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O efeito do stress abidtico ja é conhecido em diversas plantas modelo como Arabidopsis thaliana. Neste trabalho
pretendeu-se estudar a resposta fisiolégica de uma espécie ndo-modelo, Fragaria vesca, a um stress hidrico
enquanto stress primario. Isto foi efectuado em plantas aclimatadas a diferentes niveis de radiacdo que exibem
diferentes caracteristicas fisiologicas e morfoldgicas, pretendendo-se analisar as diferentes respostas para as
plantas de sol e de sombra, bem como submeté-las ao mencionado stress hidrico, induzindo-se a sua
desidratacdo. Observou-se uma grande complexidade da resposta das plantas ao tipo de stress induzido, muitas
vezes interligadas, que provocam danos celulares causados por stress secundario, como stress osmotico e
oxidativo. Os sinais de stress inicial - efeito osmético e iénico, mudancas e fluidez da membrana - desencadeiam o
processo a jusante da sinalizagdo e controle da transcri¢do. Estes activam mecanismos de resposta ao stress para
restabelecer a homeostase de modo a proteger e reparar as proteinas e membranas danificadas. Uma resposta
inadequada a um ou a varios passos na sinalizagéo e activacdo dos genes podem resultar na alteragéo irreversivel
da homeostase celular e na destruicdo de proteinas funcionais e estruturais, levando a morte celular. Os
resultados evidenciados neste estudo clarificam 0 modo como estas plantas reagem a perda de agua, permitindo
a elucidacéo dos mecanismos de adaptacéo envolvidos nesta resposta.

INTRODUCAO

O stress afecta todos os organismos vivos e pode ser definido como uma influéncia
desvantajosa no organismo influenciando factores tdo importantes como o crescimento e a sua
prépria sobrevivéncia. A capacidade de tolerar o stress depende, em parte, da sua capacidade
evolutiva e genética para adaptacdo, e por outro lado da sua histéria de vida individual
(Muhlenbock, 2006). As plantas, devido a sua constituicdo, estdo impossibilitadas de escapar ao
stress ambiental e estdo por isso em constante risco de sucumbirem a um ou a varios factores de
stress. Ao longo da sua vida, estdo expostas a uma grande variedade de condicOes de stress, e
sobreviverem, tém que se de adaptar modificando o seu metabolismo, anatomia e morfologia. Essa
capacidade de adaptacdo aos inumeros stresses, limita, no entanto, a capacidade de crescimento e
habilidade de competir em ambientes favoraveis. (Wang et al., 2001; Waring, 2004). Por esse
mesmo motivo, as células das plantas no ambiente natural integram uma variedade de sinais de
stress em concordancia com os processos metabolicos, de forma a tornar mais eficiente e controlada
a sua resposta de acordo com as condicdes existentes (Muhlenbock, 2006). Podem inclusivamente
alterar a sua bioquimica para tolerar um stress particular que ocorre raramente, mas o custo
metabdlico é muito alto para uma mudanca de ajuste temporario. O que acontece é que a frequente
exposicdo a stresses particulares leva a mecanismos de defesa que podem permanentemente mudar
a fisiologia, anatomia e morfologia de uma planta (Waring, 2004).

Um bom controlo da homeostasia celular é altamente necessaria de maneira a prevenir uma
sobrecarga de espécies reactivas de oxigénio (ROS), provocada por stresses ambientais. E também
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crucial para a planta que a regulagéo inter e intracelular do metabolismo e das vias de sinalizagdo
estejam em sintonia e que as respostas especificas sejam rapidas e precisas. De maneira a fazer face
a todos estes desafios, as defesas das plantas e respostas de aclimatacdo dependem dos mecanismos
de sinalizacdo de hormonas, ROS e outras substancias de sinalizacdo especificas de plantas
(Mihlenbock, 2006).

O stress abiotico é a primeira causa de perdas em colheitas a nivel mundial, chegando a reduzir
os rendimentos médios das maiores culturas em mais de 50% (Boyer, 1982; Bray et al., 2000). Este
leva a uma série de mudancas morfologicas, fisiologicas, bioquimicas e moleculares que afectam
negativamente o crescimento e produtividade das plantas (Wang et al,. 2001). Stress hidrico,
excesso de salinidade, temperaturas extremas e stress oxidativo estdo normalmente interligados e
podem induzir danos celulares semelhantes. Por exemplo, o stress hidrico e o excesso de salinidade
manifestam-se primariamente como stress osmotico, resultando numa disrup¢do da homeostasia e
distribuicdo ionica no interior da célula (Zhu et al., 1997; Serrano et al., 1999). Também o stress
oxidativo, que acompanha frequentemente os stress abioticos, causa perturbacdes via desnaturacao
de proteinas funcionais e estruturais (Smirnoff, 1998). Como consequéncia, estes diversos tipos de
stress ambiental geralmente activam vias de sinalizacdo (Knight e Knight, 2001) ou respostas
celulares, como a producdo de proteinas de stress, regulacdo de anti-oxidantes e acumulacdo de
solutos compativeis. (Zhu et al., 1997; Cushman e Bohnert, 2000).

O vulgo morangueiro-selvagem, Fragaria vesca, pertencente a familia das Rosaceae, é uma
planta herbacea, dipldide e rasteira, com folhas compostas por trés foliolos verdes e pilosos, de
margens dentadas. A floragdo é branca ou rosada e depois de polinizada por abelhas, da lugar ao
morango, um receptaculo floral desenvolvido que contém nele os verdadeiros frutos, pequenos
pontos negros ou verdes, designados de aquenios (Castroviejo et al., 2001). A sua distribuicéo
global vai da costa oeste do norte da América passando por varios paises europeus, crescendo
muitas vezes na sombra parcial de florestas perenifélias, de pinheiros ou de coniferas. Para
plantacdo artificial, os morangueiros devem ser mantidos em zonas com grande exposi¢do ao sol
apos o inicio das primeiras chuvas do ano. Assim estas plantas ficam com folhas e flores mais
pequenas, comparativamente com morangueiros plantados em zonas de sombra, mas 0S Seus
receptaculos sdo notavelmente maiores (Turhan e Kargi, 2007). De momento a familia das
Rosaceae esta a ser estudada a nivel genémico, incluindo o morangueiro (Slovin et al., 2009) e seus
respectivos hibridos, inclusivamente o Fragaria xananassa, 0 mais usado a nivel mundial para
producdo do morango (Turhan e Kargi, 2007). Estes estudos do genoma do morangueiro seréo
cruciais para a compreensao dos efeitos dos Vvarios stresses abidticos exercidos sobre ele, visto que
poderdo fornecer informacgéo necessaria a aumentar a produtividade da sua cultura.

Os stresses abidticos mais importantes enquanto factores limitantes do crescimento e
desenvolvimento desta planta, sdo o stress salino e o stress de frio, que podem causar notaveis
alteracdes morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares e assim afectar drasticamente a sua
produtividade. J& foram estudados alguns genes que desempenham um papel crucial na tolerancia
ao stress, nomeadamente pela identificacdo de proteinas por ele reguladas, as quais incluem a
betaina-aldeido desidrogenase (BADH), proteinas abundantes em embriogenese tardia (LEAS), o
factor transcricional induzido pelo frio (CBF1l) e a proteina anti-congelagdo (AFP). Plantas
transgénicas com o0s genes descritos tinham activacao constitutiva de resposta a stresses salinos e de
congelagdo. Mais recentemente foi descrita a WCOR410, uma proteina da familia das desidrinas
acidicas, que tera um papel fundamental na destabilizacdo da membrana plasmatica durante stress
hidrico e de frio e sera determinante na resisténcia celular a congelacéo. Estudos feitos com plantas
transgénicas que expressavam o gene Wcor410 mostram que tinham uma tolerancia de 5°C a mais
do que as plantas do tipo selvagem e estirpes que ndo o expressavam. Tal sugere que este gene esta
envolvido na crioprotec¢do da membrana plasmatica contra stress de congelacdo (Qin et al., 2008).

O objectivo deste estudo foi a aplicagcdo dos conhecimentos da fisiologia vegetal e ecofisiologia
dedicados essencialmente as respostas ao stress hidrico e oxidativo numa espécie ndo-modelo, com
individuos aclimatados tanto a condi¢cBes de alta irradiagdo como a individuos aclimatados a
ensombramento continuo, com interesse académico e potencialmente economico.



MATERIAL E METODOS

Determinacdo de caracteristicas morfologicas: Foram utilizadas plantas envasadas expostas
a stress durante uma semana para determinacdo do potencial hidrico das folhas, através da Bomba
de Scholander e no que respeita & medicao das restantes caracteristicas, foi utilizado o porémetro de
vapor de agua (LI-1600). Os procedimentos utilizados foram efectuados de acordo com os
protocolos fornecidos pela docente nas aulas praticas. Foram ainda utilizadas plantas expostas a
stress rapido em que as medi¢bes dos parametros a estudar foram igualmente medidos com o
porometro de vapor de agua (LI-1600), procedendo-se de acordo com o protocolo fornecido.

MedicOes de reflectancia em folhas: No que respeita a medicdo das reflectancia esta foi
efectuada com um espectofotometro portatil UniSpec-SC Enclosure Spectral Analysis System,
utilizado para trabalhos de campo e tal como anteriormente o procedimento efectuou-se de acordo
com os protocolos fornecidos na aula. As medigdes das variaveis ambientais necessarias para se
medir as condicGes de conforto térmico, que ocorreram no local onde se encontravam o0s
exemplares da espécie em estudo, foram obtidas com o uso do equipamento “HOBO Pro-séries”
fabricado pela Onset Computer Corporation.

Condutividade: Os passos para a realizacdo desta experiencia foram executados de acordo
com o protocolo fornecido pelo docente nas aulas préaticas.

Deteccdo qualitativa de H,O, (coloragdo com DAB): Procedeu-se como descrito no
protocolo fornecido.

Determinacgdo da peroxidacdo lipidica através do método com MDA: Os passos para a
realizacdo desta experiéncia foram executados de acordo com o protocolo fornecido pelo docente
nas aulas praticas, excepto na maceracdo das folhas do grupo 3 que foram maceradas em etanol,
sem se ter adicionado azoto liquido.

Determinacdo da concentracdo de sacarose: Os procedimentos para a determinagdo do
conteudo foliar em sacarose ap0s a inducéo de stress de dessecacdo, foram os descritos no protocolo
fornecido, exceptuando nas quantidades das varias amostras para medicdo da absorvancia. Aquando
da evaporacéo do etanol, ndo se diluiu a amostra em agua, sendo a amostra utilizada directamente
para medicdo da absorvancia. Os volumes totais ap0s evaporacdo do etanol foram de 1mL, excepto
para 3 replicados das plantas de sol em que o etanol foi evaporado até aos 0,5 mL. Poteriormente
aqueceu-se a 80°C, durante 8 minutos e arrefeceu-se rapidamente as amostras. Leu-se entdo as
absorvancia a 420 nm. Foram utilizados 100 pL para medicdo da absorvancia nas amostras de sol, e
50 pL para as amostras de sombra. Na determinacdo da curva de calibragdo pelo método do
resorcinol, colocou-se 0,1 mL amostra, contendo uma concentracdo conhecida de sacarose entre 5 e
50 mM , a qual se adicionou 0,25 mL de resorcinol e 0,75 de &cido cloridrico (HCL 30%).
Aqueceu-se também a 80°C, durante 8 minutos, arrefeceu-se rapidamente as amostras e leu-se entédo
as absorvancia a 420 nm.

Analise da expressdo do gene rd29A (RT-PCR): Procedeu-se como indicado no protocolo,
utilizando-se RNA extraido de Arabidopsis thaliana, visto os RNAs extraidos de Fragaria vesca
terem ficado degradados.

Fluorescéncia modulada: Procedeu-se de acordo com o protocolo, com as seguintes
alteracdes: recolheu-se um foliolo de morangueiro e pesou-se, apds as medicdes pesou-se
novamente o foliolo, o qual foi deixado posteriormente ao ar (stress hidrico). Repetiram-se 0s
passos 1 a 3 duas vezes.

Fluorescéncia JIP: Procedeu-se de acordo com o protocolo, com as seguintes alteracdes: apos
a aplicacdo do pulso de luz saturante pesaram-se novamente as amostras. Apds as pesagens, as
amostras foram deixadas ao ar (stress hidrico). Repetiram-se 0s passos 1 a 5 periodicamente.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Ecofisiologia: E importante ter presente que a transpiragao reflecte a influéncia das condicdes
atmosfericas, das disponibilidades hidricas do solo, da estrutura fisica da folha, de caracteristicas
morfoldgicas e mecanismos de resposta fisioldgica que controlam a perda de agua pelas folhas
(Calder, 1990). O processo fisiologico da transpiracdo € exercido através de regulacdo da abertura
estomatica em resposta as condigdes ambientais (luz, temperatura, humidade do ar e défices
hidricos junto ao sistema radicular), depende da evaporacdo que Se processa na interface
folha/atmosfera e do abastecimento hidrico desta, funcdo do gradiente de potencial e da resisténcia
hidréaulica total entre o solo e a folha (Jarvis, 1980).

A determinacdo da radiacdo fotossinteticamente activa (PAR) disponivel é essencial em
diversas aplicacOes, devido ao seu papel na fotossintese e noutros processos das plantas, a medicGes
da PAR sdo usadas para caracterizar o crescimento e a morfologia das plantas (Carter et al., 1992),
para estimar a competicdo (Cannel e Grace, 1993), bem como para avaliar interaccOes entre elas. A
intensidade da radiagdo solar que atinge a superficie terrestre é variavel de acordo com as condic6es
atmosfeéricas, mas cerca de metade da radiacdo esta na regido espectral de aproximadamente 380 a
780 nm que os humanos apreendem como luz visivel (Daubenmire, 1974).

O defice de pressdo de vapor de agua entre o interior da folha e o ar externo (VPD) é um
importante factor ambiental que afecta o funcionamento estomatico, estd também intimamente
ligado com a transpiracéo, e € uma medida recentemente encontrada para medir as consequéncias
microclimaticas de estufas, como também ¢é utilizado para avaliar doencas, potencial de
condensacdo e necessidades de irrigacdo de determinada planta, sendo assim uma potencial
ferramenta para a medicdo de afecgdes consequentes de stress hidrico.

As condigdes hidricas estdo muito relacionadas aos processos fisioldgicos de grande
importancia para as plantas. Processos como transpiracdo, fotossintese, respiracéo e crescimento sao
muito influenciados pelas mudancas ocorridas no estado hidrico das folhas (Hsiao, 1973). A
extensdo dos efeitos do défice hidrico nas espécies vegetais depende da sua intensidade e da
duracéo da capacidade genética das plantas em responder as mudancas do ambiente (Chaves, 1991).

A radiacdo solar que atinge as folhas é parcialmente reflectida e parcialmente absorvida, sendo
a restante transmitida. A reflectancia de uma folha abrange a luz reflectida pela superficie da folha e
a radiacdo que se dispersa a partir do interior da folha. Assim, esta vai depender da constituicéo da
superficie da folha (se tem pélos por exemplo) ou mesmo do seu estado hidrico (Theno, 2002).

A estimativa de parametros biofisicos de determinadas tipologias vegetais tem sido estudada
atraves de modelos de reflectancia, que incluem tanto variaveis ambientais como da planta em
estudo. De entre essas variaveis destaca-se a reflectancia espectral das folhas, que é considerada de
grande importancia devido aos resultados que tém vindo a ser obtidos e por isso é determinada com
um significativo grau de confianga (Ponzoni et al., 2007 ).

Medidas de reflectancia ao nivel das folhas podem ser utilizadas para avaliar alteracdes ao nivel
do conteddo hidrico, capacidade fotossintética e status oxidativo, induzidas por stress hidrico,
radiacdo e temperaturas elevadas, podendo ser calculados varios indices de reflectancia (Correria,
2009). Embora seja necessario, para facilitar o estudo, tratar cada stress separadamente, na natureza
eles ndo ocorrem isoladamente e influenciam-se mutuamente.

Caracteristicas morfoldgicas: Comparando as plantas de sol com as de sombra,
encontram-se algumas diferengas na sua morfologia. Destas diferencas, a area foliar é onde se
observa a maior diferenca: nas plantas de sombra a area é quase 5 vezes superior a das plantas de
sol. O peso fresco e seco tém também uma diferenca elevada entre os dois tipos de planta, mas neste
caso a diferenca € menos acentuada, nas plantas de sombra 0s pesos sdo quase 3 vezes superiores.
Para além destas diferencas bastante acentuadas, h& outras mais ligeiras. A espessura da folha
apenas difere em 10 mm, sendo também as plantas de sombra as mais espessas. Pelo contrério, o
teor hidrico relativo (RWC) das folhas nas plantas de sombra é quase 3 vezes inferior as de sol.
Quanto a area foliar especifica (SLA), a diferenca é praticamente inexistente. No numero de
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estomas por campo, existem mais nas plantas de sol na pagina inferior, ndo havendo nestas plantas
nenhum estoma na pagina superior, mas a diferenca para as plantas de sombra é baixa, tanto na
pagina inferior como na superior. Na densidade estomética observam-se diferencas superiores ao
transpor o n.° de estomas da area do campo para a area foliar.

Tabelal — Comparacdo de diferentes caracteristicas morfoldgicas entre plantas de sol e sombra. As letras a) e b)
indicam se existem diferencas nos pardmetros entre os dois tipos de folhas.

Habitat Area folha Espessura Peso fresco (mg)  Peso seco (Mg) Teor hidrico SLA Clorofila
(cm?) (mm) g 9 relativo (%)  (cm#mg) (SPAD)
SOL 5,00+0,84a) 285+2121a) 7507+1345a) 20,23+0,83a) 7251+4,82a) 0,25+0,02 2573+2113a)

SOMBRA 14,41+0,73b) 286+41,16a) 223,24+8,15b) 56,48+2,69b) 74,80+1,79a) 0,26+0,00 37,96 +0,54b)

Tabela 2- Comparacao de diferentes caracteristicas morfoldgicas entre plantas de sol e sombra. As letras a) e b)
indicam se existem diferencas nos pardmetros entre os dois tipos de folhas.

Habitat N° de estomas/campo Densidade estomatica (n°/mm?)
Pag. inferior Pag. superior Pag. inferior Pag. superior
SOL 20,73+ 0,47 a) 0,00 +0,00 a) 126,75+ 2,81 a) 0,00 + 0,00 a)
SOMBRA 16,0 £ 8,20 a) 1,03+ 1,27 b) 100,62 + 51,60 b) 6,50 £+ 8,01 b)

As diferengas morfologicas verificadas nos dois tipos de plantas devem-se essencialmente as
diferentes condicdes existentes nos dois habitats (sol e sombra). As plantas necessitam de luz para
realizarem a fotossinte e o que se verificou foi que as plantas em condi¢des de pouca luz (sombra)
desenvolveram adaptacOes a esta caréncia. A area foliar aumentou cerca de 5 vezes e com este
aumento de &rea, aumentou também o peso, neste caso em cerca de 3 vezes, comparativamente com
as plantas de sol (como observado noutra espécie por Fahl et al., 1994).

O teor hidrico relativo é semelhante nas plantas de sombra e nas plantas de sol. A espessura da
folha é ligeiramente superior nas folhas de sombra, contrario ao que seria de esperar, visto que
normalmente folhas sujeitas a maior radiacdo desenvolvem células de palicada do mesofilo mais
longas, para absorverem mais luz. No caso deste estudo, o habitats de sol e sombra estavam
bastante proximos e a agua disponivel nos habitats seria aproximadamente a mesma. Como tal, as
plantas de sombra mostraram reter tanta agua como as de sol (Tabela 1), como mostra o seu RWC.
Isto deverd ser explicado como um mecanismo de retencdo da dgua nas plantas de sol, como defesa
a elevada irradiacdo, beneficiando com o menor nimero de estomas presentes e a sua presenca
apenas na pagina inferior, e ao inventual o fecho dos estomas mais frequentemente.

Um sinal claro da adaptacdo das plantas de sombra é as diferencas ao nivel do ndmero de
estomas. As plantas de sol, contrariamente as de sombra, continham um grande nimero de estomas
na pagina inferior e, consequentemente, uma densidade estomatica também elevada. Na pagina
superior, as plantas de sol ndo possuiam nenhuns estomas, enquanto as de sombra continham, em
média, 1 estoma por campo de observagdo (cerca de 0,16 mm?) (Tabela 2).

As plantas de sol, sujeitas a uma maior incidéncia solar, desenvolveram como adaptagdo uma
estratégia para se protegerem do excesso de luz que aumentaria a transpiracdo pelo aumento de
calor provocado pela radiagdo — 0s estomas encontram-se apenas na pagina inferior, a qual recebe
significativamente menos luz que a pagina superior; as plantas de sombra ndo necessitam de reduzir
0 numero de estomas — tém menos estomas na pagina inferior e mais na pagina superior, visto que
ndo tém necessidade de evitar tanto a transpiragdo e podem entdo manter o maior numero de
estomas e 0 seu maior tempo de abertura para maior captacdo de carbono e transpiracao.



Analise dos factores ambientais (HOBO): Foram analisados varios factores abioticos
envolvidos no crescimento da espécie em estudo. Na Fig.1 estdo indicados os valores da humidade
relativa, temperatura do ar, temperatura do solo e radiagéo fotossinteticamente activa (PAR) durante
um periodo de 24 horas.
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Figura 1- Avaliacdo dos parametros do local de crescimento de Fragaria vesca através do “HOBO”, ao longo de 24
horas. Folhas de sombra ( —<—) e de sol ( —#—). a) Humidade Relativa(%), b) Temperatura do ar (C°), c)
Temperatura do solo (C°) e d) radiagdo fotossinteticamente activa, PAR (umol m?s™).

Na Fig.1a é possivel observar a variacdo da humidade relativa ao longo do dia e verifica-se que
tanto para as folhas de sol como para as folhas de sombra esta percentagem é constante, desde a
meia-noite até por volta das 8 horas da manha. A partir desta hora até por volta das 11 horas ocorre
um decréscimo da mesma, voltando a subir novamente por volta das 12 horas e até as 15 horas. A
partir das 14 horas o valor de humidade relativa permanece constante, no limiar dos 100% até as 23
horas, onde volta depois a diminuir ligeiramente. E ainda possivel observar que a percentagem de
humidade relativa para as folhas de sol € mais elevada que a das folha do sombra, ocorrendo sempre
entre as duas uma diferenca de aproximadamente 22,5%, que se mantém constante ao longo de todo
0 tempo.

Uma menor humidade relativa provoca um fecho hidropassivo dos estomas (Taiz e Zeiger,
2002), resultante da perda de turgor das células guarda, em condicdes de stress hidrico. Portanto a
ocorréncia de maior humidade na zona das plantas de sol podera ser compensada pela diminuicao
do nimero de estomas e pela sua auséncia na pagina superior das folhas, que permitird uma maior
retencdo de agua, visto que havera maior fecho passivo dos estomas e consequentemente menor
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transpiracdo. Noutros casos o fecho dos estomas € hidroactivo, em que a concentra¢do de solutos
nas células guarda diminui apos a ac¢do do acido abscisico (ABA), que provocara a saida de dgua e
perda de turgor, levando ao fecho estomatico.

No que respeita a Fig.1b pode observar-se o valor da temperatura do ar, também ao longo de 24
horas. Este valor é bastante idéntico nos dois tipos de folhas (sol e sombra), sendo que entre as 16 e
as 9 horas (periodo da noite) o valor da temperatura ¢ mais baixo que nas restante horas do dia,
entre as 10 e as 15 horas, no qual se observa um aumento da temperatura do ar.

Na Fig.1c é estudada a variacdo da temperatura do solo e observa-se que esta é também
bastante linear entre as folhas de sol e sombra, sendo que as folhas de sombra apresentam uma
temperatura um pouco mais elevada que as de sol entre o periodo das 19 as 9 horas da manha. A
partir desta hora observa-se uma sobreposicéo das duas rectas o que significa que durante o periodo
entre as 10 e as 19 horas do dia o valor da temperatura do solo é igual tanto para as folhas de sol
como para as folhas de sombra. Portanto a temperatura do ar e do solo ndo influenciara as
diferencas das aclimatacGes dos dois tipos de plantas.

A radiacdo fotossinteticamente activa é observada através da Fig.1d que esta sd apresenta
valores significativos a partir do periodo entre as 6h e as 16 horas, sendo que se observa um
aumento da mesmo das 6h até ao meio dia comegando a entdo a diminuir.

Apds um estudo mais especifico dos factores ambientais a que as plantas estdo sujeitos
(variacdo dos parametros estudados durante 24 horas) procedeu-se a uma anélise mais geral dos
mesmos. A Fig.2 resume os valores dos parametros obtidos, fazendo-se uma comparacdo média
geral entre as plantas de sol e sombra durante os 5 dias de estudo.
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Figura 2- Avaliacdo dos parametros do local de crescimento de Fragaria vesca através do “HOBO” durante os 5 dias
de estudo. a) Humidade Relativa(%), b) Temperatura do ar (C°), c¢) Temperatura do solo (C° e d) Radiagdo
fotossinteticamente activa -PAR (umol m?s™). Para cada um dos parametros indicados é feita a comparagao entre a

média, maximo e minimo dos valores obtidos para cada folha (sol O e sombra ©).

7



Na Fig.2a estd indicada média da variagdo da humidade relativa correspondente as plantas de
sol e sombra e observa-se que os valores sdo superiores para as plantas de sol que apresentam uma
média que ronda os 91,23% enquanto plantas de sombra apresentam um valor médio de 65,62%.
Verifica-se ainda que nas plantas de sol a humidade relativa atingiu um valor maximo de quase
100% e um minimo de 72%, enquanto as plantas de sombra chegaram apenas aos 76% de maxima e
52 % de minima.

Na Fig.2b podemos observar que os valores da temperatura do ar sdo bastante aproximados nos
dois tipos de plantas, apresentando as plantas de sombra um valor ligeiramente superior (13,33°C),
em relacdo ao das plantas de sol (13,24°C). Verifica-se ainda que a variagdo da amplitude térmica
entre os valores maximos e minimos varia entre os 5°C, nas plantas de sombra e os 8°C nas plantas
de sol.

No que respeita a temperatura do solo (Fig.2c) as diferencas sdo, tal como anteriormente, muito
pouco significativas, observando-se que para plantas de sombra este valor é ligeiramente superior
(12,67°C) em relacdo as plantas de sol (12,10°C), e as variacdes de amplitude térmica entre 0s
valores maximos e minimos sdo também bastante baixas, 1,9°C para plantas de sombra e 3°C para
plantas de sol.

Os valores de radiacdo fotossinteticamente activa estdo indicados na Fig.2d, e como é possivel
observar sdao de entre todos 0s que apresentam maiores diferencas entre plantas de sol e sombra,
sendo mais elevados nas plantas de sol (63,70 pmol m™s™) e para plantas de sombra apresentam um
valor bastante mais baixo (20,22 pmol m?s™). Observa-se ainda que os valores minimos para
ambas as folhas sdo exactamente iguais (14 pmol m™?s™ ), o contrario acontece para os valores
maximos onde se observa uma enorme discrepancias entre folhas de sol e sombra, as quais
apresentam valores de 287,7 pmol m?s™ e 86,0 pmol m™s™, respectivamente.

Os valores obtidos para as condi¢cbes ambientais sdo bastante coerentes e estdo todos
relacionados entre si. De acordo com Parkhurst et al. (1972), a variacdo da temperatura do ar é
determinada de acordo com o balanco da radiagdo solar incidente na superficie do solo e na folha,
sendo esta radiacdo absorvida por ambos. Este facto corrobora os resultados obtidos, que indicam
que o valor da temperatura do ar € mais elevado precisamente no mesmo periodo de tempo em que
a radiacdo fotossinteticamente activa € mais elevada.

Durante a noite o balan¢o de radiacdo é negativo ocorrendo perda de calor para a atmosfera e
consequentemente das superficies do solo e das folhas, 0 que provoca uma perda de calor da
camada de ar com a qual estdo em contacto, ou seja, ocorre uma diminuigdo da temperatura do ar.

A humidade relativa é um factor que também varia bastante durante o dia, sendo que a maior
percentagem de humidade relativa ocorre durante a noite e madrugada. Este facto é explicado
devido a proporcionalidade inversa existente entre este dois factores, ou seja quando mais alta € a
PAR mais baixa é a humidade relativa no local (Daubenmire, 1974), o que confirma os valores
obtidos na Fig.2a.

Como seria de esperar a medida que a radiacdo fotossinteticamente activa aumenta, a
temperaura do ar e do solo tornam-se também mais elevadas e consequentemente a humidade
relativa do ar no local vai baixando. Esta diminui¢do na humidade relativa ajudara ao ja referido
fecho hidropassivo dos estomas, particularmente nas plantas de sol que ajudara a uma retencédo de
agua neste periodo. As plantas de sombra apresentam valores mais baixos de PAR o que explica
que tenham valores mais baixos de temperatura e consequentemente humidades relativas mais
baixas em relagdo as plantas de sol.

Relagdo do défice de pressdo de vapor com a transpiracdo e condutancia estomatica em
plantas submetidas a stress rapido: Medicoes altas de VPD significam que o ar tem uma maior
capacidade de contengdo de agua, estimulando a transpiracdo da planta nestas condi¢cdes de baixa
humidade. Medicédo baixas por outro lado, significam que o ar esta perto da saturacdo o que indica
que ndo podera receber mais humidade das folhas (Prenger e Ling, 2009). Fomos entdo comprovar



tais assercOes na nossa experiéncia com Fragaria vesca, avaliando os parametros de transpiracgéo;
défice de pressao de vapor, condutancia estomatica e agua perdida (Tabela 3).

Tabela 3 — Dados experimentais obtidos com a utilizagcdo do porémetro em folhas de sol e folhas de sombra submetidas
a stress rapido. Comparacao dos diferentes parametros (Hr - humidade relativa; Tr — Transpiragdo; G — condutancia
estomatica; VPD — Défice de Pressdo de Vapor). Um p <0,05 indica diferencas significativas entre os valores de sol e
sombra. As letras a) e b) indicam se existem diferencas nos pardmetros entre os dois tipos de folhas.

Habitat VPD (mbar/bar) Tr (ug.cm™?s™) G (mmol m?.s™) HR (%)
Sol 10,26 + 1,89 a) 0,54 +0,17 a) 0,03+0,01 a) 59+ 1,41 a)

Sombra 12,03+ 0,59 a) 0,53+0,21 a) 0,03+0,02 a) 58 +0.00 a)

t-student 0,17 0,47 0,41 -

Atraves da andlise da Tabela 3 é possivel verificar a relacdo de diferentes pardmetros acima
referidos entre folhas de sol e sombra sujeitas a stress rapido. Verifica-se que a média do défice de
pressdo de vapor, apesar de ndo muito significativa (p=0,17), é mais elevado em plantas de sombra
do que em plantas de sol (12,03 mbar/bar e 10,26 mbar/bar respectivamente). O mesmo acontece
para as variagOes da transpiragdo dos dois tipos e folhas, nas quais se verifica um maior valor de
transpiracdo nas plantas de sol (0,54 pg.cm™.s™) em relacdo as plantas de sol (0,53 pg.cm?.s™), esta
diferenca é muito pouco significativa tal como indicado pelo valor de p=0,46.

A condutancia estomatica ao contrario das anteriores apresenta 0s mesmos valores tanto para
folhas de sombra como para folhas de sol (0,03 mmol.m?.s™). Em ambos os casos, a humidade
relativa do ar ndo varia muito, sendo que se apresenta superior nas plantas de sol (59%) em relacéo
a plantas de sombra (58%).

Verificou-se comparativamente uma medicéo de defice de pressédo de vapor superior em plantas
de sombra do que em plantas de sol, revelando entdo que o ar na camara do porometro estava
menos saturado em plantas de sombra. Como seria de esperar em plantas de sol a transpiracdo
estava entdo comprometida pelo défice de pressdo de vapor mais baixo, possuindo também assim
uma maior humidade relativa em relacéo as plantas de sombra.

Foi paralelamente medida a condutancia estomatica para verificar a sua relacdo com o défice de
pressdo de vapor. Para diferentes valores de VPD néo se verificaram alteragdes dos valores da
condutancia estomatica, mantendo-se uma medicdo de 0,03 mmol.m™.s™ tanto em plantas de sol
como em plantas de sombra. Em experiéncias anteriores tal relagdo nunca foi plenamente atestada,
existindo muitas vezes uma isencdo de resposta da condutancia sob valores discordantes de VPD, e
quando tal ndo acontece 0s mecanismos envolvidos continuam por explicar e replicar
experimentalmente, confirmando-se entdo como um assunto ainda em aceso debate por parte da
comunidade cientifica (Streck, 2003).

Tal demonstra uma possivel preponderancia adaptativa das plantas que crescem a sombra, com
a sua transpiracdo e respectiva humidade relativa (inversamente proporcional) a revelarem-se
menos dependentes do défice de pressdo de vapor e assim de stresses provenientes de uma
humidade atmosférica elevada.

Determinacgdo do potencial hidrico, medicédo de resisténcias estomaticas, transpiracédo e
radiacdo fotossinteticamente activa em plantas expostas a stress rapido: Apds uma semana de
exposicao ao stress hidrico, foram analisados os pardmetros acima referidos em plantas envasadas,
procedendo-se a comparacdo entre as médias e os desvios padrdo em plantas de sol e sombra.



Tabela 4- Comparacgdo dos diferentes parametros (Radiacdo fotossinteticamente activa - PAR, Resisténcia estomatica -
Rs, Transpiracdo - Tr e Potencial hidrico - ¥) em plantas de sol € sombra envasadas, apds terem sido submetidas a
stress hibrido durante uma semana. Com valores gerais de Humidade relativa (%) - entre os 33%, Temperatura da
cuvete - 23°C, Temperatura da folha - 23°C. As letras a) e b) indicam se existem diferencas nos parametros entre plantas
de sol e sombra. Um p <0,05 indica diferencas significativas entre os valores dos dois tipos de folhas.

Habitat PAR (umol.m?s™) Rs (s.cm™) Tr (pug.cm?.s™) ¥ (Mpa)
Sol 93+15a) 50 + 12,25 a) 0,28 0,08 a) 0,8+01a)
Sombra 141,6 £ 98.9 b) 91,6 +9,83 b) 0,14 £ 0,015 b) 1+0,26 a)
t-student 0,041 0,005 0,020 0,144

Atraves da Tabela 4 é possivel observar a relacdo entre os diferentes parametros, relacionando
folhas de sol com folhas de sombra. Os valores de radiacdo fotossinteticamente activa (PAR) sdo
bastante diferentes entre cada uma das plantas, observa-se que em plantas de sombra a média dos
valores (141,6 pmol.m.s™) é bastante superior ao das folhas de sol (9,3 umol.m?.s™), apresentando
um valor de p = 0,041 o que indica a diferenca de valores entre as duas folhas é significativa.

No que respeita aos valores da resisténcia estomatica (Rs) este valor € mais elevado em plantas
de sombra (91,6 s.cm™) do que em plantas de sol (50 s.cm™). p = 0,005 indica que existe uma
diferenca bastante significativa entre as folhas de sol e sombra.

Observam-se também diferencas no valor da transpiracdo (Tr) para as duas folhas, mas ao
contrario dos parametros anteriormente descritos estes valores sdo superiores nas plantas de sol
(0,28 pg.cm™.s™), em relacdo as plantas de sombra, me que se apresentam um pouco mais baixos
(0,14 ug.cm?.s™).

As diferengas de potencial hidrico () entre as duas folhas podem também ser observadas na
Tabela 4 e verifica-se que estes valores encontram-se bastante proximos um do outro (0,8 Mpa para
folhas de sol e 1 Mpa para folhas e sombra), facto corroborado pelo valor de p = 0,1 que indica que
a diferenca entre os valores para as duas folhas é pouco significativa. A diferenca de potencial
hidrico nas diferentes folhas esta em conformidade com o tamanho das folhas, sendo maior em
folhas de sombra, em que a folha € maior e menor em folhas de sol onde a folha é mais pequena.

No que respeita ao estudo dos parametros medidos através do porometro, em plantas envasadas
sujeitas a stress hidrico durante uma semana, concluiu-se que os valores de transpiracdo, resisténcia
estomatica e potencial hidrico sdo factores que dependem uns dos outros mas acima de tudo
dependem do valor de PAR, sendo esta a variavel independente.

A transpiracdo, resisténcia estomatica e potencial hidrico sdo todos factores que correspondem
a uma resposta, tanto ao stress aplicado anteriormente (stress hidrico), como ao tipo de aclimatagéo
e radiacao sujeitas. Como tal, para plantas de sombra observou-se grandes niveis de radiacdo, uma
grande resisténcia estomatica de quase 92 s.cm™, de maneira a evitar a perda de &gua por
transpiracdo, principalmente aquando de um stress hidrico.

A anélise dos dados da transpiracao e da resisténcia estomética confirmam exactamente isso, a
correlacdo existente entre estes dois factores, sendo a variavel dependente a transpiracdo (Damalgo
et al., 2006). J& em plantas aclimatadas ao sol verifica-se que a radiacdo a que sdo submetidas é
mais baixa, facto ndo expectavel, mas fazendo com que a resisténcia estomatica ndo seja tdo alta
como em sombra, pois a aclimatacdo ao sol permite-lhe aguentar e resistir melhor a condicGes de
stress hidrico. Este facto € corroborado pelos resultados obtidos na experiéncia realizada, visto que
em plantas de sombra a resisténcia estomatica é muito superior as plantas de sol. E ainda
confirmada a correlacdo entre a radiacdo fotossinteticamente activa (PAR) e a resisténcia
estomatica, também confirmada por Nogueira, 2001. O facto dos valores de PAR serem mais
elevados nas plantas de sombra pode ser explicado devido a erros de medicéo, pois para alem de
terem sido conduzidos por diferentes pessoas, ndo foram efectuados nas mesmas condicGes (Turhan
& Kargi , 2007).
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Reflectancia: A partir da Fig.4 é possivel observar que com percentagens de contetdo hidrico
mais elevadas ocorre um aumento do indice de reflectancia fotoquimico em plantas de sombra, o
mesmo ndo se verifica para as plantas de sol nas quais ndo se observa grandes variacdes de PRI. A
diferenca entre os valores de PRI para os dois tipos de folhas é também observada, sendo este
superior nas plantas de sol. O efeito contrario € observado no que respeita ao teor hidrico relativo,
que se apresenta superior em plantas de sombra.
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Figura 4 - Relagdo entre a variagdo do contetdo hidrico (%) e o indice de reflectancia fotoquimico entre folhas de sol < e sombra =
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0,0007x - 0,0931; R?= 0,2461).
o 1,015 4
2
5 1,01 + 0©
s MO e e <
© <
'S 1 - S
<g (o
£ 0,995 -
2 E 0,99 -
T 099 1
S ’/
o 0,985 - e
° .-m
e | o
% 0,98 Y ]
£ 0975 1 ="
0,97 T T T T T 1
66 68 70 72 74 76 78

Contetdo Hidrico (%)
Figura 5 - relagdo entre a variacdo do conteddo hidrico (%) e o indice de reflectancia hidrico entre folhas de < e sombra =

expostas a stress. Linhas de tendéncia para cada situacéo, sol ( y = 0,0007x + 0,9563; R? = 0,1536) e sombra ( ----- y=
0,0035x - 0,7276; R*=0,9863).

Através da Fig.5 € possivel verificar a relagdo entre a variacdo de conteudo hidrico e o indice
de reflectancia hidrico. Para plantas de sombra observa-se uma proporcionalidade entre os valores
de WI e a percentagem de conteudo hidrico, indicando que a medida que este diminui, diminui
também o referido indice reflectancia. A diferenca entre os valores de WI para os dois tipos de
folhas é igualmente estabelecida, sendo este superior nas plantas de sol. Tal como na Fig.4 é
observado o efeito contrario no que respeita a percentagem de contetdo hidrico que é superior em
plantas de sombra.

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que o indice de reflectancia hidrico esta
directamente relacionado com o conteddo hidrico da folha, ou seja, quanto mais baixa a
percentagem de conteudo hidrico na folha menor o indice de reflectancia hidrico e vice-versa. O
facto de as folhas de sol apresentarem valores mais elevados no que respeita ao indice de
reflectancia pode ser explicado como uma resposta de aclimatacdo, com a relacdo de diversos
factores como a anatomia e fisiologia foliar (Printer et al. 1985), ou seja, folhas de sol tendo
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dimensdes mais pequenas apresentam percentagens de contedo hidrico mais baixas logo indices de
reflectancia hidricos mais elevados. O contrario acontece em folhas de sombra visto que apresentam
dimens@es foliares maiores logo um contetddo hidrico também maior o que implica indices de
reflectancia hidricos mais baixos.

Em plantas aclimatadas ao sol existe um elevado nimero de carotenos oxigenados (xantofilas)
que reflectem a energia excessiva. Isto ocorre como modo de proteccdo dos proprios fotossistemas a
fotoxidagdo. Os resultados obtidos corroboram este facto, pois aquando de uma diminuicdo de
conteudo hidrico ocorre um aumento PRI, visto que a menores percentagens de contetdo hidrico é
verificada uma diminuicdo das taxas fotossintéticas, pois os tecidos com menor conteudo hidrico
baixam o rendimento fotossintético. (Anderson, 1986) O aumento da reflectancia serve entdo como
medida defensiva para esses cloroplastos que ja ndo conseguem aceitar mesma energia que era
inicialmente aproveitada.

O mesmo ndo se verifica para plantas de sombra, que devido a sua aclimatagdo apresentam
nimeros mais baixos de xantofilas, visto que estas necessitam de absorver mais energia que as
plantas de sol. Os resultados obtidos indicam que para valores mais baixos de contetdo hidrico
ocorre uma diminuicdo de PRI o que sugere uma menor necessidade de fotoproteccéo. (Yang et al.,
1994; Post e Vesk, 1992).

Condutividade: Os sintomas visuais de danos induzidos sdo dificeis de quantificar quando as
espécies de plantas ou genotipos sdo rastreados para susceptibilidades diferentes para um tipo de
stress especifico. Por isso sem davida, um dos métodos mais seguros e fiaveis seria medir a taxa de
crescimento relativo, mas este método requer uma grande disponibilidade de tempo e requer uma
ampla oferta de equipamentos e infra-estruturas em ambiente controlado (Hendry e Grime, 1993).

Alternativamente, um nimero de parametros fisiologicos, incluindo a fuga de electrolitos, tem
sido utilizado como indicadores mais rapidos. Em stress como o hidrico verifica-se um aumento no
fluxo passivo de i6es devido a uma reducédo na integridade membranar. (Whitlow et al, 1993)

__ 90
S
% ——e
=
< 70
o
8 60 a X
5
I 50
]
2 40
0 50 100 150

Tempo (min)
Figura 6- Variacdo do Teor Hidrico Relativo, RWC (%) ao longo do tempo (min) para: ==*= Controlo para folhas de

sol, =#=Folhas de sol em stress hidrico, Controlo para as folhas de sombra e ====Folhas de sombra em stress
hidrico.

De maneira a estudar o impacto do stress hidrico inicialmente foi-se ver como este interferia no
teor hidrico relativo (RWC) das folhas. Na Fig.6 observa-se que as folhas recolhidas de modo a
proceder-se a verificagdo do RWC nao ultrapassam o valor de 85%, estando todas (controlo sol,
stress sol, controlo sombra e stress sombra), muito perto do valor umas das outras para o tempo 0
min, tempo em que € iniciado a verificacdo do teor hidrico relativo sujeito ao stress hidrico. A
segunda medicdo foi realizada aos 90 min ,e ja se comegam a notar algumas disparidades,
principalmente entre os valores de controlo e stress, tanto em sol como em sombra, pois verifica-se
que os sontrolo, apresentam um aumento ligeiro do RWC enquanto que as folhas em stress
apresentam um decréscimo ligeiro do RWC se compararmos com os dados aos 0 min (Fig.6). Entre
sol e sombra também se observam algumas diferencgas pois enquanto os valores para controlo, tanto
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de sombra como sol, permanecem par a par tal como no inicio sendo os valores mais altos os de
controlo sol e depois sombra, ja em stress a situacdo modifica-se pois as folhas de sol que tinham o
valor inicial mais alto neste momento observa-se que tem o valor mais baixo de RWC. A ultima e
terceira medicdo foi realizada aos 120 minutos, onde se verificou um decréscimo dos valores de
stress, principalmente de sol, que chegou aos 42,5% e sendo o Unico que desceu abaixo da barreira
dos 60% de RWC. O stress sombra também verificou um decréscimo de teor hidrico mas ndo tao
acentuado quanto o verificado pelo sol, chegando aos 61,4% de RWC. Ja nos controlos, as folhas do
sol continuam aumentar o seu teor hidrico relativo alcangcando um maximo aos 79,5%, enquanto 0s
controlos sombra ao invés de acompanharem as de sol como na medida anterior, verificam um
decrescimo do valor do RWC.
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Figura 7- Variagdo da condutividade relativa (%) ao longo tempo (min). ==*= Controlo para folhas de sol, ==
Folhas de sol em stress hidrico, Controlo para as folhas de sombrae === Folhas de sombra em stress hidrico.

Na Fig.7 observou-se a condutividade relativa ao longo do tempo como medida para apurar a
fuga de electrolitos e por sua vez o stress hidrico nas folhas. No tempo 0, verifica-se a
condutividade relativa inicial das folhas stress e controlo antes do stress hidrico ser aplicado, sendo
mais baixo para o controlo sol e mais alto para o stress sol. Apds 90 minutos de stress hidrico
realiza-se uma segunda medicéo, o que salta a primeira vista e que tanto os controlo como os stress,
todos aumentam os valores de condutividade relativa. No entanto observa-se um grande aumento
dos valores de condutividade relativa nas folhas de sol em stress, com uma diferenca de cerca de
11% para o valor inicial, enquanto nas folhas de sombra em stress esse aumento fica s6 pelos 7%. J&
nos controlos esse aumento foi muito mais ligeiro, tendo-se verificado o valor mais alto para as
folhas em sombra com um aumento de cerca de 3% e 0s mais baixos para as de sol com aumentos
da
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Figura 8 - Relacdo entre a variacdo da condutividade e do peso fresco das folhas para o intervalo de 90 minutos em
stress. ® Controlo para folhas de sol, ® Folhas de sol em stress hidrico, Controlo para as folhas de sombrae ®
Folhas de sombra em stress hidrico.
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Por altimo foi-se observar a relagdo entre a variagdo da condutividade e do peso fresco das
folhas, para o intervalo de 90 minutos em stress. Verificou-se que para as folhas de sol a diferenca
entre stress e controlo € abismal, sendo que essa mesma diferenga ultrapassa o valor de 1200 pS de
condutividade por g de folhas frescas (variacdo para intervalo de 90 minutos). Enquanto em sombra
esses valores sdo muito inferiores ja que a diferenca entre stress e controlo € apenas de 34 uS de
condutividade por g de folhas frescas (variacdo para intervalo de 90 minutos) (Fig.8). Ou seja, em
stress hidrico, para uma grama de diferenca de peso fresco observa-se uma maior fuga de
electrolitos em folhas sol do que em sombra.

Os resultados aqui apresentados indicam que tal como seria de esperar, 0 stress hidrico
modifica a integridade das membranas através da perda de turgescéncia, verificado por uma
diminuicao do teor hidrico relativo. Ou seja, ao longo do tempo a fuga de electrolitos é tanto maior
que afecta adversamente todas as funcdes fisioldgicas, pois as membranas que envolvem 0s
organelos, como os cloroplastos, mitocondrias e vacuolo, essenciais para um bom funcionamento
celular sdo afectadas, tornando-se canais para a transferéncia de ides e reduzindo assim a
fotossintese e a respiracdo, entre outros (Nilsen e Orcutt, 1996).

O facto do stress em folhas de sol apresentar maiores perdas em relacéo ao teor hidrico relativo
do que em folhas de sombra deve-se principalmente a ligacdo que existe entre a perda de agua e a
conduténcia estomatica. Ou seja o teor hidrico relativo estd dependente da regulacdo estomaética.
Para que a folha ndo perca muita agua e por sua vez modifique a integridade das membranas atraves
da perda de turgescéncia (resultando em valores mais altos de condutividade), as plantas de sombra
para pequenas perdas de teor hidrico relativo, apresentam uma condutancia estomatica que diminui
muito mais rapidamente e mais cedo do que nas folhas de sol. Existe assim uma maior perda de
electrolitos quando ocorre stress nas folhas de sol do que nas folhas de sombra, como se verifica na
Fig.8 (Lemoine et al. 2002).

Para concluir, salienta-se que a principal perda de agua e por sua vez de electrdlitos é
controlada pela regulacdo estomatica e por sua vez pela sua conduténcia, controlada pelos niveis do
teor hidrico relativo da planta, pois este € um dos factores chave que controlam a abertura e fecho
dos estomas (Monteith, 1995; Franks et al. 1997).

Determinacdo da peroxidacao lipidica: Em algumas espécies, a seca ou lesGes por calor
induzem stresse oxidativo, resultando na producdo e acumulacdo de espécies reactivas de oxigénio
(ROS), altamente tdxicos, tal como o radical superdxido (Oy), perdxido de hidrogénio (H,0,), e
hidroxilo (OH) (Bowler et al., 1992; Foyer et al., 1994). As ROS produzidas durante um stress
podem causar muitos danos a componentes celulares, incluindo lipidos, proteinas, acucares e acidos
dos processos de respiracdo e, assim, do crescimento da planta. As plantas tém evoluido sistemas
enzimaticos e ndo-enzimaticos de modo a conseguirem eliminar ROS. Em sistemas enzimaticos,
temos por exemplo, a enzima superoxido dismutase (SOD) que catalisa a dismutacdo de O, para
H,0, e O,. A catalase (CAT) e a ascorbato peroxidase (AP) podem quebrar a molécula de H,O,. A
glutationa redutase (GR) também pode remover H,0, através do ciclo glutationa-ascorbato para
manter um elevado nivel de ascorbato reduzido dentro dos cloroplastos. No entanto, a funcdo dos
sistemas de limpeza enzimaticos pode ser interrompida aguando uma seca ou um stress térmico, que
pode resultar num aumento da peroxidacéo lipidica e consequente dano nas membranas celulares.
(Chowdhury e Choudhuri 1985; Zhang e Kirkham, 1994).
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Figura 9 - Determinacao de peroxidacao lipidica.

A producdo de MDA aumenta consideravelmente das folhas de sol para as folhas de sombra,
tanto por parte dos controlos como em relacdo as folhas submetidas ao stress hidrico, sendo
evidentes grandes diferencas. Os valores de MDA & sombra ndo descem para menos de 40 nmol.g™
peso seco, no entanto atingem valores acima dos 90 nmol.g™ peso seco (Fig.9), apresentando
grandes valores de peroxidacdo lipidica. Quanto aos valores de sol apresentam valores mais baixos,
tendo um minimo perto dos 20 nmol.g™ peso seco e um maximo na ordem dos 80 nmol.g™ peso
seco, apresentando menor peroxidagdo do que as folhas de sombra mas uma maior amplitude desde
o0 valor minimo ate ao maximo.

Observando os grupos sol e sombra mais de perto é de realcar que nos grupos de sol os valores
mais altos de MDA e por sua vez de peroxidacéo lipidica encontram-se nas folhas de stress, ja nos
grupos sombra os valores mais altos de MDA encontram-se nas folhas controlo.

Comparando os valores de MDA entre grupos do mesmo tipo, observa-se para 0s grupos de sol
valores muito semelhantes ao nivel dos controlos, perto dos 20 nmol.g™ peso seco, porem muito
dispares em relagdo as folhas de Stress, obtendo valores de 40 nmol.g™ peso seco para o grupo 1
enquanto valores perto de 85 nmol.g™ peso seco, para o grupo 3, ou seja mais do dobro do valor de
peroxidacao lipidica.

Ja com os grupos de sombra ndo se observa 0 mesmo padrdo dos grupos sol, ou seja as
diferencas dos controlos sdo mais proximas as diferencas dos stress entre grupos, sendo de cerca de
15 nmol.g™ peso seco para os controlo e de 23 nmol.g™ peso seco para os stress. Apesar disso e
como no grupo de sol existe uma maior diferenca que no grupo de sombra (grupo 3 e 4),
comparando valores de controlo e stress, do que para 0s grupos de sol, grupos 1 e 2.

Uma aclimatacdo bem documentada a mudancas nas condi¢cfes de luz é a alteracdo da ultra-
estrutura do cloroplasto (tilacéides, empilhamento e tamanho dos grana) (Anderson, 1986). Plantas
de ambientes de pouca luz tém mais grana e os tilacoides mais empilhados uns nos outros, do que as
plantas encontradas em habitats com muita exposi¢édo ao sol.

Outro facto importante tem a ver com os pigmentos fotossintéticos, os caratenoides estdo
associados tanto aos pigmentos antena como as proteinas dos centros de reaccao, e tém maltiplas
fungdes na fotossintese. Como pigmentos acessorios, os carotendides podem absorver luz que pode
ser transferida, para a clorofila e por sua vez para a fotossintese mas estes também desempenham
um papel vital na proteccdo do aparelho fotossintético de danos causados por excesso de absor¢ao
de luz. Os carotendides oxigenados (xantofilas) podem realizar fotoproteccdo extinguindo o estado
excitado da clorofila por calor (ndo-fotoquimica), bem como actuar como antioxidante e eliminar
qualquer ROS que se tenham formado (Siefermann-Harms, 1987).
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Quanto as concentracBes e propor¢des de pigmentos fotossintéticos (ou seja, clorofilaae b, e
carotendides) estes estdo correlacionados com a radiacdo que estas plantas experimentam no seu
habitat natural. As plantas que crescem em condi¢Oes de pouca luz, ttm muitas vezes uma maior
quantidade de clorofila e uma menor proporcao entre clorofila a e b do que as plantas de locais com
muita exposi¢do a luz, possivelmente para aumentar a eficiéncia de captacdo de luz (Anderson,
1986). Da mesma forma, uma maior proporcao da clorofila para com os carotendides, também é
muito comum em plantas de habitas sombreados, quando comparados com espécies de habitas bem
iluminados, sugerindo uma menor necessidade de fotoproteccdo. (Yang et al., 1994; Post e Vesk,
1992).

O stress por excesso de radiacdo também pode pode ser evitado, limitando a energia em
excesso de alcancar os cloroplastos. A captacdo de luz pode ser ajustada pelas folhas e pelos
movimentos dos cloroplastos, como por exemplo as folhas de sol serem mais pequenas (Seel et al.,
1992; Wada et al., 2003).

Outro ponto muito importante sdo os antioxidantes, como o acido ascérbico, pois estes podem
efectivamente limpar o excesso de ROS e assim suportar o fluxo de electrdes, mesmo sob condi¢des
de stress. (Halliwell e Gutteridge, 1999; Smirnoff, 2000). Folhas de plantas aclimatadas ao sol
normalmente possuem maiores quantidades de acido ascorbico do que folhas aclimatadas a sombra
(Asada, 1999; Smirnoff 2000) e assim, tém um melhor e mais desenvolvido sistema antioxidante.

Estes aspectos bem documentados estdo coerentes com 0s nossos dados pois séo nos grupos de
sol onde se observam os valores mais baixos de MDA e por sua vez menor peroxidacao lipidica,
exceptuando um que sera mencionado mais tarde (stress 2 — sol — G3), como seria de esperar.

Continuando a discutir os resultados, existem mais alguns aspectos muito interessantes que
ajudaram a fundamentar os nossos dados e estdo mais relacionados com o tipo de stress introduzido,
stress hidrico. A dessecacdo pode reduzir os componentes lipidicos nas membranas dos tilacoides,
inibindo por este meio a fotossintese (Guschina et al., 2002).

Ja na Natureza, a seca é muitas vezes acompanhada por uma luz solar intensa, nessas
condicdes, os cloroplastos sdo particularmente sensiveis ao dano oxidativo. A radiacdo aumenta
qualquer dano oxidativo durante a desidratacdo porque diminui a fotossintese, e leva o excesso de
energia de excitacdo dos centros activos para a formagdo de ROS se os fotossistemas de proteccao
séo oprimidos (Smirnoff, 1993).

Ou seja, como as plantas aclimatadas a sombra (grupos sombra), ndo tem ou Sao raros, 0S
fotossistemas de proteccdo a radiacdo, quando expostas a radiacdo do laboratério (a mesma que
para das plantas do sol) produzem os valores mais altos de MDA (controlo 1 e 2 — sombra —
G2,G4), pois a producdo de bastantes ROS deve-se a altos niveis de fotossintese e por sua vez altos
niveis de peroxidacéo lipidica. Da mesma maneira as plantas aclimatadas ao sol, quando expostas a
radiacdo do laboratorio por meio dos seus fotossistemas de proteccdo, tém os valores mais baixos de
MDA (controlo 1 e 2 — sol — G1,G4), pois conseguem diminuir a producéo de ROS.

Quando se induz um stress hidrico tudo muda de figura, pois nos grupos sol existe um aumento
do MDA, enquanto nos grupos sombra existe um abaixamento dos valores de MDA, verificado dos
controlos para valores de stress. Aquando de um stress hidrico os fotossistemas de protec¢cdo que
baixavam os valores de MDA para 0s grupos sol sdo oprimidos fazendo subir estes valores, pois ja
ndo sdo escoados por estes sistemas. JA nos grupos sombra, como ndo tem fotossistemas de
proteccdo, entdo os valores de MDA baixam porque estdo dependentes dos ROS produzidos pela
Fotossintese, e como a fotossintese baixa com o stress hidrico, também os ROS a ela associados.

De salientar também que o dado andmalo (stress 2 — sol — G3), deve-se provavelmente ao erro
no método do grupo 3,pois ndo se aplicou azoto liquido aquando da maceracgéo das folhas, fazendo
com que os valores de MDA disparassem tanto para os valores de stress.

Por ultimo é de referir que a especificidade do ensaio pode ser questionada, visto que sdo 0s
aldeidos, que reagem ao TBA e porque existem varios outros pigmentos que absorvem a 532nm,
muitas vezes dando valor exagerado da concentracdo de MDA (Janero, 1990)
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Determinacgédo da concentracio de sacarose: Os produtos da fotossintese necessitam de ser
transportados pelo floema das folhas até aos varios tecidos ndo-fotossintéticos alvo, onde séo
armazenados ou utilizados na respiracdo. A sacarose € a forma principal de como se d& o transporte
de carbohidratos nas plantas superiores (Singh e MacLachlan, 1983), funcionando também como
nutriente e provavelmente como molécula sinalizadora (Winter e Huber, 2000). A glucose e a
frutose sdo acucares redutores, podendo reagir com outras moléculas durante o transporte no
floema, sendo essa possivelmente a razdo pela qual a sacarose é o acucar de elei¢do para ser usado
no transporte, visto que ndo é redutora. Para além disso esta mais protegida de enzimas hidroliticas
até chegar ao destino. E sintetizada nas folhas, sendo um dos produtos primarios finais mais
produzidos nestes orgdos das plantas. Durante o dia, em que ocorre fotossintese, o substrato para a
sua sintese € uma triose de fosfato libertada pelo cloroplasto para o citoplasma, através de um
translocador membranar, em troca de fosfato inorgénico proveniente do citoplasma. Durante a noite
o amido fornece o substrato, provavelmente na forma de glucose aquando da sua quebra por
amilases. As principais enzimas citosolicas envolvidas na sintese da glucose séo a sacarose fosfato
sintase (SPS) e a frutose bifosfatase (FBPase).
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Figura 10 — Determinago da concentracdo de sacarose em pumol.g™PS de Fragaria vesca. Foram utilizados 6 foliolos
como replicados de cada situacdo: folhas de sombra e de sol em situagdes de stress de dessecacdo( C ) e controlo ( B).

Na realizacdo da curva de calibracdo para doseamento da sacarose pelo método do resorcinol,
obtiveram-se valores acima do 2 de absorvancia, ou seja, valores a que a lei de Lambert-Beer ja ndo
é vélida, a concentragdes de sacarose de 40 mM. Assim, o método é valido para concentragdes de
sacarose entre 5 e 30 mM. Testou-se também que a absorvancia ndo é afectada significativamente
pela presenca de etanol a 80% nas amostras, fazendo-se uma recta de calibragdo com sacarose em
etanol a 80%. Utilizando a equacdo da recta obtida por esta curva, calculou-se a concentracdo de
sacarose em UM, calculando-se posteriormente a concentracdo em pmol.g™*PS, tendo em conta que
se utilizaram para medicdo da absorvancia 100 pL do total de 1 mL de amostra de sacarose em
etanol para as folhas de sol, ou 100 pL de 0,5 mL de volume total para 3 dos replicados e 50 pL de
etanol com sacarose nas plantas de sombra, visto a absorvancia medida ser superior a 2 para estas
folhas quando se usaram os 100 L.

A sacarose e outros solutos tém um papel na estabilizacdo estrutural de componentes
subcelulares, incluindo membranas e proteinas. Estes agUcares em condi¢des de stress hidrico
asseguram que a pouca agua que ainda se encontra na folha se mantenha num estado ‘vidrado’.
Alguns dos genes expressos sdo proteinas com zonas tanto hidrofilicas e hidrofobas que ligam ides
ou entdo associarem-se a membranas (Lambers et al., 2008), ou cinases dependentes de calcio
(Winter e Huber, 2000). Estas provavelmente tém uma funcdo osmoprotectora, reduzindo o
potencial dano provocado pelas elevadas concentracdes de solutos provocadas pela perda de agua
(Lambers et al., 2008).

Inibicdo por feedback ocorre com altas irradiacdes, que limita o transporte para o floema dos
solutos. Nestas condicOes a capacidade de assimiliar CO, excede a capacidade de exportar para o
citoplasma e a metabolizacdo posterior dos produtos da fotossintese. Consequentemente 0s
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intermediarios fosforilados da via de sintese das trioses de fostasto para sacarose acumulam,
sequestrando os fosfatos inorganicos. Assim o fosfato inorgéanico limita a fotossintese visto que a
capacidade de canalizar a triose de fosfato a amido no cloroplasto fica saturada (Lambers et al.,
2008). A reducdo de fosfato inorganico para troca das trioses de fosfato do cloroplasto para o
citoplasma, resulta também numa reducéo de substrato no citoplasma para a producéo de sacarose.
Isto devera explicar a menor concentracdo de sacarose obtida nas folhas de sol e a diminuicdo em
ambas as plantas, sol e sombra, da quantidade de sacarose em situagao de stress hidrico (Fig. 10).

A actividade da enzima sacarose fosfato sintetase parece ser também inibida em stress de
dessecacdo (Vassey & Sharkey, 1989), o que se devera a diminuicdo da taxa fotossintética,
provocada pela reducdo de CO, devido ao fecho dos estomas para evitar perda de agua. Isto resulta
numa menor sintese de sacarose (Lambers et al., 2008). Conclui-se assim que a diminuicdo da
concentracdo de sacarose terd resultado da diminuicdo da fotossintese provocada pelo fecho dos
estomas, que impede por sua vez a entrada de carbono para fixacdo. Para além disso, a sacarose
sendo um carbohidrato facilmente degradado para producdo de energia, € mais prontamente
utilizada (Winter e Huber, 2000).

Os resultados obtidos estdo em concordancia com outros relatados anteriormente. Liu et al.,
2004 observaram que o conteudo em sacarose diminui em condic¢Bes de stress de desidratacdo em
soja. Havera uma degradacdo da sacarose em frutose e glucose, os dois monossacaridos que a
constituem. Normalmente a sacarose é dirigida para as estruturas reprodutoras onde é entdo
degradada em glucose e frutose, atingindo mesmo concentra¢Ges mais elevadas do que nas mesmas
estruturas em plantas que ndo sofrem stress (Liu et al., 2004).

Deteccdo qualitativa de H,O, (coloragdo com DAB):; O stress oxidativo é provocado por
espécies reactivas de oxigénio (ROS) como o perdxido de hidrogénio H,O,, agua oxigenada, que
aqui foi qualitativamente analisado por via da sua interacgdo com a 3, 3’-diaminobenzinida (DAB)
dando origem a uma coloragéo acastanhada nas folhas.

C1 51 C3 S3

Figura 11 - Foliolos de plantas de sol (C — controlo; S — stress) corados pela interaccdo de DAB com H,0, (replicados
le3).

S2 S4

Figura 12 - Foliolos de plantas de sombra (C — controlo; S — stress) corados pela interaccdo de DAB com H,0;
(replicados 2 e 4).
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A producdo de H,0, foi assim demonstrada com DAB, que reage com H,O, na presenca de
peroxidases, produzindo um produto castanho fruto de polimerizacdo, visivel apds a remocao de
clorofila das folhas (Fig. 11 e 12). Demonstrou-se que existia uma maior concentracdo deste
produto na regido da folha de ligacdo ao peciolo, aferindo-se entdo uma maior afinidade aos tecidos
vasculares (Fryer, 2002). Contrariamente ao que se poderia esperar encontrar, as folhas de controlo
apresentavam maior coloracdo acastanhada do que as folhas que foram sujeitas a um stress hidrico
e, consequentemente, oxidativo, mostrando assim que continham nelas maior quantidade da espécie
ROS H,0,, resultado incompativel com os fundamentos tedricos e experimentais aplicaveis.

Analise da expressdo do gene rd29A (RT-PCR): As plantas respondem a desidratagdo com
alteracdes fisioldgicas que véo ter efeitos mais imediatos como o fecho dos estomas e a reducéo da
taxa fotossintética, mas se prolongada a duragéo do stress estas alteracdes irdo-se fazer sentir no seu
desenvolvimento, como o crescimento reduzido das folhas e a ramificacdo das raizes e mesmo dos
caules (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 1993b). As plantas respondem a este tipo de stress
activando a transcricdo de genes chave, que levam a producgdo de acido abscisico, ou ABA, que se
desloca das raizes até as folhas, mas também ocorrem respostas independentes de ABA. Condicdes
adversas que promovem a producdo de ABA séo as elevadas salinidades (Shinozaki e Yamaguchi-
Shinozaki, 2000), o frio, que induz o fecho dos estomas e a sintese de proteinas especificas
(Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 1994), estando na origem de stress osmotico (Xiong et al.,
1999), principal responsavel pela sua indugédo (Taiz e Zeiger, 2002). QOutras respostas ocorrem
independentemente de ABA, como é o caso da expressdo do gene rd29A.

Para analisar a actividade de rd29A, analisou-se a sua expressdo em Arabidopsis thaliana.
Procedeu-se inicialmente & extraccdo de RNA de folhas de Fragaria vesca em stress e um controlo
ndo sujeito a stress. Devido ao RNA ter ficado bastante degradado, como se pode observar na
Fig.13 a) e b), utilizaram-se RNAs previamente extraidos das folhas de A. Thaliana (Fig.14a).

Figura 13 - Electroforese de RNA ap06s a sua extraccdo: a) Volume corrido de 1 pul com RNA de Arabidopsis thaliana
(+) e de Fragaria vesca de sol em condicdes de stress de desidratacdo (1) e controlo (3). Fragaria vesca de sombra em
stress (4) e controlo (2); b) Electroforese ao RNA extraido com as mesmas condi¢Bes que as descritas em a), mas com
volumes usados de 0,1 pl (L e 4) e 5 ul (2 e 3) para possibilitar a visibilidade RNA extraido.

Feen P

CLE SI® S2 B S3 B CE

Figura 14 — a) RNA extraido de Arabidopsis thaliana. S1 corresponde a uma planta sujeita a 7 dias sem agua, com um
RWC=85%; S2 foi sujeito a 10 dias de stress e possuia uma RWC de 49% e S3 a 12 dias possuindo nesta altura um
RWC de 29%. Cl e CF sdo plantas bem irrigadas no inicio e 12 dias ap6s o inicio da inducdo de stress de dessecacao,
respectivamente, com RWC=81%; b) Resultado da electroforese aos produtos do RT-PCR ao gene que expressa
RD29A. CI corresponde a um controlo no inicio da indugdo de stress as folhas S1, S2 e S3. CF é o controlo no final,
para comprovar que ndo havia de facto expressdo no controlo no periodo de stress induzido a S1, S2 e S3.
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Rd29A codifica para uma proteina hidrofilica de 78 kDa, mas a sua func¢do concreta é ainda
desconhecida. A sua inducdo e dos genes a montante € feita rapidamente e consiste num processo
de duas fases (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 1993). Em Arabidopsis thaliana a primeira
inducdo ocorre 20 minutos depois do inicio da dessecacdo, ocorrendo a segunda cerca de 3 horas
depois. Nem todos os genes sdo transcritos em condi¢fes de desidratacdo quando se fornece as
plantas ABA exo0geno, indicando uma resposta independente do &cido abscisico (Yamaguchi-
Shinozaki e Shinozaki, 1994). A primeira inducdo rapida observada aos 20 minutos ndo é mediada
pelo ABA (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 1993) mas a segunda as 3 horas &, através de
elementos reguladores cis (ABRE) no promotor de rd29A. O promotor de rd29A contém assim um
elemento regulador independente de ABA (DRE, dehydration responsive elements), que responde a
desidratagcéo ou outros tipos de stress, como se pode ver na Fig.15. O gene a montante de rd29A,
rd29B ja ¢ induzido por ABA através do elemento regulador ABRE, ou abscisic acid responsive
element (Fig.15). Estes elementos interagem com os factores de transcri¢cdo resultantes do sinal
(Knight e Knight, 2001; Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Pensa-se ainda haver interac¢éo
destes elementos DRE e do elemento ABRE para a transcri¢cdo destes genes na segunda inducdo em
resposta ao ABA (Narusaka et al., 2003).
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Figura 15 - Modelo da inducdo da expressdo de rd29A e outros genes envolvidos nas respostas ao stress salino, de frio
e desidratacdo (Adaptado de Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

Observou-se que nas folhas em que se causou stress de dessecacao ocorre de facto a expressao
de rd29A, e que nos controlos ndo se observa a sua expressdo (Fig.14b). Portanto a o stress de
dessecacdo tera desencadeado o sinal (DREB) que interage com o elemento DRE do promotor de
rd29A (Narusaka et al., 2003) permitindo a producdo da proteina. Observa-se uma banda muito
fraca em CI, podendo este indicar algum stress causado por uma possivel demora na colocagédo da
folha em &gua apos a colheita. Nas folhas sujeitas a stress o teor relativo de &gua (RWC) manteve-
se alto apos os 7 dias de stress, havendo uma perda de dgua mais acentuada ao longo dos 5 dias de
stress que se seguiram. Este facto podera ser representativo da actividade de rd29A na retencéo de
agua em situacdo de stress de dessecacao, sendo os valores mais baixos de S2 e S3 devidos a uma
falha continuada na aquisicdo de agua pela planta, que leva a uma perda da eficicia da maquinaria
celular e consequentemente todos 0s processos metabolicos.
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Fluorescéncia modulada: A fluorescéncia é caracterizada pela emissdo de um fotdo resultante
da libertacdo de energia de um electrdo excitado ao regressar ao seu nivel de menor energia. Ao
iluminar-se uma folha, as moléculas de clorofila abosrvem energia e ocorre a transferéncia de
electrdes para o nivel superior (Marques da Silva et al., 2007). A energia absorvida pode ser
libertada por dissipagdo de calor, vias fotoquimicas ou por emissdo de fluorescéncia (Marques da
Silva et al., 2007; Marques da Silva, 2009a).

Ao lluminar-se uma folha adaptada ao escuro, imediatamente apds a iluminagdo, ocorre uma
primeira emissao de fluorescéncia, correspondendo a fluorescéncia minima (Fo) (Marques da Silva
et al., 2007; Marques da Silva, 2009a). Esta emissdo ocorre quando os centros de reaccdo do
Fotossistema Il estdo disponiveis para aceitar energia (i.e. estdo abertos). A medida que a energia
vai chegando aos centros de reac¢do, estes vao ficando indisponiveis (i.e. fechados), diminuindo o
rendimento fotoquimico e aumentando a fluorescéncia até todos os centros estarem fechados.
Atingiu-se, entdo, o nivel maximo de fluorescéncia — Fn, (Marques da Silva, et al., 2007).

Fluorescéncia modulada é uma técnica de emissdo de fluorescéncia em que a fonte emite
radiacdo apenas num determinado comprimento de onda e em que o detector rejeita todos o0s sinais
diferentes da modulacdo. Com esta técnica é possivel induzir a fluorescéncia numa amostra com
uma luz actinica continua (a qual ndo ¢ modulada) e medir apenas a fluorescéncia emitida pela luz
modulada. Assim o aparelho pode medir a fluorescéncia méxima — deteccdo da fluorescéncia e
reflexdo da luz actinica e da luz modulada — e a fluorescéncia minima — detec¢do da fluorescéncia e
reflexdo da luz actinica (Marques da Silva, 2009a). A analise da fluorescéncia da clorofila permite
conhecer o estado fisioldgico das plantas sem lhes provocar danos (Marques da Silva et al., 2007,
Zivéak et al., 2008).

Dos diversos parametros medidos pela Fluorescéncia Modulada, observou-se que alguns
sofreram decréscimos com o prolongar do stress hidrico e que existem diferencas entre as plantas de
Sol e as de Sombra. Ambas as fluorescéncias minima (Fo) e maxima (gn) sofrem uma diminuigéo
brusca nas plantas de Sol (Fig.16 - Fo e Fm). Nas plantas de Sombra esta diminuicdo é ligeira.
Quanto ao rendimento quantico fotoquimico (F./Fn), nas plantas de Sol, este tem uma diminuicéo
quase linear (R2 = 0,9983) e nas plantas de Sombra, em vez de uma diminui¢do, h4 um aumento.
No entanto, estas variagdes sdo bastante pequenas.

Tragando um grafico com Fo e F, em funcdo do conteddo hidrico relativo, RWC (Fig.16)
observa-se que os valores da fluorescéncia minima, de ambos os tipos de plantas, sdo bastante
proximos. Observa-se também que os valores da fluores-céncia maxima estdo mais dispersos,
principalmente no caso das plantas de Sol. Com base nestes dados pode-se argumentar que a
fluorescéncia minima é comum aos dois tipos de planta pois com pouca luz ndo sdo necessarios
mecanismos de proteccdo contra a luz (no caso das plantas de sol). A fluorescéncia méxima ja é
mais varidvel devido as diferencas no comportamento face & luz saturante — as plantas de sol,
estando habituadas a grandes intensidades solares, protegem-se usando outras formas de dissipacao
da energia que ndo a fluorescéncia, enquanto as plantas de sombra, habituadas a pouca intensidade
solar, necessitam de captar o maximo de luz possivel e como tal ndo tém mecanismos de proteccao.
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Figura 16 — Parametros da Fluorescéncia Modulada ao longo de 3 medicGes. Os pontos referem-se aos valores medidos
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Pelo mesmo grafico observa-se também que as plantas de Sol atingem um défice hidrico maior
que as plantas de Sombra. Isto podera ser devido ao facto de, apesar de as plantas de Sombra
possuirem maior area foliar, estas possuem menor densidade estomatica, ajudando assim a reduzir
as perdas de agua.

Como esperado, ocorreu diminui¢do da supressdo fotoquimica durante o stress hidrico, tanto
nas plantas de Sol como nas de Sombra (Fig.16 - gP). A supressdo fotoquimica da fluorescéncia
deve-se a transferéncia de energia dos estados electronicos excitados para 0s centros de reaccao.
Como com o stress hidrico ocorre diminui¢do da fotossintese (logo ocorre também diminuicéo das
vias fotoquimicas), a energia dos estados excitados deixa de ser captada pelos centros de reacgéo,
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levando ao decréscimo da supressdo fotoquimica. Pelo contrario, com o aumento do stress, ocorreu
aumento da supressdo nao-fotoquimica (Fig.16 - gN), sendo que se a transferéncia de energia deixa
de ser para os centros de reaccdo, outras formas sdo usadas para libertar a energia acumulada.

Fluorescéncia JIP: lluminando-se subitamente uma folha adaptada ao escuro, a emissao de
fluorescéncia resultante ndo é constante. Esta emissdo caracteriza-se por um aumento rapido
seguido de um decréscimo até um nivel constante (Strasser et al., 2000), sendo possivel desenhar
uma curva caracteristica. Baseado nesta curva, desenvolveu-se um teste — o Teste-JIP (Strasser et
al., 2000; Marques da Silva, 2009b). Este teste pode ser usado para medir diversos parametros
quantitativos das transferéncias de energia ocorridas no fotossistema Il (Zivéak et al., 2008). O uso
desta analise complexa é vantajoso pois permite inferir a existéncia de stress nas plantas antes do
surgimento dos sintomas habituais (Zivéak et al., 2008). Assim, a vitalidade do material vegetal
pode ser caracterizado pelo Indice de Performance (P;), o qual é calculado segundo a Equagéo 1
(Zivéak et al., 2008).
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Figura 17 — Correlagdo entre a Fluorescéncia minima (Fo) ou a Fluorescéncia maxima (F,) e o Teor Hidrico Relativo
(RWC).

Na fluorescéncia JIP observa-se novamente, e tal como na fluorescéncia modulada, que as
plantas de sol sofrem maior stress hidrico que as de sombra (Fig.17, 18 e 19). Como ja foi referido,
esta observacdo podera dever-se as diferencas na densidade estomatica entre os dois tipos de
plantas. Observando a Fig.17, vé-se que nas plantas de sol, 0 RWC descresce mais rapidamente que
nas plantas de sombra e que em ambas o decréscimo é aproximadamente linear (R?2 = 0,97 -
plantas de sol e R2 = 0,9753 — plantas de sombra).
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Figura 19 - RWC ao longo das medicGes do Teste JIP em duas plantas de Sol e duas de Sombra.

Segundo Chaves (1991) e Cornic et al. (1992), um défice hidrico de 30% (RWC de 70%) é
critico para o funcionamento da maquinaria fotossintética. No nosso trabalho ndo obtivemos plantas
com défice hidrico superior a 30%, como tal ndo podemos confirmar se o indice de performance
(P;) desce de forma abrupta apos este limiar de funcionamento da fotossintese. No entanto, pelos
dados obtidos (Fig.18), o decréscimo no P; ndo é. Apesar disso, nas plantas de sombra, o
decréscimo de P; é mais acentuado que nas plantas de sol (declive de 1,37 nas plantas de sombra e
0,44 nas de sol), indicando que as plantas de sombra sofrem mais o stress hidrico que as de sol.
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CONCLUSOES

O seguinte esquema (Fig.20) ilustra o relacionamento entre os factores ecologicos abioticos
como a temperatura, os valores de radiagdo fotossintéticamente activa e a humidade relativa e os
aspectos morfologicos, anatdbmicos e bioguimicos que permitiram uma aclimatacdo aos ambientes
especificos.
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Figura 20 — Representagdo esquematica dos factores ecofisiologicos gerais que se relacionam na aclimatacéo de plantas
expostas ao sol e a sombra.

Comecando por analisar as plantas de sol, estas ttm folhas mais pequenas e com menor
quantidade de clorofila de maneira a evitarem a radiacdo em excesso que é verificada pelos niveis
maiores de PAR, presentes na Fig.20. Um menor valor dos niveis de clorofila € compensado com
valores mais altos de carotenodides oxigenados (xantofilas) que ensombra os fotossistemas e
dissipam a energia em excesso reflectindo muita dessa energia, para além de servirem como
escoamento para radicais livres de oxigénio, a reducdo da area da folha faz com que esta tambem
receba menos energia. Todas estas mudancas ajudam numa fuga ao stress pela fotoxidagéo dos seus
fotossistemas. Valores mais altos de radiacdo muitas vezes sdo acompanhados também de algum
stress hidrico, pois a temperatura sobe, e a planta tem tendéncia a transpirar mais para ndo
sobreaquecer. Como defesa a planta diminui a area das sua folhas e passa todos 0s seus estomas
para a pagina inferior para que transpiracdo seja muito menor e perca entdo menos agua, sendo esta
ultima o factor limitante. Ja nas plantas de sombra todas as mudancas que ocorreram na planta, ao
contrario das plantas de sol, foram para absorver o0 méaximo de radiac&o, pois € a radiagdo o factor
limitante para o seu crescimento e desenvolvimento neste tipo de ambientes especificos. Por isso as
suas folhas tém uma maior &rea e maior teor de clorofila e também menores concentracfes de
carotendides de maneira a conseguirem retirar o0 maximo proveito da radiacdo a que estdo expostas
para este tipo de ambientes. Como a agua ja ndo é um factor limitante para este tipo de ambiente,
factores como a localizacao dos estomas modificam-se em relacédo as anteriores.
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Figura 21 — Esquema explicativo da complexidade da resposta das plantas ao stress abiético (hidrico), que provocam
danos celulares causados por stress secundario, como stress osmotico e oxidativo. Os sinais de stress inicial (efeito
osmético e ionico, mudancas e fluidez da membrana) desencadeiam o processo a jusante da sinalizacdo e controle da
transcricdo. Estes activam mecanismos de resposta ao stress para restabelecer a homeostase de modo a proteger e
reparar as proteinas e membranas danificadas. Uma resposta inadequada a um ou a varios passos na sinalizacdo e
activacdo do gene podem resultar na alteracdo irreversivel da homeostase celular e na destruicdo de proteinas funcionais
e estruturais levando a morte celular.
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O stress hidrico (Fig.21), bem como quase todos os outros stresses aplicados a plantas,
intervém directamente na acumulacdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e no consequente
surgimento de stress oxidativo a elas associado.

Este stress oxidativo pode ser directamente medido pela aplicacdo da técnica da peroxidacao
lipidica com MDA e da deteccdo qualitativa do perdxido de hidrogénio com DAB, que irdo avaliar
a presenca destes ROS. A analise da peroxidacao lipidica levou a uma percep¢do da importancia
dos fotossistemas de proteccdo presentes em plantas de sol, mostrando que estes sdo subjugados por
um stress hidrico, levando a contrariar a diminuicdo de ROS presentes nas folhas de controlo e
levando a um aumento abrupto em situacao de stress. A analise com DAB mostrou-se contraditoria
ao esperado, evidenciando uma menor identificacdo de peroxido de hidrogénio nas folhas sujeitas a
stress, apesar de tal ser menos evidente nas plantas de sol, talvez pela presenca destes fotossistemas
de proteccédo. Ja em plantas de sombra a anélise da peroxidacao lipidica pelo método de MDA e de
deteccdo qualitativa do perdxido de hidrogénio com DAB tiveram resultados semelhantes,
verificando-se no controlo um maximo de stress oxidativo, no entanto em stress verifica-se uma
reducdo do stress oxidativo. Estes valores correlacionam a producdo de ROS simplesmente com a
fotossintese, onde nédo se verifica um escoamento de ROS significativo como nas plantas de sol, ou
seja quando a peroxidacdo baixa, também baixa a peroxidacao lipidica.

Este stress oxidativo levou a activacao de respostas genicas, independentes do acido abscisico,
nomeadamente na expressdo do gene rd29A, presente em folhas levadas a stress mas inexistente no
controlo, reforcando o seu papel na retencdo de 4gua na planta durante o stress hidrico.

Esta cascata de reaccdo ao stress ird influenciar directamente a fotossintese da planta, medida
por dois métodos de fluorescéncia. Pela fluorescéncia modulada observou-se que, com o evoluir do
stress hidrico, ocorre diminuig&o da fluorescéncia, tanto nas plantas de sol como nas de sombra. Nas
plantas de sol, o rendimento quantico fotoquimico (F./Fy) decresce de forma aproximadamente
linear. Esta diminuicdo dever-se-a essencialmente ao aumento da supressdo nao-fotoquimica (qN) —
i.e., dissipacdo da energia incidida por outras formas que ndo a fluorescéncia ou vias directamente
relacionadas com a fotossintese (Strasser et al., 2000). Os dados obtidos através do teste JIP
mostraram uma ligeira diminuicéo no indice de performance (P;) em ambos os tipos de planta, mais
acentuada nas plantas de sombra. Isto permite-nos inferir que as plantas de sombra sofrem mais o
stress hidrico, apesar de ndo evidenciarem sintomas nas folhas. Este dado reforca a ideia de que este
parametro é o mais indicado para inferir o stress nas plantas, tal como sugerido por Christen et al.
(2007).

Estas alteracGes na taxa fotossintética levam a efeitos consequentes na concentracdo de
sacarose, observando-se um aumento do gasto deste acucar por parte da planta em stress, ndo
restabelecido devido a diminuigdo da taxa de fotossintese, provocada pelo fecho estomatico. Com a
diminuicdo da produtividade fotossintética os intermediarios da sintese de sacarose acumulam,
sequestrando o fosfato inorganico que seria necessario para a translocacao das trioses de fosfato,
substratos para da via de sintese da sacarose, do cloroplasto para o citoplasma. Assim a
concentracdo de sacarose diminui, visto que esta é também mais facilmente hidrolizada para
fornecer glucose e frutose a planta. As plantas de sol deverdo ter menores concentracdes de sacarose
devido a alguma inibicdo que ocorre pela elevada irradiagdo, em que havera fecho dos estomas mais
frequentemente, de modo a evitar perdas de agua, que tera consequéncias nos niveis de carbono
disponiveis para a fotossintese.

Tal também tem efeito na medicdo de fuga de electrolitos, onde o stress, pela diminui¢do do
teor hidrico relativo, leva a uma maior disrup¢do da membrana plasmatica das células da folha e
consequente libertacdo de electrdlitos, mas também da variagdo da conduténcia estomatica,
provocando também alteracBes nas trocas gasosas €, como tal, na fotossintese e respiracéo.

Podemos entdo inferir que ao sujeitar as plantas a stress hidrico, ocorreu uma resposta
manifesta ndo s6 a nivel de stress oxidativo que dele resulta, mas também ao nivel de stresses
nutricionais e osmoticos, demonstrando assim que a presenca de um unico factor de stress leva ao
surgimento de muitos outros e a interligacdo dos mecanismos de resposta de todos eles.
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