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RESUMO

As alteragbes climaticas tem influenciado diretamente no balangco energético da Terra no espago € nos seus
ecossistemas. Em regides de clima Mediterranico, essa influéncia ainda é mais visivel devido as grandes amplitudes
térmicas anuais. As respostas das plantas a estas mudancas ira depender basicamente dos regimes de precipitacido aos
quais elas estdo expostas e das estratégias especificas dessas plantas, em particular a tolerancia e a resisténcia a seca.
De entre os diversos 6rgdos da planta, as sementes tem-se tornado uma ferramenta de pesquisa extremamente
relevante no que diz respeito ao estudo da fisiologia da planta e das suas interagbes com 0 meio ambiente. Isto porque
tem como principal caracteristica armazenar as reservas de nutrientes necessarios para o desenvolvimento de uma nova
planta nos primeiros estagios de vida. Para este estudo, foram utlizadas sementes de Quercus rotundifolia Lam., espécie
conhecida por azinheira, tipicamente mediterranica, com uma elevada plasticidade e tolerancia & seca, muito frequente
na paisagem alentejana. Foram colhidas amostras em 25 locais de estudo em Novembro de 2012 ao longo de um
gradiente climético, desde a costa atlantica até a margem esquerda do Guadiana. Foram analisados parédmetros
morfoldgicos, quimicos e da composicao isotdpica das bolotas no intuito de estudar a estratégia adotada pela azinheira e
as suas adaptagOes fisico-quimicas em situacdo de stress hidrico. Como resultado, o peso médio foi o pardmetro
morfolégico que melhor se relacionou com as varidveis climaticas, apresentando uma correlacdo negativa as
temperaturas elevadas de Verdo e positivamente correlacionado com a precipitacdo de Inverno. Embora ndo se tenha
observado nenhuma correlacdo significativa entre os pardmetros quimicos e as variaveis climéticas estudadas,
observou-se que o tamanho da bolota estava correlacionado com o contelldo em agucares sollUveis. Em relagdo aos
parametros isotdpicos, destacou-se a composi¢ao isotopica do azoto ( 615N), 0 qual apresentou uma correlagdo negativa
com o indice de aridez associado a cada ponto de amostragem ao longo do gradiente estudado. JA& a composi¢do
isotépica do carbono (613C) apresentou uma correlagdo negativa significativa com a temperatura média de Inverno;
enquanto a composicao isotopica do oxigénio (6180) mostra uma relacdo positiva com a mesma. O contetdo em carbono
(%C) também apresentou uma correlagdo positiva com o indice de aridez, enquanto que a percentagem de azoto (%N)
correlacionou-se negativamente com a temperatura sazonal. Para identificar quais as variaveis climéaticas que melhor
explicaram o desenvolvimento da bolota ao longo do gradiente climatico, aplicou-se uma andlise de componentes
principais (PCA) agrupando todas as variaveis climaticas em fatores, dos quais os dois primeiros explicaram 90,16%
(74,84 % + 15,21%) da variancia observada. Deste modo, 0 primeiro eixo agrupou as variaveis de temperatura (valores
elevados de temperatura) e precipitacdo (valores baixos) e, no segundo eixo, variaveis relacionadas com temperaturas
baixas e precipitagdo do més mais seco. Perantes estes resultados, concluiu-se que as bolotas de Quercus rotundifolia
Lam. demonstraram ser muito sensiveis as mudangas climaticas, revelando uma relagdo com a composi¢ao quimica e a
morfologia. Deste modo, as bolotas registaram a resposta das plantas a seca e as condi¢cfes de stress hidrico ao longo
do gradiente climatico. Como consideracdes finais, € de salientar que este foi um primeiro estudo e que mais estudos
devem ser realizados de modo a poder utilizar as sementes como indicadores nos estudos das relagdes entre a resposta

das plantas as altera¢des ambientais.

Palavras-chave: Quercus rotundifolia Lam.; bolota; sementes; gradiente climatico; stress hidrico; parametros

morfoldgicos. parametros quimicos e composigdo isotopica.



ABSTRACT

Climate change has directly influenced the energetic balance in space on Earth and its ecosystems. In
Mediterranean regions, this influence is even more visible due to the large annual temperature range. Plant
responses to these changes will depend largely on the precipitation regimes which they are exposed and the
specific strategies of these plants, in particular tolerance and drought resistance. Within diferent organs of the
plant, seeds have become an extremely important research tool in regard to the study of plant physiology and
its interactions with the environment. The reason is its main characteristic of storing reserves of nutrients
needed for the development of a plant in its early stages of life. For this study, it was chosen seeds of
Quercus rotundifolia Lam., known as Holm oak, tipically Mediterranean species, with high plasticity and
drought tolerance, very common in the Alentejo landscape. Samples were collected from 25 study sites in
November 2012 along a climate gradient from the Atlantic coastto the left bank of the Guadiana. It were
analyzed morphological , chemical and isotopic parameters of acorns in order to study the strategy adopted
by holm oaks and its physico-chemical adaptations to water stress.Asa result, the average weight was the
parameter that correlated best with climate variables, which showed negative correlation between the high
summer temperatures and positively correlated with winter precipitation. Although it was not observed any
significant correlation between chemical parameters and climate variables, it was observed that the size of the
acorn correlated with the content of soluble sugars. Concerning the isotopic parameters, the isotopic
composition of nitrogen (615N) showed a negative correlation with with aridity index, associated with each one
of the studies sites within the gradient. Furthermore, the carbon isotope composition (613C) showed a
significant negative correlation with the average temperature of winter, while the isotopic composition of
oxygen (5'°0) shows a positive relationship with it. The carbon content (% C) also showed a positive
correlation with the index of aridity, while the percentage of nitrogen (% N) was negatively correlated with
seasonal temperature. To identify climate variables that explain the development of acorn along the climate
gradient, we applied a principal component analysis (PCA) gathering all climate variables on factors, of which
the first two accounted for 90.16 % (74 84% + 15.21%) of the observed variance. Thus, the first axis grouped
variables temperature (related with high values) and precipitation (related with lower values) and in the
second axis, variables related to low temperatures and precipitation in the driest month.Faced of these
results, it was concluded that the acorns of Quercus rotundifolia Lam. proved to be very sensitive to climate
change, revealing a relationship with the chemical composition and morphology. Thus, acorns recorded the
response of plants to drought and water stress conditions along the climate gradient. As conclusion it is
noteworthy that this was a preliminary study and further studies should be conducted in order to use the

seeds as indicators in studies of relations between the responses of plants to environmental changes

Keywords: Quercus rotundifolia Lam.; acorn; seeds; climate gradient; water stress; morphological

parameters; chemical parameters; ilsotopic composition.
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Estudo da bolota de Quercus rotundifolia Lam. como indicador precoce do stress hidrico ao longo de um gradiente climéatico na regido
Alentejana (SE,Portugal)

1. INTRODUCAO GERAL

1.1. A Desertificacdo e o Clima Mediterranico

Desertificacdo corresponde a degradacgado da terra, nas zonas aridas, semi-aridas e sub-himidas secas, em
resultado da influéncia de varios fatores naturais ou antropogénicos no balango energético da terra no espaco,

incluindo as variag@es climaticas e as atividades humanas (UNCCD,1994)

Segundo a United Nations Convention to Combat Desertification — UNCCD (1994), as principais causas da

desertificacdo sao:

e As condi¢bes climéticas semi-aridas afetando grandes areas, as secas periodicas, a grande

variabilidade pluviométrica e as chuvadas repentinas e de grande intensidade;
e Os solos pobres e altamente erosionaveis, propensos a formacao de crostas superficiais;
e O relevo acidentado, com declives acentuados e paisagens muito diversificadas;
e As grandes perdas no coberto vegetal resultantes da severidade regional dos incéndios florestais;

e A crise na agricultura tradicional associada ao abandono da terra e a deteriora¢@o das estruturas de

protecdo do solo e de conservagdo da agua,

e A exploracdo ndo sustentavel dos recursos hidricos, causadora de prejuizos ambientais graves,

neles se incluindo a poluigdo quimica, a salinizac@o e o esgotamento dos aquiferos;

e A concentracdo das atividades economicas no litoral, como resultado do crescimento urbano, da

atividade industrial, do turismo e da agricultura de regadio.

Segundo a United Nations Convention to Combat Desertification (UNCCD, 1994), uma das principais causas
da desertificacdo sdo as condi¢des climéticas semi-aridas afetando grandes é&reas, as secas periddicas, a
grande variabilidade pluviométrica e as chuvadas repentinas e de grande intensidade, o que faz das regides de

clima mediterranico zonas suceptiveis a desertificacdo.

Dentro de um panorama mundial de areas de suceptibilidade a desertificacdo induzida pela agéo antrépica,
Portugal é o pais mais afetado do anexo IV da Convencdo (UNCCD, 1994), seguido por Turquia e ltdlia. A
desertificacéo tem se espalhado em 1/3 do territério nacional e devido as ameacas fisicas, ecoldgicas e sociais,
essa situacao estd rapidamente aumentando para um total de 2/3 do territorio suceptivel a desertificacdo nas

proximas duas décadas (Branco , 2010).

A bacia Mediterranica é uma das regides européias mais propensas a ser afetada pela mudanca climatica. E
esperado que as temperaturas aumentem pelo menos entre 2 a 4 °C ao longo do proximo século. Para a

precipitagcdo, € esperado um decréscimo durante o Verdo e o Outono e um aumento durante o Inverno, com um
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decréscimo global na disponibilidade da &gua devido ao um aumento na evapotranspiragdo, especialmente

durante o Verao (in Ramirez-Valiente 2009; Giorgi 2008).

O clima mediterranico corresponde a uma transicdo entre os climas arido do norte da Africa e as
temperaturas chuvosas da Europa central e é afetada pelas interacdes entre as latitudes médias e 0s processos
tropicais. Assim, o clima mediterranico é caracterizado pelos Invernos moderados e chuvosos e verdes quente e
secos (Giorgi, 2008).

As estacdes intermédias, a Primavera e o Outono, sdo os periodos mais importantes para o
desenvolvimento da vegetacao, alturas onde a dgua nao é demasiadamente escassa ou a temperatura muito
baixa. Neste panorama, percebe-se a fragilidade dos ecossistemas presentes em este clima, pois estdo sujeitos

a temperaturas extremas tanto no Verdo como no Inverno.

Em Portugal, a secura do Verdo € seguida por um regime de precipitagdo torrencial no Inverno.
Frequentemente, rios e ribeiros secos durante o Verdo correm com grande intensidade e quantidade de agua
durante o Inverno, arrastando grande quantidade de sedimentos. Em virtude deste regime de precipitacdo

torrencial o risco de perda dos solos acentua-se (Régo, 2008).

Sobrepondo as zonas do pais onde os indices de aridez sdo mais elevados e as zonas em que o0s solos
apresentam maior risco de eroséo, percebe-se que as zonas de Portugal mais ameacadas pela desertificacdo
coincidem com o sul e interior do pais (Régo, 2008; Branco , 2010).onde o sobreiro e a azinheira sdo as duas

espécies dominantes desse tipo de paisagem (LPN, 2007)

Foi no interior do Alentejo e no Algarve que, durante a campanha do trigo em 1929, a area sofreu de uma
intensa exploracdo inadequada do solo onde a mecanizacdo da agricultura extensiva e a diminuicdo dos
periodos de pousio destruiu a camada superficial. Assim, um intenso processo erosivo resultou na perda de
fertilidade do solo e consequentemente na quebra dos pequenos fazendeiros que em massa migraram para as

grandes cidades (Branco, 2010).

Para além disto, a pecuaria produzida em pastos sob Montado, em anos secos com excessivo nimero de
cabecas, degradou a cobertura do solo levando a um processo de erosdo. A valoracdo do carvao durante a
campanha do trigo e durante a 22 Guerra Mundial também contribuiram para a degradacéo dos sobreiros e da
azinheira, seguidos pela cultura inadequada do cereal. Grandes incéndios combinados as secas também

colaboraram com esta destruicdo do ecossistema natural e para a mal uso da 4gua e do solo (Branco, 2010).

1.2. As adaptacdes das plantas a seca

De um modo geral, o clima exerce uma forte pressédo de sele¢cdo nos organismos e nos seus ecossistemas,
além de apresentar continuamente novos desafios para a vida (PNUD,2007).As espécies e as suas populacdes
podem reagir a mudancas climaticas através das evolucdes adaptativas ou por migracbes até encontrar um
clima que mais as favoreca. Se essas alternativas falham e se a populacdo ndo possui plasticidade na sua

filogenia em termos de tolerancia e adaptacdo aos novos formatos do clima, entdo esta espécie estara
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ameacada de extincdo (PNUD,2007). Evolugdo é uma solugdo muito perspicaz quando se refere as mais
variadas formas de pressdo de selecdo, mas extingdo induzida por mudangas climéaticas sdo inevitaveis.
(PNUD,2007).

As plantas desenvolveram diferentes mecanismos como resposta ao stress, as quais podem constituir a sua
estratégia de sobrevivéncia. Dependendo do mecanismo, a planta pode ser caracterizada como: 1) tolerantes
ao stress (sdo as plantas que entram em contato com o stress e desenvolvem mecanismos para superar o
estado de tensdo); 2) evitam o stress (aquelas que se adaptam morfologicamente a fim de evitar o contato com
0 stress); ou ainda, 3) resistentes ao stress (sdo as plantas que em situacdo de stress ndo apresentam

sintomas de injaria) (Mandre, 2002).

Além disto, a intensidade da resposta pode variar no tempo e no espago, sendo diferente em 6rgaos da
mesma planta. S&o as folhas, que, dependendo da localizagdo na copa — topo ou dentro — tem diversas
sensibilidades a luz e as suas mudancas drasticas de intensidade (Mandre, 2002). Um outro exemplo, sdo o0s
anéis do tronco de uma &rvore que através de suas caracteristicas fisicas, podem registrar as mudancgas
ambientais recentes, mas ocorridas no passado (Loader et al, 2007). A nivel das sementes, ainda ha pouca

informacao, tendo esta apenas se tornado objeto de estudo nas uUltimas décadas (Rodrigues, C., 2011).

Existem diversas maneiras de uma planta se adaptar as variacdes climéticas. No clima mediterranico, onde
0s verfes sdo mais secos e quentes, as plantas possuem uma plasticidade muito grande, sendo caracteristicas
desta zona as Oliveiras, Azinheiras e 0s Sobreiros. Para este estudo, irar focar-se nas caracteristicas e

estratégias adaptativas da azinheira (Quercus rotundifolia)

1.3. Quercus rotundifolia Lam., a azinheira

A azinheira, Quercus rotundifolia Lam. (fig 1), € uma planta dicotiledénea perenifolia pertencente ao género
Quercus, ordem Fagales e da familia das Fagaceas. A azinheira € a espécie mais abundante e representativa
do género Quercus na floresta mediterranica. Em Portugal, a azinheira corresponde a 13% do coberto florestal
nacional, equivalendo a 412.878 ha, dos quais, quase toda a sua totalidade, 99,4% da area de povoamento da

azinheira, esta localizada na zona de suceptibilidade a desertificagéo (Dias A, 2013)

Observa-se a incidéncia da azinheira, em quase todos 0s grandes tipos de substratos siliciosos (exceto
arenosos) e também, em solos de origem calcéaria, domina areas com precipitacao superior a 300 mm anuais.
Em solos com baixa capacidade de retengdo de agua também se encontram os azinhais, mesmo sob

precipitagfes mais abundantes.(LPN, 2007)

Sendo uma espécie tipica do clima Mediterranico, a azinheira , esta claramente adaptada ao stress climatico,
mais concretamente, as temperaturas mais frias do Inverno, a irregularidade na distribuicdo de precipitacéo, e
ao periodo maximo de seca em coincidéncia com as temperaturas mais elevadas, durante o periodo de Verao

(Costa et al., 1997).
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As folhas grossas esclerdfilas das azinheiras séo relativamente opacas, e tém aproximadamente o dobro da
clorofila necesséria para a realizagdo da fotossintese Outra caracteristica da esclerofilia das azinheiras é que as
suas folhas tem cuticulas grossas para reduzir as perdas de agua durante os periodos secos e calorosos. Os
estbmatos estdo concentrados na parte interior da folha, em algumas ocasides nas cavidades. Geralmente
apresentam uma camada de pélos ou ceras que refletem a luz solar, reduzindo assim o aquecimento foliar
nestes locais de forte exposicdo solar. Uma outra fungdo destas estruturas é o de ajudarem a manter uma
camada de ar saturado de humidade nas proximidades da superficie foliar, o que dificulta as perdas de agua,

facilitando as trocas gasosas e a condutancia estomatica (Ruiz de la Torre, 2006).

As folhas da azinheira podem aprsentar diferencas devido a diferente posicédo na copa o que vai condicionar
a quantidade de radiac&o que recebam. As folhas mais exteriores aguecem muito no Verdo, fazendo com que
0s ESTOMAS se mantenham fechados para reduzir a transpiracdo. Normalmente estas folhas apresentam uma
lobulacéo , que ajuda a refrigerar e facilita a troca de calor. Também podem ter um tamanho menor que as
folhas internas, que sdo mais arredondadas, com bordas inteiras e com menor revestimento isolador. (Costa et
al., 1997).

Os processos fisioldgicos desta espécie pretendem optimizar a disponibilidade dos recursos hidricos e dos
nutrientes. Um destes processos € a estratégia adaptativa da esclerofilia foliar, que permite ajustar o periodo
vegetativo aos momentos mais favoraveis do ciclo climatico anual, sendo possivel a manutencdo de um
potencial hidrico sempre muito negativo nos periodos de maior stress hidrico e um contudo hidrico da folha
muito baixo, o que facilita as trocas gasosas mesmo em periodos de disponibilidade hidrica reduzida (Werner et
al., 2001)

Outra adaptacao se d& pela taxa fotossintética , que flutua ao longo do dia. Nas primeiras horas, quando o
calor ainda néo é excessivo, a atividade fotosintética regista niveis maximos na absorcao de CO,. Ao meio dia,
a maioria dos estomas fecha para reduzir ao maximo a perda de 4gua durante as horas de mais calor, nas
quais a fotossintese diminui muito. Mais a tarde, mesmo ainda com calor intenso, produz-se uma certa
recuperacdo nos niveis de atividade metabdlica. Este mecanismo, o fecho estomatico do meio-dia, foi pela
primeira vez observado por Lange e colaboradores em Arbutus unedo, uma outra planta do Mediterrdneo
(Lange et al., 1980)

A rentabilidade fotossintética destes sistemas é aproximadamente metade da apresentada por um bosque
caducifélio, pois ainda que capazes de suportar grandes periodos de seca, uma luminosidade extraordinaria,
temperaturas muito altas no Verdo, Invernos muito rigorosos, inclusive geadas tardias, a sua eficiéncia
fotossintética é relativamente baixa. A atividade metabdlica das azinheiras reduz significativamente abaixo dos
10°C, sendo especialmente resistente as temperaturas frias, chegando a suportar temperaturas abaixo dos -

25°C sem apresentar quaisquer lesdes. (Costa et al., 1997).

O Montado de Azinho (fig 1) possui uma aréa de expansao bastante mais alargada, devido a plasticidade da

espécie na sua adaptacao a diversos tipos de solo e clima. Outro motivo deve-se a sua facil dispersdo dado que
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a bolota (o fruto da azinheira), os quais sdo normalmente consumidos por animais como corvideos, sendo
assim comum encontrar uma regeneragdo natural de azinho em zonas onde a agricultura e o pastoreio

intensivo foram arredados (LPN, 2007).

- 1

Figura 1: Vista da azinheira (Quercus rotundifolia) isolada em uma paisagem (A) e como parte de um montado (B), ambas
no Conselho de Barrancos, Alentejo SE, Portugal

1.3.1. Fenologia e formacao da bolota

Em relacéo ao género Quercus apresentam-se dois tipos de ciclos de amadurecimento do fruto: o anual, que
requer unicamente uma temporada para completar o ciclo reprodutivo, e o bianual que requer dois anos

completos (Gémez- Casero et al.,2007). Na azinheira o ciclo reprodutivo é anual. (Diaz,2000).

Nas azinheiras de zonas amenas, 0 pico do crescimento anual é entre Fevereiro e Abril (Pulido, 2000),
podendo atrasar um més, de Marco a Maio (Domingues el al., 1999). O despertar vegetativo e a floracdo tem
lugar entre Abril/ Maio, quando ainda as reservas hidricas dos solos sdo abundantes. As sucessivas feno fases

desenrolam-se de Junho até ao final de Novembro (Macchia et al., 1993).

A maior parte dos escleréfilos perenes mediterrdnicos como a azinheira, efetuam no Outono uma segunda
atividade vegetativa, quando as temperaturas sdo favoraveis para o crescimento e as chuvas de final de Ver&o
chegam. Este segundo crescimento podera ndo acontecer, se as temperaturas diminuirem abaixo do limite ou

se as precipitacdes seguem até ao final do Outono (Macchia et al., 1993).

A azinheira € uma espécie monodica (a mesma arvore produz folhas masculinas e femininas independentes).
O desenvolvimento da flor masculina produz-se a partir do més de Margo e prolonga-se até ao més de Abril
(Dominguez et al., 1999). Ja as flores femininas comegcam a desenvolver-se posteriormente as masculinas, até
0 més de Abril (Vazquez, 1997). As inflorescéncias femininas estdo situadas na zona média ou terminais das
ramas jovens (Vazquez, 1997) e sao fertilizadas entre um a trés meses depois da formacao do broto anual
(Pulido, 2002).

Nas azinheiras, as flores femininas encontram-se receptivas a partir do més de Abril. O 6vulo encontra-se

maduro e produz a antese das flores femininas permitindo a polinizagdo anemdfila. Posteriormente, se o 6vulo
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foi fertilizado, produz-se o desenvolvimento do embriéo e o inicio da formagédo da bolota (fig 2) que ird terminar
no més de Novembro (Vazquez, 1997). Os frutos formados desenvolvem-se ao longo do Verao e principio do
Outono — Setembro e Outubro (Dominguez et al., 1999) — sofrendo consideraveis perdas antes da dispersao,

devido a diferentes causas de aborto e a acéo de insectos perfuradores de frutos (Pulido, 2002).

Figura 2: Bolota madura de Quercus rotundifolia. A frutificacdo se da ao longo do Verdo até o inicio do Outono quando
caem.

A germinacdo das bolotas e a emergéncia de plantulas ocorrem na Primavera seguinte a disperséo,

existindo uma ampla variabilidade fenolégica em fungéo do clima (Pulido, 2002).

1.4. A bolota

A bolota ou glande, é o fruto da azinheira.Se um corte de fora a dentro for realizado, sera possivel destinguir
duas partes: o pericarpo (ou a casca) que é a capa externa lignificada que protege a parte mais interna que é a
semente. A semente por sua vez é composta pela testa (uma espécie de membrana aveludada) e o embrido,
guecompde-se de um lado de dois cotilédones de grande tamanho onde se acumulam as grandes reservas e

no extremo oposto a base o eixo embrionario, onde se desenvolvera a futura planta (Ramos, 2002)(fig. 3).
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Embrido — :
Pericarpo

Cotilédones

Figura 3: Constituicdo da bolota de Quercus rotundifolia.

1.4.1. Morfometria da bolota

O tamanho da semente é considerado como um dos recursos vegetais de grande relevancia ecolégica ao
estar associado tanto com a capacidade das espécies de dispersar-se e estabelecer-se (Leishman et al., 2000;
Garrido et al., 2005). Além do mais, atribui-se & grande parte desta caracteristica a variagdo das condi¢des
ambientais (Gutterman, 1992; Garrido et al., 2005).

A bolota pode apresentar dimensbes e formas diferentes de arvore para arvore. Diferentes autores
assinalam a duracdo do periodo vegetativo como a principal fonte de variacdo do tamanho da bolota a nivel
individual. Assim, Diaz-Fernandez e outros autores (2000; 2004) indicaram que quando se regista o maior
adiantamento na brotacdo e na floracdo, produzem-se colheitas de frutos com maior tamanho. O ndmero de
sementes que a planta produz também varia e esta relacionada com a quantidade de recursos disponiveis.
Embora a planta possua uma capacidade relativa de manter o tamanho e o peso da semente modificando o
namero das mesmas, a variacdo na quantidade de recursos ambientais causa alteragcdes no tamanho das

bolotas.

1.5. Composicao quimica da bolota

As bolotas da azinheira sdo as mais doces entre todos os carvalhos utilizados na alimentacdo humana, seja
assadas ou para a confec¢do de farinhas, em épocas de escassez de cereal.Como alimento dos porcos de
motanheira ainda tem importancia econémica local na producdo de carnes e enchidos de qualidade (LPN,
2007).

A polpa das bolotas tem uma cobertura ou consisténcia membranosa aveludada, dois cotilédones grandes
que incluem o endosperma onde se acumulam grandes quantidades de reservas e o embrido (fig 1). A sua
composicao quimica englobaria um conjunto de compostos de armazenamento que esta presente em grandes
quantidades — hidratos de carbono, lipidos ou proteinas, componentes relacionadas com a maquinaria
bioguimica encarregada das transformacfes, das substancias de reserva e compostos secundarios que tém

papéis diferentes na biologia das sementes (Besnier, 1989).
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Os hidratos de carbono constituem o principal componente nutritivo da bolota, assumindo a principal forma
de reserva de energia. Dentro deles o amido € o principal representante assumindo cerca de 62% da matéria
seca total (Almeida et al., 1992; Fernandez et al., 2005). Outros hidratos de carbono que se podem encontrar
nas sementes, sdo acucares livres ou sol(veis, como glucose ou sacarose que podem variar entre os 4,7%
(Fernandez et al., 2005) até 11,2% (Almeida et al., 1992).A parede celular, especialmente a das células do
pericarpio e do embrido, podem ser considerados como um compartimento extra de armazenamento de

hidratos de carbono que, posteriormente séo utilizados durante a germinacéo (Perisse, 2002)..

O armazenamento de lipidos nas sementes ndo é tdo comum como o das substancias hidrocarbonadas e
nitrogenadas, visto que os lipidos simplesmente substituem o amido como fonte de energia. Contudo, a respeito
de outros tecidos vegetais sobressairia a grande quantidade de lipidos existentes nas sementes (Perisse,
2002). Os lipidos constituem assim, a forma de reserva de energia mais eficiente, ja que o carbono nos acidos
gordurosos é mais reduzido que nos hidratos de carbono e entdo a oxidacdo dos lipidos gasta o dobro da
energia. No entanto, as gorduras e os hidratos de carbono retém agua e protegem as sementes da dissecacao
e das baixas temperaturas, 0 que geralmente sdo caracteristicas de espécies que vivem em ambientes xéricos

e com sementes dificeis de dissecar (Vazquez,1998).

Os seus valores aumentam desde o inicio do periodo de disseminagdo até o final, em paralelo ao processo
que experimentam os hidratos de carbono de reserva. De modo geral a percentagem de gordura na bolota de
azinheira (7,2%-16,5% sobre matéria fresca) é superior ao encontrado em outras espécies como o sobreiro
(4,6%-8,6%) (Vazquez, 1998). O ambiente também parece ter uma certa influéncia sobre os teores de gordura.
O estado sanitario também pode influenciar no teor de gordura da bolota, pois as bolotas atacadas por pragas

apresentam uma menor quantidade de gordura (Vazquez, 1998; Lépez-Carrasco et al., 2004)

A bolota é considerada um alimento ndo protéico, pelo seu baixo teor de proteina. Contém cerca de 5%
sobre substancia seca (Rodriguez-Estévez et al., 2008), com minimos de 3,6% e maximos de 10,5%
(Fernandez et al., 2005), dos que uns 39% séo sollveis e uns 65% degradaveis no rume A percentagem de
proteina em bolotas de azinheira é inferior ao encontrado em outras espécies, como o sobreiro (6,1-
8,5%)(Rodriguez Estévez et al., 2008). O estado sanitario também pode influenciar o teor de proteina da bolota
encontrando uma maior quantidade de proteina nas bolotas atacadas por pragas, embora (Lépez-Carrasco et

al. (2004)) ndo encontrem diferencas significativas entre bolotas saudaveis e as atacadas neste aspecto.

1.6.Os is6topos como tracadores no estudo do stress hidrico

Os is6topos estaveis sdo aplicados a uma ampla gama de estudos, incluindo a evolucéo, fisiologia e
ecologia dos organismos, e as mudancas climéticas globais. Além do mais, 0s processos vegetais sdo Unicos

considerados integradores e indicadores de mudancas ambientais globais (Yakir et al., 1993)

A utilizacdo das razbes isotopicas em estudos ambientais baseia-se na existéncia de diferencas na
composicao isotopica (R) dos compostos que participam do processo em estudo sensiveis o suficiente para

serem detectados e expressa a relagéo entre o isGtopo mais raro e o mais abundante Tais diferencas ocorrem
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na natureza e sao frutos de reacdes fisico-quimicas e/ou bioldgicas, possibilitando, deste modo, a discriminacéo
de um dos is6topos. Esta razao geralmente é estabelecida pelo is6topo mais pesado sobre o leve e tendem a
ser distintas, pois as velocidades de reagdo dos isotopos leves e pesados sdo levemente distintas. Isto leva a
atual e ampente aceitada notagdo chamada “delta” () onde a razdo do is6topo da amostra analisada (Ramostra) €

expressa em relagéo a um padréo aceito internacionalmente (Rpagrao). Assim:

5E = (“"’7t - 1) x 1000 onde,

Rpadréo
Xx = a massa atdmica do is6topo mais pesado da razéo;

R = expressa relagdo entre o isGtopo raro e o is6topo mais abundante na amostra e na fonte do elemento de

interesse (E)

Os is6topos mais usados sdo carbono, azoto, enxofre, oxigénio e hidrogénio, podem ser analisados juntos
ou separadamente, dependendo do objetivo de estudo (Dawson, 2002).Neste estudo, focaremos nos isétopos

de carbono, azoto e oxigénio.

O uso dos is6topos estaveis do C, N, O e H para estudar os processos fisiolégicos tem aumentado
exponecialmente nas Ultimas tres décadas. Eles estdo presentes nos ecossistemas e sua distribuicdo natural
através dos ciclos bioquimicos reflete, de forma integrada, a histéria dos processos fisicos e metabdlicos do
ambiente. Os ciclos bioquimicos referem-se a transferéncia de elementos quimicos do universo abidtico para o
universo biético e vice-versa. Outro ponto relevante para destacar € que a composi¢ao isotopica varia de acordo
com o tecido da planta. Algumas dessas diferencas se deve as diferencas entre 0s componentes quimicos do
tecido vegetal (Lajtha, 1994).

1.6.1. Carbono

O elemento carbono é observado quando se comparam plantas marinhas e terrestres, bem como entre as
plantas terrestres que possuem diferentes vias fotossintéticas [ex C3, C4, e o metabolismo do acido
crassulaceas (CAM)] . As plantas contém menos 3¢ que o CO, atmosférico em que se baseiam para a
fotossintese. Eles sdo , portanto, "empobrecido” de **C em relagdo a atmosfera . Este esgotamento é causado
por processos enzimaticos e fisicos que discriminam **C em favor de '°C . A caracteristicas basicas dos racios
de is6topos de carbono observadas entre esses grupos sao em grande parte explicadas pelas diferentes formas
que eles assimilam carbono e seus fracionamentos associados (Brugnoli et al, 2000; Farquhar et al, 1989), bem

como respostas das diferentes espécies em relagdo as mudancas ecoldgicas na disponibilidade dos recursos.

Assim, as plantas C3 (como é o caso da azinheira) podem variar em sua 5°C de -20 %o € -35 %o , em
resposta a agua, luz e disponibilidade de nutrientes (Dawson et al., 2002). A disponibilidade de agua, em
particular, pode ser especialmente importante na inducdo de alteracdes na fisiologia estomatica e/ou na
discriminacdo bioquimica expressas na 5°C dos produtos da fotossintese, bem como tecidos e compostos

sintetizados a partir desses produtos (Gleixner et al, 1993) .
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Devido a diferentes oportunidades de fracionamento isotopico na fixagao inicial de CO, nas duas vias , C3 e
C4 , o *c/**C também diferem , com plantas C3 empobrecido em **C em relagdo a plantas C4 (Hobbie et al,
2004).

Particularmente no caso de plantas C3, o CO, é assimilado da atmosfera, o que entra e se difunde para fora
da folha através dos estdmatos. Durante a difusdo para o espaco intercelular dentro da folha, o CO, é

fraccionado contra **C em favor do seu is6topo **C luz em 4,4 %o .

A vasta gama de valores dentro 3°C em materiais bioldgicos e geoldgicos sugere que varios e diferentes
tipos de processos pode levar a variagdo observada (Lakatos et al , 2007; Maguas et al , 2003). Como o0s
ambientes mudam no espacgo e no tempo, ndo é nenhuma surpresa 5"C de muitos tipos diferentes de materiais
também ocorrerem. Como tal, 8"°C pode servir como um importante indicador de mudanga (Dawson et al,
2007).

1.6.2. Azoto

O Azoto é o elemento que com mais frequencia limita o crescimento das plantas em muitos ecossistemas
terrestres (Evans , 2001). Estudos no campo da fisiologia, ecologia e bioquimica tem cada vez mais utilizado os
dados de &N, lancando novos desafios na aplicagdo do is6topo do azoto como tragador, integrador ou
fingerprint de um determinado processo (Dawson et al., 2002) .O principal desafio estd em caracterizar os
diversos e variados fatores de fraccionamento associados com a transformagéo, a utilizagéo e a imobilizacédo do
substancias nitrogenadas enquanto se movem através do ciclo N. Outros autores afirmam que o 5"°N da planta
ndo é um marcador de fonte de N, ao invés disso, ele fornece uma sintese do 3'°N da fonte de azoto,
fracionando eventos que ocorrem durante a absorcao de N e por diferentes associagdes micorrizicas e durante

a assimilacéo, alocacéo e perdas de N a partir da planta (Robinson, 2001)

Algumas aplica¢gbes — chave usando 5'°N nos tecidos vegetais inclui a avaliacédo de contribuigbes de vérias
fontes de N para a planta, a absorcdo de N no campo, incluindo a fixacdo simbittica do azoto e a deposi¢ao
atmosférica, o papel da infeccéo micorrizica, a absorgdo de N dissolvido e a interpretacédo de perfis de 5N em
solos. Como a demanda excede a oferta, freqientemente N em sistemas naturais sugere que o 5"°N da planta

€ uma boa aproximagéo do 5"°N da fonte de N disponivel, sob os diferentes cenarios. ( Marshall et al. , 2007).

1.6.3. Oxigénio

De entre os efeitos mais importantes que influenciam 5°H e 5'0 de aguas metedricas estdo a sazonalidade
- e, por conseguinte, as alteracdes na temperatura de condensacdo de precipitacdo — a latitude e a altitude,
(Ehleringer et al., 1992). Outro efeito conhecido que influéncia a composicao isotdpica das dguas metedricas é

a continentalidade (Ingraham & Taylor , 1991) .

Nao ha fraccionamento de isétopos durante a absorcdo de agua pelas raizes das plantas ( Barbour , 2007; .
Dawson et al , 1998) . A composicao isotopica da agua nas raizes e caules, portanto, reflete a composigéo

isotopica da agua disponivel para a planta. Embora ndo haja fracionamento de isétopos durante absorcéo de
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agua pelas plantas, o fracionamento faz-se ocorrer durante a transpiragdo . A composicao isotopica da fonte de
agua (metedrica) é sobreposta pelo sinal evaporativo — transpirativo na folha denominado por déficit de presséo

de vapor e depende da umidade relativa do ar (Loader et al. , 2007) .

A andlise isotdpica do O e H tem sido amplamente utilizada como um biomarcador de mudancas climaticas
uma vez que d3°H e 5'®0 sdo conhecidos pela capacidade de registrar temperaturas, fontes de 4gua e ainda os

niveis de humidade relativa do ar ocorrido no momento da sintese (West et al, 2010).

1.7. Analise isotOpica em sementes

No caso das sementes, esta analise tem sido muito utilizada no ambito da ecogeoquimica com o objetivo de
tracar o historico do material vegetal a nivel de adapta¢des as condi¢Bes climéaticas de desenvolvimento. Um
estudo feito com a semente do com o trigo (T. Durum) sugere que medir 5'%C das sementes pode ser usado
como um método para avaliar a captacdo de agua (seja ela derivada de irrigacdo e/ou precipitacdo) em

agriculturas passadas (Araus et al., 2001).

Um outro estudo sobre a analise isotépica do C (o 3¢ ) em trigo e cevada foi aplicada para avaliar o peso do
gréo e a relacdo da produtividade desta com as préticas agricolas passadas (Ferrio et al., 2006), mostrando que
a analise isotopica do carbono em sementes de trigo e cevada pode ser utilizado como um indicador de estado

da 4gua na planta, assim como um método para avaliar a captagdo de agua em agriculturas antigas.

Para o gréo do café, a andlise isotdpica de seus elementos permitiu identificar que esta semente € um
indicador fidedigno de parametros de dependéncia geografica (Rosario, 2004). Anteriormente, a composi¢ao
isotépica do carbono, nitrogénio e boro em graos de café (Coffea sp) foi determinada em 19 paises diferentes,
mostrando que esses trés elementos sdo 6timos indicadores de pardmetros de dependéncia geogréfica, e, por

isso uma ferramenta muito importante para inferir a regido produtora do gréo de café (In Rodrigues, C, 2011).

Um outro estudo da determinag&o do fracionamento isotdpico do C, N O e Estréncio (Sr) do gréo verde de
café buscou fazer uma relagédo entre a medida do fracionamento isotopico e as informagfes disponiveis dos
fatores ambientais. Este estudo foi importante para o melhor entendimento de como as sementes integram a
ocorréncia do fracionamento isotépico durante a sua fase de desenvolvimento, associada as mudancas
climaticas e a geologia do local (Rodrigues, C, 2011). Entretanto, o estudo das relagdes entre os is6topos da
semente das plantas e os fatores ambientais ainda é recente (Rodrigues, C, 2011), necessitando de mais

investigacdes.

Diante das atuais e futuras previsdes das mudancas climaticas, da sensibilidade das regiées de clima
mediterranico que estdo sofrendo alteracbes severas e de certo modo até abruptas, da vunerabilidade do seu
ecossistema — em particular sua cobertura vegetal que corre o risco de desaparecer em algumas zonas e de até
haver extincdo de algumas espécies - , viu-se a necessidade de encontrar um indicador precoce a fim de

evitarque tornem-se irreversiveis. As caracteristicas curiosas de Quercus rotundifolia Lam. no que diz respeito
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as suas adaptacdes as temperaturas extremas (tanto frias quanto aridas) e a disponibilidade da éagua,

incintaram o estudo desta espécie dentro do contexto de um gradiente climatico no Alentejo, SE Portugal.

Sendo as sementes um dos primeiros estagios de uma planta, encontrar indicios marcadores de alteracdes
fisico-quimicas relacionados com mudancas a nivel da temperatura e da precipitacdo tornou-se o principal

motivo desse trabalho, sendo pela primeira vez aplicada a analise isotépica em bolotas com este fim.

Assim, detectar precocemente os efeitos das mudancas climaticas a nivel local, embasa futuros projetos de
conservacdo,ganhando-se tempo para 0 maneio sustentavel dessas regides podendo inclusive expandir o

propdsito a um modelo global.
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2. OBJETIVOS

2.1.Geral

Estudar o efeito da variacdo dos fatores climaticos na morfologia, composi¢cdo quimica e isotdpica das
sementes de Quercus rotundifolia, de modo a poder utilizar as bolotas como tragadores da resposta das plantas

as alteracges climaticas.

2.2.Especificos

e Estudar a variagdo morfométrica (comprimento, diametro e peso) da bolota de Quercus rotundifolia ao
longo de uma gradiente de temperatura e precipitacdo

e Estudar a variacdo dos paradmetros quimicos da polpa da bolota de Quercus rotundifolia — mais
especificamente os aguUcares sollveis, amido, lipidos totais e proteinas totais —. ao longo de uma
gradiente de temperatura e precipitacdo

e Estudar a variacdo da composi¢ao isotopica da polpa da bolota de Quercus rotundifolia ao longo de
uma gradiente de temperatura e precipitacdo, como tracadores da resposta das plantas ao stress
hidrico e variacdo climética

e Avaliar o potencial das sementes como tracadores da resposta das plantas as variacdes climaticas e as

implicagbes para o desenvolvimento das novas plantulas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Area geogréfica e locais estudo

O estudo foi realizado ao longo de um gradiente climatico situado na regido do Alentejo, SE Portugal. A
razdo desta escolha prendeu-se com o facto desta regi@o alentejana ser fortemente marcada pela presenca de
Quercus rotundifolia (azinheira), uma arvore com a copa aplanada que aparece de forma dispersa devido as
muitas décadas de pastoreio e de cultivo que fizeram com que muito poucas arvores pudessem surgir de forma

a ocupar das que iam morrendo (LPN,2007).

O outro aspecto importante e associado a este estudo é o facto desta regido geografica do Alentejo estar
caracterizada como uma area de clima Mediterranico pluvio-sasonal oceénico; verbes secos e quentes e
Invernos de moderados a frios e chuvosos (Rivas-Martinez, 2004) e de solos pobres variando entre litossolos e
luvissolos. De acordo com o indice de aridez calculado pelo Instituto de Conservacgdo da Natureza e Florestas

(ICNF), esta regido €é considerada &rida em vias de desertificacéo.

Assim, foram escolhidos um total de 25 locais de estudo (ver Preparagdo das amostras em 2.2) para a
colheita de sementes de Quercus rotundifolia (bolota) (fig. 1), ao longo de um gardiente edafo-climatico, tal

como vai ser descrito no ponto que se segue.

B
A 0 20000 40000 Km
| |
Locais de estudo
®
Regido Geografica
=
N Portugal

Figura 4 Mapa dos locais de estudo e da regido geografica estudada ao longo de um gradiente climéatico no Alentejo, SE
Portugal. A: Mapa da distribuicdo dos locais de estudo (pontos marcados). B: Mapa da area geografica de estudo (em
destaque).
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3.2.Gradiente Climatico

Os locais estudados neste trabalho fazem parte de uma ampla base de dados de sitios que sao
regularmente monitorizados pelo ICNF em termos da camada de arvores dominante. Para eleger os locais de
estudo a partir desta ampla base de dados, usou-se como primeiro pré-requisito aqueles que tinham Quercus

rotundifolia como a espécie dominante. De seguida, os pontos foram homogeneizados segundo os parametros

ambientais listados na tabela 1.

Tabela 1: Pardmetros usados para a homogeneizacao dos pontos de amostragem

Parametros Margem considerada
Altitude 158 — 280m
Incéndios Zonas ndo incendiadas entre 1975 -2005
Inclinac&o 0.8-4.8
Litologia Sedimentares e metamorficas
PH do solo 5.6 — 6.5 (excepcionalmente 7.3)
Solo Litossolos e luvissolos

Adicionalmente, uma amostragem aleat6ria e estratificada foi aplicada, de acordo com a precipitagdo anual
média do periodo compreendido entre os anos de 1950 e 2000. Desta forma, este desenho experimental
assegura que os pontos tenham similaridade no que se refere aos pardmetros listados acima, mas com

diferentes regimes de precipitac¢éo (fig 5).

0 50100 Kms A
L

» Locais de estudo

Precipitagdo Anual Total (mm)
T maximo: 3829

- minimo: 386

0 50 100 K
I l

Figura 5: Mapa de um gradiente de precipitacdo em Portugal (precipitacdo total anual de 1950-2010). A: Portugal
Continental. B: Locais de estudo ao longo do gradiente de precipitacdo (pontos marcados). Adaptado de Batista,
(2013)
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Finalmente, um conjunto exaustivo de parametros climaticos foram utilizados (Tabela 2), dos quais ha a

salientar o indice de aridez (fig 6). Desta forma, os locais estudados ndo s6 estdo em um gradiente climatico,

mas também estdo localizados ao longo de um gradiente de desertificagdo. Os dados referentes as variaveis
climaticas foram cedidos pelo projeto PTDC/AAC-CLI/104913/2008.

Tabela 2: Variaveis climaticas considerados neste trabalho, sua respectiva abreviagdo e o célculo que representa.

Abreviacéo

Descricao

Calculo

TempMed_An
AmpTer_diurno
Temp_Iso

Temp_Sas

TempMax_MesQuen

TempMin_MesFrio

TempAn_var

TempMed_1/4Chuv
TempMed_1/4Seco
TempMed_1/4Quen
TempMed_1/4Frio

Prec_An
Prec_MesChuv
Prec_MesSeco
Prec_Iso
Prec_1/4chuv
Prec_1/4seco
Prec_1/4Quen
Prec_1/4Frio
Alt

Inclinagéo

|_Aridez

Temperatura média anual

Variagdo de temperatura diurna

Isotermalidade

Temperatura Sazonal

Temperatura maxima do més mais quente
Temperatura minima do més mais frio
Varia¢éo da temperatura anual

Temperatura média do quarto mais humido
Temperatura média do quadrimestre mais seco
Temperatura média do quadrimestre mais quente
Temperatura média do quadrimestre mais frio
Precipita¢cdo Anual

Precipitacdo do més mais humido

Precipitacdo do més mais seco

Precipitacdo sazonal

Precipitacdo do quadrimestre mais humido
Precipitacdo do quadrimestre mais seco
Precipitacdo do quadrimestre mais quente
Precipitacdo do quadrimestre mais frio

Altitude

Inclinagdo

indice de aridez

clima global, 1950-2000, média mensal
Média Mensal (temp max — temp min)
(AmpTer_diurno/TempAn_var)* 100
(Desvio Padrao TempMed_An *100)
clima global, 1950-2000, média mensal
clima global, 1950-2000, média mensal
TempMax_MesQuen - TempMin_MesFrio
clima global, 1950-2000, média mensal
clima global, 1950-2000, média mensal
clima global, 1950-2000, média mensal
clima global, 1950-2000, média mensal
clima global, 1950-2000, média mensal
clima global, 1950-2000, média mensal
clima global, 1950-2000, média mensal
Coeficiente de Variacéo

clima global, 1950-2000, média mensal
clima global, 1950-2000, média mensal
clima global, 1950-2000, média mensal
clima global, 1950-2000, média mensal

MDT FEUP (80m), em metros
MDT Altitude, em graus
Prec_An/evaporacdo potencial, dados dos

anos de 1960-1990
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Figura 6: Classificacdo climatica de Portugal de acordo com o Indice de Aridez. A: classificacdo oficial atual, baseada em
dados de 1961 a 1990. B: classificagdo climatica provisdria, com base em dados de 2000 a 2010. Locais de estudo estao
evidenciado pelo circulo azul. (Adaptado de Batista, 2013)

3.3. Colheita de material biolégico

Amostras de bolotas foram colhidas diretamente das azinheiras (Quercus rotundifolia). Sempre que possivel,
foram colhidas em média 10 bolotas verdes e sadias por cada arvore num total de 5 &rvores por ponto de

amostragem.

3.4. Preparacao das amostras

Considerou-se as amostras por ponto de amostragem. Isto €, foram escolhidas, aleatoriamente, 2 bolotas
por &rvore em cada ponto de amostragem, de modo a obtermos uma amostra composta. Estas bolotas foram
partidas ao meio e secas em estufa (Memmert) a 60 °C por durante 2 semanas. Foi utilizada apenas a polpa
seca da semente homogeneizada em almofariz, moida em moinho (MM2, Retsch) e armazenada em tubos

Falcon (50mL).
3.5. Analise morfoldgica das bolotas

Pesou-se (g) em balanga analitica eletrénica (Abs, Kern) e mediu-se o comprimento (mm) e o diametro (mm)

de 25 bolotas por local de amostragem, escolhendo, sempre que possivel, 5 sementes por arvore.de forma
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aleat6ria, num total de 5 arvores por ponto de amostragem. Os dados foram registados para tratamento a

posteriori.

3.6. Anadlise elementar e isotépica das bolotas

Para a andlise elementar do C, N e O, 5 pug de amostra foram pesados em balanca de precisdo (XM 1000 P,

Sartorius) e encapsuladas em capsulas 5x9 de estanho (EuroVector, Milano).

As andlises das razdes dos is6topos estaveis *C/**C e >N/*N foram determinadas por espectrometria de
massa de razdo de isétopos estaveis em modo de fluxo continuo (CF- IRMS), num espectrémetro de massas
Isoprime (GV, Reino Unido), acoplado a um Analisador Elementar EuroEA (EuroVector, Italia), que efetua a
preparacdo automatica das amostras por combustdo de Dumas. Para o C, foram utilizados os materiais de
referéncia IAEA-CH6 e IAEA-CH7. Ja para o N foram usados os materiais de referéncia IAEA-CN1 e USGS-35.

A combustao foi feita em excesso de oxigénio (H,O < 3ppm, C,H,, < 0.5 ppm) (Airliquide, Portugal) e gas

cromatografico carregado com hélio (He) (H,O < 3ppm,0, < 2ppm, C,H,, < 0.5 ppm) (Airliquide, Portugal).

Para a razdo '°0/*°0, as andlises isotdpicas foram determinadas por espectrometria de massa de razéo de
isétopos estaveis em modo de fluxo continuo (CF- IRMS), hum espectrometro de massas Isoprime (GV, Reino
Unido), acoplado a um Analisador Elementar EuroEA (EuroVector, Italia), que efetua a preparagdo automatica
das amostras por degradacdo térmica (pirélise). Foram utilizados os materiais de referéncia IAEA-601 e IAEA-
602.

Os valores de 5C apresentam-se na escala determinada pelo PeeDee Belemnite (PDB), enquanto os
valores de 3°N se reportam ao ar atmosférico. Ja os valores de 5'%0, apresentam-se na escala determinada

pelo V-SMOW. Todos os valores de & foram determinados segundo a equagéo seguinte:

§*E = (“"‘—‘ - 1) x 1000 onde,

Rpadréo

Xx = a massa atdmica do isétopo mais pesado da razao;

R = expressa relagao entre o isotopo raro e o isétopo mais abundante na amostra e na fonte do elemento de

interesse (E)

3.7.Analise de componentes quimicos das bolotas

Foram determinadas as percentagens dos contetdos em proteinas totais, lipidos totais, aglcares sollveis e
amido por peso seco. Para tal, foram utilizadas amostras compostas dos 25 locais de estudo. As amostras
foram analisadas em triplicado com testes de reprodutibilidade em 6 pontos escolhidos aleatoriamente ao longo
do gradiente — pontos 2, 8, 10, 16, 21, 24 — para controlar a variabilidade de amostras idénticas tratadas

independentemente.
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3.7.1. Determinacdo das proteinas totais

Determinou-se o Azoto total (%, p/p)em analise elementar e multiplicou-se o valor por 6.25 (fator geral para

proteinas em cereais), de acordo com AOAC (Método oficial 992.23).

3.7.2. Extracdo e Determinacéo dos lipidos totais

Para a extragdo dos lipidos totais, foi utilizado o método classico Sohxlet (AOAC, Método oficial 923.05) com
a modificacdo do reagente (Bligh & Dyer,1959) (ver protocolo em Anexos) Foi utilizado 59 de amostra para
150mL de CHCI; (cloroférmio), CHsOH (metanol) 2:1 (v/v) em extracdo a quente por 4h. Para determinar a

percentagem de lipidos, utilizou-se o método gravimétrico segundo a férmula abaixo:

(Po - Pf)x 100

%Lipidos = 52

Onde:

P, = peso do cartucho antes da extracdo, dado em g

P; = peso final do cartucho (depois da extrac&o, seco por 1 noite em estufa a 60 °C, dado em g)

3.7.3. Determinacao dos agucares soluveis e amido

3.7.3.1. Extracao da fragéo solivel e do amido

O método utilizado para a extracao de frac@o solivel e do amido foi adaptado de Duranceau et al (1999) e
Almeida (2007) (ver protocolo em anexos), tendo em atencao o tipo de amostra e 0 método de determinacéo a

utilizar.

Extrairam-se 0.05g da amostra preparada (ver Preparagcdo das amostras em 3.2) com 0,5mL de de H,O
ultra-pura. Apos rapida agitacdo (vortex 2 Genie G560 E, Scientific industries) e aquecimento por 5 min a 80 °C
em banho termoestatico (MA6, Lauda), os extractos foram colocados em gelo (5min). A massa (em g) da
solugéo, foi determinada em balanga analitica (BP 2215, Sartorius), apés prévia determinacao do peso do tubo.
A posterior centrifugacdo (Centrifuge 5415C, Eppendorf) por 5 min a 16000g permitiu separar o sobrenadante,
contendo a fragao sollvel, neste caso maioritariamente agUcares sollveis, do sedimento que continha o amido
e alguns residuos. Dada a cor branca da amostra, que indicava a inexisténcia de pigmentos, nao foi necessario

proceder a sua extragdo com etanol a 80% (v/v).

O amido, um polimero de glucose insoluvel, foi solubilizado por hidrélise acida. Para tal, o sedimento foi
previamente seco (estufa Memmert) a 60 °C por 3 dias e ressuspendido em 1 mL de &cido cloridrico (HCI) 7,5M,
agitado em vortex (2 Genie G560 E, Scientific industries) e mantidos & temperatura ambiente durante toda a
noite. Apos a adicdo de 1 mL de NaOH para controlo da acidez (pH = 4), as amostras foram agitadas em vortex
(2 Genie G560 E, Scientific industries) e centrifugadas (Centrifuge 5415C, Eppendorf) por 10 min a 40.000 g
para retirar o residuo de NaCl resultante do processo. A massa (em g) da solucéo, foi determinada em balanca

analitica (BP 2215, Sartorius), apos prévia determinacdo do peso do tubo microtubo.
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3.7.3.2. Determinacao dos agUcares sollveis

Os acucares soluveis foram determinados por refracdo da luz (refratdémetro digital Pallete PR-32 a, ATAGO)
nos sobrenadantes previamente transferidos para novo tubo Eppendorf (1,5 mL), em amostras de 40 pL

(Micropipeta P100, Gilson) doseadas em triplicado.

A glucose resultante da hidrélise do amido foi também determinada por refragdo da luz (refratdbmetro digital
Pallete PR-32 a, ATAGO) nos sobrenadantes previamente transferidos para novo tubo Eppendorf (1,5 mL), em
amostras de 150 pL (Micropipeta P200, Gilson) doseadas em triplicado. Neste caso, foi reduzido da leitura o
valor do “branco” de amostra (tabela 3), resultante da formacdo de NaCl ocorrida pela hidrélise acida e

subsequente neutralizacao.

3.7.3.3. Conversao °Brix para % de aglcares por peso seco de amostra (p/p)

Os valores obtidos através do refratometro digital sdo expressos em °Brix, isto é, peso de solutos que
refractam a luz por 100 g de solucéo. Assumindo que a refrac¢é@o da luz era devida aos aglcares solluveis (apos
retirado do valor do “branco”, nas amostras do amido), procedeu-se ao célculo da % de agUcares sollveis e de
amido existentes por peso seco de amostra (p/p). Assim, a conversédo foi feita segundo as proporcdes
apropriadas, resultando no algoritmo seguinte:

_ PaPs
Pb

X

Onde,

X= % de acucares sollveis ou de amido por polpa de bolota seca e moida, g em 100g de amostra
P, = g de aglcares sollveis na solucéo (valor do °Brix lido pelo refratbmetro)

Ps= 0 peso total da solucéo

Py= 0 peso seco da amostra de bolota utilizada para estas determinagfes

3.7.3.4. Adaptacéo e Otimizagdo do método de determinagéo da fragao soluvel e do amido para

a matriz em estudo (bolotas)

ApOs testes realizados como proposto na metodologia original (Almeida, 2007), verificou-se que a utilizagéo
de EtOH (80%) era irrelevante uma vez que as amostras ndo apresentavam muitos pigmentos, como referido
acima. Adicionando H,O ultra-pura desde o inicio, tornou desnecessaria a evaporagdo do sobrenadante e do

residuo em N, sem nenhuma alteragdo nos resultados.

Para avaliar se a hidrélise do amido tinha sido completa, o residuo obtido na centrifugacdo anterior
(totalmente ou maioritariamente constituido por NaCl) foi novamente hidrolisado com &acido, neutralizado e
doseado por mais 2 vezes. Assim, verificou-se que o amido existente era muito pouco (tabela 3). Desta forma,

reduziu-se sem nenhuma alteracéo no resultado (tabela 3) o peso de amostra inicial pela metade (0.05g) e
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duplicou-se o volume de acido utilizado para a hidrélise (HCI = 1mL), mantendo o tempo de hidrélise durante

toda a noite, assegurando condi¢des para que ocorresse a hidrolise completa.

Tabela 3: Comparacéo da determinagao de agUcares sollUveis e de amido obtidos entre as amostras 10 e 21 com diferentes
pesos amostrados e volumes de diluicdo. Leitura por refracéo de luz (°Brix) dos testes realizados na fracgéo soltvel extraida
directamente (aglcares sollveis, AcS e ap6s adicdo de HCI ao sedimento para hidrolise-acida do amido e posterior
neutralizagio (acucares sollveis, glucose, resultante da hidrolise de amido, Am). Valores de °Brix apresentados s&o média
de leituras realizadas em triplicado.

AcS Am AcS Am Am
Amostra Peso °Brix1  °Brix2* Peso °Brix1  °Brix2*  °Brix2*
amostrado (0.5mL) (ImL) amostrado (AmL)  (0.5mL) (ImL)
10.1 0.0505 1.5 20.2 0.1008 1.3 254 21.6
10.2 0.0555 15 20.1 0.1006 1.7 26.9 23.7
10.3 0.0509 15 19.9 0.1008 15 26.8 22.2
Média 0.0523 15 20.1 0.1007 15 26.5 225
DesPad 0.00 0.0 0.2 0.0 0.2 0.8 11
211 0.0500 1.5 - 0.1009 1.6 26.9 215
21.2 0.0510 1.7 20.2 0.1007 1.9 27.1 24
21.3 0.0555 1.7 20.1 0.1001 1.9 26.7 22.1
Média 0.0522 1.6 20.1 0.1006 1.8 26.9 27.9
DesPad 0.00 0.1 0.12 0.0 0.2 0.2 1.3

Nota: * valores de °Brix que incluem a refraccéo da luz pelo NaCl resultante da hidrélise do amido e posterior neutralizacdo das amostras.

Os valores de °Brix obtidos nas amostras Am tinham um valor muito elevado porque incluiam a refracgéo da
luz pelo NaCl resultante da reacdo entre o HCl e o NaOH utilizados na hidrélise do amido e posterior
neutralizacdo das solucdes. Para acurar os dados, foram feitos branco de amostra onde o sal formado foi
igualmente determinado por refragdo de luz (refratdbmetro digital Pallete PR-32 a, ATAGO) em amostras de 150
KL (Micropipeta P200, Gilson) doseadas em triplicado (Tabela 4).

Tabela 4: Determinagdo do NaCl presente nos brancos de amostra. Valores obtidos por refragdo de luz (refratdmetro digital
Pallete PR-32 a, ATAGO) em amostras de 150 uL (Micropipeta P200, Gilson) doseadas em triplicado.

Branco de amostra Peso Inicial () °Brix
1 2.3606 21.2
2 2.4251 21.0

Os testes de reprodutibilidade realizados em triplicado as amostras referentes aos pontos 2, 8, 10, 16, 21 e
24 (tabela 5) permitiram determinar a variabilidade que se tinha quando feitas independentemente amostras

idénticas.
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Tabela 5: Variabilidade dos testes de reprodutibilidade as amostras referente aos pontos 2, 8, 10, 16, 21 e 24. Leitura por
refracdo de luz (°Brix) da fracg&o sollvel extraida directamente com H,O (aglcares sollveis, AcS) e ap6s adigéo de 1mL de
HCl ao sedimento para hidrélise-acida do amido e posterior neutralizagdo (aglcares sollveis, glucose, resultante da
hidrélise de amido, Am). Valores de °Brix apresentados sdo média de leituras realizadas em triplicado.

AcS Am
Amostra Peso P.1 °Brix1 P2 °Brix2
Amostrado
21 0.0500 0.6184 1.4 2.4236 22
2.2 0.0506 0.5869 1.5 2.4196 22.3
2.3 0.0500 0.5824 1.4 2.4301 22.3
Média 0.502 0.5959 14 2.4244 22.2
DesPad 0.0 0.02 0.06 0.01 0.17
8.1 0.0504 0.6559 1.6 2.3547 225
8.2 0.0503 0.6453 1.6 2.3149 229
8.3 0.0506 0.6214 1.6 2.3229 22.2
Média 0.0504 0.6409 1.6 2.3308 225
DesPad 0.0 0.02 0.00 0.02 0.35
10.1 0.0502 0.6008 1.6 2.3766 22.3
10.2 0.0503 0.6264 15 2.3424 22.6
10.3 0.0505 0.6114 1.6 2.3630 22.3
Média 0.0503 0.6129 1.6 2.3607 224
DesPad 0.00 0.01 0.06 0.02 0.17
16.1 0.0505 0.6175 1.7 2.4085 22.3
16.2 0.0500 0.6213 1.7 2.4099 22.3
16.3 0.0500 0.6423 1.6 2.3727 22.7
Média 0.0502 0.6270 1.7 2.3970 224
DesPad 0.00 0.01 0.06 0.02 0.23
21.1 0.0500 0.6294 15 2.4105 22.2
21.2 0.0503 0.6448 14 2.3892 224
21.3 0.0506 0.6316 15 2.3954 221
Média 0.0503 0.6353 15 2.3984 22.2
DesPad 0.00 0.01 0.06 0.01 0.15
24.1 0.0503 0.6124 1.7 2.4118 22.2
24.2 0.0503 0.6182 1.6 2.3906 221
24.3 0.0500 0.6270 1.7 2.3671 224
Média 0.0502 0.6192 1.7 2.3898 22.2
DesPad 0.00 0.01 0.06 0.02 0.15
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3.7.3.5. Resultados

Durante o Outono, os contetdos de acglcares e amido aumentam em funcdo do grau de maturidade da
bolota, passando de 9% e 39% em Setembro para 13% e 57% em Novembro respectivamente (Mufioz, 2011).
Assim, foram encontrados valores de acordo com o referido (tabela 6).

Tabela 6: Acglcares solUveis e amido existentes em amostras de polpa da bolota de Quercus rotundifolia. Resultados
expressos em % (p/p).

%Brix % em 100g
Valor Maximo 2.20 27.81
_ Valor Minimo 1.43 17.01
AcUcares soluveis

Média 1.83 22.49

Desvio Padrao 0.2 2.7
Valor Maximo 22.53 68.11
) Valor Minimo 22.10 40.89

Amido

Média 22.26 58.92

Desvio Padrao 0.1 5.7

3.8. Analise elementar e isotépica das folhas

Para a analise elementar do C, N das folhas de Quercus rotundifolia, 5 ug de amostra foram pesados em

balancga de precisédo (XM 1000 P, Sartorius) e encapsuladas em capsulas5x9 de estanho (EuroVector, Milano).

As analises das razdes dos isétopos estaveis “C/°C e *N/**N foram determinadas por espectrometria de
massa de razdo de isétopos estaveis em modo de fluxo continuo (CF- IRMS), num espectrémetro de massas
Isoprime (GV, Reino Unido), acoplado a um Analisador Elementar EuroEA (EuroVector, Itédlia), que efetua a
preparacdo automatica das amostras por combustdo de Dumas. Para o C, foram utilizados os materiais de
referéncia IAEA-CHG6 e IAEA-CH7. J4 para o N foram usados os materiais de referéncia IAEA-CN1 e USGS-35.
Os valores de 5'°C apresentam-se na escala determinada pelo PeeDee Belemnite (PDB), enquanto os valores

de 3N se reportam ao ar atmosférico.

Para tal, 10 folhas foram retiradas de varios ramos recolhidos em 3 arvores de cada ponto de amostragem
(total de 15 pontos) durante a Primavera (Mar¢co a Junho) de 2012. Foram escolhidas folhas totalmente
espandidas tiradas das ramificacdes terminais, que também se designam de cohorts (ou seja, o Ultimo cohort).
As folhas tratadas foram cedidas pelo projeto PTDC/AAC-CLI1/104913/2008.

3.9. Andlise Estatistica

O principal método de andlise estatistica escolhido neste trabalho foi a correlacdo. Segundo Lavorel et al
(2007a.), pesquisas sobre as respostas dos marcadores das plantas as variagfes ambientais estd muito

baseada em correlacdes.

31



Estudo da bolota de Quercus rotundifolia Lam. como indicador precoce do stress hidrico ao longo de um gradiente climéatico na regido
Alentejana (SE,Portugal)

Foram testadas correlacdes ndo-paramétricas entre as variacdes das medidas dos marcadores (morfometria,
composicao quimica e analise elementar) e as variaveis climaticas em 22 dos 25 pontos amostrados nos locais
de estudo. Foi escolhido métodos nao-parametricos como alternativa a analise dos dados, uma vez que o
namero de amostras por locais de estudo, na maioria dos casos ndo permitiram que os testes de normalidade,
homoscedasticidade e linearidade assumissem os pressupostos para as correlacdes. Desta forma, foram feitas
correlagbes de Spearman entre as varidveis considerando os coeficientes de correlagdo para niveis de

significancia p, 0.05. O software utilizado foi Statistica 11.

No intuito de agrupar as variaveis de acordo com caracteristicas de adaptacdo do Quercus rotundifolia a seca e
ao funcionamento da sua fisiologia na sua condicdo ambiental de precipitacdo foi realizada uma analise de

componente principal (PCA) baseada em matriz de correlacéo.

Assim, foram feitas analises sobre a morfologia da bolota, sua constituicdo e a fisiologia da arvore baseados
nas correlacdes dos parametros morfolégicos, da composicao quimica e da andlise elementar entre si e com as

variaveis climaticas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Gradiente climatico

Como ja foi referido anteriormente (cap 3), os locais de estudo estdo distribuidos ao longo de um gradiente
climatico na regido do Alentejo, SE Portugal, onde o ponto de amostragem 1 é o mais arido e o ponto de
amostragem 25 o mais humido. Na tabela 7, observou-se a variagdo dos parametros climaticos envolvidos (ver

cap 3) ao longo desse gradiente.

Tabela 7: Variagdo dos valores médios dos parametros climaticos considerados ao longo do gradiente da area geografica
escolhida para estudo. Dados climaticos referentes ao periodo de 1950 a 2000.

Parédmetros Climéticos Variagdo ao longo do gradiente

Temperatura média anual 16 -17 °C
Variacéo de temperatura diurna 9,8all,1°C
Isotermalidade 39-4,1°C
Temperatura Sazonal 5-6°C
Temperatura maxima do més mais quente 30,4-32,8°C
Temperatura minima do més mais frio 48-6,9°C
Variagdo da temperatura anual 23,6 —28°C
Temperatura média do quarto mais hamido 10,2-11,6 °C
Temperatura média do quadrimestre mais seco 225-24,2°C
Temperatura média do quadrimestre mais quente 22,7-24,4°C
Temperatura média do quadrimestre mais frio 9,4-10,8°C
Precipitacdo Anual 520 - 634 mm
Precipitacdo do més mais himido 72 -89 mm
Precipitacdo do més mais seco 3—-4mm
Precipitacdo sazonal 56 — 60 mm
Precipitacdo do quadrimestre mais humido 211 -262 mm
Precipitacdo do quadrimestre mais seco 26 — 34 mm
Precipitacdo do quadrimestre mais quente 29 — 34 mm
Precipitacdo do quadrimestre mais frio 200 — 262 mm
Altitude 156 — 280 m
Inclinacéo 1-5°
indice de aridez, dados dos anos de 1960-1990 0-1

Com base na analise dos parametros estudados foi possivel observar uma variagdo entre os pontos mais e
menos aridos. Percebe-se assim que, durante os anos em questdo, a temperatura da regido geografica
estudada, teve uma diferenca climéatica muito grande entre o Inverno e o Verao variando de 5 a 33°C nos meses

mais frios e mais quentes, respectivamente. Para o0 mesmo periodo, a precipitagcao variou de 262 a 29 mm.
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4.2.Variacdo de parametros morfolégicos da bolota de Quercus rotundifolia ao longo do

gradiente climatico

Varios autores tém observado uma variacdo no tamanho da semente, como resposta adaptativa a
variabilidade ambiental, como por exemplo: a latitude, a altitude, a temperatura e a disponibilidade de agua (in
Ramirez — Valiente, 2009). Desta forma, o tamanho da semente torna-se uma das caracteristicas morfoldgicas
mais importantes a influenciar nos primeiros estagios do ciclo de vida de uma planta, pois controla a aptidao

para a descendéncia.

Pouco se sabe dos motivos que causam alteragdes nos parametros morfolégicos das bolotas, ja que a
maioria dos estudos focam em estimativas da producéo do bolotas, deixando de lado dados sobre o seu
tamanho e peso (Gea-lzquierdo, et al, 2006). Encaixando-se nessa lacuna, esse topico visa analisar a
variabilidade dos parametros morfolégicos das bolotas de Quercus rotundifolia ao longo de um gradiente

climatico.

De modo geral, observou-se que ha uma correlacdo positiva entre todos os parametros morfolégicos (tabela
8). Assim, as bolotas apresentam uma clara relacdo entre o comprimento, o didmetro e o peso,. Nota-se,
contudo, que é o peso que possui as correlagbes mais fortes com os demais pardmetros (r=0.81 para o
comprimento e r=0.89 para o didmetro).

Tabela 8: Coeficiente de correlacdo de Spearman dos parametros morfoldgicos da bolota de Quercus rotundifolia.
Correlagdes significativas (p <0.05) indicadas a negrito.

COMPRIMENTO DIAMETRO PESO
COMPRIMENTO 1.000 - -
DIAMETRO 0.645 1.000 -
PESO 0.810 0.892 1.000

A variacdo dos parametros morfolégicos ao longo do gradiente climatico, indicou um padrédo descontinuo na
oscilagédo (Figura 7). Ou seja, ao longo do gradiente climatico (dado que os pontos 1 a 25 sdo representados,
respectivamente, pelos locais de estudo mais arido e mais humido) ndo podemos detetar um padréo claro
quanto a variacao morfolégica da bolota. Muitas das observagfes indicaram um aumento no comprimento da
bolota associado a um aumento de peso e do didmetro da bolota, indicando uma forte dependéncia entre eles.
No entanto néo foi observado uma variacéo clara da morfologia das bolotas dos locais mais aridos em relacéo
as bolotas de locais menos aridos. O mesmo resultado foi encontrado por Ramirez-Valiente et al (2009), para

bolotas de Quercus suber.
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Figura 7: Variacdo dos pardmetros morfolodgicos de bolotas de Quercus rotundifolia — valores médios do comprimento
(mm), didmetro (mm) e peso (g) e seus respectivos valores maximos e minimos (Whiskers)— ao longo do gradiente
climatico- do ponto mais arido (1) para o ponto mais hiimido (25).

O padréo de variagdo da morfologia das bolotas ndo € claro e parece esta mais relacionado com gradientes
microclimaticos e outros fatores ambientais ndo considerados associados aos locais de estudo, (como a latitude
e/ou a forma de dispersdo) do que com o gradiente macroclimatico e de aridez existente ao longo da area de
estudo. Koenig et al (2009), reportou que o tamanho das bolotas de Quercus macrocarpa varia de acordo com a
latitude, no entanto, quando acrescentado varidveis ambientais — forma de crescimento, tipo de vegetacao,
forma de dispersdo e produtividade priméria absoluta — a variavel latitude ndo explicou nenhuma variagédo

residual dos dados.

De acordo com este estudo, a temperatura média do quadrimestre mais frio é a Unica varidvel que se
correlaciona significativamente com os trés pardmetros morfoldgicos (r= 0,46, 0.53 e 0,48, respectivamente)
(Tabela 9). Especificamente, o pardmetro que melhor se correlaciona com as variaveis climéaticas é o peso
(Tabela 9), sendo negativamente correlacionado com as elevadas temperaturas (amplitude térmica diurna
mensal, sazonalidade da temperatura, temperatura maxima do més mais quente, amplitude térmica anual e
temperatura média no quadrimestre mais seco) e positivamente correlacionado com a precipitacdo do
guadrimestre mais frio, a temperatura minima no més mais frio e a isotermalidade da temperatura e da

precipitacédo.

Tanto o didmetro quanto o peso possuem correlacdes negativas significativas com a amplitude térmica
diurna mensal, temperatura sazonal e variacdo da temperatura anual e correlagdes positivas significativas com
isotermalidade da precipitacdo e temperatura minima do més mais frio (Tabela 9). Esta Ultima correlacdo € a
mais forte observada para estes parametros (r= 0.56 para o diametro e r=0.58 para o peso), sendo indicativo de

algum constragimento no peso e didmetro em locais cuja temperatura minima é mais baixa. Muitas vezes as
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plantas sofrem um stress maior nos meses mais frios do que nos mais quentes. O menor peso e didmetro das
bolotas em locais mais secos, também podera estar relacionado com o stress causado pelas temperaturas
minimas. A redugdo do tamanho da bolota como resposta ao curto periodo de crescimento em temperaturas

mais frias foi reportado para bolotas de Quercus suber .(Diaz-Fernandez et al., 2004)

De um modo geral, a variacao destes parametros morfolégicos esta relacionada com varias variaveis ligadas
a temperatura e precipitacdo (Tabela 9). Um estudo realizado com uma outra espécie de Quercus (Quercus
macrocarpa) ao longo de um gradiente latitudinal nos EUA, concluiu que diferencas na temperatura e na
precipitacdo atuam como fatores limitantes para o crescimento das sementes (Koenig et al, 2009). Um outro
estudo (Vasquez et al, 2001), afirmou que as bolotas de Quercus ilex podem aumentar ou diminuir 0 seu peso

em até 30% dependendo das condigdes ambientais e da gestdo da area onde se desenvolve o fruto.

De certa forma, tanto o peso como o didmetro estdo mais relacionados com as varia¢cdes de temperatura,
nomeadamente com as temperaturas baixas — situagdes de frio, do que com as condi¢bes de precipitagao.
Entretanto, o peso médio também apresenta correlagdes significativas com a maioria das varidveis associadas
as temperaturas altas (Tabela 9). Estas correlagbes demonstram-se negativas, i.e. quanto maior a temperatura

maxima durante o Verdo menor o peso da bolota.

Alejano et al, (2009),obtiveram diferencas no peso médio das bolotas de Quercus ilex ssp. ballota (Desf)
Samp. entre individuos, em especial, uma diminuicdo do peso da bolota no ano de 2005 associada a uma
diminuicdo da colheita, e a um ano muito seco e muito frio com uma precipitacdo estival nula, sendo que este
Gltimo pareceu ter uma maior influéncia nos resultados. Oliveira et al (2000) verificaram que o stress do Inverno
pode ser considerado um fator importante de constrangimento em Quercus ilex, que mostra um certo grau de

adaptacao as condi¢des de frio da regido Mediterranica.

Das variaveis climéaticas associadas a precipitacdo, as que demonstraram correlagdes significativas com
parametros morfolégicos da bolota foram a precipitagdo do quadrimestre mais frio (Inverno) (r=0.427) e a
isotermalidade da precipitacdo (r=0.446, para o diametro e r=0.508, para o peso). Estas correla¢des positivas
indicam a influéncia que a precipitagdo em momentos chave pode ter, em alturas do ano em que a temperatura
€ mais fria e dependentes da isotermalidade. Assim, o desenvolvimento da bolota pode se tornar um reflexo
também da precipitacdo mas apenas em condi¢cdes que, como ja descritas, limitantes como a temperatura

minima.

Embora o indice de aridez seja a forma integradora dos parédmetros climaticos mais importantes
(precipitacdo e temperatura), este ndo se demonstrou correlacionado com os parametros morfolégicos da
bolota. Isto deve-se ao facto de, morfologicamente, a bolota ser mais influenciada pela temperatura que pela
precipitagdo. Estes parametros morfoldgicos ndo sdo, desta forma, uma boa proxy para ambas as variaveis
climaticas (reflectidas no indice de aridez), mas sim para parametros relacionados com a temperatura (em

particular com as temperaturas minimas dos locais onde se desenvolvem).
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Tabela 9: Resumo das correlagdes significativas (p <0.05) entre as varaveis climaticas — temperatura (média anual ,
amplitude térmica diurna mensal , Isotermalidade, sazonal, maxima no més mais quente, minima no més mais frio,
amplitude térmica anual , média do quadrimestre mais humido, média do quadrimestre mais seco, média do quadrimestre
mais quente, média no quadrimestre mais frio) e precipitacdo (anual, no més mais hdmido, no més mais seco,
isotermalidade, quadrimestre mais hamido, quadrimestre mais seco, quadrimestre mais quente, quadrimestre mais frio),
Altitude, Inclinac&o, indice de aridez — e parametros morfolégicos — Comprimento médio (mm), Diametro médio (mm) e Peso
médio (g) das bolotas de Quercus rotundifolia, de acordo com o coeficiente de correlagdo de Spearman. (ver tabela
completa em anexo)

Variaveis Climaticas Comprimento Diametro Peso (g9)
(mm) (mm)

Ampitude Térmica diurna -0.327 -0.439 -0.512
Isotermalidade 0.264 0.368 0.449
Sazonal -0.316 -0.449 -0.530
S Maxima do més mais quente -0.261 -0.396 -0.500
g)_ Minima do més mais frio 0.414 0.565 0.583
£ Amplitude térmica anual -0.380 -0.516 -0.594
" Média quadrimestre mais himido 0.331 0.490 0.382
Média quadrimestre mais seco -0.200 -0.375 -0.440
Média quadrimestre mais frio 0.468 0.532 0.486
L isotermalidade 0.258 0.446 0.508
Precipitagao Quadrimestre mais frio 0.216 0.364 0.427

4.3.Avaliacdo da composicdo quimica da bolota de Quercus rotundifolia ao longo do

gradiente climatico

Para além da variacdo morfoldgica, foi estudada a variacdo da composicao quimica das bolotas de Quercus
rotundifolia ao longo do mesmo gradiente climéatico. De acordo com trabalhos anteriores, a composicdo quimica
da bolota pode variar dependendo de diversos fatores (Galvan et al, 2012), como: 1) condi¢Bes climéticas
(precipitacdo, temperatura, oscilagdo na temperatura), 2) condi¢cdes fisioldgicas da bolota (maturacgéo,
germinacao), 3) condi¢cdes sanitarias (humidade, secura, putrefacdo e ataques de pestes), 4) posicao do fruto
na copa respondendo a disponibilidade de luz (Nuzzo et al, 1999),5) variabilidade genética e variacdes

ambientais locais (Gea — Izquierdo et al, 2008).

O conteldo de proteinas totais variou de 4% a 7%, de lipidos totais de 11% a 18%, de acUcares sollveis de
17% a 28% e da glicose proveniente do amido de 41% a 68%. De acordo com observacdes anteriores em Gea
— lzquierdo et al (2008), as bolotas apresentaram um elevado teor em lipidos (4 a 12%) e amido (mais que
50%), mais um teor baixo em proteina (4 a 6%), 0 que mostra que os resultados estdo dentro do esperado
(tabela 10).
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Tabela 9: Composi¢do quimica da polpa da bolota de Quercus rotundifolia (%, em g) ao longo de um gradiente climatico
onde o ponto 1 refere-se ao local de estudo mais arido e o ponto 25 o mais humido.

Local de Lipidos Proteina total AclUcares amido (%) AcUcares
estudo totais (%) (%) soluveis (%) totais (%)
1 12 6 24 65 90
2 16 5 17 41 58
3 16 5 28 63 91
4 18 7 25 55 80
5 14 5 24 64 88
6 15 5 21 61 82
7 16 5 21 58 80
8 15 6 20 62 82
9 14 6 19 65 84
10 16 8 19 56 75
11 13 6 21 68 89
12 12 5 23 60 83
13 13 6 27 60 87
14 15 6 25 64 88
15 17 5 23 59 83
16 16 5 21 59 80
17 15 6 26 64 90
18 16 5 22 59 80
19 11 5 23 59 82
20 16 6 25 55 79
21 13 4 19 49 68
22 15 5 22 60 82
23 17 5 20 59 79
24 15 5 21 49 70
25 14 5 26 60 86

Avaliou-se também a relacdo entre os lipidos totais, proteinas totais, hidratos de carbono e as varidveis
climaticas. Pode-se observar, de um modo geral, que os esses parametros quimicos ndo foram uma boa
ferramenta para indicagdo de varia¢des climéticas, ndo sendo observada nenhuma correlacdo significante

(Tabela 12).

Outros trabalhos mostraram dados contrarios aos encontrados. Em Galvan (2012) verificou-se uma maior
guantidade de proteinas totais e agUcares em regiées secas e maior contetido em lipidos em regides de clima
intermediario (Galvan, 2012) Outros autores indicam que altas temperaturas durante a fase de crescimento da
bolota influencia no aumento do teor de lipidos (Edwards et al., 2010). Lopez-Carrasco et al. (2004), contudo,

ndo encontraram efeitos nas geadas sobre a qualidade da bolota mas sim sobre o seu peso.

No tépico anterior (4.2), observou-se que o peso e o diametro médio da bolota demonstraram-se um
potencial indicador de variagfes relacionados tanto com a precipitacdo como com a temperatura, sendo menor
em locais cujas condicdes sdo mais xéricas (maior temperaturas e menor disponibilidade hidrica). Assim,
tentou-se explorar quais as variagGes dos lipidos totais, proteinas totais e hidratos de carbono associadas a
este decréscimo. Como resultado, o peso e comprimento demonstram-se relacionados significativamente com o
conteddo em acuUcares (especificamente os sollveis). correlacionando-se negativamente (r=-0.657 e r = -0.682,

respectivamente) (Tabela 11).
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Estes resultados estdo de acordo com as observa¢gBes de outros autores (Morin, 2007), para caules de
Quercus ilex, onde a concentracdo de hidratos de carbono totais aumenta continuamente de Outubro a Marco,
sugerindo que o Inverno favorece as éspecies de plantas sempre verdes mediterranicas a acumularem carbono.
Segundo Morin (2007), a concentracdo de hidratos de carbono totais representa o conjunto de carbono que
pode ser usado tanto para melhorar resisténcia ao frio por meio da hidrélise de carboidratos sollveis, como
para apoiar processos metabolicos. No momento do maximo risco (Janeiro) de lesdo de congelagcdo, a maior
parte da piscina de hidratos de carbono totais é hidrolisada em hidratos de carbono sollveis, enquanto havia
uma propor¢cdo muito menor de hidratos de carbono totais sendo hidrolizados como hidratos de carbono
sollveis na época de menor risco de lesdo de congelacéo (por exemplo, Outubro), sugerindo que os hidratos de
carbono solGveis atuam em processos associados ao crescimento.

Tabela 10: Coeficiente de correlagdo Spearman entre os parametros quimicos — lipidos totais, proteinas totais, agucares
solaveis , amido, agUcares totais — e morfol6gicos — Comprimento médio , Didmetro médio e Peso médio

Lipidos totais Proteinas AcuUcares . AcUcares
A A Amido (%) .
(%) totais (%) solaveis (%) totais (%)
Comprimento (mm) -0.1470 -0.2058 -0.6821 -0.1139 -0.3485
Diametro (mm) -0.1581 -0.3132 -0.4590 -0.2055 -0.3178
Peso (g) -0.0923 -0.2658 -0.6574 -0.2739 -0.4693
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Tabela 11: Correlagéo das varaveis climaticas — Temperatura (média anual , amplitude térmica diurna mensal , Isotermalidade, sazonal, maxima no més mais quente , minima
no més mais frio, amplitude térmica anual, média do quadrimestre mais himido, média do quadrimestre mais seco, média do quadrimestre mais quente, média no
quadrimestre mais frio), Precipitagdo (anual, no més mais humido, no més mais seco, isotermalidade, quadrimestre mais himido, quadrimestre mais seco, quadrimestre mais
quente, quadrimestre mais frio), Altitude, Inclinacéo, indice de aridez — e os parametros quimicos — lipidos totais, proteinas totais, aglicares sollveis , amido, aglicares totais —
das bolotas de Quercus rotundifolia, de acordo com o coeficiente de correlagdo de Spearman. Correla¢des significativas indicadas a negrito, para nivel de
significancia p <0.05.

Lipidos totais

Proteinas totais

AcUcares

AcUcares totais

Variaveis Climaticas (%) (%) soluveis (%) Amido (%) (%)

Média Anual 0.047 0.398 -0.068 0.288 0.258

Ampitude Térmica diurna -0.022 0.356 -0.004 0.272 0.254
Isotermalidade -0.051 -0.407 0.037 -0.215 -0.196

Sazonal 0.094 0.276 0.051 0.243 0.258

S Maxima do més mais quente 0.055 0.293 0.027 0.264 0.273
g Minima do més mais frio -0.002 -0.277 -0.090 -0.331 -0.329
= Amplitude térmica anual 0.042 0.292 0.111 0.260 0.290
2 Média quadrimestre mais -0.044 0,014 20,023 0.042 0.033

himido

Média quadrimestre mais seco 0.148 0.312 -0.047 0.218 0.204

Média quadrimestre mais quente 0.120 0.286 -0.042 0.252 0.241
Média quadrimestre mais frio -0.035 0.011 -0.113 -0.187 -0.205
Anual -0.128 -0.323 0.075 -0.300 -0.251
Més mais humido -0.079 -0.335 0.142 -0.295 -0.219
I% Mé&s mais seco -0.224 -0.361 -0.327 -0.292 -0.327
g Isotermalidade 0.096 0.058 -0.085 -0.187 -0.236
% Quadrimestre mais humido -0.148 -0.333 0.041 -0.251 -0.226
;‘f Quadrimestre mais seco -0.123 -0.306 0.191 -0.243 -0.172
Quadrimestre mais quente 0.070 -0.309 0.162 -0.337 -0.253
Quadrimestre mais frio -0.175 -0.318 0.051 -0.217 -0.197
Altitude 0.034 -0.159 -0.006 -0.221 -0.217
Inclinagdo 0.238 0.065 0.053 -0.089 -0.054
Indice Aridez -0.054 -0.374 0.172 -0.306 -0.201
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4.4. Avaliacdo das variagOes isotopicas das bolotas e das folhas de Quercus rotundifolia

ao longo do gradiente climatico

O método da andlise da composicdo isotdpica tem recentemente surgido como uma das mais poderosas
ferramentas no avanco e no entendimento na relacdo entre as plantas e seu ambiente. Isso porque esta a
permitir ecologistas a responderem questfes até entdo intrataveis através de outros métodos. Ou seja, a
analise isotOpica esta a ter um importante e significativo impacto na ciéncia da ecologia da planta muito maior

que novas técnicas moleculares para genética, bioquimica e biologia da evolucao (Dawson et al, 2002).

Desta forma, através das assinaturas isotopicas de 8°C, 8 °N e 5'0 da bolota de Quercus rotundifolia ao
longo do gradiente climético, pretendeu-se compreender as relagbes entre as plantas e o ambiente,

comparando com dados isotépicos das folhas da mesma espécie, recolhidas no mesmo local no ano anterior.

Ao averiguar os dados isotopicos em relagdo as varidveis climéaticas (Tabela 13), observou-se que a
composicao isotépica do azoto (615N) relacionou-se significativamente com as variaveis associadas a
temperatura e a precipitagdo, estando também correlacionada significativamente com o indice de aridez
(r=-0,741) e a altitude (r=-0,523). De entre as variaveis relacionadas com a temperatura, observou-se que
relativamente as temperaturas maximas, 5N apresenta sempre uma relacdo positiva significativa: quanto
maior a temperatura maior os valores de 5"N. Vale a pena destacar que a correlagéo positiva mais significativa
verificou-se com a temperatura média anual (r= 0,809) (Tabela 13). Referente as temperaturas minimas, néo
sdo observadas correlacdes (Tabela 13).No que se refere a precipitacdo, de um modo geral observou-se
correlagdes significativas negativas com a precipitagdo ao longo do ano destacando o periodo mais himido (r= -
0,739, -0,711, -0,744, -0,713, -0,701, -0,715 para a média da precipitacdo anual, precipitacdo do més mais
hamido, precipitacdo do quadrimestre mais himido, precipitacdo do quadrimestre mais seco, precipitacdo do

gquadrimestre mais quente e precipitagcdo do quadrimestre mais frio, respectivamente)

De modo geral observou-se um enriquecimento de 5N gquando as temperaturas sdo mais altas e com
menor precipitagdo. Por outro lado, nos locais onde a precipitagdo € mais frequente sob temperaturas mais
amenas, os valores de 3"°N s&o menores, sendo isso comprovado com o indice de aridez. Sendo a correlacdo
com o indice de aridez negativa, quanto mais elevado o indice de aridez (locais mais himidos) menor os

valores de 8"°N.

Estes dados estdo de acordo com estudos anteriores,Handley et al, (1999), verificaram que ao longo de um
gradiente de precipitacdo, 8°N da folha correlacionou-se negativamente com a precipitagdo média anual,
mesmo existindo uma variabilidade substancial associada com este padrdo. Eles atribuiram esta relacdo as
diferencas encontradas ao longo da regido mais arida para a mais humida, propondo que as perdas de azoto
relativas as fontes eram maiores nas zonas mais aridas e, devido a perda de azoto (por volatizagéao,

desnitrificacéo e lixiviagio) ser tipicamente escarsa em *°N, resultou no enriquecimento de *°N do solo e das
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plantas nas regifes mais aridas.Também verificaram-se que este padrdo apenas é sustentado para analises em

escala regional.

Diferencas no 3"°N das bolotas dependem do 5'°N da fonte e o fracionamento associado ao metabolismo do
azoto na azinheira. Outros autores reportaram que o valor global de 5'°N em qualquer parte da planta esta
diretamente associada a sua fonte de azoto (Werner & Schmidt, 2002). Como as plantas absorvem do solo
principalmente as formas inorganicas NH, e NOs;, sua composicdo isotépica sera em funcdo da composicao

isotépica dessas formas inorganicas e também da disponibilidade dessas duas fontes (Martinelli et al, 2009).

De acordo com o que foi verificado nas bolotas, 3"°N das folhas apresentou correlacdes significativas
positivas com a temperatura e a negativas com a precipitagdo. Dentre as temperaturas, verificaram-se
correlagbes com aquelas associadas ao Verdo (temperatura média anual, amplitude térmica diurna,
temperatura maxima do més mais quente, temperatura média do quadrimestre mais seco e temperatura média
do quadrimestre mais quente). Relativamente a precipitagdo, observou-se correlacdes negativas com a
precipitagdo durante todo o ano, sendo a mais forte a que se refere ao periodo mais seco (r=-0,51) (tabela 13).

Também verificou-se uma correla¢éo negativa com o indice de aridez (r=-0,464) (tabela 13).

E notdrio que os valores da 5'°N das bolotas apresentam correlacdes mais consistentes que para as folhas.
Uma possivel explicacdo podera estar relacionada com o facto das bolotas serem formadas durante o periodo
de maior stress hidrico ao contrario das folhas, onde a sua biomassa é formada durante o periodo da
Primavera. Assim, é nas bolotas que, por exemplo, o indice de aridez se reflete de uma forma mais clara e

evidente.

Relativamente a composigdo isotopica do carbono (6130), foi verificada uma correlagdo negativa com a
temperatura média do quadrimestre mais frio (tabela 13). Esta observacédo pode ser atribuido a um fecho dos
estomas e uma reducdo na transpiragdo sob condi¢8es mais aridas e frias (Gao et al, 2006), o qual pode estar
diretamente relacionado com a condutancia estomatica durante a fotossintese. Nenhuma correlagdo foi

observada para 5'%C das folhas sendo impossivel fazer este tipo de andlise.

Relativamente a razdo C/N, as folhas apresentaram-se mais correlagfes significativas que as bolotas (tabela
13). Referente a temperatura, C/N das folhas apresentaram correlacdes negativas com a temperaturas altas
(média anual, amplitude termica diurna, sazonalidade da temperatura, temperatura maxima no més mais
guente, amplitude térmica anual, temperatura média no quadrimestre mais seco e temperatura média no
guadrimestre mais quente) e correlagbes positivas com a isotermalidade da temperatura, temperatura minima
do més mais frio e com a precipitacéo ao longo do ano (anual, més mais seco, més mais humido, quadrimestre
mais seco, quadrimestre mais hdamido, quadrimestre maisfrio e quadrimestre mais quente), destacando-se a
precipitagdo no periodo mais hiumido (tabela 13). Ja para as bolotas, correlacionou-se com a temperatura média
anual, a isotermalidade da temperatura a amplitude térmica diurna e a amplitude térmica anual e precipitagédo

no quadrimestre mais seco (r=-0,444, -0,457, 0,545, -0,428 e 0,424, respectivamente) (tabela 13).
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Contudo, em ambos os tecidos, verificou-se que quanto a temperatura aumenta e a precipitacdo € menor, a
razdo C/N é menor. Ou seja, nas regides mais aridas, existe uma maior disponibilidade de N no solo (N esta em
maior proporcdo que C), mas devido ao regime restrito de precipitacdo, a absor¢éo dele por parte dos Quercus
rotundifolia . é limitada causando uma disputa entre os individuos daquele ecossistema pela disponibilidade de

azoto.

Verificou-se distintos padrdes no que se trata dos dados de % C, tanto para as folhas quanto para as bolotas
(tabela 13). Para as bolotas, %C correlacionou-se negativas com a temperaturas altas (média anual, amplitude
termica diurna, sazonalidade da temperatura, temperatura maxima no més mais quente, amplitude térmica
anual, temperatura média no quadrimestre mais seco e temperatura média no quadrimestre mais quente) e
correlagdes positivas com a isotermalidade da temperatura, temperatura minima do més mais frio e temperatura
média no quadrimestre mais frio com destaque para o indice de aridez (r=0,608). Para a precipitacéo, verificou-
se uma relagdo positiva significativa com a precipitagdo ao longo do ano (anual, més mais humido,
quadrimestre mais seco, quadrimestre mais humido, quadrimestre mais frio e quadrimestre mais quente),
destacando-se a precipitacao no periodo mais seco (r=0,6). Para as folhas, %C mostrou-se significativo apenas

com a altitude (r=0,472).

Esse padrdo observado para a %C nas bolotas, indica que uma variagdo da temperatura no tempo e no
espaco influencia diretamente o ciclo do C orgénico na planta, sendo a disponibilidade de agua um fator
limitante. Nos locais onde o indice de aridez € maior (mais himido), a %C é maior, por outro lado, locais onde o

indice de aridez € menor (mais aridos) a %C é menor, mas se ha precipitacdo observou-se um aumento na %C.

Referente a %N, as folhas apresentaram-se mais correlagfes que as bolotas. Para a temperatura, verificou-
se correlagdes significativas positivas com as temperaturas associadas ao Verdo (média anual, amplitude
térmica diurna, sazonalidade, amplitude térmica anual, maxima do més mais quente, média do quadrimestre
mais seco e média do quadrimestre mais quente) e negativas com a isotermalidade e a temperatura minima no
més mais frio. Para a precipitacdo, %N das folhas verificou-se rela¢cdes negativas significativas com a
precipitagdo anual, precipitagdo no quadrimestre mais humido, precipitacdo no quadrimestre mais seco e
precipitacdo no quadrimestre mais frio, além de correlacionar-se negativamente também com o indice de aridez.

Ja para as bolotas %N correlaciona-se apenas com a isotermalidade da temperatura.

Resumidamente, quanto maior a temperatura e quanto menor a precipitacdo, maior a %N. Por outro lado,
guanto menor a temperatura e quanto maior a precipitagdo, menor a %N. Segundo Handley (1999) O ciclo do
azoto organico tende a ser mais limitado nos ecossistemas himidos e frio do que nos ecossistemas quentes e
seco, pois ha menos transferéncia de azoto na interagdo solo-planta e consequentemente menos azoto

disponivel na biomassa do ecossistema.
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Tabela 12: Correlagéo das varaveis climaticas — Temperatura (média anual , amplitude térmica diurna mensal, Isotermalidade, sazonal, maxima no més mais quente , minima
no més mais frio, amplitude térmica anual, média do quadrimestre mais himido, média do quadrimestre mais seco, média do quadrimestre mais quente, média no
quadrimestre mais frio), Precipitacdo (anual, no més mais humido, no més mais seco, isotermalidade, qéuadrimestre mais humido, quadrimestre mais seco, quadrimestre mais
quente, quadrimestre mais frio), Altitude, Inclinag&o, indice de aridez — e parametros isotopicos — ot N, 613C, 6180, %N, %C, C/N — das bolotas e das folhas de Quercus
rotundifolia, de acordo com o coeficiente de correlacdo de Spearman. Correlagdes significativas indicadas a negrito, para nivel de significancia p <0.05.

5°C 5°0 CIN
Variaveis Climaticas Folhas Bolotas Folhas Bolotas Bolotas Folhas Bolotas Folhas Bolotas Folhas  Bolotas
Média anual 0579 0809 0172  -0.028 0183 0511 038  -0.320 -0441  -0591  -0.440
Ampitude térmica diurna 0513 0567 0192 0160  -0.281 0521 0420  -0209  -0.628  -0563  -0.457
Isotermalidade 0454  -0577  -0128  -0.235 0377  -0.609  -0.487 0049 0725 0659  0.545
Sazonal 0409 0469 0278 0316  -0.384 0512 0347  -0038  -0.661  -0.540  -0.413
% Méaxima do més mais quente 0544 0618 0312 0159  -0173 0481 0350  -0245  -0.583  -0527  -0.407
5 Minima do més mais frio 0356  -0.382  -0.161  -0.384 0422  -0536  -0.337 0044 0693 0546  0.395
IS i Armi 0.386 0.461 0.229 0.353 -0.401 0.492 0.366 -0.075 -0.670 -0.524 -0.428
2 MédiirzE!Ei?r::trrn:fnaalnﬁz:mido 0127 0423 0034  -0.394 0419  -0157  -0.083  -0.150 0306 0110  0.120
Média quadrimestre mais seco 0557 0659 0306 0148  -0122 0496 0357  -0.262 -0566  -0538  -0.419
Média quadrimestre mais quente ~ 0-529 0681 0318 0089 0173 0560 0346  -0331  -0635 0613  -0.421
Média quadrimestre mais frio 0017 0073  -0124 -0435 0484  -0253  -0.055 -0.120 0487 0207  0.092
Anual -0.464 -0.739 -0.356 -0.024 0.003 -0.470 -0.315 0.329 0.567 0.524 0.391
Més mais hamido 0451  -0.711  -0.336 0006  -0.045  -0.412  -0.328 0246 0565 0472 0401
o Més mais seco 0.000  -0.327 -0.344  -0.361 0120  -0.344  -0.361  -0.086 0224 0344  0.361
g Isotermalidade 0259 0209  -0.200  -0.087 0134  -0.189 0074 0224 0354 0200  -0.038
3% Quadrimestre mais hGmido 0458  -0.744  -0331  -0071 0028  -0471  -0.332 0334 0546 0525  0.398
g Quadrimestre mais seco 0510  -0.713  -0255  -0.070 0073  -0.567  -0.347 0295 0604 0633 0424
Quadrimestre mais quente 0469  -0701  -0.164 0045  -0.178  -0.453  -0.289 0373 0536 0529  0.356
Quadrimestre mais frio 0460  -0.715  -0.360  -0.086 0116  -0.483  -0.347 0330 0549 0536 0412
Altitude 0250 0523  -0.050 0238  -0.344  -0235  -0.090 0472 0114 0320  0.129
Inclinacao 0205 0102  -0086 0048 0111 0142 0036 0070  -0.056  -0.142  0.021
Indice_Aridez 0531  -0.741  -0.204 0088  -0.022  -0548  -0.355 0345 0608 0598 0421
5°0 precipitacao 0257 0325 0026  0.106 0561  -0075 0079  -0.165 0154  0.009  -0.085
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4.5.Integracdo dos dados

4.5.1. Influéncia da variagdo climéatica ha composicao isotopica da bolota

A abundancia natural dos is6topos estaveis tem sido usado tanto como um integrador natural de
processos fisiologicos e ecoldgicos. Como bons integradores, os is6topos estaveis permitem aos
ecologistas a avaliar o resultado liquido de muitos processos que variam no tempo e no espago, ao
mesmo tempo que ndo interfere na atividade natural ou comportamental do elemento no sistema.
Como tracadores, permitem ecologistas a seguir os fatos e as transformacoes do recurso (Dawson et
al, 2002). Assim, para além de analisar o padréo isotopico das intera¢des planta-ambiente, procurou-

se explorar como essa variagéo climatica influéncia no metabolismo da planta

De um modo geral, observaram-se correlacdes entre 5°C, & N e 30O e os parametros

morfolégicos e quimicos das bolotas como mostra a tabela 14.

Em relacdo aos parametros morfolégicos, observou-se uma correlagdo negativa entre o
comprimento, o peso e o diametro e 3"°C indicando que quanto maior o stress hidrico menor o sera
a bolota (Tabela 14). Estas relagBes confirmam o que foi dito anteriormente que bolotas menores

estdo em situacado de stress hidrico em locais mais aridos (ver 4.2).

Observou-se também uma relagdo positiva entre 5%C e a porcentagem de lipidos totais e
aclcares sollveis (Tabela 14). E sabido que quanto maior os valores de 5'*C, maior sera o stress
hidrico de uma planta. Assim, em locais mais aridos e com menor precipitacdo Quercus rotundifolia
tem tendéncia a armazenar lipidos e aglcares sollveis em suas sementes. Isso podera indicar mais
uma estratégia adaptativa do Quercus rotundifolia, que quando em locais onde as condi¢Bes
climaticas sdo desfavoravéis, podera estar fazendo reservas e investindo em estruturas de apoio a
germinacdo. Em estudo feito em Quercus rotundifolia e Quercus suber, verificou-se um aumento nos
valores de acuUcares sollveis e amido das folhas depois das chuvas do Outono, quando comparado
com o Verdo. Isto mostrou a relevancia da tendéncia das plantas sempre verdes em assimilar
carbono em toda a sua biomassa depois da seca do Verdo, no intuito de para a acumular reservas

em outras partes da planta (Vaz et al, 2010)

Observou-se ainda uma relac@o significativa entre %C e os acgUcares totais. Estas variaveis
relacionam-se negativamente, ou seja, quanto maior a atividade metabolica, menor a quantidade de
acUcares totais (Tabela 14). Observou-se também que as bolotas menores localizadas nas zonas
mais xéricas, possuem menos agUcares do que aquelas que estdo localizadas em zonas mais
hdmidas. Ou seja, pode ser que as plantas de Quercus rotundifolia, quando em situacdo de stress
hidrico, utiliza o aglicar como soluto osmético ativo para promover o decréscimo do potencial hidrico
e auxiliar na manutencéo da abertura estomatica e no funcionamento do aparelho fotossintético

como estratégia de adaptacéo as condi¢des climaticas extremas (Kramer, 1995).
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Tabela 13: Coeficiente de correlagdo Spearman entre as variaveis quimicas — lipidos totais, proteinas totais,
acUcares solaveis, amido, agucares totais —, morfolégicas — Comprimento médio, Diametro médio e Peso médio
e 0s parametros isotopicos — 5'°N, 5'°C, 8'°0, %N, %C, C/N — das bolotas de Quercus rotundifolia. Correlacdes
significativas indicadas a negrito, para nivel de significancia p <0.05.

5 N 5°C 5°0 %N %C % CIN

Lipidos totais(%) 0.359 0.450 0.135 0.268 0.044 -0.279
Proteinas totais (%) 0.599 0.239 0.019 0.970 -0.299 -0.951
AcUcares sollveis (%) 0.030 0.433 -0.257 0.085 -0.200 -0.113
Amido (%) 0.214 -0.035 -0.007 0.241 -0.399 -0.277
AcUcares totais (%) 0.226 0.165 -0.075 0.192 -0.422 -0.239
Comprimento(mm) -0.171 -0.522 0.433 -0.235 0.216 0.235
Didmetro (mm) -0.223 -0.589 0.211 -0.296 0.248 0.301
Peso () -0.226 -0.611 0.282 -0.250 0.231 0.262

4.5.2. Selecao de variaveis indicadoras de mudanca climatica

No sentido de identificar fatores limitantes ao desenvolvimento da bolota e utilizar esses fatores
de mudanga na bolota como indicadores de mudanca climética testou-se agrupar as 19 variaveis
climaticas em factor scores . De seguida, Os scores destes fatores extraidos, foram correlacionados
com as variaveis da bolota, consideradas proxies ecolégicos da sua performance e desenvolvimento.
(parametros morfoldgicos, quimicos e isotépicos). Foram extraidos 19 fatores ou componentes
principais Os dois primeiros fatores explicaram juntos 90,16 % (74,84 % + 15,21%) da variancia

observada (fig. 8).

Variancia observada total dos
componentes principais (CP)

5% 3% 2%
\

mCP1
mCP2

CP3
mCP4

M outros CP's juntos

Figura 8: A componente principal 1 ou fator 1 explica 75% e a componente principal 2 ou fator 2 explica 15% da
variancia observada total.
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Analisando mais detalhadamente o fator 1 e o fator 2, buscou-se perceber quais as variaveis
foram agrupadas em cada componente de acordo com o coeficiente de correlagéo (tabela 2). Assim,
o fator 1 agrupou variaveis relacionadas tanto com a temperatura como com a precipitagdo (valores
elevados de temperatura e valores baixos de precipitacéo) no primeiro eixo. Ja o fator 2, agrupou as
variaveis relacionadas com temperaturas baixas e precipitacdo no més mais seco no segundo eixo.
(Tabela 15).

Tabela 14: Valores préprios e vetores préprios dos primeiros dois fatores resultantes da analise de componentes

principais (PCA) das variaveis climaticas (n= 22) As correlagdes fator — variavel significativas encontram-se
destacadas em negrito

Variaveis climéticas Fator 1 Fator 2
Média Anual 0.714257 0.590508
Ampitude Térmica diurna 0.950135 -0.126906

Isotermalidade -0.852474 0.222149
< Sazonal 0.966281 -0.236445
% Maxima do més mais quente 0.991387 0.004784
’g_ Minima do més mais frio -0.850550 0.468558
g Amplitude térmica anual 0.975297 -0.197222
= Média quadrimestre mais humido -0.252245 0.909336
Média quadrimestre mais seco 0.984804 0.010536

Média quadrimestre mais quente 0.980768 0.115603

Média quadrimestre mais frio -0.623910 0.712321
Anual -0.973233 -0.191100
Més mais humido -0.972954 -0.140222
o Més mais seco -0.402201 -0.558971
g isotermalidade -0.717072 0.408287
% Quadrimestre mais humido -0.987354 -0.101432
§ Quadrimestre mais seco -0.916973 -0.278919
Quadrimestre mais quente -0.773670 -0.579271
Quadrimestre mais frio -0.991171 -0.071529
Indice Aridez -0.940890 -0.131152

Como resultado da correlacdo entre os parametros da bolota e o primeiro fator, o peso médio e as
variaveis relacionadas com a quantidade de carbono (%C e C/N) demonstraram correlaces
significativas negativas (Tabela 16). Isto indica um constrangimento no desenvolvimento da semente,
traduzido no seu peso e na quantidade de carbono, em condicbes de reduzida precipitacdo
associada a temperatura elevadas. Como no primeiro fator esta incluido o Indice de Aridez (valores
baixos, i.e ambientes mais secos/aridos) este padrdo também se traduz na diminuicao (r=-0.94) tanto

do peso como de %C e C/N, comprovando o que foi verificado anteriormente (ver 4.2 e 4.4)

Desta forma, o peso médio, %C e C/N podem ser considerados assim bons indicadores de

ambientes aridos (xéricos), integrantes de componentes ambientais. Sera assim de esperar
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encontrar bolotas de menor peso, menor %C e %N (e consequentemente 615N) mais elevado em
locais mais aridos (com temperaturas mais elevadas e menor precipitacao) relativamente a outros
com condigBes menos xéricas. A variagdo da composicao isotépica do azoto s6 segue esse padrédo

guando analisado em escala regional, confirmando mais uma vez os resultados anteriores(ver 4.4).

Tabela 15: Coeficiente de correlacdo de Spearman (significancia p <0.05) para a correlagdo das variaveis dos

parametros quimicos e morfolégicos das bolotas de Quercus rotundifolia e os Fatores 1 e 2 (calculados em PCA)

fator 1 fator 2
Lipidos totais(%) 0.114625 -0.001694
Proteinas totais (%) 0.347261 0.221909
Acucares sollveis (%) 0.005082 -0.017504
Amido (%) 0.267081 0.141728
Acucares totais (%) 0.260305 0.122530
Comprimento(mm) -0.233202 0.334839
Diametro (mm) -0.359785 0.368258
Peso (9) -0.457498 0.267156
5°N 0.638803 0.431517
5C 0.166573 -0.268210
5°0 -0.193785 0.488136
%N 0.398193 0.151370
%C -0.596838 0.107849
CIN -0.455675 -0.142857

Resultante da correlacdo dos pardmetros morfoldgicos e quimicos e composi¢do isotdpica da
bolota com o fator 2, observou-se uma correlagéo positiva e significativa com a variavel 5N (tabela
16). Ou seja, quando as temperaturas de Inverno (média do quadrimestre mais himido e média do
guadrimestre mais frio) sdo mais elevadas e a precipitacdo no més mais seco mais reduzida espera-

se encontrar um maior 3*°N.

A composicao isotépica do oxigénio (6180) também correlacionou-se positivamente com o fator 2.
Sabe-se que valores de 50 pode-se referir a variagdes de humidade relativa, latitude e
continentalidade (Rodrigues et al, 2011), no entanto, os dados obtidos neste estudo n&o foram

suficientes para interpretar este resultado.

De um modo geral, a PCA parece agrupar as variaveis de acordo com as maiores situacdes de
stress da azinheira sendo o fator 1 correspondente ao stress das temperaturas mais aridas e o fator

2 o stress relacionado as temperaturas minimas e ao frio durante o Inverno

Assim como ja observado anteriormente (tabela 12), a composi¢cao quimica ndo possui relagao
direta com as variaveis climaticas. Entre as variaveis morfolégicas analisadas (tabela 9), nota-se
mais uma vez que, das carcateristicas morfologicas, € o peso médio que melhor se correlaciona com

as variaveis climaticas (mostrando valores mais baixos em situagdes mais aridas). Confirma-se ainda
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o elevado potencial do 3°N como indicador de aridez (integrando tanto a temperatura como a
precipitagdo, exibindo valores mais positivos em condicGes mais aridas ao longo do gradiente

climatico).
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Baseado nesse estudo, foi possivel chegar a varias conclusdes gerais:

A morfometria das bolotas dos locais mais aridos nao é diferente da morfometria de

bolotas de locais mais humidos.

De entre os parametros morfoldgicos estudados, foi o peso médio que melhor refletiu a
influéncia das variacdes climaticas, em particular as que estdo relacionadas com as

temperaturas mais elevadas

Os pardmetros quimicos isoladamente ndo foram bons indicadores para a andlise das
variacdes climéticas ao longo do gradiente estudado. No entanto, quando analisados em
conjunto com os parametros isotépicos e morfolégicos,verificou-se que o conteddo dos

acucares sollveis expressaram uma resposta ao stress hidrico.

De um modo geral, é notdrio que as variagdes isotopicas das bolotas quando comparadas
com as folhas apresentaram melhores correlacdes com as variaveis climéticas. Isto pode
estar relacionado com o desenvolvimento fenoldgico e o periodo de maior stress hidrico,
revelando uma resposta mais clara as variagcdes de temperatura e precipitacdo, bem

como do indice de aridez.

Este estudo, embora preliminar, indicou que o investimento das plantas nas sementes
estd de acordo com as suas adaptagfes ao stress hidrico e as varidveis ambientais,

resultantando uma estratégia de sobrevivéncia adequada as condi¢cdes amabientais.

As caracteristicas estudadas no que toca as bolotas explicaram cerca de 90% da
variabilidade encontrada, o que demonstra o interesse em continuar este tipo de estudos,

com vista a utilizacdo das sementes como tracadores de alteracdes climéticas e de

adaptacdo ao stress hidrico.
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Anexo 1 — Protocolos

Protocolo de extracdo e determinacdo dos niveis de Lipidos em bolotas de Quercus
rotundifolia [Adaptado do Método classico Sohxlet (AOAC, Método oficial 923.05)
Bligh, E.G. & W.J. Dyer ( 1959)]

Procedimento de extracao:

e Em cartucho de filtro de celulose com o peso tarado, pesar 5g da amostra (P amostra)
preparada anteriormente de acordo co o método original

e pesar massa (em g) do cartucho com a amostra em balanga analitica. Registar P,

e Colocar cartucho no extrator Sohxlet e acoplar baldo com o solvente - 150ml de cloroférmio-
metanol na proporgéo 2:1 (v/v)

e Extrair por 4h

e Retirar cartucho e por em estufa a 60°C por uma noite

e Descartar solvente residual do baldo

e Retirar cartucho da estufa e colocar no dissecador por aproximadamente 30 minutos

e Pesar massa (em g)do conjunto cartucho e amostra em balanca analitica. Registar Py

Formula para determinacéo (método gravimétrico):

(Po - Pf)x 100

” onde:

% lipidos =
Pamostra refere-se a 5g de amostra da polpa da bolota seca e moida.
P, refere-se ao peso inicial do conjunto cartucho + Pnostra
P; refere-se ao peso final do conjunto Cartucho +Pgmostra

Os resultados se informam em % de lipidos em base seca
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Protocolo de extracdo e determinacdo do conteudo de acucares sollveis e amido
em bolotas de Quercus rotundifolia (adaptado de Duranceau et al, 1999 e Almeida,
2007)

Procedimento de extracéo:

e Pesar 0.05g da amostra preparada anteriormente , de acordo com AOAC (método oficial 996.11)

e Adicionar 0,5mL de de H2O ultra-pura e agitar em vértex

e Aquecer por 5 min a 80 °C em banho termoestatizado

e Arrefecer por 5 min a 0 °C em gelo.

e Pesar a solugdo (massa em g) apods prévia determinagdo do peso do tubo.

e Centrifugar por 5 min a 16.000g separando o sobrenadante, contendo a fracédo sollvel

e Separar cuidadosamente o sobrenadante (contendo a fragdo solUvel de aglcares) do sedimento
(contendo o amido).

Sobrenadante

e Ler em triplicado 0,150 mL da solu¢@o em refratdbmetro (resultado em oBrix)

Sedimento (hidrélise acida)

e Secar o sedimento em estufa a 60 °C por 3 dias

e Ressuspender em 1 mL de acido cloridrico (HCI) 7,5M

e Agitar em virtex e manter a temperatura ambiente durante toda a noite

e Adicionar 1 mL de NaOH para controlo da acidez (pH > 4) e agitar em voértex
e  Centrifugar por 10 min a 40.000 g

e Pesar solugcdo (massa em g) apos prévia determinacéo do peso do microtubo.

e Ler em triplicado 0,150 mL da solug&o em refratometro (resultado em °Brix).

Férmula para converséo do °Brix em g

_ PaPs
Pb

X

onde,

X= % de acgUcares sollveis ou de amido por polpa de bolota seca e moida, g em 100g de amostra

P. = g de acucares sollveis na solucgéo (valor do °Brix lido pelo refratometro)

Ps= 0 peso total da solugdo

P»= 0 peso seco da amostra de bolota utilizada para estas determinacdes

NOTA: Para acurar os dados referente ao amido, fazer branco de amostra onde o sal formado (NacCl, resultante

da reaccéo entre o HCI e o NaOH) deverd ser igualmente determinado por refragédo de luz
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Anexo 2 — Tabela completa de correlacdo das varaveis climaticas — Temperatura (média anual , amplitude térmica diurna mensal , Isotermalidade, sazonal, maxima no
més mais quente , minima no més mais frio, amplitude térmica anual , média do quadrimestre mais humido, média do quadrimestre mais seco, média do quadrimestre mais
guente, média no quadrimestre mais frio, ), Precipitagdo (anual, no més mais humido, no més mais seco, isotermalidade, quadrimestre mais himido, quadrimestre mais seco,
quadrimestre mais quente, quadrimestre mais frio), Altitude, Inclinagéo, indice de aridez — e parAmetros morfoldgicos — Comprimento médio (mm), Diametro médio (mm) e
Peso médio (g) das bolotas de Quercus rotundifolia . de acordo com o coeficiente de correlacdo de Spearman. Correlacdes significativas indicadas a negrito, para nivel de
significancia p <0.05.

Variaveis Climaticas Comprimento (mm) Diametro (mm) Peso (g)
Média Anual 0.088 -0.073 -0.191
Ampitude Térmica diurna -0.327 -0.439 -0.512
|sotermalidade 0.264 0.368 0.449
Sazonal -0.316 -0.449 -0.530
< Maxima do més mais quente -0.261 -0.396 -0.500
g Minima do més mais frio 0.414 0.565 0.583
g Amplitude térmica anual -0.380 -0.516 -0.594
- Média quadrimestre mais hamido 0.331 0.490 0.382
Média quadrimestre mais seco -0.200 -0.375 -0.440
Média quadrimestre mais quente -0.180 -0.288 -0.378
Média quadrimestre mais frio 0.468 0.532 0.486
Anual 0.096 0.301 0.351
Més mais humido 0.013 0.251 0.301
o Més mais seco 0.292 0.224 0.292
% Isotermalidade 0.258 0.446 0.508
'§ Quadrimestre mais himido 0.157 0.351 0.403
& Quadrimestre mais seco -0.004 0.099 0.175
Quadrimestre mais quente -0.096 0.124 0.158
Quadrimestre mais frio 0.216 0.364 0.427
Altitude -0.299 -0.212 -0.101
Inclinagéo 0.081 -0.006 -0.056
Indice_Aridez 0.003 0.193 0.208




