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RESUMO
A especie Cenostigma pyramidale é especialmente importante no aspecto ecoldgico e pouco
explorada no dmbito econdmico e ambiental, tendo em vista seu grande potencial, além ser
utilizada com fins madeireiros e medicinais é uma espécie pioneira com alto potencial para
recuperacdo de areas degradadas. Esse trabalho tem como objetivo avaliar as respostas
fisiologicas e anatémicas da folha de uma dessas espécies, Cenostigma pyramidale sob ciclos
de rega e submetidas ao déficit hidrico. As plantas foram submetidas a quatro grupos de
experimento, durante o tempo de crescimento, contabilizando dez individuos por tratamento:
Controle - rega diaria; RD - rega diaria; R7 - rega 1x em 7 dias; R14 - rega 1x em 14 dias. Apos
cinco meses de crescimento em casa de vegetacéo, os individuos foram submetidos a um periodo
de déficit hidrico, onde houve suspensdo completa de agua, e posteriormente passaram pela
recuperacdo, das quais foram coletados cinco individuos de cada tratamento ao final de cada
periodo para, analises bioguimicas e anatomia foliar. Para determinar os periodos foram feitas
analise de contetdo relativo de dgua nas folhas (CRA) e umidade do solo. Foi observado que as
plantas de tratamentos mais severos se demonstraram mais resistentes, de forma geral, ao
maximo estresse, anatomicamente e bioquimicamente, investindo em adaptacfes como taninos,
cristais e camaras estomaticas, ainda apresentando expressivas taxas fotossintéticas, indicando
que o pré contato com pequenos intervalos de falta de dgua afeta a respostas do armazenamento
da folha durante uma falta de agua prolongada. O uso mais eficiente dos recursos foi visto no
tratamento que foi submetido a rega a cada quatorze dias (R14), esse apresentou alta taxa de
aminoacidos livres totais, proteinas, maior taxa de pigmentos fotossintéticos, presenca de um
parénquima palicadico abundante, enquanto mostrou tendéncia a diminuicdo do volume do
mesofilo, entre outras adaptacdes. Dessa forma, com este trabalho foi possivel concluir que o
contato prévio com falta de agua afeta positivamente a espécie Cenostigma pyramidale gera
respostas mais eficientes e proporciona mudancas anatémicas e bioquimicas importantes em

suas folhas.

Palavras-chave: déficit hidrico; plasticidade fenotipica; endurecimento; floresta tropical

sazonalmente seca.

ABSTRACT



The species Cenostigma pyramidale is especially important in the ecological aspect and little
explored in the economic and environmental sphere, in view of its great potential, besides being
used for timber and medicinal purposes is a pioneer species with high potential for the recovery
of degraded areas. This work aims to evaluate the physiological and anatomical responses of
the leaves of one of these species, Cenostigma pyramidale under irrigation cycles and submitted
to water deficit. The plants were submitted to four experimental groups, during the growing
period, counting ten individuals per treatment: Control - daily watering; RD - daily watering;
R7 - watering 1x in 7 days; R14 - watering 1x in 14 days. After five months of growth in the
greenhouse, the individuals were submitted to a period of water deficit, where there was
complete suspension of water, and then underwent recovery, from which five individuals from
each treatment were collected at the end of each period for biochemical analysis and leaf
anatomy. To determine the periods, analysis of relative leaf water content (RWC) and soil
moisture was performed. It was observed that plants from more severe treatments proved to be
more resistant, in general, to maximum stress, anatomically and biochemically, investing in
adaptations such as tannins, crystals and stomatal chambers, still showing expressive
photosynthetic rates, indicating that pre-contact with short intervals of water shortage affects
leaf storage responses during a prolonged water shortage. The most efficient use of resources
was seen in the treatment that was subjected to irrigation every fourteen days (R14), which
showed a high rate of total free amino acids, proteins, higher rate of photosynthetic pigments,
presence of an abundant palisade parenchyma, while showing a tendency to decrease the
volume of the mesophyll, among other adaptations. Thus, with this work it was possible to
conclude that previous contact with lack of water positively affects the species Cenostigma

pyramidale, generating more efficient responses and providing important anatomical and
biochemical changes in its leaves.

Keywords: water deficit; phenotypic elasticity; hardening; seasonally dry tropical forest;
tannins.
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1 INTRODUCAO

A Caatinga, inserida na maior parte daregido do Nordeste Brasileiro é um dos ambientes
atualmente mais afetados por “pulsos”, periodos chuvosos intercalados por intervalos de falta
de escassez de &gua, favorecendo a escassez hidrica (Mishra and Singh, 2010). Um quadro que
vem se agravando nas ultimas décadas devido a interferéncia antropica. Mesmo com todos 0s
fatores de impedimento como a falta de 4gua constate e atual agravamento por a¢cdes humanas,
assim como a alta temperatura e baixa umidade consequentes, € um dos ambientes mais
diversos do mundo (Cardoso & Queiroz, 2007; Moro et al., 2016) com espécies vegetais
adaptadas como Pilosocereus pachycladus (Facheiro), Bromelia laciniosa (Macambira) ou
Ziziphus joazeiro (Jozeiro), com seus proprios mecanismos a fim de sobreviver a falta de agua
e baixa umidade (Maximov, 1929). Além de entender esses mecanismos e a importancia deles
para a permanéncia da espécie nesses locais, os estudos aplicados a fim de identificar esses
mecanismos sdo importantes para compreender a persisténcia/sobrevivéncia das espécies
nesses locais, além disso, sdo essenciais como ferramentas para acompanhar a evolugado rapidas
desses mecanismos de forma que possamos usa-los a favor dessas espécies em locais de
necessidade de reflorestamento.

E importante um estudo detalhado de cada espécie em diferentes condices, avaliando
ndo apenas o comportamento morfoldgico, mas também suas respostas anatbmicas e
bioguimicas, obtendo assim respostas sobre 0s mecanismos que sdo externados nas
representantes mais resistentes (Stace, 1991; Hsiao, 1990).

As respostas anatémicas e bioquimicas da planta quando submetidas a déficit muitas
vezes sdo mais evidentes do que o que pode se ver com avaliacbes morfologicas, obtendo assim
mais detalhes sobre os mecanismos usados pelo 6rgaos vegetais em situacdes de reacdo a
diversas ocasifes, como por exemplo, um periodo de deficiéncia de dgua. Alteracdes como
acumulo de substancias por protedlise, causa uma série de reacdes celulares em decorréncia de
periodos de seca, 0 que implica na alteracdo da acdo fotossintética e consumo de recursos
foliares disponiveis para manutencdo como agucares e agua (Moreno, 2009; Xue et al., 2008).

J& o estudo de pardmetros como o controle estomatico, trocas gasosas e eficiéncia dos
mecanismos internos da folha que sdo dependentes da quantidade de agua no mesofilo, tem
sido associado com a variagdo na umidadedoar, sugerindo que plantas sujeitas a altas umidades
enquanto plantulas, apresentam baixa eficiéncia de regulacdo estomética na fase adulta
(Fordham et al., 2001; Torre et al., 2003), observacao essa que fica mais completa com o estudo

da anatomia, ja que consegue acessar mais informacdes relacionadas, como densidade, poro
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estomatico e tal q influéncia nas respostas de trocas gasosas, tornando assim um elemento
essencial para inferéncia de tais parametros.

Desta forma, o presente trabalho visa avaliar as respostas na anatomia e metabolismo
foliar de plantas jovens de C. pyramidale sob ciclos de rega e submetidas ao déficit hidrico,
Diante do exposto, este trabalho pode contribuir com informacGes sobre as respostas
ecofisioldgicas e anatémicas de plantas jovens de Cenostigma pyramidale (Tul.) E. Gagnon &
G.P. Lewis submetidas ao déficit hidrico, trazendo dados que podem auxiliar no manejo e

estabelecimento da espécie, sendo uma espécie promissora na recuperacao de areas degradadas.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A fundamentagdo a seguir traz uma abordagem destacando os efeitos do déficit hidrico e
sobre as plantas, bem como um levantamento bibliografico abordando os estudos realizados na

espécie Cenostigma pyramidale, utilizada como modelo nesse estudo.

2.1 Efeitos do déficit hidrico sobre as plantas
A sobrevivéncia de varias espécies estd diretamente relacionada com a sua
capacidade de adaptar-se anatémica e fisiologicamente as situacdes que foram expostas
(Ivancich et al., 2012). De acordo com Kramer (1980), a capacidade de uma planta se recuperar
rapidamente ap0s sofrer um estresse, esta relacionada as respostas comuns de plantas de
ambientes aridos, como acumulo de aminoacidos livres totais (ALT) e carboidratos sollveis
totais (CST).

As adaptacOes a fatores externos podem variar entre as espécies e sdo fundamentais para
definir a sobrevivéncia em periodos criticos onde o individuo pode sofrer por doencas e lesdes
(Lima et al., 2017). Segundo Gasson, Warner e Lewis (2009) ocorre aumento de metabdlitos
secundarios em prol da defesa quimica da espécie, além de outras alteragdes. Essas mudancas
impactam financeiramente o setor agricola em termos de producéo e principalmente em ambito
ecoldgico que vai sofrer perdas em ndmero tanto de fauna quanto de flora (Jaleel et al., 2007).

As alteraces fisioldgicas doorganismo em resposta a fatores como dificuldade de acesso
a agua ndo resultam necessariamente em estresse principalmente em plantas xerofitas (Shao et
al., 2008), que podem sobreviver meses, ou até anos em condicfes de estrema deficiéncia de

agua (Maximov, 1929).
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Uma forma de identificar ocorréncia de estresse em resposta a déficit hidrico
especificamente, em plantas adaptadas, é através de pequenas mudancas na composicdo
quimica, principalmente no controle osmético, afetado por essas mudancas, que vai alterar o
destino de varios recursos como carboidratos, proteinas e aminoacidos (Shao et al., 2008).

O déficit hidrico causa, acimulo de aminoacidos livres, proteinas, moléculas de baixo
peso molecular, entre outros nos vacuolos, para o ajuste osmético celular (Moreno, 2009;
Virlouvet et al., 2018). Esse ajuste altera também a capacidade fotossintética, ja que 0s recursos
disponiveis que eram antes direcionados a fotossintese, agora estdo sendo redirecionados para
serem armazenados (Xue et al., 2008).

O fortalecimento daespécie por meio dedéficit hidrico prévio ou “endurecimento” ¢ algo
gue esta sendo investigado cuidadosamente em espécies de plantas cultivadas com Pennisetum
glaucum e esta tendo resultados positivos objetivando a aplicacdo pratica. Segundo, Morgan
(1984) a submissdo prévia a estresse em espécies distintas, aumenta a tolerancia a estresses
posteriores, melhorando os mecanismos da planta e ativando a¢des adaptativas.

A falta de 4gua atua diretamente no comportamento estomatico, limita o CO2 dentro da
célula, originando um excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS), essa alteracdo pode
causar danos ao aparelho fotossintético e taxa de clorofilas. Esses danos podem ser revertidos
por antioxidantes como enzimas antioxidantes comuns em plantas que passam por secas
prolongadas (Bhargava; Sawant, 2013).

Agentes como aminoacidos livres e proteinas agem na resposta da tolerdncia de déficit
abidtico também no papel de antioxidantes, estimulado por salinidade por exemplo, na tentativa
de controlar o potencial hidrico da planta (Matias, 2019). Proteinas como a osmotina sdo
fundamentais para a defesa vegetal em resposta a varios tipos de déficit, como na expresséo de
genes de origem da prolina, além disso é osmorreguladora, antifungica e atribui a planta,
toleréncia a salinidade (Hakim et al., 2017). Agentes relacionados a defesa da seca como
prolina, fendis e aclcares sollveis tem papel osmoprotetor, de forma que agem no
gerenciamento de agua na planta (Zhou et al., 2017).

O crescimento vegetal é expressivamente afetado pelo déficit hidrico, tendo em vista que
folhas que ainda estdo se desenvolvendo, precisam manter o turgor celular em alta, para que
haja circulagdo livre de nutrientes, além do préprio alongamento e expansdo celular, que
depende da planta estar bem hirdratada (Kamel; Loser, 1995; Shao et al., 2008). A adaptacdo a
falta de gua, vai desde a reducdo do potencial osmético, modificando o turgor celular que é o
mecanismo fisiologico predominante de adaptacdo a seca (Chartzoulakis et al., 2002), até o

aperfeicoamento do controle estomatico (Nunes et al., 1989; Morgan, 1984), que afeta o
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dioxido de carbono disponivel na célula, e consequentemente, afeta a sintese de fatores
importantes como as clorofilas (Ashraf; Harris, 2013).

Para manter o turgor nas células, para o crescimento devido, a agua presente na planta é
direcionada para as células que compd@e os tecidos mais secos, essa turgéncia € dependente do
controle osmotico celular, que é mantido por vérios fatores, um deles ¢ o acumulo de
carboidratos sollveis através do amido, espessura apresentada pela membrana plasmatica e sua
capacidade de elasticidade (Pfeffer, 1912).

Folhas que se desenvolvem em periodos de estiagem sdo caracterizadas por possuirem
estbmatos menores e em menores quantidades devido a compactacdo do mesofilo e
redirecionamento dos recursos celulares como adaptacdo a seca (Larcher, 1995; Bongi et al.,
1987; Chartzoulakis et al., 2000). A altaumidade doar pode causar, diversos efeitos anatdmicos
em folhas. Foi encontrado maior quantidade de espacos aéreos intercelulares, menor densidade
do tecido vascular, poucas células de paréngquima esponjoso, com células epidérmicas adaxiais
e abaxiais de menor espessura e poucos grdos de amido, em plantas que vivem em altas
umidades como Sorbus americana Marsh e Abies balsamea (L.) Mill. (Richardson; Berlyn,
2002).

J& em espécies de ambientes aridos, é caracteristico presenca de folhas com superficie e
volume reduzido por adaptagdo como em Anadenanthera colubrina Anadenanthera colubrina
(Vell.) Brenan var. cebil (Griseb.) von Reis Alt., que segundo Chartzoulakis et al (2002), é um
mecanismo para suportar melhor a pressao hidrostatica negativa, onde até mesmo aelasticidade
da parede celular pode estar relacionada a tolerancia a seca (Fan et al., 1994).

Folhas que passaram por estresse hidrico, apresentaram outras caracteristicas marcantes
como parénquima lacunoso em maior abundancia, em comparacdo com folhas que contém
maiores recursos disponiveis, logo, as espécies com moderacdo de recursos disponiveis
possuem maior variedade de estratégicas anatémicas (Paula et al., 2018). De acordo com
Bacelar (2003), a dominancia do parénquima lacunoso esta relacionada com a facilitacdo da
difusdo do COz2 por proporcionar uma organizacdo favoravel do mesofilo para sobreviver a
periodos de seca tal estratégias como parénquima palicddico mais robusto, que torna a cuticula
mais resistente, evitando perda de agua (Fahn; Cutler, 1992).

Mesmo que a perda de espacos intracelulares prejudique a difusdo de CO2 (Mediavilla et
al., 2001) entre outras alteraces que outros parametros possam causar, essas caracteristicas sao
eficientes contra a seca por limitar a perda de agua, de forma a ocasionar baixa condutancia

celular (Bongi et al., 1987). Ressaltando a importancia da implementacdo de parametros
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anatdémicos, Stace (1991) relatou que caracteristicas anatémicas por ndo ser tdo facilmente
alteradas por mudancas ambientais quanto as morfoldgicas, sdo de fato mais confiaveis.

A resposta imediata ao déficit hidrico aciona diretamente as células-guarda, promovendo
o fechamento dos estdmatos. O funcionamento correto desses estdmatos em folhas adultas é
determinado pela propriedade mecéanica das paredes celulares e a forma como estdo
organizadas, de forma que podem gerar uma pressdo sobre eles (Buckley et al., 2003), ja seu
namero € influenciado diretamente pela quantidade de luz recebida e pela espécie de acordo
com Dufour (1887); enquanto isso, o indice estomatal é especifico para cada espécie (Demarly,
1972).

Umas dasformas deregulacdo daabertura e fechamento de estdmatos € o &cido abscisico,
a falta de sensibilidade a ele, em folhas jovens foi considerada como uma das principais
causadoras de perda de dgua. No entanto de acordo com descobertas recentes, 0 acido abscisico
ndo tem influéncia direta com o funcionamento do estbmato como era pensado, mas é fato que,
com a diminuicdo do nivel do &cido aciclico em folhas jovens, os estdomatos abrem
gradualmente (Kane, 2020). Assim, o acido abscisico pode desempenhar o papel deaclimatador
juntamente com outros agentes da célula, onde vai induzir ndo somente o fechamento do
estbmato, mas também aumentar a quantidade de produtos armazenados e ativar o trabalho
dobrado daraiz (Moles et al., 2018).

O indice estdbmaético é especialmente afetado pelo ambiente onde a folha se desenvolve
(Schoch et al., 1980). De acordo com Brainerd e Fuchigami (1982), plantas que crescem em
locais com alta umidade relativa do ar possuem dificuldade para controlar a perda de agua das
folhas quando séo expostas a ambientes mais secos.

Quando em alta umidade, os estdbmatos tendem a ser maiores com maior densidade,
diminuindo o controle que a folha tem sobre ele variando entre espécies (Torre et al., 2003),
estdmatos bem maiores foram encontrados em plantas cultivadas in vitro o que deixa claro que
0 contato com muita dgua desde cedo causa modificacdes estruturais afetando as espécies em
diferentes graus (Torre et al., 2003), essas alteracfes facilitam a perda de agua e troca gasosa,
modificando muitas vezes a densidade, profundidade e comprimento de poros estomaticos
(Fanourakis et al., 2013). Mudancas anatdmicas como a apari¢cdo das criptas estomaticas e
aumento de camaras subestomaticas facilitam a conducdo de CO2 mesmo em condicGes de
déficit em plantas xerofitas (Evans et al., 1994).

A cuticula caracteristica de plantas xerdfitas € geralmente acompanhada de cera

epicuticular (Richardson; Berlyn, 2002). Foi sugerido por Schuster et al (2016) que a espessura
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da cuticula pode ser o fator menos importante quando se trata de retencdo de agua, mas sim,
sua composicdo e arranjo sdo 0s mais importantes nesse aspecto.

A cuticula foi tratadacomo principal meio para retencdo ou perda de &gua, primariamente
a mesma, composta de cera hidrofdbica, é responsavel pela vedacédo da célula, sugerindo uma
protecdo das organelas do citosol contra acBes externas como patdgenos e dissecacdo (Krauss
et al., 1997). A muito, a cuticula ja ndo é mais o alvo para resolu¢cdes de como a planta perde
agua (Pantin et al., 2013) e é sabido que o estdmato evoluiu pressionado pela baixa
permeabilidade de CO: que era proporcionado no aparecimento da cuticula (Lendzian;
Kerstiens, 1991) adaptando-se assim a condicéo e ndo sendo mais afetado por essa camada
extra. A cuticula de Cenostigma pyramidale (Fabaceae) segundo Ribeiro (2021) é composta de
cera cuticular na parte externa (epicuticular) da cuticula e cutina.

A esclerificacdo das células também é uma estratégia comum entre as xerdfitas,
auxiliando no armazenamento de agua, na sustentacdo da planta e prote¢do contra fatores
mecanicos (Dickison, 2000; Richardson; Berlyn 2002). Segundo Colmer et al (2005) a presenca
de lignina dificulta a perda de oxigénio no caule e a presenca de fibras perto de células do
floema ajudam a manter a rigidez e controlar a perdade 4gua (Elhalim et al., 2015).

Na raiz de Zygophyllum album L.F. (Zygophyllaceae) e Nitraria retusa (Forssk.) Asch,
(Nitrariaceae) células lignificadas protegem os vasos do xilema secundério contra a embolia e
ajuda na resisténcia a cavitacdo (Elhalim et al., 2015). Estruturas como drusas, também comuns
em xerofitas, estdo relacionadas com o controle osmético (Hunsche et al., 2010).

AlteracBes comuns como muitos granulos de amido no tecido parenquimético do floema
daraiz e presenca deestrias de Caspary estdo relacionadas diretamente com o controle osmético
em plantas com tolerancia a salinidade, comum em xerdfitas (Castro et al., 2009). Tricomas
atuam principalmente na absorcdo do excesso de luz que atinge a planta e na herbivoria,
mantendo a temperatura e umidade do 6rgado protegido (Fahn; Cutler, 1992).

Para retencdo de agua, a planta ainda pode usar de outros artificios como producéo de
mucilagens, essas, em varias espécies aumentam retencdo de agua através do aumento da
pressdo osmotica (Jiang, 2004; Su et al., 2005). Por isso, a mucilagem e metabdlitos secundarios
especificos sdo caracteristicos de plantas xerdfitas (Margaris, 1981).

Células escuras foram encontradas no parénquima cortical do caule de Nitraria retusa
por Elhalim et al (2015) que foram identificadas como taninos e mucilagem oriundas de déficit
hidrico (Metcalfe; Chalk, 1950; Sheahan, 2011). Segundo Hura et al (2012), os fendis podem
ser usados pela planta como protecdo ao aparelho fotossintético através da formacéo de pontes

na parede celular com carboidratos que impediriam a perda de dgua. Os taninos sao importantes
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na defesa quimica e mecénica, contra luz UV, herbivoria, parasitismo, como mecanismo

antioxidantes e perda de agua (Boeger; Wisniewski, 2003).

2.2 ESPECIE VEGETAL

Cenostigma pyramidale (Tul.) E. Gagnon & G.P. Lewis (Gaem, 2020), é uma espécie
lenhosa, pioneira, pertencente a familia Fabaceae, sendo a familia mais representativa na
Caatinga (Queiroz, 2009). E popularmente conhecida como catingueira, catingueira-verdadeira,
catingueira-de-porco, canela-de-velho, pau-de-rato (Matias; Silva; Dantas, 2017). Pode chegar
até 12m na fase adulta em condicdes climaticas favoraveis, suas folhas sdo compostas, com
flores amarelas organizadas em racemos que dao origens a conjuntos de vagens peguenas com
4 a 5 sementes achatadas em cada e raiz pivotante (Maia, 2012). Perde suas folhas em periodos
muito prolongados de seca, sobrevivendo com poucas perdas e voltando normalmente aps o
termino do periodo de estiagem, por esses e varios outros motivos C. pyramidale € classificada
como espécie pioneira ecologicamente (Maia, 2012), sendo assim alvo principal de programas
de reflorestamento em ambientes aridos.

No estudo feito por Falcdo et al (2014), a espécie apresentou uma maior eficiéncia do uso
da energia no ano de 2012, que foi 0 ano mais seco estudado, com resposta quase imediata a
mudancas que podem ser consideradas pequenas como Vvariagdes pluviométricas. O estudo
indicou, também, um baixo custo de construcdo foliar, que aumenta as chances de
sobrevivéncia da espécie consideravelmente, bem como ocasionar reducgdo de potencial hidrico
como estratégia principal para se manter no periodo seco. Além disso, a espécie foi encontrada
em diferentes florestas no municipio de Santa Terezinha no estado da Paraiba, em processo de
regeneracdo, tornando-a ainda mais interessante do ponto de vista ecologico (Falcdo et al.,
2014).

Na descri¢do anatdmica de C. pyramidale feita por Ribeiro et al (2021) foi visto que a
espécie possui mesofilo dorsiventral com uma ou duas camadas de parénquima palicadico e
trés ou quatro de lacunoso, presenca de cristais prismaticos e drusas proximas ao feixe colateral
associados a fibras periciclicas. Sua epiderme € unisseriada com tricomas tectores unicelulares
nas duas faces assim como estdmatos e tricomas glandulares na epiderme abaxial.

Essa descricdo é tipica de espécies xerofitas, focadas na reducéo da perda de agua e
protecdo contraa incidéncia luminosa (Fahn; Cutler, 1992). Os cristais prismaticos sao comuns
no caule dogénero Cenostigma, no entanto, raramente aparecem no parénquima axial ou células
do raio (Gasson; Warner; Lewis, 2009). Ainda sobre o estudo feito por Ribeiro et al (2021) a
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esclerofilia apresentou uma relacdo inversamente proporcional com a herbivoria, além de
relatos sobre substancias lipidicas na epiderme, presenca de fendis (principalmente taninos) e
amido no mesofilo. Encontrou ainda, suberina em folhas que haviam sofrido herbivoria,
substancia que atribui protecdo contra déficit bidtico.

Além disso, possui atividade antinociceptiva, gastroprotetora, neuroprotetora, anti-
inflamatoria e antinociceptiva. Ainda foi encontrado na sua casca, esteroides, flavonoides,
taninos, fendis, tripernos e saponinas (Sousa et al., 2020; Santos et al., 2011). Também foi

encontrado biflavonoides nas folhas (Bahia; David; David, 2010).

Saraiva (2012) confirmou a presenca de varios agentes antimicrobianos no extrato de
partes de C. pyramidales, comprovando a sua acdo contra microrganismos. O extrato etanélico
de C. pyramidale teve eficiéncia contra dores em estudos feitos com ratos por Diniz (2015).
Devidoao alto teor fendlico, a atividade de reducdo de oxigénio reativo tendoagdo antioxidante
priméria, o que torna a planta interessante economicamente nesse aspecto, além disso, também

pode precipitar proteinas para tornar a folha impalatavel para predadores (Silva et al., 2011).
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RESUMO

A especie Cenostigma pyramidale é especialmente importante no aspecto ecologico e pouco
explorada no ambito econémico e ambiental, tendo em vista seu grande potencial, além ser
utilizada com fins madeireiros e medicinais € uma espécie pioneira com alto potencial para
recuperagdo de areas degradadas. Esse trabalho tem como objetivo avaliar as respostas
fisioldgicas e anatdmicas da folha de uma dessas espécies, Cenostigma pyramidale sob ciclos
de rega e submetidas ao deficit hidrico. As plantas foram submetidas a quatro grupos de
experimento, durante o tempo de crescimento, contabilizando dez individuos por tratamento:
Controle - rega diaria; RD - rega diaria; R7 - rega 1x em 7 dias; R14 - rega 1x em 14 dias. Ap0s
cinco meses de crescimento em casa de vegetacdo, os individuos foram submetidos a um
periodo de déficit hidrico, onde houve suspensdo completa de agua, e posteriormente passaram
pela recuperagdo, das quais foram coletados cinco individuos de cada tratamento ao final de
cada periodo para, analises bioquimicas e anatomia foliar. Para determinar os periodos foram
feitas analise de conteudo relativo de dgua nas folhas (CRA) e umidade do solo. Foi observado
que as plantas de tratamentos mais severos se demonstraram mais resistentes, de forma geral,
ao maximo estresse, anatomicamente e bioquimicamente, investindo em adaptacfes como
taninos, cristais e camaras estomaticas, ainda apresentando expressivas taxas fotossintéticas,
indicando que o pré contato com pequenos intervalos de falta de agua afeta a respostas do
armazenamento da folha durante uma falta de agua prolongada. O uso mais eficiente dos
recursos foi visto no tratamento que foi submetido a rega a cada quatorze dias (R14), esse
apresentou alta taxa de aminoacidos livres totais, proteinas, maior taxa de pigmentos
fotossintéticos, presenca de um parénquima palicadico abundante, enquanto mostrou tendéncia
a diminuicdo do volume do mesofilo, entre outras adaptagdes. Dessa forma, com este trabalho

foi possivel concluir que o contato prévio com falta de 4gua afeta positivamente a espécie
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Cenostigma pyramidale gera respostas mais eficientes e proporciona mudancas anatémicas e

bioguimicas importantes em suas folhas.

Palavras-chave: déficit hidrico; platicidade fenotipica; endurecimento; floresta tropical

sazonalmente seca; taninos.

INTRODUCAO

O Nordeste e Norte de Minas Gerais do Brasil € uma regido que possui grande parte do
seu territorio inserida em areas de clima semiarido, caracterizando-se pelas altas temperaturas,
baixa umidade do ar, elevadas taxas de evapotranspiracdo, além de baixos indices
pluviométricos, com alta variabilidade daschuvas, onde os eventos sdo constituidos geralmente
por “pulsos” de precipitacdo favorecendo a escassez hidrica (Mishra & Singh 2010). O déficit
hidrico pode desencadear alteracbes em processos fisiologicos (Dghim et al. 2018),
caracteristicas anatémicas, morfoldgicas (Galmés et al. 2011) e a nivel molecular (Bhargava
and Sawant 2013) na vegetacdo, que geram uma forte pressdo de selecdo sobre os individuos
de uma comunidade.

Airregularidade de chuva vistas na caaringa, que gera esse pulsos expde as plantas locais
a déficits recorrentes, assim ciclos repetidos de estresse hidrico séo comuns durante a vida das
espécies lenhosas, porém a maioria desses estudos ocorre em cultivos como Persea americana
Mill. Estudos mostraram que quando uma planta sofre exposicdo prévia ao estresse, ela tem a
capacidade de responder mais rapida e vigorosamente a um evento de estresse recorrente
(Walter et al. 2011). Esse fendbmeno, conhecido como endurecimento, sugere que as plantas
tém maior toler&ncia ao estresse devido a alteracdes bioquimicas e/ou alteracbes epigenéticas
que ocorrem apas a primeira exposicdo a disturbios ambientais (Bruce et al. 2007).

A espécie Cenostigma pyramidale (Tul.) E. Gagnon & G.P. Lewis pertence a familia
Fabaceae, tem classificacdo ecoldgica como espécie pioneira (Maia 2012), possui ampla
distribuicdo geografica e ocorréncias confirmadas no Norte (Amazonas) e Nordeste (Alagoas,
Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Sergipe) presente nos tipo de vegetacao
de Caatinga (stricto sensu), Floresta Ombrdfila (Floresta Pluvial) e Savana amazénica com base
na lista Flora do Brasil (2021). Apresenta alturas que alcancam até 10 m em areas umidas até
menos de 2 m em areas semidridas, quando seu porte se reduz a arbusto. Essa espécie apresenta
maltiplas utilidades, como potencial madeireiro, restauracdo florestal, aplicacfes industriais,

com suas folhas constituindo fonte de forragem para o gado, podendo ser utilizadas assim como
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as flores e cascas no uso medicinal (tratamento de diversas infecgdes, atividade antioxidante,
farmacoldgica e antiflngica) (Bahia et al. 2005; Maia, 2012, Santos et al. 2011). Estudos ja
abordaram diversidade genética (Santos et al. 2012), anatomia e densidade da madeira (Silva
et al. 2009; Ribeiro et al. 2021), plasticidade fenotipica em gradiente de sucesséo ecoldgica em
area de semiarido (Falcdo et al. 2015) e estudo com associacdo com fungos micorrizicos
arbusculares (Frosi et al 2016).

Desta forma, o presente trabalho visa avaliar as respostas na anatomia e metabolismo
foliar de plantas jovens de C. pyramidale sob ciclos de rega e submetidas ao déficit hidrico.
Diante doexposto, este trabalho pode contribuir com informagdes sobre o vigor daplanta nativa
de C. pyramidale submetidas ao estresse hidrico, trazendo dados que podem auxiliar no manejo
e estabelecimento da espécie, tendo em vista seu potencial para regeneracdo ecologica local,

sendo uma espécie promissora no reflorestamento de areas degradadas.

MATERIAISE METODOS

MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CRESCIMENTO

O experimento foi instalado na casa de vegetacdo do Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Pernambuco (8°02'59.17" S, 34°56°54.96""W). As sementes foram
adquiridas através de parceria com o Nucleo de Ecologia e Monitoramento Ambiental (NEMA),
localizado no Campus de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Vale do Séo Francisco
(UNIVASF). Assementes de C. pyramidale foram plantadas em sacos de mudas de 10kg com
solo do tipo Franco Argiloso-Arenoso, que foi analisado devidamente apresentando a seguinte
composicdo quimica: P: 3mg/dm3 ; pH: 5,2; Ca: 0,10 cmolc/dm3 ; Mg: 0,4 cmolc/dm3 ; Na:
0,02 cmolc/dm3 ; K: 0,02 cmolc/dm3 ; Al: 0,25 cmolc/dm3 ; H: 3,46 cmolc/dm3 ; S: 0,5
cmolc/dm3 ; CTC: 4,3 cmolc/dm3. Asplantulas foram irrigadas a 80% dacapacidade de campo
(200ml de agua), apos trés semanas de desenvolvimento, aplicou-se a cadal5 dias a solugéo
nutritiva de Hoagland, objetivando o complemento nutricional das plantulas. No segundo e
terceiro més foiadicionado em todos os individuos um complexo de micronutrientes Codamin
radicular® e célcio e Codasal, para evitar deficiéncias. A proporcdo utilizada foi de 10 ml por
2,5L de agua, a cada quinze dias até o quarto més de vida.

Os individuos foram distribuidos em 4 grupos experimentais submetidos a ciclo de rega
durante os meses de crescimento e logo apds cinco meses de crescimento passaram por um
periodo de suspensdo completa de agua para simular um periodo de déficit hidrico.
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Os tratamentos utilizados foram: Controle - rega diaria; RD - rega diaria; R7 - rega 1x
em 7 dias; R14 - rega 1x em 14 dias.

Contabilizando 10 plantas por tratamento que cresceram por cinco meses em casa de
vegetacdo. Depois, foi iniciado o periodo de déficit hidrico, onde houve a suspensdo da
irrigacdo, até atingirem o maximo estresse apds treze dias de suspensdo, que foi determinado
pelo conteddo relativo de agua, e em seguida passaram pelo periodo de reidratacdo, que durou
oito dias. Foram coletados 5 individuos de cada tratamento para a obtencdo do material a ser
utilizado nas analises ao final do maximo estresse e reidratacdo. Foram realizadas medidas:
conteddo relativo, umidade do solo, e coleta das folhas para andlises bioquimicas e anatomia

foliar.

MEDIDAS DO CONTEUDO RELATIVO DE AGUA E DA UMIDADE DO SOLO

A umidade do solo foi mensurada as 9 horas da manh& com auxilio de um medidor do
status hidrico do solo (modelo Falker, portatil). O conteudo relativo de a4gua (CRA) foi
mensurado em intervalos de uma dia, a partir de discos foliares de folhas ndo senescentes,
seguindo a metodologia de Barrs & Weatherley (1962). A coleta ocorreu as 5 horas da manha,
os discos foram imediatamente pesados na balanca de precisdo para a obtencéo do peso fresco,
os quais foram embebidos por 24 horas na 4gua deionizada para nova pesagem de peso turgido.
Em seguida, foram secos na estufa de ventilacdo forcada por 48 horas, para pesagem de peso
seco. O CRA foi obtido a partir da formula CRA (%) = (PF-PS) / (PT-PS) x 100 (por Barrs e
Weatherley 1962).

ANALISES BIOQUIMICAS DO TECIDO VEGETAL

Folhas totalmente expandidas foram coletadas de cada individuo no maximo estresse e
reidratacdo, e foram prontamente congeladas em N2 liquido e estocadas até o uso em freezer -
20°C. Foram utilizadas amostras de tecido foliar fresco para a analise de quantificacdo dos
carboidratos sollveis totais (CST) que foi realizada com 30mg, seguindo metodologia proposta
por Dubois et al. (1956). Para analise dos amino&cidos livres totais (ALT) e prolinas foram
utilizando massa de 30mg, para as proteinas sollveis totais (PST) foi utilizada massa de 75mg,
as determinagdes de acordo com Moore & Stein (1954), Bradford (1976) e Bates et al. (1973),
respectivamente. A quantificacdo dos pigmentos Clorofila a, Clorofila b e Carotenoides foi

determinada utilizando massa de 20mg, em Acetona 80% (Lichtenthaler & Buschmann, 2005).
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As andlises foram determinadas com espectrofotébmetro de duplo feixe ajustado ao

comprimento de onda especifico para cada composto organico.

ANATOMIA FOLIAR - MICROSCOPIA OTICADE LUZ

Amostras foliares completamente expandidas e expostas ao sol (terceira folha), mas nao
senescente, foram coletadas de trés individuos adultos e fixadas em FAA50 (Johansen 1940)
por 48 horas, seguindo-se a conservacdo em alcool etilico 70% (Jensen 1962). Amostras da
regido mediana da folha, foram desidratadas em série etanol-butanol 50-100%-Butanol-puro,
sendo posteriormente incluidas em parafina, emblocadas e seccionadas transversalmente a
+12um em micrétomo rotativo Zeiss (modelo HYRAX M55). As seccOes obtidas foram
coradas com azul de astra 1% e safranina 1% (Kraus et al. 1998), e em seguida montadas
ldminas semi-permanentes em balsamo do Canadéa (Purvis, Collier & Walls 1964). Para a
analise daepiderme em vista frontal foi realizada técnica de cortes a mao livre Viegas (1943).
Apos isso o material foi lavado em agua destiladae corado com safranina 1% aquosa. Foram
realizadas medidas de: densidade estomatica e indice estomatico, através dos cortes a méao livre,
calculado de acordo com a formula de Cutter (1986): (IE)=[NE/CE+NE)] x 100, onde NE € o
numero de estbmatos e CE o nimero de células epidérmicas propriamente ditas com dados
obtidos através de através de estimativa; espessura da epiderme, espessura da cuticula,
espessura do parénquima palicadico, espessura do parénguima lacunoso e espessura do
mesofilo feitas com os as amostras cortadas em micrétomo rotativo, e fotos tiradas através do

software imageJ.

ANALISE DE DADOS

Os dados de densidade estomética e espessura do parénquima palicadico do maximo
estresse, indice estomatico e espessura da cuticula adaxial + parede periclinal dareidratacao, e
umidade do solo de ambos os periodos foram transformados em Log na base 10, para
homogeneizacdo das variancias. Para a analise estatistica, todos os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e ao teste de médias Student Newman Keul’s a 5%. As analises

foram realizadas no Software Statistica 8.0 (StatSoft. Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).

RESULTADOS
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Conteudo hidrico relativo e umidade do solo

O CRA no maximo estresse, que para a espécie ocorreu no 13° dia de suspensdo da
irrigacdo, reduziu em, todos os tratamentos em relagdo ao grupo controle 41% no RD, 46% no
R7 e 32% no R14 (Fig. 1A). Apo6s a reidratacdo, que foi no 8° dia ap6s a recuperacdo das
plantas, todos os tratamentos recuperaram o CRA, ndo apresentando diferencas estatisticas em
relacdo ao controle (Fig.1B).

No maximo estresse, observou-se areducdo na umidade do solo de 73%em RD, 71% em
R7 e 70% em R14, todos em relacdo ao controle (Fig 1 C). Apo0s a reidratacdo, os tratamentos
ainda apresentavam reducdes de 13% em RD, 14% em R7 e 8% em R14 na umidade do solo,

em relacdo ao controle (Fig. 1D).

Analises bioguimicas do tecido vegetal

A concentracdo dos aminoacidos livres totais no maximo estresse, aumentou em 38% em
RD, 80% em R7 e 77% em R14, todos em relacdo ao controle (Fig. 2A). Apoés a reidratacéo,
ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos (Fig 2B).As proteinas sollveis totais
(PST) ndo apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos no ME e na reidratagéo
(Fig.2C e 2D). A concentracdo de Prolina, no maximo estresse, apresentou aumento de 3,74
vezes em RD e 6,28 vezes em R7, em relagdo ao controle (Fig. 2E). Na reidratacdo, ndo foram
observadas diferencas entre os tratamentos (Fig. 2F).

Quanto aos carboidratos sollveis totais (CST), o tratamento R14 apresentou o maximo
estresse aumento de 56% em relacdo ao controle (Fig.2G). Na reidratacdo, ndo foram
observadas diferenca estatistica entre os tratamentos (Fig. 2H).

Os pigmentos cloroplastidicos, no maximo estresse, apresentaram aumento em R14 de
111% em CHL a, 134% em CHL b, e 97% em CAR em relacdo ao controle (Fig. 3A,C,E) Na

reidratacdo ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos (Fig. 3B, D, F).

ANATOMIA FOLIAR

A folha de Cenostigma pyramidale, apresenta mesofilo organizado heterogeneamente do
tipo dorsiventral, parénquima palicadico na face superior e uma camada de parénquima
lacunoso inferior, com epidermes abaxial e adaxial formada por apenas uma camada de células

e recobertas por uma cuticula delgada (Fig.9). Estématos distribuidos apenas na face abaxial da
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epiderme, caracterizando a folha como hipoestomatica. Os estdmatos apresentam projecdes de
sua parede periclinal das células guarda (Fig.8.4), formando uma cripta supraestomatica, e em
um dosindividuos que passaram pelo tratamento derega diaria (RD) foi observada uma camara
subestomatica (Fig. 10).

Presenca de tricomas tectores multicelulares distribuidos em ambas as faces da epiderme
(Fig. 8.1), ductosdetaninos sempre presentes, mais densosem folhas que apresentaram injdrias
causadas por cochonilha (Fig. 8.3). Nervura central sifonostélica, cilindro vascular apresenta
duas camadas de células da bainha com crescimento secundério, com cinco a seis feixes de
xilema alternados com o floema e presenca de cristais encontrados principalmente na face

adaxial das nervuras foliares (Fig. 8.5).

CARACTEREZIACAO ANATOMICAFOLIAR

No maximo estresse, a densidade estomatica apresentou reducédo de 14% em R7 e 30%
em R14, em relacdo ao controle (Fig.4A). Na reidratagdo, um aumento de 48% em R7 e 21%
em R14, foram observados em relacdo ao controle (Fig 4B). O indice estomatico no maximo
estresse ndo diferiu entre os tratamentos (Fig. 4C). Ja na reidratacdo, os tratamentos R7 e R14
apresentaram valores superiores em 22% e 11% respectivamente em relagdo ao controle (Fig
4D).

A cuticula, na face adaxial, no maximo estresse foi superior em 38% em R7 e 25% em
R14, em relacdo ao controle (Fig. 5A). Na reidratagdo ndo foram observadas diferengas
estatisticas entre os tratamentos (Fig. 5B). A cuticula, na face abaxial, apresentou aumento de
12% em R7 e 66% em R14, enquanto ocorreu reducédo de 14% em RD, todos em relagdo ao
controle (Fig. 5C). Na reidratacéo, os tratamentos R7 e R14 apresentaram aumentos de 15% e
25% em relagdo ao controle (Fig. 5D).

Na face adaxial, a epiderme no maximo estresse apresentou reducdo de 11% em RD e
17% em R7, em relagdo ao controle (Fig. 6A). Na reidratacdo, somente o tratamento R7
apresentou valores 20% superiores ao controle (Fig. 6B). Na face abaxial, na epiderme foram
observadas reducdes de 10% em RD e R7, 7% em R4, em relacdo ao controle no maximo
estresse (Fig 6C). Na reidratacdo, a epiderme do tratamento R7 foi 17% mais densa que o

tratamento controle (Fig. 6D).
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No maximo estresse, o parénquima lacunoso foi superior em 12% em RD e 13 em R7,
em relag&o ao controle (Fig. 7A). Na reidratacéo, a espessura do parénquima lacunoso foi menor
em 17% em RD, 14% em R7e 18 em R14, todos em relacdo ao controle (Fig 7B).

O parénquima palicaddico (PP) apresentou reducdes de 35% em RD e 20% em R?7,
enguanto apresentou aumento de 6% em R14, todosem relacdo ao controle no maximo estresse
(Fig. 7C). Na reidratagéo, os tratamentos apresentaram aumento de 11% em RD, 17% em R7 e
27 em R14, em relacdo ao controle (Fig. 7D). A espessura do mesofilo no maximo estresse
apresentou reducdo de 11% em RD comparado ao controle (Fig.7E), enquanto na reidratacéo

ndo foram observadas diferencas entre tratamentos (Fig. 7F).

DISCUSSAO

MEDIDAS DO CONTEUDO RELATIVO DE AGUA E DA UMIDADE DO SOLO

Através do conteudo relativo foi possivel observar que o desempenho das plantas que
foram submetidas a rega a cada quatorze dias (R14), apresentou maior retencao de agua, e maior
taxa de umidade, em relacdo as submetidas a tratamentos mais leves durante o periodo de
estiagem, demostrando que essa espécie respondeu melhor se demostrando mais preparada em
uma situacdo de déficit hidrico. No entanto, indo em contraponto aos dados observados, no
trabalho de Falcdo et al (2014) foi observado que o potencial hidrico e a umidade do solo
durante periodo de seca, tende a ser maior em &reas que ndo passaram por déficit anterior
significante, do que em &reas que ja tiveram contato com algum periodo de estiagem.

Tendo isso como base, os dados se apresentaram de forma favoravel para o tratamento
mais rigoroso (R14) durante a estiagem, onde foi apresentado também uma baixa densidade
estomatica, podendo levar a baixa taxa de transpiracdo, e melhor controle estomatico. Enquanto
na reidratacdo houve alto desempenho das plantas de tratamentos mais leves, exemplo o R7, 0
que pode estar relacionada com uma maior elasticidade da célula devido a varios fatores como

a cuticula muito delgada (Richardson; Berlyn, 2002).

ANALISES BIOQUIMICAS DO TECIDO VEGETAL

Os aminodcidos livres totais (ALT) tiveram, no ME, melhor desempenho nos tratamentos

mais severos, onde ficou com maior concentracdo no R14, o que provavelmente deveu-se a
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proteolise, decorrente de rapida resposta a periodos secas que a C. pyramidale ja apresenta,
adaptacdo que responde em defesa ao aumento da liberagdo de espécies reativas de oxigénio
(Oliveira et al., 2013).

Agentes como aminodcidos livres e proteinas agem na resposta da tolerancia de déficit
abiotico, estimulado por salinidade por exemplo, na tentativa de controlar o potencial hidrico
da planta (Matias, 2019; Hakim et al., 2017), fator esse, importante também na resposta ao
estrese hidrico, que determina as plantas mais bem adaptadas pela pressao de sele¢do, indicando
gue nesse experimento, o tratamento mais severos (R7 e R14) tiveram, nesse parametro, as
respostas mais rapidas e eficientes a estiagem sofrida.

Enquanto, podemos observar uma alta taxa de prolina no tratamento de R7, que &,
também, um agente regulatério e antioxidante importante, relacionado a tolerancia a seca,
resultante do aumento de ALT devido a protedlise (Hsiao, 1973), no entanto, pode indicar que
o0 tratamento R7, ndo estava previamente apto a passar pelo estresse e teve que investir ainda,
na producdo de um componente mais potente contra seca, enquanto o R14,respondeu de forma
eficiente, de forma que ndo precisou modificar sua taxa de prolina, pois ja tinha outras
estratégias mais eficientes, como a utilizacdo de ALT.

De acordo com Larcher (2000), um periodo de déficit hidrico que causa estresse é
caracteristico pelo aumento dademandade energia necessaria para manutencao e sobrevivéncia
da planta, ficando acima da produtividade, o que leva a modificacdo das funcGes fisiologicas
da planta no inicio, e logo apds a acdo dos componentes adaptativos que sdo ativados pelo
descontrole celular (Farrar, 1993), o que pode ser observado em R7.

Aumento de carboidrato, assim como PST, prolina e fendis, pode ajudar na dissolucao de
embolias, além da osmorregulacdo, manutencdo da turgéncia celular, garante a sobrevivéncia
de espécies, de forma que agem em conjunto no gerenciamento da agua na planta, mesmo
durante déficit hidrico (Zhou et al., 2017), esse aumento benéfico a planta foi apresentado pelos
tratamentos durante o ME.

Maiores concentragdes de pigmentos durante o ME registrada pelo tratamento de R14,
indicando alto investimento em fotossintese, demostrando que o tratamento foi o mais eficiente
em passar pelo periodo. Enquanto a menor concentracdo foi demostrada pelo tratamento de
rega diaria (RD). A reducdo de pigmentos pode ser uma estratégia do individuo para diminuir
os danos oxidativos que se agravam em periodos de deficiéncia de dgua (Frosi et al. 2017) o
que foi observado na RD. Em contraponto, a presenca de CAR, pode ajudar na protegéo do
aparelho fotossintético e diminuicdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) juntamente com

0s taninos e enzimas antioxidantes, além de estar sendo citada na construcdo de adaptagdo a
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longo prazo a déficit provocado por raios UV, em cenarios de seca apresenta papel antioxidante
(Bhargava; Sawant, 2013), o que indicaria um mal desempenho de RD, enguanto o R14

manteve suas taxas de pigmentos altas.

ANALISE COMPARATIVA DA ANATOMIAFOLIAR

Os estdmatos apresentam projecdes de sua parede periclinal dascélulas guarda, formando
uma cripta supraestomatica, caracteristica comum em plantas de ambientes &ridos objetivando
areducdo dataxa de transpiragdo (Rasmunssen, 1987), e em um dos individuos que passaram
pelo tratamento derega diéria foi localizada uma cdmara subestomatica bem desenvolvida, esse
aumento pode ser algo interessante para reter CO2, vapor de agua, ao reduzir a abertura
estomatica, caracteristica tambem apresentadas por individuos que buscam contornar
problemas referentes a déficit hidrico.

A densidade estomatica foi demostrada bem determinada entre os tratamentos, onde
ficou mais baixa no tratamento de R14 e maior nos tratamentos mais leves duranteo ME, vindo
a mudar de cenario durante a reidratacdo, onde o tratamento R7 apresentou maior taxa
estomatica, com o R14 em segundo lugar. Enquanto isso o indice estomatico apresentou
estabilidade entre os tratamentos no ME, o que segundo Demarly, (1972) corresponde ao
normal, tendo em vista que o indice ndo muda muito dentro de uma espécie. O tratamento R7
teve 0 menor indice, enquanto o R14 teve o menor. Enquanto na RE 0 R7 e R14 ficaram
igualmente maiores no parametro.

De acordo com Dufour (1887) a densidade estomatica € influenciada diretamente pela
quantidade de luz recebida, mas é fatoque o controle da folha sobre esse, dependealém detudo
daquantidade por area, quanto menos estdmatos por area, melhor o controle e melhor o controle
sobre a transpiracdo. Enquanto Falcdo et al (2014) relatou maior condutancia estomatal em
plantas que ja haviam passado por déficit anterior, e consequentemente maior taxa de
transpiracdo, enquanto as mais novas tiveram maior eficiéncia do uso da agua.

Fechamento estomatico, ocorre ndo sO pela tentativa da planta de diminuir a
transpiracdo, mas também de diminuir a taxa fotossintética, com o intuito de diminuir a
assimilacdo de CO2 para que haja menor criacdo de ROS. Um fator considerado regulatério
fotossintético e respiratdrio, € a concentracdo de carboidratos solUveis, esses sdo usados para

crescimento e manutencdo celular (Long et al., 1994).
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Mas deacordo com Brainerd e Fuchigami (1982), as plantas que cresceram sob condicfes
mais favoraveis teriam maior dificuldade para controlar seus estdbmatos, o que seria apresentado
como fator negativo em condicdes de seca, e submeteria aos individuos uma forte pressao de
selecdo, 0 que foi observado de forma sucinta nos tratamentos estudados, onde, mesmo em
condices de falta de agua prolongada, os tratamentos mais severos conseguiram, ainda assim,
utilizar a quantidade limitada de estdmatos disponiveis na superficie foliar para obter a maior
taxa fotossintética entre os tratamentos, efetivando a eficiéncia da memoria contra déficit
hidrico, principalmente no tratamento de R14.

A falta de agua atua diretamente no comportamento estomatal, como ja foi discutido, vai
limitar o CO 2 dentro da célula, originando um excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS),
essa alteracdo pode causar danos sérios ao aparelho fotossintético e taxa de clorofilas, o que
pode ser evitado por personagens importantes como presenca de CAR, e esses danos também
podem ser revertidos por antioxidantes como taninos e ALT como ja foi discutido (Bhargava;
Sawant, 2013) sugerindo que essa alteracdo ¢ uma adaptacdo a falta de agua por C. pyramidale.

A cuticula apresentou aumento consideravel nos tratamentos R14 e R7 no ME, embora
esse aumento ndo seja relevante em relagcdo a perda de 4gua da planta, € um aspecto importante
levando em conta a protecdo que essa oferece contra herbivoros e raios ultra violeta (Schuster
et al., 2016). A cuticula na face abaxial da folha, no tratamento de RD, se apresentou menos
espessa em relacdo ao controle durante o ME, enquanto no tratamento de R14, teve disparado,
0 maior indice de espessura da cuticula no face abaxial no ME, demostrando investimento na
protecdo de seus estdmatos, ja que na espécie estudada, os estdmatos foram encontrados apenas
na face abaxial. Ja na reidratacdo, ocorreu um decréscimo de todos os tratamentos em relacdo
a seca.

A menor espessura da epiderme na se¢do adaxial durante o ME foi registrada no
tratamento de R7, enquanto o R14 ficou com a maior espessura de epiderme apresentado no
experimento, ndo diferenciando do controle. No geral as epidermes na face abaxial ficaram
delgada em relagdo ao controle, estavel nos tratamentos. Ja na reidratacdo ocorreu variagdo
entre elas, ambas faces epidérmicas ficaram maiores no tratamento R7 e estaveis nos demais,
fator esse que pode ter sido em decorréncia da modificagdo da turgéncia e redirecionamento de
recursos no mesofilo (Bongi et al., 1987).

Presenca de tricomas tectores multicelulares distribuidos em ambas as faces daepiderme,
que tem como principal fungéo a protegéo contra raios ultra violeta (Baldini et al., 1997), foram
encontrados em abundancia, sem contado direto aparente com ductos localizados no mesofilo.

Os ductos de taninos encontrados sdo aparentemente usados para defesa contra herbivoria
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(Jiang, 2004; Su et al., 2005), observando que em individuos que apresentaram injarias nas
folhas sofreram ataques durante o experimento, apresentaram ductos mais robustos com
mucilagem abundante. Também, como meio de defesa, caracteristico de xerdfitas, foram
encontrados cristais, principalmente na face adaxial das nervuras folidreis supostamente
também atuavam na protecdo contra raios ultravioletas (Gasson; Warner; Lewis, 2009).

N&o foram encontrados sinais de esclerofilia na area mesdéfila, visto que é um recurso
caro (Ribeiro et al., 2021), a espécie ndo optou por essa estratégia, em vez disso, fez varias
trocas foliares durante o periodo do experimento, o que pode ter diminuido a necessidade de
investir na durabilidade da folha (Girardin et al., 2014).

O mesofilo em ME apresentou estabilidade entre os tratamentos, apresentando pouca
diferenca, onde a menor espessura foi apresentada pelo tratamento de RD. O parénquima
lacunoso ocupa maior parte do mesofilo nos tratamentos, exceto em R14 que ficou com a
espessura do parénquima lacunoso pouco menor que a do palicadico, tendo em vista que o
parénquima lacunoso é um tecido de armazenamento com grandes espacos vazios, enquanto o
palicadico se responsabiliza pela fungdo fotossintética.

E caracteristico do plantas de ambientes aridos, que convivem com estresse hidrico e
adaptadas a esse, ter menor espessura de parénquima lacunoso e um investimento no tecido
fotossintético (Richardson; Berlyn, 2002), conjunto encontrado no tratamento de R14, que
apresentou a maior taxa fotossintética e melhor desempenho diante do estresse entre os
tratamentos durante o ME. Demonstrado também na reidratacédo, onde o parénquima palicadico
apresentou um aumento no tamanho em relacdo ao ME, e variacao entre os tratamentos, ficando
maior em R14, enquanto o lacunoso se mostrou diminuir em relacdo ao ME, ficando estavel
entre os tratamentos durante o periodo.

Ribeiro et al (2021) também observou o aumento das espessuras dos tecidos enquanto as
plantas se recuperavam de déficit sofrido por seca, assim como presenca de compostos
fendlicos em ductos e amido no mesofilo. E caracteristico de folhas de ambientes mais aridos
terem superficie e volume reduzido por adaptacdo (Richardson; Berlyn, 2002) o que foi
demostrado no ME, que segundo Chartzoulakis et al (2002) é um mecanismo primario para
suportar melhor a pressdo de hidrostatica negativa (Fan et al., 1994) que foi maior nos
tratamentos que haviam passado por déficits moderados como o tratamento de rega diaria.

Foi relatado perda de espacos intracelulares de acordo com aumento do deéficit, devido a
reducéo dovolume do mesofilo, mesmo que essa perda prejudique a difusdode CO2 (Mediavilla

et al., 2001) entre outras alteracfes que outros parametros possam causar, essas caracteristicas



42

sdo eficientes contraa seca por limitar a perda de agua, de formaa ocasionar baixa condutancia
celular (Bongi et al., 1987).

A presenca de um parénquima esponjoso abundante em tratamentos mais estressados de
acordo com Barcelar (2003) estd relacionada com a facilitacdo da difusdo do CO2 por
proporcionar uma organizacdo favoravel do mesofilo para sobreviver a periodos de seca,
também é um parametro importante ja que as reservas sao direcionadas para este, considerando
que o pré-contato com pequenas intervalos de falta de agua afeta a reacdo do armazenamento
dafolha durante uma falta de 4gua prolongada demostrados nesse experimento.

Outros aspectos foram apresentados ainda pelas plantas de acordo com a intensidade do
déficit no decorrer da recuperacdo, como o0 espessamento de mucilagens em ductos usadas
muitas vezes ndo s6 para protecdo contra herbivoria, mas também na retencéo de agua atraves
dapressdo osmética (Jiang, 2004; Su et al., 2005). No estudo feito por Ribeiro et al (2021), foi
demonstrada substancias lipidicas na epiderme de Cenostigma pyramidale, presenca de fenois
(principalmente taninos) e amido no mesofilo.

Ribeiro encontrou ainda, suberina em folhas que haviam sofrido herbivoria, substancia
que atribui protecdo contra deficit biotico. Alto teor fendlico, atividade de redugéo de oxigénio
reativo tendo acdo antioxidante primaria, torna a planta interessante economicamente nesse
aspecto, podendo precipitar proteinas para tornar a folha implantavel para predadores (Silva et
al., 2011).

Segundo Hura et al (2012), os fenodis podem ser usados também pela planta como
protecdo ao aparelho fotossintético através da formagdo de pontes na parede celular com
carboidratos que impediriam a perda de 4gua. Os taninos encontrados nos ductos abundantes
dos individuos de tratamentos mais severos durante 0 ME, sdo importantes na defesa quimica
e mecanica, contra luz UV, herbivoria, parasitismo e perda de agua (Boeger; Wisniewski, 2003)

sugerindo preparo e eficiéncia dos mesmos na atuacao contra o déficit hidrico.
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Figura 1. Conteldo relativo de agua dasfolhas (CRA) (A e B) e umidade do solo (C e D) em plantasjovensde
Cenostigma pyramidale submetidas a tratamentos de rega diaria (RD), rega a cada sete dias (R7) e rega a cada
quatorze dias (R14) durante maximo estresse e reidratacdo. Os valores representam o valor médio para as
repeticdes experimentais (n = 5 * erro padrdo), e letras diferentes representam diferencas estatisticas entre os
tratamentos pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 2. Aminoacidos livres totais (ALT) (A e B), proteinassollveis totais (PST) (C e D), prolina e carboidratos
sollveis totais (CST) (G e H) em plantasjovens Cenostigma pyramidale submetidasa tratamentosde rega diaria
(RD), rega a cada sete dias (R7) e rega a cada quatorze dias (R14) durante maximo estresse e reidratacao. Os
valores representam o valor médio para as repeticGes experimentais (n = 5 + erro padrdo), e letras diferentes
representam diferencas estatisticasentre os tratamentos pelo teste de Newman-Keuls.



48

Maximo Estresse Reeidratagdo
8 8
a
A W B
6 J 6 —~
—~ @)
g a a ;
< (el
2 b | | 2
S 4 e T | J L4 =
© 1 a a ©
- - 3 T
T I c (&)
© T |
2 T L2
0 0
304 C D 13,0
a
24 T L24
0 %)
= I 2
> I .
_;1,87 a a 1,8 XQ
2 b T T o
2124  be T ab [ Jt12 5
o T b b
- c
T
0,6 t I L0,6
0,0 0,0
204 E a F L2'0
1,64 J a 1,6
& b a &
242 I I 122
'g) , b b l a a l \ , g}
k) I I 2
% 08|t . I 08 X
50 I "o
0,4 10,4
0,0 T T T T T T T T 0,0
Controle RD R7 R14 Controle RD R7 R14
Tratamento Tratamento

Figura 3. Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos; clorofila a (CHLa) (A e B), clorofila b (CHLb) (Ce D) e
carotenoides (CAR) (E e F) em plantas jovens Cenostigma pyramidale submetidas a tratamentos de rega diaria
(RD), rega a cada sete dias (R7) e rega a cada quatorze dias (R14) durante maximo estresse e reidratacdo. Os
valores representam o valor médio para as repeti¢cbes experimentais (n = 5 * erro padrdo), e letras diferentes
representam diferencas estatisticas entre os tratamentos pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 4. Densidade (A e B) e indice (C e D em plantas jovens de Cenostigma pyramidale submetidas a
tratamentos de rega diaria (RD), rega a cada sete dias (R7) e rega a cada quatorze dias (R14) durante maximo
estresse e reidratacdo. Osvaloresrepresentam o valormédio para as repeticdes experimentais (n =3 * erro padréo),
e letras diferentes representam diferencasestatisticas entre os tratamentos pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 5. Espessuras das cuticulas foliares + parede periclinal, adaxiais (A e B) e abaxiais (C e D) em plantas
jovensde Cenostigma pyramidale submetidasa tratamentosde rega diaria (RD), rega a cada sete dias (R7) e rega
a cada quatorze dias (R14) durante maximo estresse e reidratagdo. Os valores representam o valor médio para as

repeticdes experimentais (n = 3 * erro padrdo), e letras diferentes representam diferencas estatisticas entre os
tratamentos pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 6. Espessuras dasepidermes foliares, adaxiais (A e B) e abaxiais (C e D) em plantas jovens de Cenostigma
pyramidale submetidasa tratamentos de rega didria (RD), rega a cada setedias (R7) e rega a cada quatorze dias
(R14) durante m&ximo estresse e reidratacdo. Os valores representam o valor médio para as repeticdes
experimentais (n = 3 + erro padrdo), e letras diferentes representam diferencas estatisticas entre os tratamentos
pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 7. Espessuras dos parénquimas palicadico (A e B) e lacunoso (C e S), e espessura mesofila (E e F) em
plantasjovensde Cenostigma pyramidale submetidasa tratamentos de rega diaria (RD), rega a cada sete dias (R7)
e rega a cada quatorze dias (R14) durante maximo estresse e reidratacdo. Os valores representam o valor médio
para asrepeticdes experimentais (n = 3 £ erro padrdo), e letras diferentes representam diferencas estatisticas entre
os tratamentos pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 8. Mesofilo heterogéneo dorsiventral de Cenostigma pyramidale. Estbmato com cripta supraestomatica
(seta), com tricoma tector multicelular representado lateralmente. Ad.: Epiderme adaxial; Ab.: Epiderme abaxial;
Pal.: Parénquima paligaddico; Lac.: Parénquima esponjoso.2. Injdria formada porherbivoria na parte superior do
mesofilo. 3. Ducto de tanino no mesofilo da folha. Duc.: Ducto. 4. Estdmato na epiderme abaxial com cripta

supraestomatica. 5. Nervura central com cristais (seta).
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Figura 9. Microscopia 6ptica de luz demonstrandodiferengas anatdmicas entre tratamentos. 1.: Controle; 2.: Rega
didria; 3.: Rega a cada sete dias; 4.: Rega a cada quatorze dias.
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Figura 10. Individuo 22 da rega diaria demonstrando cAmara subestomatica. Seta: Camara subestomatica. Ad.
Epiderme adaxial; Ab.: Epiderme abaxial; Pal.: Parénquima palicadico; Lac.: Parénquima esponjoso.
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Figura 11. Corte paradérmico demonstrando formacédo de células epidérmicas de Cenostigma pyramidale e
estbmatos (seta).
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3 CONSIDERACOESFINAIS

A espécie estudada apresentou aumento de PST, ALT e CST nos tratamentos,
relacionados com a defesacontra déficit hidrico, que tem papel também osmoprotetor, de forma
gue agem no gerenciamento da agua na planta. Foi visto também alta eficiéncia fotossintética
durante a seca do tratamento de R14, conseguindo aumentar o ritmo de producgdo durante esse
periodo e mantendo a eficiéncia contra o periodo de déficit hidrico em todos parametros
analisados.

Embora, ndo na mesma intensidade de eficiéncia, tanto o tratamento de R7 quando o de
R14 se mostraram efetivos quanto ao déficit hidrico sofrido, mostrando a ocorréncia de
memoria referente a estresse de Cenostigma pyramidale. O contato prévio com déficit hidrico
durante o crescimento e desenvolvimento da planta afeta positivamente os individuos,
proporcionando mudancas bioquimicas e anatémicas visiveis em suas folhas que apresentaram
producdo de taninos e fendis em resposta ao estresse, redirecionamento de recursos pelo
mesofilo em R14, investimento em cuticula, tricomas e artificios como cadmaras e criptas

estomaticas ap0s recuperacdo do déficit, principalmente em tratamentos secundarios como RD.
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