UNIVERSIDADE DO ALGARVE

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

Proteccéo e avaliacdo de marcadores do stress
foto-oxidativo em Ceratonia siliqua L. e
Tuberaria major (Willk) P. Silva & Rozeira sob

altas temperaturas e défice hidrico

Tese de Mestrado Integrado em Engenharia Bioldgica

Ana Cristina dos Santos Vieira

Faro
2009



UNIVERSIDADE DO ALGARVE

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

Proteccéo e avaliacdo de marcadores do stress
foto-oxidativo em Ceratonia siliqua L. e
Tuberaria major (Willk) P. Silva & Rozeira sob

altas temperaturas e défice hidrico

Tese de Mestrado Integrado em Engenharia Bioldgica

Ana Cristina dos Santos Vieira
Supervisor: Prof.2 Doutora Anabela Romano

Co-supervisor: Doutora Leonor Osério

Faro
2009



O documento apresentado € da inteira responsabilidade da autora.



Declaracao

Na presente dissertacdo apresentam-se resultados que serdo alvo de publicagdo em

colaboracdo com A. Romano, L. Osério e J. Osério.

A autora declara que interveio na concepgéo e execu¢do do trabalho experimental, na
interpretacédo dos resultados e na redac¢do dos manuscritos enviados para publicagéo.

Faro, Novembro de 2009

Ana Cristina dos Santos Vieira



Agradecimentos

Chegado ao fim deste trabalho gostaria de expressar 0 meu reconhecimento a um

conjunto de pessoas que contribuiram para a realizacdo desta dissertacao.

Agradeco a Prof.2 Doutora Anabela Romano, minha orientadora, de uma maneira
especial pela oportunidade, condicGes e incentivo para a execucdo desta tese.

Agradeco também de uma forma especial a Doutora Leonor Osério, minha co-
orientadora, com quem tive o grande prazer de trabalhar e receber ensinamentos durante
a fase experimental e depois na redaccdo desta dissertacdo. Além do mais, muito
obrigada por toda a ajuda, forca e paciéncia em todos 0s momentos!

N&o posso deixar de me lembrar do Prof. Doutor Julio Osério que também me
apoiou durante a realizacdo deste trabalho, principalmente durante as medicGes dos
parametros fisiologicos. Muito obrigada por tudo!

Agradeco a todos do Laboratério de Biotecnologia Vegetal pelo acolhimento
fantastico, nomeadamente a Sandra Goncalves e a Neusa Martins pela disponibilidade e
ajuda na realizacdo do trabalho experimental. Sem elas ndo teria conseguido, muito

obrigada!

Ao meu pai agradeco por todo o afecto e carinho, obrigada pelo sacrificio. A minha
mée agradeco de uma forma muito especial por tudo e é a quem dedico este trabalho.

Muito obrigada!

A minha irma agradeco pela sua paciéncia e compreensdo em todas as ocasides, pelo
carinho e amizade que tantas vezes me transmitiu uma forca e alegria para continuar!

N&o esquecendo o meu cunhado. Muito obrigada!
De uma forma geral, agradeco a toda a minha familia pelas experiéncias vividas!

A todos 0s meus amigos obrigada por toda a amizade! A Telma, Patricia, Diana e
Carla obrigada pela infinita amizade, pelo companheirismo e por tornarem o meu

mundo mais alegre e divertido!

A todos que directa e indirectamente me ajudaram a realizar este sonho o meu
sincero “OBRIGADO”.



Lista de Simbolos e Abreviaturas

A - Area da amostra foliar

Ant - Antocianinas

AOls - Areas de interesse

APX - Ascorbato-peroxidase

BSA - Albumina bovina

CAT - Catalase

CC - Capacidade de campo

CCD - Cémara digital

Cl a - Clorofila a

Cl b - Clorofila b

Crt - Carotendides totais

Cl (a+b) - Clorofila total

CO, - Ditxido de Carbono

DTT - Ditiotreitol

E - Coeficiente de extin¢éo

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético
Fm - Fluorescéncia méxima

F'm - Fluorescéncia méaxima a luz

Fs - Fluorescéncia da clorofila no estado estacionario
F./Fnm - Eficiéncia quantica maxima do PSII
Fo - Fluorescéncia basal

GR - Redutase da glutationa

gs - Condutancia estomatica

HCI - Acido cloridrico

H,O - Agua

H,0, - Peroxido de hidrogénio

K - Potéssio

LMA - Massa foliar por area



MDA - Dialdeido malénico

Na - Sodio

O, - Oxigénio

O, - Radical superdxido

Ps - Peso fresco da amostra foliar

Pn - Taxa de fotossintese liquida

PPFD - Densidade de fluxo fotonico fotossintético

Ps - Peso seco da amostra foliar

PSII - Fotossistema 11

P - Peso turgido da amostra foliar

PVPP - Polivinilpolipirrolidona

gn - Coeficiente de extin¢do ndo fotoquimico

gp - Coeficiente de extin¢do fotoquimico

ROS - Espeécies reactivas de oxigénio

SLA - Area foliar especifica

SOD - Dismutase do superoxido

TBA - Acido tiobarbittrico

TBRAS - Substancias reactivas ao acido tiobarbiturico

TCA - Acido tricloroacético

TRA - Teor relativo em agua

¢no - Rendimento quéntico da energia dissipada no PSII de um modo n&o regulado
¢onpo - Rendimento quantico da energia dissipada no PSII de um modo regulado
¢opsii - Rendimento quéntico do PSII

¥ - Potencial hidrico foliar ao alvorecer

25 °C/CC - Plantas aclimatadas a 25/21 °C e regadas até a capacidade de campo
32 °C/CC - Plantas aclimatadas a 32/21 °C e regadas até a capacidade de campo
32 °C/SH - Plantas aclimatadas a 32/21 °C e submetidas a stress hidrico

32 °C/R - Plantas aclimatadas a 32/21 °C e recuperadas do stress hidrico



Resumo

No campo, as plantas estdo frequentemente expostas a seca e temperatura elevada,
simultaneamente. Estas condi¢fes ambientais podem tornar-se factores graves de stress
num futuro proximo em consequéncia das alteracdes climaticas globais previstas. O
conhecimento dos mecanismos fisiologicos e moleculares de adaptacdo/defesa das
plantas aos stresses hidrico e temperatura elevada podera ajudar a reduzir o impacto
destes stresses na vegetacdo mediterranica.

Os objectivos deste trabalho foram: estudar as respostas imediatas e as estratégias
adaptativas da actividade fotossintética aos stresses hidrico e térmico, e avaliar a
capacidade de resisténcia ao stress foto-oxidativo em duas espécies mediterranicas,
Ceratonia siliqgua L. e Tuberaria major (Willk) P. Silva & Rozeira. Com esta
finalidade, plantas em vaso foram crescidas em condigdes controladas de temperatura,
luz e disponibilidade hidrica. Posteriormente foram expostas a temperatura elevada e a
um défice hidrico lento e progressivo, seguido de recuperacdo. Verificou-se que o
estado hidrico, em ambas as espécies, ndo foi afectado pela temperatura elevada, mas
esta interagiu com o défice hidrico resultando num decréscimo acentuado do potencial
hidrico foliar (¥) e do teor relativo em agua (TRA), particularmente em C. siliqua. A
baixa disponibilidade de agua levou a uma depressédo da taxa fotossintética, em grande
parte devido ao fecho dos estomas. No entanto, os parametros da fluorescéncia da
clorofila a e respectivas imagens indicaram que a inibicdo da actividade fotossintética
da C. siliqua originou danos fotoinibitorios (decréscimo da eficiéncia quantica maxima,
Fu/Fm) e oxidativos (acréscimo dos teores em dialdeido malonico, MDA) nas folhas,
apesar do aumento das concentracdes de moleculas protectoras (carotendides,
antocianinas e prolina). Aléem disso, estes stresses originaram um decréscimo da
actividade da catalase (CAT) e ndo alteraram a actividade da ascorbato-peroxidase
(APX), o que indica que o sistema de eliminacdo de espécies reactivas de oxigénio,
determinante da tolerdncia a stresses abioticos, ndo funcionou eficientemente em C.
siligua. Contrariamente, os efeitos da escassez de agua disponivel no solo e a
temperatura elevada foram minimos em T. major. Ndo foram detectados danos foto-
oxidativos, embora a taxa fotossintética tenha sofrido uma reducdo devido ao défice
hidrico. O teor de MDA nédo foi incrementado e 0 aumento na concentracdo de
carotendides e antocianinas parece ter sido suficiente para manter a integridade das

membranas do sistema fotossintético.



Apesar de ambas as espécies terem conseguido recuperar a actividade fotossintética
apos irrigacdo, 0s mecanismos e a capacidade de resisténcia a seca sob temperatura
elevada sdo diferentes nas duas espécies estudadas, apresentando a C. siliqua,

aparentemente, menos tolerancia ao stress hidrico comparativamente a T. major.

Palavras-chave: antocianinas; carotendides; Ceratonia siliqua; enzimas antioxidantes;
fluorescénscia da clorofila; fotossintese; peroxidacdo lipidica; pigmentos

fotossintéticos; prolina; temperatura elevada; Tuberaria major; seca.



Abstract

In the field, plants are often exposed simultaneously to drought and high
temperature. These environmental conditions can become serious stress factors in the
near future as a consequence of predicted global climate changes. The knowledge of
physiological and molecular adaptation/defence mechanisms of plants to water stress
and high temperature may help to reduce the impact of these stresses in Mediterranean
vegetation.

The main objectives of this work were: to study the immediate responses and
adaptative strategies of the photosynthetic activity to water and thermal stresses, and to
evaluate the symptoms of photoxidative damage in two Mediterranean species,
Ceratonia siliqua L. and Tuberaria major (Willk) P. Silva & Rozeira. Potted seedlings
were grown in controlled environment chambers and exposed to water stress and high
temperature. Water status and photosynthetic performance were negatively affected by
high temperature when water was scarce. Water potential (V') and relative water content
(TRA) attained very low values, particularly in C. siliqua, which triggered the stomatal
closure and consequently photosynthesis depression. Leaves of C. siliqua grown under
low water conditions under high temperature, revealed signs of photoinhibition
(decreases in maximum quantum efficiency of PSII, F,/F,) and of oxidative stress
(increases in foliar malondialdehyde concentration, MDA). Nevertheless, these plants
developed some defence mechanisms against oxidative stress, like the increase in
carotenoids, proline and anthocyanins concentrations. Moreover, it seems that the
scavenging function of catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX) were impaired
in these plants. Comparatively, T. major revealed a higher protection against photo-
oxidative stress. Despite the reduction in photosynthetic rates, was not detected any
photoinhibition or signs of oxidative stress. The Fv/Fm was not depressed by low water
and MDA was not incremented.

So, the increase in carotenoids and anthocyanins concentrations seems to be adequate
to maintained membrane integrity of photosynthetic system. Despite both species had
recovered photosynthetic performance after irrigation, data collected in this work
indicate that C. Siliqua, possibly, is less tolerant to water stress under high temperature

than T. major.
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Key-words: anthocyanin; carotenoids; Ceratonia siliqua; antioxidant enzymes;
chlorophyll fluorescence; photosynthesis; lipid peroxidation; photosynthetic pigments;
proline; high temperature; Tuberaria major; drought.
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Introducéo

1. Introducéo geral

1.1. Clima mediterranico e alteracdes climaticas

A mudanga climética global introduzird definitivamente alteracGes nos ecossistemas
naturais e agricolas. Na realidade, o clima est4d a mudar devido a emissdo de gases com
efeitos de estufa para a atmosfera e as profundas alteracbes no uso dos solos, ambas
provocadas pelas actividades humanas (Santos et al., 2001). Segundo alguns autores a
Bacia do Mediterraneo serd mais fortemente afectada pelas variagGes do clima global do
que a maior parte das restantes regides do planeta (Petit et al., 2005). Em termos
climaticos vastas zonas de Portugal e, em particular, a regido algarvia, enquadram-se no
clima tipo mediterranico. Este tipo de clima caracteriza-se por chuvas pouco abundantes
concentradas nos periodos mais frescos do ano, nomeadamente no QOutono e na
Primavera, alternando com periodos quentes e secos, e praticamente sem chuva no
Verdo (Pessoa et al., 2004). Como se pode verificar pelos normais climatologicas
referentes ao periodo 1971-2000 para o Algarve (Figuras 1.1, 1.2) fornecidos pelo
Instituto de Meteorologia de Portugal, a temperatura média maxima nos meses mais
quentes de Verdo foi de 30 °C, enquanto a minima foi de 18,4 °C. Por outro lado, a

precipitacdo média nesses meses foi de 2,2 mm.

o V. R. S. Antonio/Faro, 1971-2000
- 35

jan | fev |mar | abr | mai | jun | jul | ago | set | out | nov | dez
Maxima| 15,7 |17.0 [19.3 [20.8 (23,2 [26.6|30,0[30,0(27,7|23,5|194|16.5
5190 |10412,8/158(183(185(17,0{13,7|10,2| 8,0

=—Ninima | 6.2 | 7.

Figura 1.1. Valores médios mensais das temperaturas correspondentes ao periodo de 1971-2000

na regido Algarvia (Fonte: Instituto de Meteorologia de Portugal).
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V. R. S. Antonio/Faro, 1971-2000

min

120

100 A

1 (10 {0 110 10 (e [ﬂ

jan | fev |mar | abr | mai| jun | jul | ago | set | out |nov
ETotalmeédio  |70,046,9|37,6/46.5|28,8| 6.5 | 2.3 | 2.1 [14.4]46,8|76,5

rMaximo diario | 79,5|90,0/66,0|55,645,0{22,0{17,5|13,0/40,1|66,6{101,(92,5

Figura 1.2. Valores médios mensais das precipitagdes correspondentes ao periodo de 1971-

2000 na regido Algarvia. (Fonte: Instituto de Meteorologia de Portugal).

No entanto, segundo as simulagdes obtidas com os modelos HadRM GCM (General
Circulation Models) (Santos et al., 2001), o cenério esperado para Portugal num futuro
proximo, perspectiva um aumento da aridez devido a temperaturas mais elevadas
(Figura 1.3) e um decréscimo, embora pequeno, das chuvas que serdo mais

concentradas no Inverno.

1 1 |h 10° g 8 7
} x 1 1 | Il
42° 0. 5 =._>; -42° 2o sz
1°-] ) K
41 41 41
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40° & : 0o
/ : 4 40°- -40°
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) St 40
b | } -39 . p ane al
! B = =
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3 4 s -3 | R
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—— i - 0 2040 Kibomaeters

a) b)
Figura 1.3. Temperatura maxima em Portugal Continental no Verdo (Junho/Julho/Agosto)

obtida com o modelo regional de clima HadRm para: a) simulacdo de controlo; b) simulacdo
com aumento de CO,, GGO; (no periodo 2080 - 2100) (Santos et al., 2001).




Introducéo

De acordo com o IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change) haverd uma
subida da temperatura média em todas as regides de Portugal de 1,7 a 4,0 °C até 2100
(IPCC, 2001). Além disso, a precipitacdo anual na regido mediterranica sofrera um
decréscimo de 5-20% até 2050 com maiores percentagens de reducao durante o Verdo
(Ragab e Prudhomme, 2002), o que conduzira a uma diminui¢do consideravel da

quantidade de &gua disponivel no solo, particularmente na Primavera, Verdo e Outono.

1.2. Alteracg0es climaticas e seus efeitos nas plantas

1.2.1. Introducgéo

Perante a crescente inevitabilidade das alteracfes climaticas globais, é cada vez mais
importante estudar os efeitos que essas alteracGes poderdo provocar nas plantas, pois
podem tornar-se factores de stress, uma vez que o stress pode ser considerado um
desvio significante e duradouro das condigcdes favoraveis. De acordo com Larcher
(2000), o stress € um estado funcional em que demandas anormais levam a
desestabilizacdo dos processos vitais e, simultaneamente, a uma restabilizacdo e
aclimatacdo por mecanismos de proteccdo. A compreensdo dos mecanismos de
reaccao/tolerancia das plantas, nativas e cultivadas, a stresses ambientais € essencial
para levar a cabo programas de melhoramento visando a reducdo do impacto do stress
abidtico e a obtencdo de culturas capazes de tolerar as futuras alteragcdes climéticas. Por
sua vez, a biotecnologia moderna oferece novas ferramentas para a melhoria da
agricultura e sua sustentabilidade (Chaves e Oliveira, 2004), sendo uma aliada dos
programas de melhoramento classico, capaz de introduzir de uma maneira rapida e
precisa novas caracteristicas em plantas seleccionadas. Na maioria das vezes, as
agressdes do meio ambiente provocam na planta a acumulacdo de radicais livres, o que
pode contribuir para a perda de produtividade. Assim, um melhor conhecimento dos
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos subjacentes a resposta a secura e as
temperaturas elevadas podera facilitar a identificacdo dos genes do metabolismo
antioxidante activados, o que é fundamental para o desenvolvimento de novas
estratégias de manipulacdo genética das plantas (Valliyodan e Nguyen, 2006).

Embora a regido mediterranica possua uma flora muito rica, apresenta uma grande
susceptibilidade ambiental (Pessoa et al.,, 2004). Face aos cenarios climaticos

apresentados, varias espécies endémicas e cultivadas nesta regido poderdo, num futuro
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préximo, estar ameagadas devido a sua susceptibilidade a danos provocados pelo défice
hidrico e temperaturas elevadas. Estes importantes factores ambientais restringem o
crescimento e a fotossintese e, a adaptacdo das plantas as novas condi¢des climaticas,
passara pela capacidade de resposta do aparelho fotossintético as alteracbes ambientais.
Tem sido demonstrado que a combinagdo de potenciais factores de stress (temperatura
alta ou baixa, humidade relativa baixa e luz alta), predispdem as plantas a fotoinibicdo
ou a um processo de regulacdo negativa, ou seja, contribuem para a reducdo da
assimilacdo de carbono com reflexos negativos no crescimento e sobrevivéncia das
plantas (Chaves e Oliveira, 2004), podendo, em casos mais graves, levar a foto-

oxidagéo e morte.

1.2.2. Estratégias para sobreviver ao défice hidrico e temperaturas elevadas

A habilidade das plantas para sobreviverem as consequéncias de um stress designa-se
por resisténcia e varia com o genoétipo (Chaves et al., 2002). De acordo com Reddy et
al. (2004), os stresses afectam negativamente o crescimento, metabolismo e producéo
das plantas. Por outro lado, os varios tipos de stress podem interagir uns com 0s outros
modificando as respostas da planta. Por exemplo, as temperaturas extremas podem
interactuar com a seca, agravando os efeitos negativos na producéo e na qualidade das
culturas (Ashraf e Foolad, 2007). Assim, as plantas para enfrentarem os diferentes
stresses abidticos tém desenvolvido uma série de mecanismos para contornar potenciais
efeitos prejudiciais (Reddy et al., 2004). As estratégias da planta para controlar o estado
hidrico e resistir a desidratacdo sdo numerosas. Classicamente a resisténcia a seca tem
sido dividida nas seguintes estratégias: escapar, evitar ou tolerar a seca. As plantas
podem:

i) escapar a desidratacdo encurtando o seu ciclo de vida de modo a completa-lo antes
da ocorréncia do défice hidrico (Chaves e Oliveira, 2004);

ii) evitar a desidratagdo maximizando a entrada de dgua e minimizando as perdas de
agua, principalmente através do controlo estomatico e da condutividade hidraulica. Esta
estratégia € geralmente obtida através de alteracGes morfoldgicas na planta, tais como
diminuicdo da area foliar, desenvolvimento extensivo do sistema radicular e aumentos
na razao raiz/parte aérea, assim como reducdes na condutancia estomatica. Assim, evitar
a seca é a capacidade da planta manter elevado o contetdo hidrico do tecido sob

condicdes de escassez de agua (Reddy et al., 2004);

4
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iii) tolerar a desidratacdo desenvolvendo mecanismos adaptativos incluindo
mudancas nas caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas, que lhes
permitem ultrapassar o stress abidtico ambiental. Assim, a tolerdncia & seca € a
capacidade da planta manter as suas fun¢Ges normais mesmo a potenciais hidricos
baixos (Reddy et al., 2004). A toleréncia dos tecidos vegetais a desidratacdo grave ndo é
comum na maioria das plantas superiores, mas surgem em espécies nativas de
ambientes extremamente secos (Chaves e Oliveira, 2004). A toleréncia a stresses
abidticos € muito complicada em todas as plantas e a nivel celular, devido a
complexidade das interaccBes entre factores de stress e os varios fendémenos
moleculares, bioquimicos e fisioldgicos que afectam o crescimento e o desenvolvimento
das plantas (Ashraf e Foolad, 2007).

No entanto, estas estratégias ndo sdo mutuamente exclusivas e, na pratica, as plantas
podem apresentar varios tipos de combinacdo de respostas (Ludlow, 1989). Segundo
Valliyodan e Nguyen (2006), os tecidos vegetais podem manter a turgescéncia durante a
seca evitando a desidratacdo ou tolerando a desidratacdo ou ambos 0s processos.

Em suma, a adaptacéo e resisténcia das plantas a stresses ambientais traduzem-se em
alteracdes no metabolismo da célula vegetal, que por vezes em condi¢des de stress
intenso, e devido as moléculas alvo serem demasiado danificadas, pode resultar numa
morte celular (Reddy et al., 2004). Assim, segundo 0 mesmo autor, compreender as
respostas fisioldgicas, bioquimicas e moleculares, resultantes da exposicdo das plantas a
stresses abidticos, é crucial para compreender 0s mecanismos de resisténcia das plantas

a condi¢bes ambientais adversas.

1.2.3. Comportamento fisiologico, danos oxidativos e proteccdo antioxidativa

A seca conjugada com elevadas temperaturas € uma das maiores limitacdes a
expansdo de culturas (Chaves e Oliveira, 2004), pois inibe o crescimento da planta
devido aos efeitos negativos sobre os principais processos fisioldgicos e bioquimicos
(Tatar e Gevrek, 2008). O tipo de respostas ao défice hidrico e temperatura elevada
depende da espécie, do estadio de desenvolvimento, do estado metabdlico e da
capacidade protectora da planta, assim como da duracdo e da intensidade do stress
(Reddy et al., 2004; Simova-Stoilova et al., 2008). Estas respostas podem incluir, entre
outras, a diminuicdo da abertura estomatica, a producdo de proteinas especificas, o

ajustamento osmotico e alteracdes nos niveis enddgenos dos reguladores de crescimento
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(Passioura, 1983). A nivel celular pode ocorrer a perda de rigidez, mudancas na fluidez
e composicdo da membrana, alteracbes nas concentracbes de solutos, e interaccOes
proteina-proteina e proteina-lipidos (Valliyodan e Nguyen, 2006). Embora a expansdo
celular seja um dos primeiros processos a ser afectado, a fotossintese € um dos
processos fisiologicos mais sensivel ao défice hidrico e temperaturas elevadas (Chaves
et al., 2002). No caso de um défice hidrico moderado, o fecho dos estomas é parcial e a
planta recupera rapidamente quando se restabelecem as condic¢des hidricas favoraveis
(Teixeira e Ricardo, 1983). O mesmo pode ndo acontecer quando o défice hidrico tem
efeitos mais dréasticos, conduzindo ao fecho completo dos estomas. Em tais condicdes, a
planta leva varios dias a recuperar e, em casos extremos, a capacidade fotossintética
original pode nunca chegar a ser restabelecida (Teixeira e Ricardo, 1983).

A limitacdo da assimilacdo do CO, em plantas sujeitas a défice hidrico e/ou
temperaturas elevadas provoca uma sobre-reducdo da cadeia fotossintética de electrdes
e, se for excedida a capacidade de dissipar energia da radiagdo em excesso daquela que
pode ser consumida, desencadeia-se 0 mecanismo de fotoinibicdo e a producdo de
espécies reactivas de oxigeénio (ROS) (Demmig-Adams e Adams, 1996). No entanto, as
plantas possuem um sistema antioxidante complexo que lhes permite confrontarem-se
com o ROS (Smirnoff, 1993). Contudo, quando a acumulacdo de ROS em condi¢des de
stress (hidrico, térmico, etc.) excede a capacidade de remocédo do sistema antioxidante,
aparecem os danos oxidativos, incluindo a oxidacdo celular dos lipidos e proteinas,
destruicdo dos pigmentos fotossintéticos e inactivacdo das enzimas fotossintéticas
(Smirnoff, 1993). Entdo, o desenvolvimento do stress oxidativo € um resultado do
desequilibrio entre a formacdo de especies reactivas de oxigénio (ROS) e a sua
desintoxicacdo (Simova-Stoilova et al.,, 2008). Os radicais livres podem atacar
directamente os acidos gordos polinsaturados nas membranas e iniciar a peroxidacéao
lipidica provocando danos nas membranas (Chen et al., 2006). Como as membranas sao
0s primeiros alvos de muitos stresses, designadamente o hidrico e o térmico, a
manutencdo da sua integridade e estabilidade é um importante componente da tolerancia
a seca e as altas temperaturas. Por sua vez a danificacdo das membranas leva a um
decréscimo da actividade fotossintética. O aumento do nivel de peroxidacéo dos lipidos
das membranas resulta num aumento da concentracdo do dialdeido maldénico (MDA),
que é considerado como o principal parametro para avaliar a extensdo da oxidacdo da
membrana (Al-Ghamdi, 2009). O dialdeido mal6nico é formado através da auto-

oxidacg&o e degradacdo enzimética dos acidos gordos polinsaturados nas células (Hodges
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et al.,, 1999). A determinacdo do MDA ou de substancias reactivas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) tem sido amplamente utilizada desde os anos 1950 para estimar
a peroxidacdo dos lipidos nas membranas e sistemas biologicos (Jiang e Huang, 2001;
Correia et al., 2006). A presenga de MDA nos tecidos tem sido relacionada com a
inducdo da expressao de genes que codificam para enzimas do sistema anti-ROS, como,
por exemplo, a dismutase do superéxido (SOD) e a peroxidase do ascorbato (APX).
Assim o aumento do teor foliar de MDA, para além de ser indicador do stress oxidativo,
também pode contribuir para a inducdo de mecanismos protectores dos tecidos contra 0s
stresses. De acordo com Smirnoff (1993), o decréscimo no contetdo em clorofila
também é um sintoma tipico do stress oxidativo e pode resultar da sua degradacdo ou de
deficiéncia na sua sintese juntamente com alteracbes da estrutura das membranas
tilacoidais.

O stress oxidativo desenvolvido como um efeito secundario, é, pois, potencialmente
muito danificador da maquinaria fotossintética e, portanto, a capacidade de resposta dos
sistemas protectores € um aspecto relevante a considerar na aclimatacdo a novas
condigdes ambientais. Por isso a tolerancia a condigfes ambientais também esta
relacionada com o aumento da capacidade de limpar ou desintoxicar espéecies reactivas
de oxigénio (ROS) (Chen et al., 2006).

Sabe-se hoje que existem processos de proteccdo que permitem ndo s6 dissipar o
excesso de energia como também aumentar o catabolismo dos radicais livres de
oxigénio. A energia da luz visivel absorvida pelas folhas pode ser usada na fotoquimica
(e ultimamente na assimilacdo do carbono), dissipada como calor ou reemitida como
fluorescéncia (Baker, 2008). O stress abidtico afecta profundamente a propor¢édo desses
processos e a capacidade das plantas para enfrentar o stress esta directamente
relacionada com a sua capacidade de dissipacdo do excesso de energia.

O excesso de energia, ndo utilizada na fotossintese, pode ser dissipado directamente
nos complexos clorofila-carotendides das antenas do sistema fotossintético 11 (PSII)
através da activacdo do ciclo das xantofilas (Demmig-Adams e Adams, 1996). Estes
mecanismos de dissipacdo de energia sdo indicados por declinios na fluorescéncia da
clorofila a, traduzindo-se pelos coeficientes de extingcdo da fluorescéncia, (coeficiente
de exting¢éo fotoquimico, g, e coeficiente de extin¢édo ndo fotoquimico, gqn) mensuraveis
com fluorimetros de luz modulada. Entéo, os efeitos dos factores climéaticos ou regimes
hidricos no desempenho fotossintético das plantas podem ser rapidamente avaliados

pela medicdo da fluorescéncia da clorofila, que é um método ndo invasivo e ndo
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destrutivo (Baker, 2008). Este método tem sido frequentemente usado como um
potencial indicador de stress ambiental e como um método de seleccdo de plantas
resistentes a esses stresses (Guo et al., 2005). Os rendimentos quanticos: i) do PSII
(dpsn), i) da dissipacdo de energia regulada (¢dneg), € iii) da dissipagdo de energia ndo
regulada (¢no), que descrevem o destino da energia no PSII, ddo indicacOes sobre a
capacidade das plantas se defrontarem com o excesso de energia de excitagcdo
(Klughammer e Schreiber, 2008). Outras vias metabdlicas como a fotorrespiracéo e a
reaccdo de Mehler também funcionam como sumidouros importantes dos electrdes
resultantes de energia em excesso nos cloroplastos, em plantas submetidas a défice
hidrico e/ou temperaturas elevadas. Contudo a fotorrespiracdo tem como produto final o
perdxido de hidrogénio (H,0,) e a reaccdo de Mehler o radical superéxido (O3), ambos
espécies reactivas de oxigenio.

A capacidade das plantas superiores em eliminar estas espécies reactivas de oxigénio
toxicas parece ser um factor primordial na tolerancia ao stress ambiental. Se ndo forem
eliminados, os ROS acima mencionados podem ser convertidos em radicais hidroxilos
altamente toxicos que podem danificar membranas celulares, proteinas e &cidos
nucleicos. A proteccdo de antioxidantes nas células vegetais é complexa e altamente
compartimentada, compreendendo compostos enzimaticos e nao-enzimaticos (Simova-
Stoilova et al., 2008) que desempenham um papel importante a fim de evitar efeitos
nocivos dos radicais livres (Tatar e Gevrek, 2008). Do sistema de enzimas antioxidantes
fazem parte a dismutase do superoxido (SOD), a catalase (CAT), a peroxidase do
ascorbato (APX) e a redutase da glutationa (GR). A SOD é responsavel pela eliminacgéo
do radical O,", nomeadamente nos cloroplastos (Bowler et al., 1992). A catalase degrada
H,0, a H,O e O, nos peroxisomas e mitocondrias (Scandalios, 1994). As peroxidases
usam o ascorbato ou compostos fendlicos para remover o H,0O, de varios
compartimentos subcelulares (Castillo, 1992). Entre os outros antioxidantes fisiologicos
ndo enzimaticos, que também contribuem para a dissipacdo dos radicais livres de
oxigénio, contam-se 0 ascorbato e a glutationa. O ascorbato é o principal antioxidante
primario que reage directamente com radicais hidroxilo, radicais de anido superéxido e
singletos de oxigénio e a glutationa € um tampéo redox e um substrato que mantém o
ascorbato na forma reduzida por via de ascorbato-glutationa (Simova-Stoilova et al.,
2008).
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A acumulagdo de alguns solutos organicos compativeis, denominados
osmoprotectores ou osmolitos (Reddy et al., 2004; Ashraf e Foolad, 2007), como sejam
0s agUcares, as betainas e a prolina, é também uma reac¢do das plantas ao stress hidrico
e térmico. Geralmente, estes solutos protegem as plantas da seca contribuindo para o
ajuste osmotico celular, desintoxicacdo/eliminacdo de espécies reactivas de oxigénio e
proteccdo da integridade/estabilidade da membrana e de proteinas (Ashraf e Foolad,
2007) e sdo degradados apds o alivio do stress (Valliyodan e Nguyen, 2006). Devido a
limitacdo hidrica no solo a volta da raiz, alguns compostos como a prolina criam nas
células condicBes adequadas para 0 acesso a agua (Tatar e Gevrek, 2008). Segundo este
autor, a prolina é um agente osmoprotector, e também esta envolvida na reducdo dos
danos oxidativos por eliminacdo e/ou reducdo de radicais livres. Embora haja um
consenso de que a maioria dos factores de stress incrementam a acumulagdo de prolina
nas plantas, ainda ndo é claro se este composto estara ou ndo envolvido no mecanismo
de toleréncia (Tatar e Gevrek, 2008).

O teor de antocianinas existentes nas folhas também tem sido correlacionado com a
resisténcia a varios agentes bidticos ou abioticos (Close et al., 2004). Manetas et al.
(2003) ja comprovara que 0s parametros ambientais como frio, seca, deficiéncia mineral
induziam acumulacdo de antocianinas, e levantara a hipotese de que as antocianinas
poderiam ser uma proteccdo contra a fotoinibicdo. Folhas de plantas que contém niveis
elevados de antocianinas muitas vezes tém valores de areas foliares especificas (SLA)
baixos. O SLA baixo é reconhecido como uma estratégia da planta para resisténcia a
seca e a geada atraves do aumento da concentracdo osmética do suco celular (Close et
al., 2004).

No geral, diferentes factores de stress abidticos podem provocar stress osmotico,
stress oxidativo e desnaturacao de proteinas nas plantas, que levam a respostas celulares
adaptativas semelhantes, como a acumulacdo de solutos compativeis e aceleracdo de

sistemas de eliminacdo de espécies reactivas de oxigénio (Ashraf e Foolad, 2007).

1.3. Caracterizacao das espécies em estudo

Para este estudo seleccionaram-se duas espécies que exibem caracteristicas
potencialmente interessantes relativamente ao factor temperatura e stress hidrico:
Ceratonia siliqua L. e Tuberaria major (Willk.) Pinto da Silva & Rozeira. Ambas sdo

espécies bem adaptadas ao clima mediterranico, mas enquanto a primeira é uma espécie

9



Introducéo

arborea de grande porte originéria da regido mediterranica oriental e introduzida pelos
arabes no sul de Portugal (Figura 1.4), a segunda é uma espécie arbustiva de tamanho
pequeno, endémica do Algarve (Figura 1.5).

1.3.1. Ceratonia siliqua L.

Ceratonia siliqua L. é uma espécie de crescimento lento pertencente a familia
Fabaceae conhecida por alfarrobeira. A familia Fabaceae é uma das mais amplas
familias do reino vegetal, que inclui 650 géneros e 18000 espécies, e é extremamente
variavel em termos de morfologia e ecologia (Battle e Tous, 1997). Taxonomicamente,
0 género Ceratonia ¢ considerado como um dos mais arcaicos das “Leguminosas”,
completamente isolado de todas os outros géneros da sua familia (Barracosa et al.,
2007). A classificacao taxondmica actual é a apresentada na Tabelal.l.

Tabela 1.1. Classificagdo taxonémica de C. siliqua.

Reino Plantae
Classe Magnoliopsida
Ordem Fabales
Familia Fabaceae
Género Ceratonia
Espécie Ceratonia siliqua

A alfarrobeira € uma arvore caracteristica da associacdo mediterranica Oleo-
Ceratonion siliquae que ocorre no litoral e barrocal do Algarve, podendo atingir 15 m
de altura. Tem copa larga, densa, tocando normalmente o solo. Floresce de Setembro a
Janeiro. As flores sdo pequenas e esverdeadas, e os frutos sdo vagens de polpa
adocicada, as alfarrobas, que podem atingir 20 cm de comprimento (Pessoa et al.,
2004). A alfarrobeira é uma arvore perene de crescimento lento e de grande longevidade
que surge em locais moderadamente secos a secos e em solos pobres, ocorrendo o seu
cultivo predominantemente em solos calcarios das regides mediterranicas (Battle e
Tous, 1997). Devido as suas interessantes caracteristicas agroecoldgicas, como
resisténcia a seca e salinidade, adaptacdo a solos pobres, e a exigéncias minimas
culturais, tem sido comummente cultivada em todo a regido mediterranica (Osorio et

al., 2007) sendo uma das arvores mais caracteristicas desta regido (Barracosa et al.,
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2008). Tem importancia econdmica significativa no Algarve, onde estdo localizadas
algumas industrias de transformacgdo primaria e secundaria, que sdo responsaveis por
14% da produgdo mundial anual e com tendéncia a aumentar devido ao nimero elevado
de arvores plantadas nos ultimos 10 anos. Além da importancia econémica esta espécie
tem uma crescente importancia ecoldgica, pois pode ser usada na reflorestacdo de areas
aridas e degradadas, crescendo bem em solos marginais onde outras espécies agricolas
ndo se adaptaram (Barracosa et al., 2007). Interessantemente, segundo Barracosa et al.
(2008) em 2003-2004 arvores de alfarrobeira foram responsaveis por limitar a
propagacao de um fogo na regido do Algarve. O crescente risco do desaparecimento de
alfarrobeiras, devido ao desenvolvimento urbanistico ou factores ambientais diversos
(elevadas temperaturas, secas, etc.) torna urgente estudar a sua capacidade de resisténcia
a factores de risco como os decorrentes do aquecimento global.

4 L, &

dia.o rg/wiki/Eile:Ceretonia_
siligua 4

http://commons. wi

Figura 1.4. Ceratonia siliqua. [a e b - &rvores de alfarrobeira no campo; c e d - folhas

de &rvores de alfarrobeira]
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1.3.2. Tuberaria major (Willk) P. Silva & Rozeira

A Tuberaria major (Willk) P. Silva & Rozeira, por vezes referida como Xolantha
globulariifolia (Wilk) Pinto Gomes, é uma espécie pertencente a familia Cistacea. A
familia Cistaceae é composta por 9 géneros com um total de 200 espécies e distribui-se
especialmente pela regido mediterranica, mais especificamente na sua parte ocidental
(Thanos et al., 1992). T. major é vulgarmente conhecida por Alcar-do-Algarve devido a
ser um endemismo lusitano, e estd integrada na associacdo endémica de Portugal
Tuberario majoris-Stauracanthetum boivinii  Br.-Bl., P. Silva & Rozeira. A

classificacdo taxondmica actual é a apresentada na Tabelal.2.

Tabela 1.2. Classificagdo taxondémica de T. major.

Reino Plantae
Subclasse Dilleniidae
Ordem Violales
Familia Cistaceae
Género Tuberaria
Espécie Tuberaria major

As populacdes mais densas e extensas desta planta localizam-se no litoral, nos solos
arenosos do limite poente da ria Formosa (Algarve). A espécie T. major é descrita como
um hemicriptéfito (planta com as gemas de renovo situadas na superficie do solo,
muitas vezes envolvidas por folhas em forma de roseta), com toica lenhosa ramificada,
com floracdo e frutificacdo de Marco a Maio, e ocorre em solos arenosos &cidos,
sobretudo nas clareiras de matos xerofilos (matos adaptados a condicdes de secura). E
uma planta vivaz de pequenas dimensdes, podendo atingir cerca de 40 cm, com as
folhas dispostas na base do caule, e flores amarelas dispostas em cimeiras terminais.
Esta espécie responde favoravelmente a fogos, atingindo densidades invulgares em
situacOes pos-fogo, mesmo em locais onde era escassa, 0 que permite supor a existéncia
de um extenso banco de sementes nos solos. A T. major apresenta elevado risco de
extincdo e a crescente pressdo urbano-turistica, com destruicdo e/ou fragmentacdo do
habitat, constitui o principal factor de ameaca (ICN, 2006). Além disso, € importante

avaliar se 0s mecanismos de resisténcia a secura e de fotoprotec¢do, que permitem a T.
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major resistir as actuais condicdes adversas de Verdo, serdo eficazes face as futuras

alteraces climéticas.

wwweien. pt/ nc_f@tgo http://farm4.static.flickr.com/3018

Figura 1.5. Tuberaria major. [a - planta adulta envasada; b - plantulas a germinarem ap6s

um incéndio; c e d - plantas na fase de floracéo]

1.4. Objectivos

A reducdo da disponibilidade hidrica e 0 aumento da temperatura antecipado pelos
cenarios das alteracbes climaticas a escala global ira, inevitavelmente, agravar o
problema da escassez de agua em toda a regido mediterranica. Uma vez que a C. siliqua
é uma das principais culturas na regido algarvia e a T. major € um endemismo em
perigo de extincdo nesta regido, € fundamental analisar como € que estas espécies
poderdo ser afectadas por uma reduzida disponibilidade hidrica e/ou temperatura
elevada. A melhoria da performance destas espécies ndo pode ser conseguida sem que
0s mecanismos de resisténcia a seca sejam claramente identificados. Tal ndo € possivel
sem que haja uma completa compreensdo das limitacGes e dos danos induzidos por um
fornecimento de agua insuficiente e/ou temperatura elevada. Apesar destas espécies
possuirem importantes atributos que lhes permitem sobreviver e reproduzir em

ambientes aridos, muitos aspectos importantes da resisténcia a seca ainda ndao foram
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abordados e sdo poucos os estudos cientificos que documentam a sua adaptacdo ao
défice hidrico e temperatura elevada.

Tendo em conta todos estes factos, 0s objectivos deste trabalho foram:

i) estudar as respostas imediatas e as estratégias adaptativas das espécies C. siliqua e
T. major aos stresses hidrico e térmico em condigBes controladas, utilizando a
fotossintese como metabolismo integrador das respostas da planta;

i) avaliar os sintomas de stress foto-oxidativo e identificar potenciais mecanismos de
fotoproteccdo induzidos pela baixa disponibilidade hidrica e/ou temperatura elevada,
através da metodologia da fluorescéncia da clorofila a por imagem e analises
bioquimicas;

iii) contribuir para a possibilidade de uma futura implementac&o de préticas culturais
apropriadas para a reducdo do impacto dos stresses abidticos e para a obtencdo de
culturas capazes de tolerar as futuras alteraces climéticas através do melhoramento

genético.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Condic0es experimentais

Utilizaram-se folhas de plantas com cerca de um ano de uma cultivar portuguesa de
Ceratonia siliqua designada por “Mulata” e da espécie endémica do Algarve Tuberaria
major. As plantas de C. siliqua foram obtidas a partir da germinagédo de sementes
fornecidas pelos viveiros florestais da Direc¢do Geral de Agricultura do Algarve. Apés
embebicdo das sementes numa solucdo diluida de acido cloridrico e lavagem em agua
corrente, a germinacdo foi levada a cabo em perlite e, posteriormente, 0s germinantes
foram transferidos para vasos maiores (3 dm®) contendo uma mistura de substrato
fertilizado (SIRO Plant) com solo natural na propor¢do 2:1 (v/v). As plantas de T.
major foram obtidas germinando in vitro sementes recolhidas em duas populacdes
naturais desta espécie localizadas no Campus de Gambelas (Gongalves et al., 2009a) e
posterior micropropagacdo (Gongalves et al., 2009b). Depois de aclimatizadas as
plantas foram transferidas para vasos maiores com um substrato de perlite/vermiculite
na proporcao 3:1 (V/v).

As plantas desenvolveram-se numa estufa, tendo o crescimento ocorrido sob as
condicdes naturais de temperatura, irradiancia e humidade. Apds cerca de um ano, foi
seleccionado um lote de 24 plantas de C. siliqua e um lote de 20 plantas de T. major que
se colocaram numa camara de crescimento “walk-in” (Fitoclima 16000 EHVP, Aralab,
Portugal) com controlo de irradiancia, fotoperiodo, temperatura e humidade relativa.
Durante as primeiras 4 semanas as plantas foram aclimatadas as novas condicoes
ambientais: temperatura do ar 25/18 °C (dia/noite), humidade relativa 60%, densidade
de fluxo foténico fotossintético (PPFD) maximo de 400 umol m? s e um fotoperiodo
de 12/12 h (dia/noite). No primeiro dia os vasos foram regados até o solo ficar
completamente embebido e deixado a percolar durante a noite. No dia seguinte 0s vasos
foram pesados, considerando-se esse peso como sendo o correspondente a capacidade
de campo (CC). Todos os vasos foram regados até a CC: de dois em dois dias, com agua
e, semanalmente, com solucdo nutritiva (Complexal 12-4-6, Bayer). Nos dias de rega,
os vasos foram rodados na bancada de modo a evitar possiveis interferéncias causadas
por variacBes microambientais dentro da camara (luz, temperatura e humidade). Apo6s
este periodo de aclimatacao, foram sorteadas 4/5 plantas de cada espécie em que foram

feitas as medicGes de pardmetros fisioldégicos e recolhidas amostras foliares para
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posterior determinacdo de parametros bioquimicos. Este grupo de plantas, em que a
agua perdida por evapotranspiracdo (determinada por pesagem dos vasos) foi reposta
até a capacidade de campo e que se desenvolveram em condigdes térmicas similares as
médias primaveris no Algarve, foi designado como (25 °C/CC). Este tratamento foi
considerado como controlo, em relacdo ao qual se avaliaram os efeitos causados pelos
stresses térmico e hidrico. Posteriormente, o regime térmico da cAmara de crescimento
foi alterado para 32/21 °C (dia/noite), condicfes térmicas similares as previstas para o
Verdo na regido Algarvia num futuro proximo. Apos 2 semanas de aclimatacdo ao novo
regime térmico, durante as quais todos os vasos foram regados até a CC de um modo
similar ao tratamento anterior, foram seleccionados aleatoriamente 4/5 vasos para 0S
trés tratamentos:

1) 32 °C/CC: plantas aclimatadas a 32/21 °C e regadas até a capacidade de campo;

2) 32 °C/SH: plantas aclimatadas a 32/21 °C e submetidas a stress hidrico;

3) 32 °C/R: plantas aclimatadas a 32/21 °C e recuperadas do stress hidrico, 24 ou 36
h apos a rega.

Nas plantas representadas por 32 °C/CC a agua foi sempre reposta na totalidade do
peso perdido. O défice hidrico foi imposto por suspensao da rega durante 13 dias para a
C. siliqua e 6 dias para a T. major (Figura 2.1). No dia das medicdes das plantas em
stress hidrico (32 °C/SH) o substrato encontrava—se a 27% da capacidade de campo para
C. siliqua e a 40% da CC para a T. major. A recuperacao do stress hidrico foi feita com
0 volume de agua necessario a reposicao do peso perdido por evapotranspiracdo durante
o desenvolvimento do stress, tendo como referéncia o peso dos vasos quando regados a
capacidade de campo. Estas plantas em recuperacdo (32 °C/R) foram amostradas 36
horas no caso da C. siliqua e 24 horas no caso da T. major, apds o inicio do alivio do
stress.

Em cada amostragem mediu-se o potencial hidrico ao alvorecer (isto é antes de as
luzes se acenderem), numa folha completamente expandida e ndo senescente. Cerca de
3 horas depois das luzes terem sido ligadas procedeu-se a medi¢cdo, na folha jovem
completamente expandida e previamente marcada, das trocas gasosas e fluorescéncia da
clorofila nas condi¢fes ambientais da caAmara. Imediatamente a seguir a estas medicdes,
foram retiradas amostras para a determinacdo do teor relativo em agua foliar (TRA) e
massa foliar por area (LMA). Também foram colhidas amostras foliares para a
determinacdo dos teores em pigmentos (clorofilas, carotendides e antocianinas), prolina,

quantificacdo do teor em dialdeido maldnico (MDA) e enzimas antioxidantes. Depois de
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colhido, o material vegetal foi imediatamente congelado em azoto liquido e armazenado

a -80 °C até a realizacdo das analises bioquimicas.

Figura 2.1. Plantas de estudo na cAmara de crescimento “walk-in”. [a — C. siliqua e b — T.

major dos tratamentos stress hidrico e térmico]

2.2. Parametros fisiologicos

2.2.1. Determinacdo do potencial hidrico e teor relativo em agua e da massa

foliar por area

O estado hidrico da planta foi caracterizado através da medicdo do potencial hidrico
foliar (¥) no final do periodo escuro (madrugada) e do teor relativo em agua na folha
(TRA) realizado a meio do periodo luminoso. As medicGes do potencial hidrico foram
feitas com uma camara de pressdo (PMS Instruments, Corvallis, OR) de acordo com
Scholander et al. (1964) em folhas destacadas. O teor relativo em agua foi determinado
em discos foliares (3 discos com um diametro de 0,78 cm). O TRA reflecte a
percentagem de agua existente num tecido em dado instante (P+Ps) relativamente a sua

agua maxima (P-Ps) e foi calculado pela formula:
TRA (%) = [(PsPs)/(P+-Ps)] x 100

onde Ps corresponde ao peso fresco dos discos no momento da colheita, P; ao peso
turgido, isto €, peso dos discos no estado de maxima hidratacdo (determinado apds 0s
discos terem estado mergulhados em agua destilada durante 3-4 h a 5 °C no escuro) e Ps
0 peso seco da amostra (determinado apds secagem dos discos em estufa propria
durante 48 h a 80 °C).
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A massa foliar por area (LMA), que d& uma indicacdo da espessura das folhas, foi

calculada pela expresséo:
LMA (g m?) =P/ A

onde Ps corresponde ao peso seco da amostra (discos foliares) e A a area da mesma

amostra.
2.2.2. Medicdes das trocas gasosas

As trocas gasosas foram medidas com um sistema aberto, portatil, de minicuvete
(HCM 1000-Walz, Effeltrich, Alemanha). Este sistema permite medi¢des rapidas das
trocas gasosas em condicGes ambientais e funciona associado a um analisador de gases
por infravermelhos (IRGA) de dois canais permitindo a medicdo diferencial CO2/H,0.
O HCM 1000 é controlado por um computador que executa a aquisicdo de dados e 0s
calculos da condutancia estomatica (gs) e da taxa de fotossintese liquida (Pn), de acordo
com von Caemmerer e Farquhar (1981). Nestas medi¢cdes foram utilizadas folhas recém
expandidas intactas e ndo destacadas, tendo as medicBes sido feitas as condicdes

ambientais da camara de crescimento (Figura 2.2).

Figura 2.2. Medigdo das trocas gasosas em C. siliqua.
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2.2.3. Medicoes da fluorescéncia da clorofila a

Os valores dos parametros da fluorescéncia da clorofila a e respectivas imagens
foram obtidos com um fluorimetro portétil de pulso modulado, IMAGING-PAM-
MIN/B (Walz, Effeltrich, Alemanha), especialmente desenvolvido para o estudo de
heterogeneidades bidimensionais da actividade fotossintética (Figura 2.3). Foi aplicado
0 método de pulsos saturantes, meio ndo destrutivo de analise do desempenho
fotossintético das plantas. Isto permite determinar o rendimento quantico da conversdo
de energia nos centros de reaccdo do sistema fotossintético Il (PSIl), que pode ser
afectado por varios factores intrinsecos e ambientais. A cdmara digital (CCD) utilizada
tinha uma resolucdo de 640 x 480 pixéis e foram captadas imagens da fluorescéncia da
clorofila em funcdo do tempo, fontes de luz e irradiancias. Os valores de pixel das
imagens foram exibidos com a ajuda de uma escala de cores falsa variando do preto
(0,000) até ao vermelho, e passando pelo amarelo, verde, azul e rosa (terminando no
1,000). A fim de avaliar a heterogeneidade espacial e temporal seleccionaram-se quatro
areas de interesse (AOIs, circulos de didametro 3 mm) nas mesmas folhas em que se
mediram as trocas gasosas: duas ao longo da nervura central (1 e 3) e as outras duas nas
zonas periféricas (2 e 4). Apés adaptacdo das folhas ao escuro durante 15 min, foi
aplicado um pulso de luz modulada a 1 Hz e de fraca intensidade (0,1 mmol quanta m™
s'), o que permitiu obter imagens da fluorescéncia basal (Fo). As imagens da
fluorescéncia maxima (Fr) foram obtidas pela aplicacdo de um pulso de luz saturante
(10000 pmol m™ s* PPFD) modulada a 10 Hz. A eficiéncia quantica maxima do PSlI
(Fv/F) foi calculada com base nos valores de Fo e Fr: Fo/Fm = Fp-Fo/Fr. Seguidamente,
foi ligada a iluminacéo actinica (249 pmol fotdes m™ s™) e, durante 5 min, a cada 20 s
de intervalo foram aplicados pulsos saturantes para a determinacdo da fluorescéncia
méaxima a luz (F'y) e da fluorescéncia da clorofila no estado estacionario (Fs). Para cada
intervalo, foram registados as imagens e o0s valores dos varios parametros da
fluorescéncia da clorofila. No estado de adaptacdo a luz (estado estacionario), o
rendimento quantico do fotossistema PSII, ¢ps), foi calculado de acordo com Genty et
al. (1989) pela seguinte formula: (F'n-Fs)/F'm. Os rendimentos quéanticos da energia
dissipada no PSII, de um modo regulado (onpg) € de um modo nédo regulado (ono),
foram calculados de acordo com Kramer et al. (2004) pelas equacdes onpg = 1 — @psii —
1/(NPQ + 1 + qu(Fm/Fo — 1)) € ono = L/((NPQ + 1 + g ) (Fm/Fo — 1)).
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Figura 2.3. Medigdo da fluorescéncia da clorofila a em T. major.

2.3. Parametros bioquimicos

2.3.1. Quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos, clorofilas e carotenodides, foram quantificados
espectrofotometricamente em extractos foliares. Os extractos foliares foram obtidos por
maceracdo de discos foliares (1,43 cm?) em 4 mL de acetona a 100%, a 4 °C e no
escuro. Foi recolhido 1,5 mL do homogeneizado para um tubo eppendorf e centrifugado
a 13000 rpm durante 2 minutos. Foi retirado o sobrenadante da suspensao e feita a
leitura das absorvancias nos seguintes comprimentos de onda: 661,6 nm e 644,8 nm
para a clorofila a e clorofila b, respectivamente, e 470,0 nm para o0s carotenoides,
usando um espectrofotdémetro Shimadzu UV-160 (Kyoto, Japdo). Os teores de Cl a, Cl
b e carotendides totais (xantofilas e carotenos) foram estimados segundo Lichtenthaler

(1987) pelas seguintes equacdes:
Cla (ng mL™) = 11,24 x Acers — 2,04 x Agasg
Clb (ug mL™) = 20,13 x Agasg — 4,19 x Agsr
Cl (a+b) (ug mL™) = 7,05 x Ager6 + 18,09 x Agssg

Crt (ug mL™) = (1000 x As7o — 1,90 x Cl a — 63,14 x Cl b)/214
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2.3.2. Quantificacao das antocianinas

Os discos foliares (1,43 cm?) foram macerados num almofariz e homogeneizados em
1 mL de metanol acidificado (HCI a 1%). A fim de evitar a degradacdo de clorofilas,
cujos produtos podem interferir na absorvancia das antocianinas, manteve-se a
suspensdo a 4 °C durante as 4 h de incubacdo. Posteriormente, procedeu-se a remogao
de particulas por centrifugacdo a 11000 rpm durante 20 min. Apo6s a recolha do
sobrenadante efectuou-se a leitura da absorvancia das antocianinas nos picos 530 nm e
653 nm, num espectrofotometro Shimadzu UV-160 (Kyoto, Japdo). O conteudo de
antocianinas presente nos discos foliares foi determinado como descreveu Mancinelli

(1984) usando a expresséo:
Ant (ug mL™) = (Aszo— 0,24 x Agss) / E

sendo E o coeficiente de extincdo (30 mL pmol™), com um peso molecular de 445 g
mol™. Asz devido as antocianinas foi normalizada para a Assp subtraindo 24% da

absorvancia maxima da clorofila a Agss da Asao.
2.3.3. Quantificacdo da prolina

Para a determinagdo do teor intracelular de prolina foi realizada uma extraccdo a
partir do material vegetal (500 mg peso fresco macerado num almofariz, em azoto
liguido) em 1,5 mL de etanol a 80%, seguida de uma centrifugacdo a 10000 rpm durante
5 min. O extracto sélido foi branqueado com carvdo activado a fim de evitar
interferéncias na leitura da absorvancia. A quantificacdo de prolina foi determinada
contra uma curva padrdo (0 a 750 umol L™) com L-prolina (Sigma-Aldrich CHEMIE
GmbH, Steinheim, Alemanha) segundo o método de Magné e Larher (1992). Foi usada
uma solucdo stock de prolina a 5mM e etanol a 80%. Foram adicionados 400 pL de
solucdo de ninidrina a 1% (usando como solvente acido acético: dgua, na propor¢édo de
60:40) a cada 100 pL de extracto ou solucao de prolina e a mistura foi incubada durante
1 h a 100 °C. Apos arrefecimento a temperatura ambiente (5 min), foi adicionado 1 mL
de tolueno a cada amostra ou solu¢do de prolina, seguida de uma agitacdo vigorosa
durante 15 s. A fim de se obter a separacdo da fase organica e inorgéanica centrifugou-se
a 3000 rpm durante 5 min. A fase organica (superior, avermelhada) foi recolhida e feita
a leitura da absorvancia a 520 nm, usando um espectrofotémetro Shimadzu UV-160

(Kyoto, Japéo).
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2.3.4. Quantificacéo dialdeido maldnico (MDA)

Os danos provocados aos lipidos por espécies reactivas de oxigénio (ROS) foram
estimados pela determinacdo do teor de dialdeido malénico (MDA) através do método
de Hodges et al. (1999). O material vegetal (5,73 — 6,50 cm?) foi macerado num
almofariz, em azoto liquido, e suspendido em 2 mL de acido tricloroacético (TCA) a
20% (p/v). Ap6s homogeneizagdo, as suspensdes foram centrifugadas a frio e a 4000
rpm durante 12 min (Heraeus Megafuge 1.0R, rotor de éangulo variavel 3360,
Alemanha). Para cada amostra foram feitos uma réplica e um branco. As amostras e
respectivas réplicas foram obtidas pela adicdo de 500 pL de sobrenadante a 1,5 mL de
solucdo de &cido tiobarbiturico (TBA) feita em TCA (TBA a 5% em TCA a 20%, Vv/v).
No caso dos brancos, estes continham 500 pL de sobrenadante e 1,5 mL de TCA a 20%.
Todas as amostras/réplicas e brancos foram incubados a 100 °C durante 25 min e depois
arrefecidos em gelo durante 15 min, e novamente centrifugados a 11000 rpm durante 10
min. Apds a recolha do sobrenadante, procedeu-se a leitura das absorvancias nos
comprimentos de onda 600, 532 e 440 nm usando um espectrofotdmetro Shimadzu UV-

160 (Kyoto, Japao). Os equivalentes de MDA foram calculados do seguinte modo:
Eq MDA (nmol mL™) = [(A — B)/157000] x 10°

A = (Asz2+eA — As00+TBA) — (As32-TBA — A600-TBA)

B = (As40+1BA — As00+TBA) X 0,0571.

em que: Ass+tea, Asoo+Tea © Auso+Tea Fepresentam as absorvancias das amostras nos
comprimentos de onda 532, 600 e 440 nm, e Asz.tea € Asoo-Ta representam as
absorvancias dos brancos nos comprimentos de onda 532 e 600 nm. As concentracdes
de MDA foram determinadas usando o coeficiente de extincdo de 155 mM™ cm™ para
MDA a 532 nm. As absorvancias medidas a 600 e 440 nm permitiram ter em conta
interferéncias como absorcao ndo especifica devido a turbidez e hidratos de carbono,

respectivamente.
2.3.5. Quantificacdo de enzimas antioxidantes

Nas plantas em condicGes fisioldgicas normais varias espécies reactivas de oxigénio
(ROS) estao continuamente a ser removidas por diversos mecanismos enzimaticos, que

incluem, entre outras, a catalase (EC 1.11.1.6) e a ascorbato-peroxidase (EC 1.11.1.11),
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cujas actividades foram avaliadas neste estudo. A actividade das enzimas foi medida em
extractos foliares obtidos a partir de folhas maduras e ndo senescentes. Depois de
colhido, o material vegetal foi imediatamente congelado em azoto liquido e armazenado
a -80 °C até a extraccdo das enzimas. As extrac¢Oes e as leituras foram sempre
realizadas no mesmo dia. As leituras de absorvancia foram levadas a cabo num
espectrofotometro Shimadzu UV-1700 (China).

a) Extraccédo e medicdo da actividade da catalase (CAT)

Para obtencdo dos extractos foliares, o material vegetal (100 mg peso fresco) foi
macerado em 980 mL de tampdo fosfato de Na e K 50 mM pH 7, 20 pL de Triton X-
100, 5 pL de Ditiotreitol (DTT), 15 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) insoltvel e 4
pL de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,05 M. Todas as etapas necessarias
ao processo de extraccdo foram executadas a temperatura de 4 °C. Seguidamente, as
suspensdes homogeneizadas foram centrifugadas a 14000 rpm durante 30 s, e 0
sobrenadante resultante, mantido no gelo, foi usado para a determinacdo da actividade
da CAT.

A actividade da CAT foi determinada pelo consumo de H,O, medido como o
decréscimo na absorvancia a 240 nm de acordo com o método de Aebi (1983). As
leituras de absorvancia foram realizadas de 1 em 1 s durante 2,5 min e a temperatura
ambiente (25 °C). O branco foi preparado com 920 pL de tampédo fosfato de Na e K 50
mM pH7 e 80 pL de H,O, 500 mM. As amostras foram preparadas de modo similar,
mas em que 20 pL de tampdo foram substituidos por extracto. A actividade da CAT foi
calculada utilizando o coeficiente de extincdo molar 39,4 mM™ cm™ depois de se
subtrair a taxa do controlo. Uma unidade de CAT é equivalente a quantidade de proteina

necessaria para decompor 1 umol de H,O, por minuto.
b) Extraccédo e medicdo da actividade da ascorbato-peroxidase (APX)

A extraccdo enzimatica da APX foi realizada em 880 uL de tampdo fosfato de Na e
K 50 mM pH 7, 20 pL de Triton X-100, 5 uL de DTT, 15 mg de PVPP insoluvel, 4 pL
de EDTA 50 mM e 100 pL de ascorbato 50 mM. Apds homogeneizacao as suspensoes
foram centrifugadas a 14000 rpm durante 30 s e o sobrenadante foi utilizado para a
determinacdo da actividade da APX.

A actividade da APX foi determinada seguindo o consumo do ascorbato medido

como o decréscimo da absorvancia a 290 nm, de acordo com o método de Nakano e
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Asada (1981). As leituras de absorvancias foram realizadas de 1 em 1 s durante 2,5 min
e a temperatura ambiente (25 °C). O branco foi preparado com 976 pL de tampdao
fosfato de Na e K50 mM pH 7, 4 uL de EDTA 0,05 M, 5 pL de ascorbato 50 mM e 5
pL de H20, 50 mM. As amostras foram preparadas de modo similar, mas em que 10 pL
de tampdo foram substituidos por volume equivalente de extracto. A actividade foi
calculada com base no coeficiente de extingdo molar 2,8 mM™ cm™ apés subtraccéo da
taxa de controlo. Uma unidade de APX é equivalente a quantidade de proteina
necessaria para catalisar a oxidacao de 1 umol de ascorbato por minuto.

2.3.6. Quantificacdo da proteina solGvel

A proteina solivel foi quantificada nos extractos preparados para a quantificacdo das
enzimas antioxidantes. O doseamento das proteinas foi efectuado pelo método
colorimétrico de Bradford (1976), utilizando um reagente comercial (reagente de
Bradford) e albumina bovina (BSA) como padrdo. Primeiramente prepararam-se as
solucgdes padrdo de proteina BSA em solugdo de tampéo fosfato de Na e K 50 mM pH
7. A uma microplaca de 92 pocos foram adicionados, por poco, 5 puL de tampéo
(branco), 5 puL de cada solucdo padrdo de BSA (com concentracdes de 0; 0,1; 0,25; 0,5;
0,75e 1 mg L") e 5 pL de cada amostra. Foram adicionados 250 pL de reagente
Bradford a cada poco e a placa foi agitada durante 30 s. Apos incubagdo do complexo
corante-proteina durante 30 min a temperatura ambiente, procedeu-se a leitura das
absorvancias a 595 nm num espectrofotometro Infinite M-200 (TECAN, Groédig,

Austria). Todas as misturas foram analisadas em triplicado.
2.4. Analise estatistica

Os dados referentes aos diferentes tratamentos foram submetidos a anélises de
variancia a um critério (ANOVA) (a = 0,05) depois de testados para a distribuicéo
normal e homogeneidade da variancia. Sempre que se obteve um F significativo (p
<0,05), o nivel de significancia foi avaliado pelo teste de Dunnett, comparando as
médias de cada um dos tratamentos com a média do controlo. A anélise estatistica e a
representacido grafica dos dados foram realizadas com os “software” SPSS® (Versdo
16.0, SPSS Inc., Chicago, IL) e SigmaPlot® (Versdo 10.00, Systat Software, Inc. San
Jose, CA, USA), respectivamente.
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3. Resultados
3.1. Parametros fisiolégicos

3.1.1. Caracterizacdo do estado hidrico das plantas e massa foliar por area

Os resultados das alteracfes no estado hidrico das espécies C. siliqua e T. major
estdo representados na Tabela 3.1. Na C. siligua ndo se observaram diferencas
significativas no potencial hidrico (¥) e no teor relativo em agua (TRA) nas plantas
bem regadas a temperatura alta (32 °C/CC) relativamente ao controlo (25 °C/CC). A
aplicacdo gradual do stress hidrico a temperatura elevada (32 °C/SH) resultou num
decréscimo significativo (p <0,05) do potencial hidrico, cerca de 1,6 MPa. Este
decréscimo de ¥ foi acompanhado por uma diminuicéo significativa do teor relativo em
agua, que atingiu valores aproximadamente iguais a 64%. No entanto, 36 horas ap0s
rehidratacdo a recuperacdo destes parametros foi completa. Na T. major, os parametros
TRA e ¥ sofreram igualmente um decréscimo significativo (p <0,05) depois da
exposicdo das plantas a temperatura elevada e seca (32 °C/SH), embora menos
acentuado que na C. siliqua. O declinio no potencial hidrico foliar foi apenas de 0,9
MPa e do teor relativo em agua de 5%. Nestas plantas 24 horas apdés a rega a
recuperacdo também foi total, tendo o TRA atingido valores superiores aos encontrados
em plantas 25 °C/CC. Nos restantes tratamentos ndo se observaram diferencas
significativas.

A massa foliar por area (LMA) ndo variou significativamente para nenhum dos
tratamentos em ambas as espécies (Tabela 3.1), 0 que indicia que a espessura das folhas

ndo sofreu alteracdes significativas.
3.1.2. Trocas gasosas

O défice hidrico aplicado a plantas crescidas a temperatura elevada induziu uma
diminuicdo significativa na taxa fotossintética liquida (Py) e na condutancia foliar para
0 vapor de agua (gs) nas folhas de C. siliqua e T. major (Figuras 3.1, 3.2). O valor de Py
em folhas controlo de C. siliqua foi de 4,83 pmol CO, m? s* e diminuiu
significativamente (p <0,05) para 1,05 pmol CO; m? s em folhas 32 °C/SH, tendo

recuperado completamente apos a rega (Figura 3.1).
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Tabela 3.1. Potencial hidrico foliar ao alvorecer (W), teor relativo em agua (TRA) e massa foliar por area (LMA) determinados em folhas de C. siliqua e T. major controlo
(25 °CICC), crescidas a 32/21 °C e bem regadas (32 °C/CC), em défice hidrico (32 °C/SH) e rehidratadas (32 °C/R).

Ceratonia siliqua Tuberaria major
25°C/CC 32°C/CC 32°C/SH 32°C/IR 25°C/CC 32°C/CC 32 °C/SH 32°CIR
Y (MPa) -0,33+0,057  -0,35+0,028ns  -1,88+0,086* -0,53+0,049ns  -0,24+0,026 -0,29+0,019ns  -1,18+0,181*  -0,40+0,055ns
TRA (%) 94,9+1,08 93,5+0,76ns 63,8+4,29* 92,9+0,06ns 90,2+0,91 91,8+0,78ns 86,0+1,16* 94,5+0,85*

LMA (gps m?)  142,1%19,21 128,8+7,50ns  113,1+5,15ns 125,0+11,07ns 86,5+5,68 109,9+9,52ns  78,8+5,36ns  115,0+20,46ns

Os valores representam média £ EP (N= 4 ou 5). Efectuou-se uma analise de variancia a um critério seguida do teste Dunnett para estabelecer as diferencas

significativas entre as médias dos tratamentos e o controlo (25 °C/CC) para uma p <0,05. * indica diferencas significativas e ns diferengas néo significativas.

26



Resultados

A taxa fotossintética liquida da T.major a 32/21 °C sofreu igualmente uma reducgéo
significativa (p <0,05) de aproximadamente 68% por imposi¢ao do stress hidrico, mas

contrariamente a C. siliqua, ndo recuperou 24 horas depois da rega.

Ceratonia siliqua Tuberaria major
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Figura 3.1. Taxa de fotossintese liquida (Py) determinada em folhas de C. siliqua e de T. major
controlo (25 °C/CC), crescidas a 32/21 °C e bem regadas (32 °C/CC), em défice hidrico (32
°C/SH) e rehidratadas (32 °C/R). Os valores representam média £ EP (N= 4 ou 5). Efectuou-se
uma andlise de variancia a um critério seguida do teste Dunnett para estabelecer as diferencas
significativas entre as médias dos tratamentos e o controlo (25 °C/CC) para uma p <0,05. *

indica diferencas significativas e ns diferencas ndo significativas.

A condutancia estomatica para o vapor de agua em folhas de C. siliqua a 25 °C/CC
diminuiu significativamente (p <0,05), cerca de 84%, no tratamento 32 °C/SH (Figura
3.2). Nos restantes tratamentos nao se observaram alteracoes significativas.

As folhas de T. major a 32 °C/CC apresentaram valores de g5 muito
significativamente superiores (p <0,05) aos de folhas de plantas 25 °C/CC (Figura 3.2).
Verificou-se um aumento dos valores de gs até 256,4 mmol H,O m™ s™. Nos restantes
tratamentos ndo se observaram diferencas significativas entre plantas de controlo e
plantas em stress, mas relativamente as plantas bem regadas a 32/21 °C o stress hidrico

induziu um acentuado fecho dos estomas.
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Figura 3.2. Taxa de condutancia estomatica (gs) determinada em folhas de C. siliqua e de T.
major controlo (25 °C/CC), crescidas a 32/21 °C e bem regadas (32 °C/CC), em défice hidrico
(32 °C/SH) e rehidratadas (32 °C/R). Os valores representam média £ EP (N= 4 ou 5). Efectuou-
se uma analise de variancia a um critério seguida do teste Dunnett para estabelecer as diferengas
significativas entre as médias dos tratamentos e o controlo (25 °C/CC) para uma p <0,05. *

indica diferencas significativas e ns diferencas ndo significativas.

3.1.3. Fluorescéncia da clorofila a

As imagens da fluorescéncia da clorofila a revelaram alteracdes espaciais e
quantitativas nos varios parametros medidos em folhas de plantas de C. siliqua sujeitas
a uma secagem lenta e progressiva do solo, seguida de rehidratacdo. De facto, estas
imagens mostraram um padréo da utilizacdo de energia e da actividade fotossintética
mais heterogeneo em folhas de plantas a 32 °C/SH e a 32 °C/R do que em plantas bem
regadas dos dois regimes térmicos (Figura 3.4). Na Figura 3.3 estdo representados 0s
valores médios dos parametros medidos para cada AOI de cada tratamento que foram
submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) a um critério, seguida do teste SNK
para uma p <0,05. Como se pode ver nas Figuras 3.3 e 3.4, folhas bem regadas de
ambos 0s regimes térmicos e subsequentemente rehidratadas a 32/21 °C, apresentaram
valores de eficiéncia quantica maxima do PSII (F./Fy) proximos de 0,8 (zona do azul),
ao contrario de plantas submetidas ao stress hidrico (32 °C/SH) que apresentaram
valores de F,/Fn, préximos de 0,6 (zona do azul-esverdeado). A ANOVA efectuada as
areas de interesse (AOIs) do parametro F./F,, e para cada tratamento, revelou
heterogeneidade significativa (p <0,05) entre AOIs de plantas a 32 °C/SH. Nos restantes

tratamentos, embora seja visivel alguma heterogeneidade, as diferencas ndo foram
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significativas. Relativamente ao rendimento quantico actual do fotossistema PSII (¢psii)
obtiveram-se resultados semelhantes aos de F./Fn, com a excepcdo de que os valores do
parametro @psy foram mais baixos (zona do verde) devido a uma certa percentagem dos
centros activos estarem no estado reduzido (Figuras 3.3, 3.4). A anélise estatistica
efectuada ao parametro ¢ps; mostrou ndo haver heterogeneidade significativa entre
AOlIs para os tratamentos 25 °C/CC, 32 °C/SH e 32 °C/R, com a excepg¢éo do tratamento
32 °C/CC. Do mesmo modo, ndo se observaram diferencas significativas entre as AOIs
para cada tratamento nos rendimentos quanticos da energia dissipada no PSII de um
modo regulado (¢npg) € de um modo ndo regulado (no), Mas 0s valores de gno foram
superiores aos de @npg. Os resultados apresentados na Figura 3.3 também mostram
claramente que a eficiéncia quantica maxima do PSII (F./Fn) e o rendimento quantico
actual do fotossistema PSII (¢ps;)) foram negativamente afectados pela imposi¢do do

stress hidrico, tendo recuperado quase completamente apds a rega.

Ceratonia siliqua
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25°C/CC 32°C/CC 32°C/SH 32°C/R 25°C/CC 32°C/CC 32°C/SH 32°C/R
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0,0

Figura 3.3. Eficiéncia quantica maxima do PSII (F./Fy), eficiéncia quantica do fotossistema
PSII (@psii), rendimento quantico da energia dissipada no PSII de um modo regulado (@neg) € de
um modo ndo regulado (eno) determinados em folhas de C. siliqua controlo (25 °C/CC),
crescidas a 32/21 °C e bem regadas (32 °C/CC), em défice hidrico (32 °C/SH) e rehidratadas (32
°C/R).

Na T. major, as imagens de fluorescéncia de clorofila a revelaram uma coloragédo
praticamente homogénea em todos os tratamentos (Figura 3.6). De facto, observando-se
a Figura 3.6 nota-se que a tonalidade em folhas 32 °C/CC e 32 °C/R é diferente da
tonalidade em folhas 25 °C/CC e 32 °C/SH.
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Ceratonia siliqua

25°C/CC 32°C/CC 32°C/SH 32°C/R
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Figura 3.4. Imagens da fluorescéncia da clorofila: eficiéncia quantica maxima do PSII (F./Fy),

rendimento quéntico actual do PSII (gps)i), da energia dissipada no PSII de um modo regulado (¢neo) €

de um modo néo regulado (pno) determinadas em folhas de C. siliqua controlo (25 °C/CC), crescidas a
32/21 °C e bem regadas (32 °C/CC), em défice hidrico (32 °C/SH) e rehidratadas (32 °C/R). A escala

de cores na parte inferior de cada imagem varia entre 0,000 (preto) até 1,000 (rosa). Os quatro

pequenos circulos em cada imagem s&o as areas de interesse (AOI) seleccionadas acompanhados por

uma pequena caixa vermelha que mostra a média dos valores dos pardmetros de fluorescéncia dessas

mesmas areas.
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Uma andlise de variancia a um critério seguida do teste SNK para uma p <0,05
nestas plantas demonstrou heterogeneidade significativa (p <0,05) entre AOIs do
parametro F,/Fy, em plantas a 32 °C/SH, ndo se observando 0 mesmo nos restantes
tratamentos. A eficiéncia quéntica do fotossistema PSII (opsi) apresentou resultados
semelhantes entre os tratamentos, mas as plantas a 32 °C/CC exibiram valores
ligeiramente superiores (Figuras 3.5, 3.6). Os resultados obtidos para o rendimento
quantico da energia dissipada no PSII de um modo regulado (¢npg) demonstraram que
foi em plantas a 32 °C/CC que se obtiveram valores mais baixos, como mostra a Figura
3.5 e que esta em concordancia com a respectiva imagem da Figura 3.6. O rendimento
quantico da energia dissipada no PSIl de um modo ndo regulado (@no) apresentou
valores similares entre os tratamentos (Figuras 3.5, 3.6). A analise estatistica efectuada
aos parametros opsi, Oneg € Ono revelou que nédo existiram diferengas significativas
entre as diferentes AOIs para cada tratamento. Os resultados apresentados na Figura 3.5
também mostram que a razao F,/Fn, e 0 @ps;y aumentaram significativamente em plantas
a 32 °C/CC e a 32 °C/R, ao contrario do @neq que diminuiu significativamente em folhas
32 °C/CC. No rendimento quéntico da energia dissipada no PSIl de um modo néo

regulado (pno) Ndo se observaram diferencas significativas entre os tratamentos.

Tuberaria major
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Figura 3.5. Eficiéncia quantica maxima do PSII (F./F.), eficiéncia quantica do fotossistema
PSII (@psi), rendimento quéntico da energia dissipada no PSII de um modo regulado (oneg) € de
um modo ndo regulado (@no) determinados em folhas de T. major controlo (25 °C/CC),
crescidas a 32/21 °C e bem regadas (32 °C/CC), em défice hidrico (32 °C/SH) e rehidratadas
(32 °C/R).
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Tuberaria major

25°C/CC 32°C/CC 32°C/SH 32°C/R
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>
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Figura 3.6. Imagens da fluorescéncia da clorofila da eficiéncia quantica maxima do PSII (F./Fy),

Ppsii

PnPQ

PNnO

eficiéncia quantica do PSII (@ps)i), rendimento quéntico da energia dissipada no PSII de um modo
regulado (¢npg) € de um modo nao regulado (pno) determinadas em folhas de T. major controlo (25
°C/CC), crescidas a 32/21 °C e bem regadas (32 °C/CC), em défice hidrico (32 °C/SH) e
rehidratadas (32 °C/R). A escala de cores na parte inferior de cada imagem varia entre 0,000 (preto)
até 1,000 (rosa). Os quatro pequenos circulos em cada imagem sdo as areas de interesse (AOI)
seleccionadas acompanhados por uma pequena caixa vermelha que mostra a média dos valores dos

parametros de fluorescéncia dessas mesmas &reas.
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3.2. Parametros bioquimicos

3.2.1. Pigmentos fotossintéticos

O teor de clorofila a, clorofila b, assim como o de clorofila total em plantas de C.
siligua permaneceu constante ao longo dos diferentes tratamentos (Tabela 3.2), ndo se
observando diferencgas significativas entre plantas controlo e plantas em stress. Ao
contrario dos carotenoides que sofreram um aumento significativo (p <0,05) em folhas
de regime térmico elevado e de stress hidrico (32 °C/SH). Na Tabela 3.2 também se
pode observar que a razdo Cl (a+b)/Crt diminuiu de forma significativa (p <0,05) em
plantas a 32 °C/R, ao contrario da razdo Cl a/Cl b que ndo apresentou diferencas
significativas entre plantas controlo e plantas em stress. Como mostra a Tabela 3.2, na
T. major o teor de Cl a em plantas a 32 °C/CC atingiu valores significativamente mais
elevados (p <0,05) que em plantas a 25 °C/CC. No contetdo de Cl b e Cl (a+b) néo se
observaram diferencas significativas entre plantas controlo e plantas em stress. A
aplicacdo do regime térmico elevado, paragem de irrigagdo e posteriormente
rehidratacdo, nas plantas teve efeitos nos carotendides, pois as suas concentracoes
aumentaram significativamente (p <0,05). Nesta espécie a razdo Cl a/Cl b aumentou
significativamente (p <0,05) em plantas em stress (Tabela 3.2), contrariamente a razdo

Cl (a+b)/Crt, que diminuiu significativamente (p <0,05).

3.2.2. Antocianinas

Os tratamentos realizados nas duas espécies em estudo mostraram ter efeitos sobre o
conteddo de antocianinas presentes nas folhas, como mostra a Figura 3.7. Na C. siliqua,
observa-se que o contetdo de antocianinas em plantas de qualquer dos tratamentos foi
significativamente superior (p <0,05) relativamente as plantas controlo (25 °C/CC). As
plantas a 32 °C/SH foram as que apresentaram maior quantidade de antocianinas, cerca
de 39% superior a plantas a 25 °C/CC (Figura 3.7). Do mesmo modo, em T. major as
folhas 25 °C/CC foram as que apresentaram conteddos de antocianinas mais baixos. A
aplicacdo dos tratamentos 32 °C/CC e 32 °C/SH teve efeitos sobre as antocianinas
presentes nas folhas, pois observou-se um aumento significativo (p <0,05) de

antocianinas nestas folhas (Figura 3.7).
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Tabela 3.2. Teores de clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b), clorofila total (Cl (a+b)) e carotendides totais (Crt) determinados em folhas de C. siliqua e T. major
controlo (25 °C/CC), crescidas a 32/21 °C e bem regadas (32 °C/CC), em défice hidrico (32 °C/SH) e rehidratadas (32 °C/R).

Ceratonia siliqua

Tuberaria major

25°C/CC 32°C/CC 32°C/SH 32°C/R 25°C/CC 32¢°C/CC 32°C/SH 32°C/R
Cla(gm? 0,279+0,0152 0,292+0,0149ns 0,302+0,0068ns 0,239+0,0249ns  0,258+0,0076  0,311+0,0107* 0,292+0,0179ns 0,298+0,0122ns
Clb(gm? 0,187+0,0284 0,185+0,0183ns 0,157+0,0166ns 0,129+0,0224ns 0,214+0,0177 0,1880,0182ns 0,151+0,0196ns 0,150+0,0167ns
(Eé(r?lzk;) 0,466+0,0424 0,477+0,0321ns 0,431+0,0443ns 0,368+0,0357ns 0,472+0,0194 0,499+0,0274ns 0,444+0,0370ns 0,448+0,0284ns
Crt(gm?® 0,060+0,0026 0,065+0,0030ns 0,073+0,0023* 0,068+0,0041ns 0,047+0,0054  0,072+0,0027* 0,077+0,0030*  0,079+0,0021*
Cla/Clb 1,598+0,2462 1,613+0,1023ns 1,753+0,0938ns 2,129+0,4122ns 1,242+0,1162  1,693+0,1154*  1,998+0,1282* 2,050+0,1306*
Cl total / Crt  7,851+0,7602 7,390+0,6603ns 6,524+0,2910ns 5,507+0,4842* 10,739+1,6626 6,922+0,4757* 5,291+0,1983* 5,636+0,3065*

Os valores representam média = EP (N= 4 ou 5). Efectuou-se uma anélise de variancia a um critério seguida do teste Dunnett para estabelecer as diferencas

significativas entre as médias dos tratamentos ¢ o controlo (25 °C/CC) para uma p <0,05. * indica diferengas significativas ¢ ns diferencas ndo significativas.
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Antocianinas (g m?)

Resultados

0,01

As plantas que foram submetidas a uma recuperacao do stress hidrico, por irrigacdo até
a sua CC, apresentaram valores de antocianinas superiores as plantas de controlo, mas

ndo de forma significativa.
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Figura 3.7. Teor de antocianinas determinado em folhas de C. siliqua e de T. major controlo
(25 °C/CC), crescidas a 32/21 °C e bem regadas (32 °C/CC), em défice hidrico (32 °C/SH) e
rehidratadas (32 °C/R). Os valores representam média = EP (N= 4 ou 5). Efectuou-se uma
analise de variancia a um critério seguida do teste Dunnett para estabelecer as diferencas
significativas entre as médias dos tratamentos e o controlo (25 °C/CC) para uma p <0,05. *

indica diferencas significativas e ns diferencas ndo significativas.

3.2.3. Prolina

Os tratamentos realizados nas espécies C. siliqua e T. major mostraram ter efeitos
diferentes no teor de prolina, como se pode visualizar na Figura 3.8. Na C. siliqua, a
concentracdo de prolina aumentou muito significativamente (p <0,05) em plantas a 32
°C/SH, observando-se um aumento de 5,22 pmol g’ (Figura 3.8). Nos restantes
tratamentos ndo se observaram alteracdes significativas. Na T. major, o teor de prolina
apresentou concentracdes muito baixas em folhas 32 °C/CC e 32 °C/SH (Figura 3.8), e

nao foi mesmo detectavel em folhas 25 °C/CC e 32 °C/R.
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Figura 3.8. Teor de prolina determinado em folhas de C. siliqua e de T. major controlo (25
°C/CC), crescidas a 32/21 °C e bem regadas (32 °C/CC), em défice hidrico (32 °C/SH) e
rehidratadas (32 °C/R). Os valores representam média + EP (N= 4 ou 5). Efectuou-se uma
analise de variancia a um critério seguida do teste Dunnett para estabelecer as diferencas
significativas entre as médias dos tratamentos e o controlo (25 °C/CC) para uma p <0,05. *

indica diferencas significativas e ns diferencas ndo significativas.

3.2.4. Dialdeido maldnico (MDA)

A peroxidacao dos lipidos nas membranas foi estimada pela determinacdo do teor de
dialdeido malonico (Figura 3.9). Em folhas de C. siliqua o teor de MDA aumentou
significativamente (p <0,05) com aplica¢do de stress hidrico e regime térmico elevado
(32 °C/SH) as plantas, verificando-se um aumento significativo até 41,7 nmol g™pe
(Figura 3.9). Na recuperacdo do stress hidrico, os niveis de MDA atingiram valores
inferiores aos encontrados em folhas controlo, mas ndo de forma significativa. Na T.
major, o teor de MDA determinado nos varios tratamentos apresentou variacdes, no
entanto ndo se observaram diferencas significativas entre plantas controlo e plantas em
stress (Figura 3.9). As plantas submetidas a recuperacao do stress hidrico a temperatura
elevada apresentaram valores de MDA mais baixos que em plantas a 25 °C/CC, mas nédo

significativamente diferentes.
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Figura 3.9. Teor de MDA determinado em folhas de C. siliqua e de T. major controlo (25
°C/CC), crescidas a 32/21 °C e bem regadas (32 °C/CC), em défice hidrico (32 °C/SH) e
rehidratadas (32 °C/R). Os valores representam média + EP (N= 4 ou 5). Efectuou-se uma
analise de variancia a um critério seguida do teste Dunnett para estabelecer as diferencas
significativas entre as médias dos tratamentos e o controlo (25 °C/CC) para uma p <0,05. *

indica diferencas significativas e ns diferencas ndo significativas.

3.2.5. Enzimas antioxidantes

Na Figura 3.10 estdo representadas as actividades das enzimas antioxidantes, CAT e
APX, presentes na C. siliqua e as suas alteracdes decorridas durante os tratamentos. A
actividade da CAT diminuiu significativamente (p <0,05) em plantas a 32 °C/CC, a 32
°C/SH e a 32 °C/R relativamente as plantas controlo (25 °C/CC), mas o stress hidrico
ndo induziu diferencas significativas relativamente as plantas bem regadas a mesma
temperatura (Figura 3.10). Na actividade da APX ndo se observaram diferencas
significativas entre plantas controlo e plantas em stress (Figura 3.10). No entanto,
observa-se que em folhas rehidratadas a actividade da APX toma valores mais baixos e

em folhas de stress hidrico toma valores ligeiramente mais altos.
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Figura 3.10. Actividades das enzimas antioxidantes ,Catalase (CAT) e Ascorbato-peroxidase
(APX), determinadas em folhas de Ceratonia siliqua controlo (25 °C/CC), crescidas a 32/21 °C
e bem regadas (32 °C/CC), em défice hidrico (32 °C/SH) e rehidratadas (32 °C/R). Os valores
representam média + EP (N= 4 ou 5). Efectuou-se uma analise de variancia a um critério
seguida do teste Dunnett para estabelecer as diferencas significativas entre as médias dos
tratamentos e o controlo (25 °C/CC) para uma p <0,05. * indica diferencas significativas e ns

diferencgas ndo significativas.

3.2.6. Proteina soltvel

O teor de proteina soluvel, quantificada a partir dos extractos obtidos para a
quantificacdo de enzimas antioxidantes, pode ser visualizado na Figura 3.11. Na C.
siliqua, as concentragcdes de proteina foram diferentes nos tratamentos efectuados as
plantas, verificando-se que aumentava ap0s a aplicacdo de stress hidrico e regime
térmico. No entanto, este aumento ndo foi significativo entre plantas controlo e plantas

em stress.
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Figura 3.11. Proteina soltvel total (g L™) determinada em folhas de Ceratonia siliqua controlo
(25 °C/CC), crescidas a 32/21 °C e bem regadas (32 °C/CC), em défice hidrico (32 °C/SH) e
rehidratadas (32 °C/R). Os valores representam média + EP (N= 4 ou 5). Efectuou-se uma
analise de variancia a um critério seguida do teste Dunnett para estabelecer as diferencas
significativas entre as médias dos tratamentos e o controlo (25 °C/CC) para uma p <0,05. *

indica diferencas significativas e ns diferencas ndo significativas.
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4. Discussao

Os resultados deste trabalho mostraram que a imposicdo do stress hidrico a uma
temperatura elevada afectou negativamente a actividade fotossintética das espécies
Ceratonia siliqgua e Tuberaria major. No entanto, ha evidéncias que suportam a
hipotese de que as respostas e 0s mecanismos de resisténcia ao stress hidrico sdo
diferentes nas duas espécies.

Em C. siliqua, o estado hidrico das plantas submetidas ao regime térmico elevado
ndo apresentou alteracdes relativamente ao controlo (25 °C/CC), ao contréario das
plantas submetidas a secagem do solo durante 13 dias a mesma temperatura (Tabela
3.1). Nestas plantas (32 °C/SH) observou-se uma diminuicao significativa do potencial
hidrico foliar (V') alcangando valores proximos de -1,90 MPa e do teor relativo em agua
(TRA) que atingiu valores inferiores a 70%, indicando que as plantas se encontravam
sob um défice hidrico acentuado. Nogués e Baker (2000) tambem sugerem que periodos
de seca severa durante o Verdo afectam negativamente o teor relativo em agua e o
potencial hidrico nas folhas, e consequentemente a actividade fotossintética da
vegetacdo mediterranica. Por outro lado, esta espécie mostrou ser capaz de reverter esta
situacdo com uma recuperacdo rapida do estado hidrico ap6s a rehidratacéo,
verificando-se um aumento no TRA (para aproximadamente 93%). O decréscimo no
TRA s6 foi detectavel quando a agua disponivel no solo atingiu valores minimos. Isto
sugere que a alfarrobeira é uma planta que, para ultrapassar os efeitos da seca, investe
0s recursos no desenvolvimento do sistema radicular para explorar niveis do solo onde a
agua esteja mais disponivel. Esta conclusdo esta de acordo com Lo Gullo e Salleo
(1988), que mostrou que C. siliqua € uma espécie que consegue evitar a seca, por uma
estratégia de consumo de agua mantendo TRA elevados para baixos valores de V.
Alguns autores, Rhizopoulou e Davies (1991), reforcam esta ideia com o facto de que a
penetracdo profunda de raizes de plantas de C. siliqua pode abastecer a parte aérea da
planta de uma quantidade de agua consideravel. No entanto, neste estudo verificou-se
que esta estratégia ndo foi suficiente, provavelmente devido a baixa percentagem de
agua no solo (27%) e pelo facto da expansdo radicular ser limitada em vasos.

Como se pode constatar nas Figuras 3.1 e 3.2 o declinio acentuado do TRA foi,
acompanhado por decréscimos nas taxas fotossintéticas (Py), em grande parte devido ao

fecho dos estomas traduzido numa diminui¢do dos valores da conduténcia estomatica
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(9s). Resultados similares foram obtidos por Ramalho et al. (2000), que concluiram que
uma reducdo na conduténcia estomatica pode diminuir o consumo de &gua através da
transpiracdo e contribuir para a retencdo de &gua na folha, podendo este ser um factor
chave para evitar efeitos drasticos da seca no crescimento e fotossintese. Valliyodan e
Nguyen (2006), também afirmaram que a reducdo da actividade fotossintética pode
resultar do fecho dos estomas. No entanto, a diminuicdo de gs observada com um baixo
valor de TRA (64%), podera tambem indicar que o fecho parcial dos estomas ndo foi
suficiente para evitar a perda de dgua. Falhando esta defesa de primeira linha (fecho dos
estomas) a diminuicdo de Py pode estar relacionada com alteragdes nas estruturas dos
cloroplastos, pois segundo Dekov et al. (2000), os stresses hidrico e temperatura
elevada influenciam muitos processos celulares, e os cloroplastos e suas membranas
estdo entre os principais alvos.

A inibicdo da fotossintese detectada em plantas desidratadas a temperatura elevada
foi acompanhada pela alteracdo de varios parametros de fluorescéncia da clorofila a que
estdo relacionados com a eficiéncia fotossintética. As imagens da fluorescéncia da
clorofila mostraram as alteracfes espaciais que ocorreram no processo fotossintético
devido a aplicacdo dos stresses, seca e temperatura elevada. Na C. siliqua, o stress
hidrico acompanhado de temperatura elevada afectou negativamente a eficiéncia
qguantica maxima do PSIHl (F./Fy), e este parametro apresentou heterogeneidade
significativa através da lamina foliar (Figuras 3.3, 3.4). Tal heterogeneidade pode ser
consequéncia do fecho dos estomas ser desigual e/ou faléncia de partes do mesofilo
(Nogués e Baker, 2000). No entanto, a imposicdo de um regime térmico elevado néo
provocou alteracfes na razdo F./Fn,, mantendo esta razdo perto de 0,8 (valor 6ptimo
segundo Chaves et al., 2002) em plantas bem regadas, sugerindo que a temperatura
elevada ndo induziu danos nos centros de reaccdo do PSII. Contrariamente, as plantas a
32 °C/SH provavelmente sofreram danos nos centros de reac¢do do PSII (diminuicédo da
razdo F,/Fn, para proximo de 0,6). Embora a maquinaria fotossintética seja muito
resistente ao stress hidrico e em condi¢6es de temperatura 6ptima s6 seja afectada para
TRA menores que 60%, quando a temperatura se eleva pode ser afectada para TRA
mais elevados (Chaves et al., 2002). Segundo Dekov et al. (2000), o aparelho
fotossintético é muito sensivel a diferentes stresses e um dos primeiros sitios de lesdo €
o centro de reaccdo do fotossistema PSII, e a inibicdo da actividade fotossintética sob
seca €, parcialmente, devido a inactivacdo do PSII. Estas alterages nos parametros da

fluorescéncia da clorofila podem sugerir a ocorréncia de alguma fotoinibicdo, e que o
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fotossistema PSII € um alvo importante sob seca a temperatura elevada. O rendimento
quantico actual do fotossistema PSII (@psi) também apresentou algumas alteragcbes com
a imposicdo do stress hidrico, que juntamente com os valores -elevados
(aproximadamente 0,5) do rendimento quantico da energia dissipada no PSII de um
modo nao regulado (@no), também podem sugerir a ocorréncia de fotoinibicdo e,
consequentemente, a producdo de algumas espécies reactivas de oxigénio (ROS). Estes
resultados, conjuntamente com a ocorréncia de baixos valores de onpg também podem
indicar que as plantas ndo foram capazes de se protegerem contra danos oxidativos e
excessos de radiancia, através da dissipacdo do excesso de energia, via ciclo das
xantofilas. Contudo, outras vias, como a reaccdo de Mehler peroxidase e a
fotorrespiragdo podem funcionar como sumidouros de electrdes resultantes do excesso
de energia quando ha baixa disponibilidade de CO, nos cloroplastos. Estes processos
estariam envolvidos na proteccdo do aparelho fotossintético de danos foto-oxidativos.
Ambas as vias, reaccao de Mehler e fotorrespiracdo, implicam um aumento na producgéo
de espécies de O, tdxicas, como O, e H,O, (Schwanz et al., 1996). No entanto,
observou-se uma recuperacdo razoavel da eficiéncia fotoquimica apos a rehidratacao
das plantas, indicando que os danos oxidativos causados pelos stresses ndo foram
irreversiveis.

Outra indicacdo da ocorréncia do stress oxidativo poderd ser a degradacdo das
clorofilas, contudo as concentragdes das clorofilas a e b na C. siliqua ndo sofreram
alteracdes significativas com a imposicdo da seca e temperatura elevada (Tabela 3.2).
Reddy et al. (2004) sugere que a seca provoca perda dramatica de pigmentos, porem
esta perda ndo foi observada neste estudo. No entanto, os carotendides aumentaram
significativamente em plantas submetidas ao défice hidrico (Tabela 3.2). Estes
resultados podem indicar que estes pigmentos tiveram um papel importante na
proteccdo do PSII contra danos oxidativos, pois segundo Reddy et al. (2004) estes
pigmentos estdo envolvidos na eliminacdo de espécies reactivas de oxigénio que causam
danos oxidativos.

O aumento dos carotendides foi acompanhado pelo aumento das antocianinas (Figura
3.7) que, presumivelmente, também ofereceram proteccdo contra os danos oxidativos.
Segundo Manetas et al. (2003) os parametros ambientais, como seca, induzem a
acumulacdo de antocianinas, levando a hipdtese de que as antocianinas podem proteger

a planta da fotoinibicdo através das suas propriedades antioxidantes. O aumento da
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concentracdo de antocianinas foliar também pode indicar resisténcia a seca (Close et al.,
2004).

Em resposta a seca as plantas também sdo conhecidas por sintetizarem solutos
compativeis (por exemplo, a prolina), que de uma forma geral estabilizam as
membranas e mantém a conformacdo das proteinas em potenciais hidricos foliares
baixos (Reddy et al., 2004). De facto, a acumulacdo de prolina ocorre em plantas
submetidas ao stress hidrico, por exemplo, em plantas de arroz submetidas ao défice
hidrico, a concentracdo de prolina aumentou nas folhas (Ashraf e Foolad, 2007). Em
concordancia, na C. siliqua observou-se um aumento significativo do teor de prolina em
plantas de stress hidrico (Figura 3.8). Este resultado pode sugerir que a acumulagdo de
prolina teve importancia na proteccdo dos compostos celulares de danos resultantes da
desidratacéo, funcionando como um osmoprotector (Ashraf e Foolad, 2007). Contudo, a
prolina é também conhecida por estar envolvida na reducdo de danos oxidativos por
eliminacédo e/ou reducdo de radicais livres (Tatar e Gevrek, 2008). Esta acumulacéo de
prolina em plantas de stress hidrico decaiu quando as plantas foram rehidratadas, o que
pode significar a diluicdo do seu contetdo em consequéncia do aumento de dgua nos
tecidos. Por outro lado, e de acordo com Ashraf e Foolad (2007), uma rapida
degradacdo de prolina no alivio do stress pode fornecer suficientemente agentes
redutores que suportam a fosforilacdo oxidativa mitocondrial, e a producdo de ATPs
para a recuperacdo do stress e a reparacdo de danos induzidos pelo stress.

Os resultados deste estudo também mostraram que a acumulacdo de prolina foi
acompanhada pelo aumento do teor de dialdeido malénico (Figura 3.9). A acumulagéo
de MDA ¢ muitas vezes usada como um indicador da peroxidacao lipidica (Smirnoff,
1993). O aumento do teor foliar de MDA, pode estar relacionado com a reducdo das
actividades das enzimas antioxidantes e do TRA depois de um stress hidrico prolongado
ou de stresses combinados (Jiang e Huang, 2001).

Se a C. siliqua fosse uma espécie tolerante ao stress hidrico, seria de esperar que as
defesas antioxidantes, designadamente as enzimas do sistema antioxidante,
aumentassem para fornecerem proteccdo essencial contra danos oxidativos observados
nas membranas celulares. Contudo, os stresses impostos as plantas resultaram,
aparentemente, num decréscimo das defesas antioxidativas em vez do aumento (Figura
3.10). Neste estudo, a actividade da CAT diminuiu com a imposi¢cdo dos stresses e a
actividade da APX praticamente ndo sofreu alteragdes. Os autores Kubo et al. (1999)

sugerem que, em plantas superiores, a capacidade de eliminagdo de espécies reactivas
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de oxigénio seria um determinante muito importante da tolerancia das plantas a
ambientes de stress. E de acordo com Schwanz et al. (1996), plantas com baixa
capacidade antioxidativa ttm menor tolerancia ao stress do que plantas com capacidade
antioxidativa elevada. Assim, depreende-se que a C. siliqua ndo apresenta mecanismos
antioxidantes enzimaticos que lhe poderiam conferir tolerdncia a seca e temperatura
elevada. Nesta espécie, ndo se observaram alteragfes na proteina soltvel, indicando que
0 stress hidrico e temperatura ndo teriam induzido a producdo de proteinas especificas
(Figura 3.11).

Os resultados obtidos em T. major evidenciaram respostas diferentes a imposicao dos
stresses (seca e temperatura elevada) em relacdo a C. siliqua, com excepcdo das
respostas observadas nos parametros hidricos. De facto, na T. major os parametros
hidricos (¥ e TRA) também foram afectados negativamente com a aplicacdo de stress
hidrico (Tabela 3.1). No entanto, o declinio destes parametros nesta espécie ndo foi tdo
acentuado, assim como a recuperacdo do defice hidrico foi mais eficaz (Tabela 3.1).
Assim, subentende-se que o fecho parcial dos estomas foi importante para evitar a perda
de &gua (valor de TRA perto de 90%) e que as plantas conseguiram lidar/escapar melhor
a seca. Alias, as plantas recuperadas apresentaram valores de teor relativo em agua
bastante elevados (aproximadamente 95%). Em adicdo, tal como na C. siliqua, estes
resultados também indicam que as alteracGes significativas nos parametros hidricos
foram agravadas com a imposicdo do regime térmico elevado. Resultados similares de
resposta a seca durante o verao foram também observados na espécie Cistus albidus L.
(Cistaceae) (Jubany-Mari et al., 2008), sugerindo 0s autores gque esta espécie consegue
tolerar o stress.

A T. major respondeu de maneira diferente da C. siliqgua em relacéo as trocas gasosas
efectuadas sob condicbes de stress, pois a aplicacdo dos stresses ambientais (seca e
temperatura elevada) pareceu ter efeitos na taxa de fotossintese liquida (Py), mas ndo na
condutancia estomatica (gs), relativamente ao controlo a 25/18 °C (Figuras 3.1, 3.2). A
reducdo na Py observada pode ser atribuida a limitagdes estomaticas, onde o fecho dos
estomas ocorre geralmente antes da inibicdo da fotossintese e restringe a disponibilidade
de CO, nos locais de assimilacdo nos cloroplastos (Hassan, 2006). No entanto, a
condutancia estomatica foi apenas afectada pelo regime térmico elevado, aumentando
significativamente (Figura 3.2). Esta evidéncia pode indicar que a temperatura elevada
induziu a abertura dos estomas, aumentando a capacidade da fotossintese. Porém,

segundo Xu e Zhou (2006) um aumento da condutancia estomatica sob temperaturas
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altas nem sempre leva a um aumento da capacidade da fotossintese. Os resultados
obtidos das trocas gasosas também podem sugerir que a imposigdo de ambos 0s stresses
(seca e temperatura) sdo mais prejudiciais a T. major do que apenas a imposi¢ao de
temperatura elevada. As plantas submetidas a recuperacdo do stress hidrico também
apresentaram valores inferiores de Py (Figura 3.1), indicando que estas ndo conseguiram
recuperar eficientemente a taxa de fotossintese.

Os resultados obtidos a partir das medigdes da fluorescéncia da clorofila a
destacaram uma diferenca interessante entre as duas espécies na resposta do aparelho
fotossintético a seca e temperatura elevada (Figuras 3.5, 3.6). A partir das respectivas
imagens da fluorescéncia da clorofila na T. major observa-se um aumento significativo
em Fy/Frn e em opsii, cONncomitantemente com decréscimos em oneq € @no, quando se
aplicou um regime térmico elevado as plantas. A partir deste resultado, subentende-se
que a temperatura elevada pode ser benéfica para esta espécie, aumentando o
rendimento quéntico do PSII e diminuindo a necessidade de mecanismos protectores.
Em contra partida, estes efeitos positivos da temperatura elevada foram atenuados pela
accdo do stress hidrico, de tal modo que os valores observados deixaram de ser
significativamente diferentes do tratamento tomado como controlo (25 °C/CC). Estudos
efectuados em Tuberaria guttata (L.) Fourr. (Cistaceae) por Fernandez-Baco et al.
(1998) indicaram que plantulas desta espécie sdo sensiveis as condi¢cbes ambientais,
extremos de temperatura e seca, e que nao conseguem manter um fluxo de electrdes
consistente durante o dia.

O facto de a temperatura elevada nao ter efeitos prejudiciais na T. major pode ser
deduzido a partir das alteragdes ocorridas nos pigmentos fotossintéticos (Tabela 3.2). A
concentracdo de clorofila a aumentou significativamente em plantas de regime térmico
elevado, resultando num aumento da razdo Cl a/Cl b. Este aumento sugere que
ocorreram mudancgas na composi¢cdo dos pigmentos do aparelho fotossintético (Camejo
et al., 2005). A razdo CI (a+b)/Crt, pelo contrario, diminuiu ao longo dos tratamentos,
pois observou-se que a concentracdo de carotendides presentes nas folhas aumentou
durante os tratamentos. Assim, nesta espécie a temperatura elevada levou a um tipo de
resposta de tolerdncia dos pigmentos fotossintéticos. Resultados similares foram
encontrados por Camejo et al. (2005). Estes autores também sugerem que 0s
carotendides ndo sO desempenham um papel de pigmento acessério na
absorcdo/captacdo da luz, mas também protegem os sistemas fotossintéticos contra

espécies reactivas de oxigénio.
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Tal como na C. siliqua, o aumento da concentracdo dos carotendides na T. major
também foi acompanhado pelo aumento de teores de antocianinas em plantas em stress,
indicando que estas actuaram como protectores da fotoinibicdo. Outro destaque de
resposta destas plantas a seca e temperatura elevada foi o ténue aumento do teor de
prolina, relativamente as plantas controlo em que ndo se detectaram quantidades de
prolina mensuraveis (Figura 3.8).

Analogamente, também se observou um ligeiro aumento, ndo significativo, nos
teores de MDA em plantas de stress (Figura 3.9). Assim, estes resultados sugerem que 0
défice hidrico e a temperatura elevada ndo provocaram danos oxidativos nas membranas
e que o aparecimento de antocianinas teve como finalidade a reducdo do risco de
fotoinibicao.

Deste modo, a preservacgéo da integridade estrutural da membrana pode indicar que a
T. major tem capacidade para tolerar os stresses hidrico e temperatura elevada.
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5. Conclusoes e Perspectivas futuras

Os resultados deste trabalho permitiram tirar conclusées acerca dos mecanismos de
proteccdo foto-oxidativa e identificar alguns parametros indicadores de resisténcias nas
espécies Ceratonia siliqua e Tuberaria major, a condi¢bes de défice hidrico e
temperatura elevada que poderdo surgir num futuro préximo em zonas mediterranicas.

Os resultados dos parametros hidricos sugerem que a imposicdo do défice hidrico a
temperatura elevada, afectou negativamente o estado hidrico da C. siliqua e da T. major,
mas o impacto foi maior em C. siliqua do que em T. major, pois esta Gltima apresentou
TRA e ¥ mais elevados. Assim, pode concluir-se que a T. major consegue lidar melhor
com a reducdo da agua disponivel no solo. No entanto, ambas as espécies mostraram
capacidade de recuperar rapidamente e de um modo eficiente do stress hidrico apés
irrigagéo.

Em relacdo ao desempenho fotossintético, as duas espécies responderam de maneira
diferente a combinacdo dos stresses ambientais. Enquanto em C. siliqua a temperatura
elevada ndo alterou nem a taxa de fotossintese (Pn) nem a eficiéncia quantica maxima
do PSIl (FJ/Fy), em T. major, ocorreram alteracdes minimas na actividade
fotossintética, mas a eficiéncia quantica maxima do PSII aumentou significativamente.
Isto sugere um melhor desempenho fotossintético da T. major a temperatura elevada,
desde que haja dgua disponivel no solo em quantidade suficiente. A imposicao do stress
hidrico em T.major fez baixar esses parametros para valores similares aos do controlo,
enquanto em C. siliqua foram atingidos valores significativamente menores, resultantes
quer do fecho estomatico quer de alteracbes a nivel do meséfilo, que indiciam
fotoinibicdo. No seu conjunto, estes factos apontam para uma maior capacidade de
resisténcia a seca em T. major do que C. siliqua.

Com base nestes resultados, conclui-se que o stress hidrico e regime térmico elevado
provocaram alteracdes na actividade fotossintética da C. siliqua, evidenciando que, nas
condicBes experimentais impostas, esta espécie ndo conseguiu evitar a seca, resultando
em danos oxidativos. Apesar das plantas de C. siliqua crescidas com baixa
disponibilidade de agua terem desenvolvido alguns mecanismos de defesa antioxidativa,
como o0 aumento das concentracfes de prolina, antocianinas e carotenoides, 0s niveis
elevados de MDA, sugerem que 0S mecanismos contra o stress oxidativo ndo foram

suficientes como estratégia de tolerdncia a seca. As funcbes de limpeza do ROS,
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normalmente atribuidas as enzimas antioxidantes, CAT e APX, foram prejudicadas pelo
stress hidrico, pois as suas actividades decresceram ou mantiveram-se constantes,
respectivamente.

Os elevados teores foliares em carotendides observados em T. major podem indicar
que esta espécie possui uma elevada capacidade de evitar o stress foto-oxidativo,
hipotese que é sustentada pelos dados relativos a concentragdo foliar em dialdeido
malonico (MDA), que ndo se alterou durante a imposicdo dos stresses.

Em conclusdo, os resultados obtidos na C. siligua permitem concluir que a
temperatura, agravando os efeitos negativos da escassez de agua no estado hidrico das
plantas, desencadeia fendmenos de foto-oxidacdo nesta espécie quais ndo possui
capacidade de resisténcia suficiente e, por conseguinte o desempenho fotossintético é
grandemente afectado, ao contrario da T. major. Contudo, e apesar dos resultados
obtidos, as duas espécies apresentaram grande capacidade de recuperacdo apos
irrigacdo. Este efeito € muito importante, pois sugere que a irrigacdo pode ter um papel
importante no futuro, indicando que é essencial para estas espécies lidarem com as

condicdes ambientais tipicas de zonas aridas e semi-aridas.

As técnicas utilizadas neste estudo mostraram-se apropriadas para uma compreensado
das reaccOes, limitacbes e danos, induzidas pela exposicdo das espécies Ceratonia
siligua e Tuberaria major ao défice hidrico e/ou temperatura elevada. Poréem, para
explicar melhor estes mecanismos seria necessario desenvolver mais estudos a nivel
molecular, tais como: a determinacdo de espécies reactivas de oxigénio (por exemplo,
H,0, e O) sob as condi¢cdes ambientais aqui estudadas, assim como a determinacgéo de
mais enzimas antioxidantes importantes (por exemplo, SOD e GPX) e de antioxidantes
ndo enzimaticos (por exemplo a-tocoferol e glutationa). Estes estudos poderiam auxiliar
na compreensdo do equilibrio producao/remocdo de ROS que pode ser perturbado pela
accdo de varios factores ambientais. Em adicdo, é também necessario optimizar os
métodos experimentais de determinacdo dos mecanismos antioxidantes enzimaticos,
nomeadamente no que diz respeito a T. major, visto que os métodos usados na C.
siliqgua ndo funcionaram para esta espécie.

Contudo, muitos outros estudos poderiam ajudar na compreensdo de resisténcia das
plantas aos stresses abioticos, como a avaliagdo do desenvolvimento do sistema
radicular, a determinacdo da producdo de proteinas especificas (por exemplo, proteinas

de choque térmico), e uma avaliacdo especifica das alteracdes na composicao
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membranar como resposta ao stress. Também seria importante avaliar os genes
envolvidos na resisténcia aos stresses, permitindo um melhoramente genético e, por

conseguinte, a obtencdo de culturas capazes de tolerar as futuras alteracGes climéticas.
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