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“A persisténcia é o menor caminho do éxito”

(Charles Chaplin)
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RESUMO

As concentracdes de CO, aumentaram de 280 ppm na era pré-industrial
para 451 ppm em 2017, estima-se que sua concentracdo tem aumentado
cerca de 1% ao ano, 0 que também vai elevar a temperatura de 3 a 6°C até
2100. O aumento na concentragdo de CO> é o principal responsavel pelo
efeito estufa, que eleva a temperatura média global causando as mudancas
climaticas, alterando o regime de chuvas, a intensidade dos ventos e 0s
niveis dos mares dentre outros danos. Os impactos desse acréscimo de
diéxido de carbono para a atmosfera tem sido a causa de preocupagdes e
duvidas, ja que os seus efeitos causam mudancas importantes tanto nas
fisionomias de ambientes terrestres quanto dos aquaticos bem como de
toda a flora e fauna associados. Diante do exposto, o presente trabalho
teve como objetivo submeter a espécie vegetal Seemannia sylvatica a
atmosfera futura, com elevada concentragdo de CO; e de temperatura, a
fim de verificar o comportamento morfoanatdmico foliar diante de
condicdes extremas. Para isso mudas da espécie foram submetidas a
quatro tratamentos: T1: temperatura e CO, ambientes, T2: temperatura
elevada e CO, ambiente, T3: temperatura ambiente e CO; elevado e T4:
temperatura e CO; elevados. Cada tratamento foi composto de 10 réplicas
e teve duracdo de 30 dias. Os resultados indicam que a estrutura
anatdbmica da folha de S. sylvatica € comum para espécies de
Gesneriaceae, principalmente na presenga de tricomas tectores e
glandulares. Os resultados ainda revelam que a folha de S. sylvatica é
sensivel ao aumento da temperatura e ao aumento da concentragao de CO;
mostrando variagao na estrutura anatdmica como: aumento da area foliar
e na densidade de tricomas glandulares da face abaxial; reducdo da
densidade estomatica e aumento da espessura da folha, devido ao aumento
da espessura das células epidérmicas de ambas as faces, do parénquima
palicadico e do parénquima esponjoso.

Palavras-chave: CO,, temperatura, mesofilo, aclimatacéo.



ABSTRACT

The concentration of CO; has increased from 280 ppm in the preindustrial
age, to 451 ppm in 2017, taking into account that this concentration has
increased about 1% a year, what will also be increasing the temperature
from 3 to 6 °C till 2100. The raise in the CO, concentration is the main
reason of the greenhouse effect, which raises the average temperature,
changing the weather, modifying the raining period, the wind intensity,
the sea level and other consequential damages. The impacts of this
increase of carbon dioxide on the atmosphere have been the cause of
concerns and doubts since its effects are causing major changes in both,
the physiognomies of terrestrial environments and marine, as well as all
the flora and fauna associated with it. In view of what was shown, the
purpose of this essay was to submit the plant species Seemannia sylvatica
on a future atmosphere, with high concentrations of CO; and temperature,
in order to verify the the morphological and anatomical characteristics of
leaves facing extreme conditions. For this, seedlings of the species were
submitted to four treatments: T1: environmental temperature and COg;
T2: high temperature and environmental CO,; T3: environmental
temperature and high CO2; T4: high temperature and CO,. Each treatment
was composed of 10 replicas and lasted for 30 days. The results indicate
that the anatomical structure of the S. sylvatica leaf is common for species
of Gesneriaceae, mainly in the presence of tectorial and glandular
trichomes. The results reveal that the leaf of S. sylvatica is sensitive to
temperature rise and the increase in CO. concentration showing variation
in anatomical structure: increased leaf area and density of glandular
trichomes on the abaxial face; reduction in stomatal density and increased
thickness of the leaf, due to the increased thickness of the epidermis and
palisade and spongy parenchyma.

Key-words: CO,, temperature, mesophyll, acclimatization.
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1. INTRODUCAO

Desde a era pré-industrial, as emissdes antropogénicas de gases
de efeito estufa aumentaram em grande parte, devido ao crescimento
“econdmico” e “populacional”, elevando as concentragdes atmosféricas
de dioxido de carbono, metano e éxido nitroso, que em conjunto com
outros fatores, provavelmente sdo as principais causas do aquecimento
global (IPCC, 2013, 2014). A concentracao de CO, aumentou de 280 ppm
na era pré-industrial para 451 ppm em 2017 (KORNER, 2009;
PRENTICE, 2001; WATSOM et al., 2001; APOLLO11, 2017). Estima-
se que a concentragdo de didxido de carbono atmosférico aumente cerca
de 1% por ano, podendo atingir 600 a 750 ppm dentro de 90 anos (IPCC,
2013) e elevando de 1,8° a 6° C a temperatura média da Terra até 2100
(IPCC, 2007).

A atmosfera do planeta tem recebido em média 117,9
gigatoneladas (Gt) de dioxido de carbono, que provém de atividades como
a queima dos combustiveis fosseis, deste total, cerca de 111,0 Gt séo
utilizados pelas plantas para a realizagdo da fotossintese e também s&o
absorvidos pelos oceanos, permanecendo ainda um excedente na
atmosfera (BUCKERIDGE, 2008). Esse remanescente de CO2 é o
principal responsavel pelo efeito estufa, que eleva a temperatura média
global causando as mudangas climéticas, alterando o regime de chuvas, a
intensidade dos ventos e os niveis dos mares dentre outros danos (IPCC,
2014). Os impactos desse acréscimo de diéxido de carbono para a
atmosfera tem sido a causa de preocupagdes e ddvidas, ja que os seus
efeitos causam mudancas importantes tanto nas fisionomias de ambientes
terrestres quanto dos aquaticos (IPCC, 2015).

Dessa maneira, devido a esses impactos do aumento de didxido
de carbono, varios experimentos procuram simular as condi¢des do clima
futuro ou apenas tracar respostas relacionadas a alguma das variaveis
envolvidas com as mudangas climaticas (RODRIGUES, 2013). Os
primeiros experimentos com aumento da concentracdo de dioxido de
carbono com camaras de topo aberto onde a planta é circundada por ar
contendo a concentracdo desejada de CO, (BROWN & ESCOMBE,
1902). Esse método limita-se as plantas de pequeno porte ou a estudos
com plantas de grande porte apenas em fase inicial de crescimento
(AINSWORTH & LONG, 2005).

Uma pequena mudancga na distribui¢do da quantidade de carbono
para as plantas, pode influenciar em seu desenvolvimento, podendo haver
alteracBes na alocacdo de biomassa entre folhas e raizes (MONSI &
MURATA, 1970; STULEN & DEN HERTOG, 1993). Sendo que cerca
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de 40% da massa seca das plantas € composta de carbono proveniente da
fotossintese (LAMBERS et al., 2008). Um aumento na concentracao de
CO- sera determinante e fundamental sob as respostas das plantas em
relacdo a sua interacdo ecoldgica futuramente (KAROWE & GRUBB,
2011).

O acréscimo na concentracdo de CO, atmosférico ndo significa
obrigatoriamente maior assimilagdo de carbono pelas plantas (KORNER,
2006). A exposic¢do das plantas ao aumento de dioxido de carbono pode
causar dois tipos de respostas relacionadas ao tempo de exposicao:
respostas a curto prazo (short-term responses), e respostas a longo prazo
(long-term responses). Na primeira, quando as plantas sdo expostas por
poucos segundos a minutos, esse tipo de resposta apresenta efeito direto
na assimilagéo de carbono pelas plantas, o que resulta em aumento da taxa
fotossintética devido & alta concentragdo de CO2 no sitio ativo da rubisco
e fechamento parcial dos estbmatos, o qual ocasiona diminuigdo na
condutancia estomatica reduzindo a perda de agua por transpiracdo
(SHARKEY, 1985; SAGE et al., 1989; STTIT, 1991; SAGE, 1994;
AINSWORTH & ROGERS, 2007). No segundo, quando as plantas sdo
expostas a longos periodos, dias a semanas, levam ao aumento de
carboidratos ndo estruturais nas folhas e uma mudanca na relagéo
carbono/:nitrogénio, bem como redugdes na atividade da rubisco
(SHARKEY, 1985; SAGE et al., 1989; STTIT, 1991; DRAKE et al.,
1997; CENTRITO et al.,, 1999). Ha ainda reducdo na capacidade
fotossintética e na quantidade de proteinas e nitrogénio presentes nas
folhas, alteracdo na taxa de respiragdo e na composicdo quimica
(AMTHOR, 1991; STTIT, 1991; CEULEMANS et al., 1999; POORTER
& PEREZ-SOBA, 2002; AINSWORTH & LONG, 2005)

Alguns estudos com plantas e acréscimo de didxido de carbono
atmosférico relacionam o aumento do rendimento agricola ao
funcionamento dessas plantas no ecossistema (CURE & ACOCK, 1986;
MOONEY et al., 1991), por exemplo, 0 aumento de CO pode melhorar
alguns parametros que diminuem o estresse hidrico nas plantas
(RODRIGUES, 2013). O CO; é a Unica fonte de carbono para a
fotossintese, portanto, seu aumento estimularia a fotossintese e o
crescimento principalmente das espécies Cs, causando um efeito de
“fertilizagdo” (SILVA, 2012) e ocasionando aumento na biomassa devido
ao aumento da taxa fotossintética (GRANDIS et al., 2010).

Assim os estdmatos podem se fechar sob alta concentracéo de CO»,
tornando os efeitos das mudancas climaticas positivos para as folhas, por
ocasionar aumento na fotossintese e maior eficiéncia hidrica (YEPES &
BUCKERIDGE, 2011).
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O aquecimento do ambiente pode alterar quase todas as
propriedades no ecossistema, como a composicdo vegetal, taxas de
crescimento, estrutura do dossel e profundidade das raizes (LORETO &
CENTRITTO, 2008). As plantas terrestres estdo adaptadas para crescer e
produzir massa em uma variacdo de temperatura entre 5 a 40°C, as
espécies tropicais se desenvolvem melhor numa temperatura 6tima entre
15 e 35°C (YEPES & BUCKERIDGE, 2011). O aumento da temperatura
pode causar danos as plantas, principalmente em seu crescimento
vegetativo, danificando os componentes fotossintéticos, o que leva a
diminuicdo na assimilacdo de CO;, quando comparadas as plantas que
estdo se desenvolvendo em temperatura “6tima”. Disturbios na
fotossintese estdo entre as primeiras indicacfes de estresse por calor, 0
fotossistema Il é inibido e, em seguida, o metabolismo de carbono fica
fora de equilibrio, levando a danos nos cloroplastos, que resulta num
déficit da fotossintese causando a morte da célula. (BERRY &
BJORKMAN, 1980; AL-KHATIB & PAULSEN, 1999; LARCHER,
1929). Algumas plantas sobrevivem a temperaturas elevadas por
desenvolverem mecanismos de protecdo, como inclinacdo das folhas,
protegendo as partes mais sensiveis das plantas (LARCHER, 1929).

Estudos com plantas envolvendo mudangas climaticas e sua
fisiologia, j& sdo muitos na literatura, principalmente enfatizando a
fotossintese, taxas de crescimento, condutancia e densidade estomatica
(WOODWARD, 1987; MALONE et al., 1993; CEULEMANS et al.
1995; MARABESI, 2007; BUNCE, 2014; XU et al., 2014). A formac&o
das células epidérmicas durante a fase inicial de desenvolvimento da folha
envolve mudancas tanto na densidade de células da superficie foliar como
da quantidade de estbmatos, sendo que a formacgdo dos estdmatos esta
relacionada com os sinais ambientais, como a luminosidade e as pressdes
de didxido de carbono (LAKE et al. 2001, 2002). Segundo Lima et al.
(2003) em eucalipto foram observadas respostas estomaticas ao aumento
da concentragdo de CO; e ao estresse hidrico, com menores taxas de
condutancia estomatica e maior fechamento dos estdmatos nos
tratamentos com aumento do di6xido de carbono. Resultados semelhantes
também foram observados por Lammertsma et al. (2011) em coniferas,
samambaias e angiospermas mais comuns na Florida. Rodrigues (2013),
observou em Panicum maximum Jacq. que o aumento na concentragdo de
CO; exerce maior influéncia sobre os pardmetros avaliados, como a
reducéo da condutancia estomatica e da taxa transpiratoria. Karowe &
Grubb (2011) observaram, em Brassica rapa L. que em elevada
concentracdo de CO», ocorre aumento da densidade de tricomas e queda
na produgdo de compostos fendlicos, os quais aumentam sob CO;
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ambiente. Riikonen et al. (2010) analisaram as folhas de Betula
papyrifera Marsh. expostas por nove anos a alta concentracdo de dioxido
de carbono e observam reducéo do tamanho das células epidérmicas bem
como reducgdo na densidade das células epidérmicas, porém as folhas nao
mudaram de tamanho e a densidade estomatica permaneceu inalterada, ja
0 indice estomatico teve um aumento. Zhang et al. (2012) observaram em
Impatiens hawkeri, uma espécie ornamental, sob elevada concentracdo de
CO;2, um aumento na producao de flores e aumento na fotossintese, além
de alteracdes significativas no cloroplasto, sendo que esses resultados
mostram-se positivos frente ao valor ornamental da espécie.

Gesneriaceae é uma das familias tropicais mais diversas, com cerca
de 150 géneros e 4000 espécies, de grande valor ornamental, devido as
suas flores grandes e vistosas, entretanto, as espécies nativas de valor
ornamental no Brasil ainda sdo subexploradas (SOUZA & LORENZI,
2012). No Brasil ocorrem 28 géneros e cerca de 200 espécies (SOUZA &
LORENZI, 2012). A espécie Seemannia sylvatica (Kunth) Hanstein
(sinonimia Gloxinia sylvatica) (Fig. 1) é nativa do Brasil e pertencente a
familia Gesneriaceae. Sdo plantas herbaceas, perenes com rizomas
escamosos, numerosas flores de corolas vistosas e tubulares, com
presenca de tricomas (ARAUJO & CHAUTEMS, 2015; ROALSON et
al. 2005). Apresenta distribuicdo na Bolivia, Brasil e Peru, formando
densas populagdes em encostas de rios, zonas abertas da planicie
amazoénica e em bosques.

| 4
Figura 1. Habito de Seemannia sylvatica.
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E uma espécie com alto valor econémico, devido ser amplamente
comercializada como espécie ornamental (WIEHLER, 1976).

Na literatura poucos sdo os trabalhos relacionados a S. sylvatica,
destacando-se apenas uma pesquisa sobre sua polinizacdo e biologia
floral (CAMARGO et al., 2011) e outra sobre sua forma de propagacao
vegetativa (LEAL & BIONDI, 2007). Da mesma forma trabalhos
envolvendo anatomia foliar de espécies de Gesneriaceae S80 escassos
(SOLEREDER, 1908; IMAICHI et al., 2001). Por ser uma espécies de
ocorréncia em regides tropicais, cujo delicado equilibrio pode ser afetado
pelas mudancas climaticas em curso, 0 presente estudo tem por objetivo
descrever a anatomia foliar de S. sylvatica, além de investigar as respostas
de S. sylvatica exposta a elevada concentracdo de CO, e temperatura a
fim de verificar possiveis modificacBes na estrutura dos diferentes tecidos
foliares relacionadas a atmosfera futura. Além disso fornecera
informacdes inéditas sobre a anatomia foliar da referida espécie.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Local

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e mantido por 30 dias
apos o plantio das mudas. Durante o periodo experimental o controle da
temperatura foi mantido com condicionador de ar e registrado com
sensores digitais de temperatura, com bateria interna e capsula em ago
inoxidavel (Ibuttons datalogger). A concentracdo do CO- foi controlada
por solendide acoplado ao cilindro de gas, a qual foi medida
semanalmente através de analisador de trocas gasosas por infravermelho
(IRGA, Li-cor), o suprimento hidrico foi fornecido a base diéria, cerca de
200 mL.

As camaras foram confeccionadas com garrafas pet de 5 L. Em
cada uma foram inseridos tubos independentes para injecao de diéxido de
carbono, ar frio e exaustdo dos gases (para evitar a contaminacdo dos
tratamentos) (Fig. 2A-D).

Ao final do 30°. dia de experimento foram coletadas as folhas,
necessérias de cada tratamento, a partir do segundo né caulinar, em
ntmero distinto para cada analise.
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Figura 2. Experimento em casa de vegetagdo da UFSC. A. Visdo geral do
arranjo experimental. B. Mudas de Seemannia sylvatica. C. Detalhe das
camaras acopladas aos vasos. D. Detalhe do IRGA medidor de [CO,].

2.2 Condicdes de cultivo

As plantas foram obtidas por clonagem de um Unico individuo de
S. sylvatica as quais foram transplantadas com cerca de 3-5 ¢cm de
comprimento para vasos com capacidade de 10 L, contendo substrato
formado por solo, areia e himus, na proporcdo 3:1:1 respectivamente.
Sobre os vasos foram adaptadas cdmaras transparentes para aplicacdo dos
tratamentos de didxido de carbono e temperatura.

As concentracdes de didxido de carbono e a temperatura foram
medidos durante as quatro semanas ao longo do experimento, sendo seus
valores médios representados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.
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Tabela 1. Concentragbes médias e erro padrdo da concentracdo de didxido de
carbono no interior das cAmaras, por semana, durante o experimento.

Tratamento Dioxido de carbono ppm
CO; ambiente 401+3,28
CO; elevado 689+3,45

Tabela 2. Temperatura média e erro padrdo no interior das cAmaras durante o
experimento.

Tratamento Temperatura média °C
Temperatura ambiente 21,67+0,08
Temperatura elevada 23,09+0,10

2.3 Variaveis analisadas
2.3.1 Areafoliar

Para determinacdo da &rea foliar foram utilizadas 22 folhas de
cada tratamento, sendo excluido 2 medidas de cada tratamento sendo
consideradas outliers. Para tanto foi realizado o contorno de cada folha
em papel com peso constante (tamanho oficio padrdo 75g/m?), em seguida
0s moldes foram recortados e pesados em balanca digital. O peso destes
moldes foi relacionado com o peso médio de area conhecida em cm? do
mesmo papel, tendo a determinacéo da area foliar em cm?.

2.3.2 Epiderme

Foi analisada a superficie foliar e a densidade de tricomas em
ambas as faces epidérmicas, mensuradas em Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV). Para isso, cinco amostras da regido mediana das
folhas, de cada tratamento, foram fixadas em FAA 70° GL (JOHANSEN,
1940), desidratadas em série etilica crescente até alcool etilico 100° GL e
submetidas ao ponto critico de CO; (Leica CDP 03, Germany). As
amostras secas foram fixadas em suportes de aluminio, com fita dupla
face de carbono e cobertas com 20 nm de ouro em metalizador (Baltec
CED 030) e analisadas em Microscopio Eletronico de Varredura (Jeol
JSM-6390 LV) no Laboratério Central de Microscopia (LCME) da
UFSC. Para a contagem dos tricomas foram registradas quatro imagens
distintas de cada amostra, contendo cinco amostras de cada tratamento,
num total de 20 contagens para cada tratamento, sendo excluida uma
contagem de cada tratamento considerada outliers, de ambas as faces
epidérmicas num aumento de 110X, correspondendo a uma area de 1,15
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mm?, porém os dados foram convertidos para area correspondente a 1,0
mm?2,

Foram ainda mensurados 0s seguintes parametros: NCEP =
numero de células epidérmicas por campo (face abaxial); DE = densidade
estomatica por 1,0 mm?; DPOE = diametro polar dos estomatos em “'m;
DEQE = diametro equatorial dos estdmatos em _Im, IE = indice
estomatico em % (IE=[NE/(NE+NCEP)]x100), onde NE corresponde ao
nimero de estdbmatos, e RE = razdo estomatica em [m
(RE=DPOE/DEQE). Para essas analises amostras de cinco folhas por
tratamento, foram submetidas a dissociacdo (FRANKLIN, 1945),
posteriormente lavadas em agua, coradas com safranina 1%
(BUKATSCH, 1972), a epiderme dissociada foi montada em Iaminas
semi-permanentes com glicerina 50%, cobertas com laminula. As laminas
foram analisadas em fotomicroscépio (Leica DM 2500) acoplado em
camera DFC 295 com auxilio do software Leica Application Suit 3.7.0.

2.3.3 Lamina foliar

Para o estudo quantitativo e qualitativo da lamina foliar foram
utilizadas a regido mediana de dez folhas, de cada tratamento, as quais
foram fixadas em FAA 70° GL (JOHANSEN, 1940) por 24 horas e
posteriormente  conservadas em etanol 70% (SASS, 1951).
Posteriormente as amostras foram infiltradas em hidroxietilmetacrilato
(historesina Leica), de acordo com as regras do fabricante, seccionadas (5
pUm) em micrétomo rotativo (Leica RM 2125 RT) e coradas com azul de
toluidina pH 5,8 (FEDER & O’BRIEN, 1968).

Foram mensurados os seguintes pardmetros em _Im: EEAD =
espessura da epiderme na face adaxial; EEAB = espessura da epiderme
na face abaxial; EPP = espessura do parénquima palicadico; EPE =
espessura do parénquima esponjoso e EF = espessura da lamina foliar.

Foram ainda realizados os testes histoquimicos em cinco
amostras de folhas por tratamento, previamente fixadas, as quais foram
seccionadas transversalmente a mao livre, com auxilio de lamina de
barbear, e posteriormente submetidas aos seguintes reagentes: Sudan IV
(SASS, 1951) para a identificagdo de lipideos, cloreto férrico
(JOHANSEN, 1940) para compostos fenélicos e lugol para identificacdo
de amido (BERLYN & MIKSCHE, 1976). Todas as Iaminas foram
analisadas em fotomicroscOpio descrito acima.

2.4 Delineamento experimental
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Os tratamentos realizados foram: T1) 401 ppm de CO; e
temperatura ambiente (temperatura média: 21,67+0,08) (controle); T2)
401 ppm de CO; e temperatura elevada (cerca de 3°C acima da
temperatura ambiente) (temperatura média: 23,09+0,10); T3) 689 ppm de
CO; e temperatura ambiente; T4) 689 ppm de CO; e temperatura elevada
(cerca de 3°C acima da temperatura ambiente). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e nove
repeticdes, cada repeticdo constituida por duas mudas, totalizando 18
plantas (individuos) por tratamento.

2.5 Analises Estatisticas

O teste T foi utilizado para testar a diferenca significativa entre
os dados abidticos medidos durante o experimento. O modelo linear
generalizado (GLM) foi utilizado para testar as hip6teses de tamanho da
area e densidade dos tricomas entre os tratamento e o modelo linear
generalizado misto (GLMM) foi utilizado para testar as hipdteses
referentes aos dados de estdmatos e tecidos da lamina. Todos os testes
foram realizados com nivel de significancia 5% e intervalo de confianga
95%, para tal testes foi utilizado o programa estatistico R.

3. RESULTADOS
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3.1 Areafoliar

A érea foliar foi significativamente maior nos tratamentos com
temperatura elevada (T2 e T4), sendo que o fator CO, ndo apresentou
diferenca significativa para esse parametro (Fig. 3).
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Tratamentos

Figura 3. Valores médios e erro padrdo, da area foliar de Seemannia sylvatica
submetidas aos diferentes tratamentos. T1 (controle); T2: 1T/(a)COy; T3:
(a)T/1CO; T4: 1T/1CO,. (a) ambiente.

3.2 Epiderme

Em vista frontal as células epidérmicas apresentam paredes com contorno
sinuoso em ambas as faces, porém com sinuosidade mais acentuada na
face abaxial (Fig. 4C, F, I, L; 4A-H). Observam-se ainda a presenca de
tricomas ndo glandulares e tricomas glandulares em ambas as faces (Fig.
4A-L; Figura 6A-H). Os tricomas tectores s80 unisseriados,
pluricelulares, com duas a trés células e base multicelular (Fig. 6A, C, E,
G; 7C-F, L). Os tricomas glandulares sdo do tipo capitado com pedinculo
bisseriado curto e cabega secretora com uma a quatro células (Fig. 6B, D,
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F, H). A folha é hipoestomatica com estbmatos anomociticos (Fig. 4C, F,
I, L; 5A-H).

Face adaxial

Face abaxial Face abaxial
: !

TI
(controle)

Figura 4. A-L. Eletromicrografia da folha de Seemannia sylvatica sob diferentes
tratamentos. Observam-se tricomas tectores (Tt), glandulares (Tg) e estdmatos
(Es).
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Figura 5. A-H Vista frontal da face abaxial da folha de Seemannia sylvatica
submetida a diferentes tratamentos. Observam células epidérmicas comuns com

paredes sinuosas e estbmatos anomociticos (es).



Tricoma Tector

Tricoma Glandular

(controle)

Figura 6. A-H Eletromicrografias da folha de Seemannia sylvatica submetida

a diferentes tratamentos. A-C; F-G. Epiderme abaxial. D-E, H. Epiderme
adaxial.
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A analise da densidade dos tricomas em ambas as faces (Tabela
3) indicou que ndo houve diferenca significativa entre os fatores
temperatura e CO, com excecao dos tricomas glandulares da face abaxial,
0s quais foram significativamente mais abundantes em temperatura
elevada e interagdo da temperatura e CO; elevados.
Tabela 3. Valores médios e erro padrao da densidade de tricomas de Seemannia
sylvatica em ambas as faces foliares submetidas aos diferentes tratamentos.
Medidos em nimero/mm2,

T1 T2 T3 T4
(controle)  (T1, CO2 (T (a), (T,
(@) CO21) CO21)

Tricoma 10,57 + 9,88+191 9,75+0,95 14+1,55
tector adaxial 1,25
Tricoma 15,7 + 14,55 + 14,6 + 1,97 19,13 +
glandular 2,26 1,84 2,15
adaxial
Tricoma 12,63 + 17,16 + 10,07 £ 0,99 17,44 +
tector abaxial 1,22 1,85 3,4
Tricoma 4563 + 27,09 + 4788 +6,44 65,03+
glandular 4,6 2,73 4,44
abaxial

(a) ambiente.

O estudo quantitativo dos estdmatos pode ser observado na tabela
4. O maior didmetro polar (DPOE) significativo foi observado em
temperatura elevada, seguido pelo tratamento com elevado CO; e
interacdo de ambos. O maior didmetro equatorial (DEQE) significativo
ocorreu em elevado CO; e elevada temperatura, seguido da interagao de
ambos os fatores. Os didmetros diferiram significativamente em tamanho
para ambos os fatores, bem como a juncdo deles. A razdo estomatica
mostrou variagdo significativa em temperatura elevada, bem como em
CO:elevado, porém a interagdo dos dois fatores ndo mostrou variagdo. A
temperatura elevada causou maior aumento significativo no indice
estomatico seguido pelo tratamento com interacdo entre os dois fatores e
depois pelo tratamento com elevacéo de CO». A densidade estomatica foi
significativamente maior no controle, sequida pelo tratamento com
aumento de temperatura, interacdo dos fatores e elevado CO..
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Tabela 4. Valores médios e erro padrdo dos parametros estomaticos da folha de
Seemannia sylvatica submetidas aos diferentes tratamentos.

T1 T2 T3 T4
(controle) (T1,CO2 (T (a), CO2 (Tt
(a)) M CO21)
DPOE (um) 18,51 +0,16 23,01+ 22+0,16 22+0,17
0,23
DEQE (um)  16,2+0,13 19,63 + 19,82 + 18,83 +
0,18 0,14 0,15
RE (um) 1,15 + 0,009 1,18 + 1,12 + 1,18 +
0,009 0,009 0,01
IE (%) 16,27 £ 1,15 25,99 + 19,55 + 21,83+
1,39 1,21 1,87
DE (n°/mm?) 37,6 +1,15 31,28+ 23,92 + 29,52 +
1,39 1,21 1,87
NCEP 97,32 +2,09 4424+  486+0,84 5248+
(n°/mmg2) 0,83 2,26

(a) ambiente; DPOE diametro polar dos estdmatos; DEQE diametro equatorial
dos estbmatos; RE razdo estomatica; IE indice estoméatico; DE densidade
estomatica; NCEP nimero de células epidérmicas.

3.4. Lamina foliar

Em secc¢do transversal da regido mediana da folha de S. sylvatica
(Fig. 7A-L), em todos os tratamentos, observam-se a epiderme
esporadicamente biestratificada na face adaxial e uniestratificada na face
abaxial, com paredes finas e cuticula delgada em ambas as faces (Fig. 7A-
L). As células epidérmicas da face adaxial sdo quadradas e maiores,
apresentando caracteristicas de tecido com reserva de agua, em relacdo
aquelas da face abaxial, as quais sdo retangulares e achatadas (Fig. 7B,
E), nestas observam-se os estdmatos localizados no mesmo nivel das
demais células epidérmicas (Fig. 7B, H, K). Observam-se também, em
ambas as faces, tricomas tectores e tricomas glandulares (Fig. 6D-F),
chama-se atencdo a base pluricelular dos tricomas tectores (Fig. 7C-D, F).
O mesofilo é dorsiventral, com uma a duas camadas de parénquima
palicadico de células pouco alongadas e cerca de cinco a sete camadas de
parénguima esponjoso com espagos intercelulares conspicuos. Os feixes
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vasculares sdo colaterais de pequeno calibre (Fig. 7D, J). A nervura
mediana é plana adaxialmente e convexa abaxialmente (Fig. 7C, F, L). A
regido pode parecer adaxialmente convexa quando visualizada a base
multicelular de tricomas ndo glandulares (Fig. 71). Internamente a
epiderme da face abaxial hd presenca de colénquima anelar pouco
evidente. O sistema vascular é representado por um feixe colateral central
(Fig. 7C, F, L), que pode ser visualizado se dividindo e originando as
nervuras laterais (Fig. 71).

Os testes histoquimicos para detec¢do de amido, compostos de
origem lipofilica e compostos fendlicos foram negativos para todos o0s
tratamentos.
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1
(controle)

T2

AT/ (a) Co,

T4
AT/ A Co,

Figura 7. A-L Secces transversais de folhas de Seemannia sylvatica
submetidas a diferentes tratamentos. Observam-se epiderme unisseriada,
mesofilo dorsiventral, estdmatos, tricomas, Nervura mediana central com feixe
vascular colateral C; F; I; L com feixe vascular colateral. ED: epiderme da face
adaxial; EB: epiderme da face abaxial; ES: estdmato; FV: feixe vascular; PE:
parénquima esponjoso; PP: parénquima pali¢adico; TG: tricoma glandular;
seta: base do tricoma tector; asterisco: espagos intercelulares.
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A analise quantitativa dos tecidos constituintes da lamina foliar,
nos diferentes tratamentos, podem ser observadas na tabela 5. Observam-
se 0s maiores valores para todos os parametros analisados no tratamento
com CO; elevado, seguido pelo tratamento com a interacdo de CO; e
temperatura elevados, o0s quais obtiveram os segundos valores mais altos.
Chama-se atencdo para o tratamento com elevada temperatura, onde 0s
valores dos pardmetros foram sempre menores, exceto para a espessura
do parénquima esponjoso, cujo menor valor apresentado foi no tratamento
controle. Todos os pardmetros analisados diferiram significativamente
(p< 0,05) para ambos os fatores e também para a interacdo deles, com
excecdo da espessura epiderme abaxial (EEAB), a qual ndo diferiu
significativamente na interacdo de temperatura e CO; elevados.

Tabela 5. Valores médios e erro padrdo dos parametros anatdmicos foliares de
Seemannia sylvatica submetidas aos diferentes tratamentos.

T1 T2 T3 T4
(controle) (T1, CO2 (T amb, (T1 CO21)
amb) CO21)
EEAD 4381 +0,51 38,18 + 58,45 + 4421 +
(1m) 0,79 1,36 0,63
EEAB 15,39 £ 0,35 13,17 + 20,65 + 15,7 +
(1m) 0,26 0,52 0,41
EPP (um) 38,7+0,79 35,76 = 55,17+ 1 448 +
0,81 0,69
EPE (um) 80,59 + 1,58 107,78 111,15+ 118,52 +
1,7 2,42 2,38
EF (um) 1729+ 2,77 191,76 240,21 + 219,99 +
2,69 3,92 2,66

(amb) ambiente; EEAD espessura epiderme adaxial; EEAB espessura epiderme
abaxial; EPP espessura parénquima pali¢adico; EPE espessura parénquima
esponjoso; EF espessura da folha.



29

4. DISCUSSAO

O aumento da concentracdo de CO,, normalmente, estimula o
aumento da area foliar (FERRIS & TAYLOR, 1994; CEULEMANS et
al., 1995; MORISON & LAWLOR, 1999; NORBY etal., 1999; FERRIS
et al., 2001), assim como a taxa de desenvolvimento das plantas também
pode ser acelerada pelo aumento da temperatura em curtos periodos de
tempo (TAYLOR et al., 1994; MORISON & LAWLOR, 1999). Taylor
et al. (1994) observaram aumento da area foliar em concentracGes
elevadas de CO; devido a expansdo das células epidérmicas em
Sanguisorba minor e Plantago media. Entretanto, Pefiuelas & Matamala
(1990), Riikonen et al. (2008) e Riikonen et al. (2010) relatam auséncia
de alteracdo nos tamanhos das folhas sob alta concentracdo de CO..
Espécimes de S. sylvatica cultivadas em maior concentracdo de CO2 ndo
mostraram aumento da area foliar, entretanto, quando cultivadas em
temperatura elevada ou com ambos os fatores elevados, mostraram
aumento da area foliar, esse aumento foi acompanhado por diminuicao do
numero de células epidérmicas por campo, sugerindo que as células
epidérmicas nesses tratamentos tenham aumentado de tamanho,
aumentando a area foliar. De acordo com Andrade & Abreu (2007)
temperaturas elevadas geralmente estdo associadas a baixa umidade do
solo, limitando a expansao da area foliar, entretanto, no presente estudo a
disponibilidade hidrica diaria foi controlada, esse fatore pode ter
contribuido para o aumento da area foliar em S. sylvatica em temperatura
elevada.

Alguns estudos tem demonstrado que altas concentragdes de CO»
aumentam a espessura da folha (THOMAS & HARVEY, 1983;
CEULEMANS, 1997), devido ao aumento dos tecidos constituintes do
mesofilo, como a epiderme, hiperdeme e tecidos vasculares (LIN et al.,
2001) e também como aumento dos parénquimas (NORBY et al., 1999).
No presente estudo observa-se aumento da espessura total da folha
causado pelo aumento nas espessuras das células epidérmicas de ambas
as faces e no parénquima palicadico. A epiderme adaxial de S. sylvatica
apresenta células volumosas com paredes finas, as quais possivelmente
estdo relacionadas a reserva de agua, portanto, 0 aumento na espessura da
epiderme, também pode ser considerado uma estratégia para aumento da
reserva de agua, O parénquima palicadico e o esponjoso sdo tipos de
parénquima clorofiliano, os quais tem como principal fungdo a
fotossintese, seu aumento pode estar relacionado ao aumento na taxa
fotossintética, como observado em plantas submetidas a maiores
concentragcbes de CO. (AIDAR et al., 2002; LIMA et al., 2003;
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GRANDIS et al., 2010; MORTARI, 2012, XU et al., 2014). Lobo (2003),
apesar de ndo ter observado resultados significativos no aumento do
parénquima pali¢édico, constatou incremento de 46% na fotossintese das
plantas de soja cultivadas sob elevada concentra¢do de CO,. Segundo Lin
et al. (2001), que também observaram aumento da espessura das folhas
de Pinus silvestres, devido ao aumento da espessura do parénquima
clorofiliano, ap6s 4 anos de exposicdo ao enriquecimento com didxido de
carbono, as alteracdes nos tecidos do mesofilo influenciam nas alteracGes
fisioldgicas das plantas. Desta forma, a maior disponibilidade de CO2
favorece o0 maior desenvolvimento do parénquima clorofiliano bem como
da taxa fotossintética, como observado em folhas de S. sylvatica.
VariacBes na densidade estomatica podem estar relacionadas ao
aumento da concentracédo de didxido de carbono, bem como alteragdes na
temperatura (FERNANDEZ et al., 1998; BEERLING & CHALONER,
1993). Muitos autores relatam diminui¢do da densidade estomatica em
plantas submetidas ao aumento da concentragdo de CO2 (WOODWARD
1987; MALONE et al., 1993; PENUELAS & MATAMALA, 1999; LIN
etal., 2001; HETHERINGTON & WOODWARD, 2003; PAOLETTI &
GRULKE, 2005; MACHADO, 2007), como observado no presente
estudo. Entretanto, para as espécies Pinus bankasiana e P. pinaster foi
relatado 0o aumento da densidade estomética sob elevada concentragéo de
CO, (STEWART & HODDINOTT, 1993; GUEHL et al., 1994) e em
Betula papyrifera (RIIKONEN et al., 2010) ndo ha mudanca na densidade
estomatica sob elevados niveis de CO,. A densidade estomética esta
relacionada as trocas gasosas, a condutancia estomatica e também a
eficiéncia do uso da agua (LUOMALA et al., 2005; WOODWARD &
BAZZAZ, 1988). Embora ndo tenhamos medido a condutancia
estomatica nesse estudo, seu efeito, relatado por outros autores, € que esta
diminui em altas concentracbes de CO;, a qual geralmente vem
acompanhada do aumento da taxa fotossintética (DRAKE et al., 1997;
AINSWORTH & ROGERS, 2007; MORTARI, 2012). Para Lin et al
(2001) e Wang & Kellomaki (1997) as mudancas paralelas na redugdo da
densidade estomatica e da condutancia estomatica podem ter
consequéncias importantes na resposta da planta ao estresse hidrico sob
elevados niveis de CO2, j& que a concentragdo elevada de CO2 ou a
combinacdo de CO- e temperatura elevados elevam em média, de 50 e
30% na eficiéncia do uso da agua, respectivamente, em folhas de Pinnus
silvestris L. (WANG & KELLOMAKI, 1997). O enriquecimento de CO;
aumenta a sua disponibilidade em relagdo a agua, portanto, a reducédo da
condutancia estomatica € um fator regulatério, ja que o aumento de CO;
reduz os esforcos para aquisicdo da mesma (FIELD et al., 1995). A menor
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guantidade de estdbmatos na presenca de alta concentragdo de CO,, pode
ser explicado pelo aumento no tamanho das células epidérmicas
(CEULEMANS et al., 1995; LIN et al., 2001), em S. sylvatica também
foi observado a diminuicdo do nimero de estdmatos em COelevado com
diminuicdo do nimero de células epidérmicas por campo, sugerindo
aumento no tamanho das células epidérmicas.

A temperatura é um fator de grande relevancia para a
configuracdo da anatomia dos estdmatos (PANDEY et al, 2007), em S.
sylvatica os estdbmatos foram mais largos e mais compridos com elevada
temperatura, também apresentando o maior indice estomatico nessa
mesma condicéo, o tamanho do estdmato relaciona-se com a transpiracéo
na planta, se a temperatura aumenta a transpiracdo se eleva, sendo
sensiveis também ao aumento de CO, (MORISON & LAWLOR, 1999;
VIEIRA et al., 2010), podendo esse fator ser um mecanismo de
resfriamento para a planta. A razdo estomatica foi significativamente
diferente em alta concentracdo de CO, e em elevada temperatura,
corroborando o trabalho realizado por Alves et al. (2001), o qual
observaram em Tradescantia (clone hibrido 4430) que os estdmatos da
face abaxial sdo maiores em ambientes poluidos quando comparados ao
controle, porém ndo obtiveram mudancas significativas no indice
estomético. Concluimos que S. sylvatica apresentou mudangas
significativas na configuracdo de sua anatomia estomética frente as
condicdes impostas de alta temperatura.

Em S. sylvatica ndo houve alteracéo significativa na quantidade
de tricomas tectores nos tratamentos analisados. A literatura relata
diferentes resultados em plantas submetidas a altas concentracdes de CO»,
como em Betula papyrifera e Asclepias syriaca as quais ndo mostram
variagdo de tricomas (RIIKONEN et al, 2010; VANNETTE & HUNTER,
2011), Brassica nigra (TRAW & DAWSON, 2002) em e B. rapa
(KAROWE & GRUBB, 2011) a qual mostra aumento da densidade de
tricomas ou ainda como em Arabidopsis thaliana que diminui a densidade
de tricomas com elevados niveis de diéxido de carbono (BIDART-
BOUZAT et al., 2005; LAKE & WADE, 2009). Em S. sylvatica
observamos aumento de tricomas glandulares na face abaxial em elevada
temperatura e na interacdo dos fatores temperatura e CO; elevados. Os
tricomas podem reduzir a ovoposi¢do, crescimento e sobrevivéncia de
insetos herbivoros, funcionando como uma defesa mecénica e quimica
para a planta (SIMMONS & GURR, 2005; PLETT et al, 2010). Karowe
& Grubb (2011) relatam ainda que em B. rapa 0 CO; elevado aumenta a
densidade de tricomas, aumentando a defesa mecénica, entretanto,
diminuem as defesas quimicas, os fendlicos. S. sylvatica ndo apresentou
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reacdo positiva para compostos fendlicos nos tratamentos analisados.
Segundo os mesmo autores acima citados, essas variacdes de respostas no
nimero de tricomas sob elevadas concentracdes de CO, devem
permanecer em estudos, como assunto de alta relevancia.

Os resultados revelam que a folha de S. sylvatica é sensivel ao
aumento da temperatura e ao aumento da concentracdo de CO, mostrando
variacdo na estrutura anatdmica das folhas como: aumento da area foliar
e na densidade de tricomas glandulares da face abaxial; reducdo da
densidade estomatica; aumento da espessura da folha, devido ao aumento
da espessura da epiderme e parénquima palicadico e esponjoso.
Entretanto, ndo mostra varia¢do na densidade de tricomas tectores. Tais
variacOes possivelmente estdo compensando a atmosfera futura e estdo
permitindo a sobrevivéncia da referida espécie. Os resultados aqui
apresentados sugerem a continuagdo dos estudos anatdmicos sob
condi¢des de clima futuro, para entender como as diversas espécies irdo
se comportam frente as mudancas climaticas.
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