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“We convince ourselves that life will be better after we get married, have a
baby, then another.

Then we are frustrated that the kids aren't old enough, and we'll be more
content when they are.

After that, we're frustrated that we have teenagers to deal with.

We will certainly be happy when they are out of that stage.

We tell ourselves that our life will be complete when our partner gets his or
her act together when we get a nicer car, are able to go on a nice holiday,
when we retire.

The truth is, there's no better time to be happy than right now. If not now,
when?

Your life will always be filled with challenges.

It's best to admit this to yourself and decide to be happy anyway.

A quote comes from Alfred D. Souza. He said: "For a long time it had
seemed to me that life was about to begin - real life. But there was always
some obstacle in the way, something to be gotten through first, some
unfinished business, time still to be served, or a debt to be paid. Then life
would begin. At last it dawned on me that these obstacles were my life."
This perspective has helped me to see that there is no way to happiness.
Happiness is the way.

So, treasure every moment that you have and treasure it more because you
shared it with someone special, special enough to spend your time...and
remember that time waits for no one.

So, stop waiting until you lose ten pounds, until you gain ten pounds, until
you have kids, until your kids leave the house, until you start work, until you
retire, until you get married, until you get divorced, until Friday night, until
Sunday morning, until you get a new car or home, until your car or home is
paid off, until spring, until summer, until winter, until your song comes on,
until you've had a drink.... there is no better time than right now to be happy.

Happiness is a journey, not a destination.
Work like you don't need money,
Love like you've never been hurt,
And dance like no one's watching.”
Robert Westerburg
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Palavras-chave

Resumo

Fotossintese, compostos volateis, analise GC/MS, radiacdo UVB, défice hidrico

As alteragdes climaticas emergentes tém um grande impacto no crescimento
e desenvolvimento de espécies florestais, nomeadamente em espécies de valor
industrial e medicinal, como é o caso do eucalipto (Eucalyptus globulus) e da
moringa (Moringa oleifera). Assim, € urgente conhecer as respostas fisiolégicas e
entender as variagdes que ocorrem nos perfis metabolicos de espécies vegetais.

Neste trabalho, plantas jovens de Eucalyptus globulus foram expostas a
radiagdo UVB (12kJ/m?) e foram avaliadas as respostas fisiologicas e o perfil
metabdlico, um e onze dias apds a aplicagao da radiagcéo. A dose de UVB usada
n&o afetou as reagdes fotoquimicas nem as trocas gasosas, contudo ao nivel do
metabolismo do carbono (AST e amido) e do contetdo de pigmentos verificaram-
se pequenas alteracdes (AST e pigmentos). Através da analise do perfil
metabdlico de E. globulus foram encontrados compostos volateis e semi-volateis
pertencentes as familias dos terpenos, sesquiterpenos e aldeidos. Em geral, os
sesquiterpenos e os alcoois monoterpénicos apresentaram uma tendéncia para
manter e, em alguns casos, diminuir com o stress, enquanto que o grupos dos
aldeidos aumentou e os monoterpenos apresentaram um comportamento mais
heterogéneo. O E. globulus mostrou ser uma espécie tolerante a aplicagcdo da
dose de UVB usada neste trabalho.

Por outro lado, plantas jovens de M. oleifera foram expostas a défice hidrico
(DH). Um grupo de plantas foi recolhido um dia ap6s o final da exposi¢do e o outro
grupo apos onze dias do final da exposi¢do. Foi avaliado o perfil metabdlico desta
espécie através de GC/MS. Os dados cromatograficos indicaram que em
condi¢des de stress (DH(1) e DH(11)), as quantidades de compostos associados
a vias primarias e secundarias de defesa (como os alcanos, alcoois, acidos
carboxilicos, esterdis, aminoacidos e agucares) sofreram algumas alteragdes. As
plantas analisadas 11 dias apés a remocdo do stress mostraram maiores
variagdes do perfil de metabolitos. No entanto, tanto um como onze dias apés a
remocao do stress, as plantas apresentaram a formacdo de novos rebentos.
Apesar do perfil de metabolitos ter sofrido algumas alteragbes, por ndo se
registarem casos de morte, conclui-se que as plantas de moringa mostraram ser
tolerantes aos tratamentos aplicados.
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The emerging climate change scenarios have a major impact on growth and
development of forest species, including those with industrial and medicinal value,
such as eucalyptus (Eucalyptus globulus) and drumstick (Moringa oleifera). Thus, it
is urgent to know the physiological responses and understand the changes that
occur in metabolic profiles of the most affected species.

Young plants of E. globulus were exposed to UVB radiation. The physiological
and metabolic responses were evaluated 1 day and 11 days after the end of the
stress application. The UVB dose (12kJ/m2) used did not affect nor the
photochemical reactions nor the gas exchange, but the carbon metabolism (TSS and
starch), and pigment content showed small changes that remained until 11 days after
the end of stress exposure (TSS and pigments). Through the metabolic profile
analysis of E. globulus were found volatile and semi-volatile compounds belonging
to the families of terpenes, sesquiterpenes, alcohols and aldehydes. In general,
monoterpene alcohols and sesquiterpenes were tend to maintain and, in some
cases, to reduce under stress conditions, while monoterpene and aldehydes
increased and showed a more heterogeneous behaviour. The E. globulus showed
some tolerance to the UVB dose tested in this study.

By the other hand, young plants of M. oleifera were exposed to other stress,
water deficit (DH). One group of plants was collected one day after the end of stress
exposure and the other group eleven days after of the end of exposure. The
metabolic profile was evaluated by GC/MS. In stress conditions (DH (1) and DH
(11)), the chromatographic data indicate that the amounts of compounds associated
with primary and secondary defense pathways (like alkanes, alcohols, carboxylic
acids, sterols, aminoacids and sugars) have been changed. Eleven days after the
end of the stress, the plants showed higher variations of the metabolic profile.
However, either one or eleven days after the removal of stress, plants showed new
shoots. Despite the metabolic profile have changed and considering that DH did not
induced plant death, it is concluded that M. oleifera plants have tolerance to the
treatment applied.
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Abreviagdes

(CsHg), — Férmula geral do isopreno

MA —microamperes

ul — microlitros

umol m2 st —micromoles por metro quadrado por segundo
s — microsegundos

A — Taxa de Assimilacdo de CO,

ABA — Acido abscisico

AOS — Aleno Oxido Sintase

ASCIll — Cdodigo Padrdo Americano para o Intercambio de Informacéo, do inglés American
Standard Code for Information Interchange

AST — Acucares solUveis totais, do inglés TSS, Total Soluble Sugars
BSTFA — Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida
C—Controlo

CE-MS — Eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massa, do inglés Capillary
electrophoresis-mass spectrometry

CFC’s — Clorofluorocarbonetos

CH4 — Metano

CH,CI - Diclorometano

Ci/C, — Récio entre a concentragdo intercelular de CO2 e a concentracdo intracelular de CO2
cm — centimetro

CO, — Dioxido de carbono

CPD’s — Cyclobutane Pyrimidine Dimer

Cwx — Carbowax

DH — Défice hidrico

DMAPP — Dimethylallyl diphosphate

DNA — Acido desoxirribonucleico, do inglés Deoxyribonucleic Acid
DXP — Deoxyxylulose-5- phosphate

E —Taxa de Transpiragdo

El — Impacto eletronico, do inglés Electron lonization

Fo — Fluorescéncia minima

FPP — Farnesyl pyrophosphate

F./Fm — Eficiéncia maxima do fotossistema |l



GC — Cromatografia gasosa, do inglés Gas Cromatography
GEE — Gases de efeito de estufa

GGPP — Geranylgeranyl pyrophosphate

GPP — Geranyl pyrophosphate

gs — Condutancia Estomatica

h —hora

He — Hélio

HPL — Hidroperoéxido Liase

HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, do inglés High Performance Liquid
Cromatography

HS — Espaco vazio, do inglés headspace

IEA — Agencia internacional de energia, do inglés International Energy Agency
IPP — Isopentenyl diphosphate

IT — Armadilha de iGes, do inglés lon Trap

kJ m? d* - kilojoule por metro quadrado por dia

m — metro

m/z — Razdo massa/carga

MAMAQT — Ministério da Agricultura, do Mar, do Ambiente e do Ordenamento do Territério
MDA — Malondialdeido

mm — milimetro

MS — Espectrometria de massa, do inglés Mass Spectrometry

N,O — Oxido nitrico

NaOCl — Hipoclorito de sddio

nm —nanometro

°C — graus Celsius

P — Probabilidade estatistica

PA — Poliacrilato

PF — Peso Fresco

pH — escala numérica usada para especificar acidez ou alcalinidade

Pl —Padrdo interno

PLS-DA — Andlise discriminante com método de minimos quadrados parciais, do inglés Partial
least squares Discriminant Analysis

PSII — Fotossistema Il, do inglés Photosystem |l



Q% — Quartil 2 (coincide com a mediana)

R%— Coeficiente de Determinacdo

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

ROS — Espécies reativas de oxigénio, do inglés Reative Oxygen Species

rpm — rotagdes por minuto

RuBisCO — Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase /oxigenase

S1 - Amostras recolhidas 1 dia apds o final da exposicao

S11 — Amostras recolhidas 11 dias apds o final da exposicdo

scan/s — Scan por segundo

SNC - Sistema Nervoso Central

SPME — Micro Extracdo em Fase Sdlida, do inglés Solid Phase Micro Extraction
TLC — Cromatografia em camada fina, do inglés Thin Layer Chromatography
TMSCI — Cloreto de trimetilsililo

ToF — Detetor de tempo de voo, do inglés Time of Flight

UV — Ultravioleta

UVA — Ultravioleta A

UVB — Ultravioleta B

UVB — Dose mais elevada de UVB, do inglés High

UVB_— Dose mais baixa de UVB, do inglés Low

UVC — Ultravioleta C

UVR8 — UV-B resistance locus 8

VIP — indice de importancia das varidveis, do inglés Variable Importance Plot
VOC's — Compostos Organicos Volateis, do inglés Volatile Organic Compounds
W/m? — watt por metro quadrado

WMO — Organiza¢cdo mundial da meteorologia, do inglés World Meteorological Organization

@OPSII — Eficiéncia efetiva do Fotossistema |l



Parte dos resultados apresentados nesta disserta¢do foram submetidos e/ou publicados em

revistas internacionais como artigos:

a) Eucalyptus globulus: Fradinho et al. 2016 — stress UV (EEB)
b) Moringa oleifera: Fradinho et al. 2016 — stress hidrico (JPP)

Fradinho et al. 2016 — stress UV (PBP)
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Introdugao geral






1. INTRODUGCAO GERAL

1.1. ALTERAGOES CLIMATICAS

Atualmente, as alteragdes climaticas sdo a maior ameaca ambiental do século XXI, esperando
atingir mais fortemente as regides dos trépicos e subtépicos (Africa e América do Sul) (Beaumont
et al. 2011). Ao longo de milhares de milhdes de anos de existéncia do planeta, sabe-se que o
clima nunca foi constante e equilibrado, no entanto, nos Ultimos anos as altera¢des climaticas
tomaram proporgBes cadticas conduzindo a futuras alteracBes globais drasticas na
biodiversidade (Pereira et al. 2010).

Uma pesquisa realizada por Rahmstorf et al. (2012) indica que as grandes oscilagdes no clima
podem ocorrer devido a causas naturais (ex.: variabilidade solar, erup¢des vulcanicas, El Nifio) ou
a causas humanas como € o caso da emissdo dos gases de efeito de estufa. Entre as vdrias
atividades humanas que produzem gases de efeito de estufa, o uso de energia corresponde a
maior fonte de emissdes (CO,). A agricultura liberta essencialmente CHs e N,O (provenientes do
gado e cultivo de arroz) em quantidades muito baixas. A indUstria contribui apenas com 6% de

emissGes de gases fluorados e N,O (Figura 1) (IPCC 2007, IEA 2014).
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Figura 1 - Emissdes antropogénicas globais:
Sectores responsaveis pela emiss3o de gases de Figura 2 - Emissdes mundiais de CO; pelos
efeito de estufa (GEE). Retirado de IEA, 2014. combustiveis fosseis. Retirado de IEA, 2014.

As emissdes de gases de efeito de estufa tornam-se mais frequentes devido a sucessiva
queima de combustiveis fosseis como o carvao, petréleo e gds natural. Através de dados
apresentados pela ”International Energy Agency” (IEA) em 2012, 80% da energia primaria
mundial deriva de combustiveis fosseis, onde 32.8% corresponde ao petréleo, 27.2% ao carvao e
20.9% ao gas natural (Figura 2). Porém, apenas 0.8% da energia primaria mundial deriva de
energias alternativas como a energia geotérmica, solar e edlica (IPCC, 2011).

As emissGes de gases de efeitos de estufa que levam ao aguecimento global e alteracGes
climaticas sucessivas estdo inteiramente ligadas a utilizacdo e producdo de energia fdssil. No

entanto, as mudancas climaticas de origem antropogénica sdo um problema que ocorre pela



combinacdo de trés parametros: energia, economia e ambiente. A energia é essencial para o
crescimento econdmico e consequentemente a evolucdo da sociedade. Contudo, isto acarreta a
libertacdo de grandes quantidades de gases de efeito de estufa. Assim, é uma prioridade comecar
a avaliar estes parametros simultaneamente para que no futuro as estratégias de mitigacdo
apresentem resultados favoraveis (Ho6k e Tang 2013). Por outro lado, Buckeridge et al. (2007)
defendem que mais importante que favorecer a economia é o modo como um ecossistema
sustentdvel contribui para a manutencao e equilibrio da biodiversidade.

Ondas de calor, secas, inundag@es, degelo e subida do nivel médio das dguas do mar sdo
fendmenos cada vez mais frequentes que levam a impactos diretos na agricultura, o que
posteriormente se torna uma ameaca para as economias mundiais (Avnery et al. 2011). Outro
fendmeno preocupante que tem vindo a causar danos no clima é o caso da desflorestacdo
mundial (Figura 3), especialmente na Amazodnia, pois tem-se verificado um aumento da
guantidade de gases de efeito de estufa na atmosfera (Coe et al. 2013). Outros autores referem
gue a desflorestacdo e fragmentacdo das florestas podem acelerar as mudancas climaticas
através do aguecimento da superficie, diminuindo os niveis de precipitacdo e modificando os

microclimas (Buckeridge et al. 2007, Lawrence e Vandecar 2015).
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Figura 3 - indice de desflorestacdo mundial (2012). Retirado de Maplecroft's Climate
Change and Environmental Risk Atlas 2012.

Alterag®es no desempenho agricola podem resultar de interagdes com outros organismos
tais como herbivoria e parasitismo e sdo denominados de fatores bidticos. Quando as culturas
sdo influenciadas por aspetos fisico-quimicos do meio ambiente (temperatura, humidade,
fornecimento de dgua e minerais, intensidade de luz) que pdem em causa o seu crescimento e
desenvolvimento sdo designados por fatores abidticos (Schulze et al. 2005).

Cada espécie vegetal apresenta condi¢des otimas de crescimento, no entanto apenas em

estufa é possivel controlar e satisfazer essas necessidades. Na Natureza, as plantas encontram-



se sujeitas a uma grande quantidade de variantes que podem atuar em simultaneo
comprometendo a sobrevivéncia das culturas. Entender a forma como as plantas sdo afetadas
tanto ao nivel interno como externo facilita a preservacado e evolugdo das espécies (Ceccarelli et
al. 2010).

O setor agroflorestal pode contribuir para a protecdo de solos face a riscos de erosdo (ajudar
na preservacdo do solo, no aumento de matéria organica, entre outros), aspeto que pode ser
afetado pelas alteragGes climaticas comprometendo a fertilidade do solo, desenvolvimento de
comunidades microbianas e a regulacao hidrolégica (MAMAOT 2013). Por exemplo, o relatério
de 2013 do Ministério da Agricultura, do Mar, do Ambiente e Ordenamento do Territério
(MAMAOQOT) refere que “o aumento da temperatura associado a condicbes de maior secura terd
como consequéncia a diminui¢cdo do input de matéria orgdnica, que decorre da menor produgdo
de biomassa e o aumento da taxa de mineralizacdo, o que, em solos ja de si vulnerdveis,
potenciard a erosdo e os processos de desertificacdo (pagina 24).” Desta forma, uma das
estratégias que visa na adaptacdo do ecossistema agricola e florestal as atuais oscilacdes do clima
€ a conservacao da fertilidade do solo (impedindo que ocorram fendmenos de erosdo hidrica e
aumentando o teor de matéria organica no solo).

Uma vez que o setor agroflorestal é a grande forca motriz de suplemento de alimentos e
matéria-prima face ao crescente aumento da populagdo, torna-se assim crucial ndo sé considerar
praticas sustentdveis que minimizem a pressdo deste setor na natureza, como por exemplo o
consumo de dgua, uso de fertilizantes/pesticidas — “produce more with less”- como considerar a
melhor producdo face a riscos de alteracdes ambientais no futuro (Chryssolouris et al. 2008).

De notar que nem todas as regides do planeta sdo afetadas pelas alteragdes climaticas da
mesma forma e, principalmente nas regiGes mais pobres, a falta de infraestruturas dificulta o
modo de enfrentar os impactos ambientais (Tirado et al. 2010). Nesta perspetiva, por exemplo, a
valorizacdo de espécies regionais, mais adaptadas as condicdes edafo-climaticas, e/ou com maior
resisténcia a alguns fatores bidticos/abidticos serd uma mais-valia para a produgdo sustentavel
(Ellis 2011). Outra abordagem passa pela valorizacdo de espécies de largo espetro de utilizagdo
(alimentacdo, industria, madeira, etc), como é o caso de espécies lenhosas como o moringueiro
(Moringa oleifera), coqueiro (Cocos nucifera), sobreiro (Quercus suber), castanheiro (Castanea
sativa), oliveira (Olea europaea), entre outras.

Minimizar os danos que, hoje em dia, sdo maioritariamente causados pelas emissdes
antropogénicas torna-se uma prioridade. Por isso, é importante aprofundar o conhecimento e
entender de que forma as plantas respondem as variagBes ambientais podendo contribuir para
o futuro desenvolvimento de estratégias de mitigacdo (Olesen e Bindi 2002, Callaghan et al.

2010).



1.1.1. CAMADA DE OZONO E RADIAGAO ULTRAVIOLETA

A radiacdo solar acontece naturalmente no planeta Terra e apresenta grande influéncia nas
alteracGes climaticas. Arbitrariamente, a radiacdo pode ser classificada em Ultravioleta A (315-
400nm), Ultravioleta B (280-315nm) e Ultravioleta C (100-280nm) (ICNIRP, 2004). Uma grande
parte da radiacdo ultravioleta que atinge a superficie terrestre é UVA (95%) e apenas 5% é UVB
(Figura 4). Isto acontece porque a maior parte da radiacdo UVB é filtrada pela camada de ozono
e outro tipo de gases atmosféricos. Assim, quando se verifica uma reducdo da camada de ozono
na estratosfera, as probabilidades de aumentar a quantidade de radiacdo UVB que atinge a
superficie terrestre sdo notdrias (Madronich et al. 1998).

Metil cloroférmio, hidrocarbonetos halogenados e clorofluorocarbonetos (CFC’S) sdo os
principais compostos que atacam a camada de ozono. Por serem muitos estaveis e apresentarem
elevados tempos de vida sdo transportados pelo vento até a estratosfera, sendo ai transformados
em clorina e bromina. Estes quimicos destroem diretamente as moléculas de ozono, permitindo
a passagem de grandes quantidades de radiacdo ultravioleta (US-EPA 2010). Visto que nas ultimas
trés décadas o tamanho da camada de ozono registado tem vindo a diminuir, principalmente
devido as emissGes de clorofluorocarbonetos (CFC’'S), um interesse considerdvel nos efeitos
nocivos da radiagdo UVB nos organismos vivos tem vindo a emergir (Bais et al. 2006, Kakani et al.

2003) (Figura 4).
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Figura 4 - Fendmeno da destruicdo da camada de ozono. Retirado de AFP, Paris (2014).

Os ecossistemas terrestres sdao muito afetados quando existem varia¢gdes na radiacdo UV

causadas pelas alteracdes ambientais globais. Apesar da radiacdo UVB ocupar uma pequena parte



do espectro solar pode influenciar o desenvolvimento e crescimento das plantas (Kakani et al.
2003). A reducdo da quantidade de ozono estratosférico e o consequente aumento da radiagdo
UVB na superficie terrestre causa efeitos nas plantas, originando danos fisioldgicos e
morfoldgicos (Schuch et al. 2009, Ballaré et al. 2011). Aumentos na radiagcdo UVB causam danos
diretos nas plantas terrestres reduzindo a produtividade em cerca de 6% (Ballaré et al. 2011).

Segundo Rizzini et al. (2011), as plantas detetam e captam a radiacdo UVB e, de forma a
manter a sua sobrevivéncia, desenvolveram mecanismos para se protegerem dos danos causados
pela radiacdo UVB. Varios estudos reforcam que as plantas usam a radia¢do solar UV como uma
das principais fontes de informacdo acerca do ambiente que as rodeia, como por exemplo na
defesa contra herbivoria e organismos patogénicos (Kakani et al. 2003, Paul e Gwynn-Jones
2003). No entanto, quando os niveis de radiacdo sobem, o efeito dos UVB’s torna-se nefasto,
causando alteragdes na composicdo bioquimica da planta (Rozema et al. 1997, Yao et al. 2006,
Heijde e UIm 2012). Ao nivel do metaboloma, sabe-se que, uma das formas de adaptacdo das
plantas passa pelo aumento das quantidades de compostos fendlicos, nomeadamente
flavonoides, atuando como fotoprotetores (Agati e Tattini, 2010).

A radiacdo UVB causa alteracGes na biodiversidade microbiana com consequéncias drasticas
na fertilidade do solo e pragas. Quando as comunidades de microorganismos sdo afetadas pela
radiacdo UVB podem alterar as taxas de decomposicdo em plantas mortas. Em plantas vivas
podem afetar a suscetibilidade a infecGes fungicas (Pancotto et al. 2003, Ballaré et al. 2011).

Contudo, Hajnos et al. (2001), Johnson et al. (1999) e Gilbert e Cooke (2001), concluiram que
através da inducdo de compostos secundarios nas plantas pela radiacdo UVB, pode-se verificar
um aumento de compostos bioguimicos que poderdo ser usados na industria farmacéutica e
alimentar. Um exemplo é o caso do aumento da quantidade de toxdides anticancerigenos em
Taxus baccata (Hajnos et al. 2001).

Recentemente, Hideg et al. (2013) sugeriram que a radiacdo UVB pode influenciar o
fotorrecetor UVR8 (UV Resistance locus 8), tornando-se assim um regulador ambiental no
controlo da expressdo de genes, atividades metabdlicas e celulares. Contudo, ainda pouco se
sabe acerca do modo como este gene atua na planta.

Acerca do papel da radiagdo UVB nos ecossistemas terrestres, pode-se concluir que existe
um balanco entre aspetos positivos e negativos. Visto que apresenta um papel fundamental no
equilibrio e manutencdo da biosfera, os efeitos da radiacdo UVB devem ser sempre estudados
incluindo o estado do ozono estratosférico assim como as alteragBes climaticas associadas

(Bornman et al. 2015).



1.1.2. SecA E DEGRADAGAO DE SOLOS

Atualmente, flutuacBes no clima sdo cada vez mais frequentes e o planeta Terra estd a ser
constantemente afetado por longos e graves periodos de seca. As chuvas sdo cada vez menos
frequentes, a desflorestacdo comeca a ser descontrolada e a gestdo do consumo de dgua é cada
vez mais desequilibrada (Van Lanen et al. 2007, Selvaraju e Baas 2007).

A seca é uma caracteristica normal e recorrente da variabilidade climatica (Mpelasoka et al.
2008). Ocorre em praticamente todo o planeta apesar das suas caracteristicas e intensidade
variarem de zona para zona, contudo, devido a auséncia de precipitacdo, provoca desequilibrios
hidroldgicos graves afetando ecossistemas (Yordanov et al. 2000).

Dados do relatério publicado pelo Ministério da Agricultura, do Mar, do Ambiente e
Ordenamento do Territorio (MAMAQOT) em 2013, mostram o mapa de Portugal face a problemas

de seca entre 2005 e 2012 (Figura 5).
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Figura 5 - Percentagem do territdrio em seca meteoroldgica de acordo com o indice PDSI nos
meses em que a seca se fez sentir com mais severidade. A esquerda, em Julho no ano de 2005 -
27% seca severa e 73% seca extrema. A direita em Marco de 2012 - 41% seca severa e 57% seca

extrema. Retirado do relatério de 2013 do Ministério da Agricultura, do Mar, do Ambiente e

Ordenamento do Territério (MAMAOT).

Este fendmeno meteoroldgico tem vindo a acontecer com maior frequéncia e severidade
nos Ultimos anos em varias partes do mundo, causando grandes impactos a nivel econémico,
social e ambiental (MAMAOT 2013). No entanto, segundo o relatério da WMO (2005), a auséncia
de uma definicdo especifica e universal para o fendmeno de seca meteoroldgica dificulta a
avaliacdo de periodos de seca (se uma determinada regido estd ou ndo a sofrer de défice hidrico),
e o seu grau de severidade. Os impactos da seca, geralmente, encontram-se espalhados por areas
geograficas muito extensas, o que ndo acontece com outros fendmenos naturais (ex.:
inundacdes, furacGes). Isto dificulta a quantificacdo dos impactos e a prestacdo de auxilio
humanitdrio, que nestes casos é escasso devido ao facto da seca ser um fendmeno lento e de

dificil previsdo. Segundo o relatério da WMO os planos de seca devem conter trés etapas:



vigilancia e aviso precoce, avaliacdo de riscos e estratégias de mitigacdo e resposta. Desta forma
podem ser evitadas graves situacdes onde seja notdria a falta de agua, evitando desastres ao nivel
da producdo, degradacado do solo e desertificacdo.

A dgua é um recurso indispensavel a sobrevivéncia dos seres vivos e a sua auséncia
compromete o crescimento e desenvolvimento das plantas. Compreender de que forma a
auséncia e o uso da agua intervém no crescimento da planta é de grande importancia para o
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel (Tilman et al. 2002).

Por serem organismos sésseis, as plantas tiveram de criar mecanismos especificos de
adaptacdo as oscilagdes dos fatores abidticos (Bartels e Sunkar 2005). Assim, as plantas induzem
respostas fisioldgicas, bioguimicas e moleculares que Ihes permitem apresentar mecanismos
quer de escape, quer de resisténcia a seca (Yordanov et al. 2000).

Contudo, vérias estratégias de combate a seca tém sido testadas em laboratério, como o
aumento da tolerancia a seca através da aplicacdo de micrdbios (Kim et al. 2012) e ainda através
de modificagdes genéticas nas plantas (Golldack et al. 2011, Todaka et al. 2015). Sabe-se que,
como forma de resposta ao défice hidrico, as plantas apresentam alteracdes morfo-fisioldgicas,
essencialmente nas interacGes célula-agua, o que ird influenciar a sua capacidade de tolerancia
ao seu meio ambiente (Cordeiro et al. 2009).

Quando as plantas se encontram perante uma situacdo de seca, é provavel que ocorram
alteracGes moleculares e consequentemente fisioldgicas. Assim, estudar o modo como a seca
afeta o desempenho metabdlico das plantas ajuda a perceber as respostas fisioldgicas e a
desenvolver estratégias de mitigacao.

Atualmente muitos estudos tem incidido na reacédo fisiolégica das plantas face a stresses
abioticos, como é o caso da seca (Munné-Bosch e Alegre 2000, Ogaya e Pefiuelas 2003, Dias et
al. 2014b, Vasques et al. 2015). Contudo, menos se sabe acerca dos efeitos da seca ao nivel do
metabolismo das plantas. Assim, varios autores relatam que, futuramente, os estudos nesta area
devem incidir sobretudo na alteracdo das vias metabdlicas com producdo de outras moléculas,
genes e compostos-chave que estdo envolvidos nas respostas das plantas face ao défice hidrico

(Bartels e Sunkar 2005, Jones 2007, Ashraf 2010).

1.2. IMPACTO DAS ALTERACOES CLIMATICAS EM PLANTAS: O CASO DE ESPECIES

FLORESTAIS

As alteragdes climaticas ao longo dos Ultimos anos tém sido postas em causa como sendo
um fator de impacto na extincdo de espécies (Thomas et al. 2004). Thuiller et al. (2005) propSem

a importancia da evolucdo dos efeitos das mudancas climaticas em espécies vegetais na Europa.



No que toca a conservacdo de espécies vegetais, uma grande percentagem podera tornar-se
vulneravel. Estes autores concluiram também que a forte relacdo que existe entre a perda de
espécies e as mudancas em varidveis bioclimaticas implica que sejam tomadas medidas no
sentido de reduzir as emissdes de gases com efeito de estufa podendo desta forma mitigar os
efeitos das alteracOes climaticas na diversidade de plantas (Thuiller et al. 2005). Nos varios
cenarios desenhados, estes autores estimam que diferentes regides respondam de forma
diferente as altera¢des climaticas, com a maior vulnerabilidade nas zonas montanhosas e menos
nas regides do sul do Mediterraneo e da Pandnia. Assim, regides portuguesas como Tras-os-

Montes serdo particularmente afetadas (Figura 6).
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Figura 6 - ProjegGes mundiais da extingdo de espécies que indica se a vulnerabilidade
de espécies € alta ou baixa, consoante as caracteristicas ecoldgicas e historicas da
flora e /ou condi¢des ambientais especificas da regido. A cor vermelha indica maior
vulnerabilidade de espécies (em vias de extingdo) e a cor cinza indica menor
vulnerabilidade. Retirado de Thuiller et al. 2005.

Um estudo feito acerca do modo como os padrdes climaticos afetam ecossistemas agricolas
Europeus (ao nivel das colheitas, rendimentos, prote¢do das culturas e gado) concluiu que devido
a todos estes impactos negativos é necessario criar rapidamente novas estratégias de mitigacdo
e adaptacdo das culturas (Bindi e Olesen 2011). A seca e a consequente degradacdo de solos tém
importantes efeitos nos ecossistemas pelo que o conhecimento destes danos na producgdo
agroflorestal requer maior conhecimento das respostas fisioldgicas, metabdlicas, genéticas e
ecoldgicas das espécies vegetais (Bellard et al. 2012).

Os estudos anteriormente citados focam os efeitos negativos que as alteracdes climaticas
provocam nas plantas nomeadamente no desaparecimento de espécies. No entanto, ha ainda

outra perspetiva, que se foca nas altera¢des induzidas na fisiologia e em metabolitos de plantas

gue estejam associados a adaptacOes destas espécies a fatores de stress. Uma vez que muitos



destes processos de adaptacdo implicam profundas alteracdes metabdlicas, espera-se também
que estas adaptacGes afetem o perfil de metabolitos dessas espécies (DaMatta et al. 2010).

Novos compostos quimicos isolados de plantas tém vindo a ser descobertos, permitindo
investir no sector industrial. As indUstrias farmacéutica, alimentar e de materiais sdo as que mais
tém crescido usando as plantas como matéria-prima.

Devido a acdes antrdpicas, as alteragdes climaticas tém sido muito rapidas em comparacao
com a capacidade de resposta e adaptacdo das plantas ao meio em que se encontram. Assim,
mutacdes adaptativas ndo sdo suficientes para criar respostas fisioldgicas favoraveis, deixando
estes organismos dependentes da diversidade genética existente para permitir adaptacdo. Isto
acontece porgue em algumas espécies a diversidade genética existente pode nao ser suficiente
para responder com éxito as rapidas mudancas climaticas (geralmente sdo espécies que no seu
traco evolutivo foram sujeitas a afunilagcdes populacionais (fendmeno geralmente designado por

“Bottleneck”)) (Hill et al. 2011).

1.2.1. EFEITOS DO DEFICE HIiDRICO E DA RADIACAO UVB EM PLANTAS
a) DEFICE HiDRICO

Definir e avaliar corretamente a forma como as plantas respondem as alteracdes climaticas
€ um pré-requisito que permite definir uma forma de uso sustentdvel tanto para o Homem como
para o planeta Terra. O défice de dgua nas plantas é geralmente considerado como uma redugdo
no potencial hidrico e turgor que consequentemente ird afetar as funcdes normais da planta. O
fecho dos estomas, a alteragdo da concentracdo de pigmentos e a limitacdo das trocas gasosas
sdo reagles da planta face ao stress hidrico que podem levar a perturbacdes ao nivel do
metabolismo, estrutura celular e reagGes enzimaticas da planta (Farooq et al. 2009). No entanto,
ao longo do tempo as plantas desenvolveram mecanismos que lhes permitem detetar as entradas
e saidas de 4gua e rapidamente regular a sua fisiologia e metabolismo criando respostas de
“feedforward”, como é o caso da abertura e fecho dos estomas na regulacdo das entradas e
saidas de dgua. Varios estudos comprovam que as respostas fisiolégicas das plantas em situacées
de stress hidrico incluem alteracdes foliares (ex.: murchiddo, reducdo do tamanho e queda da
folha) e estimulacdo do crescimento radicular. Durante a época de floracdo as plantas encontram-
se mais suscetiveis aos stresses abidticos. Nestes casos, para melhorar a eficiéncia do uso da dgua,
a planta possui uma hormona de stress (Acido abscisico - ABA) que induz o fecho dos estomas
reduzindo assim a perda de agua através da transpiracdo (Ort e Ainsworth 2012). Assim, varias
respostas fisiolégicas, moleculares e bioquimicas sdo geradas quando a planta enfrenta condicdes

abidticas anormais, como é o caso do défice em dgua (Oliveira et al. 2013) (Figura 7).
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Figura 7 - Respostas fisioldgicas, bioquimicas e moleculares das plantas em défice hidrico (adaptado de
Oliveira et al. 2013)

Devido ao aumento e diversidade de alteracdes climaticas atuais, as plantas podem estar a
permitir adaptacdes genéticas em espécies de ciclo de vida curto impedindo a adaptacdo de
espécies de ciclo de vida mais logo como é o caso das lenhosas. Assim, a capacidade de adaptacdo
das espécies lenhosas estd completamente dependente da carga genética que poderd ndo ser

suficientemente eficaz para manter a linhagem (Ort e Ainsworth 2012).

b) RapiAcAo UVB
A radiacdo solar é uma condicdo essencial a vida vegetal, no entanto, ocorre sempre uma
alteracdo na composicdo quimica da planta. Contudo, alteracbes na camada de ozono
estratosférico (ex.: acumulacdo de CFC’s) tem levado a maior risco de exposicdo de plantas a
radiacdo UV, sobretudo UVB (Hidema e Kumagai 2006).
Segundo Caldwell et al. (1998) aradiacdo UVB raramente prejudica o rendimento das plantas

mas provoca algumas alteragGes morfoldgicas (ex.: aumento de ceras epicuticulares e espessura
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da folha), quimicas e bioguimicas. Por outro lado estudos sobre os efeitos de UVB no
desenvolvimento e rendimento de leguminosas e gramineas, tém apontado para a existéncia de
espécies e cultivares (como é o caso do arroz) altamente sensiveis a radiacdo UVB afetando o
crescimento, desenvolvimento e rendimento. No arroz (Oryza sativa), Hidema e Kumagai (2006),
verificaram que a radiagdo UVB causa um aumento nas proteinas de armazenamento como a
glutelina, originando graos de arroz de tamanho inferior ao normal. Os mesmos autores apontam
para alteracdes no perfil de resposta a radiacdo levar a alteracGes do sabor do grao.

Periodos de seca e desequilibrios nas quantidades de radiacdo solar UV causam alteragdes
no metabolismo primdrio e secundario, condicionando os usos das plantas (Boeger e Poulson
2006, Ort e Ainsworth 2012, Akula e Ravinshankar 2011)

A investigacdo que tem sido feita nesta area incide mais nos efeitos da radiacdo UVB em
culturas e menos em espécies florestais, comprometendo o conhecimento do comportamento
de espécies florestais do Hemisfério Sul e Equador (ex.: Moringa oleifera e Eucalyptus globulus)
ou por exemplo de zonas mais temperadas como € o caso da regido Mediterradnica (ex.: Quercus
suber e Olea europaea) as alteragdes climaticas destas regiGes. Contudo, como salientado por
Ryan e Hunt (2005), serdo estas regides as que apresentardo potencialmente maior risco de
vulnerabilidade a modificacdes da camada de ozono estratosférico.

Saliente-se ainda a referéncia a efeitos da radiacdo nos danos de DNA que levam a producdo
de dimeros de pirimidina (CPD’s - cyclobutane pyrimidine dimer) e fotoprodutos (6,4). Estes
danos interferem na replicacdo de DNA e transcri¢do (Hidema et al. 1999). Por outro lado, o efeito
dos UV’s na modificacdo de proteinas através da foto oxidacdo e no aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS — Reactive oxygen species) também foi descrita para algumas
espécies como o arroz (Hidema e Kumagai 2006). Em algumas espécies o aumento de radiacdo
UV também leva a inibicdo da fotossintese, por exemplo através da reducdo de contelddos de
clorofilas e da atividade da RuBisCO (Fedina e Velitchkova 2009, Hidema et al. 1992).

Para além dos fatores aqui referidos, as alteraces climaticas podem ainda incluir outros
fatores que frequentemente atuam de forma combinada como aumentos de temperatura, CO,,
niveis de poluentes (ex.: aumento de ozono e de particulas suspensas) e cheias. Por atuarem em
geral de forma combinada, estes aspetos aumentam a dificuldade de selecionar espécies com
multiplas resisténcias, e potencia a investigacdo vegetal numa perspetiva funcional, por exemplo

combinando a fisiologia com expressdo de genes e metaboldmica.
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1.2.2. PARAMETROS USADOS NA AVALIACAO DO EFEITO DE DEFICE HIDRICO E

RADIAGCAO UVB EM PLANTAS

A anadlise da resposta das plantas a stresses abidticos tem incidido sobretudo em taxas de
crescimento, metabolismo do carbono, stress oxidativo, genotoxicidade e regulacdo genética,
regulacdo hormonal entre outros. Em particular, as trocas gasosas (taxa de assimilacdo de CO,,
taxa de transpiracdo e concentracdo intercelular de CO,) e a fluorescéncia da clorofila a (eficiéncia
maxima e efetiva do fotossistema Il) ddo informacdo acerca do desempenho fisioldgico das
plantas em condicdes de stress (ex.: Dias et al. 2014c, Pandey et al. 2015, Boudjabi et al. 2015).
Também a quantificacdo da concentracdo de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b e
carotenoides), aclcares solUveis e amido (quantificados espectrofotometricamente) sdo
parametros muito usados para avaliar a resposta das plantas ao stress. Ja em relagdo ao stress
oxidativo, a permeabilidade da membrana e a peroxidacdo lipidica (concentracdo de MDA) sdo
indicadores importantes de danos oxidativos causados por stress abidtico (ex.: Monteiro et al.
2012, Silva et al. 2010, Dias et al. 2013).

Por outro lado as “omicas” vieram trazer uma perspetiva mais abrangente das populacdes
de genes, proteinas e de metabolitos que ndo so existem naquelas espécies, érgados e tecidos mas
como variam em resposta ao stress (Das et al. 2015). Estas analises “omicas” permitirdo uma
integracdo dos conhecimentos obtidos na vertente fisioldgica. Em particular, o crescimento das
plantas esta associado ao metabolismo primério da fotossintese, onde se partem ndo sé para
compostos como os aglicares, Como para outros compostos precursores e intermedidrios em vias
secundarias. Conhecer como as duas fases da fotossintese sdo afetadas pela radiacdo e seca é
crucial para se perceber o efeito destes stresses na fotossintese. Alexieva et al. (2001) e Bernal et
al. (2013) mostraram que a radiacdo UVB diminui a concentracdo de clorofilas e Skorska e Szwarc
(2007) verificaram uma diminuicdo da eficiéncia fotossintética.

Por outro lado, na fotossintese, para além da fase luminosa, hd ainda a fase nao dependente
da luz (Ciclo de Calvin), de que resulta a producdo de aclcares e em Ultima instancia a sintese e
acumulacdo de amido. Estes aclcares podem ser determinados por espetrofotometria (ex. Dias
et al. 2013, Rodriguez et al. 2015).

Este conhecimento pode ser complementado pela informag¢do muito mais abrangente da
area da metaboldmica. A analise do metaboloma pode ser uma ferramenta importante para se
perceber as alteracGes que ocorrem nas vias metabdlicas das plantas quando expostas a fatores
de stress. Apesar de existirem diversas técnicas cromatograficas de analise quimica (ex. HPLC, GC,
TLC, RMN, entre outras), a sua combinacdo proporciona um estudo completo do metaboloma.

Geralmente, estas técnicas ocorrem em trés etapas: extracdo dos compostos da matriz,
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separacdo e identificagcdo dos analitos e a sua identificagdo e /ou caracterizacdo (Chiaradia et al.
2008). Apesar de todas estas técnicas se basearem no mesmo principio (distribuicdo dos analitos
entre duas fases imisciveis), para escolher a técnica mais adequada é necessario conhecer as
propriedades quimicas dos analitos em questdo. No caso especifico da andlise de volateis, o
método mais comum e mais adequado € a extracdo dos compostos através de headspace (HS).
Esta técnica permite analisar analitos mais volateis que a matriz, através da analise do vapor que
surge quando a amostra sofre aquecimento e agitacdo. Uma das principais caracteristicas do HS
é gue possibilita a introducdo da amostra no GC sem qualquer pré-tratamento, podendo analisar
material bioldgico fresco. O HS pode ainda ser realizado de duas formas distintas, estatico (os
volateis sdo recolhidos no HS do frasco apds equilibrio de volatilizagdo) ou dindmico. No modo
dindmico, um fluxo de gds inerte é inserido na amostra e os analitos volateis sdo transferidos para
uma armadilha (trap) a alta temperatura (ex.: fibra SPME), sendo posteriormente inseridos no
cromatoégrafo (Tipler 2013). A fibra de SPME (figura 8) estd inserida no interior de uma agulha
especial e consiste num “tubo” de fibra de silica fundida com 100mm de diametro,
aproximadamente, que estd recoberta com um polimero (ex.: polidimetilsiloxano - PDMS,
poliacrilato - PA, Carbowax - Cwx). Durante o processo de extracdo, a agulha que contém a fibra
de SPME (Solid-Phase Micro Extraction) fura o septo do vial, a fibra estende-se para baixo ficando
exposta aos volateis libertados pela amostra e comeca a adsorver os compostos durante um
periodo de tempo. A fibra é novamente recolhida para dentro da seringa, retirada do vial e é
inserida no injetor do GC, onde é novamente exposta para dessorcdo térmica (Valente e Augusto
2000). A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa é uma das técnicas analiticas
mais utilizadas e de melhor desempenho (Figuras 9 e 10). A juncdo da cromatografia gasosa
(elevada seletividade e eficiéncia de separacdo) com a espectrometria de massa (permite obter
informacdo acerca da estrutura e massa molar assim como aumentar a seletividade) tem
apresentado grandes vantagens na area da investigacdo visto que permite obter resultados mais
rapidamente e de forma mais eficaz (Vas e Vékey 2004). Para detecgdo dos compostos no MS
podem ser usados varios tipos de detetores (IT, ToF, Quadrupdlo, Razdo isotrépica, entre outros).
No caso do lon trap, a detecdo é maximizada pela otimizacdo da quantidade de iGes que ficam na
armadilha (trap) e dos parametros envolvidos na dissociacdo dos iGes percursores com um gas
inerte (ex. hélio - He) para obter ies com grande abundancia relativa no espectro. Os iGes que
ficam retidos no trap sdo dissociados e os iGes que posteriormente sdo produzidos na dissociacdo
tornam-se sequencialmente instaveis, sendo libertados do trap gerando assim um espectro de
massa. Quando o detetor de massa usado no MS é do tipo quadrupdlo, os ides sdo introduzidos
com uma velocidade constante através da aplicacdo simultdnea de uma corrente continua e de

radiofrequéncia e seguem em direc¢do aos polos (direcgdo z), oscilando entre as posicdes x e y.
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A oscilacdo varia consoante a razdo m/z de cada ido (Azevedo 2004). Vérios trabalhos na area
vegetal tém sido realizados com cromatografia gasosa (Rocha et al. 2001, Moreira et al. 2013,
Chen et al. 2013, Kwon et al. 2013, Isca et al. 2014), apesar das variacGes especificas que se

alteram de instrumento para instrumento.

7

Figura 8 - Fibra SPME PDMS/DVB 65um. Figura 9 — GC/MS Varian CP-3800. Laboratério de
Retirada de Sigma-Aldrich. Toxicologia da Faculdade de Farmdcia da Universidade do Porto

Figura 10 — GC/MS GC-MS QP2010 Ultra Shimadzu. Retirado de Shimadzu.

As técnicas de extracdo podem também variar consoante o aparelho, pelo que alguns
aparelhos conseguem fazer a extracdo auténoma dos analitos da amostra, enquanto que outros
ndo o conseguem fazer. Além disso, nem todos os aparelhos tém a capacidade de volatilizar os
compostos, sendo necessario fazer uma derivatizacdo (sililacdo ou hidrdlise) antes da injecdo no
cromatdégrafo. Os compostos identificados por cada tipo de GC variam consoante a coluna
cromatografica que possuem pois cada coluna apresenta uma especificacdo e caracteristicas

Unicas (Figuras 9 e 10).
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1.3. ESPECIES SELECIONADAS

Neste contexto, dadas as alteracdes climaticas emergentes, torna-se essencial perceber se
ocorrem transformacdes ao nivel do metaboloma das plantas e a forma como elas reagem
fisiologicamente aos impactos ambientais, como cenarios onde existe falta de dgua e alteragbes
dos niveis normais de radiacdo UVB. Duas espécies encontradas em zonas de risco ambiental e
relevantes na literatura pelos seus compostos quimicos foram selecionadas para estudar o seu
desempenho face a condi¢des de défice hidrico e elevados niveis de radiacdo UVB: a Moringa
oleifera, uma espécie nativa da regido dos Himalaias e o Eucalyptus globulus Labill., origindrio da

Australia.

1.3.1. EUCALYPTUS GLOBULUS

A) CARACTERIZACAO DA ESPECIE

O E. globulus conhecido vulgarmente como Eucalipto comum, é uma espécie florestal
pertencente a familia Myrtaceae e abrangida pela ordem Myrtales. Esta espécie, nativa da
Austrdlia e Tasmania mas introduzida na Peninsula Ibérica nos finais do século XIX, ocupa cerca
de 20% da drea florestal de Portugal Continental. O E. globulus é uma planta lenhosa perene
(apresenta estrutura lenhosa e um ciclo de vida longo) que cresce verticalmente atingindo cerca
de 45 a 55 metros de altura (Figura 11a). O caule apresenta um ritidoma (cobertura exterior do
tronco) liso, em tons de cinza-claro que se vai desprendendo ao longo do tempo na parte
superior, ficando pendente na drvore. A madeira é esbranquicada e apresenta fibras muito fortes
mas flexiveis (Figura 11a). As folhas jovens do E. globulus sdo sesseis (o limbo esta diretamente
ligado ao caule), fisicamente assemelham-se a uma lanca (lanceoladas) e tém um aspeto ceroso
de cor azulada (Figura 11b). As folhas desenvolvidas tém um aspeto um pouco diferente, sdo mais
alongadas e a cor é um pouco mais esverdeada (Figura 11c). As flores sdo esbranquicadas,
florescendo nos meses de Setembro e Outubro (Figura 11d). O fruto do E. globulus assemelha-se
a uma capsula lenhosa com odor caracteristico e contém inimeras sementes no seu interior,

libertadas aquando a maturacdo (Figura 11e).
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Figura 11 — Composigdo de E. globulus: arvore (a), folhas jovens (b), folhas desenvolvidas (c), flor (d), fruto

(e) e raiz (f). Retirado de https://havenessence.com/shop/aromatherapy-oils-carriers/eucalyptus-globulus-10ml/;
http://www.alibaba.com/product-detail/Eucalyptus-Globulus-Oil-Eucalyptus-leaf-Oil_624713486.html;
http://www.painelflorestal.com.br/noticias/silvicultura/o-ciclo-nutricional-de-uma-arvore-de-eucalipto-clonado;
https://pt.wikipedia.org/wiki/Eucalyptus_globulus#/media/File:Starr_051123-5467_Eucalyptus_globulus.jpg;
https://basalore.wordpress.com/2014/12/16/eucalyptus-globulus/;
http://www.phytoterapica.com.br/loja/index.php?route=product/product&product_id=87.

O E. globulus prefere solos ligeiramente acidos e locais frescos e himidos. Tém uma enorme
capacidade de absorcdo de dgua do solo devido ao seu extenso sistema radicular (Figura 11f)

(Paiva 1997).

B) IMPORTANCIA ECONOMICA E SOCIAL

As alteracBes que tém sido exercidas nos padrdes climaticos regionais tém forte incidéncia
na agricultura, nomeadamente em espécies florestais como é o caso do E. globulus e M. Oleifera.
Como as florestas se encontram sob forte pressdo climatica sdo esperados grandes impactos na
sociedade, especialmente a nivel econdmico. Perdas de rendimento para os proprietarios
florestais e reducBes de matéria-prima para a industria sdo dois fatores que, caso ndo sejam
tomadas estratégias de mitigacdo, irdo afetar drasticamente a economia mundial (Hanewinkel et
al. 2013).

Tendo em conta que o E. globulus apresenta um rdpido crescimento e uma grande
capacidade de regenerar e rebentar quando podado, esta espécie tem vindo a apresentar grande
importancia econdmica e social por todo o mundo (Ball 1995). Vérias indUstrias tem usado o E.
globulus como matéria-prima para a producdo de pasta de celulose usada no fabrico de papel,

carvao vegetal, lenha, madeira. Devido ao forte aroma e propriedades medicinais, as industrias
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farmacéuticas e alimentares tém vindo a descobrir varios usos do E. globulus como por exemplo
na producdo de dleo essencial (perfumaria e aromaterapia) e fabrico de mel (Martos et al. 2000,
Rockwood et al. 2008). Recentemente, o E. globulus tem sido também usado como matéria-prima
na producdo de metanol, éleos industriais e/ou como substituto do petrdleo (Ghosh et al. 2007,
Pidtasang et al. 2013).

Reconhecer a necessidade de criar praticas florestais sustentdveis estd cada vez mais a
envolver a sociedade em programas agroflorestais. Assim, a escolha adequada das espécies para
um determinado local de plantacdo e o desenvolvimento de novas praticas na manutencdo de
solos como o uso de equipamentos mais faceis de manusear e a prestacdo frequente se servicos
sociais tém sido discutidas e avaliadas no sentido de promover economias locais e/ou nacionais.
O retorno financeiro é o principal fator que leva a plantacdo do E. globulus na maior parte do
mundo, no entanto, jd existem programas sustentaveis que tém como objetivo a protecdo e

conservacdo da espécie (Ball 1995, Lal 2010).

1.3.2. IMORINGA OLEIFERA
A) CARACTERIZAGAO DA ESPECIE

A M. oleifera, vulgarmente conhecida como moringa ou moringueiro, é indigena das colinas
dos Himalaias, no Sul da Asia. Hoje em dia, encontra-se j& distribuida pelas Filipinas, USA,
Caraibas, Cambodia, India, Paquistdo, Africa e Arabia (Fahey 2005). A M. oleifera é uma planta
angiospérmica (produz raiz, caule, folha, flor, semente e fruto), pertencente a familia das
Moringaceae, uma familia que se encontra abrangida pela ordem Brassicales (Ramachandran et
al. 1980). A M. oleifera é uma arvore de folha caduca que pode atingir entre 10 a 15m de altura
e apresenta um crescimento bastante rapido (Moura et al. 2009) (Figura 12a). O ramo foliar é
paripinado (o nimero de foliolos no apice é par) podendo atingir 45cm de comprimento. As suas
folhas sdo verdes e apresentam uma fina camada de pélo na face superior, quase invisivel a olho
nu. As nervuras das folhas apresentam uma cor avermelhada e sdo crenadas (possuem pequenas
elevacdes arredondadas). Os ramos, quando jovens, sdo verdes e finamente peludos, tornando-
se acastanhados ao longo do tempo (Figura 12c). As suas flores perfumadas apresentam uma cor
branca amarelada e encontram-se em forma de panicula (apresentam um racemo composto
onde os ramos vao decrescendo da base para o dpice) (Figura 12d). Os frutos da M. oleifera tém
a forma de vagem e podem atingir 30 a 120cm, apresentam cor verde na sua forma imatura e
uma cor acastanhada na maturacdo (Figura 12e). A formacdo das vagens ocorre geralmente entre
Marco e Abril. Cada vagem apresenta aproximadamente 26 sementes, com 1cm de didametro, e

uma cor acastanhada, compostas por trés folhetos amarelados (Figura 12f). Cada arvore
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consegue produzir, anualmente, de 15 000 a 25 000 sementes. As raizes sdo tuberosas e de cor
branca, apresentando um odor apimentado caracteristico (Figura 12b). O tronco é espesso e
apresenta uma cor branca-acinzentada, e a sua madeira é caracteristicamente suave e leve. O
tronco desta arvore, quando ferido, liberta uma goma de cor branca (Roloff et al. 2009, Wadhwa
et al. 2013).

Esta espécie cresce bem em climas quentes e hdmidos, ndo demonstrando grandes
exigéncias climaticas (Moura et al. 2009). Desenvolve-se bem em solo arenoso, com pH entre 5.0-
9.0. e é facilmente adaptavel a diferentes ecossistemas e ambientes agricolas, tendo
demonstrado ser pouco perturbada pela seca e doencgas (Anwar et al. 2007). Apresenta um rapido
crescimento, podendo atingir até 7 metros por ano (Wadhwa et al. 2013). Esta planta é muito
tolerante tanto ao calor como ao frio, resistindo a temperaturas entre -12C e 482C. Admite
precipitacGes anuais de 750 a 2200mm, demonstrando-se tolerante a irrigacdes e periodos de

seca elevados (Anwar et al. 2007, Godino et al. 2013).

Figura 12 — Composic¢do da M. oleifera: arvore (a), raiz (b), por¢do aérea (c), flor (d), vagem/fruto (e) e
semente (f). Retirado de Omotesho et al. 2013.

B) UsOS E PROPRIEDADES MEDICINAIS
Desde tempos remotos que a M. oleifera era utilizada por romanos, gregos e egipcios. Ficou
conhecida por vérios nomes, como Drumstick tree, Miracle tree, Ben tree, entre outros
(Ramachandran et al. 1980). Uma das qualidades mais proficuas da moringa é o seu elevado valor
nutricional, que é tdo abencoado pelas maes lactantes e pelas criangas, nos trépicos, uma vez
gue combate de forma eficaz a desnutricdo. Apresenta elevadas quantidades de aminoacidos,
vitaminas e minerais que sdo essenciais aos primeiros tempos de vida do ser humano (Moyo et

al. 2013).
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Esta drvore, nos ultimos tempos, tem sido defendida como uma excelente fonte indigena de
propriedades terapéuticas e farmacoldgicas. Através de resultados cientificos, jd é possivel
comprovar alguns dos seus efeitos na medicina convencional, como por exemplo, a atividade
hepatoprotetora, atividade antioxidante, atividade cardiovascular, atividade antiepilética,
atividade antiasmatica, atividade antifertilidade, atividade antidiabética, atividade antiurolitiase,
diurética, atividade anticancerigena, atividade anti-inflamatodria, antibidtica, atividade anti-
ulcerigena, atividade anti-hermintica, atividade antipirética e atua como anestésico local ao nivel
do SNC (Goyal et al. 2007). Na medicina tradicional as folhas da M. oleifera sdo usadas no combate
a infecBes, em casos de febre alta, no combate da anemia e hipertensdo, em situagGes de
disenteria, diarreia, gastrite e reumatismo. As raizes combatem as cdries dentdrias, sdo
cardiotdnicas, combatem a febre, constipacdes, asma, diarreia e flatuléncia e sdo ainda usadas
como afrodisiaco. O caule pode ser usado no combate a picadas de cobras e escorpides, em
constipacdes, colites, histeria e ainda no combate a epilepsia. As flores podem ser usadas no
combate a constipagBes, a reumatismo e apresentam também efeito diurético. As suas vagens
ajudam no combate a hipertensdo, diabetes e cancro da pele. As sementes sdo usadas no
combate a tumores, reumatismo, artrite e espasmos. O exsudado libertado pelo caule (goma
branca) ajuda no combate da asma, reumatismo, disenteria, febre e caries dentarias (Anwar et
al. 2007, Kasolo et al. 2010, Mahmood et al. 2010).

Apesar do seu sabor e cheiro caracteristico, a M. oleifera comecou a fazer parte da
alimentacdo humana. Na culinaria, é incluida em varias receitas originais dos tropicos e as suas
folhas sdo usadas para conferir um sabor picante e agridoce aos pratos (Fahey 2005).

Apesar das suas inUmeras propriedades medicinais esta drvore tem sido usada para a
producdo de biomassa, na forragem animal, producdo de biogds, producdo de corante,
fertilizante, o sumo das folhas é usado como nutriente foliar, fabrico de mel, biopesticida,
producdo de celulose, purificacdo da dgua, producdo de dleo essencial, entre outras. Na India, a
Moringa apresenta elevado potencial na industria do papel, pois a celulose caracteristica da
madeira é 6tima para producdo de téxteis, celofane, papel de escritério e embalagens. Na
Jamaica, é usada em larga escala para a producdo de corante “blue dye” (Foidl et al. 2001, Rashid

et al. 2008, Silva et al. 2010, Aho e Lagasi 2012, Oliveira-JUnior et al. 2013).
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Capitulo 2

Objetivos






E importante ter em conta que o ambiente afeta o desenvolvimento dos organismos vivos e
pode-se transformar drasticamente a qualquer instante. A agricultura é um elo de ligagdo entre
os ecossistemas e a sociedade e, como tal, encontra-se muito afetada pelas alteracdes climaticas
globais. Assim, estudar o modo como as altera¢des climaticas podem afetar o desempenho e
sobrevivéncia de espécies vegetais é essencial para entender a sua capacidade de adaptacdo. De
entre as varias alteracGes climaticas emergentes, foram selecionadas para este estudo o défice
hidrico e a exposicdo a radiacdo UVB. Os objetivos gerais desta dissertacdo foram perceber quais
os efeitos do défice hidrico (seca) e radiacdo UVB, no perfil de metabolitos e no desempenho
fisioldgico de plantas jovens de E. globulus e M. oleifera. Em particular:

- Na espécie E. globulus foi estudado o efeito da radiacdo UVB na fotossintese, no conteudo
em pigmentos fotossintéticos e na concentracdo de aglcares sollveis totais e amido. A
determinacdo destes metabolitos foi realizada espetrofotometricamente. Adicionalmente, e para
ter uma analise completa, o perfil de metabolitos foi analisado através de cromatografia gasosa
(GC-MS).

- Na espécie M. oleifera foi estudado apenas o efeito do défice hidrico no perfil de
metabolitos (analise por GC-MS).

Na anadlise de cromatografia gasosa em E. globulus e M. Oleifera foi usado um GC-MS com
especificacGes diferentes, o que permitiu obter resultados semelhantes, aplicando diferentes
técnicas de extracdo. A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa permitiu obter
varios cromatogramas e assim desenhar um perfil e comparar, através das diferentes amostras,
guais eram os compostos quimicos mais afetados quando expostos a fatores de stress (défice

hidrico e radiacdo UVB).
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Capitulo 3

Resposta do Eucalyptus globulus a radiagao UVB






3. RESPOSTA DO EUCALYPTUS GLOBULUS A RADIAGAO UVB

3.1. REsumo

O Eucalyptus globulus é uma espécie florestal com grande valor econdmico, medicinal e
industrial. Esta espécie originaria da Tasmania estd atualmente largamente disseminada em todo
o mundo, e dadas as suas multiplas aplicacdes, e também impactes ambientais, tem sido
amplamente estudada em varias vertentes (ex. fitopatologia, bioquimica, ecologia e
ecofisiologia). Embora considerada uma espécie com tolerancia a alguns stresses ambientais, o
eucalipto (tal como outras espécies florestais) enfrenta riscos associados a alteracdes climaticas
cujos danos estdo ainda por contabilizar. Assim, foi objetivo deste trabalho perceber os efeitos
da radiacdo UVB no desempenho fisioldgico e no perfil de metabolitos desta espécie. Neste
trabalho, plantas jovens (3 meses) de E. globulus foram expostas a uma intensidade de radiacdo
(radiacdo efetiva total de 12 kl/m?) prdxima de valores maximos j& encontrados em condi¢des
reais. Para estudar os efeitos do stress UVB foram avaliados pardmetros fisioldgicos (trocas
gasosas, fluorescéncia da clorofila a, concentracdo de clorofilas (a e b) e carotenoides, acucares
sollveis totais (AST) e amido, e ainda o perfil de metabolitos, 1 dia e 11 dias apds a exposi¢cdo ao
stress. A dose de UVB usada ndo afetou as reacdes fotoquimicas nem as trocas gasosas, contudo
ao nivel do metabolismo do carbono (AST e amido) e do conteldo de pigmentos verificaram-se
pequenas alteracdes. Algumas destas alteracdes permaneceram até 11 dias apds o final da
exposicdo (TSS e pigmentos). A andlise dos compostos volateis por GC-MS mostrou abundancia
sobretudo nas familias dos terpenos, sesquiterpenos e aldeidos. Um dia apds o stress houve um
aumento sobretudo de aldeidos e um decréscimo de terpenos e sesquiterpenos. Onze dias apds
remocdo do stress os valores que mais variaram foram os terpenos e sesquiterpenos com
decréscimo e com tendéncia a manter, respetivamente, face ao controlo. A auséncia de
mortalidade, e os efeitos pouco significativos observados na fotossintese sugerem uma elevada
tolerancia desta espécie a este tipo de stress. Esta tolerdncia pode ser justificada pelas alteracées
ao nivel do metabolismo primario (envolvendo agucares) e secundario (ex. terpenos) observadas
em resposta aos UV’s. A correlacdo destas alteracdes com potenciais adaptacées funcionais sdo

discutidas neste trabalho.

3.2. INTRODUCAO

As alteracGes climaticas emergentes tém um grande impacto no crescimento e
desenvolvimento de espécies florestais, nomeadamente em espécies de valor industrial, como é
o caso do eucalipto. Assim, é urgente conhecer as respostas fisioldgicas e entender as variacdes

27



gue ocorrem nos perfis metabdlicos das espécies mais afetadas. Pouco se sabe sobre as respostas
de Eucalyptus globulus face a oscilagdes dos niveis de radiagdo UVB: em estudos de campo de
eucalipto e acacia, Liu et al. (2005) verificaram que o aumento de radiacdo solar UVB afetava o
conteldo em clorofilas, acUcares solUveis totais, e alguns parametros morfoldgicos como por
exemplo a espessura da folha e o conteldo em ceras. Cameron (1970) verificou em eucalipto
que, quando ha um aumento da intensidade da luz, as caracteristicas 6ticas das folhas jovens ndo
sdo afetadas significativamente, contudo, quando hd um aumento de temperatura verifica-se
uma ligeira alteracdo no poder de refletancia das folhas.

O estudo do metaboloma para ajudar a entender o modo como o E. globulus reage face as
adversidades do meio, ajuda a tracar um perfil quimico desta espécie sob vdrias condicdes e, por
conseguinte, contribui para converter as plantas em matéria-prima para a industria (ex. alimentar
e farmacéutica). Além disso, trabalhos de metabolémica em E. globulus permitem ainda tracar
um perfil bioguimico que facilita estudos em outras areas de investigacdo como a genética,
botanica, agronomia, ecologia e fisiologia.

Existem varios estudos na area da fisiologia vegetal onde é avaliado o desempenho das
plantas face a fatores abidticos (ex. salinidade, radiacdo UVB, défice hidrico). Em 2003, Kakani et
al. testaram, em condic¢des controladas, a reacdo morfoldgica e anatémica do algodao face a 3
niveis de radiacdo UVB (0,8 e 16 k] m? d?) durante 8h. Apds a exposicao verificaram uma descida
nos parametros vegetativos e reprodutivos desta espécie, um aumento no conteldo de ceras
epicuticulares da folha e no indice estomatico acompanhado de uma diminuicdo da espessura da
folha. Sarghein et al. (2011) avaliaram a morfologia da pimenta quando exposta a radiacdo UVA
e UVC (18,9 kI m? d? durante 15 dias e 17,2 k) m? d* durante 8 dias, respetivamente). De um
modo geral concluiram que esta espécie é sensivel a radiacdo UV mostrando alteracdes
fisioldgicas (diminuicdo da espessura do caule e folhas, reducdo de novos rebentos, aumento da
guantidade e tamanho dos estomas e diminuicdo do amido) durante a exposicdo, especialmente
guando expostas a radiacdo UVC. No caso de espécies florestais, como o caso do salgueiro (S.
myrsinifolia), Turtola et al. (2006) averiguaram as respostas do crescimento de hibridos e espécies
ndo hibridadas de salgueiro expostas a radiacdo UVB e a défice hidrico. Durante 4 semanas de
ensaio, verificaram que havia uma reducdo significativa no crescimento dos salgueiros e
concluiram que a aplicagdo de doses elevadas de radiacdo UVB (7,2 k) m? d!) e periodos de seca
(diminuicdo de 50% da irrigacdo normal) tinham efeitos negativos no crescimento e
desenvolvimento desta espécie. Almeida-Costa et al. (2011) acompanharam o processo de
fotodegradacdo da cor natural da madeira de duas espécies tropicais: o jatoba (H. courbaril) e o
tauari (C. oblongifolia), quando expostas a radiacdo artificial UVB em 4 ciclos de radiacdo, num

total de 168 horas. Estes autores concluiram que a radiacdo UVB influencia a cor da madeira
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causada por fotodegradacdo, havendo um escurecimento das mesmas. Ndo se conhecem
estudos do perfil metabdlico de E. globulus quando expostos a radiacdao UVB. Foi realizado um
trabalho por Coriani (2009) onde plantas de E. globulus foram expostas a radiagdo UV (7 w/m2
durante 7h/dia num total de 15 dias) e a autora concluiu que a radiagcdo induziu stress oxidativo.
Contudo, varios estudos tém sido feitos na area na fisiologia de plantas de E. globulus face a
stresses abidticos, nomeadamente défice hidrico, stress salino e stress térmico. Correia et al.
(2014) estudaram os perfis fisioldgicos e bioquimicos do E. globulus face a periodos de défice
hidrico (um periodo de seca de 3 semanas e na Ultima semana, um grupo de plantas foi regado
normalmente). Os autores observaram uma diminuicdo na altura, biomassa, potencial hidrico e
nas trocas gasosas, enquanto que os niveis de pigmentos, fluorescéncia da clorofila a (Fv/Fm e
OPSIl), MDA e ABA sofreram um decréscimo. No periodo de recuperagdo alguns destes
parametros mantiveram-se enquanto que outros tinham tendéncia para voltar aos niveis normais
semelhantes ao das plantas em condi¢cBes de controlo. Por outro lado, Bhargava et al. (2014)
testaram a capacidade de plantas de E. globulus crescerem em ambientes salinos e verificaram
que, dependendo da estacdo do ano (Verdo ou Inverno) E. globulus tem maior ou menor
capacidade de resisténcia a salinidade. Ainda Costa e Silva et al. (2009) selecionaram espécies de
Eucalyptus mais resistentes a seca (entre elas E. globulus), e avaliaram a capacidade destas
espécies resistirem a ambientes de baixas temperaturas (simulando uma geada repentina). Estes
autores concluiram que, quando as plantas de £ globulus eram submetidas a baixas temperaturas
(24°C a -2°C) observava-se uma diminui¢do das taxas fotossintéticas, condutancia estomatica,
acucares solUveis totais e enzimas antioxidantes.

Apesar de ndo se conhecerem estudos acerca do perfil metabdlico de E. globulus em resposta
a radiacdo UVB, varios autores tém simulado este cenario noutras espécies vegetais. Existem
estudos in vitro em V. vinifera (Gil et al. 2012) onde ¢é delineado o perfil de terpenos, através de
andlise por GC-EI/MS. As plantas foram expostas a uma quantidade de radiac3o de 4,75 kl m? d-
1 administrados em duas doses diferentes (uma mais elevada do que a outra). Os autores
verificaram um aumento nos niveis de terpenos (sitoesterol, estigmaestrol e lupeol) na dose mais
baixa, enquanto que na dose mais elevada houve uma acumulagdo maxima de terpenos com
capacidade antioxidante (mono, di e sesquiterpenos). Ainda em V. vinifera, Gil et al. (2013)
avaliaram o contelido em compostos organicos volateis (VOC's), através de HS-SPME-GC-EI/MS,
quando expostos a radiagdo UVB em 3 estados de desenvolvimento da uva (crescimento, pré-
colheita e colheita). Os autores identificaram 10 VOC’s em todos os estados de desenvolvimento
entre monoterpenos, aldeidos, alcoois e cetonas. Neste estudo, os autores concluiram que a
radiacdo UVB induz a producdo de VOC's (essencialmente monoterpenos) na uva para proteger

os tecidos da radiacdo, o que pode vir a afetar o sabor do vinho. Eichholz et al. (2011) estudaram
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o impacto da radiacdo UVB em mirtilos 2 horas apds colheita e verificaram um aumento de
aldeidos, cetonas e terpenos. Apds 24 horas de adaptacdo verificaram uma reducdo significativa
nos mesmos compostos. Outros autores examinaram os efeitos da combinac¢do da radiacdo UVB
com défice hidrico em 4 espécies mediterranicas (D. gnidium, P. lentiscus, I. aquifolium e L. nobilis)
e, em geral, verificaram que ndo houve alteracdes significativas na fotossintese, condutancia
estomatica e emissdo de terpenos, no entanto verificaram-se pequenas variacdes nos niveis de
terpenos entre as espécies (Llusia et al. 2012).

A metaboldémica apresenta um complemento importante aos dados de fisiologia no
conhecimento das respostas das plantas a stresses abidticos e bidticos. Varias técnicas
cromatograficas tém sido usadas neste sentido sendo que as mais eficazes sdo a cromatografia
liquida de alta performance (HPLC), cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa
(GC-MS), eletroforese capilar (CE-MS) e ressonancia magnética nuclear (RMN) (Obata e Fernie
2012).

Ao permitir conhecer em detalhe as alteragdes que ocorrem nas vias metabdlicas das plantas
qguando expostas a stresses bidticos e/ou abidticos, a metaboldmica permite uma abordagem
abrangente e quantitativa de todas as moléculas pertencentes a um sistema bioldgico, o que
podera auxiliar estudos importantes noutras areas “-dmicas” como a gendmica ou protedmica.

Neste trabalho, plantas jovens de E. globulus foram expostas a radiacdo solar UVB e foram
avaliados os efeitos ao nivel da fisiologia e do perfil de metabolitos. A fotossintese foi
determinada através da medicdo das trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila a.
Adicionalmente, os parametros fisiolégicos, concentracdo de pigmentos fotossintéticos (clorofila
a, b e carotenoides) e hidratos de carbono (acucares sollveis totais e amido) foram determinados
por espectrofotometria. A andlise dos metabolitos (voldteis e semi-volateis) foi feita através de

cromatografia gasosa (GC-MS).

3.3. MATERIAIS E METODOS

3.3.1. CONDICOES DE CULTURA E EXPOSICAO A RADIACAO UVB
A) CONDIGOES DE CULTURA
Plantas de E. globulus com, aproximadamente, trés meses de idade foram compradas nos
Viveiros Anadiplanta (Anadia, Portugal). As plantas foram transferidas para vasos de plastico (300
ml) com uma mistura de turfa e perlite (3:1) e mantidas durante duas semanas numa estufa com
uma intensidade luminosa de 200 umol m?s?, humidade relativa de 40% e uma temperatura de
20-219C. As plantas foram regadas diariamente com, aproximadamente, 30 mL de solugdo

nutritiva Geolia®.
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B) ExpoOsICAO A RADIACAO UVB

Antes de iniciar a exposicdo a radiacdo as plantas foram regadas até a capacidade de campo.
As plantas de E. globulus quando foram expostas a radiacdo apresentavam uma altura média de
21.54 + 1.40 (média * desvio-padrdo). As plantas de controlo foram mantidas nas condicGes de
crescimento e a capacidade de campo durante todo o ensaio. Para controlar a quantidade de
radiacdo recebida pelas plantas foi usado um radidmetro VLX312 equipado com um sensor UVB
(Vilber Lourmat, Marne-la-Vellée, Cedex, France). Como fonte de emissdo UVB foi usada a
lampada Ten UVB (Sankyo Denki G8T5E, Kanagawa, Japan) com um pico de emissdo a 306nm.

As plantas de E. globulus com cerca 14 semanas foram divididas em dois grupos, controlo
(C) (n=12) e radiacdo ultravioleta B (n=20). O grupo das plantas expostas a radiacdo UVB foi
dividido em dois subgrupos (n=10 cada). Os dois subgrupos de plantas foram expostos a radiacdo
UVB (radiacdo efetiva total de 12 ki/m?) durante dois dias. As respostas fisioldgicas e o perfil
metabdlico das plantas foram analisados um dia (S1) e onze dias (S11) apds o final da exposicdo
a UVB.

Para plantas S1 e plantas S11 mediram-se, in situ, as trocas gasosas, a fluorescéncia da
clorofila a e estudou-se o perfil de volateis nas folhas de E. globulus. Adicionalmente recolheram-
se as folhas, congelaram-se em azoto liquido e mantiveram-se a -80°C para posterior andlise do

conteudo de pigmentos fotossintéticos e hidratos de carbono.

3.3.2. TROCAS GASOSAS E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA
Para determinar os efeitos da exposi¢do a radiagdo na fotossintese, determinaram-se:
a) As trocas gasosas

b) A fluorescéncia da clorofila a.

A) DETERMINAGAO DAS TROCAS GASOSAS
A determinagdo das trocas gasosas: taxa de assimilacdo de CO, (A), taxa de transpiracdo (E),
condutancia estomatica (gs) e o racio entre a concentracgdo intercelular de CO; e ambiente de
CO; (Gi/C,) foi realizada in situ em folhas de E. globulus. Para determinar estes parametros usou-
se um analisador de gases de infravermelhos (Infra Red Gas Analyser: IRGA, LCpro+, ADC,

Hoddesdon, UK). O procedimento foi realizado nas mesmas condi¢des de crescimento.
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B) DETERMINACAO DA FLUORESCENCIA DA CLOROFILA
A emissdo da fluorescéncia da clorofila a foi determinada com um fluorimetro portatil (FMS
2, Hansatech Instruments, Norfolk, England). As folhas foram adaptadas ao escuro durante 30
minutos. Apds este periodo obteve-se a fluorescéncia minima (Fo) e imediatamente a seguir aum
flash de luz intenso (> 1500 umol/m?s) foi registada a fluorescéncia maxima (Fm). A fluorescéncia
maxima (Fm’) foi medida apds adaptacdo das folhas a luz durante 30minutos (apds medicdo do
Fo') e imediatamente a seguir a um flash de luz (> 5000 pumol/m? s). Segundo Maxwell e Johnson
(2000) foram calculados os seguintes pardmetros:
Fv/Fm = (Fm — Fo)/Fm
OPSII = (Fm —F¢')/F'm
O Fv/Fm indica a eficiéncia maxima do PSll e o OPSIl indica a quantidade de luz absorvida

pela clorofila a, associada ao PSlI, que é utilizada na fotoquimica (eficiéncia efetiva do PSII).

3.3.3. QUANTIFICACAO DA CLOROFILA d, CLOROFILA b E CAROTENOIDES
Os pigmentos fotossintéticos foram quantificados de acordo com Sims e Gamon (2002). As
folhas congeladas de E. globulus foram maceradas com 1,5 ml do tampdo acetona: Tris 50Mm
(80:20) pH 7.8. A mistura foi homogeneizada no vértex durante 30 segundos e centrifugada
durante 10 minutos a 10 000g e a 4°C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para
um tubo coberto com folha de aluminio, para impedir a passagem de luz. Adicionou-se
novamente ao residuo 1,5 ml do tampdo, homogeneizou-se durante 30 segundos e centrifugou-
se nas condicGes referidas anteriormente. O sobrenadante foi adicionado ao tubo respetivo, no
escuro. De seguida foi efetuada a leitura da absorvancia do sobrenadante a 663nm (A663),
537nm (A537), 647nm (A647) e 470nm (A470) num espectrofotdmetro Thermo Fisher Scientific
(Genesys 10-uvS). As amostras foram lidas a partir do branco que continha tampéo de extracdo.
Foram quantificados os conteddos em clorofila a, clorofila b e carotenoides com base nas
seguintes equagdes:
Clorofila a= 0,01373 A663 - 0,000897 A537 - 0,003046 A647;
Clorofila b = 0,02405 A647 - 0,004305 A537 - 0,005507 A663;
Carotenoides = (A437 - (17,1 x (Chl a+Chl b) - 9,479 x Antocianinas)) /119,26;
Antocianinas = 0,08173 A537 - 0,00697 A647 -0,002228 A663.

A concentracdo final de pigmentos foi apresentada em umol/g PF.

32



3.3.4. QUANTIFICACAO DE ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS (AST)

A concentracdo de agUcares solUveis totais (AST) determinou-se de acordo com o protocolo
de Irigoyen et al. (1992) com algumas alteracdes. Num almofariz, homogeneizaram-se as
amostras congeladas das folhas (aproximadamente 30-50 mg) com 10ml de etanol a 80%.
Colocou-se o homogeneizado num banho a 802C durante 1 hora, e de seguida colocou-se em
gelo durante 10 min. Retiraram-se as amostras do vértex e centrifugaram-se durante 10 minutos
a 10 000g e a 4°C. Retiraram-se 30 pl do sobrenadante e adicionaram-se 0,75 ml de uma solugdo
de antrona (40 mg de antrona dissolvida em 20 ml de 4cido sulfurico e 1 ml de dgua destilada). A
solugdo resultante colocou-se num banho a 1002C durante 10 min, e de seguida, para parar a
reacdo, colocou-se em gelo durante 15 minutos. Leu-se a absorvancia do sobrenadante a um
comprimento de onda de 625nm num espectrofotémetro Thermo Fisher Scientific
spectrophotometer, Genesys 10-uvS. Para o branco utilizou-se uma solucdo de 0,75 ml de
antrona com 30ul de etanol. Determinou-se a concentracdo de AST a partir da curva padrdo da
glucose, utilizando uma solugdo mae com 5 mg de glucose em 1ml de etanol a 80%. Usou-se a

seguinte recta de calibracdo: y = 0,0003x + 0,135 com um r? de 0,98809.

3.3.5. QUANTIFICACAO DE AMIDO

Determinou-se a concentragdo de amido de acordo com o protocolo de Osaki et al. (1991)
com algumas alteragBes. Ao residuo resultante da extracdo dos AST adicionaram-se 5ml de acido
perclorico, a 30%. Colocou-se o homogeneizado num banho a 609C durante 1 hora e de seguida
arrefeceu-se em gelo durante cerca de 10 min. Agitaram-se as amostras no vortex e de seguida
centrifugaram-se durante 10 minutos a 10 000g e a 4°C. Retiraram-se 30ul do sobrenadante e
adicionaram-se 0,75 ml de uma solucdo de antrona (40 mg de antrona dissolvida em 20ml de
acido sulfurico e 1ml de dgua destilada). A solugdo resultante colocou-se durante 10 minutos num
banho a 1002C e de seguida, para parar a reacdo colocou-se em gelo durante 15 minutos. Aleitura
da absorvancia do sobrenadante realizou-se com um comprimento de onda de 625nm num
espectrofotémetro Thermo Fisher Scientific spectrophotometer, Genesys 10-uvS. Para o branco
utilizou-se uma solugdo de 0,75ml de antrona com 30ul de 4cido perclérico, a 30%. Determinou-
se a concentragdo de amido a partir da curva padrao da glucose, utilizando uma solugdo mae de
5 mg de glucose em 1ml de acido perclérico, a 30%. Usou-se a seguinte recta de calibragdo: y =

0,0002x + 0,1502 com um r? de 0,9935.
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3.3.6. ANALISE DE DADOS

A andlise dos dados fisioldgicos foi feita através da analise de variancias (One-way ANOVA)
seguido do teste de Holm-Sidak (teste de comparacdo multipla). Todas as analises foram feitas
usando o software Sigma Stat para Windows (versdo 3.1). Os dados foram apresentados como

média + desvio padrao.

3.3.7. ANALISE DO PERFIL DE VOLATEIS

3.3.7.1. FIBRAS DE MICRO EXTRAGAO EM FASE SOLIDA (SPME)

Para a extracdo de compostos volateis podem ser usadas varias fibras comerciais. No
entanto, de acordo com trabalhos experimentais anteriormente realizados e segundo
recomendacdes do fornecedor a fibra escolhida foi uma PDMS/DVB, 65um, revestida com

divinilbenzeno/polidimetilsiloxano como a indicada na figura 7.

3.3.7.2. EXTRACGAO HS-SPME E GC-IT-MS

Para a andlise do perfil de voldteis de E. globulus recolheram-se folhas frescas
(aproximadamente 3 folhas/planta), misturaram-se as folhas de todas plantas de forma a ficar
uma distribuicdo homogénea, cortaram-se em pequenos fragmentos, e colocaram-se em vials
(Anexo 13). A extracdo SPME (Solid Phase Micro Extraction) foi feita através de HS (headspace).

Os vials que continham as amostras de E. globulus foram colocados no amostrador
automatico CombiPAL (Varian, Palo Alto, CA) para iniciar a extragdo HS-SPME. Numa fase inicial,
as amostras passaram a uma etapa de pré-incubacdo onde foram agitadas a 500rpm, durante 5
minutos, a 60°C. Apds esta fase a fibra headspace foi introduzida no vial durante 45min, a 250rpm
e a uma temperatura de 60°C. De seguida a fibra foi recolhida para dentro do holder da agulha, o
dispositivo de SPME foi destacado do vial e foi diretamente inserido no injetor do GC
(Cromatografia gasosa) para iniciar o processo de dessorcdo térmica durante 4 minutos. Apds
este tempo a fibra foi removida e acondicionada a 250°C durante 10 minutos.

A anélise no GC-MS foi realizada com um cromatdégrafo gasoso Varian CP-3800 acoplado a
um detetor de massa seletivo ion-trap Varian Saturn 4000 e analise foi acompanhada com o
software Saturn GC/MS vers3o 6.8. e foi usada uma coluna VF-5MS (Varian: VF-5MS, 30m x
0,25mm x 0,25um).

A porta do injetor foi aquecida a 220°C e as inje¢Bes foram feitas no modo splitless. Como

gas transportador foi usado hélio C-60 (Gasin, Portugal), com um fluxo constante de 1ml/min. O
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forno do GC foi programado para atingir 40°C durante 1 minuto e aumentar 5°C/min até atingir
250°C. Quando atingiu a temperatura maxima (250°C) manteve durante 20 minutos.

Todos os espectros de massa foram obtidos através do modo El (Electron lonization). A
ionizagdo s¢ foi iniciada apds o primeiro minuto. As temperaturas do detetor /on Trap foram as
seguintes: 280°C (linha de transferéncia), 50°C (conduta de distribuicdo) e 180°C (armadilha). A
massa variou entre 50 a 600 m/z e a velocidade dos scans foi de 6 scan/s. A corrente de emissdo
usada foi de 50uA e o multiplicador de eletrdes foi definido no modo relativo para realizar um
procedimento auto tune. O tempo maximo de ionizacdo foi de 25 000us com um nivel de

armazenamento de ionizagdo de 35 m/z. As analises foram realizadas no modo Full Scan.

3.3.7.3. ANALISE DE DADOS DO PERFIL DE VOLATEIS

A andlise de compostos volateis foi feita por comparacdo dos tempos de retencdo e espetros
de massa dos picos ja identificados na bibliografia para esta espécie de eucalipto, por comparacdo
dos tempos de retencdo dos picos cromatograficos com os de padrdes anteriormente analisados
nas mesmas condicGes, e também com os espectros de massa presentes na biblioteca de dados
NIST14. Para a identificacdo dos compostos também foram tidos em conta os respetivos indices

(kovats).

a) ANALISE MULTIVARIADA ‘UNTARGETED’

A anadlise multivariada foi aplicada a 26 cromatogramas relativos a 9 amostras de plantas de
E. globulus, analisadas em triplicado, podendo as amostras ser divididas em 3 grupos: Controlo
(C), 1 dia apds o final do stress (S1) e 11 dias apds o final do stress (S11). Devido a um erro
sistematico, um dos triplicados foi eliminado.

O tratamento dos dados cromatograficos foi feito pelo modo ‘untargeted’. Para cada
amostra, extraiu-se o ficheiro ASCII que continha todos os dados cromatograficos, a partir do qual
foi criada uma matriz com todos os dados espectrais. Todas as matrizes foram importadas para o
programa Matlab (versdo R2009b) para se proceder ao alinhamento automatico dos
cromatogramas e usaram-se 0s espectros de massa para confirmar a identidade dos picos. Este
procedimento foi usado devido as diferengas nos tempos de retencdo das multiplas amostras
devido a diferencas analiticas. De seguida, a matriz foi sujeita a scaling (variancia unitaria) e,
posteriormente, foi aplicado o método dos minimos quadrados parciais para analise
discriminante (PLS-DA) (Anexo 2) com o objetivo de diferenciar os grupos amostrais (C, S1 e S11).
Foi usado o software SIMCA-P (versdo 13.0.3), onde os valores Q, e R, representam,

respetivamente, a capacidade de previsdo e a variancia explicada.
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A andlise de dados através de PLS-DA é um processo supervisionado e usado na classificacao,
uma vez que integra a informacgao acerca das classes, a fim de ampliar a sua separagdo. O objetivo
é fazer varias contagens dispersas, onde cada ponto representa amostras individuais e as
amostras semelhantes sdo agrupadas em clusters.

Para a analise untargeted, os loadings foram obtidos pela multiplicacdo de cada varidvel através
do seu desvio padrdo e foram atribuidas cores de acordo com a importancia da projecdo de cada
variavel (VIP) (Anexo 3 e 4). S6 os compostos com valores de VIP superiores a 1.06 (para o
componente 1) e superiores a 1.12 (para o componente 2) foram considerados para a andlise

estatistica univariada.

b) ANALISE ESTATISTICA UNIVARIADA
A comparacdo estatistica dos niveis de metabolitos entre os grupos (C, S1 e S11) foi feita
através do teste de Mann-Whitney (teste ndo paramétrico). As diferengas com um p<0,05 foram
consideradas estatisticamente significativas. A representacdo em grafico de barras com o
respetivo desvio-padrdo foi usada para visualizar a variacdo dos diferentes metabolitos
selecionados entre as amostras de E. globulus (C, S1 e S11). Os testes estatisticos e respetivos
graficos foram efetuados usando o software GraphPad Prism (versdo 6.07) (GraphPad Software,

San Diego, CA, USA).
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3.4. RESULTADOS

3.4.1. ANALISES FISIOLOGICAS

3.4.1.1. PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

A aplicacdo de radiacdo UVB nas plantas de eucalipto ndo afetou a concentragdo de clorofila

a 1 dia apos o stress (S1) (P= 0.05) (Figura 13) no entanto, 11 dias apds o final do stress (S11), a

concentracdo de clorofila a desceu (26%) e atingiu valores inferiores aos do controlo (P< 0.05)

(Figura 13).

Clorofila a
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0,6
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C S1 S11

Figura 13 - Contetdo em Clorofila a em plantas de E. globulus em
condicBes de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e 11 dias apds o
final do stress (S11). As barras representam médias + desvio
padrdo. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre os
tratamentos.
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Figura 14 - Conteudo em Clorofila b em plantas de E. globulus em
condigBes de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e 11 dias apds o
final do stress (S11). As barras representam médias + desvio
padrdo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os
tratamentos.
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Figura 15 - Conteldo em carotendides em plantas de E. globulus
em condigdes de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e 11 dias apds o
final do stress (S11). As barras representam médias * desvio
padrdo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os

tratamentos.
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Contudo foi registada uma reducdo significativa da concentracdo de clorofila b nas plantas
expostas a stress (1 e 11 dias apos o stress) por UVB em relacdo as plantas controlo (C). Apds 11
dias houve uma reducdo na concentracdo de clorofila b que era estatisticamente inferior
concentracdo de clorofila b nas plantas apds 1 dia (Figura 14).

O controlo (C) apresentou uma concentracdo mais elevada de carotenoides em relacdo a S1
e S11 (P<0.05) (Figura 15). A concentracdo de carotenoides nas plantas de eucalipto apds 1 dia

e apods 11 dias do final da exposicdo ao stress de UVB era semelhante (P> 0.05) (Figura 15).

3.4.1.2. CONCENTRAGAO DE HIDRATOS DE CARBONO
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Figura 16 - Conteudo em Acucares Sollveis Totais (AST) em
plantas de E. globulus em condi¢cGes de C, 1 dia apds o final do
stress (S1) e 11 dias apds o final do stress (S11). As barras
representam médias + desvio padrdo. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas entre os tratamentos.

Figura 17 - Conteudo em Amido em plantas de E. globulus em
condigGes de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e 11 dias apds o
final do stress (S11). As barras representam médias + desvio
padrdo. Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas entre os
tratamentos.

Um dia apds o final do stress a concentracdo de TSS era 52% inferior a do controlo (P<0.05).

Contudo, 11 dias ap6s o final do stress a concentracdo de TSS manteve-se inferior a do controlo

(P<0.05) mas superior ao valor encontrado para 1 dia apds o final do stress (Figura 16).

A semelhanca do observado para o TSS, também a concentracdo de amido desceu

significativamente 1 dia apds o final do stress (23%) (Figura 17). Contudo, houve uma subida

acentuada da concentracdo de amido 11 dias apds o final do stress, atingindo valores superiores

ao controlo (P<0.05).

38



3.4.1.3. TROCAS GASOSAS E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA @

Ndo se observaram diferencas significativas entre as plantas de eucalipto em condi¢des de

Taxa de Assimilacdo de CO2
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Figura 18 - Taxa de Assimilagdo de CO2 em plantas de E. globulus
em condigBes de C, 1 dia ap0s o final do stress (S1) e 11 dias apds
o final do stress (511). As barras representam médias + desvio
padrdo. Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas entre
os tratamentos.
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Figura 20 - Taxa de Transpiracdo em plantas de E. globulus em
condigGes de C, 1 dia ap06s o final do stress (S1) e 11 dias apds o
final do stress (S11). As barras representam médias + desvio
padrdo. Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas entre
os tratamentos.
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Figura 19 - Réacio entre a concentragdo intercelular de CO2e a
concentragdo intracelular de CO, em plantas de E. globulus em
condigcBes de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e 11 dias apds o
final do stress (S11). As barras representam médias * desvio
padrdo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os
tratamentos.
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Figura 21 - Condutdncia Estomdtica em plantas de E. globulus em
condigGes de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e 11 dias apds o
final do stress (S11). As barras representam médias + desvio
padrdo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os
tratamentos.

controlo e expostas a stress (1 e 11 dias apos o final do stress) na taxa de assimilagdo de CO; e no

racio da concentragdo intercelular de CO; e ambiente de CO,) (Figuras 18 e 19).

Em relacdo a taxa de transpiracdo e a condutancia estomatica, nas plantas de eucalipto 1 dia

apds o stress apresentaram valores semelhantes as plantas do controlo (Figuras 20 e 21).

Contudo, 11 dias apds o final do stress tanto a transpiracdo como a condutancia estomatica

aumentaram significativamente em relacdo a S1 e ao C.
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Figura 22 - Fv/Fm em plantas de E. globulus em condi¢cdes de C, 1 ~ Figura 23 — ® PSIl em plantas de E. globulus em condig¢des de C, 1
dia ap6s o final do stress (S1) e 11 dias apds o final do stress (S11).  dia apds o final do stress (S1) e 11 dias apds o final do stress (S11).
As barras representam médias + desvio padrio. Letras diferentes  As barras representam médias + desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos. indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos.

Ndo se observaram diferencas significativas no Fv/Fm entre as plantas de controlo e S1
(Figura 22). Contudo, o Fv/Fm nas plantas S11 foi inferior ao do controlo (P<0.05). N3o se

observaram diferencas significativas no PSll nas plantas em condigdes C, S1 e S11 (Figura 23).

3.4.2. ANALISE DO PERFIL VOLATIL
3.4.2.1. TERPENOS
A aplicagdo de radiacdo UVB nas plantas de eucalipto, em geral, provocou altera¢des nas
quantidades de terpenos. Foi registada uma descida significativa das concentragBes de a-
Phellandrene, a-Thujene, O-Cimene, a-Terpineol e do terpeno ndo identificado em relacdo as
plantas controlo, 1 e 11 dias apds a exposicdo (Figuras 24-26, 30, 31). Em relacdo aos compostos
isoterpinolene e B-cis-Ocimene, apesar de se observar uma oscilacdo nas suas concentracdes
apds a exposicdo a UVB ndo se registaram diferencas significativas face ao controlo (Figuras
27,28). Um dia apds o final do stress, verificou-se um aumento significativo do Eucalyptol, em

relacdo ao controlo e a S11 (Figura 29).
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Figura 24 —Variagdo de a-Phellandrene em plantas de E.
globulus em condigGes de C, 1 dia apds o final do stress
(S1) e 11 dias apds o final do stress (S11). As barras
representam médias + desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos.
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Figura 26 - VariagOes de O-cimene em plantas de E. globulus
em condigcbes de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e 11 dias
apos o final do stress (S11). As barras representam médias
+ desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferengas
estatisticas entre os tratamentos.
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Figura 25 - Variagdo de a-Tujene em plantas de E. globulus em
condigGes de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e 11 dias apds
o final do stress (S11). As barras representam médias + desvio
padrdo. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas
entre os tratamentos.
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Figura 27 - Variagdes de b-cis-Ocimene em plantas de E.
globulus em condi¢des de C, 1 dia apds o final do stress (S1)
e 11 dias apds o final do stress (S11). As barras
representam médias + desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos.

41



Eucalyptol
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Figura 28 - Variagdes de Isoterpinolene em plantas de E. globulus ~ Figura 29 - Varia¢8es do Eucalyptol em plantas de E. globulus
em condigBes de C, 1 dia apés o final do stress (S1) e 11 dias apés ~ em condi¢des de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e 11 dias
o final do stress (S11). As barras representam médias + desvio  apos o final do stress (S11). As barras representam médias +
padrio. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas

tratamentos. entre os tratamentos.
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Figura 30 - Variagbes do a-Terpineol em plantas de E. globulus Figura 31 - Variag0es do terpeno ndo identificado em plantas
em condicBes de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e 11 dias de E. globulus em condiges de C, 1 dia ap6s o final do stress
apds o final do stress (S11). As barras representam médias + (S1) e 11 dias apds o final do stress (S11). As barras
desvio padrio. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas  representam médias + desvio padrdo. Letras diferentes
entre os tratamentos. indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos.
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3.4.2.2.  SESQUITERPENOS

Sesquiterpene-like compound 1
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Figura 32 - Variagdo no Sesquiterpeno 1 em plantas de E.
globulus em condig¢Bes de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e
11 dias apds o final do stress (S11). As barras representam
médias + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferengas
estatisticas entre os tratamentos.
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Figura 34 - Variagdo no Sesquiterpeno 3 em plantas de E.
globulus em condigdes de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e 11
dias apos o final do stress (S11). As barras representam médias
+ desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferengas

estatisticas entre os tratamentos.

Sesquiterpene-like compound 5

150000 -
a
100000 -
(]
e
<
500001
b b
0-
N N
‘0\0 [~ QN
&
00

Figura 36 - VariagGes no Sesquiterpeno 5 em plantas de E.
globulus em condig¢des de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e 11
dias apds o final do stress (S11). As barras representam médias
+ desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencgas

estatisticas entre os tratamentos.

Sesquiterpene-like compound 2

3.0x107
a a

2.0x1074
]
[
R

1.0x1074

0-

&
('\éo
(‘0

Figura 33 - Variagdo no Sesquiterpeno 2 em plantas de E.
globulus em condigGes de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e
11 dias apds o final do stress (S11). As barras representam
médias + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencgas
estatisticas entre os tratamentos.
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Figura 35 - Variagdo no Sesquiterpeno 4 em plantas de E.
globulus em condigBes de C, 1 dia apds o final do stress (S1) e 11
dias ap6s o final do stress (S11). As barras representam médias
+ desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferengas
estatisticas entre os tratamentos.
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Figura 37 - Variagbes no Sesquiterpeno 6 em plantas de E.
globulus em condigdes de C, 1 dia apds o final do stress (51) e 11
dias apos o final do stress (S11). As barras representam médias
+ desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferengas

estatisticas entre os tratamentos.



O perfil de sesquiterpenos encontrado nas plantas de eucalipto foi bastante heterogéneo.
Para o caso dos sesquiterpenos 1, 2, 3 e 4, apesar de pequenas variacdes nas suas quantidades

estes ndo sofreram qualquer alteracdo significativa apds a aplicacdo da radiacdo UVB (Figuras 32-

35).
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600000 a 30000 -
400000+ 20000+
g 3
uq ‘<
200000
b b
0
N N
60\0 (3 G_)\
&

Figura 38 - Variagbes no Sesquiterpeno 7 em plantas de E. Figura 39 - VariagBes no Sesquiterpeno 8 em plantas de
globulus em condi¢des de C, 1 dia ap6s o final do stress (51) e  E. globulus em condigbes de C, 1 dia apés o final do
11 dias ap6s o final do stress (S11). As barras representam Stress(S1)e 11 diasapds o final do stress (S11). As barras

médias + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferengas representam médias * desvio padrdo. Letras diferentes
estatisticas entre os tratamentos. indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos.

No caso dos sesquiterpenos 5, 6, 7 e 8 as quantidades destes metabolitos desceram
significativamente, 1 dia apds a aplicacdo da radiacdo UVB e mantiveram-se nestas quantidades

11 dias apds o final da exposicdo a UVB (Figuras 36-39).
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3.4.2.2. ALDEIDOS

Ndo se observaram diferencas significativas entre as quantidades de benzaldehyde nas
plantas de controlo e nas plantas expostas a UVB (S1 e S11) (Figura 40). Contudo, a quantidade
deste metabolito foi estatisticamente superior 1 dia apds a exposicdo a UVB (S1) relativamente a

11 dias apds a aplicacdo da radiacdo UVB (S11).
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Figura 40 - Variagdo do Benzaldehyde em plantas de E. globulus
em condi¢des de C, 1 dia apos o final do stress (S1) e 11 dias
apos o final do stress (S11). As barras representam médias +
desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas
entre os tratamentos.

3.5. DiscussAo

3.5.1. ANALISES FISIOLOGICAS
As previsdes do painel intergovernamental para as altera¢des climaticas apontam para um
aumento das ocorréncias de periodos de seca acompanhados de elevados niveis de radiacdo UV
e aumento da temperatura (IPCC 2007). Assim, compreender a tolerancia das plantas ao stress,
neste caso particular a radiacdo UVB, é essencial para otimizar a gestdo florestal e as técnicas de
melhoramento perante um cenario de alterag8es climaticas. Tem sido reportado que a radiagao
UVB atua como uma fonte geradora de stress, afetando o crescimento e desenvolvimento das
plantas. Varios estudos relatam que a exposi¢cdo a UVB pode desencadear, por exemplo, a sintese
de novos compostos, aumento da capacidade antioxidante, aumento de compostos fendlicos, o
gue muitas vezes pode ser interpretado como uma desvantagem (afeta negativamente a
performance da espécie) ou como uma vantagem (melhora a qualidade dos alimentos) (Reboredo
e Lidon 2012).
A exposic3o de plantas de eucalipto com trés meses de idade a uma radiacdo de 12 kJ m?

(6 k) m? d) ndo influenciou a sua taxa de sobrevivéncia. Morfologicamente, ndo se observaram

45



diferencas entre as plantas de controlo e as que foram expostas a UVB (no tempo S1 e S11). A
ndo variacdo destes parametros sugere alguma tolerancia do eucalipto a esta dose de radiacao
UVB.

A semelhanca do que acontece para outras espécies de plantas expostas a défice hidrico (ex.
Dias et al. 2014a e 2014b) e temperaturas elevadas (Silva et al. 2010), o aparelho fotossintético é
também um dos principais alvos da radiacdo UVB (Hollosy 2002). O stress por UVB atua
diretamente no fotossistema Il (PSIl) e na atividade e conteldo da enzima RuBisCo provocando
um diminuicdo da fotossintese (Hollosy 2002). Contudo, a dose de radiagdo de UVB usada neste
trabalho ndo induziu alteracdes na taxa de assimilacdo de CO; nas plantas de eucalipto.
Sangtarash et al. (2009) estudaram o efeito da aplicacdo de uma dose de UVB superior a estudada
neste trabalho, 10 kI m2d?, em Brassica napus durante 10 dias. Ao fim de 5 dias de exposic3o, a
taxa de assimilacdo de CO; também ndo foi alterada e sé ao fim de 10 dias é que se observou
uma ligeira descida. Em plantas de Oryza sativa expostas a uma dose total de 21 kJ m2 (3 kJ m™
d? durante 7 dias), Lidon e Ramalho (2011) j& observaram uma descida acentuada da taxa de
assimilacdo de CO,. Também em plantas de Vigna unguiculata expostas a varias doses de UVB
(5,10 e 15 kJ m? d!) a taxa de assimilacdo de CO; diminuiu (Surabhi et al. 2009). A exposicdo de
oliveira a 0,47 W m de UVB durante um periodo de seca teve um efeito negativo nas relacdes
hidricas, fotossintese (taxa de assimilacdo de CO,) e crescimento (Nogués et al. 1999). Também
Liakoura et al. (1999) expuseram plantas de oliveira (Olea europaea) a varias doses de radiacdo
UV (1,78;3,30; 5,21 e 6,93 k) m?d?) e observaram algumas alteracdes na eficiéncia fotossintética
(Fv/Fm), contudo concluiram que a quantidade de radiacdo usada ndo era suficiente para causar
danos significativos nas plantas.

O fecho estomatico é uma das principais causas da reducdo da fotossintese em plantas
expostas a stress hidrico (Dias 2005). A reducdo da abertura estomatica previne a perda de 4gua
mas ao mesmo tempo pode também diminuir a entrada de CO, e consequentemente pode
decrescer a taxa de assimilacdo de CO; (Dias 2005). Nogués et al. (1999) demonstraram também
que elevadas doses de radiagdo UVB tém um efeito direto na abertura estomatica de varias
espécies, por exemplo, na ervilheira. Também Lidon e Ramalho (2011) observaram que uma dose
de 21 kJ m? de UVB induzia a reducdo da abertura estoméatica em plantas de O. sativa. Contudo,
neste trabalho efeitos estomaticos (gs e £) ndo foram observados nas plantas de eucalipto depois
da exposicao a UVB (S1) e até se observou um aumento da abertura estomatica (gs e £) 11 dias
depois do final da exposi¢do a UVB (S11).

Um dos principais produtos da fotossintese sdo os agucares (Pinheiro e Chaves 2011). Uma
andlise dos resultados mostra que a exposicdo das plantas de eucalipto a UVB diminui tanto a

concentracdo de aglcares sollveis (glucose, sacarose, frutose, etc.) como a concentracdo de
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amido (para o tempo S1). Assim, estes resultados demonstram que em condicGes de stress por
UVB as plantas de eucalipto consomem mais AST do que os produzidos através da fotossintese e
até recorrem aos acucares de reserva, o amido. Esta diminuicdo de hidratos de carbono (AST e
amido) pode estar relacionada com o aumento das necessidades da planta para manter processos
energéticos importantes para o crescimento e manutencdo da planta apds a exposicdo a radiacdo
UVB. Esta hipdtese pode ser apoiada pelo aparente crescimento similar (altura) das plantas em
condicGes de C e stress (S1 e S11).

A radiacdo UVB afeta diretamente o funcionamento do fotossistema Il (PSIl) enquanto que
o fotossistema | (PSI) e o citocromo b/f parecem ser as partes menos afetadas da membrana do
tilacoide (Cen e Borman 1990 vide Hollosy 2002). A avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a ¢ uma
ferramenta Util para o estudo das respostas fisioldgicas das plantas a diferentes stresses (ex. Lidon
e Ramalho 2011, Silva et al. 2010, Dias et al 2014a). A fluorescéncia da clorofila a € usada como
indicador de stress, sendo a relagdo Fv/Fm um dos pardmetros mais importantes pois ¢ um
indicador da eficiéncia fotossintética da planta. O OPSIl é também um parametro importante pois
dé indicacdo da proporgdo de energia que é absorvida pela clorofila (associada ao PSIl) e que esta
a ser utilizada para a fotoquimica (Maxwell e Johnson 2000). Relativamente a fluorescéncia da
clorofila a em eucalipto verificou-se que um dia apds o fim da exposicdo (S1) a UVB tanto o Fv/Fm
como o ®OPSII ndo foram afetados. Contudo, 11 dias apds o final da exposicdo a UVB notou-se
uma pequena descida do Fv/Fm, mas de um modo geral, os valores do Fv/Fm medidos estdo
dentro dos valores referidos para plantas saudaveis (0,75-0,85) (Dias et al. 2013).

Os principais pigmentos fotossintéticos presentes nas plantas sdo a clorofila a e b, e os
carotenoides. A clorofila a funciona como pigmento fotossintético primario e a clorofila b e os
carotenoides sdo pigmentos fotossintéticos acessorios. Para além disso, os carotenoides tém um
papel muito importante de fotoprotecdo, protegem a clorofila contra danos foto-oxidativos (Taiz
e Zeiger 1998). A radiacdo UVB afeta adversamente o conteudo de clorofilas e carotenoides, mas
os carotenoides parecem ser mais resistentes a este stress do que as clorofilas (Hollosy 2002).
Por sua vez, Marwood e Greenberg 1996 vide Hollosy 2002, demostraram que a radiagdao UVB é
mais nociva para a clorofila b do que para a a. Estes autores concluiram que a radiagdo UVB afeta
a biossintese da clorofila b e/ou degrada os percursores deste pigmento. Boeger e Poulson (2006)
aplicaram uma radiacdo de 6 k] m2s? em plantas de Arabidopsis thaliana e verificaram um
aumento da concentracdo total de clorofilas (a e b).

Neste estudo, notou-se que a aplicacdo da radiacdo UVB em eucalipto induzia uma pequena
reducdo do conteldo de clorofila a e que essa reducdo era apenas significativa 11 dias apds o

final da exposicdo. Ja a concentracdo de clorofila b e carotenoides foi diminuindo
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progressivamente apos a aplicacdo da radiagcdo UVB. Estes resultados também confirmam que a
clorofila a € menos afetada do que a b.

A semelhanca do que aconteceu em eucalipto, a concentracdo total de clorofila desceu apds
a exposicdo de plantas de V. unguiculata a 5, 10 e 15 k) m? d* de UVB e também ndo se
registaram alteracdes OPSII (Surabhi et al. 2009). Lidon e Ramalho (2011) também registaram
uma reducdo na concentracdo de pigmentos fotossintéticos (clorofila a e b) em O. sativa expostas
a uma dose total de UVB de 21 kJ m™? mas esta reducdo foi acompanhada de uma descida do
Fv/Fm e do OPSII.

De um modo geral, pode-se dizer que a dose de UVB usada ndo induziu danos fisiolégicos
significativos em eucalipto: ndo afetou as rea¢des fotoquimicas nem as trocas gasosas, contudo
notaram-se algumas alteracGes a nivel do metabolismo do carbono (AST e amido) e no conteldo
de pigmentos. Algumas destas alteracdes permaneceram até 11 dias apds o final da exposicdo

(TSS e pigmentos).

3.5.2. PERFIL DE VOLATEIS

Neste trabalho, a maior parte de compostos volateis encontrados nas folhas jovens de
eucalipto pertencem as familias dos terpenos, sesquiterpenos e aldeidos. Ndo foram encontrados
nestas folhas compostos fendlicos, descritos na literatura como sendo um dos principais grupos
de compostos normalmente encontrados nas folhas de eucalipto, juntamente com os terpenos
(Gilles et al. 2010). Este facto pode dever-se ao tipo de coluna usada, e/ou método/condicGes de
extracdo, que ndo permitiram visualizar compostos fendélicos adequadamente.

Devera na analise destes perfis, ter-se em consideracdo a influéncia das condi¢des das
plantas e a idade das folhas para a detecdo dos compostos em causa. De facto éleos essenciais
extraidos de folhas jovens de E. globulus tendem a apresentar essencialmente compostos
monoterpénicos hidrocarbonados enquanto que o dleo das folhas desenvolvidas tendem a
aumentar os monoterpenos oxigenados (Silvestre et al. 1997). Spinelli et al. (2011) sugerem que
as folhas jovens sdo mais importantes para a planta do que as folhas desenvolvidas, pois maiores
quantidades de terpenos sdo encontradas nas folhas jovens.

As condicBes ambientais também afetam esta composicdo. Por exemplo, McKiernan et al.
(2014) verificaram que ao exporem plantas de eucalipto (E. globulus e E. viminalis) a seca, a
maioria dos terpenos, embora ndo sendo significativamente afetados, apresentavam uma
tendéncia para baixar.

Também alteracdes sazonais podem afetar o rendimento da producdo de éleos em eucalipto
(Silvestre et al. 1997). Este facto levanta a questdo de averiguar se stresses associados a

alterag®es climaticas, em particular a radiacdo UVB, poderdo influenciar o perfil de volateis. No
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caso do eucalipto, ndo se conhecem ainda os efeitos que o aumento da radiacdo UVB pode ter
no metabolismo secunddrio desta espécie.

Independentemente do stress aplicado, os compostos de E. globulus encontrados neste
trabalho pertenceram as familias dos terpenos, sesquiterpenos e aldeidos, tendo contudo
variado a concentracdo de alguns destes compostos. Em geral, os sesquiterpenos ndo sofreram
alteracGes, contudo em alguns casos apresentavam uma tendéncia para diminuir com o stress,
enquanto o grupo dos aldeidos ndo sofreu alteragBes significativas. O grupo dos terpenos
apresentou, de uma forma geral, tendéncia para diminuir, no entanto alguns terpenos nado
sofreram alteragBes. Ja o eucalyptol foi o Unico terpeno que apresentou tendéncia para
aumentar, um dia apds o final do stress.

Os terpendides ou terpenos sdo conhecidos principalmente por serem constituintes
primdrios dos 6leos essenciais. Apresentam uma férmula quimica geral (CsHs)n e sdo
biossintetizados pela via do mevalonato. O isopreno é a unidade bdsica principal da familia dos
terpenos e ¢ produzido através do precursor DMAPP (dimethylallyl diphosphate) e do seu
isomero IPP (isopentenyl diphosphate). Esta molécula é sintetizada pela via DXP (deoxyxylulose-
5- phosphate) no cloroplasto, e pela via do mevalonato no citoplasma (Spinelli et al. 2011). O IPP
pode condensar com uma, duas ou trés moléculas de DMAPP para formar GPP (geranyl
pyrophosphate) (percursor dos monoterpenos), FPP (farnesyl pyrophosphate) (percursor dos
sesquiterpenos) ou GGPP (geranylgeranyl pyrophosphate) (percursor dos diterpenos) (Figura 41)
(Spinellietal. 2011). A estrutura primaria dos terpenos deriva de unidades isoprénicas compostas
por cinco carbonos que estdo ligados entre si tipo “head-to-tail” para formar cadeias lineares ou
anéis. Os terpenos podem ser encontrados como derivados oxigenados tais
como alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres ou acidos carboxilicos.

Varias espécies de eucalipto, inclusive o E. globulus, sdo usados para a producdo de éleos
essenciais. Os terpenos sdo constituintes muito importantes do éleo de eucalipto, pois sdo eles
0s responsaveis pelo odor caracteristico desta espécie. Contudo, as folhas expandidas tém, em
geral, maior quantidade de terpenos oxigenados (Silvestre et al 1997).

O 1,8-Cineol ou Eucaliptol representa 80% da composicdo total dos 6leos essenciais nas
espécies de Eucalipto. Este composto tem uma grande importancia industrial pois é muito usado
nas industrias farmacéuticas e alimentares (como aromatizante e intensificador de sabor)
(KGlheim et al. 2015). Este estudo revelou que a dose de radiacdo UVB usada, em geral, ndo
alterou o perfil deste metabolito, com excecdo de S1, onde se verificou um ligeiro aumento.

Os terpenos sdo compostos importantes para a biologia das plantas e a sua defesa a stresses
ambientais, desempenhando sobretudo funcdes de protecdo (ex. protecdo da fotossintese apds

stress térmico e face a stress oxidativo) e na defesa direta e indireta na herbivoria (Spinelli et al.
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2011). Os terpenos também atuam como protetores quando a planta apresenta alguma lesdo
externa. Quando os tecidos da planta entram em contacto com o ar, alguns terpenos evaporam
formando uma camada semi-rigida que atua como uma pelicula protetora (Spinelli et al. 2011). A
emissdo de terpenos aumenta com o aumento de temperatura (stress normalmente associado a
UVB numa situacdo de alteragdes climaticas). Este aumento pode estar relacionado com o
estimulo, pela temperatura, de atividades enzimaticas da via de sintese dos volateis (Spinelli et

al. 2011).
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Figura 41 - Vias metabdlicas dos terpenos situadas no citoplasma e cloroplasto de plantas com enfase no
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Os sesquiterpenos apresentam propriedades protetoras mas também reagem rapidamente
a flutuagGes nas quantidades de ozono podendo aumentar a tolerancia a este stress abiotico
(Palmer-Young et al. 2015). Palmer-Young et al. (2015) demonstraram que em plantas de tabaco
selvagem o aumento da producgdo de sesquiterpenos inibiu o dano oxidativo e manteve as
funcdes fotossintéticas da planta quando expostas a stress agudo ou crénico face a variaces de
ozono, radiacdo UVB e seca.

Os terpenos, em geral, tém demonstrado ser compostos Uteis no combate da planta face
aos stresses abidticos, por exemplo através da estabilizacdo da membrana e efeitos
antioxidantes. O Eucalipto é uma espécie que apresenta uma estrutura especial para acumulacdo
de monoterpenos como por exemplo as células glandulares na superficie da folha. Os
monoterpenos, como o eucaliptol, linalol e muitos outros sdo os principais componentes dos
Oleos essenciais das plantas que por outro lado estdo também associados a atividades
antimicrobianas e antioxidantes (Spinelli et al. 2011).

O acido jasmodnico é um composto volatil que estd muito associado a exposicdo UVB, e
rapidamente aumenta em resposta a ferimentos, défice hidrico, estimulacdo mecanica,
eliciadores (geram respostas de defesa na planta) e também medeia algumas das respostas de
defesa induzidas por radiagdo UVB (Spinelli et al. 2011). Sendo esta hormona (tal como o etileno)
um dos agentes envolvidos na sintese de terpenos sugere-se que, no E. globulus a exposicdo a
UVB podera ter levado a um aumento destas hormonas, que por sua vez leva a um aumento de
defesa ndo especifico (aumenta a capacidade antioxidante da planta). Por outro lado, aumentos
destas vias (como a do etileno) podem também levar a um aumento das vias de sintese de

clorofilas (Clorofilas a, b e carotenoides).
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Figura 42 - Metabolismo e vias biossintéticas de 3 classes de compostos organicos volateis (retangulos rosa)
(retirado de Liu et al. 2015).

Em arroz, Lee et al. (2014) verificaram que a sintese de terpenos (quando ha a formacédo de
GPP em monoterpenos) foi estimulada apds a aplicagdo de radiacdo UV. Sendo que o GPP é
também um percursor de pigmentos (Figura 41) como as clorofilas e os carotenoides, a sintese
destes pigmentos pode ser comprometida por um desvio da pool de GPP para os monoterpenos,
tal como foi observado neste trabalho quando o E. globulus foi exposto a radiacdo UVB. Contudo,
ressalve-se a necessidade deste potencial desvio dada a importante capacidade antioxidante
destes compostos.

Os aldeidos sdo considerados um dos grupos funcionais com maior relevancia. A
amplificacdo dos danos provocados por ROS (espécies reativas de oxigénio, do inglés, reactive
oxygen species) é estimulada pela acumulacdo de produtos de degradacdo, como os aldeidos
resultantes das reagdes dos ROS com lipidos e proteinas (Sunkar et al. 2003). Muitas das respostas
que induzem a defesa da planta sdo ativadas por jasmonatos, aldeidos C6 e derivados de ambos
os compostos (AOS e HPL, respetivamente) que sdo produzidos através dos metabolitos
pertencentes a via da oxilipina. No entanto, os papéis desempenhados por cada um destes
metabolitos nas respostas diretas e indiretas de defesa da planta tém sido inconclusivas (Chehab
et al. 2008). Em plantas, ja foi demonstrado que o benzaldeido é formado através da
transaminacdo da fenilalanina para fenilpiruvato (Hagel et al. 2012) (Figura 42). Rout e Senapati

(2013) citam que os stresses abidticos (ex.: radiacdo UVB e stress térmico) causam um aumento
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de ROS onde, por sua vez, a peroxidacao lipidica causa um aumento de aldeidos citotdxicos,

contribuindo para os danos celulares.
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3.5. CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho demonstrou-se que a técnica de HS-SPME-GC-IT/MS permitiu identificar
alguns dos principais compostos organicos volateis nas folhas de E. globulus como terpenos e
aldeidos. Estes resultados estdo de acordo com os dados encontrados na literatura, embora a
auséncia de outros compostos (ex.: compostos fendlicos) deva ser analisada com outras
abordagens de extracdo e analise. Também se verificou que a exposicdo a radiacdo UVB ndo levou
a morte das plantas, nem afetou a fotossintese mas induziu algumas alteraces nos pigmentos
fotossintéticos e nos hidratos de carbono (decréscimo de pigmentos e acucares). No geral, a
andlise de compostos volateis mostrou que o stress teve poucos efeitos nos sesquiterpenos assim
como no benzaldeido (associado a combate a stress oxidativo). Os terpenos (associados a defesa
contra stresses bidticos e abidticos) tiveram uma resposta mais heterogénea apesar da
diminuicdo da maioria dos compostos. As variacbes dos compostos terpénicos podem estar
associadas a alteracBes nas vias do GPP como resultado do stress, estimulando as defesas da
planta e impedindo que haja danos maiores ao nivel da fotossintese. De facto, apds a exposicao
a UVB, ndo se observaram alteracdes significativas nos parametros diretamente relacionados
com a fotossintese, tais como a A, Fv/Fm e o OPSII, o que podera supor uma inibicdo desta via
metabdlica. No entanto esta hipotese devera ser averiguada em trabalhos futuros.

As alteracGes metabdlicas induzidas pela exposicdo a UVB podem ser vantajosas ao nivel
industrial, pois estimulam a producdo de alguns compostos com grande aplicacdo farmacéutica
e/ou alimentar. Por exemplo através do cultivo de plantas em estufas com condic¢Bes controladas,
poder-se-a manipular a sua composicdo quimica e aumentar a producdo de compostos organicos

com elevado interesse comercial.
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Capitulo 4

Resposta da Moringa oleifera face ao défice hidrico






4. RESPOSTA DA MORINGA OLEIFERA FACE AO DEFICE HIDRICO

4.1. REsumo

A Moringa oleifera encontra-se distribuida maioritariamente pelos trépicos e subtropicos.
Esta espécie apresenta um elevado valor medicinal e nutricional e o interesse na sua aplicacdo
industrial estd diretamente ligado ao seu suposto valor econdémico. A moringa encontra-se
especialmente em zonas sob risco de desertificacio (ex.: Africa, América do Sul), sendo
considerada uma fonte nutricional muito rica (apresenta uma combinacdo de minerais, vitaminas,
aminoacidos, compostos fendlicos, proteinas, entre outros) para as populacdes locais. Contudo,
pouco se sabe acerca do comportamento do perfil metabdlico desta espécie quando exposto a
stresses abidticos. Este trabalho teve como objetivo caracterizar as alteragdes metabdlicas que
ocorrem nas partes aéreas de plantas jovens de moringa expostas a défice hidrico. Um dia e onze
dias apds a exposicdo a défice hidrico (DH), recolheram-se as partes aéreas do controlo e de
ambos 0s grupos de tratamento. Apds este periodo as porgdes aéreas foram imediatamente
coletadas e, para cada condicdo, os metabolitos foram extraidos com hexano (solvente apolar).
Antes da injecdo no GC-MS, o solvente foi evaporado e o pdé resultante de cada amostra foi
dissolvido em diclorometano e por fim foi sililado. Ao fim de um dia apds o final do stress, os
dados cromatogréficos obtidos indicam que ndo houve alteracdes nas quantidades de acidos
carboxilicos. Contudo, verificaram-se ligeiras descidas de aminodacidos e acucares e subidas de
alcanos, esterdis e alcoois, em relacdo ao C. Ainda assim, ao fim de onze dias de remocdo do
stress, as plantas apresentavam novos rebentos o que pode ser explicado pelo aumento e descida
de acucares e alcanos, respetivamente. O stress aplicado pode estar relacionado com o aumento
de compostos associados a vias secundarias de defesa (ex. alcanos, alcoois), enquanto que a
longo prazo a planta parece apresentar uma recuperacdo do metabolismo primario (ex.:
acucares, aminoacidos). Embora as plantas de moringa apresentem tolerancia ao stress, pois ndo

se verificou mortalidade, o perfil de metabolitos mostrou-se alterado.

4.2. INTRODUCAO

As alteragBes climaticas emergentes apresentam grandes efeitos ao nivel da biologia das
plantas. Varios estudos citam que as variagcOes abidticas causam efeitos diretos (alteracdo da
fotossintese e crescimento) e indiretos (aumento das temperaturas médias, chuvas e eventos
climaticos extremos) suscetiveis de alterar uma série de aspetos fundamentais do metabolismo

das plantas (Ziska e Beggs 2012). As plantas respondem e, por vezes, adaptam-se a stresses
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abidticos para conseguir sobreviver em condi¢cdes ambientais adversas. Ao longo do tempo foram
adquirindo mecanismos de tolerancia ao stress como mudangas fisiolégicas e bioquimicas que
resultam em mudancas adaptativas ou morfoldgicas (Urano et al. 2010).

O perfil de metabolitos tem sido essencial para caracterizar as respostas das plantas aos
diferentes stresses abidticos como o défice hidrico, stress salino, temperaturas extremas (frio e
calor), radiacdo ultravioleta, entre outros e decifrar as vias de transducdo de sinal que ocorrem
neste processo (Urano et al. 2010).

A espécie M. oleifera tem sido alvo de grandes estudos em varias dreas de investigacdo,
essencialmente devido as suas inUmeras propriedades medicinais (Anwar et al. 2007, Mahmood
et al. 2010, Mishra et al. 2011, Ganatra et al. 2012) e usos industriais (Foidl et al. 2001, Lea 2010,
Dubey et al. 2014, Francisco et al. 2014). No entanto, pouco se sabe acerca do modo como esta
espécie reage face as diversidades do meio. Nouman et al. (2012) submeteram plantas de M.
oleifera a quatro niveis de salinidade e avaliaram o comportamento de varios parametros
fisioldgicos (crescimento, pigmentos fotossintéticos, minerais, contelido em compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante). Estes autores concluiram que esta espécie é tolerante a
salinidade moderada pois apresenta um sistema antioxidante que Ihe permite ativar enzimas de
defesa e equilibrar a homeostase idnica. Petchang (2014) testou o efeito da radiagdo UVC em
culturas de M. oleifera através da analise dos contelddos em flavonoides, compostos fendlicos e
compostos antioxidantes e concluiu que a radiacdo UVC consegue estimular a capacidade
antioxidante desta espécie. Rivas et al. (2013) ao induzirem condicGes de défice hidrico durante
agerminacdo de sementes de M. oleifera concluiram que as plantulas apresentavam uma elevada
capacidade de tolerdncia a seca durante os primeiros tempos de vida. Por outro lado, Joshi e
Mehta (2010) submeteram plantas de M. oleifera a seca e concluiram que o valor nutritivo sofria
alteracGes quando as plantas eram expostas ao stress. Ainda Forster et al. (2015) avaliaram o
crescimento e o perfil de metabolitos de M. oleifera em condicdes de défice hidrico e baixa
disponibilidade de enxofre e verificaram que havia algumas alteracGes ao nivel do crescimento e
contetddo em glicosinolatos. Apesar do clima indigeno da M. oleifera apresentar temperaturas
elevadas torna-se interessante testar a sua capacidade de sobrevivéncia em temperaturas mais
baixas. Neste contexto, Muhl et al. (2011) submeteram plantas de M. oleifera a baixas
temperaturas e concluiram que estas apresentam menor desempenho fisioldgico apesar de
demonstrarem tendéncias adaptativas. Ainda assim, estudos acerca do modo como a M. oleifera
reage em condi¢des de radiacdo ultravioleta B, seca e a juncdo de ambos o0s stresses sdo ainda
Muito escassos.

Contudo, o perfil metabdlico desta espécie tem sido amplamente estudado ndo so pelas suas

inUmeras propriedades medicinais mas também pelo facto da M. oleifera ser uma planta que tem
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apresentado varios usos ao nivel industrial. Varios compostos tém sido identificados na moringa
através de diferentes técnicas de anadlise. Através da analise fitoquimica varios autores
verificaram que as folhas sdo ricas em proteinas, célcio, ferro, potassio, vitaminas, B-caroteno,
aminoacidos, compostos antioxidantes e bioativos (flavondides, acidos fendlicos, glucosinolatos
e isotiocianatos, taninos e saponinas) (Bennett et al. 2003, Siddhuraju e Becker 2003, Manguro e
Lemmen 2007, Ferreira et al. 2008, Roopalatha e Nair 2013, Ojiako 2014, Leone et al. 2015).
Sreelatha e Padma (2009), Mohammed e Manan (2015) e Vyas e Kothari (2015) quantificaram os
compostos antioxidantes presentes em sementes de M. oleifera e concluiram que devido as
elevadas quantidades de compostos fendlicos totais encontrados é provavel que sejam eles a
chave fundamental para a eliminacdo de ROS. Alguns autores (Imohiosen et al. 2014, Marrufo et
al. 2013) estudaram a capacidade antimicrobiana e o perfil fitoquimico da M. oleifera e
verificaram a presenca de compostos bioativos (alcaloides, taninos, fendis, flavonoides,
glicésidos, saponinas, dleo essencial, taninos hidrolisdveis e proteinas) que apresentaram inibicdo
em algumas bactérias, o que prova o potencial desta planta em tratar doencas infeciosas.

No entanto, varios estudos acerca do efeito das alteracGes climaticas em outras espécies
vegetais tém sido feitos na area da metaboldmica com o objetivo de averiguar se e de que
maneira episédios extremos do clima afetam os metabolitos secundarios das plantas. Assim, em
plantas de tomate expostas a défice hidrico verificaram-se alteracdes nas quantidades de alguns
compostos que, apesar das diferencas em relagdo as plantas em condi¢cBes normais (controlo),
foram vistos como efeitos positivos podendo ajudar no melhoramento da qualidade das culturas
sob privacdo de agua (Arbona et al. 2013). Plantas de brécolo expostas a radiacdo UVB
demonstraram ser afetadas apds os tratamentos, apresentando alteracdes das quantidades de
alguns metabolitos secundarios como resposta defensiva face ao stress (Mewis et al. 2012).

Por serem simples, rapidas, econdmicas e robustas, varias técnicas cromatograficas (como
HPLC e GC/MS) tém sido usadas para avaliar o perfil metabdlico de espécies vegetais. Shanker et
al. (2007) usaram a técnica de HPLC para identificar glicdsidos bioativos em plantas de M. oleifera.
Estas técnicas de analise permitem identificar varios tipos de compostos dependendo das
especificacdes de cada aparelho. Assim, Sdnchez-Machado et al. (2006) identificaram tocoferdis
nas folhas, flores e vagens de M. oleifera.

Urano et al. (2010) concluiram que os metabolitos ndo sé apresentam um papel fundamental
na tolerancia ao stress como também agem como moléculas de sinalizagdo.

Alguns autores afirmam ainda que as estacBes do ano tém uma grande influéncia na
composicdo quimica da M. oleifera mostrando as varias oscilagdes dos compostos em fun¢do das

mudancas agroclimaticas (Igbal e Bhanger 2006, Melesse et al. 2012).
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E importante perceber as respostas das plantas face as alteracdes do meio para incrementar
a produtividade das culturas sob condi¢cdes desfavordveis e/ou de stress. As respostas e
consequentes adaptacdes das plantas aos stresses abidticos acontecem através de alteracdes ao
nivel molecular, celular, fisiolégico e bioquimico. E por isso importante aumentar os
conhecimentos ao nivel das “Omicas” para compreender o que ocorre ao nivel das complexas
redes reguladoras de metabolitos e assim entender de que modo estdo associadas com a
adaptacdo e tolerancia a diferentes stresses abidticos (Urano et al. 2010).

O facto de nos ultimos tempos as alteragBes ao nivel ambiental serem cada vez maiores e
resultados negativos estarem presentes nas varias dreas da biologia, torna-se importante
perceber os efeitos das alteracdes climaticas emergentes no desempenho das plantas. Neste
contexto, plantas jovens de M. oleifera foram expostas a défice hidrico (recolhidas 1 e 11 dias
apds o final do stress) e o perfil metabdlico foi realizado através de GC-MS. O estudo dos
metabolitos foi determinado pelos cromatogramas obtidos através de andlises qualitativas e

quantitativas.

4.3. MATERIAIS E METODOS

4.3.1. CONDIGCOES DE CULTURA E EXPOSIGAO AO STRESS
A) CONDIGOES DE CULTURA

Sementes de M. oleifera cedidas pelo Ministério da Educacdo de Timor-Leste foram
desinfetadas com NaOCI (10%), lavadas e germinadas em vasos de plastico de 500 ml com uma
mistura de turfa e perlite (2:1). Os vasos foram mantidos numa estufa com uma intensidade
luminosa de aproximadamente 200 umol m?s™, humidade relativa de 40%, uma temperatura de
2043 2C e um fotoperiodo de 16/8 (dia/noite) durante 2 meses. As plantas foram regadas em dias
alternados. Quando as plantas germinaram comecaram a ser suplementadas com fertilizante
liquido universal (Geolia®, 4-4-4). Apds estas atingirem alturas médias de aproximadamente 36+5

cm foram colocadas numa sala de crescimento com as mesmas condic@es.

B) EXPOSICAO AO DEFICE HiDRICO
As plantas de M. Oleifera com cerca de 60 dias foram divididas em trés grupos, um grupo de
controlo (C), um grupo exposto a défice hidrico (DH (1)) que foi recolhido para andlise um dia
apos o final da exposicdo e um grupo exposto a défice hidrico (DH (11)) que foi recolhido onze
dias apds o final da exposicdo. Antes de iniciar os tratamentos todas as plantas foram regadas até
a capacidade de campo. As plantas de C foram mantidas nas condi¢cdes de crescimento e a

capacidade de campo durante todo o ensaio. Os outros dois grupos de plantas expostas a DH
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ficaram sem rega durante 4 dias. O perfil metabdlico das plantas foi analisado em GC-MS, um e
onze dias apds o final dos tratamentos.

Para a analise do perfil metabdlico, recolheu-se a parte aérea das plantas e colocou-se numa
estufa de secagem (80°C) durante uma semana. Apds esse periodo as plantas foram colocadas

num moinho e reduzidas a pé para posterior extracdo dos metabolitos.

4.3.2 OBTENGAO DOS EXTRATOS

Apods a secagem em estufa, a porcdo aérea (caule e folhas) de cada grupo de plantas (C, DH
(1) e DH (11)) foi triturado num moinho, tendo-se obtido a quantidade indicada na Tabela 1. Dos
diferentes grupos de moringa extrairam-se, com hexano e em sistema fechado (protegido da luz
e com agitacdo constante) os metabolitos da moringa. Esta extracdo foi feita a temperatura
ambiente e em 4 ciclos de 24h (em cada ciclo foram usados 200ml, num total de 800ml de
solvente). Os extratos assim obtidos foram filtrados em algoddo e o solvente evaporado num
evaporador rotativo. Os residuos, depois de bem secos, foram pesados, tendo-se obtido as

massas de extrato indicadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Quantidade de p6 obtido da parte aérea de moringa apds secagem, quantidade de extrato obtido apds

evaporacdo do solvente e quantidade de extrato usado na sililagdo, para cada grupo de tratamento.

Quantidade de pd da Quantidade de extrato Quantidade de

parte aérea (g) obtido (g) extrato usado (mg)
C 3.023 1.215 21.5
DH 2.895 1.346 21.8
DH (11) 5.324 2.591 20.5

4.3.3. PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE POR GC/MS

Antes da analise por GC, as amostras foram derivatizadas por sililagdo. Pesaram-se
aproximadamente 20mg de cada extrato para tubos de sililacdo (Tabela 1) aos quais foram
adicionados 1,5mL de diclorometano, 200 pulL de solugdo de padrdo interno (octadecano,
0.1652mg/mL), 250 pL de piridina, 250 uL de BSTFA e 50 pl de TMSCI). A mistura foi aquecida em

banho-maria durante 30 minutos, a 70°C.

4.3.4. PREPARAGCAO DOS PADROES
Para efetuar a andlise quantitativa dos constituintes das amostras foram selecionados

compostos para serem usados como padrdes na elaboracdo das retas de calibracdo. A selecdo
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dos padrdes mais adequados foi feita pela analise das principais familias de compostos presentes
nas amostras: acidos carboxilicos (padrao escolhido: acido palmitico), alcanos (padrdo escolhido:
tetracosano), alcoois (padrao escolhido: 1-tetradecanol), esterdis (padrdo escolhido: colesterol),
aminoacidos (padrdo escolhido: L-alanina) e aclcares (padrdo escolhido: maltose). Para cada um
destes padrbes foram preparadas solu¢cdes-mde onde o composto foi dissolvido em 10ml de
diclorometano, com a excecdo do aminodcido e do agucar que, por ndo serem sollUveis em

diclorometano foram pesados (Anexo 11-B).

Tabela 2 — Concentragdo das solugdes-padrao

Padrao Massa de padrdo (mg/10 mL de CH,CL,)
Acido palmitico 1.204
Tetracosano 1.254
1-Tetradecanol 2.207
n-Octadecano (PI) 1.652
Colesterol 1.894

Para evitar erros sistematicos foi escolhido, para funcionar como padrdo interno, o n-
octadecano, um composto que nas condicGes de andlise apresenta um tempo de retengdo
diferente dos compostos encontrados na amostra. Assim, foram preparadas solu¢cdes com
concentrac8es conhecidas de cada um destes padrdes (Tabela 2) que possibilitaram a obtencdo
de retas de calibracdo que relacionam a quantidade de composto (mg) com a razdo entre a drea
do composto e a area do padrdo interno. As solucdes referidas foram usadas para preparar quatro
padrdes de concentracBes diferentes e assim obter as respetivas retas de calibragdo (Anexo 11-

A).

4.3.5. ANALISE DOS METABOLITOS EM GC/MS
Apos sililagdo e com a ajuda de uma seringa, colocaram-se as amostras em vials de 2ml e de
seguida foram colocadas no injetor automatico do cromatégrafo GC-MS QP2010 Ultra Shimadzu.

Condicdes cromatograficas:

- Gas de Arrasto: Hélio (1.13ml/min).
- Coluna Capilar: DB5-ms
Didmetro interno: 30m x 0.25mm;
Espessura do filme: 0.25um.

- Programa de temperatura:
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Temperatura do injetor: 320°C;

Temperatura inicial: 70°C durante 5 min;

Variagdo de temperatura: 4°C/min até atingir 250°C;

Temperatura final: 300°C a uma taxa de 2°C/min durante 5min.
- Modo de injegdo: “Split” numa razdo de separagdo de 1:50.

Condicdes do espectrdmetro de massa:

- Tipo de ionizagdo: impacto eletrdnico;
- Temperatura da fonte de ioniza¢édo: 200°C.
- Recolha dos dados:

- 1scan/s;

-m/z de 33 a3 750.

O tempo total do programa foi de 80 minutos. Para o processamento de dados foi utilizado
o software GCsolution. Cada amostra (C, DH1 e DH11) foi feita em triplicado, de forma a aumentar
a reprodutibilidade.

A andlise cromatografica foi feita através da analise dos picos dos cromatogramas de cada
amostra. Para identificacdo dos picos recorreu-se a biblioteca de compostos NIST14

Mass Spectral e Wiley Registry™ of Mass Spectral Data.
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4.4. RESULTADOS

ASPETO GERAL DAS PLANTAS

As plantas controlo apresentavam-se em boas condi¢Bes, sem clorose, pontos necroticos,
nem abscisdo foliar (Figura 43). Um dia apds a remocdo do stress, verificaram-se algumas
alteracBes no aspeto (coloracdo e necrose) das plantas (Figura 44). Ao fim de 11 dias apds término
do stress, as plantas expostas a stress hidrico (DH) apresentavam um aspeto saudavel, sem

pontos necroticos e sinais de senescéncia, muito semelhantes ao controlo (Figura 45).

Figura 43 — Aspeto das plantas de controlo

Figura 44 — Aspeto das plantas DH (1 dia apds o final da exposicdo)  Figura 45 —Aspeto das plantas DH (11 dias apds final da exposicdo)

Tanto o grupo de plantas em seca recolhidas 1 dia apds o final do stress como as recolhidas
11 dias apds o final do stress apresentavam formacao de novos rebentos, indicando sinais de
recuperacdo (Figura 45).
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PERFIL DE METABOLITOS

Através da andlise dos cromatogramas obtidos, usando a base de dados do GC-MS, foi

possivel a identificacdo da composicao lipofilica dos extratos (Tabela 3).

35
30
25
20
15
10

A/Api

25
20
15
10

A/Api

10

A/Api

1-Tetradecanol

y=11,604x + 1,46
R?=0,9911

1 2 3
Massa (mg)

Acido Palmitico

y =7,5093x-1,0176
R*=0,9973

Massa (mg)

Maltose

y=4,4577x-0,719
R?=0,9781

0,5 1 1,5 2 2,5
Massa (mg)

0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

A/Api

Tetracosano

y =5,0518x - 0,0224
R?=0,9997

005 01 015 0,2
Massa (mg)
Colesterol

y =2,5342x + 0,0428
R*=0,9972

0,02 0,04 0,06
Massa (mg)

Alanina

y =1,953x - 0,0865
R?Z=1

0,5 1
Massa (mg)

0,25

0,08

Figura 46 — Retas de calibracdo obtidas pela relagdo da drea dos picos e area do padrdo interno em fungdo da

massa de cada composto (1-Tetradecanol para os &lcoois, Tetracosano para os alcanos, Acido palmitico para os

acidos carboxilicos, Colesterol para os esterdis, Maltose para os agucares e Alanina para os aminoacidos).
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A quantificacdo (Tabela 3) foi efetuada usando as retas de calibracdo (Figura 46) obtidas para

cada um dos padrdes escolhidos.

Tabela 3 — Quantidades de compostos apos analise em GC-MS, para cada grupo de tratamento (médiatdesvio-padrao).

Pico* ComPOSTO CONTROLO DH (1) DH (11)
Acgucares**
1 D-Frutopiranose 0,346 £ 0,116 0,203 £ 0,019 0,233+0,118
2 D-Talofuranose 0,289 £ 0,033 N.D. 0,19 £ 0,052
3 D-Psicose 0,519 +£0,444 0,207 £ 0,005 0,359 £ 0,561
4 B-D-Manopiranose 0,377 £0,048 0,211 £0,021 N.D.
5 B-D-Talopiranose 0,202 £ 0,08 N.D. N.D.
6 B-D-Xilopiranose 0,231 £0,019 N.D. 0,172 +£0,012
7 B-D-Glucopiranose 0,529 £ 0,025 0,236 + 0,023 0,491+0,8
8 D-Turanose 0,251 +0,13 0,314 £ 0,038 0,227 £0,11
9 Sucrose 2,941+ 0,378 0,652 £ 0,084 1,824 £ 3,119
10 a-D-Alopiranose N.D. N.D. 0,178 £ 0,042
11 a-L-Galactofuranose N.D. N.D. 0,254 + 0,304

Total 5,898 1,823 3,928
Aminoacidos***
12 L-Valina 0,158 + 0,013 0,066 + 0,004 0,056 + 0,011
13 L-Leucina 0,116 £ 0,005 N.D. 0,048 £ 0,003
14 L-Serina 0,316 £ 0,11 0,081 £ 0,003 0,065 +£ 0,024
15 L-Treonina 0,157 £ 0,059 0,074 £ 0,003 0,057 £0,011
16 L-5-Oxoprolina 0,356 £0,143 0,122 £ 0,022 0,091 £ 0,042
17 Fenilalanina 0,08 + 0,006 0,077 + 0,011 N.D.
18 L-Asparagina N.D. 0,086 £ 0,01 N.D.
19 L-Alanina N.D. 0,071 £ 0,007 N.D.
20 L-Isoleucina N.D. N.D. 0,05 £ 0,008
21 Glicina N.D. N.D. 0,049 + 0,006
Total 1,635 0,668 0,550

Acidos carboxilicos****
22 Acido Benzenopropandico 0,277 £0,334 N.D. N.D.
23 Acido Butanedidico 0,164 £ 0,043 0,143 £ 0,006 0,138 £ 0,008
24 Acido Glicérico 0,158 + 0,015 0,141 + 0,005 0,141 +0,022
25 Acido Undecandico 0,322 +0,657 0,158 £ 0,018 N.D.
26 Acido Mélico 0,921 +0,961 0,298 + 0,047 0,315+0,583
27 Acido Piroglutamico 0,258 £ 0,376 N.D. N.D.
28 Acido 4-Aminobutandico 0,277 £ 0,069 0,163 £0,018 0,161 +£0,117
29 Acido L-Trednico 0,17 £0,019 0,141 + 0,007 0,165+0,113
30 Acido Etanosulfénico 0,174 + 0,109 N.D. N.D.
31 Acido Citrico 0,188 £ 0,049 0,15 £ 0,006 0,163 £ 0,07
32 Acido Quininico 0,347 £ 0,107 0,179 £0,012 0,167 £ 0,099
33 Acido Glucdnico 0,158 + 0,06 N.D. 0,143 £ 0,016
34 Acido Ribdnico 0,405 + 0,203 N.D. N.D.
35 Acido Palmitico 0,636 +0,275 0,358 +0,171 0,192 +0,21
36 Acido 9,12-Octadecadiendico 0,311+£0,162 0,188 £ 0,042 0,146 £ 0,042
37 Acido a-Linolénico 0,641 +£0,322 0,27 £ 0,097 0,167 £ 0,118
38 Acido Estearico 0,276 + 0,156 0,194 + 0,032 0,148 + 0,038
39 Acido Octadecandico 0,284 + 0,078 0,175+ 0,04 N.D.
40 Acido Eicosandico N.D. 0,148 + 0,008 N.D.
41 Acido L-Aspartico N.D. N.D. 0,141 £ 0,025
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Total 5.967 2.706 2.187
Alcanos****
42 Docosano 0,564 £ 0,075 0,297 £0,122 N.D.
43 Alcano 1 0,535+0,123 0,336+0,114 N.D.
44 Tetrapentacontano 0,182 £ 0,086 0,125 +0,084 N.D.
45 Alcano 2 0,426 + 0,049 0,283 +0,15 N.D.
46 Alcano 3 0,442 +0,132 0,261 0,128 0,018 £ 0,03
47 Alcano 4 0,302 +0,04 0,224 + 0,158 N.D.
48 Alcano 5 N.D. 0,02 +0,012 N.D.
59 Alcano 6 N.D. 0,083 + 0,044 N.D.
50 Alcano 7 N.D. 0,026 + 0,019 N.D.
51 Alcano 8 N.D. 0,07 +£0,037 N.D.
52 Alcano 15 N.D. N.D. 0,013 +0,017
Total 2,451 1,725 0,047
Alcoois****
53 Glicerol 0,151 +0,011 0,1+0,011 0,101+0,122
54 Mio-Inositol 0,306 + 0,067 0,133 £ 0,047 0,173+0,616
55 a-Tocoferol 0,123 £ 0,062 0,103 £ 0,022 N.D.
56 1-Triacontanol 0,52+0,38 0,22 +0,213 0,112 + 0,067
57 Fitol N.D. 0,091 + 0,003 N.D.
58 2-Hexadecen-1-ol N.D. 0,102 £ 0,025 N.D.
59 1-Octacosanol N.D. 0,096 £ 0,019 N.D.
60 1,5-Anidrohexitol N.D. N.D. 0,096 + 0,168
61 Alcool 1 N.D. N.D. 0,128 + 0,193
Total 1.529 1.003 0.743
Estergis****
62 Colest-5-en-3-ol N.D. 0,081 +0,012 N.D.
Total 0 0.081 0

N.D. —N&o detetado | * - Picos dos compostos identificados no respetivo cromatogramas (Anexo 12) | ** - Quantidades de agucares

apresentadas em mg/ 2.25 mL | *** - Quantidades de aminodcidos apresentadas em mg/ 2.25 mL | **** - Quantidades de alcoois, acidos
carboxilicos, alcanos e esterdis apresentadas em mg/3.2 mL

De forma a facilitar a analise de dados foi feita a soma dos compostos pertencentes a cada

familia e com esses valores construiram-se graficos que indicam, em percentagem, as

quantidades encontradas para o controlo, DH(1) e DH (11) (Figuras 47 e 48).
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A porcdo aérea de moringa em condi¢bes controlo apresentou os seguintes compostos:
acidos carboxilicos (34%), acucares (34%), alcanos (14%), alcoois (9%), aminoacidos (9%) e

esterdis (abaixo do limite de detecdo) (Figura 47).

Controlo

aminodacidos
9%

esterois_]
0%

Figura 47 - Perfis de grandes grupos de compostos em porg¢des aéreas de Moringa oleifera em condi¢des de

controlo

Em condicGes de seca, um dia apos o final da exposicdo a parte aérea da M. oleifera
apresentou valores inferiores de aglcares (23%) e aminoacidos (8%), os acidos carboxilicos
mantiveram (34%), os alcanos subiram (22%) assim como os alcoois (12%), os esterodis (1%) e

aminodcidos (8%) em relacdo ao controlo (Figura 48a).

DH (1) A DH (11) B
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Figura 48a e 48b - Perfis de grandes grupos de compostos em porgGes aéreas de Moringa oleifera exposta a
diferentes condi¢gBes ambientais: a) Défice Hidrico 1 dia apds o final da exposicdo (DH (1)) e b) Défice Hidrico 11 dias

apos o final da exposicdo (DH (11)).
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No final do ensaio, onze dias apds a remocado do stress, nas plantas expostas a défice hidrico
verificou-se um aumento de acucares (53%) e de alcoois (10%), os esterdis ndo se alteraram
(mantiveram-se abaixo do limite de detecdo), e verificou-se uma diminuicdo de acidos

carboxilicos (29%), aminoacidos (7%) e de alcanos (1%) (Figura 48b).

4.5. DiscussAo

Desde tempos remotos que a Moringa é considerada uma “super-planta” com elevado
potencial na medicina tradicional e nos usos alimentares. Contudo, foi reportado que as
alteracGes climaticas (ex.: seca, aumento de temperatura, aumento dos niveis de radiacdo UVB,
salinidade) podem afetar a performance fisioldgica e o perfil de metabolitos de varias espécies
florestais tal como € o caso do eucalipto (Correia et al. 2014), do ulmeiro (Dias et al. 2014b),
pinheiro (Laakso et al. 2000), videira (Cramer et al. 2007) e Arabidopsis (Rizhsky et al. 2004; Urano
et al. 2009). Também neste estudo, a exposicdo de plantas jovens de Moringa a défice hidrico
induziu alteracGes no perfil metabdlico.

Neste trabalho todos os compostos quimicos encontrados foram divididos por familias onde
foram detetados acidos carboxilicos, alcoois, alcanos, agcucares, aminoacidos e esterdis.

O perfil de metabolitos de Moringa ja foi reportado por Mahmud et al. (2014) contudo foi
realizado através de RMN e apenas em plantas a crescer em condicdes étimas, sem qualquer tipo
de stress. Foram identificados por estes autores varios fitocompostos como flavonoides,
compostos antioxidantes, vitaminas, minerais e carotenos, assim como agucares, aminoacidos e
acidos organicos. Estes autores realcam ainda que diferentes picos e intensidades podem variar
consoante o tecido, o que seria espectavel face as diferentes funcdes dos tecidos das folhas e
caules, que naturalmente os tornam mais ou menos ricos em compostos fotoassimilados, por
exemplo. Os autores referiram cerca de 8 metabolitos (4-aminobutirato, adenosina, guanosina,
tirosina e p-cresol) encontrados apenas nas folhas, enquanto o glutamato, glutamina, e triptofano
abundavam no caule. Contudo, os autores ndo reportaram a presenca de alcanos, esterdis e
alcoois, tal como foram encontrados neste estudo na parte aérea de Moringa.

Sabe-se que as fungBes dos acglcares sdo de conferir energia e estrutura a planta. Assim, ao
realizar fotossintese a planta produz acucares que vai usar como combustiveis na respiracdo
celular promovendo o seu crescimento, na seiva organica (floema) levando-os para todas as
partes da planta e acumula alguns aclcares em érgdos de reserva, sob a forma de amido. As
plantas em défice hidrico, um dia apds a remocdo do stress (DH1), apresentaram uma reducdo
nas quantidades de acUcares. Num estudo similar realizado com a mesma espécie, Araujo et al.

(2015) verificaram uma reducdo da taxa fotossintética e do crescimento da planta, em condicdes
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de défice hidrico. Assim, esta reducao geral dos niveis de acuUcares poderd estar relacionada com
uma descida da taxa fotossintética e com a utilizacdo destes metabolitos na respiracdo e na
manutencdo celular. Estes dados estdo de acordo com o citado por Rolland et al. (2002) onde
referem que as variacdes no ambiente podem diminuir a eficiéncia fotossintética e resultar em
condicdes limitadas de acucar em diferentes partes da planta, regulando negativamente a
atividade biossintética para conservar energia e proteger as células contra o stress de nutrientes.
Contudo, onze dias apds o final do stress (DH11) verificou-se uma subida dos niveis de agucares
em relacdo ao controlo. Os dados de Araujo et al. (2015) mostram também que 11 dias apds a
remocdo do défice hidrico a fotossintese aumentou mas continuou com valores inferiores ao
controlo. Estes dados poderdo indicar que o aumento da concentracdo de acglcares estd
relacionado com a recuperacdo da taxa fotossintética e o aumento de crescimento (Araujo et al.
2015) e também que a planta tem capacidade de recuperar apds imposicdo do stress. Varios
trabalhos (Mohammadkhani e Heidari 2008, Rosa et al. 2009, Nazarli e Faraji 2011, Arabzadeh
2012) registaram um aumento da concentracdo de acucares solUveis em plantas expostas a stress
hidrico. Essa acumulacdo de acuUcares soluveis confere maior tolerdncia a desidratacdo
contribuindo para a manutencdo da turgescéncia celular (Barrote 2005). A acumulacdo da
sacarose parece contribuir para a manutencdo da integridade das membranas celulares, da
estrutura das proteinas e da atividade enzimatica em tecidos desidratados (Hoekstra et al. 2001).

Os aminodcidos atuam diretamente no metabolismo da planta contribuindo para o seu
desenvolvimento, para a producdo de moléculas sinalizadoras, entre outros. Sabe-se que as
plantas tém a capacidade de sintetizar todos os aminoacidos de que precisam pelo que alteracdes
nas concentracdes destes compostos podem indicar algum tipo de stress bidtico ou abidtico. Os
aminoacidos podem apresentar varias funcdes na planta, entre elas a capacidade de atuar como
agente quelante, serem percursores de fitohormonas e atuarem na regulacdo do balanco hidrico
guando a planta se encontra em défice hidrico. Em situacBes de stress, pelos aminoacidos terem
uma funcdo de “regeneracdo” da planta, espera-se que haja um aumento destes compostos. Por
exemplo, a fenilalanina é percursora da sintese de compostos bioativos que aumentam a
resisténcia das plantas ao ataque de pragas e doengas (Kim e Hwang 2014). A prolina é outro
aminoacido que apresenta um papel importante em situacdes de défice hidrico (Krasensky e
Jonak 2012). Este aminodacido tem um papel muito importante como osmdlito e também atua
diretamente eliminando as espécies reativas de oxigénio (Dias et al 2014c). Neste trabalho, de
um modo geral, ndo foram observadas variacdes significativas das quantidades de aminoacidos
nas plantas apds a aplicacdo do défice hidrico. Isto pode dever-se ao facto da intensidade de
stress ndo ter sido suficiente para provocar danos na planta. Lechinoski et al. (2007) descreveram

um aumento da quantidade de aminodacidos em plantas de Tectona grandis expostas a défice
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hidrico. Estes autores concluiram que esse aumento poderia estar relacionado com o aumento
da atividade de enzimas proteases que, com o aumento da intensidade de stress vao quebrar as
proteinas de reserva, aumentando deste modo o teor de aminodcidos solUveis totais. Esse
aumento de aminodcidos vai contribuir para o ajuste osmoético.

Os &cidos carboxilicos (ex.: acidos gordos), alcoois e alcanos sdo os principais constituintes
guimicos das ceras cuticulares das folhas (Lee e Suh 2013, Araujo e Silva et al. 2014). As ceras
cuticulares tem um papel muito importante na planta, nomeadamente na protecdo da
desidratacdo, controlo da radiacdo e temperatura, transporte de substancias, protecdo contra
danos mecanicos e patogénicos (Koch et al 2009). Num trabalho sobre Coffea arabica, Affonso
(2002) verificou que esta espécie apresenta cera foliar epicuticular com elevado teor de alcanos
e, segundo Juniper e Jeffree (1983), os alcanos juntamente com os dlcoois primdrios aumentam
o poder impermeabilizante das folhas, protegendo as plantas contra agressdes do meio (vide
Lichston e Godoy 2006). Neste estudo, observou-se um aumento da concentracdo de alcanos e
alcoois 1 dia apds o stress, mas ap6s 11 dias tanto os alcanos como os acidos carboxilicos
diminuiram. O aumento destes compostos apds o stress pode representar uma tentativa de
reducdo da desidratacdo. De facto estes dados corroboram com o reportado por Araujo et al.
(2015) em que plantas de M. oleifera expostas a condi¢cdes semelhantes ndo sofreram alteragdes
no teor relativo em dagua. Um estudo em pinheiro realizado por Le Provost et al. (2013)
demonstrou que o conteddo em cera cuticular observado em condicdes de stress hidrico foi
superior ao encontrado nas plantas de controlo o que sugere que a cera cuticular pode estar
envolvida na adaptacdo da planta ao défice hidrico. Araujo e Silva et al. (2014) observaram o
conteldo em ceras de Ricinus communis submetidas a stress hidrico e concluiram que a alteracdo
das quantidades e conteldo em ceras poderd estar associado com a reducdo da permeabilidade
cuticular e pode ser importante para a aclimatacdo das plantas as condicGes de limitacdo de
agua. Um aumento nos principais compostos das ceras cuticulares (alcanos, acidos carboxilicos e
alcoois) poderd indicar que a planta ativou vias secundarias de defesa em resposta a deficiéncia
de agua, como por exemplo refor¢cando o conteddo em ceras. Mais uma vez parece haver uma
recuperagdo metabdlica, acompanhada pelas observagBes de formacdo de novos rebentos
nestas plantas, sugerindo uma capacidade de tolerancia ao stress hidrico.

Os esterdis sdo também componentes das membranas. As células vegetais sintetizam uma
combinacdo de esterdis em que o sitosterol, stigmasterol e o 24-methylcholesterol sdo os
compostos predominantes. O sitosterol e o 24-methylcholesterol tem um papel importante na
regulacdo da fluidez e permeabilidade das membranas celulares. Os esterdis nas plantas podem
também estar envolvidos na modulacdo da atividade de algumas enzimas relacionadas com a

membrana. O stigmasterol parece também ser necessario para a proliferacdo celular (Hartmann
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1998). As quantidades de esterdis encontradas nas amostras de M. oleifera foram muito
pequenas, e apenas foi encontrado o Colest-5-en-3-ol. No entanto, sabe-se que em situacdo de

stress os esterdis tendem a aumentar de forma a proteger a permeabilidade das membranas.

4.6. CONCLUSAO GERAL

Os riscos associados a alterac®es climaticas sdo suficientemente elevados para provocar
danos nos ecossistemas, nomeadamente nos seres vivos. Muitos estudos tém incidido no
impacto em animais, estando ainda pouco discutido o tipo de interferéncia e o nivel de risco que
poderdo ter nas plantas. Neste trabalho estudou-se o efeito do stress hidrico (um dos maiores
riscos associados a alterag®es climaticas) no perfil metabdlico de moringa.

O perfil de metabolitos encontrado na porcdo aérea de plantas controlo assemelha-se aos
grupos de compostos identificados por outros autores para esta espécie, tendo no entanto
identificado ainda grupos cujo nivel de detecdo variava com o tipo de stress aplicado. Por outro
lado, verificou-se que em condigBes de stress (DH(1) e DH(11)), as quantidades de compostos
associados a vias secundarias de defesa (como os alcanos, alcoois, acidos carboxilicos, esterdis,
aminoacidos e agucares) sofreram algumas variagdes. De uma forma geral, verificou-se que 11
dias apds a remocdo do stress as plantas mostraram maiores variacées do perfil de metabolitos.
Apesar do aumento de alguns compostos como alcanos e alcoois terem demonstrado afetar a
planta, tanto 1 dia como 11 dias apds a remocdo do stress, as plantas apresentaram a formacao
de novos rebentos. Embora o perfil de metabolitos das plantas recolhidas 11 dias apds a remocao
do stress tenha sido diferente do controlo, parece haver uma recuperacgdo do metabolismo como
forma de protecdo da planta.

As alteracBes observadas mostram como, apesar de ndo induzir mortalidade, a exposicdo a
stress hidrico afetou o metabolismo desta espécie sobretudo ao nivel de metabolismo
secundario, frequentemente associado de metabolismo primdrio, sugerindo que esta espécie,
até pela sua larga distribuicdo em zonas de risco de aridez, desenvolverd sob stress hidrico
alteragBes no metabolismo que a ajudam a adaptar-se a esta situacdo de stress. Por outro lado,
as anadlises temporais, mostram que estas altera¢cGes surgem logo aquando da imposi¢do do
stress, e ao longo do tempo tende a haver uma adaptacdo funcional desta espécie que
permanece (pelo menos durante alguns dias) apds retirada do stress. Por outro lado, embora
mais estudos fisiologicos [sobretudo relacionados com o metabolismo de agucares/carbono
(como fotossintese e respiracdo) e com metabolismo secundario] devam ser feitos para

acompanhar estes dados metabdlicos, pode-se concluir que estas plantas apresentam alguma
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capacidade de adaptacdo (e tolerancia) a este stress, envolvendo na adaptacdo mecanismos de

alteragao metabdlica.
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Capitulo 5

Consideragoes finais






Atualmente, sdo visiveis os efeitos das alterag®es climaticas na biosfera e, caso o Homem
ndo atue no sentido de as travar e/ou minimizar, poderdo piorar nos préximos tempos. Neste
trabalho é percetivel que as altera¢des climaticas emergentes tém sido alvo de grandes estudos
cientificos permitindo entender de que forma o mundo vegetal reage a estas adversidades. O
objetivo deste trabalho foi simular situagdes de défice hidrico e de aumento de radiacdo UVB e
entender as alteragBes fisioldgicas e metabdlicas que ocorrem em plantas de M. oleifera e E.
globulus. A técnica de GC-MS demonstrou ser eficaz na identificacdo dos principais compostos
organicos volateis nas folhas de E. globulus e na parte aérea (folha e caule) de M. oleifera.
Também se verificou que ambas as exposi¢des (radiacdo UVB e défice hidrico) ndo levaram a
morte das plantas, contudo foram visiveis algumas alteracdes morfoldgicas como clorose e
necrose. As andlises temporais (um e onze dias apds o final do stress), mostraram que as
alteracGes surgem logo aquando da imposicdo do stress, e ao longo do tempo tende a haver uma
adaptacdo funcional destas espécies. Embora mais estudos nesta area devam ser feitos, pode-se
concluir que estas plantas apresentam alguma capacidade de adaptacdo (e tolerancia) aos
stresses aplicados.

Para avaliar se em ambos os casos estudados (moringa e eucalipto) existe realmente um
periodo de recuperacdo por parte das plantas seria interessante alargar o tempo do final do stress
para 30 dias e verificar se os valores acompanham os valores de controlo. Simular a exposicdo
das plantas a diferentes quantidades de radiacdo UVB e défice hidrico, assim como testar o seu
desempenho face a outro tipo de stresses abidticos permitiria avaliar o comportamento e a
capacidade de adaptacdo de ambas as espécies.

A hipdtese da inibicdo da via do GPP face a radiagdo UVB, langada neste trabalho, deveria
ser aprofundada e mais estudos deverdo ser feitos para verificar a veracidade da hipdtese, assim
como identificar o local onde acontece a inibicdo. Ainda assim, e de forma a completar este
estudo, seria interessante alargar a potencialidade do GC/MS e avaliar o que acontece noutro
tipo de compostos relevantes na bibliografia, como é o caso dos compostos fendlicos.

As alteracdes metabdlicas induzidas pela exposicdo a UVB e défice hidrico podem ser
vantajosas ao nivel industrial, pois estimulam a producdo de alguns compostos com grande
aplicagdo farmacéutica e/ou alimentar. Por exemplo através do cultivo de plantas em estufas com
condicGes controladas, poder-se-a manipular a sua composicdo quimica e aumentar a producdo

de compostos organicos com elevado interesse comercial.
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Capitulo 7

Anexos






ComPOSTO

CONTROLO

DS (11)

Agucares

D-Frutopiranose
D-Talofuranose
D-Psicose
B-D-Manopiranose
B-D-Talopiranose
B-D-Xilopiranose
B-D-Glucopiranose
D-Turanose
Sucrose
a-D-Alopiranose
a-L-Galactofuranose

AN N N N N Y N NN

Aminodacidos

L-Valina
L-Leucina
L-Serina
L-Treonina
L-5-Oxoprolina
Fenilalanina
L-Asparagina
L-Alanina
L-Isoleucina
Glicina

AN NANENEN

<\

NN NN N

Acidos carboxilicos

Acido Benzenopropandico
Acido Butanedidico

Acido Glicérico

Acido Undecandico

Acido Mélico

Acido Piroglutamico
Acido 4-Aminobutanéico
Acido L-Trednico

Acido Etanosulfénico
Acido Citrico

Acido Quininico

Acido Glucénico

Acido Ribdnico

Acido Palmitico

Acido 9,12-Octadecadiendico
Acido a-Linolénico

Acido Esteérico

Acido Octadecandico
Acido Eicosandico

Acido L-Aspartico

N N R N S NN

AN

AN

AN

AR NN NN

Alcanos

Docosano
Alcano 1
Tetrapentacontano
Alcano 2
Alcano 3
Alcano 4
Alcano 5
Alcano 6
Alcano 7
Alcano 8
Alcano 15

AENENENENENEN

NN N N NN
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Alcoois

Glicerol v
Mio-Inositol v
a-Tocoferol v
1-Triacontanol v
Fitol -
2-Hexadecen-1-ol -
1-Octacosanol -
1,5-Anidrohexitol -
Alcool 1 -

NANENENENENN
<

NN

Esterdis

Colest-5-en-3-ol

Anexo 1 — Andlise qualitativa para cada condigdo. Através da relagdo da area de cada composto com a drea do padrdo

interno (A/Api) foi possivel estimar a proporg¢do de composto nos diferentes stresses.
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Anexo 2 — PLS-DA para 2 componentes

Loadings para componente 1 — ou seja separa os azuis (lado de baixo dos loadings) dos restantes VIP>1.06
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Anexo 3 — Loadings para componente 1
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Loadings para componente 2 — ou seja separa os verdes (parte de cima dos loadings) dos restantes VIP>1.12

corarano

Anexo 4 — Loadings para componente 2
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Anexo 5 — Cromatograma de um extrato de diclorometano sililado, injetado em GC/MS de uma amostra de controlo

de M. oleifera.
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Anexo 6 — Cromatograma de um extrato de diclorometano sililado, injetado em GC/MS de uma amostra de DH (1) de

M. oleifera.
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Anexo 7 — Cromatograma de um extrato de diclorometano sililado, injetado em GC/MS de uma amostra de DH (11) de

M. oleifera.
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Anexo 8 — Cromatograma da amostra de controlo de E. globulus
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Anexo 9 — Cromatograma da amostra de S1 de E. globulus
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Anexo 10 — Cromatograma da amostra de S11 de E. globulus
Ponto da Padrio
reta (Tubo Alcool Acido Esterol Alcano Interno CHaCl (L) Reagentes de Volume
de (pL) gordo (uL) (mL) (mL) (L) s Sililagdo (uL) final (uL)
sililagdo) H
1 500 1500 20 100 200 230 250+250+50 3200
2 100 2000 30 50 200 270 250+250+50 3200
3 1500 700 45 25 200 180 250+250+50 3200
4 2000 100 60 200 200 90 250+250+50 3200
Tabela A
Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3
Maltose (mg) 0.052 0.778 2.080
Alanina (mg) 0.051 0.588 1.145

Tabela B

Anexo 11 — Quantidades usadas na preparacdo dos padrdes. Foram preparados 4 tubos de sililagdo para cada padrao
(Tabela A). Foram preparados 3 tubos de sililagdo para a maltose e a alanina (previamente pesadas) e foram
adicionadas as mesmas quantidades de reagentes de sililagdo, padrdo interno e 1.5 mL de CH,Cl (Tabela B).

Pico Tempo de Retencdo Pico Tempo de Retengdo
1 32.661 35 33.813
2 33.558 36 34.158
3 34.616 37 37.204
4 34.668 38 38.525
5 35.036 39 42.187
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6 35.966 40 42.337

7 36.994 41 42.945

8 47.045 42 48.783

9 49.098 43 47.023

10 50.569 44 21.257

11 34.897 45 50.133

12 57.752 46 52.103

13 9.550 47 61.193

14 12.118 48 54.212

15 15.807 49 56.463

16 17.105 50 58.800

17 22.095 51 42.047

18 24.474 52 44.179

19 27.528 53 54.992

20 26.831 54 63.762

21 10.061 55 49.227

22 12.872 56 66.482

23 17.398 57 16.318

24 16.022 58 16.490

25 6.620 59 39.305

26 17.908 60 61.797

27 18.426 61 67.280

28 21.885 62 41.395

29 23.634 63 34.525

30 23.949 64 62.249

31 24.752 65 52.915

32 25.795 66 48.325

33 29.697 67 66.585

34 32.886

Anexo 12 — Tempos de retengdo dos picos identificados.

Amostra Peso (g) Amostra Peso (g)
Cl 0.103 0.104 0.105 C1R 0.102 0.102 0.102
C2 0.104 0.101 0.105 C2R 0.104 0.106 0.105
C3 0.104 0.103 0.105 C3R 0.107 0.101 0.105
S1 0.103 0.104 0.102 S1R 0.105 0.106 0.105
S2 0.106 0.106 0.108 S2R 0.101 0.104 0.105
S3 0.102 0.104 0.103 S3R 0.105 0.106 0.103

Anexo 13 — Peso das folhas de Eucalyptus globulus distribuidas pelos vials. Cada amostra foi injetada em triplicado.
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