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COMPORTAMENTOS ECOF!SIOL(')GICOS DE CISTUS LADANIFER
L. PROVENIENTES DE AREAS NAO CONTAMINADAS EM
ELEMENTOS VESTIGIAIS

ECOPHYSIOLOGICAL BEHAVIOUR OF CISTUS LADANIFER L. FROM AREAS
NON CONTAMINATED IN TRACE ELEMENTS

E.S. SANTOS", M. M. ABREU?, J. SARAIVA®, C. NABAIS*

RESUMO

Avaliou-se o comportamento das enzimas antioxidativas (catalase, peroxidase e
superéxido dismutase) e as concentragdes em As, Cu, Pb e Zn nas folhas de duas
populagdes de Cistus ladanifer colhidas em solos ndo contaminados em elementos
vestigiais (Caldeirdo e Pomardo), com condi¢des climaticas diferentes e duas estagdes do
ano (Primavera e Ver#o).

Nas duas areas, as concentragdes totais e disponiveis (extrac¢do com DTPA) em
elementos vestigiais foram baixas. A distribui¢do dos elementos pelas folhas novas ¢
maduras foi semelhante entre 4reas e estagdes do ano. As actividades enzimdticas variaram
consoante a populagdo. As folhas colhidas nas duas estagdes do ano, excepto as folhas
novas de Verfio do Pomarfo, apresentaram actividade enzimatica na fracgdo soluvel e
iénica. Comparando as estagdes do ano e 4reas de amostragem, constatou-se que as
actividades enzimaticas representam um mecanismo de tolerancia a varios factores de stress
(elementos vestigiais, temperatura, seca e radiagdo UV), o que confere uma elevada
plasticidade a espécie.

Palavras-chave: Solos nfo contaminados, Cistus ladanifer L., condigBes climdticas,
elementos vestigiais, enzimas antioxidativas.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the behaviour of the antioxidant enzymes
(catalase, peroxidase and superoxide dismutase) and the concentrations of As, Cu, Pb and
Zn in leaves from two populations of Cistus ladanifer growing on soils non-contaminated
with trace elements (Caldeirfo and Pomarfo), but with different climatic conditions and in
two different seasons (spring and summer).
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In both areas, total and available concentrations (DTPA extraction) of trace
elements in soils were low. The distribution of elements for young and mature leaves was
similar between areas and seasons. The enzyme activities varied with the population.
Leaves collected in two seasons, except young leaves from Pomarfio collected in summer,
showed enzymatic activity in the soluble and ionic fractions. Comparing the seasons and
sampling areas, C. ladanifer enzymatic activities represent a tolerance mechanism to
different stress factors (trace elements concentration, temperature, UV radiation and
drought), giving it a high plasticity.

Key-words: Antioxidative enzymes, Cistus ladanifer L., climatic conditions, non-
contaminated soils, trace elements.

INTRODUCAO

Cistus ladanifer L. (esteva) € um arbusto que cresce naturalmente no mediterraneo.
Esta espécie cresce em dreas sujeitas a diferentes condigdes de stresse tais como: elevada
radiagdo solar e temperatura, baixos contetidos de d4gua e matéria orgénica no solo, elevadas
concentrag¢des de elementos vestigiais no solo e baixo pH.

Embora a “verdadeira” tolerdncia esteja associada a mecanismos fisioldgicos
controlados geneticamente, existem evidéncias de que alguns factores ambientais adversos
ou induzidos pela ac¢do do Homem podem provocar processos de evolugdo ou mudangas
na adaptacfo das plantas (Schmid, 1992). A plasticidade existente na esteva pode estar
relacionada com o gendtipo e/ou condigdes ambientais (Nufiez-Olivera ef al., 1996). Assim,
de modo a poderem colonizar e desenvolver-se em éreas degradadas e com variagdes
climéticas sazonais, estas plantas desenvolveram uma série de mecanismos fisiologicos e
morfolégicos de tolerancia. Dimorfismo foliar, variagdes nas concentragdes de clorofilas e
taxa fotossintética, regulagdo do dngulo foliar, translocacdo dos nutrientes para as folhas
novas antes da senescéncia foliar, aumento da espessura da epiderme e da concentragdo de
flavondides s@o alguns exemplos de mecanismo de tolerdncia da esteva face as condi¢des
climaticas sazonais, stresse hidrico, térmico e luminoso (radiagdo UV) (Nufiez-Olivera et
al., 1996; Chaves et al., 1997; Correia, 2002).

Como consequéncia de flutuacdes significativas de intensidade e duragfo da
exposicdo as condigdes de stresse ambiental, as plantas podem aumentar a concentragéo de
espécies reactivas de oxigénio (ROS, reactive oxygen species) e ficarem sujeitas a stresse
oxidativo. Quando as plantas estdo sob este tipo de stresse, podem produzir ou estimular
enzimas antioxidantes, como catalase (CAT), peroxidase (POD) e superdéxido dismutase
(SOD), e/ou componentes ndo-enzimaticos que eliminam e neutralizam ROS de modo a
protegerem as células de potenciais danos (Alexieva et al., 2001; Pang et al., 2003).

A funcdo da SOD ¢ catalisar a transformagdo das ROS geradas na planta em
situagdes de stresse, o que leva a formacdo de H,O, na remogéo do qual estdo envolvidas as
enzimas CAT e POD (Cao et al, 2004). Portanto, o equilibrio entre a actividade da SOD e
da POD e/ou CAT nas células é considerada crucial para determinar a homeostasia do O, e
H,0,. Assim, considera-se que € importante estudar o efeito dos elementos vestigiais e
outros tipos de stresse no nivel da actividade dessas enzimas antioxidativas, como parte da
adaptacdo das plantas ao meio.
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Algumas enzimas podem ocorrer em duas formas ou fracgBes activas diferentes
consoante a sua localiza¢do celular: solivel no meio aquoso da célula (Ingham et al., 1998)
ou ligadas através de interacgles electrostaticas a parede celular e a alguns organelos
(Moulding et al., 1987; McDougall & Morrison, 1995). A diferenciagdo entre estas duas
formas é baseada no processo de extracgdo (McDougall & Morrison, 1995). Assim, formas
soltiveis podem ser extraidas com um tamp@o de baixa forga iénica, enquanto que as formas
ionicamente ligadas sdo extraidas com um tamp@o de extracgdo com forca iénica elevada
contendo, normalmente, 1 M de NaCl ou KCl (Dunand et al, 2002). A diferente
localizac#o e actividade destas duas formas enzimaticas podem reflectir diferentes fungdes
fisioldgicas, mas € reduzido o conhecimento relativo a esta situagdo (Saraiva et al., 2007).

Sob condi¢des de campo, as plantas est3o sujeitas & co-existéncia de varios factores
de stresse, porém pouco € sabido sobre as respostas enzimaticas aos mesmos. Assim, este
estudo teve como objectivo comparar as actividades enziméticas da catalase, peroxidase e
superoxido dismutase de duas popula¢des esponténeas de C. ladanifer colhidas em locais
cujos solos nfo estdo contaminados por elementos vestigiais, mas com condigdes climaticas
relativamente diferentes e em duas estagdes do ano (Primavera e Verdo).

MATERIAIS E METODOS

Area de amostragem e materiais

Para este estudo foram seleccionadas duas areas cujos solos néo estio contaminados
por elementos vestigiais: Pomarfio e Serra do Caldeirdo. O Pomardo localiza-se no
Concelho de Mértola (SE de Portugal) na margem direita do rio Guadiana, tendo sido o
porto a partir do qual o minério proveniente da area mineira de S&o Domingos era
exportado. O local de amostragem situa-se aproximadamente a 2 km do porto do Pomar&o e
a 25 m da antiga linha-férrea, por onde era transportado o minério, e estd orientada a Sul.
Os solos nesta 4rea desenvolveram-se a partir de xistos incluidos na Formag&o de Mértola,
do Grupo do Flysh do Baixo Alentejo (Oliveira et al., 1990) e sdo classificados como
Litossolos. O clima ¢ tipicamente mediterréneo, caracterizando-se por verdes longos,
quentes e secos e por invernos moderadamente frios e himidos. A precipitagdo média anual
(periodo de 1951-1980; INMG, 1990) ¢ de 456 mm e ocorre maioritariamente no inverno e
de uma forma irregular.

A Serra do Caldeirdo (S de Portugal) é delimitada pelo Barrocal algarvio e as
planicies do Baixo Alentejo. Os solos desta drea desenvolveram-se sobre o complexo de
xistos argilosos e grauvaques incluidos na Formag&o de Mira, do Grupo do Flysh do Baixo
Alentejo (Oliveira et al, 1992). A area de amostragem situa-se na aldeia de Barranco do
Velho, Concelho de Loulé, e esta orientada para Sul. Os solos sdo também classificados
como Litossolos. Embora o clima desta drea também seja considerado mediterraneo, as
temperaturas sdo mais amenas no verfo, relativamente ao Pomardo, pois estd situada a
475 m de altitude, e a precipitagdo média anual (1951-1980; INMG, 1990) € de 991 mm.

Em cada uma das areas delimitaram-se trés parcelas contiguas de 150 m’ onde se
colheram amostras compésitas de solo (Primavera de 2005), até uma profundidade méaxima
de 20 cm, e folhas novas e maduras de C. ladanifer, de 15 plantas por parcela, em duas
estacdes do ano (Primavera e Verfo de 2005). Ambas as éareas de amostragem estdo
orientadas a sul.
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Métodos

Apds secagem 2 temperatura ambiente, os solos foram crivados. A fracgdio <2 mm
do solo foi caracterizada fisica e quimicamente (P6voas & Barral, 1992): pH em 4gua na
propor¢do 1:2,5 (m:v); andlise granulométrica; carbono organico por oxidagfo por via
htimida; capacidade de troca catiénica (CTC) e catides de troca (método do acetato de
aménio a pH 7); azoto total (método de Kjeldahl); P e K assimiléveis (método de Egner-
Riehm).

A andlise quimica total de As, Cu, Pb e Zn nos solos (fraccdo <2 mm) foi realizada
por andlise instrumental por activacdo de neutrdes (INAA) ou espectrofotometria de
emissdo atomica com plasma acoplado indutivamente (ICP-EAS) apds digestdo acida com
HF+HCIO4+HNO3;+HCI (Activation Laboratories, 2006). A fracgfo disponivel (solivel em
agua e a frac¢8o associada ao complexo de troca do solo) destes mesmos elementos foi
extraida com uma solugdo de DTPA (0,005 mol/L. DTPA + 0,1 mol/L TEA + 0,01 mol/L
CaCl, - Lindsay & Norvell, 1978) sendo posteriormente analisado o Cu, Pb e Zn por
espectrofotometria de absorg@o atdmica em chama (F-AAS) e em camara de grafite (GF-
AAS) e o As por geracdo de hidretos (GH-AAS).

O material vegetal de Cistus ladanifer (folhas novas e maduras) foi lavado, seco a
40 °C, finamente moido e analisado pelas mesmas técnicas que a frac¢@o disponivel (F-
AAS, GF-AAS e GH-AAS) apos extracgfo, através de digestdo 4acida com HNO;
concentrado, sob press&o.

Para a obtencdo dos extractos enzimaticos (fracgfo soluvel e fraccfio ligada
ionicamente), realizou-se uma extraccdo sequencial baseada em Ingham er al. (1998) e
Pang et al. (2003). Assim, para a extrac¢do adicionou-se a 0,50 g de folhas, previamente
liofilizadas e moidas finamente, 10 ml de tamp&o fosfato (pH 7,2) a 50 mM, contendo
EDTA a1l mM e 1 % (p/v) PVPP. A extraccdo realizou-se durante 15 minutos a 4 °C com
agitacdo, sendo depois o homogeneizado centrifugado (10 minutos a 22000 g e 4 °C). O
sobrenadante resultante foi congelado com azoto liquido, sendo posteriormente utilizado
nos ensaios de quantificagdo da actividade enzimatica da catalase (CAT), peroxidase (POD)
e superoxido dismutase (SOD) na fracgdo soltvel. Ao residuo resultante da extraccdo da
frac¢@o soluvel adicionou-se 10 ml de tampdo fosfato (pH 7,2) a 50 mM que continha
1 mM de EDTA, 1 % (p/v) PVPP e 1 M de NaCl. A extrac¢do decorreu também durante 15
minutos a 4 °C, a que se seguiu centrifugacdo durante 10 minutos a 22000 g e 4 °C. O
sobrenadante resultante foi congelado com azoto liquido, sendo utilizando posteriormente
nos ensaios de quantificago da actividade das mesmas enzimas, na frac¢do iénica.

A quantificacdo da actividade da CAT foi realizada com base no método descrito
por Chance & Maehly (1955) e Wong & Whitaker (2003). Solugdes de peroxido de
hidrogénio (H;0,) a 200 mM, tampdo fosfato a 0,1 M e pH 7,0 e dgua Milli-Q foram
previamente incubadas a 25 °C. Em cuvetes de quartzo foram adicionados 2 ml de tampéo
fosfato, 50 a 150 ul de extracto enzimatico, 150 pl de H,O; e um volume de dgua Milli-Q
de modo a perfazer 3 ml, sendo a reacc¢do iniciada pela adicdo de H,O,. O consumo de

porcdo linear da curva que relaciona a absorvéncia com o tempo foi calculado (AAbs240
min™) e utilizado para determinar a actividade da CAT (umol H,0, min™ g™ peso fresco),
utilizando o coeficiente de extingfio (g) do H,0, de 36,0 M™' cm™ (Verma & Dubey, 2003).

A actividade da POD foi quantificada usando guaiacol como substrato, como
descrito por Chance & Maehly (1955) e Yuan & Jiang (2003). Solu¢des de 135 mM de
guaiacol, 0,1 M de tampdo fosfato (pH 7,0), 200 mM de H,O, e dgua Milli-Q foram
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previamente incubadas a 25 °C. Em cuvetes de quartzo adicionaram-se 1,2 ml de tamp#o
fosfato, 500-1000 pl de extracto enziméatico, 30 pl de H,O,, 200 ml de guaiacol e dgua
Milli-Q para completar 3 ml de volume, sendo a reac¢do iniciada pela adigéo do guaiacol.

min. O declive da porg#o linear da curva, que relaciona a absorvéncia com o tempo, foi
calculado (AAbs420 min'l) e utilizado para determinar a actividade da POD (umol de H,O,
consumidos min™ g peso fresco), utilizando o coeficiente de extingéo (g) de 2,60 mM!
cm’! que corresponde ao produto de oxidagdo do guaiacol, tetraguaiacol (Verma & Dubey,
2003).

A actividade da SOD foi determinada de acordo com Sun & Zigman (1977) e
Khopde et al. (2001). Solugdes de 0,1 M de tamp&o hidrogenocarbonato de sédio (pH
10,0), 5 mM de epinefrina (pH 2,0) e d4gua Milli-Q foram incubadas a 25 °C. Em cuvetes de
quartzo adicionaram-se 1,5 ml de tampZo, 25-100 pl da amostra, 300 pl de epinefrina e
dgua Milli-Q para completar 3 ml de volume, sendo a reac¢io iniciada pela adi¢do de

durante 1 minuto e a taxa de oxidag@o da epinefrina foi calculada pelo declive da porgéo
linear da curva que relaciona a absorvéncia com o tempo (AAbs320 min™). A taxa de auto-
oxidagdo da epinefrina foi calculada nas mesmas condigdes, mas sem extracto enzimatico.
Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necesséria para reduzir a
taxa de auto-oxidacgdo da epinefrina em 50 %.

Para todos os casos foram realizadas réplicas, excepto para os teores totais. A
comparagdo dos pardmetros bioquimicos entre as duas dreas foi analisada por ANOVA e
teste de Tukey (p <0,05), utilizando o programa estatistico SPSS v17.0. As correlacdes
bivariadas de Pearson foram utilizadas para relacionar a influéncia de elementos vestigiais
nas actividades enzimaticas das folhas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas quimicas dos solos amostrados constam do Quadro 1. Os solos de
ambas as dreas apresentaram valores semelhantes de pH e textura franco-limosa.

Quadro 1 — Caracterizago quimica dos solos colhidos nas &reas do Caldeirfio e Pomardo.

. Areas de amostragem
Caracteristicas dos solos

Caldeirao Pomario
pH (H,0) 554+0,16° 5,99+ 0,06
CTC (cmol, kg™) 15,17+0,93*  7,78+0,39"
C organico (g kg™) 40,53 +2,42° 11,67 +2,90°
N total (mg kg™) 147,5+ 13,58* 58,8+ 3,05
K assimilavel (mg kg™) 153,5+13,15* 81,54+ 1,60°
P assimilavel (mg kg™) 528+ 1,40°  1,54+0,17°

Valores na mesma linha seguidos de letras diferentes s@o significativamente
diferentes (p <0,05) e representam médias + desvio padrio.

- {Deleted: espectrometro

- ’[ Deleted: espectrometro




218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232

A capacidade de troca catiénica foi maior nos solos da Serra do Caldeirdo, o que
estd de acordo com os valores do carbono orgénico (»=0,98). Em ambas as éreas, o Ca e
Mg foram os catides de troca maioritarios.

Relativamente & fertilidade, os solos na serra do Caldeirdo apresentaram
concentragdes de carbono orgdnico, azoto total e fdsforo e potassio assimildveis
significativamente superiores as dos solos do Pomar&o, o que pode estar relacionado com a
maior cobertura de plantas existente nesses solos e as condi¢cBes mais humidas. De uma
maneira geral, os solos do Caldeirfo apresentaram fertilidade alta ou média-alta, embora o
P assimildvel <10 mg/kg para ambas as areas possa indicar fertilidade baixa. Os solos do
Pomardo apresentaram fertilidade média ou baixa (Andénimo, 2000).

As concentragbes em As, Cu, Pb, ¢ Zn nos solos e nas folhas de C. ladanifer
colhidas no Caldeirdo e Pomardo em ambas as estagdes do ano apresentam-se no Quadro 2.

Quadro 2 — Concentra¢des em As, Cu, Pb e Zn nos solos e nas folhas novas e maduras de
Cistus ladanifer, colhidas na Primavera e Veréo, no Caldeirdo e Pomar&o.

Concentracido dos elementos vestigiais (mg kg'1 Peso seco)
As Cu Pb Zn

Solo (n=3 para cada 4rea de amostragem)

Total
Caldeirao 18,73 £0,95% 61,33 22,90 47,67+ 16,77° 69,33 +25,11°
Pomardo 15,93+ 0,40° 124,67 + 40,20 44,67 £ 9,61 74,67 + 16,07
Fraccdo disponivel (Extraida com DTPA)
Caldeirio 0,19+0,17* 0,17+ 0,09° 1,89 + 1,51° <Ld
Pomardo  0,01+0,01° 5,88+ 0,68° 0,90 + 0,12 <Ld
Plantas (n=3 para cada area de amostragem)
Primavera
Folhas novas
Caldeirdo  0,65+0,32" 10,52 +4,10° 71,48 + 4,44° 95,43 + 19,99
Pomardo  0,18+0,11° 10,44 + 4,42° 4123 + 6,45 67,80 + 13,13°
Folhas maduras
Caldeirio  0,83+0,38®  534+1,11° 44,45 + 5,94% 117,82 + 17,73°
Pomardo  0,86+024®  7,67+2,33 51,13 +3,71% 93,37 + 8,04%
Verdo
Folhas novas
Caldeirdo 142+041® 9,07 +3,02° 59,69 + 7,29%° 71,98 +14,25°
Pomardo  175+0,19 8,87+ 1,57 72,10 + 7,492 70,19 + 5,98b°
Folhas maduras
Caldeirdo 175+ 0,86 7,15 + 2,05 4530+ 17,08% 79,94 + 8,02°
Pomardo 179+ 048 9,11+ 1,52 55,01 + 5,36 92,09 + 6,00%

Ld — Limite de deteccdio. Valores na mesma coluna seguidos de letras diferentes sdo significativamente
diferentes (p <0,05) e representam médias + desvio padrdo.
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Os solos do Caldeirdo e Pomarfdo nio apresentaram diferencas significativas nas
concentragdes totais de todos os elementos vestigias bem como, na frac¢éo disponivel de
As e Pb (extraida com DTPA). A fraccdo de Cu disponivel para os organismos nos solos do
Pomarfio foi superior, porém s6 representa 4,7 % do teor total. Ambas as &reas
apresentaram valores para a fraccdo de Zn disponivel inferiores ao limite de detecgdo do
aparelho analitico.

Embora as folhas maduras apresentem maiores concentragdes em elementos
quimicos vestigiais do que as folhas novas, esta variag@o n#o foi significativa. De uma
maneira geral, as concentracdes destes elementos nas folhas colhidas em ambas as estagdes
e areas foram similares. Estes factos, podem relacionar-se com a similaridade observada
entre as concentragdes totais e da fracgdo disponivel nos solos (excepto para o Cu) e podem
sugerir uma elevada mobilidade interna dos elementos vestigiais no xilema e floema
(Clemens et al., 2002; Yruela, 2005).

Apesar das concentragdes de Cu nos solos serem maiores no Pomargo, estes valores
ndo reflectem o Cu nas folhas, uma vez que ndo foram observadas diferencas significativas
para a concentracdo deste elemento entre os tipos de folhas, dreas estudadas e estagdes do
ano. A translocagdo do Cu entre as vérias partes das plantas desempenha um papel
predominante na utilizagdo do mesmo pela planta. Assim, sob condi¢des de excesso, 0s
tecidos das raizes podem demonstrar uma elevada capacidade de manter o nivel de Cu em
vez de o translocar para a parte aérea (Kabata Pendias & Pendias, 2001).

Apesar de as concentragdes de Pb no solo serem baixas, ambas as populagdes
concentram quantidades consideradas fitotéxicas nas suas folhas (30-300 mg kg™'; Kabata
Pendias & Pendias, 2001) mas nfo demonstraram sinais visiveis de toxicidade (folhas
verdes muito escuras, murchamento das folhas maduras, folhagem atrofiada; Kabata
Pendias & Pendias, 2001) sugerindo uma elevada tolerancia da planta a este elemento.

Os valores obtidos para a actividade enziméatica da CAT, POD e SOD nas folhas
novas ¢ maduras de C. ladanifer, colhidas na Primavera e Verfo, nas duas 4reas de
amostragem constam da Figura 1. Em ambas as areas e estacdes do ano, as folhas novas e
maduras apresentaram actividade da CAT nas fracgdes soliivel e idnica sendo a fraccdo
soluvel a que demonstrou maior percentagem da actividade total (50-78 %).

Na Primavera, as folhas novas do Pomar&o apresentaram uma actividade da CAT na
fraccdo soluvel cerca de 3 vezes superior & das folhas maduras da mesma area e as folhas
do Caldeirdo, sugerindo que esta actividade enzimatica no Pomar&o decorre também como
mecanismo de tolerAncia ao stresse hidrico, térmico e & radiacdo solar nas folhas
também foi documentado por Yannarelli et al. (2006) em estudos feitos com Helianthus
annuus. Em ensaios realizados com Pisum sativum L. e Triticum aestivum L. sujeitos a
stresse hidrico e a radiagdo solar simultaneamente, a actividade de CAT total também
aumentou relativamente ao controlo (Alexieva et al., 2001).

No Pomardo e Caldeirdio (nesta area de uma forma nZo significativa
estatisticamente), o decréscimo das actividades da CAT na fracgdo soluivel das folhas novas
para as maduras pode relacionar-se com o aumento dos teores em Zn (r=-0,75 e r=-0,93,
respectivamente) nas folhas, que apesar de nd3o ocorrerem em concentracdes consideradas
toxicas, estdo muito proximas, nas folhas maduras, do valor minimo da gama de
fitotoxicidade (100 mg/kg; Kabata-Pendias e Pendias, 2000). O decréscimo da actividade
desta enzima face ao Zn foi também observado em Salix viminalis (Landberg & Greger,
2002) cultivado em hidroponia. As actividades da CAT na fracg@o ionica das folhas (novas
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e maduras) colhidas na Primavera nfio apresentaram diferencas significativas entre as 4reas.
Entre as folhas novas e maduras de cada uma das éareas, a diminuigdo das actividades da
CAT nesta fraccdo ndo foi significativa o que pode relacionar-se com o aumento (n&o
significativo) das concentragdes de elementos vestigiais entre os dois tipos de folhas (As
nas folhas do Caldeirdo, »=-0,91; e Zn nas folhas do Pomar&o, »=-0,78).

Figura 1 — Actividade das enzimas CAT, SOD e POD nas fracgdes soluvel e iénica em
folhas de Cistus ladanifer, colhidas na Primavera e Verdo, no Caldeirdo (C) e Pomar&o (P).
Valores na mesma fracgdo seguidos de letras diferentes (maitisculas para a fracgéo ionica e
mintsculas para a fracgo soluvel) sdo significativamente diferentes (p<0,05) e representam
médias + desvio padréo.

No Verdo, as actividades da CAT nas fracgdes solivel e iénica foram semelhantes
entre as areas e estadios de desenvolvimento das folhas. As actividades enzimaticas, na
fraccdo solivel das folhas de ambas as areas e na fracgio ionica das folhas do Pomaré&o, nédo
parecem estar associadas a nenhum dos elementos quimicos estudados. Porém, a actividade
da fraccdo i6nica nas folhas do Caldeirdo pode ser estimulada caso as concentragdes de As
aumentem para niveis toxicos (#=0,835). Comparando as duas esta¢des do ano, constatou-
se que as folhas de Verdo demonstraram maior actividade da CAT na fraccdo soluvel que
as da Primavera da mesma area (excepto folhas novas do Pomardo da Primavera), o que
serd devido, possivelmente, a interven¢do da CAT como mecanismo de tolerdncia ao
stresse hidrico e luminoso. O estimulo da actividade da CAT total face ao aumento da seca
e radiagdo UV, em coexisténcia ou ndo, foi também observado para outras plantas
(Alexieva et al., 2001; Yannarelli et al., 2006).

Para o Caldeirfio verificou-se ainda uma inter-relagdo entre a actividade da CAT e
SOD na fracgfo soluvel das folhas colhidas na Primavera (»=0,98) e na fracc@o idnica das
folhas colhidas no Verdo (+=0,83).

Relativamente a POD, a actividade da frac¢go ionica foi superior a da actividade da
fraccdo soluvel em todos os casos, variando entre 54 e 100% da actividade total. Na
Primavera, as actividades da POD na frac¢fo solivel foram similares entre dreas e estadios
de desenvolvimento das folhas, ndo estando correlacionadas com nenhum dos elementos
estudados. Relativamente a fracgdo idnica verificaram-se diferengas significativas entre as
dreas mas n#o entre as folhas novas e maduras da mesma area. No Caldeirfio, a actividade
da POD na frac¢fio idnica nas folhas novas e maduras pode relacionar-se com a
concentragdo de Zn (r=-0,82) e/ou radiagdo UV existente. O estimulo da actividade da POD
face ao aumento da radiagdo foi também verificado com Helianthus annuus L. e Pisum
sativum L. (Alexieva et al., 2001; Yannarelli et al., 2006). Em contraste, no Pomardo a
actividade da POD na fracgfo idnica parece néo se relacionar com nenhum dos elementos
quimicos estudados. Assim, a existéncia de menores valores de POD nesta frac¢do no
Pomar#o, relativamente & do Caldeirfo, pode relacionar-se com o stresse hidrico como
reportado por Alexieva et al. (2001) em ensaios com Triticum aestivum L.

No Verdo, a auséncia de actividade da POD na frac¢do solivel das folhas novas do
Pomardo distinguiu-se significativamente e estd, possivelmente, relacionada com o
aumento da radiagdo UV absorvida pelas folhas de esteva e indisponibilidade de dgua. A
similaridade entre as actividades da POD na frac¢do ionica de ambas as areas de
amostragem, os menores valores relativamente aos de Primavera e a nfo correlagdo com
nenhum dos elementos quimicos estudados, sugere que a actividade desta enzima poderd



327
328
329
330
331
332

211

D9
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372

estar apenas associada ao aumento da temperatura e radiagio. E de realgar que as folhas
novas de Primavera apresentaram maior actividade de POD relativamente as de Verdo o
que pode sugerir um acréscimo na defesa contra o stresse oxidativo, ja que a planta estd na
fase de desenvolvimento e, consequentemente, fotossinteticamente mais activa.

Em ambas as areas observou-se actividade da SOD nas fracgdes solivel e idnica,
independentemente do tipo de folha e estagdo do ano, sendo a fracgdo solivel a que
demonstrou maior percentagem da actividade total (57-78 %). Na Primavera, a actividade
da SOD na fracgfo soluvel foi diferente entre as areas mas, nfo entre tipo de folhas da
mesma area. Porém, na frac¢do ionica foram semelhantes entre as areas e estadios de
desenvolvimento das folhas.

Na Primavera, s6 as actividades da SOD na fracgéo soluvel e iénica do Caldeirdo se
relacionaram com um dos elementos vestigiais nas folhas (Zn: »=-0,84 e r=-0,76,
respectivamente). As maiores actividades da SOD soltvel no Pomardo, relativamente ao
Caldeirfo, € a ndo relagdo com nenhum dos elementos vestigiais estudados pode sugerir a
intervenc¢do desta enzima contra o stresse UV e hidrico. Em ensaios com Triticum aestivium
L e Pisum sativum L. sujeitas a stress UV e UV-+hidrico também foi observado um
aumento da actividade da SOD total (Alexieva et al., 2001).

No Verfo, as actividades da SOD nas fracgdes soluvel e idnica foram semelhantes
entre as areas e tipos de folhas nfo se relacionando com nenhum dos elementos vestigiais
estudados. Assim, esta enzima pode estar relacionada com a tolerdncia as condi¢des de
temperatura elevada, baixa humidade relativa do ar e com a maior incidéncia da radiacéo
solar como observado em outros estudos (Alexieva et al., 2001).

CONCLUSOES

Apesar de as concentragdes de Pb no solo serem baixas ambas as populagdes
acumularam quantidades deste elemento consideradas fitotéxicas nas suas folhas. As
plantas de Cistus ladanifer parecem estar bem adaptadas a coexisténcia de um vasto
conjunto de stresses ambientais (radiagio UV, seca, temperaturas altas e elementos
vestigiais no solo) presentes nas areas do Caldeirfio e Pomar&o. Esta tolerdncia pode estar
relacionada com o funcionamento eficaz de diferentes isoenzimas de CAT, POD e SOD. A

| menor actividade das enzimas antioxidativas, nomeadamente da POD na fracgdo soluvel,

pode ser compensada pela actividade de outras enzimas ou funcionamento de outros
sistemas antioxidativos.
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