reac¢ao de Mehler, que justificariam a manutencio de ETR.

A reacgao de Mehler e a fotorrespiragao sao duas das vias metabodlicas em que sao
produzidas espécies reactivas de oxigénio (Polle 1996, Asada 1999, 2000, Noctor ez a/. 2002),
sendo de esperar que o aumento da sua ocorréncia contribua para o aumento de stresse
oxidativo, detectado através do incremento da concentracao de MDA (Weber ¢7 a/. 2004). Nas
plantas em défice hidrico mantidas a intensidade luminosa alta, o decréscimo de NP
juntamente com a manuten¢ao de ETR foram acompanhados pelo aumento do teor foliar em
MDA, que nas plantas em défice hidrico severo foi significativamente mais alto do que nas
plantas controlo. O mesmo nao se passou nas plantas transferidas para intensidade luminosa
mais baixa, nas quais o défice hidrico nao induziu alteragées em NP ou em ETR relativamente
as plantas testemunha nas mesmas condigdes (em que NP e ETR ja eram bastante baixos,
limitados pelo baixo fluxo quantico). A transferéncia das plantas para uma densidade de fluxo
quantico baixa teve como resultado a manutengao de baixos teores em MDA,
significativamente inferiores aos exibidos pelas plantas mantidas sob irradiancia mais alta.
Estes resultados evidenciam a potencia¢ao que os altos fluxos quanticos exercem sobre 0s
efeitos do défice hidrico, tal como também foi observado por Sofo ez a/. (2004, 2005) em

plantulas de oliveira e em diversos hibridos de prunéideas com cerca de um ano de idade.
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Apesar dos decréscimos de NP e de A, registados nas plantas em stresse severo mantidas
sob intensidade luminosa alta, F /F_ manteve-se inalterado e sempre acima de 0.840, o que
demonstra que nao ocorreu fotoinibi¢io (Osmond 1994). No entanto, nestas plantas, e
sobretudo nas plantas transferidas para a intensidade luminosa mais baixa, observou-se o
acréscimo do NPQ) relativamente as plantas controlo nas mesmas condi¢oes. Embora NPQ
seja normalmente associado ao aumento do indice de desepoxidagao dos pigmentos do ciclo
das xantofilas (Adams e Demmig-Adams 1992, Demmig-Adams e Adams 1992,
Demmig-Adams ef al. 1996, Medrano ez al. 2002), neste trabalho nao se observou qualquer
relagao entre aqueles dois parametros (correlagao de Spearman, P = 0.250), tendo ambos
apresentado correlacdes positivas com a intensidade luminosa (correlagao de Spearman,

P < 0.001). Estes resultados, e o facto de NPQ e o indice de desepoxidagdao dos pigmentos do
ciclo das xantofilas terem sido sempre superiores nas plantas mais iluminadas, confirmam a
relacdo positiva do indice de desepoxidacao do ciclo das xantofilas e de NPQ relativamente a
luz. No presente trabalho, os indices de desepoxidac¢ao obtidos foram muito baixos, tendo
atingido médias maximas de cerca de 0.3, enquanto no trabalho apresentado por Medrano e#
al. (2002), por exemplo, a relagao entre o NPQ e o indice de desepoxidagao foi estabelecida a
partir de uma gama de valores entre cerca de 0.1 e 0.9. Esta observagao sugere que quando o
ciclo das xantofilas apresenta uma dinamica mais baixa, as plantas dissipam a energia em
excesso através de outras vias e que pode haver situagdes, como o défice hidrico, em que
NPQ pode ter outras origens que nao a dissipagao térmica através do ciclo das xantofilas.

O NPQ, ou ‘quenching’ nao fotoquimico da fluorescéncia da clorofila 4, reflecte a
energia dissipada por via ndo fotoquimica e engloba todos os mecanismos que atenuam a
fluorescéncia emitida pela clorofila z. Varios autores sugeriram outras fontes de NPQ), além da
desepoxidagao dos pigmentos do ciclo das xantofilas, como a extingao dos estados excitados
da clorofila e do singleto de oxigénio levadas a cabo pelos carotendides das antenas (Pogson ez
al. 1998, Choudhury e Behera 2001, Li ¢ a/. 2002a, Jung 2004), a activagdao da reaccao de
Mehler que provoca o aumento do gradiente de pH trans-tilacoidal (ApH) (Asada ez a/. 1998,
Makino ez al. 2002) e a activagao, devida ao aumento do ApH, da PsbS, uma proteina
intrinseca do fotossistema II (Li ez /. 2000a, 2002b) que alguns autores defendem que podera
ser activada para possibilitar o funcionamento do ciclo de desepoxidagao da violaxantina a
anteraxantina e zeaxantina (Li e7 /. 2002a, 2002b). Recentemente Matsubara ¢7 a/. (2002) e
Gilmore ez al. (2003) referiram ainda um outro mecanismo de dissipag¢ao, independente do
ApH, conhecido por CHB (cold-hard-band). No entanto o CHB nio deve ser considerado

como fonte de NPQ no ambito deste trabalho, ja que consiste numa banda extra de emissao



103

de fluorescéncia na zona dos 715 nm e, até a data, s6 foi identificada em folhas de perenifélias
durante a aclimatagio a temperaturas baixas, na ordem de 1°C (Matsubara ¢f a/. 2002, Gilmore
et al. 2003).

A dissipagdo de energia por inactivacio do tripleto da clorofila « (;Chl') ou de espécies
reactivas de oxigénio como o singleto ('O, pode ser executada por carotendides como a
luteina (Pogson e# al. 1998, Niyogi 2000) o B-caroteno (Choudhury e Behera 2001) e a
neoxantina (Jung 2004) e contribuir para o NPQ (Choudhury e Behera 2001, Niyogi 2000).
Nas plantas transferidas para a intensidade luminosa mais baixa, o défice hidrico severo
induziu o aumento significativo no teor foliar em B-caroteno, luteina e neoxantina
relativamente as plantas controlo nas mesmas condi¢des. Este aumento poderia ser atribuido
ao aumento também significativo da massa foliar especifica (SLM). No entanto nao parece ser
esse 0 caso porque este parametro aumentou significativamente menos nas plantas L.150 do
que nas L.700, e no entanto foi nas primeiras que se observaram os maiores acréscimos nos
teores dos carotenodides referidos relativamente as plantas testemunha. Deste modo o défice
hidrico parece poder induzir por si s6 o aumento do potencial antioxidante, uma vez que as
plantas transferidas para baixa intensidade luminosa apresentaram teores nos pigmentos com
caracteristicas antioxidantes iguais aos exibidos pelas plantas mantidas a intensidade luminosa
de crescimento. Durante a rehidratagao das plantas mantidas a intensidade luminosa alta,
apesar de ter ocorrido o aumento significativo do indice de desepoxidagao dos pigmentos do
ciclo das xantofilas relativamente ao verificado nas plantas testemunha, aquele indice nao
ultrapassou 0.3 o que podera justificar o facto de ndo se ter reflectido em valores altos de
NPQ. Por outro lado, a transferéncia das plantas para intensidade luminosa mais baixa
reverteu completamente esta situacao, evidenciando mais uma vez a relagao entre a
intensidade luminosa e a activagao do ciclo de desepoxidagao das xantofilas.

O grande decréscimo de NP observado nas plantas mantidas a alta irradiancia em
défice hidrico severo, reflectiu-se numa menor acumulacio de acicares soltveis e amido
durante o dia. Apesar disso, a concentragao foliar em hexoses e em sacarose aumentou nas
plantas em défice hidrico severo relativamente as plantas testemunha. A maior parte do
carbono fixado durante o processo fotossintético ¢ transportada através do sistema vascular da
planta para os 6rgaos importadores, sendo a sacarose o metabolito mais representativo neste
sistema de redistribui¢ao de recursos (Chiou e Bush 1998). As alteragoes do teor foliar em
sacarose podem resultar de alteragdes nas taxas de sintese de sacarose ou de exportagao
(Chaves 1991), havendo registos de que a actividade da sintase da sacarose-fosfato (SPS)

decresce significativamente em plantas em défice hidrico (Sharkey e Seemann 1989, Vassey e
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Sharkey 1989). Assim, e apesar de a capacidade de exportagao (Huber ez 2/ 1984) e de o
transporte floémico (Sung e Krieg 1979) serem menos afectados pelo défice hidrico do que a
taxa de fixagao do carbono, o aumento significativo nas concentragdes em agucares soluveis e
em amido de madrugada nas plantas mantidas a alta irradiancia podera ter sido o reflexo da
inibi¢ao das taxas de exportacdo, previamente observada por varios autores em condi¢des de
défice hidrico (Quick ez a/. 1992, Pelleschi e a/. 1997). O decréscimo de exportacao induzido
pela secura perdurou, aparentemente, durante as primeiras horas de rehidratagdo, uma vez que
o teor em agucares soliveis e o teor em amido, determinados nas primeiras horas depois da
rehidratacdao do substrato (R24), nao decresceram relativamente aos valores determinados ao
meio-dia do dia anterior, em nenhum dos grupos de plantas. 48 h depois do inicio da
rehidratacdo, ndo se observou aumento do teor em hidratos de carbono durante o dia,
comparativamente com as plantas controlo, apesar de NP ser semelhante nos dois grupos de
plantas, pelo que, aparentemente, o prosseguimento da rehidratagao permitiu que se
restabelecessem as taxas de exportagdao. O aparente aumento nas taxas de exportagao durante
o dia pode ter estado relacionado com o aumento da demanda por fotoassimilados devido ao
retomar do crescimento ap6s o alivio do défice hidrico (Chaves 1991). Durante a rehidratagao,
a transferéncia das plantas para intensidades luminosas mais baixas nao interferiu com a
acumula¢iao de amido foliar mas a representatividade do teor foliar em sacarose relativamente
a totalidade dos agucares soluveis diminuiu, o que, juntamente com o facto de o teor em
sacarose ter diminuido da madrugada para o meio-dia, sugere que nestas folhas tenha sido
estimulada a exportagdo. Neste trabalho, a imposi¢ao do défice hidrico afectou também a
contribuicao relativa dos agtcares soluveis e do amido no total dos hidratos de carbono: em
resposta a secura do substrato, a propor¢ao de amido decresceu de madrugada e ndo ocorreu
o aumento do teor foliar em amido durante o dia. Estes resultados estao de acordo com os
estudos realizados por Freeden ef al. (1991), Zrenner e Stitt (1991) e Quick e a/. (1992), que
mostraram que os défices hidricos inibem a sintese de amido e induzem a alteragao na parti¢ao
dos hidratos de carbono recentes em agucares soluveis. No fim das primeiras horas de
rehidratacao, a concentragao foliar de amido foi superior aos valores encontrados nas plantas
sob stresse severo, mostrando que o efeito inibidor do défice hidrico na sintese do amido é
rapidamente revertido depois da rehidratagao, tal como Zrenner e Stitt (1991) propuseram.
Os resultados obtidos mostram que, nas plantas transferidas para intensidade luminosa
baixa, a reducao da actividade fotoquimica imp6s limitagoes a fixagao de CO, em todos os
regimes hidricos. Por oposi¢ao, nas plantas mantidas sob intensidade luminosa alta, a redugao

acentuada de NP observada nas plantas sob stresse severo, foi resultado da sinergia entre o
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défice hidrico e a irradiancia e também da possivel indugao do aumento das taxas de
fotorrespiracao ou da reac¢ao de Mehler. Daqui decorreu que as plantas sob stresse, colocadas
sob baixos niveis de fluxo quantico, enfrentaram menos stresse oxidativo, o que é confirmado
pelos baixos teores foliares em MDA, tendo sido estimulada a protecgao antioxidante,
evidenciada pelo aumento da concentragao foliar em pigmentos antioxidantes relativamente as
plantas bem hidratadas nas mesmas condi¢oes de iluminagao.

A activagdo de vias metabdlicas como a fotorrespiracao ou a reac¢ao de Mehler
contribuem para o aumento da produg¢ao de espécies reactivas de oxigénio (Polle 1996, Asada
1999). Estas formas reduzidas de oxigénio promovem a degradagao de proteinas, lipidos e
acidos nucleicos mas, diversas evidéncias demonstraram ja que fazem também parte de um
importante sistema de sinalizagao interna das plantas (Foyer e Noctor 2005). Entre estes
encontra-se a inducao de genes relacionados com stresse abidtico, como os que codificam para
a superdxido dismutase, a ascorbato peroxidase e para as dehidrinas (Weber ef a/. 2004), ou a
modifica¢do da condutividade hidraulica das membranas, através da inibi¢ao reversivel das
aquaporinas pelos radicais hidroxilo, que pode evitar a desidratagdo celular excessiva (Henzler
et al. 2004). Se por um lado o aumento da produgao de espécies reduzidas de oxigénio pode
ser favoravel a planta em situagoes de défice hidrico devido as suas fungoes de sinalizagiao
interna, esse aumento parece estar dependente da exposicao a intensidade luminosa alta o que
podera constituir uma desvantagem da imposi¢ao do défice hidrico ou da rehidratagao sob
densidades de fluxo quantico baixas.

Os dados obtidos indicam que é possivel que NPQ nem sempre esteja directamente
relacionado com o indice de desepoxidagao do ciclo das xantofilas, e de que ambos dependem
directamente da densidade de fluxo quantico. Adicionalmente, sob défice hidrico, os
mecanismos de dissipa¢do de energia alternativos ao ciclo das xantofilas podem contribuir
para o aumento do NPQ. Entre estes mecanismos, a dissipa¢ao efectuada pelos carotendides
das antenas (Govindjee 1995), induzida pelo défice hidrico por si s6, e também a reaccdo de
Mehler (Asada 1999, Makino ez a/. 2002), podem ser particularmente importantes, enquanto as
condi¢oes de défice hidrico se impdem, contribuindo para a manutengao da integridade do
aparelho fotossintético, ao participarem na elimina¢ao de energia de excitacdo em excesso sob
formas inofensivas para o aparelho fotossintético.

O aumento do teor foliar em sacarose e da sua importancia relativa na composi¢ao
foliar em agucares soluveis nas plantas em défice hidrico poderdo estar relacionados com as
fun¢oes de proteccao que lhe sio atribuidas em situagoes de desidratagao, na manutenc¢ao da

estrutura das proteinas e da actividade enzimatica (Ingram e Bartels 1996, Hoekstra ez 4.
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2001). No entanto, nas folhas mantidas sob irradiancia alta, a manuteng¢ao de teores altos de
sacarose nas plantas em défice hidrico e durante a rehidratacao, nao evitou que, 48 h depois do
inicio da rehidratagdo, as taxas fotossintéticas nao tivessem recuperado para valores
semelhantes aos exibidos pelas plantas controlo. Por outro lado, a limitagdo de NP juntamente
com o facto de a exportagao de fotoassimilados ser aparentemente estimulada nas folhas
transferidas para baixa intensidade luminosa, leva a considerar a hipétese de que a rehidratagao
levada a cabo sob baixa irradiancia pode conduzir a inibi¢ao do crescimento. Os resultados
obtidos nao apontam para vantagens em proceder a rehidratagdo a baixa intensidade luminosa,

sobretudo se for prolongada.
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Capitulo 5

Efeitos do défice hidrico e da rehidratagao na
actividade fotossintética e nos mecanismos de
fotoprotec¢ao de Helianthus annuus L. e de
Lupinus albus L.
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5.1. Introdugiao

Nas plantas submetidas a défice hidrico criam-se condi¢es propicias ao aparecimento
de stresse oxidativo (Irigoyen ez a/ 1992, Moran ef al. 1994, Zhang e Kirkham 1996,
Krieger-Liskay 2005). Por stresse oxidativo entende-se o desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes, a favor dos oxidantes, potencialmente condutor ao aparecimento de danos
fisiolbgicos e/ou estruturais (Azzi ef al. 2004). No entanto, tém sido recolhidas evidéncias de
que o stresse oxidativo pode também ser benéfico, fazendo parte de um importante sistema de
sinalizagao interna nas plantas que lhes permite adequar o seu metabolismo as condi¢bes a que
sao sujeitas (Foyer e Noctor 2005). As evidéncias recolhidas incluem a indugao de genes que
codificam para a superoxido dismutase, a ascorbato peroxidase ou as dehidrinas (Weber e a/.
2004) e a inibicao reversivel das aquaporinas pelos radicais hidroxilo, que pode evitar a
desidratagio excessiva (Henzler e a/. 2004). Adicionalmente, a senescéncia foliar, processo
fisiolégico altamente regulado e que conduz a morte das folhas, parece também ser
despoletada pelo stresse oxidativo em plantas sob défice hidrico (Munné-Bosch e Alegre
2004). A senescéncia das folhas mais velhas, induzida em condi¢ées de défice hidrico, constitui
uma estratégia de sobrevivéncia importante para a planta, porque reduz a demanda por dgua
ao nivel da planta inteira e permite a reciclagem dos nutrientes que sdo exportados das folhas
em senescéncia para os tecidos em crescimento ou para os 6rgaos de reserva (Munné-Bosch e
Alegre 2004).

Nas plantas, sdo diversas as substancias consideradas antioxidantes, no sentido em que
evitam o stresse oxidativo ou eliminam espécies reactivas de oxigénio. Os carotenoides
constituem uma primeira fase de defesa das plantas contra o stresse oxidativo, e intervém
neste processo pelo menos de dois modos importantes: a) por meio da activagao do ciclo das
xantofilas, evitando a formacdo do tripleto da clorofila (;Chl') (Demmig-Adams e Adams
1996, Nyiogi ez al. 1998) através do sequestro prévio do singleto da clorofila (;Chl’) (Foyer e
Harbinson 1999) e b) pela ac¢io do B-caroteno (Foyer e Harbinson 1999, Choudhury e
Behera 2001), da luteina (Pogson e al. 1998, Niyogi 2000) e da neoxantina (Jung 2004) que,
devido 2 sua proximidade com as clorofilas nos complexos pigmento/proteina, podem
sequestrar directamente o ;Chl e o singleto de oxigénio ('O, (Foyer e Harbinson 1999).
Enquanto o ciclo das xantofilas tem de ser activado e ¢é altamente regulado estando a sua
activagao dependente da acidificacdo do limen dos tilacéides (Demmig-Adams e Adams
1996), a funcgdo de inactivacio de ;Chl e de 'O, pelo B-caroteno, luteina e neoxantina é
constitutiva e nao regulada (Foyer e Harbinson 1999). O funcionamento de ambos os

processos pode induzir o aumento do ‘quenching’ nao fotoquimico (NPQ) (Govindjee 1995),
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que podera resultar na reducdo da eficiéncia de captura de energia de excitagao pelos centros
de reac¢ao abertos (F°,/F’ ) (Baker 1991) e, consequentemente, na redugio do rendimento
quantico do PSIT adaptado a luz (¢pg;) (Genty e al. 1989).

Apesar da existéncia da protec¢ao antioxidante por parte dos carotendides, varios
autores referiram que em plantas sob défice hidrico ocorre a activagao da fotorrespiragao e o
aumento do transporte ciclico de electroes (Wingler ez a/. 1999, Golding e Johnson 2003), bem
como da reaccao de Mehler (Biehler e Fock 1996) sendo que, em condic¢bes de stresse, esta
ultima pode ser responsavel pela elimina¢io de até 30% dos electroes resultantes da captura de
energia pelos pigmentos fotossintéticos (Polle 2001). O transporte ciclico de electrdes (Makino
et al. 2002) e a reac¢ao de Mehler (Foyer e Harbinson 1999) contribuem para a acidificacao do
lamen dos tilacéides, promovendo deste modo a dissipagao de energia sob a forma de calor,
ao contribuir para a activacao do ciclo das xantofilas (Demmig-Adams e Adams 1996).
Contudo, embora a fotorrespiragio e a reac¢ao de Mehler permitam aliviar a circulagdo de
electrbes em excesso decorrente das reacgoes da fotossintese que ocorrem nos tilacoides, tém
como produtos finais espécies reactivas de oxigénio como o peréxido de hidrogénio (H,0,) e
o radical superdxido (O,”), que podem ser responsaveis pela ocorréncia de stresse oxidativo
(Wingler ef al. 1999, Polle 1996) do qual a degradacao das membranas tilacoidais, a
desnaturagao da Rubisco e de outras proteinas e a indugdo de mutagées no DNA sio algumas
das consequéncias (Bowler ez a/. 1992, Tambussi ef al. 2000). O perdxido de hidrogénio pode
ser decomposto em agua e oxigénio molecular por enzimas como a catalase e as peroxidases
(Larson 1988, Bowler ez al. 1992). A catalase encontra-se predominantemente nos
peroxissomas e glioxissomas das células vegetais (Havir e McHale 1987, Bowler ¢# a/. 1992) e o
seu papel principal consiste na metabolizagio do H,O, proveniente da fotorrespiracio (Bowler
et al. 1992). De entre as peroxidases, a peroxidase do ascorbato encontra-se
predominantemente no cloroplasto (Bowler ez a/. 1992, Sen Gupta ez al. 1993) e ¢ indispensavel
na sua protec¢ao e na de outros constituintes celulares (Asada 1992).

Durante a reac¢ao de Mehler ocorre a reducao do oxigénio molecular a superéxido
(O,") (Foyer e Harbinson 1999) e a enzima dismutase do superéxido (SOD) catalisa a
dismutag¢ao do superoxido a perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular (Asada 1999). O
H,0, e 0 O, reagem facilmente com ides metalicos gerando o radical hidroxilo, muito

reactivo e altamente destruidor, numa reac¢io conhecida como reac¢ao de Haber-Weiss
(Bowler ez al. 1992, Benov 2001, Van Breusegem ¢7 a/. 2001). No entanto, o H,O, formado no

cloroplasto pode ser reduzido a agua pelo ascorbato numa reacgao catalisada pela peroxidase
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do ascorbato (Polle 2001). A peroxidase do ascorbato utiliza o ascorbato como dador de
electrdes, oxidando-o a monodesidroascorbato, pelo que, para que a elimina¢ao de H,O, possa
prosseguir no cloroplasto, é necessaria a regeneracao do ascorbato (Asada 1992). A
regeneracao do ascorbato depende em grande medida da actividade das enzimas redutase do
monodesidroascorbato, redutase do desidroascorbato e redutase da glutationa (Hossain e
Asada 1985, Polle e al. 1990, Asada 1992, Bowler ef al. 1992, Miyake e Asada 1994, Asada
1999, Polle 2001) como foi referido em mais pormenor na Introdu¢ao geral (Capitulo 1) deste
trabalho.

Nos estudos realizados sobre os efeitos dos défices hidricos na actividade das enzimas
do sistema antioxidante tém-se obtido resultados muito diversos. Enquanto alguns autores
detectaram aumentos na actividade daquelas enzimas (Ratnayaka ez 2/ 2003, Srivalli ez a/. 2003),
outros observaram que o défice hidrico induziu o seu decréscimo (Moran ez a/. 1994, Schwanz
e Polle 2001) ou nao a alterou (Yoshimura ef /. 2000). Estas discrepancias aparentes podem
resultar do facto de os diferentes trabalhos terem sido realizados sob condi¢cbes ambientais
distintas e também do facto de a actividade das enzimas antioxidantes estar dependente do
estadio de desenvolvimento da planta (Ye e a/. 2000), da idade foliar (Sairam ez a/. 2003 /04,
Jung 2004), da severidade do défice hidrico (Irigoyen ez al. 1992, Sgherri e Navari-1zzo 1995,
Zhang e Kirkham 1996, Iturbe-Ormaetxe ¢f al. 1998) e da estratégia do gendtipo perante o
stresse (Sairam ef al. 1997/98, Davenportt e al. 2003, Sairam ez al. 2005).

O conjunto de ensaios realizados no ambito deste capitulo teve como objectivo
principal estudar os efeitos do défice hidrico ligeiro e moderado e da rehidratagao na
actividade fotossintética e no sistema antioxidante de folhas de plantas em fase reprodutiva de
duas espécies com estratégias distintas de fazer face aos défices hidricos: Lupinus albus, que tem
como estratégia evitar a secura (Huyghe 1997), e Helianthus annus, tolerante a secura (Zhang e

Kirkham 1996).

5.2. Material e métodos
Neste estudo foram utilizados os ensaios referidos no capitulo 2 como Lup01 e Gir01.
O ensaio Lup01 decorreu entre Marco e Abril de 2001 e o ensaio Gir01 decorreu entre
Setembro e Outubro de 2001. As plantas desenvolveram-se sob abrigo, numa estufa com
cobertura de vidro e equipada com um sistema de controlo térmico programado para evitar a
subida da temperatura além dos 25°C. Esta estufa estava desprovida de qualquer sistema de
aquecimento, pelo que a temperatura minima variou de acordo com as condi¢oes exteriores. O

crescimento das plantas decorreu sob condi¢oes de iluminagao natural, com uma quebra de
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cerca de 35%. Dada a elevada variabilidade da irradiancia nos varios pontos da estufa,
procedeu-se a rotagao periddica dos vasos. O défice hidrico foi imposto gradualmente, através
da rega, pela reposicao parcial das perdas de peso por evapotranspiracao. No ensaio Lup01 a
imposicao do défice hidrico teve inicio 28 dias apds a sementeira e durou 18 dias (défice
hidrico ligeiro, DHI) ou 24 dias (défice hidrico moderado, DHm) e no ensaio Gir01 a
imposicao do défice hidrico foi iniciada 26 dias apds a sementeira e prolongou-se por 13 dias

(défice hidrico ligeiro, DHI) ou 19 dias (défice hidrico moderado, DHm) (Tabela V.1).

Tabela V.1 — Condi¢Ses em que decorreram os ensaios (das: dias apds a sementeira).

Imposicdo do défice hidrico Temperaturas médias (°C)
Ensaio Inicio durac¢io (dias) (média * erro padrio)
(das) ligeiro moderado minima maxima
Lupinus albus
28 18 24 12£0.7 2910.8
(Mar/Abril 2001)
Helianthus annuns
26 13 19 16.8+0.3 289+ 0.4

(Set/Out 2001)

As plantas testemunha (C) foram sempre regadas pela reposi¢ao de todo o peso
perdido por evapotranspiragao. A rehidratagao do substrato foi feita através de diversas regas
de modo a garantir uma hidratacao homogénea de todo o substrato contido nos vasos. Em
cada amostragem foram utilizadas cinco plantas, das quais foram retiradas amostras de folhas
completamente expandidas e sem sinais de senescéncia, que se encontravam em inicio de
expansao aquando da imposi¢ao do défice hidrico, em plantas testemunha (C), em défice
hidrico ligeiro (DHI), em défice hidrico moderado (DHm) 48 h (R48) e 72 h (R72) apds o
inicio da rehidratacdo do substrato. Na véspera dos dias de amostragem as plantas a analisar
foram transferidas para uma camara de crescimento com irradiancia maxima de
200 umol quanta m”s”, 60% de humidade relativa e 18°C/22 °C de temperatura (noite/dia).

Nas plantas de L. a/bus, as folhas amostradas correspondiam a uma posi¢ao na planta,
por contagem acrépeta, de 6.0 = 1.3 num total de 14.0 £ 0.7 folhas na planta (C), 6.6 £ 0.9
num total de 14.4 £ 1.5 folhas na planta (DHI), 10.0 £ 0.7 num total de 15.2 £ 1.3 folhas na
planta (DHm), 11.0 * 1.2 num total de 20.0 & 4.8 folhas na planta (R48) e 11.6 = 0.9 num total
de 17.0 £ 3.8 folhas na planta (R72) (valores apresentados sob a forma de média mais ou

menos desvio padrio). Nesta espécie, as plantas controlo e em défice hidrico ligeiro nao

apresentaram folhas senescentes, mas as plantas em défice hidrico moderado apresentaram 6.8
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* 1.3 folhas senescentes e as plantas rehidratadas 6.2+ 1.3 e 6.6 £ 0.5 na R48 e R72
respectivamente (valores apresentados sob a forma de média mais ou menos desvio padrao).
No conjunto de cinco plantas que permaneceram bem hidratadas até ao fim do ensaio
apareceram duas folhas senescentes apenas numa das plantas.

Nas plantas de H. annuus, as folhas amostradas correspondiam a uma posi¢ao na
planta, por contagem acropeta, de 8.2 £ 1.6 num total de 15.0 + 2.8 folhas na planta (C), 8.6 &
1.5 num total de 15.8 + 3.0 folhas na planta (DHI), 9.4 = 1.9 num total de 16.8 £ 2.9 folhas na
planta (DHm), 9.8 = 0.8 num total de 17.4 £ 1.5 folhas na planta (R48) e 10.2 £ 0.8 num total

de 18.8 = 0.8 folhas na planta (R72). Nesta espécie s6 as plantas em rehidratagdao apresentaram
folhas senescentes: uma planta com trés folhas senescentes na R48 e duas plantas com duas
folhas senescentes na R72. As plantas mantidas bem hidratadas até ao fim do ensaio nao
apresentaram qualquer folha senescente.

No decorrer das amostragens ambas as espécies se encontravam em fase reprodutiva.

A caracterizagdao do estado hidrico das plantas, a medicao das trocas gasosas em
condi¢des ambiente, da capacidade fotossintética e da fluorescéncia da clorofila @, e a
quantificagao do teor foliar em pigmentos fotossintéticos e dialdeido malénico (MDA), bem
como as determinacdes da actividade das enzimas do sistema antioxidante foram realizadas tal

como se encontra descrito no capitulo 2, assim como o tratamento estatistico dos dados.

5.3. Resultados

Caracterizagao do estado hidrico das plantas

A diminui¢do gradual do fornecimento de agua ao substrato resultou no decréscimo
significativo do potencial hidrico foliar de madrugada e a meio do dia nas plantas de ambas as
espécies submetidas ao nivel de stresse mais intenso (Tabela V.2). A rehidratagio do substrato
seguiu-se a recupera¢ao do potencial hidrico foliar para valores semelhantes aos observados na
testemunha (Tabela V.2).

Nas plantas de L. albus o défice hidrico acelerou a senescéncia foliar. Estas plantas, em
défice hidrico apresentaram em média 6.8 £ 1.3 (média mais ou menos desvio padrao) folhas
senescentes, enquanto entre as plantas bem hidratadas apenas uma planta apresentou duas
folhas senescentes. Nas plantas de H. annuus em défice hidrico nido se detectaram folhas

senescentes.
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Tabela V.2 — Potencial hidrico foliar de madrugada (W,a) € a meio do dia (Wma) em plantas de L. albus
e de H. annuus controlo (C), em défice hidrico ligeiro (DHI), défice hidrico moderado (DHm) e 48

(R48) e 72 h (R72) apés a rehidratacio do substrato. Valores médios £ etro padrio (n=5, teste de

Dunnett, o0 = 0.05). O simbolo (¥) indica diferencas significativas entre as médias de cada regime
hidrico e o controlo.

Regime Lupinus albus Helianthus annuus

hidtico W, (Mpa) Wina (MPa) Ppa (MPa) Fa MPa)
C -0.145 £ 0.034 -0.350 £ 0.016 -0.150 £ 0.014 -0.270 £ 0.022
DHI -0.390"£ 0.025 -0.495 £ 0.005 -0.305 £ 0.022 -0.445 £ 0.046
DHm -0.635" £ 0.056 -0.930"% 0.086 -0.580" £ 0.082 -0.655"£0.100
R48 -0.231 £ 0.026 -0.265 £0.154 -0.100 £ 0.030 -0.300 £ 0.024
R72 -0.175% 0.008 -0.292 £0.011 -0.113 £ 0.030 -0.261 £0.015

Nas plantas submetidas ao nivel de stresse mais intenso, o teor relativo em agua foliar
foi significativamente menor, embora superior a 80%, do que o exibido pelas plantas
testemunha em ambas as espécies tendo, depois da rehidratagao, recuperado para teores
idénticos aos das plantas testemunha (Tabela V.3). Nio se registaram alteracGes
estatisticamente significativas na massa foliar especifica (SLM) com os regimes hidricos em
nenhuma das espécies, embora as folhas de H. annuus em défice hidrico moderado tenham

apresentado uma SLLM 13% superior a exibida pelas folhas controlo (dados nao apresentados).

Tabela V.3 — Teor relativo em agua foliar em plantas de L. albus e de H. annuus
controlo (C), sujeitas a défice hidrico ligeiro (DHI), défice hidrico moderado
(DHm) e 48 (R48) ¢ 72 h (R72) apds a rehidratacdo do substrato. Valores
médios * erro padrio (n=5, teste de Dunnett, o = 0.05). O simbolo (*) indica
diferencas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o controlo.

Regime hidrico Lupinus albus Helianthus. annuus

C 928+1.0 91.6+0.7

DHI 928+1.2 89.5+09

DHm 84.1+ 1.8 862"+ 25

R48 91.8% 1.2 932105

R72 - 92.8+0.6
Trocas gasosas

Nas plantas de L. a/bus a condutancia estomatica (g), a taxa fotossintética (NP) e a
pressao parcial de didxido de carbono nos espagos intercelulares (C)) nao foram afectadas

negativamente pelos défices hidricos (Fig. 5.1).
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Figura 5.1 — Condutancia foliar (g), taxa fotossintética liquida (NP) e pressdo parcial de didxido de
carbono nos espacos intercelulares (Ci) em plantas de L. albus e de H. annuus controlo (C), submetidas a
défice hidrico ligeiro (DHI) e moderado (DHm), 48 h (R48) e 72 h (R72) ap6s a rehidratacdo. Valores
médios * erro padrio (n = 5). O simbolo (*¥) indica diferencas significativas entre as médias de cada
regime hidrico e o controlo (teste de Dunnett, & = 0.05).

Nas plantas de H. annuus verificou-se o decréscimo significativo de g, 67% nas plantas
submetidas ao défice hidrico ligeiro e 92% nas plantas em stresse mais intenso (Fig. 5.1).
Nestas plantas, apesar dos decréscimos de g e de C; (35% nas folhas em défice hidrico ligeiro e
70% nas plantas em défice hidrico moderado), a taxa fotossintética nao foi afectada
negativamente pelos défices hidricos (Fig. 5.1). 48 h depois da rehidratagao do substrato, C, ja
tinha recuperado para valores semelhantes aos exibidos pelas plantas testemunha mas g ainda
se mantinha 50 % inferior. Ap6s 72 h de rehidratagdo g e C; apresentaram valores semelhantes

aos exibidos pelas plantas controlo (Fig. 5.1).
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Figura 5.2 — Capacidade fotossintética (Ama) em plantas L. albus e de H.annuns controlo (C),
submetidas a défice hidrico ligeiro (DHI) e moderado (DHm) 48 h (R48) e 72 h (R72) depois da
rehidratagao do substrato). Valores médios £ erro padrio (n = 5). O simbolo (*) indica diferencas

significativas entre as médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnett, & = 0.05).

Nas plantas de L. a/bus em défice hidrico moderado a capacidade fotossintética (A,,.)
decresceu significativamente nas folhas amostradas (Fig. 5.2). Nao foram observados efeitos
significativamente negativos dos regimes hidricos na capacidade fotossintética de H. annuus,
embora nas plantas em défice hidrico ligeiro A, tenha decrescido 20 % relativamente as
folhas controlo. No entanto, este decréscimo nao se verificou nas plantas submetidas ao défice
hidrico mais intenso (Fig. 5.2). As folhas de H. annuus apresentaram sempre A, superior a

das folhas de L. a/bus, independentemente do regime hidrico (Fig. 5.2).

Teor foliar em Rubisco

O teor foliar em Rubisco nao foi afectado pelos diferentes regimes hidricos em
qualquer uma das espécies (Fig. 5.3).

As plantas de L. albus apresentaram sempre teor foliar em Rubisco superior ao

observado nas plantas de H. annuus (Fig. 5.3).
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Figura 5.3 — Teor foliar em ribulose 1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) em plantas de L.
albus e de H.annuus submetidas a défice hidrico ligeiro e moderado com subsequente rehidratacio
(C - controlo, DHI - défice hidrico ligeiro, DHm - défice hidrico moderado, 48 h (R48) e 72 h (R72)
depois da rehidratacio do substrato). Valores médios T erro padrio (n =5). O simbolo (*) indica
diferencas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnett,

o = 0.05).

Fluorescéncia da clorofila a

Nas plantas de L. a/bus o rendimento quantico real (P, nio foi afectado pelo défice
hidrico, mas decresceu significativamente 72 h depois do inicio da rehidratagao do substrato
relativamente aos valores exibidos pelas plantas testemunha (Fig. 5.4). Este decréscimo
deveu-se essencialmente a diminui¢ao da eficiéncia de captura de energia de excitagao pelos
centros de reac¢ao do PSII abertos (F°,/F’ ), ja que o ‘quenching’ fotoquimico (qP) nio se
alterou com nenhum dos regimes hidricos (Fig. 5.4). Nas plantas submetidas ao nivel de
stresse mais severo, F° /F’  também dectesceu significativamente em comparagio com as
plantas testemunha, mas este decréscimo nio se reflectiu em @,g;,. A submissdo das plantas de
L. albus aos diferentes regimes hidricos nao provocou qualquer alteracao significativa na taxa
de transporte de electroes dependente do fotossistema II (ETR) nem no seu rendimento
quantico potencial (F,/F ). Nestas plantas, o ‘quenching’ nio fotoquimico (NPQ) também
nao sofreu alteracGes estatisticamente significativas com a aplicagao dos diferentes regimes
hidricos mas, nas plantas sob défice hidrico mais intenso, registou-se a sua subida em cerca de
20% (Fig. 5.4).

Nas plantas de H. annuus, os regimes hidricos niao afectaram negativamente nenhum
dos parametros de fluorescéncia da clorofila @ (Fig. 5.4). Nas folhas rehidratadas, NPQ exibiu

valores significativamente inferiores aos registados nas folhas controlo (Fig. 5.4).
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Figura 5.4 - Rendimento quantico real do fotossistema II (®psn), ‘quenching’ fotoquimico (qP),
eficiéncia fotoquimica dos centros de reacgio do fotossistema II abertos (F'y/F’m) taxa de transporte
de electrdes (ETR), rendimento quantico potencial do fotossistema II (F,/Fn), ¢ ‘quenching’ nio
fotoquimico (NPQ) em folhas de L. a/bus e H. annuns submetidas a défice hidrico moderado e severo
com subsequente rehidratacio (C - controlo, DHI - défice hidrico ligeiro, DHm — défice hidrico
moderado, 48 h (R48) e 72 h (R72) depois da rehidratacdo do substrato). Valores médios * erro padrao
(n = 5). O simbolo (*) indica diferencas significativas entre as médias de cada regime hidrico e o
controlo (teste de Dunnett, « = 0.05).

De um modo geral, nas folhas de H. annuus registaram-se valores de NPQ superiores

aos exibidos por L. a/bus, excepto nas plantas sob stresse mais intenso em que se igualaram

(Fig. 5.4).

Teor foliar em pigmentos fotossintéticos e pigmentos do ciclo das xantofilas

Nas plantas de L. a/bus o teor foliar em clorofila total nido foi afectado
significativamente pelos diferentes regimes hidricos nem de madrugada nem ao meio-dia
(Tabela V.4). O mesmo se verificou relativamente aos teores foliares em [-caroteno, luteina,
neoxantina, pigmentos do ciclo das xantofilas e carotendides totais, bem como na razao

clorofila a/b. Nestas plantas, a razio entre o teor em clorofila total e o teor em carotendides
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Tabela V.4 — Teor foliar em pigmentos fotossintéticos em plantas de L. a/bus e de H. annuus controlo
(C), em défice hidrico ligeiro (DHI) e moderado (DHm), 48h (R48) e 72h (R72) depois da rehidratagiao
do substrato Valores médios * erro padrio (n = 5). O simbolo (*) indica diferengas significativas entre
as médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnett, « = 0.05). A letra L indica diferencas
significativas entre as médias de madrugada e a meio do dia (teste # de Student, & = 0.05). (V -
violaxantina; A - anteraxantina; Z — zeaxantina;)

Regime Lupinus albus Helianthus annnus
hidrico Madrugada Meio-dia Madrugada Meio-dia
Clorofila total C 313.0 + 27.4 293.5 +23.5 306.5 + 33.1 261.2 + 50.5
(mol/m?) DHI 267.3 + 11.7 286.4 + 34.0 323.6 +29.3 302.8 + 32.9
DHm 263.0 £ 29.1 256.8 + 10.1 410.8* £ 24.0 354.0 + 25.8
R48 271.0 + 7.3 275.6 + 16.1 300.8 + 14.1 342.6 +19.6
R72 306.4 + 12.1 279.0 + 11.0 333.8 +19.9 390.2 + 21.8
Clorofila a/b C 3.74 £ 0.10 372 +0.11 3.33 £ 0.05 352 +0.11
DHI 3.78 + 0.09 3.71 % 0.02 3.46 + 0.07 3.62 % 0.08
DHm 3.70 % 0.06 3.75 + 0.03 3.53 + 0.05 3.56 + 0.17
R48 3.77 £ 0.08 3.86 £ 0.08 3.58 £ 0.10 3.52 % 0.06
R72 3.85 +0.01 3.83 + 0.04 3.58 + 0.10 3.68 % 0.06
Carotenéides C 1189+93 111.3+92 86.4+ 7.5 65.5 + 12.2
(umol/m2) DHI 102.6 + 4.8 109.6 + 12.7 84.4 %77 75.9 + 8.2
DHm 102.8 + 10.8 101.8 £ 1.6 102.7 % 3.2 85.7L+ 55
R48 109.6 + 2.3 1124 + 6.7 704 + 4.7 81.8 4.1
R72 120.1 + 4.1 1122+ 48 79.3+5.3 937+ 52
B-caroteno C 39.943.9 379432 327426 249+ 4.6
(umol/m2) DHI 349 £2.0 368+ 4.4 321£26 202429
DHm 333437 323%15 382421 346423
R48 358+ 1.1 37.6+1.9 284+13 325+ 1.6
R72 39.8+1.3 37.1%1.6 30.6+1.8 37.3L415
Luteina C 42.0 £ 2.6 39.8 £ 3.3 27.4+ 2.6 21.6 * 4.1
(Wmol/m?) DHI 37.8+ 1.4 404+ 4.8 281427 251+ 34
DHm 39.1 £3.7 39.1 £ 0.8 351 % 0.17 2741 %19
R48 413+ 1.0 40.8 £ 2.5 232 %20 27.0 £ 1.5
R72 434+ 238 40.2+ 0.9 26.5+ 1.8 29.8 + 2.4
Neoxantina c 8.99 +0.68 7.78 +1.08 6.60+0.86 5324092
(mol/m?) DHI 7774 0.47 847 +1.13 6.94+0.74 5.68 % 0.80
DHm 7.25+0.84 7214021 7.99 +0.64 6424053
R48 7.73+0.46 8.2240.87 5.24%0.53 6.24 % 0.44
R72 7.8740.19 7.58+0.53 6.124+0.46 7.37+0.56
(V+A+Z) C 275422 248+1.6 18.6+ 1.6 128425
(mol/m?) DHI 21412 234424 163+1.7 148+ 14
DHm 228 +29 228+13 202 0.4 1611 £13
R48 243+ 13 254+ 2.0 12.6* 1.1 147409
R72 282409 265+2.0 14.8+12 17.8%1.0
Clorofila/ c 2.62 £ 0.04 2.64 £ 0.02 3.55+0.10 3.94 +0.13
Carotendides DHI 2,61 +0.03 2,62 % 0.02 3.82 0.1 4.02 % 0.20
DHm 2,55 + 0.04 2,52 % 0.08 4.00 £0.14 414 % 0.19
R48 2.47 £ 0.06 2.45* £ 0.04 432*+0.14 4224017

R72 2,55 + 0.02 2.49 + 0.03 4.22* +0.15 418 +0.16
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totais decresceu significativamente 48 h depois do inicio da rehidratagio (e manteve-se baixo
durante o restante periodo de rehidratacao), quando comparados com as plantas testemunha,
devido sobretudo ao ligeiro decréscimo no teor em clorofila total (Tabela V.4).

Nas plantas de H. annuus submetidas ao nivel de stresse mais severo, registou-se, de
madrugada, o aumento significativo do teor foliar em clorofila total (34%) relativamente as
plantas testemunha, bem como aumentos no teor foliar em pigmentos antioxidantes como o
B-caroteno (17%), a luteina (28%), a neoxantina (21%) e os carotendides totais (20%) (Tabela
V.4). Estas alteracoes no teor foliar em pigmentos nao sao atribuiveis a aumentos na massa
foliar especifica, uma vez que esta nao variou significativamente com os regimes hidricos
(dados nao apresentados). Nas plantas de H. annuus sob défice hidrico moderado ocorreu,
entre a madrugada e o meio do dia, o decremento generalizado dos teores em pigmentos,
especialmente dos teores em luteina, pigmentos do ciclo das xantofilas (V+A+Z) e
carotenoides totais (Tabela V.4). No entanto, tal como de madrugada, a meio do dia também

se registaram aumentos dos teores foliares em clorofila total (36%), carotendides totais (31%)
e ainda nos carotendides B-caroteno (39%), luteina (27%), neoxantina (21%), assim como no
teor foliar em pigmentos do ciclo das xantofilas nas plantas em stresse mais intenso

relativamente ao controlo. Embora nas plantas rehidratadas, de madrugada, o teor foliar em

carotendides totais e, de entre eles, o teor foliar em luteina, B-caroteno, neoxantina e
carotenoides do ciclo das xantofilas tenha retomado valores semelhantes aos exibidos pelas

plantas testemunha a mesma hora, a meio do dia os teores nestes pigmentos, especialmente

em P-caroteno, mantiveram-se superiores aos exibidos pelas plantas controlo (Tabela V.4).

Nas plantas de girassol a razao entre a clorofila @ e a clorofila 4 nao foi influenciada
pelos diferentes regimes hidricos, mas registou-se o aumento do teor foliar em clorofila total
relativamente aos carotenéides nas plantas rehidratadas principalmente de madrugada (Tabela
V4.

De um modo geral, as plantas testemunha de L. a/bus apresentaram teores foliares em
carotenoides superiores aos exibidos pelas plantas de H. annuus, especialmente em luteina e
nos pigmentos do ciclo das xantofilas (Tabela V.4). No entanto esta diferenca desapareceu nas
plantas sob stresse, em que devido aos aumentos observados nas folhas de H. annuus, os teores
foliares em carotenoides se igualaram nas duas espécies.

Nas folhas de L. a/bus, o défice hidrico induziu o aumento significativo do indice de
desepoxidacgao da violaxantina em anteraxantina e zeaxantina [(A+7Z)/(V+A+Z)] de
madrugada relativamente as plantas testemunha (Fig. 5.5). A meio do dia ocorreu também o

aumento para aproximadamente o dobro daquele indice nas mesmas plantas. Depois da
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rehidratacao do substrato (A+Z)/(V+A+Z) voltou a dectrescer para valores proximos dos
exibidos pelas plantas testemunha. Nao foram registadas diferencas entre (A+Z)/(V+A+Z)

de madrugada e a meio do dia.
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Figura 5.5 — Indice de desepoxidacio [(A+Z)/(V+A+Z)] em folhas de L. albus ¢ de H. annuus
submetidas a défice hidrico ligeiro e moderado e subsequente rehidratacio (C - controlo, DHI - défice
hidrico ligeiro, DHm — défice hidrico moderado, 48 h (R48) e 72 h (R72) depois da rehidratacio do
substrato). Valores médios ¥ erro padrio (n = 5). O simbolo (*) indica diferencas significativas entre as

médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnett, o = 0.05).

Nas plantas de H. annuus a razao (A+Z)/(V+A+7Z) ndo softreu alteracdes relacionadas
com os regimes hidricos nem com a hora de amostragem independentemente do nivel de
stress aplicado (Fig. 5.5).

Os indices de desepoxidacao da violaxantina em anteraxantina e zeaxantina foram
muito baixos em ambas as espécies devido ao facto de as amostras terem sido colhidas a baixa

intensidade luminosa.

Enzgimas do sistema antioxidante e teor em dialdeido malénico (MDA)
Nas folhas de L. a/bus em défice hidrico observou-se o decréscimo significativo da actividade
da peroxidase do ascorbato (Apx), bem como o decréscimo significativo da actividade da
redutase do desidroascorbato (DHAR) e da redutase do monodesidroascorbato (MDHAR)
nas folhas em défice hidrico mais intenso (Fig. 5.6). Nas folhas em stresse, a actividade da

redutase da glutationa (GR) nao se alterou significativamente mas aumentou durante a R48
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(Fig. 5.6). A actividade das enzimas Apx, MDHAR e DHAR recuperou para valores
semelhantes aos registados nas plantas testemunha a partir da R48, tendo acontecido o mesmo
com a actividade da GR na R72 (Fig. 5.6). A actividade da dismutase do superéxido (SOD)
subiu 46% nas plantas em défice hidrico mais ligeiro, mas esse aumento niao se manteve
quando se intensificou o stresse, tendo a actividade desta enzima nas plantas em stresse
moderado sido inferior (41%) a exibida pelas folhas controlo (Fig. 5.6). Durante o perfodo de
rehidratacao a actividade da SOD apresentou, em média, valores semelhantes aos exibidos
pelas plantas testemunha (Fig. 5.6). Os regimes hidricos nao impuseram alteragoes

significativas a actividade da catalase (Cat) nas folhas de L. a/bus (Fig. 5.0).
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Figura 5.6 — Actividade das enzimas do sistema antioxidante em folhas de L. albus e de H. annuus
submetidas a défice hidrico ligeiro e moderado e subsequente rehidratacio (C - controlo, DHI - défice
hidrico ligeiro, DHm — défice hidrico moderado, 48 h (R48) e 72 h (R72) depois da rehidratacio do
substrato; GR - redutase da glutationa, DHAR - redutase do desidroascorbato, MDHAR - redutase do
monodesidroascorbato, Cat - catalase, SOD - dismutase do superéxido, Apx - peroxidase do
ascorbato). Valores médios T erro padrio (n = 5). O simbolo (*) indica diferencas significativas entre

as médias de cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnett, o = 0.05).

Nas plantas de H. annuus nao se observaram altera¢Oes significativas nas actividades da
Apx, DHAR, MDHAR e GR impostas pelos regimes hidricos (Fig. 5.6). Nestas plantas, a

actividade da SOD nas folhas em défice hidrico ligeiro manteve-se igual a observada nas
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folhas controlo, mas nas folhas em défice hidrico mais intenso decresceu para valores
inferiores aos exibidos pelas folhas controlo (Fig. 5.6). Durante a rehidratacgao, a actividade
desta enzima continuou a decrescer, tendo na R72 atingido valores significativamente
inferiores (47%) aos exibidos pelas folhas controlo (Fig. 5.6). A actividade da catalase
decresceu 28% nas folhas sob défice hidrico ligeiro, mas nas folhas sob défice hidrico
moderado readquiriu actividade semelhante a exibida pelas folhas controlo, que se manteve

durante todo o periodo de rehidratagao (Fig. 5.0).
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Figura 5.7 - Teor foliar em dialdeido malénico (MDA) em plantas L. albus e H. annuns submetidas a
défice hidrico ligeiro e moderado com subsequente rehidratacdo (C - controlo, DHI - défice hidrico
ligeiro, DHm — défice hidrico moderado, 48 h (R48) e 72 h (R72) depois da rehidratacio do substrato).
Valores médios £ erro padrao (n = 5). O simbolo (¥) indica diferencas significativas entre as médias de

cada regime hidrico e o controlo (teste de Dunnett, o0 = 0.05).

Nas plantas de L. a/bus em défice hidrico moderado e em défice hidrico severo
verificou-se o aumento significativo do teor foliar em MDA (Fig 5.7). Depois do alivio do
stresse o teor foliar em MDA decresceu, tornando-se semelhante ao das plantas testemunha.

Nas plantas de H. annuus nao se observaram altera¢oes significativas no teor em MDA

relacionadas com os regimes hidricos (Fig. 5.7).

5.4. Discussio

Os valores de potencial hidrico de madrugada obtidos para as duas espécies, L. albus e
H. annuns indicam que ambas foram submetidas a défice hidrico ligeiro e, com a continuagao
da imposi¢ao do stresse, submetidas a défice hidrico moderado. Apesar de em nenhuma das

espécies se terem observado efeitos negativos dos défices hidricos nas taxas fotossintéticas em
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condi¢Oes ambiente nem ter ocorrido fotoinibicao, nas plantas de L. a/bus em stresse
moderado registou-se o decréscimo significativo da capacidade fotossintética. Este decréscimo
nao esteve associado a efeitos do défice hidrico sobre o teor em Rubisco, uma vez que este
nao foi afectado. No entanto, nas mesmas plantas ocorreu o decréscimo significativo da
eficiéncia de captura de energia de excitacdo pelos centros de reaccdo abertos (F°,/F’), que se
manteve nas plantas rehidratadas, onde se repercutiu num menor rendimento quantico do
PSII adaptado a luz (§p;;). Nas plantas de L. albus em stresse moderado, o decréscimo de
/¥, tera sido reflexo do aumento de NPQ (Baker 1991), o qual podera ter estado
relacionado com o aumento do indice de desepoxidagao dos pigmentos do ciclo das xantofilas
(Adams e Demmig-Adams 1992, Demmig-Adams e Adams 1992, Demmig-Adams ez a/. 1990).
Esta activacao do ciclo das xantofilas foi muito ligeira, uma vez que se traduziu num indice de
desepoxidagao muito baixo, provavelmente devido a baixa intensidade luminosa a que foram
recolhidas as amostras (Demmig-Adams e Adams 1992, Demmig-Adams e7 a/. 1998), e nao foi
suficiente para evitar o aumento da peroxidagao dos lipidos das membranas associado ao
aumento da produgdo de espécies reduzidas de oxigénio (Weber ¢f a/. 2004) em condigdes de
défice hidrico (Sgherry e Navari-Izzo 1995, Bartosz 1997, Fu e Huang 2001, Munné-Bosch ez
al. 2001).

O facto de NP nio ter diminuido e de ETR, que nas plantas C; é repartido
predominantemente entre a fotossintese e a fotorrespiracao (Krall e Edwards 1992, Wingler ez
al. 1999) se ter mantido em ambas as espécies em défice hidrico, ndo da indica¢oes de que
possa ter ocorrido o aumento da taxa de fotorrespiragao nestas plantas. Apesar de a reaccao de
Mehler também poder escoar parte dos electrdes de ETR, entre 2%, em condigdes normais,
até 30%, em condicoes de stresse (Polle 2001), é plausivel que possa ocorrer um aumento da
taxa desta reac¢ao sem que haja alterag¢oes significativas de ETR.

Enquanto o ciclo das xantofilas estd envolvido em evitar a formacao do tripleto da
clorofila (;Chl") (Demmig-Adams e Adams 1996, Niyogi e# a/. 1998) através do ‘quenching’
prévio do singleto da clorofila (,Chl) (Foyer e Harbinson 1999), os carotenéides como o
B-caroteno (Foyer e Harbinson 1999, Choudhury e Behera 2001), a luteina (Pogson e a/. 1998,
Niyogi 2000) e a neoxantina (Jung 2004) tém a capacidade de inactivar o ;Chl" bem como o
singleto do oxigénio (‘O,). A diferenga fundamental entre estes dois mecanismos é a de que,
enquanto o ciclo das xantofilas tem de ser activado e esta sujeito a regulagao, a fungao de
inactivacdo de ,Chl e de 'O, pelos carotendides é constitutiva e nio regulada (Foyer e
Harbinson 1999). A activagao do ciclo das xantofilas foi muito débil nas plantas de L. a/bus em

défice hidrico e nao foram registadas alteragdes do teor em pigmentos antioxidantes em
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resposta a imposi¢ao de défice hidrico, ligeiro ou moderado, além de que os dados de
fluorescéncia de clorofila # nao indicam que tenham aumentado as condi¢oes de reducao junto
ao fotossistema II. Pelo contrario, nas plantas de H. annuus, em que os dados de fluorescéncia
da clorofila « também nao indicam o aumento das condi¢oes de redugao junto ao fotossistema
I1, nao houve activagao do ciclo das xantofilas em qualquer um dos regimes hidricos, mas
registaram-se aumentos consideraveis no teor foliar em carotendides totais, especialmente no
teor foliar em B-caroteno, luteina, neoxantina e também no conjunto de pigmentos
pertencentes ao ciclo das xantofilas, nas plantas em défice hidrico moderado. O facto de as
plantas de L. a/bus terem apresentado, de um modo geral, teor foliar em carotendides superior
ao observado em H. annuus, excepto nas plantas em défice hidrico moderado, revela que
aquelas plantas possuem alguma proteccao constitutiva (Ratnayaka ez 2/ 2003) contra os
efeitos da sobreexcitacao da clorofila, enquanto as plantas de H. annuus revelaram aptidao para
melhorar a sua capacidade de sequestrar ;Chl e 'O, em resposta ao défice hidrico. A
transferéncia directa de electroes para os carotendides é apontada como uma das fontes de
‘quenching’ nao fotoquimico (Govindjee 1995), mas nas plantas de H. annuus o aumento do
teor em carotendides nao se repercutiu no aumento de NPQ. Este facto sugere que o aumento
no teor em carotendides constitua uma resposta induzida pelo défice hidrico nas plantas de H.
annuus, mas que nas condi¢oes de baixa intensidade luminosa e de défice hidrico pouco
intenso em que as plantas se encontravam nio tenha aumentado o ‘quenching’ directo de ;Chl’
ede 'O,

Nas plantas de L. a/bus em défice hidrico ligeiro registou-se o aumento da actividade
da dismutase do superéxido (SOD), ja observada em plantas em défice hidrico por varios
autores (Iturbe-Ormaetxe ef a/ 1998, Yu e Rengel 1999, Fu e Huang 2001, Lima e a/. 2002,
Srivalli ef al. 2003, Jung 2004) em que Yu e Rengel (1999) registaram o aumento preferencial
de Cu/ZnSOD e FeSOD, isoformas existentes no cloroplasto, em plantas de Lupinus
angustifolins. O aumento da actividade da dismutase do superéxido nas plantas de L. albus em
défice hidrico ligeiro aponta para que, apesar de nao terem sido detectadas diminui¢Ses nas
taxas fotossintéticas em simultaneo com modificacoes de ETR, tenha sido estimulada a
reac¢dao de Mehler no fotossistema I, facto mencionado anteriormente por varios autores para

diversas espécies em condi¢oes de défice hidrico (Osmond e Grace 1995, Biehler e Fock 1996,
Wingler ez a/. 1999, 2000). No decorrer da reac¢do de Mehler forma-se superéxido (O, )

(Foyer e Harbinson 1999). A SOD catalisa a dismutacido do O, a perdxido de hidrogénio
(H,0O,) e oxigénio molecular (O,) (Asada 1999). O H,O, formado no cloroplasto podera
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depois ser eliminado, através da sua redugao a agua, por ac¢ao da peroxidase do ascorbato
(Apx). Esta enzima utiliza o ascorbato como substrato, oxidando-o a monodesidroascorbato.
Para que o ciclo de elimina¢ao de H,O, continue, é necessaria a regeneragao do ascorbato.
Esta pode resultar da re-reducao do monodesidroascorbato, com electrées provenientes da
ferredoxina (Miyake e Asada 1994), do NADPH ou do NADH (Hossain ¢ Asada 1985),
catalisada pela enzima redutase do monodesidroascorbato (MDHAR), ou da reaccdo de
oxida¢ao-reduc¢ao do monodesidroascorbato em ascorbato e desidroascorbato (Polle 2001). O
desidroascorbato assim formado pode ser reciclado em ascorbato por via do ciclo
ascorbato-glutationa com participacao das enzimas redutase do desidroascorbato (DHAR) e
redutase da glutationa (GR) (Polle ez a/. 1990, Asada 1992, Bowler ef al. 1992, Asada 1999,
Foyer e Harbinson 1999, Polle 2001). No entanto, nas plantas de L. /bus em défice hidrico
ligeiro, a actividade da peroxidase do ascorbato diminuiu e as enzimas DHAR e MDHAR,
necessarias a regenera¢ao do ascorbato, nao foram activadas, sendo muito provavel que tenha
ocorrido acumulacdo de peroxido de hidrogénio, como foi observado em plantas de Medicago
sativa (Irigoyen et al. 1992), de Triticum aestivum (Sairam et al. 1998) e de Oryza sativa (Stivalli et al.
2003) em défice hidrico, na sequéncia da activagao da SOD, até porque a actividade da
catalase, outra enzima capaz de eliminar o H,O, (Larson 1988), também nao se alterou nas
plantas de L. a/bus em défice hidrico.

A acumulag¢ao de H,O, podera ter sido a origem possivel do stresse oxidativo que se
verificou nas folhas de L. a/bus em défice hidrico ligeiro, uma vez que na presenca de ides
metalicos e de superdxido o peréxido de hidrogénio reage, formando-se o radical hidroxilo
(reaccdao de Haber-Weiss) (Bowler ¢z a/. 1992, Benov 2001, Van Breusegem e7 a/. 2001), espécie
quimica muito reactiva, responsavel pela peroxidacao de lipidos, desnaturagao de proteinas e
por mutagdes no DNA (Bowler ez a/. 1992). De facto, Sairam e Srivastava (2000) observaram
que a degradacao da clorofila, o aumento da peroxidacao de lipidos e o decréscimo da
estabilidade das membranas foram induzidas pelo aumento da concentragao de peroxido de
hidrogénio, em folhas de T7itcum aestivum bem hidratadas, quando mergulhadas em solugoes
com diversas molaridades de peroxido de hidrogénio.

Nas plantas de L. a/bus em défice hidrico moderado continuou a ocorrer stresse
oxidativo, apesar da diminui¢ao da actividade da SOD. Este facto pode em parte dever-se a
continuag¢ao da diminuicao da actividade da Apx, que podera ter provocado um desequilibrio
entre a taxa de formagao de H,0O, por ac¢ao da SOD, e a taxa de elimina¢ao, por parte da
Apx, independentemente de as actividades enzimaticas de DHAR, MDHAR terem voltado a

ser semelhantes as observadas nas folhas controlo, ou mesmo de a actividade da GR ser
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superior a observada nas plantas controlo. Na verdade, sem a activacio da Apx nao ocorre a
reducao do H,0, a 4gua nem o ascorbato ¢ reduzido, pelo que alteragdes na actividade das
enzimas que participam no processo de regenera¢ao do ascorbato como a DHAR, MDHAR e
GR nio terdo influéncia na gestao das espécies reactivas de oxigénio.

Ao contrario do que se verificou em L. albus, nas folhas de H. annuus o défice hidrico
nao induziu qualquer alteracdo na actividade de nenhuma das enzimas do sistema antioxidante.
No entanto, Zhang e Kirkham (1996) observaram o aumento da actividade da Apx, DHAR,
MDHAR e da catalase em plantas de H. annuus em défice hidrico. As diferencas existentes
entre estes resultados residem talvez no facto de estes autores terem submetido as plantas em
défice hidrico a intensidades luminosas mais altas. O trabalho realizado por Sgherri e
Navari-Izzo (1995) confirma de algum modo esta hipotese, ja que estes autores também
observaram aumentos na actividade da Apx e do teor foliar em H,O,, num ensaio conduzido
no campo, em que as plantas em défice hidrico tinham um teor relativo em agua foliar
semelhante aos atingidos nos nossos ensaios. Adicionalmente, Yoshimura ez a/. (2000), num
trabalho realizado com Spinacea oleracea submetida a défice hidrico, stresse por excesso de
salinidade ou stresse por excesso de luz, s6 registaram aumento na actividade da Apx nas
plantas submetidas a irradiancia alta.

Nio tendo aumentado a actividade da SOD e nio havendo indicios de que a
fotorrespiragao tenha sida estimulada, nao parecem ter-se reunido condi¢des nas folhas de H.
annuus para a acumulacao de H,O,, tendo estas plantas tido a capacidade de evitar o stresse
oxidativo, como é demonstrado pela manutengao de niveis baixos de dialdeido malénico
(MDA).

Durante a rehidratacao das plantas de L. a/bus verificou-se um ligeiro decréscimo do
teor foliar em clorofila total e também um ligeiro aumento da propor¢ao dos carotendides
relativamente a clorofila total. Este decréscimos, indiciadores de entrada em senescéncia foliar
(Smart 1994, Merzlyak e Gitelson 1995), ndo foram estatisticamente significativos, mas as
folhas amostradas nas plantas rehidratadas tinham uma posi¢ao na planta cerca de duas folhas
acima das folhas anteriormente amostradas nas plantas em défice hidrico moderado. Nas
folhas de L. a/bus iniciadas a0 mesmo tempo que as folhas amostradas sob condigoes de défice
hidrico moderado, foram observados sintomas evidentes de senescéncia, que incluiram o seu
amarelecimento e queda, tal como Pinheiro ¢f 2/ (2001) ja tinham observado ser induzidos
pelo défice hidrico nesta espécie. Nas plantas de H. annuus nao foi observado qualquer

sintoma de inducao de senescéncia foliar pelos défices hidricos.
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O declinio nas defesas enzimaticas antioxidantes, como as ocorridas nas folhas de L.
albus em défice hidrico, foi apontado como a possivel causa para a senescéncia foliar em
diversas espécies (Ye et al. 2000, Prochazkova e al. 2001, Munné-Bosch ez a/. 2001). Assim, é
possivel que o stresse oxidativo detectado nas plantas de L. a/bus em défice hidrico tenha
despoletado o processo de senescéncia foliar e de abcisio observados.

A senescéncia foliar ¢ o resultado de um processo programado e altamente
coordenado ao nivel molecular, celular bioquimico e fisiolégico, que envolve toda a planta. A
aceleragao da senescéncia foliar em plantas em défice hidrico pode ser vantajosa para a planta
como um todo, ja que permite reduzir a area foliar e proceder ao desmantelamento organizado
de proteinas, lipidos e de outras macromoléculas e a sua exportagao para tecidos em
crescimento ou para 6rgaos de reserva (Munné-Bosch e Alegre 2004). Por outro lado, em
trabalhos realizados com genotipos de Triticum aestivum tolerantes e susceptiveis a secura,
Sairam ez al. (1998) verificaram que, nas plantas em défice hidrico, no genétipo tolerante, as
actividades da catalase e da peroxidase do ascorbato eram superiores e ocorfria menor
acumula¢ao de H,O, e menor peroxidagao de lipidos (avaliada pelo teor em dialdeido
malénico) que as registadas no gendtipo susceptivel, o qual exibiu menor actividade daquelas
enzimas e teores em H,O, e dialdeido malénico superiores. Noutro trabalho, Sairam ez 4.
(1997/98) obtiveram resultados semelhantes e verificaram o decréscimo do teor foliar em
clorofila total e em carotendides totais no genotipo susceptivel.

Apesar de L. albus ser uma espécie com alguma variabilidade genética no que respeita a
tolerancia ao défice hidrico, é considerada como uma espécie que evita o défice hidrico, ou
seja, uma espécie que deve completar o seu ciclo de desenvolvimento antes do agravamento
das condi¢bes de défice hidrico (Huyghe 1997). Os resultados obtidos em L. a/bus em défice
hidrico mostraram que, se por um lado estas plantas tém a possibilidade de evitar os efeitos da
sobreexcitagao da clorofila por ac¢ao dos carotendides, por outro lado o défice hidrico induz o
aumento do stresse oxidativo, o que, segundo os trabalhos de Sairam ¢# a/. (1997/98, 1998) é
caracteristico de plantas susceptiveis ao défice hidrico. Deste modo, o aumento do stresse
oxidativo nas plantas de L. a/bus pode corresponder a uma estratégia de sobrevivéncia da
planta inteira, através do sacrificio de algumas das folhas mais velhas por indugao da
senescéncia foliar, que lhe permita completar o seu ciclo vegetativo.

Ao contrario de L. albus, a espécie H. annuus é considerada tolerante ao défice hidrico
(Zhang e Kirkham 1996). De facto, estas plantas reagiram ao défice hidrico com o incremento
no teor foliar em pigmentos antioxidantes, aumentando deste modo a sua capacidade de

* 1 * . . . . ~ . .
sequestrar ;Chl e 'O, , constituindo esta uma primeira reac¢ao no sentido de evitar o stresse
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oxidativo. Por outro lado, o facto de nas plantas de H. annuus a actividade da Apx ser sempre
superior a verificada nas plantas de L. a/bus revela que tém uma maior capacidade de eliminar
o H,0,. Acresce ainda que, enquanto nas plantas de L. a/bus o equilibrio entre a actividade da
Apx e da SOD foi alterado no sentido da predominancia da SOD, o mesmo nao se verificou
nas plantas de H. annuus. Estes resultados apontam para a importancia do equilibrio entre a
actividade destas duas enzimas antioxidantes, como Sen Gupta ¢f a/. (1993) sugeriram, e vao de
encontro ao referido por Sairam ez al. (1998) segundo quem os sistemas de elimina¢do do
H,0,, nomeadamente aqueles em que participam a peroxidase do ascorbato e a catalase,
podem ser decisivos para conferir tolerancia a secura.

Os presentes resultados mostram que o défice hidrico por si s6, pode induzir respostas
normalmente associadas a ocorréncia conjunta de défice hidrico e altas irradiancias, tais como
o stresse oxidativo que ocorreu em L. a/bus e o aumento no teor foliar em pigmentos

antioxidantes que ocorreu em H. annuus.
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6. Consideragdes finais

Em condig¢bes de défice hidrico, a diminui¢ao da taxa fotossintética pode ser
essencialmente devida a diminui¢dao da condutancia estomatica (Davies e Zhang 1991, Cornic
e Fresnau 2002), a limitagdes ao nivel do mesofilo (Chaves 1991, Gunasekera e Berkowitz
1993, Tezara ef al. 1999, Pankovic ez a/. 1999) ou ainda a combinac¢ao de ambas (Tang e/ al.
2002), havendo quem defenda que as limitagdes ao nivel do meséfilo surgem apenas para os
niveis mais elevados de desidrata¢do dos tecidos, correspondentes aos défices hidricos mais
severos (Cornic 2000, Flexas e Medrano 2002). Enquanto a diminui¢do da condutancia
estomatica tera como efeito mais imediato a diminuicao da concentraciao de carbono nos
espagos intercelulares (Chaves 1991, Cornic 2000, Chaves 2003), as limitagdes ao nivel do
mesofilo incluem a diminui¢ao da condutancia do mesoéfilo para o CO, (Chaves 2003), o
decréscimo do teor foliar em ATP (Tezara ez al. 1999), a diminui¢ao da taxa de regeneracao da
RuBP (Gunasekera e Berkowitz 1993, Pankovic ¢z al. 1999, Tezara ef al. 1999) e o decréscimo
da actividade da Rubisco (Pankovic ez 2/ 1999). No entanto, a diminui¢ao da taxa
fotossintética devida ao decréscimo da concentragao de CO, nos espagos intercelulares
decorrente do decréscimo da condutancia estomatica pode implicar, sé por si, a redugao da
frequéncia do ciclo de Calvin com a consequente diminui¢do no consumo de ATP e NADPH,
inibicdo em ‘feedback’ da sua sintese e perturbagdo da taxa de transporte de electroes
dependente do fotossistema II. Deste modo, a diminui¢ao de NP devida a diminui¢ao da
condutancia estomatica podera dar inicio, manter ou intensificar varias modifica¢des no
metabolismo. Sabe-se também que o défice hidrico acelera a senescéncia das folhas mais
velhas em plantas de varias espécies (Aparicio-Tejo e Boyer 1983, O’Neill 1983, Olsson 1995),
podendo este processo constituir uma estratégia de sobrevivéncia da planta como um todo, ao
diminuir as suas necessidades em 4gua e simultaneamente permitir a reciclagem de nutrientes
pelos tecidos mais jovens ou em crescimento, ou ainda pelos 6rgaos de reserva (Munné-Bosch
e Alegre 2004). Por outro lado, David ez a/. (1998) observaram que a actividade fotossintética
de folhas mais jovens recuperou dos efeitos da imposigao dos défices hidricos, ao contririo do
que ocorreu em folhas mais velhas, nas quais a rehidrata¢ao pareceu agravar os efeitos do
défice hidrico sobre o desempenho do aparelho fotossintético, tal como ja havia sido sugerido
por Kaiser (1987) e por Dreesmann ¢ al. (1994).

Os resultados deste trabalho indicam que as restri¢oes a actividade fotossintética que
ocorreram nas plantas de H. annuus variaram com a idade foliar e com a intensidade do défice
hidrico imposto. A acumula¢ao de agtcares solaveis pode ter sido responsavel pela inibigao

em ‘feed-back’ da actividade fotossintética nas folhas jovens e nas folhas maduras de H. annuus
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(Sheen 1990). Adicionalmente, os resultados mostraram que, nas folhas maduras em défice
hidrico, as diminui¢des observadas nas taxas liquidas de fotossintese podem ter sido devidas a
activacao da fotorrespiracao e possivelmente da reacg¢ao de Mehler (ja observadas por Wingler
et al. (1999) e por Biehler e Fock (1996) em condi¢bes de défice hidrico), independentemente
da intensidade do stresse, enquanto nas folhas jovens a activagao destas vias metabdlicas s6
parece ter ocorrido nas plantas em stresse mais severo. A aparente activagao da
fotorrespiraciao e da reacgao de Mehler pode ter contribuido para evitar a fotoinibi¢ao crénica
(Osmond e Grace 1995, Kozaki e Takeba 1996) nas folhas em défice hidrico severo e também
nas folhas maduras em défice hidrico menos intenso. As folhas jovens em défice hidrico
revelaram capacidade de reforgar a sua protec¢ao antioxidante através do incremento no teor
foliar em carotendides, enquanto as folhas maduras controlo ja apresentavam teores altos
nestes pigmentos, que nao se alteraram com a imposi¢ao do défice hidrico. O maior aumento
de stresse oxidativo nas folhas mais jovens pode, em H. annuus, estar associado a uma
melhoria na sua capacidade de resistir ao défice hidrico, dadas as funcdes de sinalizacao
atribuidas a algumas espécies reactivas de oxigénio, nomeadamente na indu¢ao de genes que
codificam para dehidrinas e enzimas do sistema antioxidante (Weber ez a/. 2004) e na regulagao
do funcionamento das aquaporinas (Henzler ez a/. 2004). No entanto, a recuperagao da
actividade fotossintética apos a rehidratagao do substrato foi semelhante nas duas idades
foliares, apesar das diferencas registadas durante a imposi¢ao dos défices hidricos.

Em condi¢bes de campo o défice hidrico aparece normalmente associado a irradiancia
alta, pelo que a interacgao entre estes dois factores tem sido objecto de muitos trabalhos.
Varios autores demonstraram que a exposi¢ao das plantas a accao conjunta dos défices
hidricos e de altas irradiancias induz frequentemente fotoinibicao (Brestic ef a/. 1995, Valentini
et al. 1995, Heber et al. 1996, Yoshimura ez a/. 2000, Jiao e al. 2004,) mas os resultados de
Valladares e Pearcy (2002) indicam que a capacidade das plantas em recuperar dos efeitos do
défice hidrico a baixa intensidade luminosa nao s6 nao aumenta como pode inclusive diminuir.
Os resultados dos ensaios em que as plantas (controlo, em défice hidrico e em rehidratagao)
foram submetidas a diminuig¢oes transitérias da densidade de fluxo quantico mostraram que
em qualquer um dos regimes hidricos ocorreu a redugao da actividade fotossintética em
resposta a transicao para irradiancias baixas. Nesta situacdo, o défice hidrico ndo impos
qualquer reducao adicional nas taxas fotossintéticas. Nas plantas em défice hidrico severo
mantidas a irradiancia alta, a sinergia entre os dois factores contribuiu para uma aparente
indugio da fotorrespiracio e/ou da reac¢ao de Mehler e para a ocorréncia de stresse oxidativo,

o que nao se verificou nas plantas transferidas para intensidade luminosa baixa. As espécies
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reactivas de oxigénio indutoras de stresse oxidativo parecem ter um papel importante na
percepgao e reaccao a estimulos ambientais (Foyer e Noctor 2005), pelo que a auséncia de
stresse oxidativo pode em si mesma constituir uma desvantagem para as plantas transferidas
para irradiancia baixa. Os resultados obtidos nestas plantas sugerem que o défice hidrico pode
induzir por si s6 o aumento da protec¢io antioxidante através do incremento no teor foliar em
carotendides. O aumento do investimento em sacarose nas plantas em défice hidrico vai de
encontro as fungdes de protec¢ao contra os défices hidricos que lhe sdo atribuidas (Ingram e
Bartels 1996, Hoekstra ez a/. 2001), mas o estimulo aparente da exporta¢ao de fotoassimilados
durante a rehidratacao nas folhas transferidas para baixa intensidade luminosa leva a
considerar que a rehidratagdo levada a cabo sob baixa irradiancia possa conduzir a inibi¢ao do
crescimento. Deste modo, os resultados obtidos apontam para que nao haja vantagem na
imposicao dos défices hidricos ou da rehidratagao sob baixa intensidade luminosa. Neste
conjunto de ensaios os dados indicaram também que nem sempre o ‘quenching’ fotoquimico
esta directamente relacionado com o indice de desepoxidagao dos pigmentos do ciclo das
xantofilas, e que ambos os parametros dependem da intensidade luminosa.

Os estudos desenvolvidos em plantas sob stresse (e também em recuperagao) tém
evidenciado cada vez mais a importancia da funcdo sinalizadora das espécies reactivas de
oxigénio na reacgao das plantas aos estimulos externos (Foyer e Noctor 2005). No entanto,
esta fung¢ao implica também que haja um elevado grau de regulagao dos niveis de agentes
oxidantes e antioxidantes, regulacao na qual as enzimas do sistema antioxidante desempenham
um papel essencial (Sen Gupta ez al. 1993, Sairam e al. 1998, Sofo et al. 2005). Nos ensaios
realizados com Lupinus albus e com Helianthus annuns em fase reprodutiva verificou-se que,
quando submetidas a défice hidrico, cada espécie adoptou uma estratégia distinta para
enfrentar o stresse. Nas folhas amostradas das plantas L. a/bus em défice hidrico ligeiro parece
ter ocorrido a activagao da reaccao de Mehler com a consequente activagao da dismutase do
superoxido (SOD), apesar do teor em carotendides constitutivamente alto que estas plantas
evidenciaram. Este aumento da actividade da SOD foi acompanhado por uma diminui¢ao
significativa da actividade da peroxidase do ascorbato e este desequilibrio entre a actividade
das duas enzimas devera ter sido uma das origens do stresse oxidativo (Sen Gupta ez a/. 1993,
Sairam e al. 1998) que se observou. Este podera ter sido ainda o sinal indutor da entrada em
senescéncia foliar (Munné-Bosch e Alegre 2004) que se verificou em seguida. Por outro lado,
nas folhas de H. annuns em défice hidrico nao ocorreu stresse oxidativo e a actividade das
enzimas do sistema antioxidante também nao se alterou, tendo estas plantas evidenciado

aptidio para melhorar a sua capacidade de sequestrar o tripleto da clorofila (;Chl') e o singleto
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do oxigénio ('O, através do aumento do teor foliar em carotenoides, o que parece ser uma
resposta induzida pelo défice hidrico nesta espécie, mesmo a intensidades luminosas baixas.
Os resultados obtidos por Yoshimura ef a/. (2000) indicam que a actividade da Apx aumenta
em resposta a0 excesso de irradiancia e nao em resposta ao défice hidrico ou ao stresse por
salinidade, o que podera, pelo menos parcialmente, explicar porque nao aumentou a actividade
de Apx nos presentes ensaios. Este comportamento pode ainda constituir uma desvantagem
adicional (para algumas espécies) da imposi¢ao dos défices hidricos a baixas irradiancias, ao
contribuir para o desequilibrio entre as actividades da SOD e da Apx.

Apesar de os niveis de défice hidrico atingidos pelas plantas de L. a/bus e de H. annuus
nao terem sido muito intensos (ensaios de 2001), o aparecimento de stresse oxidativo nas
folhas de L. a/bus pode ter estado na origem da entrada em senescéncia foliar, indiciada pelo
decréscimo dos teores em clorofila total e da razao entre os teores em clorofila total e
carotendides (Smart 1994, Merzlyak e Gitelson 1995), das folhas em rehidratagao. A inducao
de senescéncia foliar foi confirmada pela visualizacao do amarelecimento e queda das folhas
com posi¢ao correspondente as que tinham sido amostradas nas plantas em défice hidrico.
Nas plantas de Lupinus albus, que tém como estratégia evitar a secura (Huyghe 1997), a indugao
da senescéncia foliar podera ser a estratégia que lhes permite aumentar as probabilidades de
conclusao do seu ciclo de vida em situa¢coes de défice hidrico. Ao contrario de L. albus, as
plantas de H. annuus, tolerantes a secura (Zhang e Kirkham 1996), demonstraram capacidade
de evitar o stresse oxidativo. No conjunto dos ensaios envolvendo plantas de H. annuus nio
foram detectados quaisquer indicios de senescéncia foliar nas folhas amostradas nem mesmo
nos casos em que foi detectado stresse oxidativo nas folhas em défice hidrico, pelo que se
sugere que nesta espécie serdo necessarios niveis de stresse oxidativo superiores aos atingidos
para induzir senescéncia foliar.

Enquanto em H. annuus os défices hidricos aparentam induzir mecanismos de
fotoprotec¢ao que se podem manter durante a rehidrataciao e com isso fazer com que estas
plantas adoptem niveis de produtividade mais baixos, expressos na recupera¢ao incompleta
das taxas liquidas de fotossintese, em L. a/bus a activagao dos mecanismos fotoprotectores
aparenta estar incluida numa estratégia de inducio de senescéncia foliar que podera permitir a

planta completar o seu ciclo de vida antes do agravamento das condi¢des de stresse.
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ANEXO1

Composigao das solugdes de rega para Lupinus albus:

L1 - Macronutrientes: 0.50 mM KCl, 0.25 mM K,SO, mM, 0.50 mM Ca(NO,),4H,0O,
0.20 mM MgSO,7H,0, 0.20 mM KH,PO,. Micronutrientes: Solucao stock A:

23.128 mM H,BO,, 4.573 mM MnCL4H,O ¢ 0.383 mM ZnSo,7H,O; Solucio stock B:

1.697 mM CoSO,7H,0, 0.180 mM (NH,);Mo-,0,,4H,0, 1.920 mM Na,CrO,,

1.966 mM NH,VO,, 1.704 mM NiSO,6H,0, 3.164 mM CuSO45H20 ¢ 98.02 mM H,SO,. As
solugoes A e B foram misturadas na propor¢ao de 1:20; a solugao resultante foi incorporada
na solucao nutritiva final na propor¢ao de 1:2500. Ferro: foi fornecido a solugao nutritiva na
proporgao de 1:2500, a partir de uma solugao mae com 1.14 g de Fe por L, preparada com
citrato de ferro (III) (19% de Fe I1I).

L2 - Macronutrientes: 1.250 mM KCI, 0.625 mM K,SO, mM, 1.250 mM
Ca(NO,),4H,0, 0.500 mM MgSO,7H,0, 0.500 mM KH,PO,. Micronutrientes: adicionados a
solucdo nutritiva a partir da mesma solu¢ao de micronutrientes descrita para a solugdao L1 na
proporcao de 1:1000. Ferro: adicionado a partir da solu¢ao mae descrita para solugao L1, na
proporgao de 1:1000.

L3 - Macronutrientes: 2.50 mM KCl, 1.25 mM K,SO, mM, 2.50 mM Ca(NO,),4H,0O,
1.00 mM MgSO,7H,0, 1.00 mM KH,PO,. Micronutrientes: adicionados a solu¢ao nutritiva a
partir da mesma solu¢dao de micronutrientes descrita para a solu¢ao L1 na proporcao de 1:500.

Ferro: adicionado a partir da solu¢ao mae descrita para solugao L1, na proporg¢ao de 1:500.



ANEXO II

Composigao das solugdes de rega para Helianthus annuus:

G1 - Macronutrientes: 0.4 mM Ca(NO,),4H,0, 0.2 mM KNO,, 0.07 mM NH,H,PO,
e 0.13 mM MgSO,7H,O. Micronutrientes: adicionados a partir de uma solu¢ao mae
(46 mM H,BO,, 9 mM MnCl,4H,0, 0.8 mM ZnSO,7H,0, 0.3 mM CuSO,5H,0, 0.02 mM
(NH,)6Mo-0,,4H,0) que foi diluida na solugao de macronutrientes na proporg¢ao de 1:15000.
Ferro: adicionado a partir de uma solugao stock com 1g de Fe por L de solugao, feita com um
preparado comercial, um quelato de Fe-EDTA com 13.2% de Fe, de modo a que a sua
concentrac¢ao final na solugao de rega fosse 1.2 UM.

G2 - Macronutrientes: 0.6 mM Ca(NO,),4H,0, 0.3 mM KNO;, 0.105 mM NH,H,PO,
e 0.195 mM MgSO,7H,0O. Micronutrientes foram adicionados a partir da mesma solugao mae
utilizada em G1 na proporgao de 1:10000. Ferro: adicionado a partir da mesma solugao stock
utilizada em G1, de modo a que a sua concentragao final na solucao de rega fosse 1.8 WM.

G3 - Macronutrientes: 1.20 mM Ca(NO,),4H,0, 0.60 mM KNO;,
0.21 mM NH,H,PO, e 0.39 mM MgSO,7H,O. Micronutrientes: adicionados a partir da
mesma solucao mae utilizada em G1, na propore¢ao de 1:5000. Ferro: adicionado a partir da
mesma solugao stock utilizada em G1, de modo a que a sua concentragio final na solugdo de
rega fosse 3.6 UM.

G4 - Macronutrientes: 1.800 mM Ca(NO,),4H,0O, 0.900 mM KNO,,
0.315 mM NH,H,PO, e 0.585 mM MgSO,7H,O. Micronutrientes: adicionados a partir da
mesma solugao mae utilizada em G1, na propor¢ao de 1:3333. Ferro: adicionado a partir da
mesma solucio stock utilizada em G1, de modo a que a sua concentragao final na solu¢ao de
rega fosse 5.4 WM.

G5 - Macronutrientes: 3.60 mM Ca(NO,),4H,0, 1.80 mM KNO;,
0.63 mM NH,H,PO, e
1.17 mM MgSO,7H,0. M1y pOVUTPLEVTEG: 0SLYLOVASOG O TOPTLP S0 LEGHE GoAv| ©0
n©e vumlodo eu I'l, vo tpomopl ©o de 1:1667. Peppo: ad1y10VUSO o TAPTLP SOt e
opo 6olv| ©o otoyk viillada e I'1, 8¢ 1080 o OvE o GV KOVYEVTPTA] ©0 PLVOA V

o GoAv| ©0 Se peyo pocoe de 10.8 M.



