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Caracteristicas fisioldgicas e anatdmicas de plantas de sibipiruna submetidas a hipoxia

Physiological and anatomical characteristics of Sibipiruna plants under hipoxia
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RESUMO

Plantas em seu ambiente natural estdo sujeitas a
condicdes adversas, passando por periodos de estresse breves
ou duradouros. Algumas espécies desenvolvem mecanismos
que as fazem suportar as condi¢Bes adversas, permitindo sua
sobrevivéncia. O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas
fisioldgicas e anatdmicas no desenvolvimento inicial de plantas
de sibipiruna submetidas a hipoxia. Plantas com trés a quatro
folhas completamente expandidas foram submetidas a trés
tratamentos: plantas sem alagamento, alagadas nas raizes e
totalmente alagadas. Foram realizadas avaliagbes dos teores
de amido, aglcares sollveis totais e redutores em folhas e
raizes coletadas a cada cinco dias, durante 30 dias.
Caracteristicas anatomicas foram avaliadas 15 dias ap6s o
inicio de cada tratamento. A maior reducdo nos teores de
amido nas folhas e raizes foi observada nas plantas totalmente
alagadas. Para acucares sollveis totais e redutores, foi
observado comportamento semelhante ao obtido em amido;
porém, as plantas alagadas nas raizes apresentaram, em alguns
periodos de avaliagdo, teores, principalmente nas raizes,
superiores aos observados nas plantas sem alagamento. Essas
plantas também apresentaram maior densidade estomética
em relagdo aos demais tratamentos. Para a espessura do cortex
e do cilindro vascular das raizes, foi observada uma reducao
para os tratamentos alagados, cujas plantas totalmente
alagadas apresentaram uma maior barreira apoplastica
imposta pelo espessamento em fi caracterizada pela formagao
de septos nas células préximas a endoderme.

Palavras-chave: Caesalpinia peltophoroides, alagamento,
carboidratos, espessamento fi.

ABSTRACT

Plants in their natural environment are subject to
adverse conditions, and the stress periods can be short or long.
Some species develop mechanisms that make them bear the
adverse conditions, allowing their survival. The aim of this
study was to evaluate the anatomic and physiological responses
in the initial development of Sibipiruna plants submitted to
hypoxia. Plants with three to four leaves fully expanded were
subjected to three treatments: plants without flooding, flooded
on roots and totally flooded. Evaluations were carried out in
the starch, total soluble sugars and reducing sugars levels in
the leaves and roots collected every five days, for 30 days.
Anatomical characteristics were evaluated 15 days after the
beginning of each treatment. The largest reduction in starch
level in leaves and in roots was observed in plants completely
flooded. For total soluble sugars and reducing sugars were
observed behavior similar to that achieved in starch However,
the plants which had flooded roots, in some periods of
assessment, had levels, mainly in the roots, higher than the
plants without flooding. These plants also showed higher
stomatal density than the other treatments. For the thickness of
the cortex and the cylinder vascular roots, a reduction was
observed for the flooded treatment, which completely flooded
plants had a higher apoplastic barrier imposed by thickening
in phi, which is characterized by the formation of septa in cells
near the endodermis.

Key words: Caesalpinia peltophoroides, flooding, carbohydrates,
phi thickenings.

'Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia, Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG, Brasil.
"Centro Universitario de Lavras (UNILAVRAS), Lavras, MG, Brasil. E-mail: patriciagoulart@unilavras.edu.br.
"Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas (UFPel), CP 354, 96010-900, Pelotas, RS, Brasil. E-mail:

sdeuner@yahoo.com.br. Autor para correspondéncia.
VUFLA, Lavras, MG, Brasil.

VEMBRAPA Clima Temperado, Pelotas, RS, Brasil.
ViDepartamento de Biologia, UFLA, Lavras, MG, Brasil.

Recebido para publicacéo 19.09.08 Aprovado em 05.09.09



Henrique et al.

INTRODUCAO

A formacéo de barragens em cursos d’agua
€ uma praticacomum em todo o mundo e tem o objetivo
que varia desde a geracdo de energia elétrica, irrigagao
e navegacdo até o turismo e esporte. Entretanto, a
variagdo anual do nivel da 4gua entre as cotas minimas
e maximas de operacéo das represas leva a formacao
de uma faixa de solo geralmente desnuda, ou com
pouquissima vegetacdo herbéacea, denominada faixa de
deplecdo (SALVADOR, 1986). Assim, para que esses
lagos tenham a maior vida til possivel, torna-se
importante a presenca de ecossistemas ciliares,
oriundos da revegetacdo dessas areas de deplecdo.
Essa estratégia de contencdo do impacto ambiental é
importante, pois, além de manter a qualidade e 0 volume
da agua pelo tamponamento dos cursos d’agua e as
areas adjacentes cultivadas, retém grande quantidade
de sedimentos, defensivos agricolas e nutrientes,
protege o solo contra 0s processos erosivos e aumenta
a capacidade de infiltracdo de agua no solo.

Em areas alagadas ou sujeitas ao alagamento
temporério, a difusdo de gases da atmosfera até o solo
é fortemente afetada, e as trocas gasosas sdo reduzidas
aniveis extremamente baixos (JACKSON & COLMER,
2005). A sobrevivéncia das plantas depende, dentre
outros fatores, da sua capacidade de crescimento e
distribuicdo de nutrientes inorganicos, agua e
fitormonios para os ramos e outros drenos. Entretanto,
0 alagamento do solo pode causar reducéo na taxa de
translocacdo de carboidratos das folhas para as raizes,
diminuindo seu crescimento e suas atividades
metabdlicas, que passam a demandar menor quantidade
de carboidratos, acumulando os fotossintatos nas
folhas. Dessa forma, a maior disponibilidade de
substrato respiratério, como a glicose, pode ser
determinante na sobrevivéncia dos tecidos das raizes
em ambientes anoxicos (DIAS-FILHO, 2006).

Outro fator importante deve-se a diversidade
de mecanismos que as plantas desenvolvem como
adaptacbes morfoldgicas, metabdlicas e anatdmicas
mediante o alagamento e a superagdo da falta de
oxigénio no sistema radicular (ZENZEN et al., 2006).
Espécies mais adaptadas geralmente evitam a hipoxia,
desenvolvendo um eficiente transporte de oxigénio da
parte aérea até as raizes submersas por meio da
formac&o de aerénquimas, raizes adventicias, hipertrofia
do caule e producéo de lenticelas (SCHAFFER et al.,
1992). A tolerancia a essas condigdes varia, também,
com a idade e o tempo de exposicao ao alagamento, de
forma que, geralmente, o estresse por inundag&o reduz
a diversidade de espécies nas margens dos rios e
reservatdrios (CAPON, 2005).

A sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides
Benth.) é uma planta originaria do Brasil e muito
utilizada em paisagismo urbano em geral, sendo também
indicada para plantios mistos em &reas degradadas de
preservacgdo permanente (LORENZI, 2002). Nas regides
de revegetacdo ciliar do Alto Rio Grande (MG), essa
espécie tem se apresentado como tolerante ao
alagamento intermitente. No entanto, estudos basicos
de caracterizag8o dos seus mecanismos de tolerancia
ainda sdo pouco conhecidos, mas podem trazer
importantes informacGes sobre a espécie. Objetivou-
se, portanto, estudar os efeitos de baixas concentragdes
de oxigénio, induzida por alagamento, sobre o
metabolismo de carboidratos e as caracteristicas
anatémicas em plantas de sibipiruna, visando a obter
dados que auxiliem na sele¢éo de plantas promissoras
para a revegetacdo de areas alagadas.

MATERIAL E METODOS

Sementes de sibipiruna cedidas pelo
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade
Federal de Lavras (UFLA) foram submersas em
hipoclorito 50% por um minuto, lavadas em agua
destilada e envolvidas em papel de germinacéo, 25 por
rolo, embebido em solugdo de Benlat 1% (p/v), para
evitar a proliferacdo de fungos, e mantidas em cadmara
de germinacdo Umida a 25+2°C, no escuro. Apds oito
dias, quando a radicula apresentava aproximadamente
5cm, estas foram transferidas individualmente para
sacos de polietileno de 7cm de didmetro por 20cm de
altura, contendo como substrato Plantmax. As mudas
foram mantidas em casa de vegetacdo localizada no
Departamento de Biologia, Setor de Fisiologia Vegetal
da UFLA. Ao atingirem trés a quatro folhas
completamente expandidas, as plantas foram
submetidas a trés tratamentos: plantas sem alagamento,
alagadas nas raizes (nivel da agua 2cm acima do
substrato, totalizando uma I&mina de aproximadamente
25cm) e totalmente alagadas (lamina de agua de
aproximadamente 70cm). Os tratamentos foram
realizados em tanques de alvenaria cobertos com
sombrite 50% de sombreamento para as plantas,
durante 30 dias, e a cada cinco foram realizadas coletas
de plantas de cada tratamento para analises posteriores.

O indice de sobrevivéncia foi avaliado em
cinco plantas por tratamento. Essas plantas foram
retiradas dos tanques e mantidas em casa de
vegetacdo, onde, apés 15 dias, a sobrevivéncia foi
avaliada pela emisséo de novas folhas e/ou brotos. A
massa seca total foi determinada em trés plantas por
tratamento. As plantas foram coletadas, suas raizes
lavadas e postas para secar em estufa de ventilacdo
forcada até atingirem peso constante e logo pesadas.
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Para a avaliag8o dos carboidratos em folhas
e raizes, 50mg de massa seca de cada tecido de trés
plantas por tratamento foram homogeneizados em 2mL
de agua. Em seguida, foi feito banho-maria por 30
minutos, a 40°C. O homogenato foi centrifugado a 5.000
X g por 20 minutos, coletando-se o sobrenadante. O
processo foi repetido por duas vezes, e 0s
sobrenadantes combinados. Para a extragdo do amido,
o0 pellet da centrifugagdo anterior foi ressuspendido
com 8mL do tampao acetato de potassio 200mM, pH
4,8 e colocado em banho-maria (100°C), por cinco
minutos. Em seguida, foram adicionados 2mL da
solucéo da enzima amiloglucosidase (Sigma), contendo
12,6 unidades e novamente incubado em banho-maria
a40°C, por duas horas. Apos a centrifugagdo a 5.000 X
g por 20 minutos, o sobrenadante foi coletado, e o
volume completado com agua ultra pura para 15mL.

Os acUcares sollveis totais (AST) e 0 amido
foram quantificados pelo método da Antrona (DISCHE,
1962), e para os acUcares redutores (AR) seguiu-se 0
protocolo descrito por MILLER (1959). Nas plantas
totalmente alagadas, as avaliagdes nas raizes foram
realizadas até 25 dias apds o inicio do experimento e
nas folhas somente até 15 dias, uma vez que, apds esse
periodo, as plantas desse tratamento haviam perdido
totalmente suas folhas.

As caracteristicas anatdmicas foram
avaliadas 15 dias ap0s o inicio do experimento, quando
folhas e raizes das plantas em cada condicdo de
crescimento foram coletadas e conservadas em alcool
70% GL. Utilizou-se micrétomo de mesa para a obtencéo
das se¢Bes transversais das raizes realizadas a 4+0,5cm
do apice, e os cortes paradérmicos foram efetuados
manualmente no terco médio das folhas, na epiderme
abaxial, uma vez que essa espécie apresenta estdmatos
somente nessa face. Apds clarificadas em hipoclorito
de sddio a 5%, por dois minutos, com posterior lavagem
triplice em 4gua destilada, as se¢Oes transversais foram
coradas com uma mistura de azul de astra e safranina, e
as paradérmicas, com solucéo de azul de toluidina 0,2%.
Glicerina 50% foi utilizada na montagem das lIaminas.

A densidade estomatica foi expressa em
nimero de estématos por mm?, sendo observados
quatro campos por foliolo de cinco plantas por
tratamento. As medidas de espessura dos tecidos foram
realizadas utilizando-se uma ocular micrométrica
acoplada em microscépio de luz, efetuada em cinco
plantas por tratamento, com trés medidas em diferentes
campos de cada tecido. Para o diametro polar e
equatorial, foram utilizadas cinco plantas por
tratamento, sendo medidos, em média, 15 estdmatos
por planta.

O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado. Os valores de
massa seca total e carboidratos foram obtidos da média
de trés repeticdes, calculando o erro padrédo
representado pelas barras de erro. Os dados originais
de anatomia foram submetidos ao teste de normalidade
e a andlise de variancia, com o auxilio do sistema
SISVAR. As médias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste de Tukey (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Plantas de sibipiruna alagadas nas raizes
mantiveram alto indice de sobrevivéncia até 20 dias
apos a inducdo do estresse, aproximadamente 85%,
seguido de uma expressiva queda, chegando a cerca
de 12% aos 30 dias (Figura 1A). Por outro lado, as
plantas totalmente alagadas sobreviveram somente até
o0 décimo dia de alagamento, quando apresentaram em
torno de 50% de sobrevivéncia. Para a massa seca total
(Figura 1B), ao final das avaliagdes, as plantas sem
alagamento apresentaram um expressivo incremento,
de aproximadamente 700%. As plantas alagadas
somente nas raizes também apresentaram crescimento,
porém, em menor proporcao, em torno de 235% até os
25 dias, seguido de uma expressiva queda para a tltima
avaliac@o. Entretanto, o alagamento total teve efeito
negativo sobre a producdo de massa seca, em que foi
observada queda de aproximadamente 41% do inicio
aos 25 dias de indugdo do estresse. A reducdo na massa
seca dessas plantas se deve a intensa queda de folhas
ja no inicio da inducdo do alagamento, interferindo
diretamente na producéo total de massa.

E comum a reducgio da massa seca da parte
aérea em plantas submetidas a condic6es de hipoxia,
fato observado em soja (SORTE et al., 1995), trigo e
feijdo (SINGH etal., 1991). Asobrevivéncia da sibipiruna
ao alagamento parcial ou total esta diretamente
relacionada a producdo e/ou manutencdo de folhas
durante o periodo de estresse. Dessa forma, a maior ou
menor tolerancia pode ser devido a producdo de
compostos carbonados por meio da fotossintese, uma
vez que, no estddio em que se encontravam, oS
cotilédones ja haviam caido.

Os teores de amido apresentaram expressiva
variacdo entre os tratamentos. Nas folhas, a maior
diferencga entre o tratamento ndo alagado e alagado
nas raizes foi observada na dltima avaliacéo, reducao
de 41,45% no tratamento alagado (Figura 1- C1). Nas
plantas totalmente alagadas, a maior diferenca para os
demais tratamentos foi observada aos cinco dias,
reducdo de 65,49% em relagdo as plantas ndo alagadas
e de 59,53% em relacéo as alagadas nas raizes. Nas
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raizes (Figura 1- C2), os teores de amido foram
expressivamente inferiores, em que aos cinco e 20 dias
as plantas alagadas nas raizes apresentaram reducao
de 59,04% e 45,05%, respectivamente, em relacdo ao
tratamento ndo alagado. Para as plantas totalmente

alagadas, a partir do quinto dia, houve uma expressiva
diminuigdo em amido, sendo o menor valor observado
aos 25 dias, com queda de aproximadamente 73%.

Os acgUcares solUveis totais (AST) nas folhas
apresentaram reducédo nas plantas alagadas nas raizes
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em relacdo as controle somente aos cinco dias de
estresse (Figura 1 — D1). Nos demais periodos, ndo
foram observadas variagOes expressivas. Ja as plantas
totalmente alagadas, em todos os periodos avaliados,
apresentaram valores inferiores aos demais
tratamentos, sendo a maior diferenga em relacdo ao
ndo alagado observada aos 15 dias, reducdo de 74,15%.
Nas raizes, os menores teores em AST também foram
observados para as plantas totalmente alagadas (Figura
1 - D2). Entretanto, as alagadas nas raizes
apresentaram teores de AST superiores as nao alagadas
aos cinco, 10, 15 e 25 dias de avaliacéo.

Os teores de agUcares redutores (AR) nas
folhas e nas raizes (Figura1l—E1 e E2) apresentaram a
mesma tendéncia observada em AST. Comparando o
tratamento ndo alagado ao alagado nas raizes,
principalmente para as avaliagdes realizadas nas raizes,
também foi observado que, sob alagamento, houve
aumento em alguns periodos de avaliagao, nos teores
de AR, assim como observado em AST. Ja nas plantas
totalmente alagadas houve uma reducéo expressivaem
AR em relacdo aos demais tratamentos.

A reducéo na respiracdo das raizes é uma
das primeiras respostas das plantas sob anoxia, cuja
atividade metabolica € inibida, e a producdo de ATP
decresce, restringindo o fornecimento de energia para
o0 crescimento das raizes e reduzindo, assim, o
crescimento vegetativo (BATISTA et al., 2008).
Entretanto, o acimulo de agUcares sol(iveis em raizes
de plantas sob alagamento do solo tem sido reportado
como forma de tolerancia a esse estresse. No presente
experimento, foi observado aumento na taxa de
crescimento até 25 dias nas plantas alagadas nas raizes
com indice de sobrevivéncia de 85% aos 20 dias,
indicando uma eficiente atividade fotossintética para a
producdo de carboidratos para essas plantas, o que

pode estar relacionado a sua maior toleréncia ao
alagamento. Esse fato néo foi observado nas plantas
submetidas ao alagamento total.

Outras caracteristicas muito varidveis em
plantas de acordo com o0 ambiente sdo a densidade e 0
tamanho dos estdmatos. As plantas de sibipiruna
apresentaram aumento significativo na densidade
estomatica quando submetidas ao alagamento das
raizes (Tabela 1). Essa pode ser uma estratégia utilizada
para as plantas aumentarem suas taxas fotossintéticas
e assim melhor tolerarem a condigéo de estresse, sendo
uma caracteristica importante para sele¢éo de plantas
tolerantes ao alagamento (BATISTAet al., 2008). Para
o didmetro polar e equatorial dos estbmatos, ndo houve
variagdo significativa entre os tratamentos
estabelecidos. MELO et al. (2004) observaram que,
apesar de ndo ter havido diferenga significativa entre
os tratamentos, folhas de plantas de milho submetidas
ao alagamento apresentaram valores de densidade
estomatica ligeiramente superiores as plantas nao
alagadas.

Para a espessura dos tecidos radiculares,
ndo houve diferenca significativa a epiderme, apesar
de ser um tecido bastante responsivo as alteracGes
das condicdes do ambiente. Por outro lado, o cortex e
o cilindro vascular, nas plantas submetidas ao
alagamento, apresentaram significativa redugdo em
suas espessuras em relacdo ao controle (Tabela 1).
MELO etal. (2007) observaram que plantas de Setaria
anceps e Paspalum paniculatum, em condigdes de
deficiéncia hidrica, também ndo apresentaram diferenca
significativa na espessura da epiderme em folhas e em
raizes. Entretanto, verificaram diminuic&o da espessura
do cortex radicular. E sabido que o alagamento do solo
pode levar a condig¢@es de déficit hidrico nas plantas,
em razdo da reducdo do metabolismo respiratério das

Tabela 1 - Densidade estomatica, didmetros polar e equatorial de estdmatos e espessura de tecidos radiculares em plantas de sibipiruna

submetidas ao alagamento durante 15 dias.

Tratamento

Caracteristicas avaliadas
Plantas sem alagamento

Plantas com raizes alagadas Plantas totalmente alagadas

Folha Raiz
Dens. Est. Ab. (n%mm?) 89,6 b” -
DPEEAD (um) 70,8a -
DEEEAb (um) 50,5 a -
Epiderme (um) - 125a
Cortex (um) - 176,6 a
Cilindro vascular (um) - 1469 a

Folha Raiz Folha Raiz
1342a - 86,6 b -
719a - 73,3a -

514 a - 52,2a -

- 136 a - 129a
- 138,1b - 1535b
- 1114b - 100,6 b

Dens. Est. Ab. = densidade estomatica da epiderme abaxial; DPEEAb = diametro polar dos estomatos da epiderme abaxial; DEEEAb =
diametro equatorial dos estbmatos da epiderme abaxial. * Médias seguidas pela mesma letra, entre os tratamentos, ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey (P <0,05).
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raizes. A depender da plasticidade anatdmica, algumas
espécies desenvolvem mudangas na espessura de seus
tecidos que possibilitam uma melhor adaptabilidade a
diferentes condi¢fes de estresse.

Além disso, estruturas como aerénquimas
sdo caracteristicas bastante frequentes em plantas
submetidas ao alagamento (DEUNER et al., 2007).
Porém, na sibipiruna, ndo foi observada a sua formacéo
nas raizes. Entretanto, na regido do cortex, foi
observada a formacao de septos nas células proximas
a endoderme, os chamados espessamentos em fi (&),
tanto para o tratamento controle (Figura 2A), quanto
para o totalmente alagado (Figura 2B). Porém, no
tratamento alagado, evidenciam-se raizes com uma maior
barreira apoplastica imposta pelo espessamento em fi
relativamente ao controle. Essas células com
espessamento semelhante ao das estrias de Caspary
se apresentam de forma concéntrica, formando
geralmente uma bainha continua na regio cortical da
raiz. PIRES et al. (2003), realizando um estudo de
separagdo taxondmica dos géneros Prosthechea e
Encyclia por meio da anatomia das folhas e raizes,
observaram que todas as espécies analisadas
apresentavam células com espessamento fi com sua
ocorréncia no cortex. Segundo GERRATH (2002), o

espessamento em fi serve de barreira mecanica a saida
de aguado cilindro vascular em direcéo a regido cortical,
mantendo a turgidez celular e possibilitando o
crescimento do &pice radicular e o rompimento do
substrato pela ponta da raiz. Essa pode ser outra
caracteristica importante para espécies vegetais com
capacidade de crescerem em ambientes sujeitos ao
alagamento, uma vez que o estresse por alagamento
pode levar ao estresse hidrico e, assim, a capacidade
dessas plantas reterem a &gua por mais tempo pode
aumentar sua tolerancia ao estresse.

CONCLUSOES

A sibipiruna é uma espécie promissora para
a revegetacdo de areas de deplecdo, uma vez que
apresenta alto indice de sobrevivéncia principalmente
ao alagamento parcial. A redistribuicdo de compostos
carbonados oriundos da fotossintese e sua plasticidade
anatdmica, principalmente pela maior barreira
apoplastica imposta pelo espessamento em fi, podem
ser caracteristicas fundamentais para a maior tolerancia
a condicoes de alagamento.

Figura 2 - Fotomicrografias da secéo transversal de raizes de plantas de sibipiruna. Plantas sem alagamento (A) e
15 dias ap6s alagamento total (B). (barra = 40um). Seta: espessamento em fi (9).
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