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ABSTRACT - (Physiological, anatomical and ultrastructural aspects of the rhizome of Costus arabicus L. (Costaceae) under
water deficit conditions). Costus arabicus L. is an herbaceous species, native to the forest that accumulates starch in the
rhizome as the main reserve carbohydrate. Water stress is one the most important environmental factor that regulates plant
growth and development, leading to changes in physiological, biochemical and anatomical traits. The aim of this study
was to evaluate the effect of water deficit on the anatomy, carbohydrate concentration and ultrastructure of starch grains of
the rhizome of Costus arabicus L. through the following water regimes: plants irrigated daily and every seven (7d) and 15
days (15d). Anatomical and ultrastructural traits of the rhizome, relative water content in leaves (RWC), leaf water potential
(Pw), osmotic potential of the rhizome (o), total soluble sugars (TSS), reducing sugars (RS) and starch of the rhizome
were evaluated. We observed significant reductions in ¥w and Ws in 15d plants, but with small variations in the RWC. 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 contents
in the parenchyma of the two regions. Changes in the anatomy of the rhizomes were only observed in plants irrigated every
15 days, in which cells of covering tissue and the outer cortical layers became more flattened and sinuous walls; however,
no ultrastructural differences were observed on the starch grains. The water deficit imposed was sufficient to generate
physiological, biochemical and anatomical changes in plants of C. arabicus L. Such alterations suggest the occurence of an
avoidance mechanism and that anatomical changes were dependent of the intensity and duration of water deficit.
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RESUMO - (Aspectos fisiologicos, anatomicos e ultra-estruturais do rizoma de Costus arabicus L. (Costaceae) sob condigdes
de déficit hidrico). Costus arabicus L. é uma espécie herbacea, nativa de mata, que acumula em seu rizoma amido como
principal carboidrato de reserva. A seca ¢ um dos fatores ambientais que pode regular o crescimento ¢ o desenvolvimento
das plantas, levando a alteragdes nas caracteristicas fisiologicas, bioquimicas e anatdmicas. Este trabalho objetivou avaliar
a influéncia do déficit hidrico na anatomia, no contetido de carboidratos e na ultra-estrutura dos graos de amido do rizoma
de Costus arabicus L. submetidos aos ciclos de rega diario (Controle) e a cada sete (7d) e 15 dias (15d). Foram avaliados
aspectos anatdmicos e ultra-estruturais do rizoma, contetido relativo de 4gua nas folhas (CRA), potencial hidrico foliar (Yw),
potencial osmético do rizoma (W's), agtcares soluveis totais (AST) e redutores (AR) e amido do rizoma. Observaram-se
redugdes significativas do Ww e do W¥s nas plantas 15d, porém com pequenas variagdes no CRA. Analises anatdmicas
mostraram que o rizoma € revestido pela epiderme ou suber estratificado e apresenta delimitag@o entre as regides cortical e
vascular que possuem numerosos graos de amido e idioblastos com contetido fendlico. Alteragdes na anatomia dos rizomas
foram observadas somente nas plantas irrigadas a cada 15 dias, em que as células do tecido de revestimento e das camadas
corticais mais externas tornaram-se mais achatadas e com paredes sinuosas, porém, sem diferengas ultra-estruturais dos
graos de amido. O déficit hidrico imposto foi suficiente para gerar mudancas fisioldgicas, bioquimicas e anatémicas nas
plantas de Costus arabicus L. Essas alteragdes sugerem a ocorréncia de um mecanismo de evitagdo a seca ¢ demonstram
que as alteragdes anatdmicas foram dependentes da intensidade e duragdo do déficit hidrico.
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Introducio o crescimento e o desenvolvimento das plantas, por

meio de alteragdes fisiologicas e bioquimicas (Jones

O estresse hidrico por falta de agua ¢ um dos & Corlett 1992, Zobayed et al. 2007). O déficit hidrico
fatores ambientais mais importantes que podem regular decorrente da seca se estabelece quando a absor¢ao de
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agua pelo sistema radicular nao atende as demandas da
planta (Fan et al. 2006) que envolvem principalmente
dois processos essenciais ao crescimento vegetal:
a fotossintese e a transpira¢do dos orgdos aéreos.
A comunicagdo do déficit hidrico entre o sistema
radicular e a parte aérea ¢ feita por varios meios, dentre
os quais pela reducao no fluxo ascendente de agua,
que gera uma resposta integrada da planta, permitindo
sua sobrevivéncia até que a disponibilidade de agua
aumente (Davies & Zhang 1991).

Desse modo, a sobrevivéncia das plantas sob tais
condigdes estressantes depende em grande extensdo da
habilidade que as mesmas t€m de “perceber” o estimulo,
gerar e transmitir o sinal e iniciar varias alteragoes
fisiologicas e bioquimicas (Bohnert & Jansen 1996,
Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki 1997). O acimulo
de carboidratos em plantas contribui para sua
aclimatagdo e/ou adaptacdo ao déficit hidrico
(Pelleschi et al. 1997, Chaves et al. 2002). Esses
compostos atuam como elementos-chave que podem
ser armazenados tanto na forma de polissacarideos
com baixa atividade osmética como o amido, quanto na
forma de acucares altamente soluveis e higroscopicos
como a sacarose ¢ as hexoses (Buckeridge et al. 2000,
Whittaker et al. 2007).

Existem varios trabalhos sobre os efeitos do déficit
hidrico na fisiologia de 6rgaos aéreos e subterraneos
em plantas. No entanto, a maioria deles utiliza como
modelo espécies de interesse agrondmico, tais como
milho (Sharp & Lenoble 2002, Sharp et al. 2004, Fan
& Neumann 2004), trigo (Asseng et al. 1998, Morillon
& Lassalles 2002, Piro et al. 2003), grao-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.), que
acumula amido como principal carboidrato de reserva
em seus orgaos subterraneos (tubérculos) e também
uma das mais estudadas sob condigOes 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
degradacao desse carboidrato sdo alteradas sob
condi¢des de déficit hidrico, com respostas, em
geral, associadas ao aumento nos niveis de agticares
soluveis e inibi¢do da sintese de amido (Geigenberger
et al. 1997). De acordo com esses autores, a dire¢ao
da via metabolica para sintese de sacarose ou amido
representam uma estratégia importante sob condi¢des
de déficit hidrico, visto que influenciam a regulagéo

do potencial osmoético interno, das relagdes hidricas
e, por extensdo, do crescimento da planta.

Com efeito, foi observado recentemente que
a formacdo e distribuicdo do tamanho dos graos
de amido de trigo, além de serem influenciadas
pelo genoétipo e pelo desenvolvimento da planta,
também s3o determinadas por condigdes ambientais
(Zhang et al. 2010). Esses autores verificaram que o
tamanho dos graos de amido de trigo com alto teor
de amilose foram menos afetados pelo déficit hidrico
do que os graos com baixo teor de amilose.

Costus arabicus L. (Costaceae) é uma espécie
herbacea, nativa de mata, conhecida popularmente
como costus, canela-de-ema, cana-do-brejo,
cana-de-macaco e gengibre-espiral (Lorenzi &
Souza 1999) e comumente utilizada como planta
ornamental (Castro 1995) e na medicina popular
(Oliveira et al. 2008). O rizoma acumula amido como
principal carboidrato de reserva (Santos 2009), que
perfaz cerca de 40% da massa seca desse 6rgao.

Estudos anatomicos e ultra-estruturais com
espécies de monocotileddneas portadoras de o6rgaos
subterraneos e relacionados com deficiéncia hidrica
no solo sdo escassos, e a presenca de rizomas em
C. arabicus faz dessa espécie um excelente modelo
para estudos nesse tema.

Assim, este trabalho tem como hipdtese que o
actimulo, o tamanho e forma dos graos de amido nos
orgaos de reserva de C. arabicus sdo afetados pelo
déficit hidrico.

Esta hipotese foi testada utilizando uma abor-
dagem combinada de parametros ecofisioldgicos,
bioquimicos e anatdmicos, visando ao entendimento
dos processos de regulagdo do acimulo e utilizagao
de carboidratos para manutencdo do status hidrico,
durante o crescimento e o desenvolvimento das plantas
sob condi¢oes de déficit hidrico.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia
do déficit hidrico na concentragdo de carboidratos, na
anatomia e na ultra-estrutura dos graos de amido do
rizoma de Costus arabicus L.

Material e métodos

Material botanico e condigdes de cultivo - Plantas
de Costus arabicus L. foram obtidas por propagacao
vegetativa a partir dos rizomas de plantas provenientes
do Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do
Instituto de Botanica. O material botanico foi coletado
em canteiro experimental (23°38'S e 46°37'W), her-
borizado e identificado, sendo a exsicata incorporada
ao Herbario SP sob o numero 420025.
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Os rizomas das plantas matrizes foram fragmenta-
dos em segmentos de 5 cm cada e plantados em vasos
individuais de 20 L, contendo substrato comercial
Plantmax Café ® (DDL Agroindustria Ltda.). As plan-
tas foram cultivadas em casa de vegetagao e irrigadas
diariamente com agua de torneira e semanalmente com
solugdo nutritiva de Clark (Clark 1975).

A imposicao do déficit hidrico foi realizada
a partir do 6° més de cultivo quando as plantas
apresentavam em média 6 hastes, 90 folhas ¢ area
foliar total de 0,2 m?. O experimento foi realizado entre
os meses de janeiro e margo de 2009, que compreende
o periodo quente e umido (verdo). As plantas foram
submetidas aos seguintes tratamentos: plantas
irrigadas diariamente (controle), irrigadas a cada sete
(7d) e a cada 15 dias (15d). As analises das relagdes
hidricas e a coleta de amostras para a quantificagao,
de carboidratos e para os estudos de anatomia e
ultra-estrutura dos graos de amido foi realizada aos
75 dias apds a imposi¢do dos regimes de rega. O
delineamento experimental do estudo anatomico e
ultra-estrutural do rizoma foi inteiramente casualizado
com trés repeti¢des (plantas) por tratamento, sendo
as amostras de rizoma coletadas a 5 cm de distancia
do fragmento do rizoma que deu origem a nova
planta. Para as analises das relagdes hidricas e da
concentragdo dos carboidratos, o experimento foi
disposto em delineamento inteiramente casualizado
com quatro repeti¢des (plantas) por tratamento.

Relagdes hidricas - Para quantificar a intensidade do
déficit hidrico imposto as plantas nos diferentes tra-
tamentos, foram realizadas medidas do potencial da
agua (Ww) da terceira folha totalmente expandida a
partir do apice das plantas. As medidas de Yw foram
realizadas as 6 horas, utilizando-se uma camara de
pressao tipo Scholander, Modelo 1000 (PMS Instru-
ment Co., Albany, Oregon, EUA). Para obtengao da
osmolalidade, o suco celular dos rizomas foi coletado,
armazenado em microtubos e mantido a -20 °C até o
momento da realizacdo das medidas, utilizando-se
um osmémetro de pressdo de vapor modelo 5520
VAPRO (Wescor, Logan, Utah, EUA). Os valores
obtidos em mmol kg foram convertidos em potencial
osmotico (Ws), por meio da equagdo de Van’t Hoff
em que Ws =-C x 2,58 x 107, na qual C ¢ o valor de
osmolalidade obtido em 10 pL de suco celular em
cada medida.

Para medir o conteudo relativo de agua (CRA),
as mesmas folhas utilizadas para medidas de WYw
foram imediatamente pesadas para a obtencdo da

massa fresca da folha (MFf). Em seguida, essas
folhas foram submersas por 24 horas em Becker
contendo agua destilada e pesadas novamente para
obtengdo da massa fresca tirgida da folha (MTY).
Posteriormente, as folhas foram colocadas em uma
estufa a 60 °C por 72 horas para a obtencao da massa
seca da folha (MSf). O CRA foi calculado conforme
descrito por Weatherley (1950) por meio da féormula:
CRA (%) = (MFE-MS{/MT{-MSf) x 100

Teor de carboidratos - A extracdo de carboidratos
soluveis foi realizada segundo Carvalho et al. (1998)
com modificagdes. Para a quantificagdo dos carboi-
dratos soliiveis, amostras de rizomas foram coletadas
e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e,
posteriormente, liofilizadas e pulverizadas em moi-
nho de bola. Amostras do material (500 mg) foram
submetidas a extragdo em 10 mL de etanol 80% e
mantidas em banho-maria a 80 °C por 15 minutos,
sendo entdo centrifugadas a 700 g por 15 minutos.
Os residuos foram submetidos a mais dois ciclos de
extragdo em etanol 80% a 80 °C por 15 minutos, e
novamente centrifugados, sendo os sobrenadantes
das trés extracdes etandlicas reunidos. Os residuos
finais foram submetidos a duas extragdes aquosas de
10 mL cada a 60 °C por 30 minutos ¢ filtrados a vacuo
em tecido de algodao. Os sobrenadantes etanolicos e
aquosos foram reunidos e concentrados em rotoeva-
porador a 40 °C. O residuo restante apos filtragem foi
mantido a -20 °C para posterior dosagem do amido. A
analise quantitativa dos agucares soluveis totais (AST)
dos extratos de rizoma foi realizada pelo método do
fenol sulfurico (Dubois et al. 1956) ¢ a de aglicares
redutores (AR) foi realizada de acordo com o méto-
do de Somogyi (1945). Os residuos das extragoes de
carboidratos soluveis foram liofilizados, macerados
e submetidos a quantificagdo de amido pelo método
enzimatico (Amaral et al. 2007).

Microscopia de luz (ML) e eletronica de varredura
(MEV) - Amostras do rizoma de trés individuos
de cada tratamento foram fixadas em solucdo de
Karnovsky (Karnovsky 1965), desidratadas em sé-
rie etilica, infiltradas e incluidas em resina plastica
hidroxi-etil-metacrilato. Os blocos foram seccionados
transversalmente em microtomo rotativo (7-9 um de
espessura) e as secgdes foram coradas com azul de
toluidina (Sakai 1973) em tampao fosfato e citrato
(Mcllvaine 1921) pH 4,5, para montagem de laminas
histologicas permanentes em resina sintética.
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Seccdes obtidas no microtomo rotativo também
foram submetidas ao lugol (Berlyn & Miksche 1976)
para evidenciar a presenca de amido ¢ ao Sudan IV
(Jensen 1962) para a localizagdo das substancias
lipofilicas. A observac¢do dos graos de amido
também foi realizada sob luz polarizada. Para as
amostras fixadas em sulfato ferroso em formalina
(Johansen 1940), foram feitos cortes a mao-livre
para a localizagdo in situ dos compostos fenolicos
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 condigdes opticas utilizadas.

Para as analises ultra-estruturais, amostras do
rizoma de trés individuos de cada tratamento foram
fixadas em solugao de Karnovsky (Karnovsky 1965),
desidratadas em série etilica, secas pelo método
do ponto critico de CO, (Horridge & Tamm 1969),
montadas sobre suportes de aluminio ¢ metalizadas
com ouro coloidal por 210 segundos. As observacdes
e as eletromicrografias foram feitas ao microscopio
eletronico de varredura LEO modelo VP 435, operado
a 20 kV, com as escalas diretamente impressas nas
mesmas.

Resultados

Relagdes hidricas e teor de carboidratos - O déficit
hidrico imposto as plantas de Costus arabicus L.
proporcionou decréscimos significativos do potencial
hidrico foliar (Yw), principalmente das plantas

irrigadas a cada 15 dias (15d), e redugdes significativas
no potencial osmotico da seiva do rizoma (¥'s)
em relagdo ao controle, porém, sem alteracdes
significativas no conteudo relativo de agua (CRA)
(tabela 1).

Com relag¢do ao teor de agucares soluveis
totais (AST) e redutores (AR), houve diminuigéo
significativa desses agtlicares nas plantas submetidas
ao déficit hidrico, ao passo que o teor de amido das
plantas manteve-se igual ao do tratamento controle
(tabela 1).

Aspectos anatomicos e ultra-estruturais dos rizomas
das plantas sob rega diaria - O sistema subterraneo de
C. arabicus (figura 1.1) € constituido por rizomas com
crescimento horizontal, que apresentam nos e entrenos
marcantes, gemas protegidas por catafilos e raizes
adventicias originadas na regido dos nos (figura 1.2).
Em seccao transversal, o rizoma apresenta a seguinte
estrutura: epiderme ou suber estratificado, cortex e
cilindro vascular (figura 2.1).

A epiderme ¢ uniestratificada, constituida por
células pequenas de formato retangular e paredes
finas, e apresenta estomatos (figura 2.1). A medida
que ocorre o crescimento em didmetro do rizoma, o
revestimento ¢ substituido pelo stuber estratificado
(figuras 2.2-2.3).

O cortex ¢ amplo e formado por células
parenquimaticas de contorno arredondado e de
diferentes tamanhos (figura 2.1). Apresenta idioblastos
fenolicos de coloracao amarelada in vivo e de aspecto
denso ou granuloso, evidenciados pela coloragao

Tabela 1. Potencial hidrico foliar (¥w), potencial osmotico da seiva do rizoma (‘¥s), contetido relativo de agua (CRA),
agucar soluvel total (AST), agticar redutor (AR) e amido no rizoma de plantas de Costus arabicus L. irrigadas diariamente
(controle), a cada sete (7d) e a cada 15 dias (15d), obtidos 75 dias ap6s o inicio do experimento. Os valores representam a
média (n = 5). Letras comparam cada parametro nos diferentes tratamentos. Valores seguidos por letras diferentes indicam

diferencas estatisticas entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05).

Table 1. Leaf water potential (‘Yw), osmotic potential of the rhizome sap (¥'s), relative water content (CRA), total soluble
sugars (AST), reducing sugars (AR) and starch in the rhizome of plants of Costus arabicus L. daily irrigated (control), every
seven (7d) and 15 days (15d), obtained 75 days after the beginning of the experiment. Values represent the average (n =5).
Values followed by different letters indicate statistical differences among treatments (Tukey, p < 0.05).

Relagdes Hidricas Carboidratos
Tratamentos
Pw CRA Ps AST AR Amido
MPa % MPa mgg MS'!
Controle -0,20b  97,38a -0,28D 104,88a 19,40a 349,89a
7d -0,50b 9593a -044a 72,14b  6,42b 41594a
15d -1,28a  77,30a -047a 76,88b  6,93b 408,15a
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marrom a preto em material fixado em sulfato
ferroso em formalina (figura 2.2). Apresenta também
acumulo de graos de amido (figuras 2.3-2.6), exceto
nas camadas subepidérmicas (figuras 2.3-2.4), e
cristais em algumas células parenquimaticas. Os
grdos de amido apresentam diferentes tamanhos
e formas alongadas (bastonetes), arredondadas,
ovais ou poligonais (figuras 2.4-2.5). Os tragos
foliares, envoltos por 1-2 camadas de bainha

2)

Figura 1. Planta de Costus arabicus L. 1. Aspecto geral da parte
aérea. 2. Rizoma com crescimento horizontal, nds e entrenos.
ca: caule aéreo; g: gema, r: rizoma; ra: raiz adventicia.

Figure 1. Plant of Costus arabicus L. 1. General aspect of aerial
portion. 2. Rhizome showing horizontal growth with nodes and
internodes. ca: aerial stem; g : bud; r: rhizome; ra : adventitious root.

esclerenquimatica, encontram-se distribuidos por
todo o cortex (figuras 2.1-2.3) e também apresentam
idioblastos com conteudo fenolico. A endoderme,
constituida por células arredondadas e menores,
cujas paredes apresentam estrias de Caspary, delimita
nitidamente as regides cortical e vascular.

O cilindro vascular ¢ atactostélico, delimitado
pelo periciclo que apresenta 1-2 camadas de células
retangulares de paredes finas que dao origem aos
feixes vasculares do tipo colateral (figuras 2.1-2.2).
Esses feixes podem apresentar idioblastos fenolicos
e encontram-se envoltos por 1-2 camadas de bainha
esclerenquimatica (figuras 2.1-2.3), sendo que, em
algumas das células da bainha, graos de amido podem
ser visualizados. No cilindro vascular, verificou-se,
também, o acimulo de graos de amido nas células
parenquimaticas e idioblastos com conteudo fenolico.
O teste com Sudan IV foi negativo para a presenca de
substancias lipofilicas.

Aspectos anatomicos e ultra-estruturais dos rizomas
das plantas sob déficit hidrico - Os rizomas das plantas
irrigadas a cada sete dias (figura 3) apresentaram
caracteristicas anatdmicas semelhantes as das plantas
controle (figura 2). No entanto, nos rizomas das
plantas irrigadas a cada 15 dias (figura 4), as células
epidérmicas ou do suber estratificado e das camadas
corticais mais externas tornaram-se mais achatadas
¢ apresentaram paredes sinuosas, com tendéncia ao
colapso das células. A progressao dessa sinuosidade
da parede também pode ser observada nas demais
células em diregdo ao interior do 6rgao, mas de forma
menos acentuada.

As células parenquimaticas do cortex das plantas
irrigadas a cada sete e 15 dias também apresentaram
inimeros graos de amido com diferentes tamanhos
e formatos (bastonetes, arredondadas, ovais ou
poligonais) (figuras 3.3-3.4, 4.3-4.4), como observado
nas plantas irrigadas diariamente (figuras 2.4-2.5).
A presenga de idioblastos providos de contetdo de
colorag¢do amarelada in vivo e de aspecto denso ou
granuloso também foi verificada nas plantas irrigadas
a cada sete e 15 dias (figuras 3.1, 4.1), inclusive nos
feixes vasculares. Observaram-se tracos foliares
envoltos por 1-3 camadas de bainha esclerenquimatica
(figuras 3.1, 4.1) distribuidos por todo o cortex.
Cristais foram visualizados em algumas células
parenquimaticas.

Discussao

Relagdes hidricas e teor de carboidratos - Tanto o
potencial hidrico das folhas (Yw) quanto o potencial
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Figura 2. Secg0es transversais em microscopia de luz (1-3 e 6) e em microscopia eletronica de varredura (4 e 5) do rizoma de plantas de
Costus arabicus L. irrigadas diariamente (controle). 1. Sec¢io corada com azul de toluidina mostrando a estrutura anatomica do rizoma.
2. Idioblastos com conteudo fendlico no cortex e cilindro vascular do material fixado em sulfato ferroso em formalina. 3. Graos de amido
do cortex e do cilindro vascular corados com lugol. Observe a auséncia de graos de amido nas camadas subepidérmicas. 4. Aspecto geral
do rizoma, mostrando os graos de amido (setas). 5. Detalhe dos grios de amido. 6. Graos de amido sob luz polarizada. e: epiderme;
en: endoderme; fv: feixe vascular; p: periciclo; s: suber; t: traco foliar.

Figure 2. Light microscopy (1-3 and 6) and scanning electron microscopy (4 and 5) of transversal sections of rhizomes of plants of
Costus arabicus L. daily irrigated (control). 1. Section stained with toluidine blue, showing the anatomical structure of the rhizome.
2. Idioblasts containing phenols in the cortex and vascular cylinder from samples fixed in formalin ferrous sulfate. 3. Starch grains in the
cortex and vascular cylinder stained with lugol. Note the absence of starch grains in the subepidermal layers. 4. General aspect of the
rhizome showing starch grains (arrows). 5. Detail of starch grains. 6. Starch grains under polarized light. e: epidermis; en: endodermis;
fv: vascular bundle; p: pericycle; s: suber; t: leaf trace.
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osmotico da seiva do rizoma (¥'s) das plantas de
Costus arabicus foram reduzidos em resposta aos
tratamentos (irrigagao a cada sete e 15 dias), embora o
conteudo relativo de agua (CRA) das folhas tenha sido
estatisticamente igual ao das plantas controle (irriga-
¢do diaria). Segundo Turner (1986) e Bray (1993), a
diminuigdo do potencial osmotico através do aumento
real de solutos intracelulares (ajuste osmotico) ¢ um
mecanismo importante desenvolvido pelas plantas
submetidas as condig¢des de seca.

Em Costus arabicus o que se observou foi uma
diminui¢ao dos AST e AR em plantas sob deficiéncia
hidrica, o que pode ser um indicativo de que esses
carboidratos ndo estejam associados a osmorregulacao
intracelular, e sim, possivelmente, a0 consumo desses
compostos para respiracdo de manutengao do rizoma e
sobrevivéncia da planta. Melo ez al. (2007) observaram
comportamento semelhante desses carboidratos em
raizes de Paspalum paniculatum L. e Setaria anceps
Stapf ex Broun & R.E. Massey sob déficit hidrico.
Porém, tais resultados diferem daqueles obtidos por
Pastorini et al. (2003) que observaram aumento no
teor de AST em tubérculos de Solanum tuberosum L.,
espécie que também acumula amido, cultivadas sob
estresse hidrico no periodo da primavera, sugerindo o
envolvimento desses carboidratos na osmorregulagao
das plantas para manuteng@o do status hidrico. De
modo semelhante, Lee ef al. (2008) mostraram que a
osmorregulacdo em Trifolium repens L. ocorre pela
degradacao do amido de reserva e ndo pela sintese de
novo dos carboidratos soliveis.

O amido ¢ o principal carboidrato de reserva
dos rizomas de Costus arabicus (Santos 2009).
No presente trabalho, verificou-se que, em geral, a
concentracdo deste polissacarideo foi mais elevada
nos rizomas das plantas submetidas a suspensdo de
rega, embora, ndo tenham sido verificadas diferencas
estatisticamente significativas. A diminui¢do no
conteudo de amido nos rizomas associada ao maior
crescimento das plantas irrigadas diariamente (dados
ndo mostrados) sugere que esse polissacarideo foi
utilizado como fonte de energia para o crescimento
das plantas. Carvalho & Dietrich (1993) também
observaram uma diminui¢ao no contetido de frutanos
armazenados nos orgaos subterraneos (rizéforos) de
Vernonia herbacea (Vell.) Rusby, uma espécie do
Cerrado, na fase de brotacdo e crescimento ativo. Em
contrapartida, a manutencao 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.

Esse comportamento indica uma estratégia de
evitacdo a seca, plausivel de ocorréncia em plantas
de ambientes umidos, como Costus arabicus. No
entanto, estudos adicionais considerando as relagdes
fonte-dreno, regulagdo da via de sintese de amido e
sacarose, ¢ sinaliza¢dao hormonal, com énfase no acido
abscisico, poderdo colaborar significativamente para o
entendimento das respostas observadas e confirmagao
de um mecanismo de evitagdo a seca nessas plantas.

Aspectos anatomicos e ultra-estruturais dos rizomas -
Segundo Solereder ¢ Meyer (1930 apud Tomlinson
1956), o rizoma das espécies das subfamilias
Costoideae e Zingiberoideae nem sempre apresenta
periderme. As camadas superficiais do rizoma
de Costaceae sdo comumente suberizadas, e essa
suberizagdo as vezes ocorre apenas apos a formacao
da periderme (Tomlinson 1969). Em Costus spiralis
(Jacquin) Roscoe, Oliveira et al. (1986) observaram
que o rizoma ¢ protegido por um conjunto de
células suberosas, diferentemente do rizoma de
Costus pilgeri K. Schum., que apresenta periderme
precocemente desenvolvida e felogénio pouco
diferenciado (Lorca et al. 1995). Em Costus arabicus,
o rizoma ¢ revestido pela epiderme, como em Costus
igneus (Pazhanichamy et al. 2010), ou pelo suber
estratificado.

Espécies da familia Heliconiaceae, como por
exemplo, Heliconia angusta Vell. e H. velloziana
L. Emygd. (Simao & Scatena 2001) apresentam
organizacdo anatomica do rizoma semelhante ao de
Costus arabicus, ou seja, com delimitagdo entre cortex
e cilindro vascular. Em Canna indica L. (Cannaceae),
a presen¢a da endoderme no rizoma foi inicialmente
observada por Van Fleet (1942); ¢ um estudo com
Canna edulis Kerr-Gawler constatou que no rizoma
dessa espécie, a endoderme com estrias de Caspary
delimita o cortex do cilindro vascular (Alonso &
Moraes-Dallaqua 2004), caracteristica também
observada em Costus arabicus. Menezes et al. (2005)
também constataram a presenga da endoderme no
rizoma de Zingiber officinale Roscoe (Zingiberaceae).

O rizoma das espécies das subfamilias Costoideae
e Zingiberoideae apresenta tecido vascular interno
a endoderme e parénquima com inumeros graos de
amido (Tomlinson 1956). Em Costus spiralis, Oliveira
et al. (1986) constataram que o rizoma apresenta
tais caracteristicas anatomicas, além de idioblastos
providos de contetido amorfo amarelado, algumas
vezes de aspecto granuloso. No cortex, também
foi observada a presencga de cristais prismaticos e
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Figura 3. Secgoes transversais em microscopia de luz (1, 2 e 5) e em microscopia eletronica de varredura (3 e 4) do rizoma de plantas de
Costus arabicus L. irrigadas a cada sete dias (7d). 1. Secgdo corada com azul de toluidina mostrando a estrutura anatomica do rizoma.
2. Graos de amido do cortex e do cilindro vascular corados com lugol. 3. Aspecto geral do rizoma, mostrando os grios de amido (setas).
4. Detalhe dos graos de amido. 5. Graos de amido sob luz polarizada. e: epiderme; en: endoderme; fv: feixe vascular; p: periciclo; t: traco
foliar.

Figure 3. Light microscopy (1, 2 and 5) and scanning electron microscopy (3 and 4) of transversal sections of rthizomes of plants of Costus
arabicus L. irrigated every seven days (7d). 1. Section stained with toluidine blue, showing the anatomical structure of the rhizome. 2. Starch
grains in the cortex and vascular cylinder stained with lugol. 3. General aspect of the rhizome showing starch grains (arrows). 4. Detail of
starch grains. 5. Starch grains under polarized light. e: epidermis; en: endodermis; fv: vascular bundle; p: pericycle; s: suber; t: leaf trace.
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endoderme tipica com células com espessamento em
U (Oliveira et al. 1986) ou com estrias de Caspary
(Silva 2009). Lorca et al. (1995) observaram
uma grande area cortical no rizoma de Costus
pilgeri e, nessa regido, foram visualizados cristais
(drusas) e inumeros graos de amido, exceto na
ultima camada (endoderme). A presenca de cristais
prismaticos também foi observada em Costus spiralis
e C. arabicus, e de material amorfo pardo-amarelado
em idioblastos no rizoma de Costus spiralis, Costus
arabicus e Hedychium coronarium Koening (Jorge
et al. 1998). Dados obtidos no presente trabalho
corroboram parte das descrigdes acima, tais como a
delimitacao entre o cortex e o cilindro vascular ¢ a
presenca de idioblastos, parénquima amilifero, cristais
e endoderme desprovida de amido com estrias de
Caspary.

Segundo Menezes et al. (2005), o periciclo do
caule de Zingiber officinale é, sem dliivida, a camada
de geragdo de tecidos vasculares. Diferentemente de
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), Costus arabicus apresenta
periciclo bisseriado, sendo a camada responsavel
pela formagao dos feixes vasculares. Em um estudo
recente, Silva (2009) observou que o periciclo do
rizoma de Costus spiralis ao gerar novos feixes,
produzia, junto a esse tecido, células que se tornavam
fibras. Dessa forma, os feixes gerados pelo periciclo
eram envoltos total ou parcialmente pelas fibras
produzidas por esse tecido. Em contrapartida, as fibras
que envolveram os tracos foliares eram geradas pelo
procambio. Em Costus arabicus, verificou-se que as
fibras formam uma bainha que envolve completamente
o feixe vascular.

Assim como verificado no presente trabalho,
Heliconia angusta e H. velloziana também possuem
feixes vasculares colaterais (Simao & Scatena 2001).
Em Costus afer Ker Gawl. e C. lucanusianus J. Braun
& K. Schum., Edeoga & Okoli (1997) observaram
algumas diferencas anatdmicas nos rizomas com
relagdo ao tamanho dos vasos de xilema ¢ 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. Lorca et al. (1995) verificaram que os feixes
vasculares colaterais do cortex e do cilindro central
do rizoma de Costus pilgeri possuem bainha de

fibras pouco lignificadas em seu entorno. Em Costus
arabicus, os feixes vasculares estdo envoltos por 1-3
camadas de bainha esclerenquimatica.

Alteragdes na estrutura do rizoma somente foram
observadas nas plantas de Costus arabicus irrigadas a
cada 15 dias, cujas células do tecido de revestimento
e das camadas corticais mais externas tenderam ao
colapso, apesar de ndo haver diferenca significativa do
potencial osmotico da seiva do rizoma e do CRA entre
as plantas 7d e 15d, mas com diferengas significativas
do potencial hidrico foliar. Segundo Huang & Fry
(1998), a contragdo das células corticais das raizes
de Festuca arundinacea Schreb. (Poaceae) ¢ uma
consequénca da diminui¢ao do seu potencial hidrico
e da pressao de turgor. Em Setaria anceps Stapf ex
Massey e Paspalum pamiculatum L., Melo et al.
(2007) observaram que a diminui¢do da espessura do
cortex radicular esta relacionada com a diminui¢do do
potencial hidrico e poderia favorecer maior prevencao
de perda de agua da planta para o solo.

Analises ao microscopio eletronico de varredura
dos graos de amido de 6rgdos subterraneos
tuberosos evidenciaram diferentes formas, tais
como: Curcuma sp. (Zingiberaceae) possui graos
arredondados e ovais; Typhonium sp. (Araceae)
apresenta graos arredondados e poligonais; e Vigna
vexillata (L.) A. Rich. (Fabaceae) possui graos
cupuliformes, convexos e biconvexos (Vimala &
Nambisan 2005). Embora o formato dos graos de
amido encontrados nos rizomas parega ser constante
e caracteristico para determinados géneros, entre eles
Costus (Tomlinson 1956), algumas diferencas foram
documentadas para as espécies desse género. Segundo
Lorca et al. (1995), C. pilgeri possui graos simples,
heteromorficos, geralmente ovais. Em C. afer, os
graos de amido apresentaram formatos achatado, oval,
circular e irregular, enquanto em C. [ucanusianus,
os mesmo foram visualizados apenas nas formas
achatada e oval (Edeoga & Okoli 1997). Contudo,
essas analises nao foram realizadas sob microscopia
eletronica de varredura, como no presente trabalho,
que mostrou realmente o formato do grdo de amido,
visto que em secgOes transversais visualizadas em
microscopia de luz, os graos de amido podem nao estar
integros. As analises das eletromicrografias mostraram
que os graos de amido das plantas de Costus arabicus
irrigadas diariamente e daquelas submetidas ao déficit
hidrico possuem os mesmos formatos.

Tomlinson (1956) relatou que € muito frequente a
presenca de compostos fendlicos em todas as espécies
de Zingiberaceae e que esses aparecem comumente
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Figura 4. Secgdes transversais em microscopia de luz (1, 2 e 5) e em microscopia eletronica de varredura (3 e 4) do rizoma de plantas de
Costus arabicus L. irrigadas a cada 15 dias (15d). 1. Sec¢do corada com azul de toluidina mostrando a estrutura anatdémica do rizoma.
2. Graos de amido do cortex e do cilindro vascular corados com lugol. Observe a auséncia dos grios de amido nas camadas subepidérmicas.
3. Aspecto geral do rizoma, mostrando os graos de amido (setas). 4. Detalhe dos graos de amido. 5. Graos de amido sob luz polarizada.
e: epiderme; en: endoderme; fv: feixe vascular; p: periciclo; t: trago foliar.

Figure 4. Optical microscopy (1, 2 and 5) and scanning electron microscopy (3 and 4) of transversal sections of rhizomes of plants
of Costus arabicus L. irrigated every 15 days (15d). 1. Section stained with toluidine blue, showing the anatomical structure of the
rhizome. 2. Starch grains in the cortex and vascular cylinder stained with lugol. Note the absence of starch grains in the subepidermal
layers. 3. General aspect of the rhizome showing starch grains (arrows). 4. Detail of starch grains. 5. Starch grains under polarized light.
e: epidermis; en: endodermis; fv: vascular bundle; p: pericycle; s: suber; t: leaf trace.
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associados aos feixes vasculares ou adjacentes ao
parénquima da bainha. No presente estudo, idioblastos
com contetdo fenolico foram observados tanto
associados aos feixes vasculares quanto dispersos
no cortex e no cilindro vascular. Varias fung¢des
essenciais tém sido atribuidas a diferentes classes
de compostos fendlicos. Os fendis proporcionam
defesa contra patdgenos e possuem notavel atividade
antimicrobiana, e os taninos, impedem a herbivoria
(Castro & Demarco 2008).

Tomlinson (1969) descreveu o rizoma ¢ a raiz
das espécies de Costaceae como sendo iguais aos da
familia Zingiberaceae, com apenas uma diferencga:
auséncia de células secretoras de 6leo em Costaceae.
O teste com Sudan IV foi negativo para a presenca
de substancias lipofilicas nos rizomas de Costus
arabicus, confirmando a diferenca existente entre os
representantes dessas duas familias.

Neste trabalho verificou-se que o déficit hidrico
imposto foi suficiente para gerar mudangas fisiologicas,
bioquimicas e anatdmicas nas plantas de Costus
arabicus L. Essas alteragdes sugerem a ocorréncia
de um mecanismo de evitacdo a seca, e demonstram
que as alteragdes anatomicas foram dependentes da
intensidade e duracao do déficit hidrico.
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