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RESUMO

Influéncia do déficit hidrico no crescimento, acamulo de carboidratos de reserva
e na anatomia e ultra-estrutura do rizoma de Costus arabicus L. (Costaceae,
Monocotiledoneae)

Costus arabicus L. € uma espécie herbacea, nativa da Mata Atlantica, conhecida
popularmente como costus, canela-de-ema, cana-do-brejo, cana-de-macaco e
gengibre-espiral, que € comumente utilizada como planta ornamental e na medicina
popular. O 6rgao subterraneo (rizoma) dessa espécie acumula amido como principal
carboidrato de reserva. O estresse hidrico por falta de agua € um dos fatores
ambientais mais importantes que podem regular o crescimento e desenvolvimento das
plantas, limitando sua produgdo e levando também a alteragbes nas caracteristicas
fisiolégicas, bioquimicas e anatémicas. Desse modo, a deficiéncia hidrica destaca-se
como fator adverso ao crescimento e a producao vegetal por alterar a eficiéncia com
que os fotoassimilados sdo convertidos para o crescimento e desenvolvimento das
plantas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do déficit hidrico no
crescimento e acumulo de carboidratos de reserva em plantas de Costus arabicus L.,
assim como na anatomia e ultra-estrutura do rizoma. O déficit hidrico foi imposto as
plantas em duas épocas diferentes (inverno e verao) através dos seguintes tratamentos:
plantas irrigadas diariamente (controle) e irrigadas a cada 7 (7d) e 15 dias (15d). Foram
avaliados a umidade do solo, o teor relativo de agua nas folhas (TRA), o potencial
hidrico foliar (W), 0 potencial osmotico da seiva do rizoma (¥s), crescimento vegetativo,
teores dos agucares soluveis totais (AST) e redutores (AR), amido, aminoacidos livres
totais e prolina, assim como, aspectos anatdomicos e ultra-estruturais do rizoma. A
umidade do solo manteve-se praticamente constante nas plantas irrigadas diariamente
e superior a das plantas irrigadas a cada 7 e 15 dias nos dois experimentos. O déficit
hidrico afetou o crescimento de Costus arabicus e os menores valores de ¥, e ¥ das
plantas tratadas coincidiu com os menores valores de massa seca e numero total de
folhas verdes e aumentos do numero de folhas senescidas. O baixo teor de prolina
presente nas plantas sob déficit hidrico sugere que esse aminoacido ndo atuou na
osmorregulacédo dessas plantas. Os menores teores de AST, AR e a manutengdo dos
teores de amido nos rizomas, associados ao menor crescimento das plantas dos
tratamentos 7d e 15d em relagdo as plantas controle, sugerem a ocorréncia de
dorméncia do 6rgéao subterraneo em resposta ao déficit hidrico imposto, evidenciando
uma estratégia de evitagcdo a seca. As analises anatdbmicas mostraram que o rizoma €&
revestido pela epiderme ou suber estratificado e que existe uma delimitacdo entre as
regides cortical e vascular. Também foi observada a presenga de numerosos graos de
amido e de idioblastos com conteudo fendlico no parénquima dessas duas regides.
Entre os tratamentos, os rizomas das plantas irrigadas a cada 7 dias apresentaram
caracteristicas anatdbmicas semelhantes aos das plantas controle. No entanto, nos
rizomas das plantas irrigadas a cada 15 dias, as células do tecido de revestimento e
das camadas corticais mais externas tornaram-se mais achatadas e com paredes
sinuosas. Através das analises em microscopio eletrénico de varredura, observou-se
que os graos de amido das plantas irrigadas diariamente e daquelas submetidas ao
déficit hidrico apresentaram os mesmos formatos.
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ABSTRACT

Effect of water deficit on growth, accumulation of reserve carbohydrates and
anatomy and ultrastructure of the rhizome of Costus arabicus L. (Costaceae,
Monocotyledoneae)

Costus arabicus L. is an herbaceous species, native to the Atlantic Forest, known
popularly as costus, canela-de-ema, cana-do-brejo, cana-de-macaco and gengibre-
espiral, that is commonly used as an ornamental plant and in popular medicine. The
underground organ (rhizome) of this species accumulates starch as the main reserve
carbohydrate. Water stress, due to low water availability, is one of the most important
environmental factors that regulates plant growth and development, limiting the
production and leading to changes in physiological, biochemical and anatomical
features. Thus, water deficit stands out as a factor adverse to growth and crop
production by altering the efficiency by which photoassimilates are converted for growth
and development of plants. The aim of this study was to evaluate the effect of water
deficit on growth and accumulation of reserve carbohydrates in plants of Costus
arabicus L., as well as on the anatomy and ultrastructure of the rhizome. Water deficit
was imposed on plants in two seasons (winter and summer) through the following
treatments: daily irrigation (control) and irrigation every 7 (7d) and 15 days (15d). We
evaluated soil moisture, relative water content in leaves (RWC), leaf water potential
(Ww), osmotic potential of sap from the rhizome (¥,), vegetative growth, levels of total
soluble sugars (TSS), reducing sugars (RS), starch, amino acids and proline, as well as
anatomical and ultrastructural characteristics of the rhizome. Soil moisture remained
mostly constant in irrigated plants and higher than that of plants irrigated every 7 to 15
days in both experiments. Water deficit affected plant growth; low values of ¥,, and ¥, of
treated plants coincided with the low values of dry weight and total number of green
leaves and with increases in the number of senesced leaves. The low content of proline
found in plants under water deficit suggests that this amino acid did not act in the
osmoregulation of these plants. The lowest levels of TSS, RS and the maintenance of
starch levels in rhizomes, associated with low rates of plant growth in treatments 7d and
15d, compared to control plants suggest the occurrence of dormancy of the underground
organ in response to water deficit, indicating a strategy of drought avoidance. The
anatomical analysis showed that the rhizome is covered by epidermis or
stratified cork and there is a delimitation between the cortical and vascular regions. We
detected the presence of numerous starch grains and idioblasts with phenolic content in
the parenchyma of these two regions. The rhizomes of plants irrigated every 7 days
showed anatomical features similar to control plants. However, in the rhizomes of plants
irrigated every 15 days, the cells of covering tissue and of the outer cortical layers
became more flattened and sinuous. Analysis of scanning electron microscopy showed
that the starch grains of irrigated plants and of plants submitted to drought presented the
same shape.

Keywords: Starch; Water stress; Drought avoidance
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1 INTRODUCAO
O fenbmeno “seca” € um dos principais fatores limitantes a produtividade, tanto

em sistemas agricolas quanto em ecossistemas naturais. Na natureza, a intensidade e
a distribuicdo das chuvas definem o regime hidrico influenciando desde o crescimento e
a produtividade dos individuos até a distribuicdo das populacdes e a biodiversidade dos
ecossistemas. Neste cenario, as alteragbes climaticas previstas para os proximos anos
devidas ao aquecimento global tornam criticos os estudos sobre o uso da agua pelas
espécies nativas, ndo apenas visando a conservagao dos biomas, mas também para
definir estratégias de recuperacdo de areas ja degradadas, uma vez que O
estabelecimento das espécies € uma etapa critica na recuperagao dessas areas.

O déficit hidrico decorrente da seca se estabelece quando a absorgéo de agua
pelo sistema radicular ndo atende as demandas da planta (FAN et al., 2006). Entre as
principais demandas da planta estdo dois processos essenciais ao crescimento vegetal:
a fotossintese e a transpiragdo da parte aérea. Antes que o déficit hidrico se
estabeleca, as raizes tém que “sentir’” a seca no solo e comunicar essa informacao a
parte aérea, o que gera uma resposta integrada da planta permitindo sua sobrevivéncia
até que a disponibilidade de agua aumente. Esta comunicagao é feita por varios meios,
além da reducgédo no fluxo ascendente de agua (DAVIES; ZHANG, 1991). Segundo
esses autores, muitas dessas respostas envolvem a agao de genes, mas os avangos na
biologia molecular serdo poucos se ndo estiverem associados ao conhecimento da
bioquimica e fisiologia de plantas sob déficit hidrico. Entender as alteragdes fisioldgicas
e bioquimicas induzidas pelo déficit hidrico é primordial, portanto, para entender as
respostas da planta ao estresse e como essas alteracdes influenciam o crescimento e o
desenvolvimento da planta.

O estresse hidrico por falta de agua é um dos fatores ambientais mais
importantes que podem regular o crescimento e desenvolvimento, limitando a produg¢ao
(JONES; CORLETT, 1992) e levando também a alteragbes nas caracteristicas
fisiologicas e bioquimicas das plantas (ZOBAYED; AFREEN; KOZAI, 2007). Desse
modo, a sobrevivéncia das plantas sob tais condi¢cdes estressantes depende em grande

extensdo da habilidade que as mesmas tém de “perceber” o estimulo, gerar e transmitir
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o sinal e iniciar varias alteracgdes fisioldgicas e bioquimicas (BOHNERT; JANSEN, 1996;
SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997).

Cumpre ressaltar que, de modo geral, tais respostas levam primeiro a
aclimatacao e, posteriormente, quando o estresse hidrico torna-se mais severo,
ocorrem danos funcionais e perdas de parte das plantas (CHAVES; MAROCO;
PEREIRA, 2003). Durante a fase de aclimatacao, o déficit hidrico resulta tipicamente
em diminuigcdes nas taxas de crescimento, devido a inibicdo da expansdo celular e
reducdes na assimilagdo do carbono (OSORIO et al., 1998), bem como, na utilizagdo
dos carboidratos, por alterar, basicamente, a eficiéncia com que os fotoassimilados sao
convertidos para o desenvolvimento de partes novas na planta, ocasionando mudangas
na particdo dos carboidratos (HSIAO; XU, 2000) e condicionando as plantas a
desenvolverem mecanismos de adaptagao e tolerancia a seca (JORDAN, 1983).

Existem varios tipos de respostas das plantas ao déficit hidrico, que concorrem
para a manutencao do seu status hidrico e, por extensao, dos processos fisiologicos e
bioquimicos vitais. Algumas dessas respostas incluem o acumulo de solutos organicos
de baixo peso molecular, também chamados de solutos compativeis, em um processo
conhecido como ajustamento osmético (BAJJI; LUTTS; KINET, 2001). De forma a se
aclimatar e/ou se adaptar a déficits hidricos de diferentes niveis de intensidade, as
plantas podem acumular prolina (NAYYAR; WALIA, 2003; YAMADA et al., 2005) e
outros aminoacidos livres (RAI, 2002; KUSAKA; OHTA; FUJIMURA, 2005), polialcoois
(RAMANJULU; BARTELS, 2002) e carboidratos (PELLESCHI; ROCHER; PRIOUL,
1997; CHAVES et al., 2002). De fato, entre esses solutos, os carboidratos sao
elementos-chave, pois podem ser armazenados tanto na forma de polissacarideos com
baixa atividade osmodtica como o amido, quanto na forma de agucares altamente
soluveis e higroscépicos como a sacarose e hexoses (BUCKERIDGE et al., 2000;
WHITTAKER et al., 2007).

Neste sentido é plausivel que espécies acumuladoras de carboidratos em érgéos
subterraneos de reserva como tubérculos, rizomas, rizéforos e raizes espessadas
possam, durante o seu crescimento, ter a sintese e o acumulo desses carboidratos

afetados pelo déficit hidrico, bem como utiliza-los na geracdo de compostos
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osmoticamente ativos através da degradagcao em resposta a esse estresse do
ambiente.

Existem varios trabalhos sobre os efeitos do déficit hidrico na fisiologia de érgéos
aéreos e subterraneos em plantas. No entanto, a maioria deles usa como modelo, mono
ou dicotiledéneas de interesse agronémico, tais como milho (SHARP; LENOBLE, 2002;
SHARRP et al., 2004; FAN; NEUMANN, 2004), trigo (ASSENG et al., 1998; MORILLON;
LASSALLES, 2002; PIRO et al., 2003), gréo-de-bico (BASU et al., 2007), mandioca
(SANTISOPASRI et al, 2001) e batata (GEIGENBERGER et al.,, 1997).
Especificamente no caso da batata (Solanum tuberosum L.), espécie que acumula
amido como principal carboidrato de reserva em seus 6rgaos subterraneos (tubérculos)
e também uma das mais estudadas sob condi¢cdes de estresse hidrico, os trabalhos
realizados demonstram que a disponibilidade hidrica regula as taxas de sintese de
amido e crescimento dos tubérculos (OPARKA; WRIGHT 1988a, b) e que tanto a
sintese como a degradacado do amido sao alteradas sob condi¢cdes de déficit hidrico,
com respostas no geral associadas ao aumento nos niveis de agucares soluveis e
inibicdo da sintese de amido (GEIGENBERGER et al., 1997). De acordo com esses
autores, a direcdo da via metabdlica e a conversdo de sacarose-amido representam
uma estratégia importante, através da qual pode ocorrer nos tubérculos de batata a
regulacdo do seu potencial osmatico interno, das suas relagbes hidricas e, por
extensao, do seu crescimento, bem como da planta como um todo.

A despeito dessas informacdes, pesquisas sobre as respostas ao déficit hidrico
em espécies nativas tropicais perenes de crescimento lento e que acumulam amido
como carboidratos de reserva ainda s&o escassas.

Em nosso laboratério no Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do
Instituto de Botanica de Sao Paulo, o papel dos carboidratos como marcadores de
etapas especificas do desenvolvimento e como indicadores de respostas das plantas a
estresses do ambiente vem sendo estudado. Pesquisas com plantas de Vernonia
herbacea (Vell.) Rusby, uma espécie de cerrado que acumula frutano como principal
carboidrato de reserva em seus 6rgaos subterraneos (rizéforos), ja demonstraram a
funcdo desses carboidratos como osmorreguladores em resposta ao déficit hidrico
(DIAS-TAGLIACOZZO et al., 2004) e experimentos adicionais estdo sendo realizados
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de modo a demonstrar os mecanismos pelos quais os frutanos desempenham esse
papel.

Com relagdo ao amido, sua ocorréncia e metabolismo foram descritos para
algumas monocotiledéneas tropicais de mata, como Xanthosoma sagittifolium
(GRAZIANO; DIETRICH; FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1992) e espécies de Dioscorea
(CHU; FIGUEIREDO-RIBEIRO, 2002), porém, sua relacao com a disponibilidade hidrica
nao foi investigada.

Ao revisar a literatura, observou-se que estudos anatémicos e ultra-estruturais
detalhados com orgdos subterrédneos de espécies de monocotiledéneas relacionados
com a deficiéncia hidrica no solo sdo escassos ou inexistem. Apesar da importancia de
Costus arabicus L. como planta ornamental e medicinal, ha caréncia de estudos sobre
essa espécie. Os dados obtidos com a caracterizagdao estrutural dos oérgaos
subterraneos sao de grande importéncia, pois podem subsidiar diferentes areas da
pesquisa, tais como a fisiologia e a bioquimica.

Uma abordagem combinada de parédmetros ecofisiolégicos, bioquimicos e
anatdmicos pode fornecer informagdes novas e valiosas que facilitem o entendimento
dos processos de regulagcdo do acumulo e utilizacdo de carboidratos durante o
crescimento e desenvolvimento de plantas nativas sob condigdes de déficit hidrico. Tais
informacdes serao relevantes na criacdo de modelos de distribuicdo das espécies em
resposta a alteracdes climaticas e na criacdo de modelos de recuperacdo de areas
degradadas.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do déficit hidrico no
crescimento e acumulo de carboidratos de reserva em plantas de Costus arabicus L.,

assim como na anatomia e ultra-estrutura do rizoma.

A espécie Costus arabicus L.

A familia Costaceae pertence a ordem Zingiberales, que consiste de oito familias
de monocotiledéneas: Zingiberaceae, Costaceae, Marantaceae, Cannaceae,
Lowiaceae, Musaceae, Heliconiaceae e Strelitziaceae (NAKAI, 1941 apud
TOMLINSON, 1962; APG Il, 2003; JUDD et al.,, 2009). Atualmente Costaceae e
Zingiberaceae constituem um clado (JUDD et al., 2009). Porém, Costaceae ja chegou a



21

ser classificada como uma subfamilia (Costoideae) (SCHUMANN, 1904 apud
TOMLINSON, 1956, 1962) e como uma tribo (Costeae) (HUTCHINSON, 1959 apud
TOMLINSON, 1962) da familia Zingiberaceae antes de ser elevada a categoria de
familia pela primeira vez por Nakai (1941).

Quatro géneros constituem a familia Costaceae: Costus, Monocostus,
Dimerocostus e Tapcinochielas, os quais sdo encontrados em areas tropicais e
subtropicais através do Novo e do Velho Mundo, em florestas pluviais e outros
ambientes umidos (STEVENSON; STEVENSON, 2004).

Plantas da familia Costaceae ja podem ser encontradas no comeércio, sendo
suas inflorescéncias utilizadas em arranjos florais. Atualmente, dentre os quatro
géneros citados, sem duvida, o mais importante comercialmente é Costus (CASTRO,
1995), com aproximadamente 175 espécies (STEVENSON; STEVENSON, 2004).
Segundo Wanderley et al. (2003), no Estado de Sdo Paulo foram encontradas trés
espécies de Costus. O género Costus é composto por plantas altas ou acaulescentes
(WANDERLEY et al., 2003). Suas folhas sao distribuidas em arranjos espirais ao redor
do caule e as inflorescéncias sédo estrobilaceas a capitadas, terminais em uma haste
enfolhada ou em uma haste separada, curta, sem folhas. As bracteas possuem
coloracéo verde, amarela ou alaranjada a avermelhada; sdo coriaceas, frequentemente
providas de apéndices foliaceos de cor vermelha ou verde. A corola pode apresentar
coloragdo branca, amarela, alaranjada ou vermelha. As sementes sao pretas ou
marrons brilhantes (CRILEY, 1995); no entanto, a maioria das espécies multiplica-se
facilmente por estacas e por divisdo de touceira (LORENZI; SOUZA, 1999).

Algumas espécies de Costus, além de serem cultivadas como ornamental, tanto
para jardim como para producdo de flor de corte podem ter suas folhas, hastes e
rizomas empregados na medicina tradicional, como é o caso de C. spiralis (Jacq.)
Roscoe, C. cuspidatus (Nee&Mart.) e C. spicatus (Jacq.). As preparacdes s&o
atribuidas propriedades depurativas, adstringentes e diuréticas (LORENZI; MATOS,
2002). Segundo esses autores, informacdes etnofarmacoldgicas registram o uso das
raizes e rizomas como diuréticos, tonicos, enquanto o extrato da haste diluido em agua
tem uso contra gonorréia, sifilis, nefrite, laxante, problemas de bexiga e diabetes,

embora a eficacia e seguranga de seu uso ainda ndo tenham sido confirmadas
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experimentalmente. Em sua composi¢do quimica é registrada a presenga de inulina,
acido oxalico, taninos, sistosterol, saponinas, sapogeninas, mucilagens e pectinas,
sendo que uma ou mais saponinas tém a glicona diosgenina, que € uma substancia
usada como matéria prima importante para a sintese de horménios esteroidais (LIN;
HANQUET; DUBOIS, 1996; PARENTE; BERNARDO; SILVA, 2000). Além das
propriedades medicinais, espécies de Costus também podem ser usadas como
alimento, como por exemplo, os rizomas de Costus speciosus (Koenig) que sao
consumidos pelos indianos (CORREA, 1984; VIMALA; NAMBISAN, 2005).

Costus arabicus L. € uma espécie herbacea, nativa da Mata Atlantica
comumente utilizada como planta ornamental (CASTRO, 1995) e na medicina popular
(OLIVEIRA et al., 2008) que acumula amido como principal carboidrato de reserva
(SANTOS, 2009). Essa espécie ocorre nas Antilhas e América do Sul tropical em
florestas umidas, florestas de beiras de rios, florestas de margem de rodovias,
plantagcdes de cacau e em locais umidos, em geral ao nivel do mar (WANDERLEY et
al., 2003) e é conhecida popularmente como costus, canela-de-ema, cana-do-brejo,
cana-de-macaco e gengibre-espiral (LORENZI; SOUZA, 1999). E uma planta que
apresenta de 1,0 a 3,0 metros de altura, caules as vezes ramificado, folhas dispostas
em espiral ao longo do caule, alongadas, espessas, brilhantes e acetinadas na face
abaxial e inflorescéncias densas, cilindricas, com bracteas vermelhas, vistosas, com
flores brancas, formadas no decorrer do ano todo (WANDERLEY et al.,, 2003;
LORENZI; SOUZA, 1999).
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Material e Métodos

2.1.1 Material botéanico e condi¢cdes de cultivo

Foram utilizadas plantas de Costus arabicus L., obtidas por propagacao
vegetativa dos orgédos subterrdneos (rizomas) de plantas provenientes do Nucleo de
Pesquisa (NP) em Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Botanica de S&ao Paulo (IBt-
SP). O material botanico foi coletado no canteiro experimental (23°38’S e 46°37’'W),
herborizado e identificado, sendo a exsicata incorporada ao Herbario do Instituto de
Botanica: BRASIL. SAO PAULO: S3o Paulo, 10-11-2010, V. P. Costa 247 (SP 420025).

Os rizomas das plantas matrizes foram fragmentados e plantados em vasos
individuais de 20 litros contendo terra vegetal como substrato. As plantas foram
cultivadas na casa de vegetacdo do NP acima referido e irrigadas diariamente com
agua corrente, recebendo solugdo nutritiva de Clarck (CLARK, 1975) uma vez por

semana.

A imposicao do déficit hidrico foi realizada em duas épocas: entre os meses de
junho a agosto de 2007, que compreende o periodo seco e frio (primeiro experimento -
inverno) e entre os meses de janeiro a margo de 2009, que compreende o periodo

quente e umido (segundo experimento - verao).

A partir do 6° més de cultivo, o déficit hidrico foi imposto as plantas através dos
seguintes tratamentos: plantas irrigadas diariamente (controle) (Figura 1), irrigadas a
cada 7 (7d) e 15 dias (15d).

Para as analises ecofisioldgicas e bioquimicas, os dois experimentos foram
dispostos em delineamento inteiramente casualizados com cinco e quatro repeticdes
por tratamento por coleta, respectivamente, sendo realizadas 6 coletas ao longo de 3

meses.

No segundo experimento, além das analises dos parametros ecofisiolégicos e
bioquimicos, foi realizado o estudo anatbmico e ultra-estrutural do rizoma. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés tratamentos (controle,

7d e 15d) e trés repeticoes (plantas) por tratamento por coleta. As coletas ocorreram
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aos 15, 45 e 75 dias ap6s a imposi¢cao do déficit hidrico, sendo as amostras de rizoma

coletadas a 5 cm de distancia do fragmento do rizoma que deu origem a nova planta.

Figura 1 — Planta de Costus arabicus L. irrigada diariamente (controle). A. Aspecto geral. B. Caule
aéreo. C. Caule subterraneo (rizoma). Barra: C =5 cm

2.1.2 Parametros ecofisiolégicos
Teor de umidade do solo (U%)

Amostras de solo foram obtidas com auxilio de um anel volumétrico (100,08 cm®)
no momento da coleta das plantas, sendo imediatamente pesadas para obtencdo do
peso fresco (PF). Em seguida, as amostras foram mantidas em estufa a 70°C por 72h,
sendo novamente pesadas para obtengdo do peso seco (PS). O teor de umidade do
solo (U%) foi determinado pelo método gravimétrico (BLAKE, 1965) através da seguinte
equacéo: U (%) = (PF — PS/ PS) x 100
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Teor Relativo de Agua (TRA)

As mesmas folhas utilizadas para medidas do potencial da agua foram
imediatamente pesadas (g) em uma balanga digital analitica para a obtengdo do peso
fresco da folha (PFf). Em seguida, essas folhas foram submersas por 24 horas em
Becker contendo agua destilada e pesadas novamente para obten¢do do peso turgido
da folha (PTf). Posteriormente as folhas foram colocadas em uma estufa a 60°C por 72h

para a obtencéo do peso seco da folha (PSf).

O teor relativo de agua (TRA) foi calculado conforme descrito por Weatherley
(1950) através da férmula: TRA (%) = (PFf-PSf/PTf-PSf) x 100

Potencial da agua (%) e potencial osmoético (W)

De forma a quantificar a intensidade do déficit hidrico imposto as plantas nos
diferentes tratamentos, foram realizadas medidas do potencial da agua da terceira folha
totalmente expandida a partir do apice das plantas. As medidas do ¥, foram realizadas
as 06:00 horas através de uma bomba de presséo tipo Scholander, Modelo 1000 (PMS
Instrument Co., UTAH, EUA).

O suco celular dos rizomas foi coletado, armazenado em tubo tipo eppendorf e
mantido a -20°C até o momento de realizar as medidas de Ws. No primeiro experimento,
utilizou-se um microvoltimetro modelo HR-33T (Wescor, EUA) do Laboratério de
Fisiologia Vegetal do Instituto Agronémico de Campinas (IAC). Através do método
higrométrico, as amostras foram colocadas e lidas em camaras psicrométricas modelo
C-52 (Weser). No segundo experimento, um osmdmetro de pressdo de vapor modelo
5520 (VAPRO) foi utilizado para obtencao dos valores de Ws. Foram utilizados 10 uL de

suco celular em cada medida.

Crescimento vegetativo

As plantas foram avaliadas quanto aos seguintes parametros: numero de folhas,
numero de folhas senescidas, area foliar total, massa seca (MS) de folhas, caules,
raizes e rizomas. A area foliar foi determinada apenas no segundo experimento através

de um medidor de area foliar modelo Li-3000 (Li-Cor, Nebraska, EUA). A analise deste
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parametro nao foi feita aos 75 dias. A massa de matéria seca foi obtida apds secagem

em estufa a 70°C por 72 horas.

2.1.3 Parametros bioquimicos

Extracdo de carboidratos soluveis

A extracdo de carboidratos soluveis foi realizada segundo Carvalho, Pinto e
Figueiredo-ribeiro (1998) com modificagbes. Para a quantificagdo dos carboidratos
soluveis, amostras de folhas, raizes e rizomas de C. arabicus foram coletadas e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Apds a coleta, as amostras foram
liofilizadas e posteriormente pulverizadas em moinho de bola. Aproximadamente 500mg
de cada material (folha, raiz e rizoma) foi submetido, em separado, a extragdo em 10
mL de etanol 80% e mantidas em banho-maria a 80°C por 15 minutos, sendo entao
centrifugadas a 700 g por 15 minutos. Os residuos foram re-extraidos mais duas vezes
em etanol 80% a 80°C por 15 minutos, e novamente centrifugados, sendo os
sobrenadantes das trés extragdes etanodlicas reunidos. Os residuos finais foram
submetidos a duas extracdes aquosas de 10 mL cada a 60°C por 30 minutos e filtrados
a vacuo em tecido de algodao. Os sobrenadantes etandlicos e aquosos foram reunidos
e concentrados em rotoevaporador a 40°C. O residuo restante apods filtragem foi

mantido a -20°C para posterior dosagem do amido.

Analises quantitativas dos carboidratos soluveis

A analise quantitativa dos agucares soluveis totais (AST) dos extratos de folha,
raiz e rizoma foi realizada através do método colorimétrico do fenol sulfurico (DUBOIS
et al., 1956), utilizando-se glucose (Sigma) como padrao. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotdbmetro, regulado para um comprimento de onda de 490 nm.

Os conteudos de acucares redutores (AR) dos extratos de folha, raiz e rizoma
foram analisados colorimetricamente de acordo com o meétodo Somogyi (1945),
utilizando-se glucose (Sigma) como padrdo. A leitura da absorbéancia foi realizada em
espectrofotdbmetro, em comprimento de onda de 595 nm.

Os teores estimados de agucar foram obtidos através de calculos baseados nas

equagdes da reta que foram geradas a partir das curvas padrdes.
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Anédlises qualitativas dos carboidratos soluveis

A composicdo dos acucares soluveis totais (AST) nas folhas e rizomas foi
avaliada nos extratos etandlicos e aquosos obtidos e reunidos apdés a extracao de
carboidratos soluveis.

Aliquotas de 3 mL de cada extrato foram submetidas a purificagcdo em colunas de
troca idnica, utilizando-se as resinas catiébnica Dowex 50x8 (100-200 mesh) e anibnica
Dowex 1x8 (52-100 mesh). A eluigdo dos agucares foi feita com agua deionizada e as
amostras recolhidas das colunas de troca i6nica tiveram seu pH ajustado para 7,0 com
hidroxido de amoénio (0,4M). Apdés o ajuste do pH de cada amostra, estas foram
liofilizadas e ressuspensas em 1,0 mL de agua deionizada. Em seguida, uma nova
dosagem dos AST pelo método fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956) foi realizada para
ajustar a concentragdo de cada amostra para 400 pg mL" (CARVALHO; ZAIDAN;
DIETRICH, 1997). Foram realizadas analises por cromatografia anidnica de alta
resolugdo com detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em coluna Carbo-Pac
PA1 em sistema Dionex ICS 3000. Os monossacarideos neutros foram eluidos
isocraticamente com 100 mM de hidréxido de sédio, com fluxo de 0,25 mL.min™ e
identificados por comparagao dos tempos de eluicdo com padrées comerciais de mio-

inositol, glicose, frutose e sacarose. O tempo de corrida foi de 30 minutos.

Extracao e quantificacdo de amido

Os residuos restantes da extracdo exaustiva dos AST em etanol 80% foram
liofilizados, macerados e submetidos a quantificacdo de amido pelo método enzimatico
(AMARAL et al., 2007).

A 10 mg de residuo liofilizados de cada amostra, foram adicionados 0,5 mL (120
U mL™) de alfa-amilase termoestavel de Bacillus licheniformis (Megazyme ®), diluida
em tampao MOPS [4cido 3-(n-morfolino) propanosulfénico] 10 mM pH 6,5. A seguir, as
amostras foram incubadas a 75°C por 30 minutos. Este procedimento foi repetido mais
uma vez, totalizando 120 unidades de enzima. As amostras foram resfriadas até 50°C
(em banho-maria), sendo entdo adicionada uma solugéo contendo 0,5 mL (30 U mL™")
de amiloglucosidase (AMG) de Aspergillus niger (Megazyme ®), em tampao acetato de

sédio 100 mM, pH 4,5, seguido por incubagdo das amostras a 50°C por 30 minutos.
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Este procedimento foi repetido mais uma vez, totalizando 30 unidades de enzima. Apés
as quatro incubacdes descritas acima, foram acrescentados 100 uL de acido percldrico
0,8M para interromper a reagao e precipitar proteinas. Em seguida, foi realizada uma
incubacéao por 15 minutos a 30°C com GODPOD (Glicose PAP Liquiform/ Centerlab ®),
e o teor de glucose foi determinado em leitor de microplacas de ELISA a 490 nm. A

curva padrao foi obtida a partir de concentracdes crescentes de glucose.

Analise quantitativa dos aminoacidos livres totais e prolina livre

Os aminoacidos livres foram quantificados nas fracdes etandlicas e aquosas de
folhas, raizes e rizomas, obtidas e reunidas apds a extragao de carboidratos soluveis
conforme metodologia descrita por Coocking e Yemm (1954). Aliquotas diluidas em
volume final de 1 mL foram colocadas em tubos de ensaio e a elas foi adicionado 0,5
mL de tampé&o 0,2M citrato pH 5; 0,2 mL de ninhidrina (5% ninhidrina em metilcelusolve)
e 1 mL de KCN (2 mL de KCN 0,01M em 98 mL de metilcelusolve). Em seguida, os
tubos foram agitados, vedados e mantidos a 100°C por 20 minutos em banho-maria. Os
tubos foram entéo resfriados no ambiente e 1 mL de etanol 60% foi adicionado em cada
tubo. Utilizou-se leucina como padrdo e a leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotdmetro, regulado para um comprimento de onda de 570 nm. O teor estimado

de aminoacidos livres totais foi calculado apds a obtencédo da equacéo da reta.

A prolina livre foi quantificada conforme Bates, Waldren, Teare (1973) com
pequenas modificagdes. Aliquotas de 2 mL das fra¢des etandlicas e aquosas de folhas,
raizes e rizomas, obtidas e reunidas apds a extracao de carboidratos soluveis foram
colocadas em tubos de ensaio e a elas foi adicionado ninhidrina acida (1,25 g de
ninhidrina; 30 mL de acido acético glacial e 20 mL de acido fosférico 6 M) e acido
acético glacial concentrado. Os tubos, hermeticamente fechados, foram agitados e
levados ao banho-maria (100 °C) durante 1 hora. Apos esse periodo, a reagao foi
interrompida por meio de banho de gelo. Adicionou-se 4 mL de tolueno a reagao e cada
tubo de ensaio foi agitado por aproximadamente 15 segundos. Apds essa etapa, duas
fases se formaram, tendo sido a fase superior (cromoforo + tolueno), de coloragao

avermelhada, recuperada e submetida a uma leitura em espectrofotbmetro, a 520 nm.
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Uma curva padrao foi construida a partir de concentragcbes crescentes de L-prolina e

através da equacgao da reta foi possivel estimar o teor de prolina livre das amostras.

2.1.4 Microscopia de luz

Amostras do rizoma de trés individuos de cada tratamento em cada coleta foram
fixadas em solugdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), levadas a uma bomba de
vacuo para retirada do ar contido nos tecidos e armazenadas em etanol 70%.
Posteriormente, foram desidratadas em série etilica, infiltradas e incluidas em resina
plastica hidroxi-etil-metacrilato (Leica Historesin). Os blocos obtidos foram seccionados
transversalmente em micrétomo rotativo (7-9 um de espessura) e as secgdes foram
coradas com azul de toluidina (SAKAI, 1973) em tampao fosfato e citrato (McILVAINE,
1921) pH 4,5 para montagem de laminas histoldégicas permanentes em resina sintética

“Entellan”. A observagéo dos graos de amido foi realizada sob luz polarizada.

Secgdes obtidas no microtomo rotativo também foram submetidas ao lugol
(BERLYN; MIKSCHE, 1976) para evidenciar a presenga de amido e ao Sudan IV
(JENSEN, 1962) para a localizagao das substancias lipofilicas. Para as amostras
fixadas em sulfato ferroso em formalina (JOHANSEN, 1940), foram feitos cortes a méao-

livre in situ para a localizacdo dos compostos fendlicos totais.

A captura de imagens digitais dos materiais preparados em laminas foi realizada
em microscopio Leica DM LB equipado com camera de video Leica DC 300F. As

escalas micrométricas foram obtidas nas mesmas condigbes Opticas utilizadas.

2.1.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Amostras do rizoma de trés individuos de cada tratamento em cada coleta foram
fixadas em solugcédo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), desidratadas em série etilica,
secas pelo método do ponto critico de CO, (HORRIDGE; TAMM, 1969) no equipamento
Balzers modelo CPD 030. Posteriormente, as amostras foram montadas sobre suportes
de aluminio e metalizadas com ouro coloidal por 210 segundos no equipamento Balzers
modelo SCD 050. As observagdes e as eletromicrografias foram feitas ao microscopio
eletrénico de varredura LEO modelo VP 435, operado a 20kV, com as escalas

diretamente impressas nas mesmas.
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2.1.6 Analise estatistica

Dados dos parametros ecofisiologicos (teor de umidade do solo, teor relativo da
agua, potencial da agua e potencial osmaético) e dos parametros bioquimicos (analises
de acucares soluveis totais e redutores, amido, aminoacidos livres totais e prolina livre)
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo todo e qualquer contraste
entre médias avaliados pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade,
utilizando-se o pacote estatistico BioEstat 2.0 (AYRES et al., 2000). Testes de
normalidade foram realizados previamente. Em adicdo foi utilizada a estatistica

descritiva.

2.2 Resultados

2.2.1 Primeiro experimento

O teor de umidade do solo (TU Solo) manteve-se praticamente constante nos
vasos controle, com valores superiores a 64%, durante todo o experimento. Porém, o
déficit hidrico imposto as plantas proporcionou valores de umidade de até 21% e 10%
nos solos submetidos a irrigagao a cada 7 e 15 dias, respectivamente, aos 67 dias apés

o inicio do experimento (Figura 2).
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Figura 2 — Teor de umidade do solo (TU Solo) no controle (o) e nos tratamentos de irrigagdo a cada 7
(w) e 15 dias (m). As barras indicam o erro padrdo da média (n=5). Médias seguidas de
mesma letra em cada tempo de coleta ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
em nivel de 5% de probabilidade
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O déficit hidrico levou a reducao dos potenciais hidrico e osmaético das plantas,
sendo os menores valores de potencial hidrico das folhas (W, = -0,62 MPa) e potencial
osmotico do rizoma (W¥s = -0,91 MPa) observados nas plantas do tratamento 15d. O teor
relativo de agua (TRA) manteve-se praticamente constante com valores superiores a

90% durante todo o experimento a despeito das redugdes nos ¥, (Figura 3 A-C).
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Figura 3 — Potencial hidrico das folhas (¥,,) (A), potencial osmético do rizoma (¥s) (B) e teor relativo
de agua (TRA) (C) em plantas de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e
irrigadas a cada 7 (m) e 15 dias (m). As barras indicam o erro padrédo da média (n=5).
Médias seguidas de mesma letra em cada tempo de coleta ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade
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Os tratamentos 7d e 15d influenciaram o acumulo de massa seca (MS) nas
folhas. Desde o inicio do experimento, o conteudo de MS nas plantas controle foi maior
do que nas plantas tratadas. Aos 67 dias, o valor de MS das plantas sob rega diaria
chegou a 18g enquanto que, nas plantas submetidas ao déficit hidrico esse valor foi

inferior a 9g (Figura 4A).

No 67° dia (Figura 4B) as plantas controle apresentaram, aproximadamente, o
dobro do conteudo de MS de caule (36,20g) quando comparadas com as plantas
tratadas (14,989).

A MS das raizes das plantas irrigadas diariamente manteve-se praticamente
constante até os 52 dias e foi mais elevada do que a MS das plantas irrigadas a cada 7

e 15 dias durante todo o experimento (Figura 4C).

No rizoma, a MS encontrada foi mais elevada do que na folha e na raiz. Assim
como observado nos outros 6rgédos, aos 67 dias de experimento a MS das plantas

controle foi superior a das plantas tratadas (Figura 4D).

Com relagcdo a MS total, as plantas sob rega diaria apresentaram MS mais
elevada do que as plantas tratadas, aos 15, 40 e 67 dias. No 67° dia registrou-se,
aproximadamente, o dobro do conteudo de MS nas plantas irrigadas diariamente
(77,209) quando comparadas com as plantas submetidas a irrigagdo a cada15 dias
(36,049) (Figura 4E).
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Figura 4 — Conteldo de massa seca (MS): folhas (A), caules (B), raizes (C), rizomas (D) e total (E) em
plantas de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (m) e 15
dias (m). As barras indicam o erro padrdo da média (n=5)

As plantas controle apresentaram maior numero de folhas a partir do 28° dia. Por
outro lado, a partir deste dia, houve uma manutencédo e/ou diminuicdo do numero de
folhas nas plantas tratadas. Aos 67 dias, o numero de folhas nas plantas que foram
irrigadas diariamente foi de 113, enquanto que nas plantas dos tratamentos 7d e 15d,

esses numeros foram de 54 e 37, respectivamente (Figura 5A).

Na figura 5B é possivel observar que, a partir do 40° dia de experimento, ocorreu
senescéncia de algumas folhas, principalmente nas plantas tratadas. O numero de

folhas senescidas variou de 12 a 33 nas plantas sob déficit hidrico e ndo ultrapassou o
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valor de 2 folhas nas plantas controle ao longo do experimento.
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Figura 5 — Numero médio de folhas (A) e de folhas senescidas (B) em plantas de Costus arabicus
irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (m) € 15 dias (m). As barras
indicam o erro padrao da média (n=5)

Portanto, é possivel notar que, ao final do experimento, as plantas irrigadas a
cada 7 e 15 dias apresentaram folhas senescidas, enquanto que, nas plantas controle,

0 processo de senescéncia, em geral, ndo ocorreu (Figura 6).

Figura 6 — Plantas de Costus arabicus 67 dias apos o inicio do experimento. A partir da esquerda:
plantas irrigadas diariamente (controle), irrigadas a cada 7 (7d) e 15 dias (15d). Observar

o0 numero de folhas senescidas nas plantas submetidas ao déficit hidrico
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O conteudo de agucares soluveis totais (AST) nas folhas manteve-se, em geral,
constante nas plantas controle e nas plantas dos tratamentos 7d e 15d. Uma diferenca
significativa de aproximadamente 10 mg g”' MS nesse contetido foi observada no 40°
dia entre as plantas irrigadas diariamente e as plantas irrigadas a cada 15 dias (Figura
7A).

A concentragdo de AST nas raizes nao apresentou variagdes significativas em
nenhum dos grupos de plantas durante todo o experimento e também nao se observou

diferencga estatisticamente significativa entre eles (Figura 7B).

Os teores de AST foram em geral maiores nos rizomas das plantas sob rega
diaria durante todo o periodo experimental. Entretanto, observaram-se diferencas
estatisticamente significativas entre os diferentes grupos de plantas apenas apés o 28°
dia. Os menores contetidos de AST dos tratamentos 7d e 15d (50,65 mg g™ MS e 64,48
mg g~ MS, respectivamente) foram registrados aos 52 dias, enquanto que, o maior teor
desses aglicares nas plantas controle foi verificado no 67° dia (194,79 mg g' MS)
(Figura 7C).
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Figura 7 — Conteudo de agucares soluveis totais (AST) em folhas (A), raizes (B) e rizomas (C) em
plantas de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (m) e
15 dias (m). As barras indicam o erro padrao da média (n=5). Médias seguidas de mesma
letra em cada tempo de coleta ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade

A figura 8 mostra o teor de agucares redutores (AR) em folhas, raizes e rizomas
ao longo do experimento. Aos 67 dias este foi significativamente mais elevado nas
folhas de plantas irrigadas diariamente (42,53 mg g MS) do que nas de plantas
irrigadas a cada 7 (34,12 mg g’ MS) e 15 dias (32,26 mg g MS) (Figura 8A).
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Aos 52 dias, as raizes de plantas irrigadas diariamente apresentaram quase o
dobro do teor desses aclcares (15,36 mg g~ MS) quando comparadas com as plantas
que ficaram sem agua por 7 dias (8,18 mg g™ MS). Nos demais dias do experimento, a

concentracdo de AR nas raizes foi semelhante nos trés grupos de plantas (Figura 8B).

O conteudo de AR nos rizomas foi maior nas plantas controle desde o inicio do
experimento, e este foi aumentando ao longo dos dias. No 52° dia observou-se a maior
diferenca entre as plantas controle e as tratadas: as plantas irrigadas diariamente
apresentaram uma concentracdo 16 vezes maior de AR (117,10 mg g™ MS) do que as
plantas dos tratamentos 7d (7,87 mg g”' MS) e 15d (7,18 mg g’ MS) (Figura 8C).
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Figura 8 - Conteldo de agucares redutores (AR) em folhas (A), raizes (B) e rizomas (C) em plantas
de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (m) e 15 dias
(m). As barras indicam o erro padrdo da média (n=5). Médias seguidas de mesma letra em
cada tempo de coleta ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade

A concentragdo de amido nas folhas das plantas sob rega diaria foi, em geral,
mais elevada do que nas folhas das plantas tratadas, durante todo o experimento e foi
significativamente maior aos 15 e 40 dias quando comparado com as plantas dos
tratamentos 7d e 15d (Figura 9A).
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O teor de amido nas raizes foi, em geral, mais baixo durante todo o experimento,
quando comparado ao teor nas folhas e, principalmente, nos rizomas. A partir do 40°
dia, as raizes de plantas submetidas a irrigacdo diaria apresentaram teores
significativamente menores deste polissacarideo do que as plantas tratadas. Aos 67
dias observou-se, aproximadamente, o triplo do teor de amido nas raizes de plantas sob
déficit hidrico (Figura 9B).

A figura 9C mostra as variagdes no teor de amido nos rizomas das plantas
controle e tratadas. Nas primeiras, observou-se que o0s niveis de amido foram

significativamente menores do que nas plantas tratadas a partir dos 28 dias.

Adicionalmente, verificou-se que o teor de amido nas folhas, raizes e rizomas

das plantas controle diminuiu gradualmente dos 15 aos 67 dias.
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Figura 9 — Conteudo de amido em folhas (A), raizes (B) e rizomas (C) em plantas de Costus arabicus
irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (m) e 15 dias (m). As barras indicam
o erro padrao da média (n=5). Médias seguidas de mesma letra em cada tempo de coleta
nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade

Com relagao aos teores de aminoacidos livres totais (aa) das folhas e raizes, n&o
houve diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos durante o periodo
experimental (Figuras 10A e B).

Nos rizomas, foi observada uma diferenca estatisticamente significativa no

contelido de aa entre as plantas submetidas a rega diaria (32,93 pmol g MS) e as
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plantas do tratamento 15d (21,12 umol g”' MS) no 40° dia apds o inicio do experimento
(Figura 10C). Entretanto, verificou-se uma tendéncia de diminui¢ao no teor de aa com a

diminuicao da freqléncia de regas entre os 28 e 52 dias.
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Figura 10 — Conteudo de aminoacidos livres totais em folhas (A), raizes (B) e rizomas (C) em plantas
de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (=) e 15 dias
(w). As barras indicam o erro padrao da média (n=5). Médias seguidas de mesma letra
em cada tempo de coleta ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de
5% de probabilidade
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A figura 11 mostra o teor de prolina nas folhas, raizes e rizomas ao longo do
experimento. No 28° dia apds a imposigao do déficit hidrico, observou-se uma diferenga
estatisticamente significativa no teor deste aminoacido entre as folhas de plantas
controle (0,04 umol g MS) e as de plantas do tratamento 15d (0,07 pumol g~ MS).
Neste mesmo dia, os niveis de prolina foram mais elevados nos trés grupos de plantas,
tendo sido o maior teor observado nas plantas irrigadas a cada 15 dias. Porém, aos 52
dias, as folhas de plantas controle apresentaram um teor de prolina significativamente

maior quando comparado com as plantas tratadas (Figura 11A).

Os conteudos de prolina das raizes sdo apresentados na figura 11B. A partir do
52° dia, observaram-se diferengas estatisticamente significativas entre as plantas
irrigadas diariamente e as plantas irrigadas a cada 15 dias, sendo os teores de prolina

superiores nestas ultimas.

Aos 28 dias, os teores de prolina foram maiores nos rizomas das plantas controle
e do tratamento 15d quando comparados com os das plantas do tratamento 7d. Por
outro lado, no 67° dia, as plantas submetidas ao déficit hidrico apresentaram conteudos
mais elevados deste aminoacido do que as plantas irrigadas diariamente (Figura 11C).
Em geral, observou-se uma diminuigdo no teor de prolina até os 52 dias que, nas

plantas sob déficit hidrico, foi seguida de um aumento aos 67 dias.
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Figura 11 — Conteudo de prolina em folhas (A), raizes (B) e rizomas (C) em plantas de Costus
arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (m) e 15 dias (m). As
barras indicam o erro padrao da média (n=5). Médias seguidas de mesma letra em cada
tempo de coleta ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade

Os conteudos de glucose, frutose e sacarose nas folhas, estimados por HPAEC-
PAD, sao mostrados na figura 12. Ao longo do experimento, o padrdo observado nas
mudangas nos conteudos de glucose e frutose foram semelhantes e a diferenca

estatisticamente significativa entre os trés grupos de plantas foi verificada apenas aos



44

28 dias do experimento (Figuras 12A e B). A sacarose, por sua vez, apresentou
algumas diferencas nas variagcbes do seu conteudo quando comparada com o0s
acucares anteriormente mencionados. O teor de sacarose foi, em geral, menor nas
plantas controle do que nas tratadas ao longo do experimento. Sendo assim, no 67° dia,
observou-se uma diferenga estatisticamente significativa na concentragdo de sacarose
nas folhas de plantas dos tratamentos 7d e 15 d quando comparadas com as plantas

controle (Figura 12C).
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Figura 12 — Teores de glucose (A), frutose (B) e sacarose (C) estimados por HPAEC/PAD nas folhas
de plantas de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (m)
e 15 dias (m). As barras indicam o erro padrédo da média (n=3). Médias seguidas de
mesma letra em cada tempo de coleta ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
em nivel de 5% de probabilidade
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Na figura 13 estdo mostrados os conteudos de glucose, frutose e sacarose nos
rizomas, estimados por HPAEC-PAD. Assim como verificado nas folhas, o padrao de
variagdo no conteudo de frutose foi semelhante ao de glucose. Porém, as diferencas
estatisticamente significativas entre as plantas controle e as plantas tratadas foram
verificadas a partir dos 28 dias. A partir desse dia, os teores de glucose e frutose foram
superiores nas plantas controle quando comparados com as plantas submetidas ao
déficit hidrico (Figuras 13A e B). O nivel de sacarose variou pouco e nao ultrapassou o

valor de 72 mg g™' MS durante o periodo experimental (Figura 13C).
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Figura 13 — Teores de glucose (A), frutose (B) e sacarose (C) estimados por HPAEC/PAD nos
rizomas de plantas de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a
cada 7 (m) e 15 dias (m). As barras indicam o erro padrdo da média (n=3). Médias
seguidas de mesma letra em cada tempo de coleta ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade

A analise qualitativa dos carboidratos por cromatografia de troca anibnica
(HPAEC/ PAD) em rizomas de plantas de Costus arabicus L. demonstrou a presenca de
mio-inositol, glucose, frutose e sacarose, além de um composto ainda nao identificado
(Figura 14).
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Figura 14 — Analise por HPAEC/PAD dos acgucares totais dos rizomas das plantas de Costus arabicus
L. irrigadas diariamente (controle) e irrigadas a cada 7 (7d) e 15 dias (15d) aos 15 e 67
dias de experimento. M: mio-inositol; Ni: agucar nao identificado; G: glucose; F: frutose; S:

sacarose
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2.2.2 Segundo experimento

A figura 15 mostra o teor de umidade do solo (TU Solo) ao longo do periodo
experimental. Esse teor manteve-se praticamente constante (49,16%) nas plantas
controle ao longo do experimento, sendo mais elevado do que nas plantas tratadas.
Contudo, desde a imposigao do déficit hidrico, o teor de umidade do solo das plantas
irrigadas a cada 15 dias foi inferior ao das plantas do tratamento 7d e apresentou

diminuicdo durante os 75 dias.
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Figura 15 — Teor de umidade do solo (TU Solo) no controle (o) e nos tratamentos de irrigacdo a cada
7 (m) e 15 dias (m). As barras indicam o erro padrao da média (n=4). Médias seguidas de

mesma letra em cada tempo de coleta ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
em nivel de 5% de probabilidade

O déficit hidrico imposto as plantas proporcionou um decréscimo do potencial
hidrico foliar (W) desde os primeiros 15 dias do experimento. Esse decréscimo foi
gradual e acentuado em ambos os tratamentos até o 60° dia. Os valores mais negativos
foram registrados nas plantas irrigadas a cada 15 dias. Diferengas estatisticamente
significativas entre as plantas controle e as plantas tratadas foram observadas entre o
30° e 60° dia (Figura 16A).

O potencial osmaético da seiva do rizoma (¥s) nas plantas irrigadas diariamente
foi praticamente constante e inferior ao das plantas tratadas durante todo o
experimento. Nas plantas sob déficit hidrico verificou-se, em geral, um aumento
significativo do W a partir dos 45 dias e, aos 60 dias, as plantas dos tratamentos 7d e
15d apresentaram um ¥ significativamente superior ao das plantas controle (Figura

16B).
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O teor relativo de agua (TRA) manteve-se praticamente constante e superior a
95% nas plantas controle durante todo o periodo experimental. A suspensdo de rega
por 7 e 15 dias gerou diferenga estatisticamente significativa entre os trés grupos de
plantas apenas no 30° dia, porém, desde a imposi¢cdo do déficit hidrico observou-se

redug¢des nos valores de TRA das plantas tratadas (Figura 16C).
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Figura 16 — Potencial hidrico das folhas (¥,,) (A), potencial osmético do rizoma (¥s) (B) e teor relativo
de agua (TRA) (C) em plantas de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e
irrigadas a cada 7 (m) e 15 dias (m). As barras indicam o erro padrdao da média (n=4).
Médias seguidas de mesma letra em cada tempo de coleta ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade
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O conteudo de massa seca (MS) nas folhas, caules, raizes e rizomas, assim
como a MS total estdo mostrados na figura 17. O acumulo de MS de todos os 6rgaos
citados foi influenciado pelos diferentes tratamentos de suspensdo de regas. Com
relagdo a MS total, o comportamento das plantas em geral (controle e tratadas) refletiu

as alteragbes observadas em cada 6rgao, separadamente.
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Figura 17 — Conteudo de massa seca (MS): folhas (A), caules (B), raizes (C), rizomas (D) e total (E)
em plantas de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7
(m) e 15 dias (m). As barras indicam o erro padréo da média (n=4)

A figura 18 mostra o numero médio de folhas e de folhas senescidas por planta
nos trés grupos de plantas. Desde a imposigédo dos tratamentos, as plantas submetidas

a rega diaria apresentaram maior quantidade de folhas (99) quando comparadas com
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as plantas dos tratamentos 7d (62) e 15d (41). Entretanto, a partir do 30° dia, houve
uma diminuicdo gradual mais acentuada do numero de folhas nas plantas irrigadas a
cada 15 dias (Figura 18A). Durante o experimento, observou-se a senescéncia de

folhas, especialmente nas plantas irrigadas a cada 15 dias (Figura 18B).
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Figura 18 — Numero médio de folhas (A) e de folhas senescidas (B) em plantas de Costus arabicus

irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (m) e 15 dias (m). As barras
indicam o erro padrao da média (n=4)

A area foliar total (AFT) das plantas controle foi superior a das plantas tratadas
durante todo o experimento (Figura 19). O valor maximo da AFT das plantas irrigadas
diariamente foi registrado no 30° dia (0,33 m?), enquanto os menores valores das
plantas irrigadas a cada 7 e 15 dias (0,07 e 0,04 m? respectivamente) foram
observados 30 dias depois. Ao longo de todo o periodo experimental, a AFT foi inferior

nas plantas do tratamento 15d quando comparadas com os demais grupos.

05 -
04
03

02 -

AFT (m2)

0 15 a0 45 i Fis]

Tempo (dias)

Figura 19 — Area foliar total em plantas de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e
irrigadas a cada 7 (m) e 15 dias (m). As barras indicam o erro padrdo da média (n=4)
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O conteudo de acucares soluveis totais (AST) nas folhas foi semelhante e
praticamente constante entre os trés grupos de plantas ao longo do experimento.
Variacdo significativa entre as plantas irrigadas diariamente (44,40 mg g’ MS) e as
plantas irrigadas a cada 15 dias (68,60 mg g~ MS) foi observada apenas no 60° dia
(Figura 20A).

Os teores de AST das raizes foram, em geral, similares aos verificados nas
folhas. Contudo, diferenga estatisticamente significativa entre as plantas controle e as
plantas submetidas ao déficit hidrico foi registrada aos 30 dias do experimento (Figura
20B).

A partir do 30° dia, o conteudo de AST foi maior no rizoma das plantas sob rega
diaria. Os menores teores de AST dos tratamentos 7d e 15d (72,14 e 76,88 mg g’ MS,
respectivamente) foram observados no ultimo dia do experimento, enquanto, a maior
concentragdo desses acgucares foi verificada nas plantas irrigadas diariamente aos 30
dias (186,77 mg g MS). Variagdes significativas nesse contetido, entre as plantas

controle e as plantas tratadas, foram observadas aos 30, 60 e 75 dias (Figura 20C).



53

100

B0 -
i ;

g0 - a

a
= ah
a a azd  p
-3 as 5
a0 -
20 -
1] : : : : .

100 -

A

B
50 -

BD—-l[

a
a a
e EIaa bb 22 =10 aaa
20 -
1] T T T T —

250 -

acucar total (mg g' MS)

c
200 - 2

150 - 2 3
100 - 5 2

a0 -

D T T T T T =3
o 15 a0 45 il 75

Tempo (dias)

Figura 20 — Conteudo de agucares soluveis totais (AST) em folhas (A), raizes (B) e rizomas (C) em
plantas de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (m) e
15 dias (m). As barras indicam o erro padrao da média (n=4). Médias seguidas de mesma
letra em cada tempo de coleta ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade

A figura 21A mostra os teores de agucares redutores (AR) em folhas. Até o 45°
dia, nado foi observada diferenga estatisticamente significativa entre os trés grupos de

plantas. Entretanto, aos 75 dias de experimento, registrou-se um conteudo
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significativamente maior desses aclcares nas plantas do tratamento 7d (35,49 mg g™

MS) quando comparado com as plantas do tratamento 15d (25,02 mg g~ MS).

Ao longo do experimento, o maior teor de AR nas raizes foi verificado nas
plantas controle (24,88 mg g~ MS) aos 30 dias. Nesse mesmo dia, as plantas irrigadas
a cada 7 e 15 dias apresentaram concentragdes desses agucares de 17,77 e 10,56 mg
g'1 MS, respectivamente. No 75° dia apds o inicio do experimento, diferenca
estatisticamente significativa também foi registrada entre as plantas do tratamento 7d
(15,73 mg g"' MS) e 15d (11,45 mg g”' MS) (Figura 21B).

O teor de AR nos rizomas foi, em geral, mais elevado nas plantas controle com
tendéncia a diminuicdo até os 75 dias. Os teores desses agucares foram semelhantes
nas plantas tratadas e também apresentaram uma diminui¢do ao longo do periodo
experimental. Diferengas estatisticamente significativas entre as plantas controle e as
plantas tratadas foram verificadas aos 45 e 75 dias e, entre as plantas controle e as

plantas do tratamento 7d, aos 60 dias (Figura 21C).
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Figura 21 — Conteldo de agucares redutores (AR) em folhas (A), raizes (B) e rizomas (C) em plantas
de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (m) e 15 dias
(m). As barras indicam o erro padrdo da média (n=4). Médias seguidas de mesma letra
em cada tempo de coleta nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de
5% de probabilidade

O conteudo de amido nas folhas foi, em geral, mais elevado nas plantas controle
e apresentou um aumento gradual até os 60 dias. Porém, diferencas estatisticamente
significativas entre as plantas controle e as tratadas foram observadas apenas aos 45 e
75 dias (Figura 22A).
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Com relacao ao teor de amido nas raizes, as plantas irrigadas a cada 15 dias
apresentaram uma tendéncia a aumentos até o 45° dia e diminuicao até o final do
experimento. Por outro lado, plantas do tratamento 7d tiveram esses teores
aumentados até o 60° dia e uma diminuicdo desse carboidrato aos 75 dias. No 30° dia,
o teor de amido nas raizes das plantas do tratamento 15d foi significativamente maior
do que nos demais grupos. Trinta dias depois, esse teor foi superior nas plantas

irrigadas a cada 7 dias quando comparado com as demais plantas (Figura 22B).

O conteudo de amido nos rizomas foi superior ao de folhas e raizes, uma vez
que o amido é o polissacarideo de reserva deste orgao (Figura 22C). Em geral, houve
um aumento nos teores de amido nos trés grupos de plantas ao longo do experimento.
Contudo, as plantas do tratamento 15d apresentaram conteudos levemente mais altos
do que as plantas controle e bem mais elevados do que as plantas do tratamento 7d

entre o 15° e 45° dias do periodo experimental.



57

40 -

alf

20 -

a
a
10 - aaa aa b aa e
kL
n - : : : : : |
a

20 -

a
| a
a A a
B b a bb
1] : T : : :

a
aa
500 - . . C

400 - a a : 2 apad

B

amido (mg g MS)

300 - a o
200 -

100 -

0 15 30 45 ] 7h
Tempo (dias)

Figura 22 — Conteudo de amido em folhas (A), raizes (B) e rizomas (C) em plantas de Costus
arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (m) e 15 dias (m). As
barras indicam o erro padrao da média (n=4). Médias seguidas de mesma letra em cada
tempo de coleta ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade

Nas folhas, foram observadas diferengas estatisticamente significativas nos
conteudos de aminoacidos livres totais (aa) desde o inicio da imposicdo do déficit
hidrico. A partir do 15° dia, este conteudo foi significativamente mais elevado nas

plantas tratadas do que nas plantas controle (Figura 23A).
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Com relacgao aos teores de aa nas raizes, nao houve diferengas estatisticamente
significativas entre os diferentes grupos durante todo o periodo experimental. Porém,

verificou-se uma tendéncia a diminuigdes nos conteudos de aa (Figura 23B).

Na figura 23C nota-se que, em geral, as concentragdes de aa nos rizomas foram
maiores nas plantas sob déficit hidrico do que nas plantas irrigadas diariamente desde
os primeiros 15 dias da imposi¢ao dos tratamentos. Porém, diferenga estatisticamente

significativa entre os trés grupos de plantas foi registrada aos 60 dias de experimento.
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Figura 23 — Contetdo de aminoacidos livres totais em folhas (A), raizes (B) e rizomas (C) em plantas
de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (m) e 15 dias
(m). As barras indicam o erro padrao da média (n=4). Médias seguidas de mesma letra
em cada tempo de coleta nado diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de
5% de probabilidade

Os conteudos de prolina em folhas, raizes e rizomas estdo apresentados na
figura 24. Nas folhas verificou-se que, em geral, a partir do 45° dia, as plantas tratadas
apresentaram maiores teores do que as plantas controle, embora essas diferencas nao

tenham sido estatisticamente significativas. Ja nas amostras de rizoma, essa mesma
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tendéncia foi observada desde o inicio do experimento. Contudo, os rizomas das
plantas irrigadas a cada 15 dias apresentaram, em geral, os teores mais elevados deste
aminoacido (Figuras 24A e C).

Até o 30° dia, os teores de prolina foram maiores nas raizes das plantas
controle do que nas plantas dos tratamentos 7d e 15d. Porém, a partir desse dia, as
plantas irrigadas a cada 15 dias passaram a apresentar, em geral, valores mais altos de

prolina do que as demais plantas (Figura 24B).
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Figura 24 — Conteudo de prolina em folhas (A), raizes (B) e rizomas (C) em plantas de Costus
arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (m) e 15 dias (m). As
barras indicam o erro padréo da média (n=4). Médias seguidas de mesma letra em cada
tempo de coleta ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade
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Os teores de glucose e frutose nas folhas, determinados por HPAEC-PAD,
apresentaram perfis de variagdo semelhantes ao longo do experimento. Desde a
imposigao dos tratamentos, foi observada uma tendéncia a teores mais elevados nas
plantas tratadas. Aos 60 dias, verificou-se aproximadamente o dobro do teor de glucose
e frutose nas plantas irrigadas a cada 15 dias (62,31 e 63,93 mg g' MS,
respectivamente) em relacdo as plantas controle (3525 e 31,47 mg g' MS,
respectivamente) (Figuras 25A e B). Com relagédo ao teor de sacarose nas folhas, este
foi também, em geral, mais elevado nas plantas submetidas ao déficit hidrico durante

todo o periodo, em especial nas plantas do tratamento 15d (Figura 25C).
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Figura 25 — Teores de glucose (A), frutose (B) e sacarose (C) estimados por HPAEC/PAD nas folhas
de plantas de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a cada 7 (m)
e 15 dias (m). As barras indicam o erro padrao da média (n=3). Médias seguidas de
mesma letra em cada tempo de coleta ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
em nivel de 5% de probabilidade

A figura 26 apresenta as variagdes nos teores de glucose, frutose e sacarose nos
rizomas. Os perfis de variagcdo de glucose e frutose foram semelhantes: teores
nitidamente mais elevados foram encontrados nas plantas controle desde o inicio do

periodo analisado. Plantas irrigadas diariamente apresentaram um aumento nesses
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conteudos no 30° dia e uma diminui¢gao gradual até o final do experimento. Nas plantas
tratadas (7d e 15d) houve uma diminuigdo desses acgucares entre os 15 e 75 dias
(Figuras 26A e B). Com relagcédo a sacarose, ocorreu um aumento deste conteudo dos
30 aos 75 dias e os teores foram, em geral, mais elevados nas plantas tratadas. Uma
variagdo significativa de aproximadamente 24 mg g’ MS no contetdo de sacarose
entre as plantas irrigadas a cada 15 dias e os demais tratamentos foi observada no 60°
dia (Figura 26C).
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Figura 26 — Teores de glucose (A), frutose (B) e sacarose (C) estimados por HPAEC/PAD nos
rizomas de plantas de Costus arabicus irrigadas diariamente - controle (o) e irrigadas a
cada 7 (m) e 15 dias (m). As barras indicam o erro padrdo da média (n=3). Médias
seguidas de mesma letra em cada tempo de coleta ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade

A exemplo do observado no experimento de inverno, a analise qualitativa dos
carboidratos por cromatografia de troca aniénica (HPAEC/ PAD) em rizomas de plantas

de Costus arabicus L. demonstrou a presenga de mio-inositol, glucose, frutose e
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sacarose, além de um composto nao identificado, com diferencas quantitativas entre

esses componentes nas duas épocas analisadas (Figura 27).
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Figura 27 — Analise por HPAEC/PAD dos acgucares totais dos rizomas das plantas de Costus arabicus
L. irrigadas diariamente (controle) e irrigadas a cada 7 (7d) e 15 dias (15d) aos 15 e 75
dias de experimento. M: mio-inositol; Ni: acucar ndo identificado; G: glucose; F: frutose; S:

sacarose
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Aspectos anatdmicos e ultra-estruturais dos rizomas das plantas de Costus
arabicus L. sob rega diéria (controle)

Costus arabicus L. (Figura 28) possui o sistema subterraneo constituido por
rizomas com crescimento horizontal, nés e entrends marcantes, gemas protegidas por
catafilos e raizes adventicias originadas na regido dos ndés. O rizoma, quando
observado em secgao transversal, exibe a seguinte estrutura: epiderme ou suber

estratificado, cértex e cilindro vascular (Figura 29).

A epiderme ¢é uniestratificada, constituida por células pequenas de formato
retangular e paredes finas, e apresenta estdmatos (Figura 29A). Posteriormente, com o
crescimento em diametro do rizoma, o revestimento €& substituido pelo suber

estratificado (Figuras 29B e C).

O cortex € amplo e formado por células parenquimaticas de contorno
arredondado e de diferentes tamanhos (Figura 29A). Foi observada a presenca de
idioblastos providos de conteudo fendlico de coloracdo amarelada in vivo e de aspecto
denso ou granuloso, evidenciados pela coloragdo marrom a preto em material fixado em
sulfato ferroso em formalina (Figura 29B). Verificou-se também o acumulo de graos de
amido, exceto nas camadas subepidérmicas (Figuras 29C e 30A). Os gréos de amido
apresentaram diferentes tamanhos e formas alongadas (bastonetes), redondas, ovais
ou poligonais (Figuras 30A e B). Devido a sua caracteristica birrefringente, observou-se
se a formagdo de uma tipica “cruz de malta” sob luz polarizada (Figura 30C).
Verificaram-se tragos vasculares foliares envoltos por 1-2 camadas de bainha
esclerenquimatica distribuidos por todo o cortex (Figuras 29A-C). ldioblastos com
conteudo fendlico de coloragdo amarelada e aspecto denso ou granuloso também
foram observados nos tragos vasculares foliares. A presenca de cristais também foi
observada em algumas células parenquimaticas. A endoderme, a camada mais interna
do cortex, € constituida por uma camada de células arredondadas e menores cujas

paredes apresentam estrias de Caspary.

O cilindro vascular é atactostélico, constituido pelo periciclo e tecidos vasculares.
O periciclo apresenta 1-2 camadas de células retangulares de paredes finas as quais
dao origem aos feixes vasculares (Figuras 29A-C). Os feixes vasculares sao do tipo

colateral e podem apresentar idioblastos com conteudo fendlico (Figura 29B). Esses
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feixes encontram-se envoltos por 1-2 camadas de bainha esclerenquimatica (Figuras
29A-C), sendo que em algumas das células da bainha grdos de amido podem ser
visualizados. No cilindro vascular, verificou-se, também, o acumulo de grédos de amido

nas células parenquimaticas e a presenca de idioblastos com conteudo fendlico.

O teste com Sudan |V foi negativo para a presenga de substancias lipofilicas.

(A e/ . (D]

Figura 28 — Planta de Costus arabicus L. A. Aspecto geral da planta. B. Inflorescéncia com uma Unica
flor. C. Rizoma com crescimento horizontal, nés e entrenés marcantes. D. Gema
protegida por catafilos e raizes adventicias originadas na regiao dos nds. C = catafilo; CA
= caule aéreo; G = gema; R = rizoma; RA = raiz adventicia. Barras: Ae C=5cm; D =2,5
cm
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Figura 29 — Secgdes transversais em microscopia de luz do rizoma de plant
irrigadas diariamente (controle). A. Secg¢do corada com azul de toluidina mostrando a
estrutura anatémica do rizoma. B. Idioblastos com conteudo fendlico (coloragdo marrom
a preto) no cortex e cilindro vascular do material fixado em sulfato ferroso em formalina.
C. Graos de amido do cortex e do cilindro vascular corados com lugol. Observe a
auséncia dos grdos de amido nas camadas subepidérmicas. E = epiderme; En =
endoderme; FV = feixe vascular; P = periciclo; S = suber; T = trago foliar. Barras: A,Be C

=5mm
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opia eletrénica de varredura (A e B) e em microscopia

Figura 30 — Secc¢des tranersais em microsc
de luz (C) do rizoma de plantas de Costus arabicus L. irrigadas diariamente (controle). A.

Aspecto geral do rizoma, mostrando os graos de amido (setas). B. Detalhe dos grdos de
amido. C. Graos de amido sob luz polarizada. Barras: A= 0,5 mm; B =50 um; C =2 mm
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Aspectos anatdmicos e ultra-estruturais dos rizomas das plantas de Costus
arabicus L. sob déficit hidrico

Os rizomas das plantas irrigadas a cada 7 dias (Figura 31) apresentaram
caracteristicas anatdmicas semelhantes as das plantas controle (Figuras 29 e 30). No
entanto, nos rizomas das plantas irrigadas a cada 15 dias (Figura 32), as células
epidérmicas ou do suber estratificado e das camadas corticais mais externas tornaram-
se mais achatadas e apresentaram paredes sinuosas, com tendéncia ao colapso das
células. A progressédo dessa sinuosidade da parede também pdde ser observada nas

demais células em diregao ao interior do 6rgao, mas de forma menos acentuada.

As células parenquimaticas das plantas tratadas também apresentaram inumeros
graos de amido com diferentes tamanhos e formatos (bastonetes, redondas, ovais ou
poligonais (Figuras 31C e D e 32C e D), como observado nas plantas que foram
irrigadas diariamente (Figuras 30A e B). A presenca de idioblastos providos de
conteudo de coloragdo amarelada in vivo e de aspecto denso ou granuloso também foi
verificada nas plantas que foram irrigadas a cada 7 e 15 dias (Figuras 31A e 32A),
inclusive nos feixes vasculares. Observaram-se tragos vasculares foliares envoltos por
1-3 camadas de bainha esclerenquimatica (Figuras 31A e 32A) distribuidos por todo o

cortex. Cristais foram visualizados em algumas células parenquimaticas.
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Figura 31 — Secgbes transversais em microscopia de luz (A, B e E) e em microscopia eletrénica de
varredura (C e D) do rizoma de plantas de Costus arabicus L. irrigadas a cada 7 dias
(7d). A. Secgado corada com azul de toluidina mostrando a estrutura anatémica do
rizoma. B. Grdos de amido do cértex e do cilindro vascular corados com lugol. C.
Aspecto geral do rizoma, mostrando os grdos de amido (setas). D. Detalhe dos graos de
amido. E. Graos de amido sob luz polarizada. E = epiderme; En = endoderme; FV = feixe
vascular; P = periciclo; T = traco foliar. Barras: Ae B =5mm; C=0,5 um; D =50 um; E =
2mm
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Figura 32 — Seccgoes transversais em microscopia de luz (A, B e E) e em microscopia eletrénica de
varredura (C e D) do rizoma de plantas de Costus arabicus L. irrigadas a cada 15 dias
(15d). A. Seccado corada com azul de toluidina mostrando a estrutura anatdmica do
rizoma. B. Gréos de amido do cértex e do cilindro vascular corados com lugol. Observe a
auséncia dos grdos de amido nas camadas subepidérmicas. C. Aspecto geral do
rizoma, mostrando os grdos de amido (setas). D. Detalhe dos graos de amido. E. Graos
de amido sob luz polarizada. E = epiderme; En = endoderme; FV = feixe vascular; P =
periciclo; T = traco foliar. Barras: Ae B =5mm; C=0,5 um; D =50 um; E =2 mm



73

2.3 Discusséao
Tanto no primeiro experimento (periodo seco e frio — inverno) quanto no segundo

(periodo quente e umido — verao), observou-se que o teor de umidade do solo (TU
Solo) manteve-se praticamente constante nas plantas irrigadas, demonstrando que a
rega diaria foi suficiente para manter a alta umidade do solo, com teores volumétricos
médios de 64 e 55%, respectivamente. Porém, nas plantas irrigadas a cada 7 e 15 dias,
observou-se, desde o inicio dos experimentos, redugdes significativas. Essas reducdes

chegaram a valores 50 e 75% menores nos respectivos tratamentos.

Com efeito, plantas controle ndo apresentaram variagdes no potencial hidrico das
folhas (¥w) nem no potencial osmético da seiva do rizoma (¥s) durante os dois
experimentos, ao passo que ambos, ¥, e ¥, foram significativamente reduzidos em
resposta aos tratamentos, embora o teor relativo de agua (TRA) das folhas tenha sido
semelhante ao das plantas controle. De acordo com Chaves Filho e Stacciarini-
Seraphin (2001) uma vez que o TRA n&o é afetado pelo tratamento de estresse hidrico,
o decréscimo do potencial osmaético em resposta ao déficit hidrico pode ser atribuido ao
aumento na concentracao intracelular de solutos. A diminuicdo do potencial osmatico
através do aumento real de solutos intracelulares (ajuste osmdético) € um importante
mecanismo desenvolvido pelas plantas que sdo submetidas a seca (TURNER, 1986;
BRAY, 1993).

Os dados de massa seca (MS) de folhas obtidos nos experimentos realizados no
inverno e no verao indicaram que o acumulo de biomassa aérea foi influenciado pelo
déficit hidrico, sendo os maiores valores observados nas plantas irrigadas diariamente.
Esses dados, quando relacionados com os parametros hidricos, com a maior
quantidade de folhas nas plantas controle e de folhas senescidas nos tratamentos 7d e
15d, demonstram que a disponibilidade hidrica do solo afetou o crescimento das
plantas de Costus arabicus, principalmente com relagdo ao ganho e manutencdo da
area foliar. A suspensao de rega também influenciou o conteudo de MS dos demais
orgaos (caule, raiz e rizoma) sendo as principais alteragdes observadas aos 67¢e 75 dias

de experimento.

No segundo experimento, avaliou-se também a area foliar total (AFT). Assim

como verificado para a MS, as plantas que foram irrigadas diariamente apresentaram
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uma AFT mais elevada do que as plantas submetidas aos diferentes tratamentos de
suspensao de rega. Existem na literatura relatos do efeito inibidor da producéao total de
biomassa em consequéncia do estresse hidrico (BAJJI; LUTTS; KINET, 2001;
MARTINEZ et al., 2003, 2004; LIZANA et al., 2006). A diminuigdo na produgdo de
biomassa total esta associada, principalmente, a uma reducdo da biomassa foliar em
resposta a reducao da fotossintese, transpiracao e area foliar; sendo esta resultante da
diminuigdo do numero de folhas, da producao de folhas novas e do tamanho das folhas
(BREVEDAN; EGLI, 2003; MAHAJAN; TUTEJA, 2005). Além disso, a diminui¢do do
crescimento da parte aérea, principalmente devido a reducao da area foliar, pode ser
estratégica para as plantas sob déficit hidrico, pois permite uma reducao da superficie
transpirante (ASHRAF; FOOLAD, 2007) permitindo re-estabelecer um balango com a

superficie absorvente, em contato com o solo.

Os teores de acgucares soluveis totais (AST) em folhas, raizes e rizomas das
plantas controle e tratadas foram semelhantes em ambos os experimentos. Contudo, os
rizomas apresentaram diferentes padrdes de variagdo desses compostos em relagao a
disponibilidade de agua. A diminuicdo dos AST em condi¢cdes de deficiéncia hidrica
pode ser um indicativo de um baixo potencial osmorregulador das plantas, e
possivelmente, esta diminuicdo esta associada ao consumo destes compostos para a
manutencado da sobrevivéncia, conforme sugeriram Melo et al. (2007). Diferentemente
dos resultados obtidos em plantas de C. arabicus, Pastorini et al. (2003) observaram um
aumento no teor de AST em tubérculos de batata cultivadas sob estresse hidrico no

periodo da primavera.

Em relacdo ao conteudo de agucares redutores (AR), os niveis encontrados nas
folhas e raizes no experimento realizado no inverno foram préximos aos verificados no
verao, nao tendo sido observados, em geral, diferengas estatisticamente significativas
entre os trés grupos de plantas. Porém, nos rizomas, verificaram-se significativas
variagbes no conteudo de AR entre as plantas irrigadas diariamente e as plantas
irrigadas a cada 7 e 15 dias. Esse padrao de variagao diferiu nos dois experimentos: no
inverno, o teor de AR nos rizomas das plantas controle aumentou a cada coleta, tendo

atingido o valor maximo de aproximadamente 135 mg g~ MS aos 67 dias e, no ver3o, a
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concentracdo mais elevada desses acucares foi de 46 mg g~ MS, no inicio do periodo

experimental, seguida de uma diminuigao ao longo do periodo.

Assim como foi verificado para os AST, a concentragdo de AR nos rizomas
diminuiu significativamente em resposta ao estresse hidrico. Diferentemente do
encontrado em C. arabicus, estudos realizados com plantas de Gossypium hirsutum L.
(MARUR, 1998) e Solanum lycocarpum St.-Hil. (CHAVES FILHO; STACCIARINI-
SERAPHIN, 2001) sob deficiéncia hidrica, mostraram que os niveis de carboidratos

soluveis totais e redutores aumentaram nas plantas submetidas ao déficit hidrico.

Praticamente durante todo o experimento realizado no inverno, uma maior
concentracao de amido foi verificada nas folhas das plantas controle. Esse resultado é
semelhante aos dados obtidos com plantas de pessegueiro (ESCOBAR-GUTIERREZ et
al., 1998) e de macieira (WANG; STUTTE, 1992) submetidas ao estresse hidrico.

Em um estudo realizado por Santos (2009) sobre crescimento, propagagao,
floracdo e compostos de reserva em Costus arabicus L. foi verificado que o amido é o
principal carboidrato de reserva encontrado nos rizomas. No presente trabalho,
verificou-se que, em geral, a concentragdao deste polissacarideo foi mais elevada nas
raizes e nos rizomas das plantas submetidas a suspenséo de rega. A diminuigdo no
conteudo de amido nos rizomas das plantas irrigadas diariamente no experimento
realizado no inverno sugere que esse polissacarideo de reserva pode ter sido utilizado
como fonte de energia para o crescimento da planta. Carvalho e Dietrich (1993)
observaram essa mesma tendéncia com relagao aos frutanos armazenados nos 6rgéos
subterraneos, rizoforos, de plantas de Vernonia herbaceae, uma espécie de Cerrado.
Em contrapartida, a manutencédo dos teores de amido nos rizomas das plantas dos
tratamentos 7d e 15d sugere a ocorréncia de dorméncia do 6rgao subterraneo
possivelmente em resposta ao déficit hidrico imposto. No experimento realizado no
verao, observou-se nas folhas basicamente o mesmo padrao de variagao observado no
do inverno, com relagao ao conteudo de amido, embora as concentragdes tenham sido

mais baixas neste ultimo.

No inverno, em geral, ndo foram observadas variagdes significativas entre os trés
grupos de plantas no conteudo de aminoacidos livres totais nas folhas, raizes e

rizomas, embora nestes ultimos tenha se observado uma tendéncia a diminuigao
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desses compostos nas plantas tratadas. No entanto, no verao, verificou-se um aumento
significativo deste conteudo nas folhas das plantas submetidas a deficiéncia hidrica
desde a imposicdo dos tratamentos. Este resultado confirma a hipotese de que o
aumento no teor de aminoacido livre pode contribuir para a tolerancia das plantas ao
estresse hidrico por meio de um aumento no potencial osmdético (NAVARI-IZZO;
QUARTACCI; 1Z2Z0, 1990).

Diferentemente do que foi verificado em um estudo recente com plantas de
Vernonia herbacea submetidas a diferentes intensidades de déficit hidrico (GARCIA,
2009), os baixos teores de prolina (< 0,15 umol g”' MS) encontrados nas folhas, raizes e
rizomas de plantas de C. arabicus nos dois experimentos sugerem que esse
aminoacido ndo atuou na osmorregulagdo dessas plantas. Esperava-se que este
aminoacido fosse acumulado nas folhas ou nos rizomas da espécie estudada, de forma
a favorecer a aclimatacdo e/ou adaptacdo da planta ao déficit hidrico imposto
(NAYYAR; WALIA, 2003; YAMADA et al., 2005).

As analises dos AST por HPAEC-PAD evidenciaram a presenga de mio-inositol,
glucose, frutose e sacarose nas folhas e nos rizomas. Além desses agucares, as
analises mostraram a presenca de outro agucar alcool que ainda nao foi precisamente
identificado. Padréao de pinitol foi analisado na tentativa de identificar este agucar, uma
vez que o pinitol é acumulado significativamente em algumas espécies vegetais sob
estresse hidrico (GUO; OOSTERHUIS, 1997). Porém, essa hipotese n&o foi confirmada
para as plantas de C. arabicus. Mais recentemente, a anadlise de algumas amostras
realizadas por CG-MS sugerem que este composto seja 0 agucar alcool sorbitol, porém

analises adicionais ainda s&o necessarias para confirmacao desse resultado.

Nas folhas, a variagdo nas concentragdes de glucose e frutose foram
semelhantes nos dois experimentos e, em geral, ndao foram observadas variagoes
significativas nas concentragcdes desses agucares entre os trés grupos de plantas.
Embora os teores de sacarose tenham sido mais baixos do que os das hexoses glucose
e frutose, verificou-se uma tendéncia a aumentos na sua concentracdo nas folhas das

plantas tratadas.

Os resultados obtidos nos dois periodos experimentais mostraram que os

rizomas das plantas irrigadas diariamente apresentaram uma maior concentragao de
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glucose e frutose do que nas plantas irrigadas a cada 7 e 15 dias. Esse perfil de
variacdo foi semelhante no experimento do inverno € no do verdao. Assim como foi
observado nas folhas, o teor de sacarose também apresentou, em geral, uma tendéncia

a aumentos nos rizomas das plantas tratadas.

Sendo a sacarose um metabolito chave nos mecanismos de osmoregulagdo em
plantas que passam por restricdo hidrica (MULLER et al., 1997), é possivel sugerir com
base nos resultados obtidos neste trabalho, que as plantas de C. arabicus n&o utilizam
esse carboidrato, nem tampouco a prolina, como mecanismo de resisténcia ao estresse
hidrico temporario. A manutencao das altas concentragdes de amido nos rizomas das
plantas irrigadas a cada 7 e 15 dias, quando comparadas com as plantas controle,
associadas aos baixos niveis de prolina livre e as redugdes no crescimento das plantas
e senescéncia da parte aérea, sugere a ocorréncia de dorméncia do 6rgao subterraneo
de reserva como principal resposta ao déficit hidrico imposto neste experimento. Esse
comportamento evidencia uma estratégia de evitagdo a seca, a qual é plausivel de
ocorréncia em plantas de ambientes Umidos, como Costus arabicus, no entanto,
estudos adicionais considerando as relagdes fonte-dreno, regulacéo da via de sintese
de amido:sacarose e sinalizagdo hormonal, com énfase no acido abscisico poderao
colaborar significativamente no entendimento das respostas ora observadas e na

confirmacdo de um mecanismos de evitacao a seca.

Em relagdo aos estudos estruturais dos 6rgaos subterrédneos, existem poucos
trabalhos com representantes de Costus (TOMLINSON 1956, 1962, 1969; OLIVEIRA,;
SAITO; CHUNZUM, 1986; LORCA et al., 1995; EDEOGA; OKOLI, 1997; JORGE et al.,
1998; SILVA, 2009).

Baseado em Solereder e Meyer (1930 apud TOMLINSON 1956), Tomlinson
(1956) descreveu que o rizoma das espécies das subfamilias Costoideae e
Zingiberoideae nem sempre apresenta periderme. Posteriormente, este mesmo autor
relatou que as camadas superficiais dos rizomas das espécies da familia Costaceae
sao comumente suberizadas e que esta suberizagdo as vezes ocorre apenas apos a
formagdo da periderme (TOMLINSON, 1969). Ao caracterizar morfologicamente a
espécie Costus spiralis (Jacquin) Roscoe, Oliveira, Saito e Chunzum (1986) observaram

que o rizoma dessa espécie €& protegido por um conjunto de células suberosas,
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diferentemente do rizoma de Costus pilgeri K. Schum., que apresenta periderme
precocemente desenvolvida e felogénio pouco diferenciado (LORCA et al., 1995). No
presente trabalho, verificou-se que o revestimento do rizoma das plantas de Costus

arabicus é feito pela epiderme ou pelo suber estratificado.

Espécies da familia Heliconiaceae, como por exemplo, Heliconia angusta Vell. e
Heliconia velloziana L. Emygd. (SIMAO; SCATENA, 2001) apresentam organizagao
anatdmica do rizoma semelhante a da espécie estudada neste trabalho: endoderme,
inumeros graos de amido e substancias fendlicas no cortex e no cilindro vascular. Em
Canna indica L. (Cannaceae), a presenga da endoderme no rizoma foi inicialmente
observada por Van Fleet (1942) e um estudo com Canna edulis Kerr-Gawler constatou
que no rizoma dessa espécie a endoderme caracteristica com estrias de Caspary
delimita o cortex do cilindro vascular (ALONSO; MORAES-DALLAQUA, 2004). Essa
caracterizagao anatomica de Canna edulis corrobora os dados obtidos neste trabalho.
Menezes et al. (2005) também observou a presenca da endoderme no rizoma de

Zingiber officinale Roscoe (Zingiberaceae).

Os rizomas das espécies das subfamilias Costoideae e Zingiberoideae
apresentam tecido vascular interno a endoderme, que é visivel a olho nu em cortes
transversais e delimita o cortex do cilindro vascular, e parénquima com inumeros graos
de amido (TOMLINSON, 1956). A regido cortical e o cilindro vascular do rizoma de
Costus spiralis apresentam caracteristicas anatdomicas semelhantes. Idioblastos
providos de conteudo amorfo amarelado, algumas vezes de aspecto granuloso, foram
visualizados nas duas regides. No cortex, verificou-se a presenca de cristais prismaticos
e endoderme tipica com células com espessamento em U (OLIVEIRA; SAITO;
CHUNZUM, 1986) e com estrias de Caspary (SILVA, 2009). Lorca et al. (1995)
observaram uma grande area cortical no rizoma de Costus pilgeri e, nessa regiao,
foram visualizados inumeros graos de amido, exceto na ultima camada (endoderme),
assim como cristais (drusas). Um estudo microscopico-comparativo revelou a presenca
de cristais prismaticos nas espécies Costus spiralis (Jacquin) Roscoe e Costus arabicus
L. e de material amorfo pardo-amarelado em idioblastos parenquimaticos no rizoma de
C. spiralis, C. arabicus e Hedychium coronarium Koening (JORGE et al.,, 1998).
Contudo, dados obtidos no presente trabalho corroboram parte das descri¢coes feitas
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acima, tais como a semelhancga estrutural entre o cortex e o cilindro vascular e a
presenca de idioblastos, parénquima amilifero, cristais e endoderme desprovida de

amido com estrias de Caspary que separa o cortex do cilindro vascular.

Segundo Menezes et al. (2005), o periciclo do caule de Zingiber officinale &, sem
duvida, a camada de geracdo de tecidos vasculares. Diferentemente das espécies
Heliconia angusta, Heliconia velloziana (SIMAO; SCATENA, 2001) e Costus pilgeri
(LORCA et al., 1995) que apresentam periciclo unisseriado e Canna edulis que possui
periciclo plurisseriado (ALONSO; MORAES-DALLAQUA, 2004), a espécie estudada
neste trabalho apresentou periciclo bisseriado. Em um estudo recente, Silva (2009)
observou no rizoma de Costus spiralis que o periciclo, ao gerar novos feixes, produzia,
junto a esse tecido, células que se tornaram fibras. Dessa forma, os feixes gerados pelo
periciclo estdo envoltos total ou parcialmente pelas fibras que ele préprio produziu. Em
contrapartida, as fibras que envolvem os tragos foliares sdo geradas pelo procambio.
Na espécie estudada no presente trabalho, verificou-se que as fibras formavam uma

bainha que envolvia completamente o feixe vascular.

Assim como foi verificado no presente trabalho, Heliconia angusta e Heliconia
velloziana também possuem feixes vasculares colaterais (SIMAO; SCATENA, 2001).
Com o objetivo de criar inter-relagdes entre as espécies Costus afer e Costus
lucanusianus, uma vez que essas sao previamente confundidas, Edeoga e Okoli (1997)
investigaram a estrutura anatémica da I&mina foliar, do rizoma e da raiz desses taxons.
Esses autores observaram algumas diferengcas anatdbmicas nos rizomas dessas
espécies com relagdo ao tamanho dos vasos de xilema e ao numero de camadas de
esclerénquima ao redor do feixe vascular. Enquanto Costus afer possui apenas uma
camada de esclerénquima ao redor dos feixes e pequenos vasos de xilema, Costus
lucanusianus possui de 2-3 camadas e os vasos de xilema sao grandes. No presente
trabalho, verificaram-se tragos vasculares envoltos por 1-3 camadas de bainha
esclerenquimatica. Lorca et al. (1995) verificaram que os feixes vasculares colaterais do
cértex e do cilindro central do rizoma de Costus pilgeri possuem bainha de fibras pouco

lignificada em seu entorno.

Analises ao microscopio eletronico de varredura dos graos de amido de espécies

que possuem oOrgaos subterraneos tuberosos evidenciaram diferentes tamanhos e
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formatos, tais como: Curcuma sp (Zingiberaceae) possuem graos arredondados e
ovais; Typhonium sp (Araceae) apresentam graos arredondados e poligonais e Vigha
vexillata (L.) A. Rich. possui gréos cupuliformes, convexos e biconvexos (VIMALA,
NAMBISAN, 2005). Embora o formato dos grdos de amido encontrados nos rizomas
pareca ser constante e caracteristico para determinados géneros, entre eles o género
Costus (TOMLINSON, 1956), algumas diferengas foram documentadas para as
espécies desse género. Segundo Lorca et al. (1995), Costus pilgeri possui graos
simples, heteromorficos, geralmente ovais. Diferengas foram observadas nos rizomas
das espécies Costus afer e Costus lucanusianus: na primeira, os graos de amido se
apresentaram com formatos achatado, oval, circular e irregular; enquanto na segunda,
os mesmo foram visualizados apenas nas formas achatada e oval (EDEOGA; OKOLI,
1997). Contudo, essas analises ndo foram feitas através da microscopia eletrénica de
varredura, assim como no presente trabalho, que mostrou realmente o formato do grao
de amido, visto que em secgdes transversais visualizadas em microscopia de luz, os
graos de amido podem nao estar integros. Através das analises das eletromicrografias,
observou-se que os graos de amido das plantas de Costus arabicus que foram irrigadas
diariamente e das que foram submetidas ao déficit hidrico possuem os mesmos

formatos.

Com relagcdo aos taninos, Tomlinson (1956) relatou que é muito frequente a
presenca de compostos fendlicos em todas as espécies de Zingiberaceae e que esses
aparecem comumente associados aos feixes vasculares ou adjacentes ao parénquima
da bainha. Varias fungbes essenciais tém sido atribuidas a diferentes classes de
compostos fendlicos. Os fendis proporcionam defesa contra patégenos e possuem
notavel atividade antimicrobiana e os taninos, impedem a herbivoria (CASTRO;
DEMARCO, 2008).

Tomlinson (1969) descreveu o rizoma e a raiz das espécies da familia Costaceae
como sendo iguais aos da familia Zingiberaceae, com apenas uma diferenga: auséncia
de células secretoras de 6leo em Costaceae. O teste com Sudan IV foi negativo para a

presenca de substancias lipofilicas em plantas de Costus arabicus.
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3 CONCLUSOES

Desde que temperaturas permitam, o principal fator que controla a distribuigao
das espécies vegetais é a disponibilidade hidrica do solo.

Neste trabalho, de modo geral, o déficit hidrico imposto nos dois experimentos
realizados foi suficiente para gerar alteragdes fisioldgicas, bioquimicas e anatémicas
nas plantas de Costus arabicus L., tais como:

1. O déficit hidrico do solo afetou o crescimento das plantas, uma vez que os
menores valores de potencial hidrico da folha e potencial osmético do
rizoma das plantas tratadas coincidiram com os menores valores de
massa seca e numero total de folhas verdes e aumentos do niumero de
folhas senescidas;

2. A andlise conjunta dos parametros ecofisioldgicos e bioquimicos permitem
sugerir um mecanismo de evitagdo a seca como resposta ao déficit hidrico
imposto;

3. As alteragbes anatdbmicas como resposta ao estresse hidrico foram
dependentes da intensidade e duracdo do déficit hidrico imposto, sendo
somente observadas nos rizomas das plantas irrigadas a cada 15 dias;

4. O baixo teor de prolina presente nas plantas sob déficit hidrico sugere que
esse aminoacido ndo atuou na osmorregulagao dessas plantas;

5. Analises ultra-estruturais realizadas nesse estudo demonstraram que os
graos de amido nao sao indicadores do estresse hidrico nessa espécie,
uma vez que estes apresentaram caracteristicas morfologicas

semelhantes nas plantas controle e tratadas.
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