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RESUMO

A pimenta biquinho (Capsicum chinense Jacq.), € uma cultura que desempenha um
papel de destaque no ambito cultural, gastronémico e econdémico no Brasil. No
entanto, a salinidade € um grande problema que acomete diversas areas de cultivo
irrigado. Dessa maneira, vem sendo utilizadas tecnologias como forma de mitigar o
estresse salino, como é o caso da aplicacdo de prolina. Neste contexto, o objetivo foi
testar os efeitos da aplicacdo exdgena de prolina na fisiologia, crescimento e
anatomia de plantas de pimenta biquinho cultivadas sob estresse salino. O trabalho
foi dividido em dois capitulos. Para isso, foi realizado um experimento com
delineamento em blocos casualizados em esquema fatorial incompleto 5 x 5 foi
utilizado. Os tratamentos foram a combinacdo de cinco niveis de salinidades da
agua de irrigacdo (0,50; 1,3; 3,25; 5,2 e 6,0 dS m?) e cinco doses de prolina (0,0;
2,90; 10; 17,09 e 20 mM). No capitulo | avaliou-se o efeito da prolina exégena sob o
crescimento e a ecofisiologia de pimenta biquinho irrigadas com &gua salina foi
estudado. A irrigacdo com agua de 0,5 dS m proporcionou maior crescimento das
plantas de pimenta. Plantas irrigadas com salinidade média (2,71 e 3,25 dS mY),
aliada a aplicacdo de baixas doses de prolina (0,0 e 5,5 mM), apresentaram maior
fotossintese liquida, transpiracdo, eficiéncia intrinseca de carboxilacdo, eficiéncia
intrinseca do uso da agua, clorofila a e b, extravasamento de eletrélitos e conteudo
relativo de &gua. No capitulo II, caracterizou-se anatomicamente 0s 0Orgaos
vegetativos de pimenta. As caracteristicas estruturais dos 6rgdos vegetativos de
pimenta biquinho foram comuns as de espécies da familia Solanaceae. Foram
identificadas caracteristicas anatébmicas que auxiliam na otimizacdo da captacado de
luz, como células convexas nas epidermes do caule e folha, e foram observados
estbmatos localizados acima do revestimento da cuticula, caracteristica relacionada
a uma maior perda de 4gua pela planta.

Palavras-chaves: pimenta biquinho; estresse salino; osmorregulador; fotossintese;
caracteristicas estruturais.



ABSTRACT

The pout pepper (Capsicum chinense Jacq.) is a crop that plays a prominent role in
the cultural, gastronomic and economic spheres in Brazil. However, salinity is a major
problem that affects several areas of irrigated cultivation. In this way, technologies
have been used as a way to mitigate salt stress, as is the case with the application of
proline. In this context, the objective was to test the effects of exogenous application
of proline on the physiology, growth and anatomy of pout pepper plants cultivated
under saline stress. The work was divided into two chapters. For this, an experiment
was carried out with a randomized block design in a 5 x 5 incomplete factorial
scheme. The treatments were a combination of five salinity levels of irrigation water
(0.50; 1.3; 3.25; 5.2 and 6.0 dS m) and five doses of proline (0.0; 2 .90; 10; 17.09
and 20 mM). In chapter I, the effect of exogenous proline on the growth and
ecophysiology of pout pepper irrigated with saline water was studied. Irrigation with
water of 0.5 dS m provided greater growth of pepper plants. Plants irrigated with
medium salinity (2.71 and 3.25 dS mt), combined with the application of low doses of
proline (0.0 and 5.5 mM), showed greater net photosynthesis, transpiration, intrinsic
carboxylation efficiency, intrinsic efficiency of water use, chlorophyll a and b,
electrolyte extravasation and relative water content. In chapter Il, the vegetative
organs of pepper were anatomically characterized. The structural characteristics of
the vegetative organs of pout pepper were common to those of species from the
Solanaceae family. Anatomical characteristics that help optimize light capture were
identified, such as convex cells in the epidermis of the stem and leaf, and stomata
were also observed located above the cuticle lining, a characteristic related to greater
water loss by the plant.

Keywords: pout pepper; saline stress; osmoregulatory; photosynthesis; structural

characteristics.
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1 INTRODUCAO GERAL

A salinizacdo € um dos grandes entraves que afeta diversas areas irrigadas,
especialmente devido a utilizacdo de agua com restricdo de uso, com altos teores de
sais (SILVA e DIAS, 2020). Estima-se que em todo o planeta Terra exista
aproximadamente 933 milhdes de hectares de solos salinizados, sendo o Brasil um
pais que apresenta cerca de 25% da area designada para culturas irrigadas com a
presenca desse problema (PEDROTTI et al., 2015).

Assim, nota-se um obstaculo a ser enfrentado pelas plantas, visto o excesso de
sais ocaionar o estresse salino e por consequéncia levar a uma severa diminuicao
do crescimento e rendimento da planta, danificando a fotossintese, composicéo
mineral e absorcdo de nutrientes primordiais, além de ocasionar desequilibrio ou
toxicidade ionica, de modo que a presenca excessiva de Na* impacta de forma
negativa no influxo intracelular de K* (BEKHRADI at al., 2015; MISBAH et al., 2022).

Niveis elevados de salinidade afetam 7% das areas terrestres totais do planeta,
em que os impactos ocasionam perda econ6mica de US$ 27,2 bilhdes por ano
(YANG e SUN, 2020). Alem disso, estima-se que a salinidade afetar4 mais de 30%
das areas agricultaveis globais até meados de 2050 (HASNAIN et al., 2022). O
estresse salino impacta o desenvolvimento vegetal por desencadear -efeitos
primarios (fechamento estomatico) e secundarios (estresse hidrico e oxidativo,
toxicidade ibnica, redugdo da divisao e expanséo celular) (FENG et al., 2020; WANI
et al., 2020).

Assim sendo, estresse salino afeta as plantas de diversas maneiras, visto que a
concentracdo toxica de um unico nutriente ocasiona diminuicdo no rendimento da
cultura (SALEEM et al., 2020). Além disso, durante o estresse as plantas tendem em
ativar mecanismos fisiolégicos e bioquimicos que alteram a morfologia, anatomia,
relacBes hidricas, sintese proteica, metabolismo primério e secundario, como a
resposta do metabolismo antioxidante (EL SABAGH et al., 2020). Assim, devido as
implicacdes deletérias ocasionadas pela salinidade as plantas, se elevou nos ultimos
anos a procura por alternativas que possam reduzir tais efeitos. Dentre as diversas
maneiras utilizadas, destaca-se o uso de prolina, considerado um aminoacido
proteinogénico osmoticamente ativo que atua como indicador para o estresse salino
(KISHOR et al., 2015; MISBAH et al., 2022).
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A prolina, um forte antioxidante nao enzimatico, inibe a morte celular
programada e os efeitos de EROs (epecies reativas de oxigénio), € acumulada em
vegetais que sofrem por estresses como a sanilidade (KHANNA-CHOPRA et al.,
2019). Assim, a prolina desempenha papel importante como osmodlito, ajudando a
estabilizar as estruturas subcelulares das plantas e atuando como quelante de
metais, eliminando as EROs, melhorando a atividade fotossintética e nutricdo
mineral, reduzindo o efeito de ions toxicos (ZOUARI et al.,, 2019; DOGOY et al.,
2022). Ainda, produz o aceptor de elétrons NADP+, reduzindo a sobrecarga nos
fotossistemas e reduzindo a fotoinibicdo (REJEB et al., 2014).

No entanto, ainda ha uma lacuna de conhecimento sobre a compreensdo dos
efeitos de prolina como mitigador dos impactos do estresse salino no cultivo de
pimenta biquinho (Capsicum chinense Jacg.). Rica em nutrientes e compostos
bioativos, como a vitamina C, carotendides, capsaicindides e composi¢ées minerais,
esta espécie € considerada uma espécie de elevada importancia -cultural,
gastronbmica e econdmica, além de ser alto o seu potencial de exportacdo e
industrializagdo (CHEN et al., 2022). Quanto ao efeito da prolina como atenuante da
salinidade nos cultivos de pimenta, na literatura séo citados trabalhos que fazem uso
desse recurso para combater os efeitos osmoéticos, tdéxicos e oxidativos que a
salinidade causa em plantas de pimenta do mesmo género (AL-TAEY, 2017,
RASOULI et al., 2022). Contudo, investigagbes sob uma dose ideal em um
determinado nivel salino sdo necessarias.

No Nordeste do Brasil o cutivo de pimenta biquinho é afetado pela escassez
local de agua por intermédio de chuvas irregulares na regido, como as elevadas
taxas de evapotranspiracédo, fazendo com que o uso de agua salobra seja a unica
alternativa para a irrigacdo (GOMES FILHO et al., 2021; BIONE et al., 2021). Com
base nessas questdes, estudos que analisem o potencial da prolina no crescimento
e desenvolvimento de pimenta sdo necessarios, de maneira a fornecer subsidios a
produtores de regides onde a salinidade € o principal desafio de producéo.

Portanto, o objetivo desta revisdo é mostrar as recentes descobertas a respeito
do efeito atenuante da prolina na cultura da pimenta (Capsicum chinense) submetida
ao estresse salino e enfatizar a importancia do estudo da caractetizagdo anatdémica

dessa espécie.



18

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SALINIDADE: EFEITOS ADVERSOS NO SOLO E NA PLANTA

O solo é um recurso essencial do ecossistema terrestre, sendo o principal
substrato de uso para as plantas, ajudando na disseminacéo e desenvolvimento do
vegetal, oferecendo, assim, um meio de alimentar a populacdo global que cresce de
forma continua, com perspectivas populacionais de 9,8 bilh6es de pessoas até
meados de 2050 (ONU, 2022). Entretanto, o excesso de sais em sua estrutura o
torna salino, tornando-se prejudicial ao cultivo das culturas agricolas, o que prejudica
a saude do ambiente com a perda de fertilidade e modificagdes nas propriedades
quimicas e fisicas, afetando diretamente a zona radicular das plantas (DIAZ et al.,
2021; FU et al., 2020).

A salinidade reduz a producédo e o crescimento das plantas, especialmente,
por provocar efeitos secundarios como o estresse hidrico e oxidativo, expansao
cellular, toxicidade ibnica e atraso em processos metabolicos (FENG et al., 2020).
Por exemplo, o fechamento dos estbmatos € uma resposta primaria do vegetal sob
condicbes de estresse, diminuendo a perda de agua por transpiracdo e reduz a
absorcédo de COz, resultando no acumulo de EROs (WANI et al., 2020).

No solo, a salinizagdo inclui os solos salinos, alcalinos e salino-alcalinos,
difereciados pela Condutividade Elétrica (CE), Porcentagem de Sodio Trocavel
(PST) e Potencial Hidrogenibénico (pH). Os solos salinos apresentam valores de CE
de >4 dS m?, ESP <15 e pH <8,5, diferente dos alcalinos, que corresponde em <4
dS m? (CE), > 15 (ESP) e <8,5 (pH) (SEIFI et al., 2020). A salinizacdo é um
processo de ocorréncia secundaria ou natural, de modo que a secundaria diz
respeito a elevada concentracdo de sais no solo decorrentes de atividades
antropicas, especialmente fazendo uso de agua com restricdo de qualidade para fins
de irrigacdo em regibes com alta sazonalidade e ma drenagem (PENA et al., 2020).
Ja os naturais sdo aqueles que agem na prépria paisagem sem a acao do homem,
ocorrendo principalmente pelo intemperismo dos minerais e a intrusdo da agua do
mar (RAMOS et al., 2020).

A nivel mundial, o solo salino gera perdas agricolas anuais que podem chegar
a US$ 27,3 bilhdes, estando diretamente relacionado a dificuldade de germinacéo e

emergéncia das sementes, 0 que por consequéncia afeta no rendimento agricola e
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gualidade do solo e da agua, sendo de forma mais agravada em regides de clima
arido e semiarido, ocasionando degradacédo do solo (ZAMAN et al., 2018). Esses
entraves acometidos ao solo pela salinizagdo modificam o desenvolvimento da
planta, por meio do efeito do estresse osmotico que ocasiona restricio no
crescimento das raizes, caule, folhas e frutos (GORJI et al., 2016).

Dessa forma, a salinizacdo do solo tornou-se um obstaculo ambiental, sendo
responsavel por afetar a estabilidade do ambiente agricola e o progresso da
economia agricola (WANG et al., 2018). Pesquisas apontam que cerca de 930
milndes de hectares de terra se encontram sob ameacas da salinizacdo do solo
(WANG et al., 2020). Com isso, € necessario investir em pesquisas que abordem a
influéncia da salinidade do solo na sua estrutura e propriedades, de modo que seja
possivel o entendimento da reabilitacdo de solos salinos, bem como a superacéo
desses desafios (TANG et al., 2020).

Com o acréscimo dos teores de sais na agua de irrigacdo, os agregados do
solo sdo erradicados através de expansao e dispersdao de argila, ocorrendo por
intermédio do alargamento do espaco interlamelar entre as camadas duplas difusas
adjacentes (VELDE e MEUNIER, 2008). Em contraste, o método de agregacéo do
solo é submisso da concentracdo de sais presentes na solugdo do solo nas etapas
de umidificacdo e secagem (TANG et al., 2020). Assim, o0 solo salino intercepta na
atividade e composi¢cao microbiana do solo, interrompendo as atividades celulares e
ocasionando secagem e lise das células microbianas (LEOGRANDE e VITTI, 2019).

A salinidade € um mecanismo complexo que age de forma adversa nas
plantas, especialmente nas vias fisioldgicas e bioguimicas, com acumulo
abundaacumulando Na* e influenciando o efluxo de K* e Ca?* citosoélicos, que por
consequéncia, leva a um desequilibrio em sua homeostase celular, retardando o
crescimento da planta pela deficiéncia de nutrientes e provocando a morte celular
(AHANGER e AGARWAL, 2017).

Apesar da salinidade do solo ocasionar efeitos negativos nas plantas, seu
efeito inibitério € dependente de diversos fatores, como a concentracdo de sal e o
intervalo de tempo, espécies e variedades utilizadas, aptiddo de extincédo
fotoquimica, caracteristicas de troca gasosas e pigmentos fotossintéticos (KAMRAN
et al., 2019).
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Alguns cientistas (AHANGER e AGARWAL, 2017; SHAHVERDI et al., 2018)
constataram que a producdo de matéria seca bem como o atraso do crescimento
vegetal em solos prejudicados por sais podem estar sujeitos ao retardamento do
alongamento celular por meio do comprometimento direto das atividades de
proteinas de transporte, como H*-ATPase e H*-PPase. Estudos apontam que o solo
sob altas concentracdes de sais e consequentemente baixa eficiéncia de absorcao
de agua, tende a uma maior reducéo da area foliar em plantas, quando comparado
ao desenvolvimento das raizes, esse fato pode ser explicado devido a umidade do
solo que é preservada com o intuito de evitar a quantidade excessiva de sal soluvel
presente no solo (AHMADI et al., 2018).

Além disso, altos niveis de Na* nos vegetais ocasiona prejuizos na membrana
celular e organelas, acarretando diminuicdo significativa nas atividades fisiolégicas
da planta, como a taxa fotossintética liquida, condutancia estomética, taxa de
transpiracdo e CO: intracelular. Essas alteracées na fisiologia do vegetal podem
abranger o rompimento da membrana celular, desintoxicacdo as espécies reativas
de oxigénio (EROs) no citoplasma, uma taxa fotossintética diminuida e modificacbes
das enzimas antioxidantes (HUSSAIN et al., 2019).

Dessa forma, uma resposta de crescimento € originada em duas fases a
salinidade, em que a primeira resulta no efeito dos sais fora da planta, em que o sal
ainda presente no solo acarreta diminuicdo do crescimento nas folhas com maior
grau e em menor volume de agressao, afetando o crescimento das raizes (MUNNS,
2007). Na primeira fase, o Na* e ClI' ndo se concentram em grande quantidade nos
tecidos em desenvolvimento em concentracfes que inviabilizem o crescimento da
planta. Na segunda fase, por sua vez, € identificado a acéo tdxica do sal dentro da
planta, com alta absorcdo e acumulo nas folhas mais velhas através de transporte
continuo, originando transpiracdo vegetal e causando altas concentracdes de Na* e
Cl, chegando na morte das folhas (HERNANDEZ, 2019).

Limitar a reducado do rendimento agricola sob estresses abioticos, com énfase
no estresse salino, é um forte desafio da atualidade, de forma a sustentar a
seguranca alimentar. Com isso, diversas ferramentas foram construidas com
objetivo de diminuir de forma consideravel os efeitos adversos da salinidade sob as

plantas, como é o0 caso de osmoprotetores, que vém atraindo atencdo aos
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pesquisadores e produtores, apresentando elevada eficiéncia, facilidade de
manuseio e de baixo custo (HOSSEINIFARD et al., 2022).

2.2 OSMOPROTETORES

Os osmoprotetores conhecidos por solutos compativeis, sdo moléculas
organicas de pequeno tamanho, que agem como osmolitos e propiciam as plantas
maior capacidade de sobrevivéncia sob o estresse osmotico, como € o0 caso do
estresse salino, com papel fundamental em manter o turgor celular (HOSSAIN et al.,
2019).

A osmoprotecdo amplia de forma significativa o sistema de defesa
antioxidante, auxiliando na homeostase idnica celular, aumentando a biossintese e
acumulacdo de osmoprotetores diferentes, tais como, prolina, trealose e glicina
betaina no citoplasma, de modo a desempenhar funcdes celulares dentro da
normalidade (KUSALE et al., 2021). O estresse salino interfere no mecanismo de
ajuste osmotico, prejudicando assim, a capacidade especifica do vegetal na
producdo desses osmoprotetores. Aqui, apresentamos sistematicamente 0s

diferentes papéis da prolina na mitigagédo do estresse da salinidade nas plantas.

2.2.1 Prolina

A prolina é considerada um dos osmoprotetores mais estudado nas plantas,
sendo importante para garantir a sobrevivéncia dos vegetais quando submetidos a
estresses abioticos (GHOSH et al., 2022). Esse composto ja foi estudado em
detalhes por diversos pesquisadores (SHARMA et al., 2019; KHOMA et al., 2021,
GHOSH et al., 2022), elucidando seu papel no desempenho e tolerancia das plantas
em condi¢cdes ambientais desfavoraveis.

Além de acdo osmoprotetora, a prolina desempenha funcfes importantes
como antioxidante, reguladora de sinais e entre outras (SHARMA et al., 2019),
atuando de forma que combina as funcdes de um metabdlito sob estresse, assim
como considerado um composto presente na regulacdo de processos celulares a

adaptabilidade das plantas ao estresse atribuido (KHOMA et al., 2021).
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Dessa forma, mecanismos de sinalizacdo que incentive a sintese de prolina
por estresse em plantas, especialmente pela salinidade, engloba o acido abscisico,
ROS, ions de célcio e provavelmente desconhecidos mediadores de sinais
hormonais (PARKASH e SINGH, 2020).

A aplicacdo de forma exdgena de compostos de baixo peso molecular, como
€ 0 caso da prolina, tem a capacidade de diminuir os efeitos deletérios do estresse
salino em plantas, de forma que a planta comeca a tolerar esse tipo de estresse,
visto que as moléculas resgatam os vegetais e ocasiona uma regulacdo osmdtica
para elevar sua tolerancia (NOREEN et al., 2019). Esse aminoacido age como um
osmodlito, quelante de metais e ainda como ligantes, mantendo a estruturacdo das
membranas, previnindo o extravasamento de eletrdlitos e reduzindo o nivel de
espécies reativas de oxigénio, ajudando as plantas contra o estresse sofrido
(SHAHID et al., 2022).

Com isso, a prolina vem sendo estudada de forma abundante pelos
pesquisadores, especialmente aplicados exogenamente sob estresses abidticos,
mostrando potencial de uso para aperfeicoar os efeitos do estresse em diversas
culturas de interesse agricola, como é o caso da pimenta (OJEWUMI et al., 2022),
apresentando efeito protetor em relacéo a fosfolipidios, plasmalema, mitocondrias e
membranas plastidicas. Com base no exposto e nas pesquisas desenvolvidas com
uso de prolina nas plantas, entende-se que sua aplicacdo pode aliviar os efeitos
deletérios do estresse salino (KHALID et al., 2022).

Portanto, a aplicacéo de prolina pode desempenhar um papel importante na
mitigacao dos efeitos prejudiciais do estresse salino, representando uma abordagem

promissora para melhorar a produtividade e a resisténcia das culturas agricolas.

2.2.2 Estrutura e funcéo da prolina

A prolina € um aminoacido de estrutura ciclica, apresentando em seu arranjo
0 grupo amino secundario, distinguindo-se dos outros aminoacidos proteicos, sendo
considerada um dos osmoprotetores de maior eficacia e molécula sinalizadora, com
importante papel no metabolismo primario como aminoacidos livres e como
elemento de proteinas (KHALID et al., 2022).



23

Portanto, desperta o interesse dos pesquisadores, e varios estudos tém
mostrado uma correlacdo positiva entre o seu uso e a tolerancia das plantas ao
estresse abiotico., agindo como um elemento importante da resposta fisioldgica do
vegetal ao estresse, com acumulo podendo chegar ao citosol sem ocasionar efeitos
nocivos as ceélulas. Além disso, devido a sua capacidade de formar ligacdes de
hidrogénio, esse aminoacido é capaz de aumentar a estabilidade da proteina e
preservar a integridade da membrana, além de proteger as células e aumentar a
capacidade de absor¢cdo de agua e ativar enzimas (KHALID et al., 2022).

Esse osmoprotetor € um osmolito e também uma forte molécula antioxidante,
guelante de metais, estabilizante de proteinas, erradicador de ROS e por sua vez,
consegue inibir a morte celular programada (HOSSEINIFARD et al., 2022). O uso de
prolina de forma exdgena consegue garantir que a planta tenha turgescéncia da
célula mesmo em condicBes estressantes, protegendo o vegetal contra efeitos
prejudiciais, e atuando no aumento fotossintético, transpiracdo, condutancia
estomatica e antioxidants (ILYAS et al., 2020; KHALID et al., 2022).

Em resumo, a prolina desempenha papéis importantes como osmoprotetor,
molécula sinalizadora e estabilizadora de proteinas nas plantas. Sua aplicacéo
exdgena pode proteger as células, aumentar a absorcdo de agua e promover o
crescimento em condicdes adversas. No entanto, seu uso deve ser controlado para

evitar efeitos toxicos indesejados.

2.2.3 Metabolismo da prolina e regulacao durante o estresse

As plantas tém a capacidade de desempenhar tolerancia ao estresse salino
por meio da adptacdo do seu metabolismo para protecdo dos processos celulares
primordiais, dentre estes, se enquadram a fotossintese e a respiracdo (SAFDAR et
al., 2019). Esses aparatos agem em sinergia modificando os metabolismos e
impulsionando novas vias bioquimicas, além de estimular a sintese de compostos
guimicos, podendo se encontrar ausentes ou presentes em reduzidas concentracdes
antes do estresse acontecer (ACOSTA-MOTOS et al., 2017).

O conteudo celular de prolina é regulado pelo equilibrio entre a biossintese e
a degradacao, que formam um ciclo com o glutamato como principal fonte da
biossintese da prolina e produto do seu catabolismo (SZABADOS e SAVOURE,
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2010). Nas plantas, a prolina ocorre principalmente através da via do &acido
glutdmico, um aminoacido comum nas plantas, sendo convertido em pirrolina-5-
carboxilato (P5C), posteriormente, reduzido a prolina pela acdo da enzima pirrolina-
5-carboxilato redutase (P5CR). A degradacdo de proteinas abundantes também
pode contribuir para o acumulo de prolina em condi¢cdes de estresse ou alimentar a
respiracdo mitocondrial apos a senescéncia (BATISTA-SILVA et al., 2019; LAUNAY
et al., 2019).

Nas plantas, a via biossintética derivada do glutamato é dominante e é
composta por duas etapas consecutivas. Primeiro, a enzima bifuncional A 1A -
pirrolina-carboxilato sintetase (P5CS) reduz o glutamato a glutamato semialdeido
(GSA), que é espontaneamente convertido em pirrolina-5-carboxilato (P5C), o
intermediario comum no metabolismo da prolina e daornitina.O P5C é
subsequentemente reduzido a prolina pela P5C redutase (P5CR). Na maioria das
plantas, o P5CS € codificado por dois genes, com regulacdo transcricional
notavelmente diferente. PSCR, que € codificado por um Unico gene em plantas,
converte P5C em prolina usando preferencialmente NADPH como doador de
elétrons (ALVAREZ et al., 2022). Alternativamente, a prolina pode ser sintetizada a
partir da ornitina pela ornitina d-aminotransferase (OAT), gerando P5C, que por sua
vez pode ser convertida em prolina.

O catabolismo da prolina ocorre na mitocondria e compreende duas etapas
oxidativas, mediadas sucessivamente pelas enzimas limitadoras de velocidade
prolina desidrogenase (ProDH) e P5C desidrogenase (P5CDH). Em plantas, o
ProDH é codificado por dois genes, com diferentes perfis de expressédo temporais,
espaciais e dependentes do estresse e fungBes bioldégicas ndo redundantes
(SERVET et al., 2012; CABASSA-HOURTON et al., 2016; RIZZI et al., 2017)

O potencial do metabolismo da prolina para levar a formacdo de ROS foi
retratado como uma atividade de estimulo para a morte celular programada em
vegetais, com papéis contrastantes da prolina na defesa vegetal peculiares de
moléculas redox, que tende a dirigir reacdes redox em vias oxidativas e redutivas, de
modo a depender do contexto fisiolégico (FURLAN et al., 2020). E imprescindivel
compreender a natureza da prolina, se expressando por sua alta complexidade, bem

como seu metabolismo na fisiologia do estresse (FICHMAN et al., 2015). Com isso,
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estudos conciliando esses comportamentos no contexto do estresse as plantas

revelam novos conhecimentos essenciais.

2.2.4 Efeito da prolina contra o estresse de salinidade

A aplicacdo de prolina de forma exdgena confere as plantas o0 aumento da
clorofila, conteudo relativo de agua, transpiracdo e condutancia estomatica para
mitigar o estresse ocasionado pelas altas concentracdes de sais no solo (KHALID et
al.,, 2022). Em uma espécie de Capsicum (C. annum), uma pulverizacéo de 0,8 mM
de prolina aumentou a tolerancia ao sal nos genotipos testados, melhorando o
crescimento, producéo de frutos, relagdes hidricas e as trocas gasosas de plantas
sob estresse salino (BUTT et al., 2020).

Em dois gendtipos de pimenta (C. annuum L.), a aplicagcdo de prolina exdgena
com 0,8 nM aumentou o crescimento, atributos fisioldgicos, idnicos e bioquimicos em
ambos 0s genodtipos testados, apesar das condi¢cfes salinas (BUTT et al., 2016).
Dessa forma, a prolina demonstra estimular o crescimento, caracteristicas fisico-
guimicas e anatomicas das plantas, de modo que quando aplicado via folha em
culturas suscetiveis ao estresse salino, esse aminoacido ajuda no estimulo as
propriedades fisiologicas do vegetal.

Além disso, o uso de prolina exdégena via foliar regula a expressdo de
diversos genes associados a enzimas antioxidantes sob condicfes de estresse por
salinidade, em que dentre esses genes, a l-pirrolina-5-carboxilato sintetase é
causador pela regulacéo positiva do acumulo de prolina impulsionado pelo estresse
salino (KIM e NAM, 2013). Estudos recentes mostram que 0 uso de tratamentos
exégenos de prolina para combater o estresse pela salinidade nas plantacées vém
sendo relevantes (ORSINI et al., 2018; RADY et al., 2019; FREITAS et al., 2019; EL
MOUKHTARI et al., 2020; HOSSEINIFARD et al., 2022), favorecendo o vegetal em
toda a sua estrutura através da atenuacdo do estresse, aumentando ainda a fixacao
de carbono e teores de nitrogénio (KHALID et al., 2022).

Em suma, a aplicacdo exdégena de prolina beneficia as plantas, aumentando a
clorofila, conteddo de agua e trocas gasosas para enfrentar o estresse salino.

Estudos em Capsicum evidenciam melhorias no crescimento e producao de frutos,
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no entanto, é importante avaliar os efeitos dessa aplicacdo especifica na espécie

Capsicum chinense.

2.3 PIMENTA (Capsicum chinense)

A pimenta-biquinho (Capsicum chinense Jacq.) € uma importante hortalica
cultivada pertencente a familia Solanaceae, amplamente consumida nas regides do
Brasil, principalmente no Norte e Nordeste, devido ao seu sabor e aroma atraentes
(BARBOZA et al., 2019; ASSIS et al., 2020). E uma cultura que se faz presente na
vida de diversos produtores, especialmente os pequenos e médios produtores,
alavancando uma fonte de renda e servindo como fonte de nutricdo (PERALTA-
CRUZ et al., 2021). Alem disso, essa cultura oferece boas oportunidades de
lucratividade, especialmente quando o produtor agrega valor por meio do
processamento, o que também contribui para a geracdo de empregos na agricultura
familiar (JESUS et al., 2020).

Alguns estudos elucidam vestigios arqueolégicos em plantas do género
Capsicum, sendo empregadas na alimentacdo das civilizagbes pertecentes ao
hemisfério Norte, desde meados de 7500 a.C., onde as pimentas ja eram utilizadas
como fonte pioneira de condimentos (AKYAVUZ et al., 2018). Quanto a origem das
espécies de Capsicum spp., ela esta localizada nas regides tropicais e subtropicais,
sendo de forma mais precisa entre ao sul do México e ao norte da amazbnia, com
chegada na Bolivia (VAZQUEZ-ESPINOSA et al., 2020).

As espécies do género Capsicum foram denominadas de “pimenta” por
apresentarem em sua estrutura frutos com sabor parecido ao de pimento-do-reino,
mesmo que exibissem atributos morfolégicos distintos (TRIPODI e KUMAR, 2019).
Assim, por expressar esses e outros motivos, como fonte de vitamina C,
bioflavanoides e compostos benéficos, essa cultura se faz presente na culinaria em
todo o mundo, disseminadas e conhecidas domesticamente (SMITH, 2015).

A classificacdo botanica do género Capsicum é pertencente a Divisdo
Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Ordem Sonales e Familia Solanaceae (THE
ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP et al., 2016; ALMEIDA et al., 2020). O género

Capsicum sdo formados por plantas herbaceas, subarbustivas e arbustivas, com
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tamanho que varia de 25 a 150 cm, apresentando elevado numero de ramos
(BARBOZA et al., 2020).

Essas espécies apresentam a formacdo de raizes do tipo pivotante, com
caules lenhosos ou semilenhosos e estrutura foliar lanceolada, apresentando ainda
frutos carnudos do tipo baga com variacfes intraespecificas e interespecificas e
sementes com diferentes tonalidades, podendo apresentar compostos como 0sS
capsainoides (ALMEIDA et al., 2020). Outro atributo desse género se encontra nas
flores hermafroditas com corolas que variam de estrelada a rotativas com coloracao
variada (CARRIZO GARCIA et al., 2016).

As pimentas se encontram entre uma das principais hortalicas cultivadas em
todo o mundo, com consumo que pode ser através de forma in natura ou
processada, podendo ser utilizada em forma de paprica, pastas, conservas, geleias,
molhos e entre outros derivados (FERRAZ et al., 2016).

A China é considerada o maior produtor de pimenta do género Capsicum,
com producdo de 12.656.804,92 toneladas (MACEDO et al., 2021). Assim, as
pimentas desse género apresentam expressiva relevancia a nivel mundial, tanto
economicamente quanto socialmente, com producdo mundial de Capsicum de 40,9
milhdes de toneladas, em uma area de cultivo de 3,8 milhdes de hectares, com
principais produtores destacados em China (45,3%), México (8,4%), Turquia (6,3%),
Indonésia (6,2%), india (4,6%), Espanha (3,1%), Nigéria (2,0%), Egito (1,9%),
Estados Unidos (1,7%), Argélia (1,6%) e Tunisia (1,1%) (PINTO e DONZELE, 2023).

No entanto, essa producéo pode ser reduzida a nivel drastico quando a planta
€ acometida a diferentes estresses abidticos durante o seu desenvolvimento, e
dentre estes, a salinidade se encontra como um fator que limita a producédo, sendo
importante fazer uso de variedades que sejam tolerantes ou resistentes ao estresse
salino. Pesquisas em trés espécies de pimenta do género Capsicum demonstraram
gue as espécies C. annuum, C. frutescense e C. chinense séo tolerantes a CEa de
até 1,78, 2,71 e 1,55 dS m' na fase de desenvolvimento inicial, respectivamente,
sendo a espécie C. frutescense mais tolerante ao estresse salino e C. chinense a
mais sensivel nas condicdes apresentadas (SA et al., 2019).

Em genoétipos de pimenta do género Capsicum, sob condi¢bes salinas, o
crescimento, rendimento e parametros fisioldgicos da planta de pimenta no nivel de

salinidade de 6 dS m, a cultivar 007F1 apresentou maior tolerancia ao estresse,
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com bom desempenho de crescimento, comprimento da raiz, peso seco da parte
aérea e da raiz, clorofila “a” e “b”, conteudo relativo de agua e peso do fruto
(AKHTAR et al., 2017). Nesse contexto, € importante considerar a avaliacao
fenotipicas das espécies do género Capsicum em relacdo a salinidade em ensaios
de campo, visando aumentar a producao de pimentas.

2.4 ANATOMIA E SUA IMPORTANCIA PARA IDENTIFICACAO DA ESPECIE

As espécies do género Capsicum apresentam diversos nomes populares,
como pimenta, pimenta doce, malagueta e pimentdo, 0s quais apresentam ricos
compostos bioativos e nutrientes importantes (MADALA e NUTAKKI et al., 2020). Os
frutos apresentam compostos distintos, como 6leos graxos, proteinas, minerais e
vitaminas (SONAWANE e SHINDE, 2021).

Este género apresenta 31 espécies, sendo a C. chinense uma das mais
estudadas no Brasil, como € o caso da espécie Biquinho (MARTINEZ et al., 2021).
Salienta-se que o género Capsicum expOe condi¢cbes distintas quanto ao fruto,
coloracdo, forma e sabor (SHARMA et al., 2021), e, dessa forma, o conhecimento
guanto a identificacdo da espécie se torna essencial.

Nesse sentido, o estudo da arquitetura da planta vem sendo utilizado de
forma ampla na taxonomia da familia Solanaceae (BIANCHI et al., 2020), visto que a
classificacdo correta das espécies € importante para gerenciar as colecbes de
germoplasma (DIAS et al., 2013). Contudo, o alto nimero de espécies desta familia

botanica torna-se a questao terminolédgica altamente complexa.
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3 CAPITULO 1| - FISIOLOGIA E CRESCIMENTO DE PLANTAS DE Capsicum
chinense EM RESPOSTA A SALINIDADE E APLICACAO DE PROLINA

RESUMO

A salinidade da agua é um estresse abibtico que afeta os processos fisiologicos,
crescimento e producédo das plantas. Contudo, o uso adequado de atenuadores
permite o uso de aguas salinas para fins agricolas, como é o caso da prolina
exogena. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da prolina exdgena sob
0 crescimento e a ecofisiologia de pimenta biquinho (Capsicum chinense Jacq.)
irrigadas com 4aguas salinas. Um delineamento experimental em blocos casualizados
em esquema fatorial incompleto 5 x 5 foi usado. Os tratamentos foram a combinacao
de cinco niveis de salinidade da agua de irrigacdo (0,50; 1,3; 3,25; 5,2 e 6,0 dS m™)
e cinco doses de prolina (0,0; 2,90; 10; 17,09 e 20 mM). As variaveis analisadas
foram crescimento, trocas gasosas, indices de clorofila, fluorescéncia da clorofila a
teor relativo de agua e extravasamento de eletrolitos. A irrigacdo com agua de 0,5
dS m* proporcionou maior crescimento das plantas de pimenta. Pimenteiras
irrigadas com salinidade média (2,71 e 3,25 dS m), aliada a aplicacédo de baixas
doses de prolina (0,0 e 5,5 mM), proporcionou aumento da fotossintese liquida,
transpiracdo, eficiéncia intrinseca de carboxilagdo, eficiéncia intrinseca do uso da
agua, clorofila a e b, extravasamento de eletrélitos e conteudo relativo de agua. A
prolina controla os efeitos deletérios da salinidade em pimenta biquinho, sendo
capaz de melhorar o desempenho fotossintético das plantas em salinidade
moderada.

Palavras-chave: estresse salino; pimenta; osmorregulador; fotossintese.
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ABSTRACT

Water salinity is an abiotic stress that affects the physiological processes, growth and
production of plants. However, the appropriate use of attenuators allows the use of
saline waters for agricultural purposes, as is the case with exogenous proline. Thus,
the objective of this work was to evaluate the effect of exogenous proline on the
growth and ecophysiology of biquinho pepper (Capsicum chinense Jacq.) irrigated
with saline water. An experimental design in randomized blocks in a 5 x 5 incomplete
factorial scheme was used. The treatments were a combination of five salinity levels
of irrigation water (0.50; 1.3; 3.25; 5.2 and 6.0 dS m-?) and five doses of proline (0.0;
2 .90; 10; 17.09 and 20 mM). The variables analyzed were growth, gas exchange,
chlorophyll indices, chlorophyll a fluorescence, relative water content and electrolyte
extravasation. Irrigation with water of 0.5 dS m-1 provided greater growth of pepper
plants. Pepper plants irrigated with medium salinity (2.71 and 3.25 dS m-!), combined
with the application of low doses of proline (0.0 and 5.5 mM), provided an increase in
net photosynthesis, transpiration, intrinsic carboxylation efficiency, intrinsic water use
efficiency, chlorophyll a and b, electrolyte extravasation and relative water content.
Proline controls the deleterious effects of salinity on biquinho pepper, being able to
improve the photosynthetic performance of plants in moderate salinity.

Keywords: saline stress; pepper; osmoregulatory; photosynthesis.
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3.1INTRODUCAO

A pimenta biquinho (Capsicum chinense Jacq.) € uma hortalica, pertencente a
familia Solanaceae, com sabor e aroma atrativo, sendo consumida em diversas
regidbes do Brasil, especialmente no Norte e Nordeste (BARBOZA et al., 2019;
ASSIS et al., 2020). Essa cultura se desenvolve bem sob condicGes de clima tropical
e subtropical, e apresenta elevada importancia econémica para o desenvolvimento
social e aspectos como a geracao de emprego e renda (PERALTA-CRUZ et al.,
2021) devido os usos na culinéria, industria farmacéutica e como ornamental
(BIANCHI et al., 2020; NATARAJAN et al., 2020).

A producdo de pimentas no Brasil, em especial na regido Nordeste, é afetada
por varios problemas, dentre eles a salinidade. A pimenta € considerada
moderadamente sensivel ao estresse salino na condutividade elétrica (CE) na
solugcdo nutritiva na faixa de 1,2 a 3,0 dS m™' (ABOU-SREEA et al., 2021). Além
disso, a caréncia de recursos naturais, visto a variabilidade das chuvas, em
consonancia com a alta demanda evaporativa, torna necesséario o uso de agua de
baixa qualidade para irrigagdo (ANDRADE et al., 2019). Em muitas situacfes, a
utilizacdo de agua salina se tornou inevitavel, sendo em varios locais o fator de
maior restricdo para a implementacéo de campos de producéo (SILVA et al., 2020).

A salinidade pode causar diversas modificagdes morfoldgicas, fisiolégicas e
bioguimicas em pimenta (LI et al., 2019; ZELM et al., 2020). Esses efeitos podem
ocorrer devido aos sais dissolvidos na solucdo do solo causarem inibicdo no
crescimento das plantas através das restricbes de absorcdo de agua e alteragdes no
metabolismo, absor¢céo de nutrientes e equilibrio ibnico (ZHANG et al., 2019). Ainda,
estimula o aumento da formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), o que
dificulta a maquinaria fotossintética, transpiracdo e as trocas gasosas (PAN et al.,
2021).

Foram realizadas diversas abordagens na area de ciéncias vegetais visando
minimizar os efeitos negativos do estresse salino. Entre essas abordagens, destaca-
se a pulverizagao foliar de osmoprotetores (HAMAIEL et al., 2020; SEMIDA et al.,
2020; OMARI ALZAHRANI, 2021; HOSSAIN et al., 2021). Entre os osmoprotetores,
a prolina desempenha um papel fundamental na inducdo da tolerancia ao sal
(ATTEYA et al., 2022), através da preservacao do turgor celular, estabilizacdo das

membranas, eliminacdo de EROs e manutencdo do equilibrio redox nas plantas
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(MEENA et al., 2019; LLYAS et al., 2020; ALVAREZ-MENDEZ et al., 2022). Além
disso, a prolina faz com que a planta aumente o seu crescimento e desenvolvimento
mesmo em condi¢cOes adversas, sendo importante seu uso de forma controlada para
nao conferir efeitos téxicos (KHALID et al., 2022).

Diante da problematica de se buscar uma agricultura mais sustentavel e
reutilizar aguas salobras, o presente trabalho objetivou testar o efeito da prolina
exdégena como atenuante dos danos causados pelo estresse salino sobre o

crescimento e fisiologia de pimenta biquinho (Capsicum chinense Jacq.).

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local do experimento

O experimento foi realizado em ambiente protegido no Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA), Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Areia, Paraiba, Brasil (6°
57 427, 35° 41’ 43”, 573 m), com clima tipo As’, com verbes secos e quentes e
chuvas no inverno. A temperatura média observada durante o experimento foi de
31,7 °C e a umidade relativa de 57,8%, sendo os dados registrados diariamente com
auxilio de um termo-higrometro digital (AKSO® AK28new) instalado dentro da area

experimental (Figura 1).
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Figura 1 - Temperaturas maximas e minimas (°C) e umidade relativa (%) no

ambiente protegido durante o periodo experimental.
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3.2.2 Delineamento experimental

Os tratamentos foram delineados em blocos casualizados em um esquema
fatorial incompleto, utilizando a Matriz experimental Composto de Central Box (CCB)
(MATEUS et al., 2001; Tekindal et al., 2004), combinando diferentes salinidades da
agua de irrigacao e doses de prolina, com valores minimos (- a) € maximos (a),
respectivamente de 0,5 e 6,0 dS m™* e 0,0 e 20 mM, totalizando nove combinagdes
(Tabela 1), com quatro repeticdes e quatro plantas por parcela experimental.

Tabela 1 - Tratamentos gerados pela matriz Composto Central de Box

Tratamentos Condutividade elétrica (dS m™) Prolina (mM)
1 0,50 10,00
2 1,30 2,90
3 1,30 17,09
4 3,25 0,00
5 3,25 10,00
6 3,25 20,00
7 5,20 2,90
8 5,20 17,09
9 6,00 10,00

3.2.3 Material vegetal

Sementes de pimenta biquinho (C. chinense subcategoria Pimenta Doce,
marca Feltrin®) foram semeadas em bandejas plasticas de 200 células, preenchidas
com substrato comercial Mecplant®, colocando-se trés sementes por célula, com
posterior desbaste deixando uma planta por célula, considerado a mais vigorosa. As
mudas foram transplantadas para vasos plasticos de polietileno com capacidade
volumétrica de 5,0 dm3, preenchidos com 4,5 kg de solo, esterco bovino e adubados
com cloreto de potassio, ureia e superfosfato simples de acordo analise do solo e a
recomendacao para cultura do pimentdo (CAVALCANTI, 2008). Os vasos foram
mantidos sob tela sombrite com 50% da restricao de luz durante o experimento, para
reducdo da temperantura no local onde estavam dispostos os vasos. Na Tabela 2,

observa-se as caracteristicas quimicas do substrato utilizado no experimento.
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Tabela 2 - Caracteristicas quimicas do substrato utilizado no experimento

pH P K*  Na* H“AI"® AI* Cca2 Mg”? SB CTC V  MO.
Amostra
de solo (I";%) —-mg dm3-—- o 100] e (1| R ————— % gkg?

597 45,68 202,0 0,51 9,9 05 14 14 3,31 13,21 25,05 8,16

pH = Potencial hidrogeniénico da solucdo do solo; P = Fosforo; K*= Potassio; Na*= Sadio; H*+AI*® =
Acidez potencial do solo; Al*3= Aluminio; Ca*?= Calcio; Mg*?= Magnésio; SB= Soma de bases (Ca?" +
Mg?* + Na* + K*); CTC= Capacidade de troca catiénica= [SB + (H* + Al*")]; e, V= Saturacg&o por bases
= (SB/CTC) x 100; MO= matéria organica.

As aguas salinas foram preparadas adicionando-se uma mistura de sais de
NaCl, CaCl2.2H20 e MgCl..6H20 (na proporcdo equivalente de 7:2:1) a agua do
sistema de abastecimento da UFPB (CEa = 0,5 dS m™) nas propor¢des requeridas
(MEDEIROS, 1992), até atingirem as condutividades elétricas, obedecendo-se a
relacdo entre CEa e a concentracdo dos sais (mmolc L* = CE x 10), extraida de
Rhoades et al. (1992), com os valores aferidos com condutivimetro portatil modelo
microprocessado Instrutherm® (modelo CD-860). As irrigacdes com as aguas salinas
tiveram inicio sete dias apds o transplante (DAT), sendo realizadas diariamente e
com o volume estabelecido pela determinacédo da capacide de campo.

As concentracdes de prolina (mmol L) foram preparadas com agua destilada
e Tween 80® a 0,05% como tensioativo, para melhorar a absorcdo pelas plantas
(KHAN et al., 2015). O tratamento controle foi preparado apenas com agua destilada
e a mesma concentracdo de Tween 80®. As pulverizagGes foliares tiveram inicio aos
15 DAT e foram divididas em oito aplicacdes de prolina a cada sete dias, utilizando
pulverizador manual, até serem molhadas completamente com a solu¢do (100 mL),

as pulverizagGes foram realizadas ao fim da tarde.

3.2.4 Variaveis analisadas

A altura das plantas (AP), numero de folhas (NF), didmetro do caule (DC),
comprimento das raizes (CR), area foliar (AF), massa seca da parte aérea (MSPA),
taxa de crescimento absoluto (TCA), taxa de crescimento relativo (TCR), trocas
gasosas, indices de clorofila a, b e total, fluorescéncia de clorofila a e teor relativo de
agua foram avaliadas aos 60 dias ap0s o plantio (DAP).
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Altura das plantas (AP), Area foliar (AF), Razdo area foliar (RAF), Diametro
caulinar (DC) e Comprimento de raiz (CR): para a AP, foi determinada com régua
graduada em centimetros da base do colo da planta a insercdo do meristema apical.
Para a AF, cinco folhas (de cada planta) tomadas aleatoriamente nas plantas de
pimenta de cada tratamento foram estimadas por medidas de comprimento e largura
com régua graduadas em centimetro. Para a RAF, foi determinada a partir da
relacdo entre a area foliar e a massa seca total da planta (BRIGGS et al., 1920). Os
resultados foram determinados em cm? g1. Para o DC, utilizou-se trés centimetros
acima da superficie do solo, determinando o didmetro do caule de cada planta com
paquimetro digital, sendo os dados expressos em milimetros. Para o CR, foi medido
a parte abaixo do colo da planta até o apice radicular. Os dados foram expostos em

milimetros.

Massa seca da parte aérea (MSPA) e Massa seca da raiz (MSR): para
determinacdo de MSPA e MSR, uma planta de cada tratamento foi retirada aos 60
dias, separando as partes area da raiz em papel kraft, e posteriormente
acondicionados em estufa de circulagéo forcada por 72 horas a uma temperatura de

65 °C, e os valores obtidos em gramas atraveés de uma balanca semi-analitica.

Taxas de crescimento absoluto (TCA) e taxa de crescimento relativo (TCR): as
taxas de crescimento foram determinadas através das leituras biométricas de altura,
didmetro caulinar e massa seca da parte aérea aos 60 dias (BENINCASA, 2003),

sendo os resultados expresos em cm dia! e cm cm™ dia?!, respectivamente.

Trocas gasosas: as avaliagfes fisiologicas foram feitas das 09:00 as 11:00m, na
folna mais expandida, utilizando o analisador de gas no infravermelho - IRGA
(modelo LI-6400xt, LI-COR®, Nebrasca, USA) com fluxo de ar de 300 mL min?t e
radiacdo fotossinteticamente ativa de 1000 pmol m? s, A condutancia estomatica
(gs - mol H20 m s1), taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A - ymol CO2 m?2 s1),
concentracdo de CO2 nos espacos intercelulares (Ci - ymol CO2 mol ar?),
transpiracdo (E - mmol H20 m? s?), eficiéncia no uso da agua (EUA — A/E),
eficiéncia intrinseca no uso da agua (lwue — A/gs) e, eficiéncia intrinseca de
carboxilacao (EiC — A/Ci).
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Determinacao da eficiéncia fotossintética e conteudo de pigmento: a avaliacao
das variaveis de fluorescéncia da clorofila foi realizada com o auxilio de um
fluorbmetro modulado (Sciences Inc.- Model OS-30p, Hudson, USA). Foram
colocadas pingas foliares durante 30 minutos antes das leituras para adaptacao das
folnas ao escuro, sendo mensuradas a fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia
maxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv = Fm - Fo) e rendimento quantico do
fotossistema Il (Fv/Fm).

J& para a determinacdo dos indices de clorofila a, b, razdo clorofila a/b e
carotenoides foram estabelecidos método destrutivo através da extracdo em
dimetilsulféxido (DMSO) (SANTOS et al. 2008) e determinadas utilizando-se a
metodologia proposta por Wellburn (1994).

Teor relativo de agua e indice de estabilidade da membrana, eficiéncia
fotossintética e conteddo de pigmento: o conteudo relativo de agua (CRA) foi
determinado conforme metodologia descrita por Barrs e Weatherley (1962). O
extravasamento de eletrélitos (EE) foi determinado conforme a metodologia descrita
por Bajji et al. (2002), com adaptagdes. Foram coletados 10 discos foliares por
individuo (area de 1 cm?), os discos foram lavados com agua destilada duas vezes
utilizando peneiras. Ap0s a lavagem foram secos em papel absorvente e
acondicionado em tubos de ensaio com tampa contendo 40 mL de agua destilada, a
25 °C por 4 horas, sob agitagdo ocasional. Apos esse periodo, foi determinada a
condutividade elétrica inicial (CE1) do extrato por meio de um condutivimetro portatil
(CD-880, Instrutherm). Em seguida, os tubos foram mantidos a 90 °C por 2 horas, na
estufa de secagem, para determinacdo da condutividade elétrica final (CE2) do
extrato. O extravasamento de eletrdélitos foi calculado através da formula: EE (%) =
(CE1/CE2) x 100.
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3.2.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade das variancias (Bartlett). Foram ainda submetidos a analise de
variancia a 5% de probabilidade pelo teste F (P < 0,05), e nos casos significativos
aplicou-se a analise de regressdo. Os dados com efeito para a interacdo entre CEa x
P foram representados por meio da superficie de respostas e nos casos de efeito
isolado regressdao linear ou quadratica. Para o procedimento estatistico utilizou-se o
programa R (R CORE TEAM, 2021).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve interacdo entre a condutividade elétrica da agua de irrigacao
(CEa) e as doses de prolina para o crescimento de plantas de pimenta biquinho aos
60 dias ap0s o plantio. No entanto, houve efeito significativo (P < 1%) somente para
condutividade elétrica da agua.

Com o aumento da condutividade elétrica, foi observado efeito linear
decrescente com declinios de 65,38% para altura de planta (Figura 2A), 74,55%
para comprimento da raiz (Figura 2C), 44,08% para area foliar (Figura 2D), 10,01%
para massa seca da parte aérea (Figura 2E) e 14,63% para massa seca da raiz
(Figura 2F), ao comparar a menor CE (0,5 dS m™) e a maior CE (6,0 dS m'1). Para o
diametro do caule, foi observado regressdo quadratica, obtendo valor maximo 10,2
mm com agua de 1,08 dS m de CE, declinando o diametro com aumento posterior
da CE (Figura 2B).
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Figura 2 - Altura de plantas (A), diametro do caule (B), comprimento da raiz (C), area

foliar (D), massa seca da parte aérea (E), massa seca da raiz (F) de plantas de

Capsicum chinense submetidas ao estresse salino e prolina. * e ** indicam

diferencas significativas pelo

respectivamente.

teste F a 0,05 ou 0,01 de probabilidade,
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Condi¢cOes salinas vem sendo relacionadas a reducdo no crescimento em
pimenta (COVA et al.,, 2022; GOMES et al., 2021). Tal efeito esta diretamente
relacionado a dificuldade das plantas na absorcdo de agua do solo com potencial
hidrico reduzido por intermédio da alta concentracdo de sais, 0 que por sua vez
resulta no fechamento dos estématos, reduzindo a fotossintese da planta (OLIVEIRA
et al., 2017). Além disso, essa reducao nas variaveis de crescimento ocorreu devido
aos efeitos nocivos do estresse induzido pelo sal, visto que a salinidade aumenta a
absorcdo de Na* e CI,, diminuindo a absorcéo de K*, Ca?* e NO%*, ocasionando em
perda de turgor que afeta o processo de expanséo celular, comprometendo assim o
crescimento das plantas (NOBREGA et al., 2020; SILVA et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2015). Isso pode ser confirmado pelos resultados do teor relativo de agua, os
guais apresentaram redugcdo com o aumento da salinidade.

A CEa afetou negativamente a taxa de crescimento absoluto e relativo de
plantas de pimenta, com declinio de 0,6145 para 0,2197 cm dia® no crescimento
absoluto (Figura 3A) e de 2,6245 para 1,4781 cm dia’ no crescimento relativo
(Figura 3B), em funcédo do aumento salino das aguas (0,5 até 6,0 dS m).

Nos resultados aqui encontrados mostraram um aumento na fotossintese,
além de que, observou-se gque a taxa de crescimento absoluto e relativo foi afetada
de forma negativa pelo aumento da aplicacdo de agua salina no solo, que
ocasionam restricdo hidrica, estresse osmotico e diminui 0 crescimento por
consequéncia dos efeitos na assimilacao e difusdo de CO2 nos estbmatos e acumulo
de reservas celulares (KHALID et al., 2020). De forma similar, Kaya et al. (2020)
observaram esses efeitos em plantas de pimenta sob irrigagcdo com agua salina.

Para a razdo de area foliar, observou-se comportamento quadratico, de
maneira que houve um aumento proporcional em funcdo do aumento da
condutividade elétrica, a partir do ponto minimo de 2,5 dS m* de CE com 62,79 cm?
gl, fazendo com que a razdo da area foliar aumente a medida que a CE também
aumenta (Figura 3C), com maior valor (105,15 cm? g') encontrado na maior dose de
CE (6,0 dS m), com superioridade de 122,95 cm? g em relacdo a testemunha (0,5
dS m). Esse resultado da razdo de area foliar (0 quanto de matéria seca que a
planta produziu por unidade de éarea foliar) é o reflexo do custo metabdlico para

acumulacdo de acUcares, &cidos organicos e ions no vacuolo, associado a
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adaptacao a salinidade, com reduc&o no ganho de carbono e posterior aumento com
a acao do produto atenuante (SANTOS et al., 2012).
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Figura 3 - Taxa de crescimento absoluto (A), taxa de crescimento relativo (B), razéao
de area foliar (C) de plantas de Capsicum chinense submetidas ao estresse salino e
prolina. * e ** indicam diferencas significativas pelo teste F a 0,05 ou 0,01 de

probabilidade, respectivamente.

Em relacdo as trocas gasosas, observou-se efeito de interacdo entre o0s
fatores estudados (CE e doses de prolina) para conduténcia estomatica (gs),
fotossintese liquida (A), transpiracdo (E), concentracdo interna de carbono (Ci) e
eficiéncia intrinseca da carboxilacdo instatdnea (ICE) nas plantas de pimenta
biquinho, ou seja, ambos os fatores interferem de forma simultdnea nessas

variaveis.
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A condutancia estomatica (gs), fotossintese liquida (A) e transpiracdo (E)
foram maiores com aplicacdo da prolina em plantas de pimenta sob concentracfes
salinas, alcancando valores elevados (0,1443 mol H.O m? s, 10,876 ymol CO2 m
st e 2,8096 mmol H.O m? s, respectivamente) nas CEa de 0,5118, 5,99 e 5,2897
dS m? e nas doses de 19,99, 0,0714 e 0,0260 mM de prolina (Figura 4A, B e C). Por
sua vez, a concentracao de carbono interno (Ci) nas plantas de pimenta foi elevada
na CEa 0,0501 dS m™ e dose de 0,5512 mM de prolina (293,304 umol CO2 mol ar?),

reduzindo com o acréscimo nas doses de prolina (Figura 4D).
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Figura 4 - Condutancia estomatica (gs — A), fotossintese liquida (A — B), transpiracao
(E — C), concentragdo de CO2 nos espagos intercelulares (Ci — D) de plantas de
Capsicum chinense submetidas ao estresse salino e prolina. * e ** indicam

diferengas significativas pelo teste F a 0,05 ou 0,01 de probabilidade,
respectivamente.
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Estas melhorias encontradas poderiam ser uma resposta aos papéis da
prolina na composicdo de enzimas e proteinas envolvidas na fotossintese, incluindo
ATP sintase e RuBisCO, importantes para a fixacao eficiente de carbono no vegetal
(WANDERLEY et al., 2020). Os resultados de aumento de gs e A, observado neste
estudo, sob salinidade, pode estar relacionado ao acumulo de sais em tecidos
especificos das plantas, como vacuolos, evitar que 0s ions prejudiciais atinjam as
partes vitais da célula e mantenha a homeostase ibnica (CHAKRABORTY et al.,
2018). De acordo com Dell'Aversana et al. (2021), a diminuicdo da abertura
estomatal € um mecanismo de resposta da planta ao estresse salino como uma
estratégia para reduzir as perdas de agua e absorc¢do de sal, mesmo com um CO:
diminuindo a entrada nas camaras subestomaticas.

Em relacdo a eficiéncia no uso da agua (WUE), observou-se que com o
aumento das doses de prolina, as plantas obtiveram reducgéo linear na eficiéncia do
uso da agua, com menor valor obtido na maior dose (20,00 mM com 2,5 ymol CO:
mmol H20 m2 s, diferente da testemunha que apresentou 3,73 pmol CO2 mmol
H20 m? st (Figura 5A).

Esse comportamento observado para as respostas de tratamento com prolina
pode estar relacionado com o aumento das taxas de transpiracdo nas plantas
submetidas a maiores doses do regulador de crescimento (RIBEIRO et al., 2020).
N&o obstante, a reducéo na transpiracdo com o aumento da salinidade evita a perda
de agua na forma de vapor, visto que a WUE é dada pela relagédo entre as taxas de
fotossintese e transpiracdo, em que os resultados obtidos apontam a quantidade de
carbono gue a planta fixa para cada unidade de agua que ela perde (TAIZ et al.,
2017; TIAN et al., 2020).
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Figura 5 - Eficiéncia no uso da agua (WUE - A), eficiéncia intrinseca de carboxilacédo
(iCE — B), eficiéncia intrinseca no uso da 4gua ((WUE — C e D) de plantas de
Capsicum chinense submetidas ao estresse salino e prolina. * e ** indicam
diferencas significativas pelo teste F a 0,05 ou 0,01 de probabilidade,

respectivamente.

A aplicacdo de 5,98 mM de prolina aumentou a eficiéncia da carboxilacédo
instatanea (iICE), com os maiores incrementos (0,1417) na CEa de 0,0836 dS m
(Figura 5B). Para a eficiéncia intrinseca do uso da agua (iIWUE), a CEa de 3,25 dS
m-! forneceu a melhor resposta, com um valor médio de 92,538 ymol CO2 mmol H20
m2 s, com posterior diminuicdo com o aumento da salinidade, ou seja, as plantas
de pimenta com esse nivel salino tendem a usar agua de forma mais eficiente
(Figura 5C). Com a aplicacéo da prolina, pode-se observar que com 0 aumento das
doses houve uma reducdo linear na eficiéncia do uso da agua, atingindo ponto
minimo na dose de 10,00 mM e maximo na dose de 0,00 mM, com valores de
50,073 e 148,72 ymol CO2 mmol H20 m~ s1, respectivamente (Figura 5D).

Esses resultados podem estar relacionados a uma limitacdo estomatica, de
modo que sob essas concentracbes de prolina e sais, as plantas de pimenta
apresentaram uma menor condutancia estomatica, o que resultou em uma menor
perda de agua pela transpiracdo. Além disso, essa diminuicdo da iIWUE pode ter
ocorrido devido a combinacdo entre os efeitos deletérios da salinidade e o
fornecimento de excesso do atenuante, resultando em perdas na taxa fotossintética
e na eficiéncia do uso da agua (NOBREGA et al., 2021).
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Para o rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm), pode-se
observar que as plantas submetidas a condutividade elétrica de 1,30 dS m
apresentaram as maiores medias (0,69) (Figura 6A). Em relacédo ao tratamento com
prolina, os maiores valores de Fv/Fm foram obtidos nas plantas submetidas na dose
de 17,09 mM com 0,67 (Figura 6B).
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Figura 6 - Rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm - A e B) de
plantas de Capsicum chinense submetidas ao estresse salino e prolina. * e **
indicam diferencas significativas pelo teste F a 0,05 ou 0,01 de probabilidade,

respectivamente.

O comportamento observado deixa claro que sob condigcbes de estresse
promovidas pela salinidade, a eficiéncia do PSIl e o rendimento foram afetados
pelos niveis de sal testados, com declinio até o ponto minimo de (0,64) na dose de
3,25 dS m, com posterior aumento nas maiores doses testadas. Resultado inverso
foi observado com uso do atenuante, visto que a medida que foi aplicado maiores
doses de prolina, observou-se aumento dos elétrons de forma linear crescente.

Tatagiba et al. (2014) apontam que em muitos casos, elevadas concentracdes
de sais podem néo interferir de forma direta no aparato fotossintético, contudo,
podem de forma indireta interferir através do desequilibrio nutricional e perda de
turgor nas folhas.

Os teores de clorofila a e b tiveram efeito de interacdo entre os fatores
estudados. Para a clorofila a e clorofila b, observou-se resultados promissores com
aplicacdo da prolina em plantas de pimenta nas CEa de (4, 48 e 5, 14 dS m™Y,

respectivamente), nas doses de prolina de 5,3280 e 5,5057 mM, alcancando valores



54

de 11,9222 e 4,3245 ug g* (Figura 7A e B). A salinidade proporciona maior atividade
da clorofilase, enzima responsavel pela degradacdo da clorofila, acarretada
possivelmente pela maior translocacdo do cloro no lugar de nitrato, imposta pela
elevada concentracdo de sais na planta, reduzindo o seu contetdo de clorofila
(IBRAHIM et al., 2018). Resultado similar foi encontrado por Targino et al. (2023),
em que observaram maior conteudo de clorofila b e totais nas concentracdes salinas

mais elevadas.
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Figura 7 - Clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila a/b (C), carotenoides (D) de plantas
de Capsicum chinense submetidas ao estresse salino e prolina. * e ** indicam
diferencas significativas pelo teste F a 0,05 ou 0,01 de probabilidade,

respectivamente.

A maior concentracdo da relacdo clorofila a/b foram obtidos nas plantas

submetidas a condutividade elétrica de 3,68 dS m?, obtendo um valor de
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concentracéo de clorofila de 2,74 (Figura 7C), com posterior redugdo nas maiores
concentracdes testadas. Para carotenoides, efeito inverso foi observado ao utilizar
maiores doses de prolina, em que foi observado o ponto minimo na dose de 10,41
mM com 1,29 ug g* (Figura 7D), com crescimento linear a medida do aumento das
doses, atingindo 1,81 ug g*' na maior dose de prolina (20,00 mM). O estresse
ocasionado pela salinidade acarreta a destruicdo da molécula de clorofila,
promovendo instabilidade do complexo pigmento-proteina, reduzindo o teor de
clorofila nas plantas (JALEEL et al., 2008).

Para o extravasamento de eletrdlitos, observou-se maiores valores (51,61%)
na dose de prolina de 0,523 mM e na CEa de 0,1064 dS m™ (Figura 8A). Assim, por
mais que a prolina apresente capacidade de mitigacdo no acumulo de sais nocivos
as plantas, reduzindo o dano a membrana (PANDITA, 2022), as condi¢des
apresentadas neste estudo ndo foram viaveis sob sua utilizag@o para essa variavel.
Além disso, sob condicdes de hipersensibilidade, a prolina pode aumentar a

producao de EROs, levando a morte celular (REJEB et al., 2014).
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Figura 8 - Extravasamento de eletrélito (A), conteudo relativo de agua (B) de plantas
de Capsicum chinense submetidas ao estresse salino e prolina. * e ** indicam
diferencas significativas pelo
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teste F a 0,05 ou 0,01 de probabilidade,
respectivamente.

Para o conteddo relativo de &gua, observou-se 0 ponto maximo na
concentracdo salina de 2,71 dS m, obtendo 92,9% de conteldo relativo de agua

(Figura 8B). Isso pode estar relacionado ao fato de que baixas concentragbes de
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sédio e cloro ocasionam em ajuste osmoético em algumas espécies vegetais,
acumulando esses solutos nos vacuolos das células, reduzindo o potencial osmotico
e elevando a pressao de turgescéncia, mantendo dessa forma o teor de agua nas
células (HESSINI et al., 2019). Contudo, observou-se uma posterior diminuicdo a
partir dessa concentracdo (2,71 dS m), atingindo ponto minimo na concentracéo
salina de 6,00 dS m, obtendo 84% de conteldo relativo de agua, como também
observado por Bahcesular et al. (2020), afrmando que esse aumento no contetudo
relativo de agua ndo se mantém a medida que as concentracdes de sal aumentam.

A andlise de componentes principais (ACP) explicou 65.5% da variancia
original dos dados nos dois primeiros eixos (CP1 e CP2) (Figura 9). No eixo 1, que
aglutinou 47% da explicacdo dos dados, observou-se associacao significativa entre
assimilacao liquida de CO:2 (A), eficiéncia do uso da agua (WUE), eficiéncia
instantanea de carboxilacdo (ICE), concentracéo de carbono interno (Ci) e eficiéncia
intrinseca no uso da agua (iIWUE). O eixo 2, reuniu 18,5% da explicacdo da
variancia original, obteve-se associacao significativa entre extravasamento de
eletrolito (EL), Fv/Fm e condutancia estomatica (gs).

A prolina fornece protegdo contra o estresse salino nas plantas, mantendo a
osmorregulacdo e desintoxicando as EROs, fazendo com que se tenha a
preservacdo da integridade da membrana e estabilize enzimas e outras proteinas
(HNILICKOVA et al., 2021).
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liquida, WUE - eficiéncia no uso da agua, iWUE — eficiéncia intrinseca no uso da

agua, iCE — eficiéncia intrinseca de carboxilacdo, Cab — clorofila a/b, Ca — clorofila a,

Cb — clorofila b, Car — carotenoides, Fv/Fm — rendimento quantico do fotossistema lI,

EL — extravasamento de eletrélito, RWC —

3.4 CONCLUSOES

conteudo relativo de agua.

A aplicacdo de prolina combinada a salinidade moderada da agua de irrigacéo

(2,71 e 3,25 dS m?) estimula as trocas gasosas, clorofilas e extravasamento de

pimenta biquinho.
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4 CAPITULO Il - CARACTERIZACAO ANATOMICA DE ORGAOS VEGETATIVOS
DE PIMENTA BIQUINHO (Capsicum chinense)

RESUMO

A pimenta biquinho (Capsicum chinense Jacq.) € considerado um vegetal importante
e popular em todo o mundo. Podem ser utilizadas frescas no preparo de refeigoes,
na composicao de saladas e conservas, ou seca como condimento, e processadas
no preparo de geleias, molhos e antepastos. Contudo, a pimenta possui diversidade
intra e interespecifica quanto ao tipo de fruto, cor, forma, sabor e composicéo
guimica, podendo muitas variedades serem classificadas erroneamente. Diante do
exposto, objetivou-se caracterizar anatomicamente os 0rgdos vegetativos de
pimenta biquinho. Sementes de pimenta biquinho foram semeadas em bandejas
plasticas de 200 células, preenchidas com substrato comercial Mecplant®,
colocando-se trés sementes por célula. Apds a emergéncia as mudas foram
transplantadas para vasos plasticos de polietiieno com capacidade volumétrica de
5,0 dm, preenchidos com 4,5 kg de solo, esterco bovino e adubados de acordo
analise do solo. A amostragem das folhas, caule e raiz para analise microscopica foi
realizada ao final do experimento (65 dias ap6s o transplante - DAT). Dez folhas
totalmente expandidas foram amostradas de quatro plantas por combinacdo de
tratamentos. Os materiais selecionados para as analises anatdmicas foram fixados
em FAA (5% de formaldeido, 5% de &cido acético e 90% de alcool a 70%) por 48
horas e armazenadas em alcool a 70%. Os cortes foram seccionados
transversalmente a méao livre com lamina cortante, clareadas com hipoclorito de
sodio a 1%, coradas com safranina 10%, montadas em laminas semipermanentes
com glicerina e fotomicrografados em um microscépio. A raiz apresenta epiderme
irregular, enquanto o caule e a folha apresentam epiderme unisseriadas e
cuticularizada e com estdmatos e tricomas tectores e glandulares. As caracteristicas
estruturais dos 6rgaos vegetativos de pimenta biquinho sdo comuns de espécies da
familia Solanaceae, auxiliando na identificacdo de mecanismos que otimizem a
captacdo de luz, como células convexas nas epidermes de caule e folha e também
na identificacdo de mecanismos que aceleceram a perda de agua pela planta, como
estdmatos localizados acima do revestimento da cuticula.

Palavras-chave: anatomia; solanaceae; raiz; caule; folha.
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ABSTRACT

The pout pepper (Capsicum chinense Jacq.), is considered an important and popular
vegetable throughout the world. They can be used fresh in preparing meals, in salads
and preserves, or dried as a condiment, and processed in the preparation of jellies,
sauces and appetizers. However, pepper has intra and interspecific diversity in terms
of fruit type, color, shape, flavor and chemical composition, and many varieties may
be misclassified. Given the above, the objective was to anatomically characterize the
vegetative organs of biquinho pepper. Biquinho pepper seeds were sown in plastic
trays with 200 cells, filled with Mecplant® commercial substrate, placing three seeds
per cell. After emergence, the seedlings were transplanted into plastic polyethylene
pots with a volumetric capacity of 5.0 dm3, filled with 4.5 kg of soil, cattle manure and
fertilized according to soil analysis. Sampling of leaves, stem and root for microscopic
analysis was carried out at the end of the experiment (65 days after transplantation -
DAT). Ten fully expanded leaves were sampled from four plants per treatment
combination. The materials selected for anatomical analyzes were fixed in FAA (5%
formaldehyde, 5% acetic acid and 90% 70% alcohol) for 48 hours and stored in 70%
alcohol. The sections were sectioned transversely freehand with a cutting blade,
bleached with 1% sodium hypochlorite, stained with 10% safranin, mounted on semi-
permanent slides with glycerin and photomicrographed under a microscope. The root
has an irregular epidermis, while the stem and leaf have uniseriate and cuticularized
epidermis with stomata and tectorial and glandular trichomes. The structural
characteristics of the vegetative organs of biquinho pepper are common to species
from the Solanaceae family, helping to identify mechanisms that optimize light
capture, such as convex cells in the stem and leaf epidermis, and also to identify
mechanisms that accelerate water loss. throughout the plant, such as stomata
located above the cuticle lining.

Key words: anatomy; solanaceae; root; stem; leaf.
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4.1 INTRODUCAO

O género Capsicum pertencente a familia Solanaceae, é originario da
América Central e do Sul (GONZALEZ-LOPEZ et al., 2021). Os membros dessa
familia tém varios nomes universais, que incluem pimenta, pimentdo, pimenta
malagueta e pimenta doce. Espécies de Capsicum sao vegetais importantes e
populares em todo o mundo. Eles contém uma variedade de compostos bioativos e
nutrientes essenciais (MADALA e NUTAKKI et al., 2020).

Os frutos da pimenta contém varios compostos como capsaicinoides,
carotendides, Oleos graxos, O6leo essencial, proteinas, elementos minerais e
vitaminas, entre outros (OLATUNJI e AFOLAYAN, 2019; SONAWANE e SHINDE,
2021). Quando maduros, os frutos da pimenta sao particularmente ricos em vitamina
C e outros constituintes que tém valores nutricionais positivos para o ser humano
(GUEVARA et al., 2021).

Capsicum compreende 31 espécies pertencentes a familia Solanaceae,
dentre elas, cinco sdo domesticadas (C. annuum, C. frutescens, C. chinense, C.
baccatum e C. pubescens) (JESUS et al., 2020). Dentre as espécies cultivadas, C.
chinense é explorada em varias regides brasileiras (RIBEIRO et al., 2018), sendo a
espécie “Biquinho” um dos mais consumidos e cultivados (MARTINEZ et al., 2021).

A crescente demanda por esse produto em suas diversas formas de consumo
tem promovido o desenvolvimento agroindustrial, gerando empregos principalmente
na agricultura familiar e contribuindo significativamente para a economia
(CARVALHO et al., 2021). Estas pimentas podem ser utilizadas frescas no preparo
de refeicbes, na composicao de saladas e conservas, secas como condimento, e
processadas no preparo de geleias, molhos e antepastos (SANATOMBI et al., 2020).

O género Capsicum (pimenta doce e picante) apresenta diversidade intra e
interespecifica quanto ao tipo de fruto, cor, forma, sabor e contetdo bioquimico
(DAGNOKO et al., 2013; SHARMA et al., 2021), podendo muitas variedades serem
classificadas erroneamente. C. annuum pode ser dificil de separar das cultivadas C.
chinense e C. frutescens e suas caracteristicas morfoldgicas podem se sobrepor
(ZHIGILA et al., 2014; ESPICHAN et al., 2022). Essas trés espécies compartilham o
mesmo pool genético ancestral e as vezes sdo chamadas de “complexo annuum-
chinense - frutescens” (ARACELI et al., 2009; RAWOOF et al., 2020).
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Caracteres de frutos e flores, arquitetura da planta, habitos de crescimento e
outros tém sido amplamente utilizados na taxonomia da familia Solanaceae (SUDRE
et al., 2010; BIANCHI et al., 2020). No entanto, caracteristicas de flores e frutos ndo
sdo suficientes. Em geral, a combinacao de um teste fisico (botanico, macroscopico,
organoléptico e/ou anatbmico) com um teste quimico e genético permite maior
confianca na garantia de identificacdo e qualidade (UPTON et al., 2020). Além disso,
uma classificacdo correta das espécies botanicas é essencial para o bom
gerenciamento de cole¢des de germoplasma (DIAS et al., 2013).

No entanto, devido ao grande niumero de espécies de Solanaceae, a questao
terminologica torna-se muito complexa. Varias espécies sdo conhecidas pelos
mesmos nomes populares (ESTEVES et al., 2023) e, dessa forma, um
conhecimento sélido sobre os caracteres morfolégicos e anatdmicos das espécies
vegetais pode fornecer informacdes suficientes para sua separacdo de outras
espécies relacionadas do mesmo género (MORANG et al.,, 2023). Diante do
exposto, objetivou-se caracterizar anatomicamente 0s 0rgdos vegetativos de

Capsicum chinense Jacq.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Local do experimento

O experimento foi realizado em ambiente protegido no Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA), Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Areia, Paraiba, Brasil (6°
57 427, 35° 41’ 43”, 573 m), com clima tipo As’, com verdes secos e quentes e
chuvas no inverno. A temperatura média observada durante o experimento foi de
31,7°C e a umidade relativa de 57,8%, dados registrados diariamente com termo-
higrometro digital AKSO® AK28new instalado dentro da area experimental (Figura
10).
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Figura 10 - Temperaturas maximas e minimas (°C) e umidade relativa (%) no

ambiente protegido durante o periodo experimental.

4.2.2 Material Vegetal

Sementes de pimenta biquinho da marca Feltrin® (C. chinense, subcategoria
Pimenta Doce) foram semeadas em bandejas plasticas de 200 células, preenchidas
com substrato comercial Mecplant®, colocando-se trés sementes por célula. Apds a
emergéncia as mudas foram transplantadas para vasos plasticos de polietileno com
capacidade volumétrica de 5,0 dm3, preenchidos com 4,5 kg de solo, esterco bovino
e adubados com cloreto de potassio, ureia e superfosfato simples de acordo analise
do solo e a recomendacdo para cultura do pimentdo (CAVALCANTI, 2008). As
irrigacdes foram realizadas diariamente e com o volume estabelecido pelo método
de capacidade de campo.

Na Tabela 1, observa-se as caracteristicas quimicas do substrato utilizado no
experimento.
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Tabela 3 - Caracteristicas quimicas do substrato utilizado no experimento

A pH P K*  Na* H+AI"® AI*® ca? Mg? SB CTC V MO.
mostra

H20
de solo 1:25) —-mg dm3--- e cmole dmMB-mmmmeme e % gkg?

597 4568 202,0 0,51 9,9 05 14 14 331 13,21 2505 8,16

pH = Potencial hidrogenionico da solucdo do solo; P = Fosforo; K*= Potassio; Na*=
Sédio; H*+AI** = Acidez potencial do solo; Al**= Aluminio; Ca*?= Célcio; Mg*?=
Magnésio; SB= Soma de bases (Ca?* + Mg?* + Na* + K*); CTC= Capacidade de
troca catidnica= [SB + (H* + AIP*)];e, V= Saturacdo por bases = (SB/CTC) x 100;
MO= matéria organica.

4.2.3 Andlise anatomica

A amostragem das folhas, caule e raiz para analise microscopica foi realizada
ao final do experimento (65 DAT). Dez folhas totalmente expandidas foram
amostradas de quatro plantas por combinacdo de tratamentos. Os materiais
selecionados para as analises anatdbmicas foram fixados em FAA (5% de
formaldeido, 5% de acido acético e 90% de alcool a 70%) por 48 horas e
armazenadas em alcool a 70% (JOHANSEN, 1940). Os cortes foram seccionados
transversalmente a mao livre com lamina cortante (utilizando isopor como suporte),
clareadas com hipoclorito de sédio a 1%, coradas com safranina 10%, montadas em
laminas semipermanentes com glicerina e fotomicrografados em um microscépio.

Para as avaliacGes anatdbmicas do caule foram retiradas por¢cées da mesma
distancia da gema apical. Para a avaliacao foliar, foram retiradas folhas sempre do
mesmo nod, também considerando a distancia deste para a gema apical e para raiz,
foram retiradas por¢cbes no comeco da raiz principal. A espessura da epiderme e
cuticula do caule e folha foram determinadas, pela média de cinco diferentes
seccdes do mesmo caule ou folha, através do programa Hayear®.

A contagem dos estématos foi realizada utilizando-se seccfes paradérmicas
em folhas e caule, e tendo como base 1 mm?, através de lamina milimétrica (camara
de Neubauer). Para a determinacdo do didmetro polar e equatorial dos estdmatos
utilizou-se a média de 30 estbmatos com padrdo semelhante, com auxilio do
programa Hayear®.

O esquema com a representacao do local das seccgOes realizados em cada
orgao esté representado na Figura 11.
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Figura 11 - Localizacdo das seccOes e das medi¢cdes de Capsicum chinense Jacq.

A. Folha e caule; B. Raiz.

4.3RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Raiz

A raiz em crescimento secundario apresenta epiderme irregular (Figura 12A).
O cortex é formado por 4-5 camadas com células parenquimaticas de diferentes
tamanhos e formas, onde sédo encontradas goticulas de 6leo (Figura 12B). O sistema
vascular é formado pelo xilema primario e secundario, floema secundario e cambio,
formando um cilindro macigo que ocupa cerca de 70% do diametro da raiz, com

elementos de vaso e raios parenquimaticos (Figura 12 C-D).
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Figura 12 - Raiz de Capicum chinense. A. secgao transversal da raiz em
crescimento secundario. B. sec¢do transversal mostrando as estruturas da raiz, com
cortex, cambio, floema secundario xilema secundario, elementos de vaso e raios
parenquimaticos. C. seccao transversal desenvolvimento primario do xilema. D.
regido do cortex contendo goticulas de 6leo. (EP = epiderme; CX = cortex; XP=
xilema primario; XS = xilema secundério epiderme; FS = floema secundario; CA =

cambio; EV= elementos de vaso; RP= raios de parénquima; GO = goticulas de 6leo).

Nas espécies dicotiledbneas, o crescimento secundario causa espessamento
das raizes a medida que envelhecem e se desenvolvem. A expansdo radial é
resultado de divisbes celulares que ocorrem dentro do cambio vascular e do
felogénio (KOJS et al., 2023). A deposicédo de tecidos secundarios produzidos por
esses cambios acaba causando a destruicdo dos tecidos radiculares primarios
(epiderme, cortex e endoderme) (PRIMO-MILLO E AGUSTI, 2020).
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Essas mudancas anatdmicas dramaticas que ocorrem por meio do
desenvolvimento secundario mudam efetivamente o papel funcional de uma raiz da
captura de recursos do solo para o transporte axial de agua e nutrientes (STROCK
et al., 2018). Especificamente, a destruicdo dos tecidos primarios e a deposicao de
tecidos secundarios altamente lignificados e suberizados diminuem a capacidade de
absorcédo das raizes a medida que envelhecem (REWALD et al., 2011; LYNCH et
al., 2022). Além disso, a producédo desses tecidos secundarios serve para fornecer
suporte mecéanico para a parte aérea em crescimento e aumentar a resisténcia a
herbivoros edaficos e patdgenos (STROCK e LYNCH, 2020).

Em raizes de plantas de C. chinense, o cortex ocupa um volume reduzido do
didmetro da raiz quando comparado com o cilindro vascular, essa reducdo do
parénquima cortical radicular € comum em espécies de dicotiledéneas durante o
crescimento secundéario (POSTMA e LYNCH 2011; STROCK e LYNCH, 2020) e
ocorre sem perda de fungdes criticas (LYNCH et al., 2021). A presenca de goticulas
de oleo, funciona como substancia de reserva e ajudam na defesa e nutricdo da
planta, principalmente em solos pobres em nutrientes (RAMIREZ et al., 2004).

A anatomia do sistema vascular radicular de C. chinense corresponde ao
padrdo registrado para a familia Solanaceae por Silva e Agra (2009) e Esteves et al.
(2022), como o xilema primario e secundario, floema secundario e cambio. Segundo
RuUzicka et al. (2015), o xilema € um componente principal do tecido vascular,
juntamente com o floema e o cambio. Suas principais fungcbes séo o transporte de
agua e solutos provenientes da interface planta-solo para os caules e folhas, além
de fornecer suporte mecanico e armazenamento.

A parte essencial do xilema maduro € composta por restos celulares
condutores chamados elementos traqueais, os elementos de vasos, sdo mais
comuns do que os traqueideos, que apareceram mais cedo na evolugcdo da planta
(TRIPATHI et al., 2023). Uma das principais vantagens dos elementos de vaso é que
eles podem ser interconectados para formar vasos. Além dos elementos de vaso, o
tecido do xilema também contém parénquima do xilema (RUZICKA et al., 2015). As
células do parénquima do xilema armazenam reservas, funcionam no transporte de
curta distancia e contribuem para a lignificagdo do xilema para formar um sistema
eficiente de conducdo de agua (PESQUET et al., 2013; MENARD e PESQUET,
2015).
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4.3.2 Caule

O caule apresenta epiderme uniestratificada e cuticularizada, com presenca
de cristas elevadas longitudinais, tricomas e estdbmatos. Em corte transversal, quatro
cristas elevadas consistindo em cinco camadas de células colenquiméticas (Figura
13A), cuticula e a epiderme delgadas e convexa com aproximadamente 12,5 ym e
50 ym de espessura, respectivamente (Figura 13B). Sdo encontrados estdbmatos
anisociticos, com diametro polar de 34,47 ym e equatorial de 28,60 ym e camera
subestomatica (Figuras 13C-D), além de tricomas tectores pluricelulares e tricomas

glandulares unicelulares e pluricelulares (Figura 13E-F).

" 50um s
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Figura 13 - Caule de Capsicum chinense. A. secc¢éo transversal do caule em

crescimento secundario. B. seccdo transversal mostrando epiderme, cuticula e
camadas de colénquima. C. seccdo paradérmico com estdmato. D. regido da
epiderme com o complexo estomatico (estbmato e camara estomatica). E. tricoma
tector pluricelular; F. tricoma glandular pluricelular. (EP = epiderme; CU= cuticula;
CX = cortex; ES = estdbmato; CS = camera subestomatica; EQ = esclerénquima; TR=
tricoma; TT= tricoma tector; TG= tricoma glandular; CL = crista longitudinal; FI =

floema interno; FE= floema externo; MD = medula; CO = colénquima).

A maioria das caracteristicas estdo envolvidas na reducdo da perda de agua
da planta: cuticula espessa e revestimentos resinosos, estbmatos afundados,
vestimenta espessa, curso em zigue-zague de um poro da camara subestomética
até a superficie, compostos aromaticos, orientacdo do caule paralela ou quase
paralela aos raios de luz incidentes e espacos aéreos intercelulares no clorénquima.
Eles e outros autores também reconheceram que certos arranjos de células facilitam
a penetracdo da luz e ajudam a manter as temperaturas frias do caule, mas dao
grande énfase aos dispositivos de economia de agua (ZHANG et al., 2020).

As células da epiderme espessamente cutinizadas sdo uma adaptacdo
extremamente importante para proteger o clorénquima de vida longa dos caules dos
danos causados pelos raios ultravioleta (ALIKARIEVA, 2022). Um aumento na
refletividade de 10% pode reduzir substancialmente a temperatura da planta (HE et
al., 2020). Além disso, a cuticula que recobre a epiderme nos diferentes 6rgaos da
planta, serve de barreira efetiva a perda de agua, protegendo assim, a planta contra
a dessecacao (TAIZ et al., 2017).
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Em C. chinense, os estdmatos se projetam acima do revestimento da cuticula,
com saliéncias externas muito longas nas células-guarda, caracteristica comum em
Solanaceae e Asteraceae com caules revestidos de cuticula e resina (ZHANG et al.,
2020). Contudo, a presenca de estdmatos projetados acima da superficie acelera a
transpiracdo, um dispositivo para perda de agua. Além disso, com 0s estdmatos
projetados as camaras mais intrincadas com pequenas aberturas retém umidade,
reduzindo o tempo de abertura dos estdmatos (SANTRUCEK et al., 2022). Em
segundo lugar, diminui o comprimento do caminho para a difusdo de gases
reduzindo a eficiéncia do uso da agua, e consequentemente reduzindo a assimilacédo
do carbono (HE et al., 2020).

C. chinense tem dois conjuntos de tricomas: os tricomas glandulares que
diferem apenas pela presenca de uma cabeca secretora e os tricomas tectores
pluricelulares. Os tricomas sdo de altura variavel, apresentando uma possivel
adaptacdo estrutural ao tamanho dos herbivoros (BUCKLEY et al., 2023). Além
disso, os tricomas glandulares de solanaceas também desempenham um papel
mecanico (BAR e SHTEIN, 2019), enquanto os tricomas nao glandulares em
diferentes espécies podem sintetizar véarias substancias defensivas, como
alcaloides, terpenoides, fendis e lectinas (FRERIGMANN et al., 2012; SOETAERT et
al., 2013; KOUDOUNAS et al., 2015; SANTOS TOZIN et al., 2016).

O cortex é alongado e consiste em trés camadas. Logo abaixo da epiderme
encontram-se trés a quatro camadas de colénquima hipodérmico, seguidas
internamente por trés a quatro camadas de células parenquimaticas. E uma camada
de células corticais internas de células esclerenquimética. Os cambios
interfasciculares séo estreitos, de modo que os feixes vasculares estao
compactamente arranjados no cilindro vascular, e s8o classificados como
bicolaterais. O crescimento secundario ocorre em um estagio inicial, formando
poucas camadas de floema secundario e um amplo cilindro de xilema secundario. O
floema externo e interno consiste em tubos crivados, células companheiras e células
parenquimatosas associadas. O xilema se dispde como um cilindro continuo,
macico, com elementos de vaso distribuidos radialmente. Uma zona cambial
evidencia-se, seguida do floema interno disposto em feixes radiais. No centro
existem varias camadas de células parenquimaticas grandes, de tamanhos

irregulares e paredes delgadas, formando a medula (Figura 14).
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Figura 14 - Cortex do caule de Capsicum chinense. (EP = epiderme; CU= cuticula;
CX = cortex; EQ = esclerénquima; CL = crista longitudinal; XS= xilema secundario;
FI = floema interno; FE= floema externo; MD = medula; CO = colénquima; PQ=
parénquima de preenchimento).

A presencga de hipoderme colenquimatosa, explica a presenca de estdbmatos
nao afundados, sugerindo que a hipoderme é importante como filtro UV sempre que
a epiderme ndo cumpre sua funcdo (SERRA et al., 2023). A profundidade do
clorénquima, onde os cloroplastos sdo mais densos, parece estar relacionada a
penetracdo da luz. Especialmente a transparéncia da cuticula, epiderme e
hipodérmica pode influenciar a quantidade de luz que atinge o clorénquima e,
portanto, pode ser um importante controle na profundidade do clorénquima (ZHANG
et al., 2020).

Existem algumas razfes para suspeitar que o clorénquima denso do caule é
uma estrutura fotossintética relativamente ineficiente quando comparado com o
mesofilo palicadico foliar. A absor¢céo de CO2 em xerofitas de caule verde é bastante
baixa, o que pode resultar de um maior contato das células corticais, ou seja, menos
area de parede para difusdo de CO2. Nas folhas, as principais diferencas na
absorcdo de CO: de mesofilo palicadico versus esponjoso parecem estar
relacionadas a diferencas na quantidade de parede celular presente para difusdo de

CO:2 e numero de cloroplastos (HE et al., 2020). A difusdo de CO:2 provavelmente
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ndo € muito influenciada pelo tamanho absoluto dos espagos aéreos intercelulares,
para Sun et al. (2021) o clorénquima do caule consiste em células que tendem a
permanecer unidas pela lamela média. Supunha-se, portanto, que o tecido denso
resultante deveria ser relativamente ineficiente para a fotossintese se comparado
com o mesofilo paligadico foliar.

A camada de células corticais internas de esclerenquimatica, permite que 0s
orgaos da planta resistam as tensfes de alongamento, flexdo, peso e presséao,
protegendo as células de paredes finas. As células do esclerénquima apresentam
ampla variacdo na forma, estrutura, origem e desenvolvimento e frequentemente
nao possuem protoplastos vivos na maturidade (SCHNEIDER et al., 2021).

O floema interno ocorre nos caules de todas as plantas solanaceas (PATIL et
al., 2014) e permanece proximo ao protoxilema. No entanto, o floema interno é
geralmente separado do protoxilema por algumas camadas de células de
parénquima. Surge na margem interna do anel procambial por divisdes longitudinais
irregulares em células situadas no lado interno do procambio e se diferencia
centrifugamente em elementos do floema (PATIL et al., 2014). A diferenciacdo do
floema interno pode ocorrer antes, depois ou simultaneamente com a origem do
floema normal externo (ZOZIMO et al., 2011; PATIL et al., 2014).

O xilema secundario € um tecido complexo, formado por diferentes tipos
celulares organizados em dois sistemas distintos: o axial (ou vertical) e o radial (ou
horizontal), ambos derivados do cambio. Tanto no sistema axial quanto no radial
ocorrem ceélulas vivas e células mortas, isto €, desprovidas de protoplasto. A
proporcdo e o arranjo de tais células variam, consideravelmente, de acordo com as
espécies e, de algum modo, com a época do ano em que sao formadas e com o
6rgao em que se desenvolvem, a saber, caule ou raiz (APPEZZATO-DA-GLORIA e
CARMELLO-GUERREIRO, 2006).

Quanto ao cambio, sua atividade, produz, por divisdes periclinais, xilema
secundario para dentro e floema secundario para fora. Através de divisbes
anticlinais, o cambio promove o0 crescimento em espessura do o6rgdo. Com a
atividade cambial e a producédo dos tecidos secundarios, os tecidos primarios vao se
distanciando cada vez mais, sendo o floema primario empurrado para a periferia e o

xilema primario para mais préximo da medula (RODRIGUES et al., 2015).
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4.3.3 Folha

A folha, em seccédo transversal, apresenta epiderme unisseriada,
cuticularizada e com presenca de células especializadas em ambas as superficies,
como estbmatos (lamina foliar anfiestomatica) e tricomas (tectores e glandulares) e
mesofilo heterogéneo ou assimétrico, com presenca de feixe vascular, parénquima

palicadico e parénquima lacunoso (Figura 15).

Figura 15 - Folha de Capsicum' chinense. A. seccao transversal evidenciando o
parénquima palicadico e lacunoso; B. secc¢éo transversal da epiderme adaxial; C.
Seccgdo transversal da epiderme abaxial. (EP = epiderme; CU= cuticula; PP=
parénquima palicadico; PL = parénquima lacunoso; XI = xilema; FL = floema; TR =

tricoma; ES = estdbmato).

Em muitos aspectos, a anatomia foliar de C. chinense corresponde ao padrao
registrado para familia Solanaceae por Metcalfe e Chalk (1950), como o mesofilo
dorsiventral e estdmatos anisocitico, caracteres também encontrados em outras
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espécies da familia (NURIT-SILVA et al., 2007; LIMA et al., 2009; NURIT-SILVA et
al., 2011).

A epiderme unisseriada, cuticularizada e com presenca de células
especializadas (estbmatos) em ambas as superficies sdo importantes para reducao
da perda de 4gua por transpiracao, protecdo mecanica e trocas gasosas através dos
estbmatos. (HASANUZZAMAN et al., 2023). A epiderme também é um
compartimento dindmico de armazenamento de varios produtos metabdlicos (DIETZ
et al.,, 1994), e o local de percepcéo da luz envolvido nos movimentos circadianos
das folhas e na inducéo fotoperidodica (MAYER et al., 1973). A epiderme é uma
importante camada protetora contra lesées induzidas por radiacdo UV-B na regido
do mesofilo da folha (WANG et al., 2020), e em algumas folhas a parte superior as
células epidérmicas atuam como lentes, focalizando a luz sobre o cloroplasto das
células do parénquima palicadico subjacentes.

O padrdao anfiestomética de distribuicdo dos estdbmatos observados em
espécies de C. chinense, foram previamente relatados para espécies de solanaceas
por Dias et al. (2013) e Zhigila et al. (2014). Segundo Parkhurst (1978) e Nurit-Silva
e Agra. (2011), a caracteristica anfiestomatica pode representar um meio de
aumentar a taxa fotossintética para permitir trocas gasosas eficientes
(RICHARDSON et al., 2017). A prevaléncia de estbmatos nas superficies adaxiais é
provavelmente uma adaptacdo a perda de agua (WALL et al., 2022), uma vez que a
saturacao da pressdo do vapor de agua é exponencial dependendo da temperatura
do tecido, a superficie adaxial da folha é ligeiramente mais quente, levando a uma
maior evaporacdo do lado adaxial em comparacdo com o lado abaxial (EL-
DEMERDASH et al., 2021).

Tricomas tectores pluricelulares, longos e com paredes delgadas, ocorrem em
ambas as superficies epidérmicas. A base desses tricomas é constituida de células
relativamente pequenas, sendo que a célula apical é alongada e termina em ponta
aguda (Figura 16A). Na face abaxial, ha tricomas glandulares capitados unicelulares
sem atividade secretora e tricomas glandulares pluricelulares com atividade

secretora, apresentando, em sua maioria, 2-5 células (Figuras 16B-E).
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Figura 16 - Tricomas em folhas de Capsicum chinense. A. Tricoma tector
pluricelular; B. tricoma glandular unicelular; C. tricoma glandular com &pice secretor
contendo duas células; D. tricoma glandular com apice secretor contendo trés
células; E. tricoma glandular com apice secretor contendo 5 células. (EP = epiderme;
CU= cuticula; PP= parénquima palicadico; PL = parénquima lacunoso; XI = xilema;
FL = floema; TR = tricoma; ES = estbmato).

Os tricomas, em geral, ttm sido muito bem estudados por seu papel na
defesa das plantas contra herbivoros (KARIYAT et al.,, 2017, 2019; WATTS e
KARIYAT, 2021). Eles também sao altamente induziveis por herbivoria (TRAW e
DAWSON, 2002; KARIYAT et al., 2013), estresse hidrico (BOSU e WAGNER, 2014),
e por danos mecanicos (GONZALES et al., 2008), tém efeitos distintos em diferentes
herbivoros (KARLEY et al., 2016; TOZIN et al., 2017), variam entre as superficies
das folhas (WATTS e KARIYAT, 2021) e possuem multiplos modos de acdo (KAUR
e KARIYAT, 2020).

A morfologia dos tricomas tem importancia taxonémica, sendo utilizada como
carater diagndstico para delimitacdo em nivel genérico e especifico (ZHIGILA et al.,
2014; BELLO et al., 2017). As folhas de C. chinense sdo constituidos por diferentes
tipos de tricomas, sendo o tipo tectores pluricelulares o mais caracteristico da secao

e o tipo predominante. Apesar de ser um tipo de tricoma comum observado na
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espécie estudada, tricomas semelhantes também sao registrados para outras
espécies do género Capsicum (DIAS et al., 2013). A presenca de tricomas
glandulares também € uma caracteristica das espécies de muitas outras Solanaceae
(KOUL et al., 2021).

Alguns tricomas glandulares s&o caracterizados por possuirem células
especializadas que produzem substancias resinosas ndo volateis e muitas vezes
pegajosas, como acilagicares ou certos diterpendides, enquanto os tricomas que
produzem compostos volateis geralmente contém um espaco de armazenamento
gue permite a retencdo dos volateis em seu estado liquido, que sao liberados
apenas quando os tricomas sdo danificados, por exemplo apds herbivoria
(SCHUURINK e TISSIER, 2022). Ao contrario dos tricomas glandulares, os tricomas
ndo glandulares afetam a alimentacdo e a oviposicao de herbivoros devido a sua
estrutura (KAUR et al., 2023). Por exemplo, Tian et al. (2012) descobriram que no
tomate, os mutantes com alta densidade de tricomas nao glandulares afetam
negativamente a alimentacdo e o crescimento do besouro da batata do Colorado
(Leptinotarsa decemlineata). Além disso, descobriu-se que os tricomas nao
glandulares causam danos pés-ingestdo ao romper a membrana intestinal peritrofica
das lagartas (KARIYAT et al., 2017).

A epiderme adaxial € composta por cuticula com 13,97 um de espessura e
parede celular sinuosa, com espessura aproximada de 123,47 ym. Ainda na face
adaxial, foram encontrados 7 estdmatos anisocitico por mm?; o diametro polar de
cada estbmato € cerca 3,21 ym e o equatorial € de 2,10 ym (Figura 17A). J&4 a
epiderme abaxial € composta por parede celular sinuosa medindo 145,07 ym de
espessura e a cuticula, 18,06 um, onde sao encontrados em torno de 67 estdmatos
por mm?, anisocitico e anomociticos; o diametro polar é cerca de 3,12 ym e o

equatorial & de 1,90 ym (Figura 17B).
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Figura 17 - Folha Capsicum chinense. A. sec¢do paradérmica da epiderme adaxial;

B. seccdo paradérmica da epiderme abaxial.; C. sec¢do paradérmica da epiderme
abaxial (Células subsidiarias; ES = estébmato).

O padrdo de células epidérmicas foliares observado neste trabalho, que
possui paredes anticlinais de células epidérmicas sinuosas e convexa, € um tipo
comum na familia e ja relatado em outros géneros: Geminata (ROJAS, 2007),
Brevantherum (ROJAS e MESA, 1991), Acanthophora (GRANADA-CHACON e
BENITEZ-ROJAS, 2005) e Crinitum (NURIT-SILVA et al., 2011; ARAUJO et al.,
2010), entre outros. As células epidérmicas geralmente variam em tamanho e forma
entre os taxons estudados. A forma das células epidérmicas é principalmente
irregular. As paredes anticlinais sdo ligeiramente lobuladas e sinuosas. A forma da
parede anticlinal das células epidérmicas é resultado da adaptacdo ambiental, as
espécies mesofiticas geralmente tém paredes sinuosas, enquanto as xerofitas tém
paredes retas (MONDAL e MOKTAN, 2022). Ali et al. (2020), sugeriu que as
condi¢cdes ambientais, como a umidade, temperatura e salinidade desempenham um

papel significativo na determinagédo do padréo das paredes anticlinais. O padrdo da
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parede celular € uma daquelas -caracteristicas epidérmicas de importancia
taxondmica em nivel especifico.

De acordo com Metcalfe e Chalk (1950) e Inamdar e Patel (1976), tipos
anisociticos de estdmatos tém estado presentes em folhas de muitas espécies de
solanaceas. Segundo Gbile (1986) e Karatella e Gill (1986), os estbmatos
representam uma caracteristica Util na classificacdo e identificacdo das espécies
desse género.

O mesofilo apresenta organizacdo dorsiventral e € composto por uma camada
de parénquima palicadico voltada para a epiderme da face adaxial e trés a quatro
camadas de parénquima lacunoso voltadas para a epiderme da face abaxial, com
células de diferentes tamanhos (Figura 18A). A nervura central é biconvexa, mais
proeminente na face abaxial, formada por um feixe vascular central e voltado para a
epiderme abaxial, com tecido parenquimatico diferenciado circulando toda a nervura.
Apoés a epiderme, ha duas ou trés camadas de colénquima do tipo anelar. No xilema
0s elementos traqueais sdo organizados radialmente e separados por células
parenquimaticas, circundados externamente pelo floema com elementos crivados e

células parenquimaticas (Figura 18B).

Figura 18 - Folha de Capsicum chinense. A. seccédo transversal evidenciando o
parénquima palicadico e lacunoso; B. seccéo transversal do mesofilo. (CU= cuticula;
EP = epiderme; PP = parénquima palicadico; PL= parénquima lacunoso; XI= xilema;

FL = floema; TR = tricoma).

Segundo Fahn (1990), de modo geral, o mesofilo sofre diferenciacdo para

formar os tecidos fotossintetizantes na planta adulta e por isso, esta repleto de
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cloroplastos. A forma das células do mesofilo afeta o gradiente de luz em uma folha.
Quando a luz é colimada, as células da palicada colunares e alinhadas verticalmente
permitem que uma porcao consideravel da luz penetre mais profundamente na folha
(TERASHIMA e SAEKI, 1983; VOGELMANN e MARTIN,1993; VOGELMANN e
EVANS, 2002), especialmente quando os cloroplastos estdo dispostos ao longo as
paredes celulares anticlinais (verticais) (GORTON et al., 1999). A intensidade da luz
torna-se mais fraca com o aumento da profundidade na folha, e as células
esponjosas de forma irregular alternadas com espacos de ar aumentam a reflexéo e
a refracdo da luz, o que aumenta o comprimento do caminho 6ptico através de uma
folha e, portanto, aumenta a absorcéo de luz (OGUCHI et al., 2018).

No parénquima lacunoso de C. chinense existem poucos espacos
intercelulares, o que em plantas, com alta capacidade fotossintética, representa uma
vantagem adaptativa, pois quanto maior a superficie interna livre nas folhas, mais
rapidas e eficientes serdo as trocas gasosas, possibilitando intensa fotossintese nos
periodos em que a agua se encontra disponivel (ELIAS et al., 2003).

A medida que a folha se desenvolve, as células em sua epiderme, mesofilo e
feixe vascular se diferenciam de maneiras distintas, dependendo de suas posi¢cdes
em relacdo aos lados adaxial e abaxial da folha. Por exemplo, as células do mesofilo
adaxial se alongam ao longo do eixo adaxial-abaxial e sdo densamente
compactadas, enquanto as células do mesofilo abaxial desenvolvem uma forma
complexa e o tecido possui muitos espacos aéreos. No feixe vascular, as células
adaxial e abaxial diferenciam-se em células do xilema e do floema, respectivamente
(NAKATA e TAKAHARA, 2022). O floema conduz assimilados fotossintéticos e o
xilema agua e o0s minerais, que podem produzir padrdes complexos, sendo
composto por varios tipos de células, que sao induzidas por sinais hormonais
(ALONI, 2021).

4.4 CONCLUSOES

As caracteristicas estruturais dos 6érgéos vegetativos de Capsicum chinense
sdo comuns de espécies da familia Solanaceae. Identificou-se caracteristicas
anatdomicas que auxiliam na otimizagdo da captacdo de luz, como células convexas
nas epidermes de caule e folha, e tambem foram observados estdmatos localizados

acima do revestimento da cuticula, sendo uma caracteristica relacionada a uma
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maior perda de agua pela planta. Os resultados encontrados melhoram o
conhecimento sobre a biologia da espécie, como presenca de tricomas e cuticula, e

sua importancia na defesa.



86

REFERENCIAS

AGUILAR-MELENDEZ, A.; MORRELL, P. L.; ROOSE, M. L.; KIM, S. C. Genetic
diversity and structure in semiwild and domesticated chiles (Capsicum annuum;
Solanaceae) from Mexico. American Journal of Botany, v. 96, n. 6, p. 1190-1202,
20009.

ALIKARIEVA, D. M. Morphological and anatomical features of the structure of
vegetative and generative organs of Lycium chinense mill. and Lycium barbarum |.
solanaceae juss. in the conditions of Uzbekistan. RA Journal Of Applied Research,
v. 8,n. 2, p. 131-146, 2022.

ALI, M.; BAHADUR, S.; HUSSAIN, A.; SAEED, S.; KHURAM, I.; ULLAH, M.; SHAO,
J. W.; AKHTAR, N. Foliar epidermal micromorphology and its taxonomic significance
in Polygonatum (Asparagaceae) using scanning electron microscopy. Microscopy
Research and Technique, v. 83, n. 11, p. 1381-1390, 2020.

ALONI, R. Phloem and Xylem differentiation. Vascular Differentiation and Plant
Hormones, p. 101-130, 2021.

APPEZZATO-DA-GLORIA, B.; CARMELLO-GUERREIRO, S. M. Anatomia vegetal.
rev. atual. Vigosa: Universidade Federal de Vigosa, 2006.

ARAUJO, N. D.; COELHO, V. P. M.: AGRA, M. F. Estudo farmacobotanico
comparativo de folhas de Solanum crinitum Lam., Solanum gomphodes Dunal e
Solanum lycocarpum A. St.-Hil., Solanaceae. Revista Brasileira de
Farmacognosia, v. 20, p. 666-674, 2010.

BAR, M.; SHTEIN, I. Plant trichomes and the biomechanics of defense in various
systems, with Solanaceae as a model. Botany, v. 97, n. 12, p. 651-660, 2019

BARANETZKY, J. Recherches sur la faisceaux bicollatéraux. Annales des Sciences
Naturelles; Botanique, v. 12, p. 262— 332, 1900.

BELLO, A. O.; OLADIPO, O. T.; SAHEED, S. A. Leaf epidermal studies of some
Solanum (Solanaceae) species in Nigeria. Phytologia Balcanica, v. 23, n. 1, p. 55-
63, 2017.

BIANCHI, P. A.; SILVA, L. R. A.; ALENCAR, A. A. S.; SANTOS, P. H. A. D;;
PIMENTA, S.; SUDRE, C. P.; CORTE, L. E.; GONCALVES, L. S. A.; RODRIGUES,
R. Biomorphological characterization of Brazilian Capsicum chinense Jacq.
germplasm. Agronomy, v. 10, n. 3, p. 447, 2020.

BOSU, P. P.; WAGNER, M. R. Effects of induced water stress on leaf trichome
density and foliar nutrients of three elm (Ulmus) species: implications for resistance
to the elm leaf beetle. Environmental Entomology, v. 36, n. 3, p. 595-601, 2014.



87

BUCKLEY, J.; WIDMER, A.; MESCHER, M. C.; MORAES, C. M. Experimental
warming increases the vulnerability of high-elevation plant populations to a specialist
herbivore. Functional Ecology, 2023.

CARVALHO, N.; MATA, L. R.; RIBEIRO, P. G.; MOREIRA, A. D. C.; PINEDO, A. S;
RIBEIRO, C. D. C.; BUSO, G. S. C. Morphological and anatomical characterization of
peduncle, flower and fruit related to easy fruit abscission of Capsicum chinense
(Solanaceae) genotypes. Gene Conserve, v. 20, n. 80, 2021.

CAVALCANTI, F. J. A. Recomendacdes de adubacao para o estado de
Pernambuco. 2a. aproximacao. 3 ed. rev. Recife: IPA 1998.

DAGNOKO, S.; YARO-DIARISSO, N.; SANOGO, P. N.; ADETULA, O.; DOLO-
NANTOUME, A.; GAMBY-TOURE, K.; THERA, A. T.; KATILE, S.; DIALLO-BA, D.
Overview of pepper (Capsicum spp.) breeding in West Africa. African Journal of
Agricultural Research, v. 8, n. 13, p. 1108-1114, 2013.

DIAS, G. B.; GOMES, V. M.; MORAES, T. M.; ZOTTICH, U. P.; RABELO, G. R;
CARVALHO, A. O.; GONCALVES, L. S. A. M.; RODRIGUES, R.; CUNHA, M.
Characterization of Capsicum species using anatomical and molecular data.
Genetics and Molecular Research, v. 12, n. 4, p. 6488-6501, 2013.

DIETZ, K.; HOLLENBACH, B.; HELLWEGE, E. The epidermis of barley leaves is a
dynamic intermediary storage compartment of carbohydrates, amino acids and
nitrate. Physiologia Plantarum, v. 92, n. 1, p. 31-36, 1994.

EL-DEMERDASH, M. M.; EL-SAYED, A. S.; GEORG, N. M.; ABOU-ELNOUR, A.;
NOSIER, H. Biosystematic studies of some Egyptian species of Cestrum
(Solanaceae). Molecular Biology Reports, v. 48, n. 5, p. 4497-4515, 2021.

ELIAS, S. R. M.; ASSIS, R. M.; STACCIARINI-SERAPHIN, E.; REZENDE, M. H.
Anatomia foliar em plantas jovens de Solanum lycocarpum A. St.-Hil. (Solanaceae).
Brazilian Journal of Botany, v. 26, p. 169-174, 2003.

ESPICHAN, F.; ROJAS, R.; QUISPE, F.; CABANAC, G. MARTI, G. Metabolomic
characterization of 5 native Peruvian chili peppers (Capsicum spp.) as a tool for
species discrimination. Food Chemistry, v. 386, p. 132704, 2022.

ESTEVES, M. C. S.; VIEIRA, J. S; CURY, G. Caracterizacao anatdmica dos 6rgaos
vegetativos de trés Solanum sp. L. Juss. (Solanaceae) espécie conhecida
popularmente como medicinal. Revista Fitos, 2023.

EVERT, R. F.; EICHHORN, S. E. Esau’s Plant Anatomy: Meristems, Cells, and
Tissues of the Plant Body: Their Structure, Function, and Development, John Wiley &
Sons. Inc, New Jersey, 2006.

FAHN, A. Plant Anatomy. 4th Edn., Pergamon Press. New York, 1900.



88

FRERIGMANN, H.; BOTTCHER, C.; BAATOUT, D.; GIGOLASHVILI, T.
Glucosinolates are produced in trichomes of Arabidopsis thaliana. Frontiers in Plant
Science, v. 3, p. 242, 2012.

GBILE, Z. O. Solanum nigrum Complex in Nigeria. Solanaceae, Biology and
Systematics, p. 159, 1986.

GONZALES, W. L.; NEGRITTO, M. A.; SUAREZ, L. H.; GIANOLI, E. Induction of
glandular and non-glandular trichomes by damage in leaves of Madia sativa under
contrasting water regimes. Acta Oecologica, v. 33, n. 1, p. 128-132, 2008.

GONZALEZ-LOPEZ, J.; RODRIGUEZ-MOAR, S.; SILVAR, C. Correlation analysis of
high-throughput fruit phenomics and biochemical profiles in native peppers
(Capsicum spp.) from the primary center of diversification. Agronomy, v. 11, n. 2, p.
262, 2021.

GORTON, H. L.; WILLIAMS, W.E.; VOGELMANN, T. C. Chloroplast movement in
Alocasia macrorrhiza. Physiologia Plantarum, v. 106, n. 4, p. 421-428, 1999.

GRANADA-CHACON, W. A.; ROJAS, C. E. B. Morfologia de tricomas foliares en
especies de Solanum seccién Acanthophora (Solanaceae), presentes en Venezuela.
Sida, Contributions to Botany, p. 1675-1694, 2005.

GUEVARA, L.; DOMINGUEZ-ANAYA, M. A.; ORTIGOSA, A.; GONZALEZ-GORDO,
S.; DIAZ, C.; VICENTE, F.; CORPOS, F. J.; PEREZ DEL PALACIO, J.; PALMA, J. M.
Identification of compounds with potential therapeutic uses from sweet pepper
(Capsicum annuum L.) fruits and their modulation by nitric oxide (NO). International
Journal of Molecular Sciences, v. 22, n. 9, p. 4476, 2021.

HASANUZZAMAN, M. D.; ZHOU, M.; SHABALA, S. How does stomatal density and
residual transpiration contribute to osmotic stress tolerance?, Plants, v. 12, n. 3, p.
494, 2023.

HE, Y.; YU, H.; OZAKI, A.; DONG, N. Thermal and energy performance of green roof
and cool roof: A comparison study in Shanghai area. Journal of Cleaner
Production, v. 267, p. 122205, 2020.

INAMDAR, J. A.; PATEL, R. C. Ontogeny of normal and abnormal stomata in
seedlings of some Solanaceae. Phyton, v. 17, n. 3-4, p. 265-376 1976.

JESUS, G. C. R.; FREITAS NETO, E. C.; BARRAQUE, M. J. M.; MESQUITA, P. H.
G.; CURVELO, C. R. S.; CANTUARIO, F. S.; SALOMAO, L. C.; PEREIRA, A. I. A.
Qualidade e produtividade de variedades botancias de pimenta (Capsicum chinense)
fora da regido Amazénica seu centro de diversificacdo. Brazilian Journal of
Development, v. 6, n. 5, p. 32378-32389, 2020

JOHANSEN, D. A. Plant microtechnique. McGraw-Hill Book Company, Inc:
London; 530p, 1940.



89

KARATELA, Y. Y.; GILL, L. S. Observation on the developmental studies of stomatal
differentiation in the epidermis of Solanaceae. Feddes Repertorium, 1986.

KARIYAT, R. R.; BALOGH, C. M.; MORASKI, R. P.; DE MORAES, C. M;
MESCHER, M. C.; STEPHENSON, A. G. Constitutive and herbivore-induced
structural defenses are compromised by inbreeding in Solanum carolinense
(Solanaceae). American Journal of Botany, v. 100, n. 6, p. 1014-1021, 2013.

KARIYAT, R. R.; RAYA, C. E.; CHAVANA, J.; CANTU, J.; GUZMAN, G.;
SASIDHARAN, L. Feeding on glandular and non-glandular leaf trichomes negatively
affect growth and development in tobacco hornworm (Manduca sexta) caterpillars.
Arthropod-Plant Interactions, v. 13, p. 321-333, 2019.

KARIYAT, R. R.; SMITH, J. D.; STEPHENSON, A. G.; MORAES, C. M.; MESCHER,
M. C. Non-glandular trichomes of Solanum carolinense deter feeding by Manduca
sexta caterpillars and cause damage to the gut peritrophic matrix. Proceedings of
the Royal Society B: Biological Sciences, v. 284, n. 1849, p. 20162323, 2017.

KARLEY, A. J.; MITCHELL, C.; BROOKES, C.; MCNICOL, J.; O'NEILL, T.;
ROBERTS, H.; GRAHAM, J.; JOHNSON, S. N. Exploiting physical defence traits for
crop protection: leaf trichomes of Rubus idaeus have deterrent effects on spider
mites but not aphids. Annals of applied biology, v. 168, n. 2, p. 159-172, 2016.

KAUR, J.; KARIYAT, R. Role of trichomes in plant stress biology. Evolutionary
ecology of plant-herbivore interaction, p. 15-35, 2020.

KAUR, S.; KHANAL, N.; DEARTH, R.; KARIYAT, R. Morphological characterization
of intraspecific variation for trichome traits in tomato (Solanum lycopersicum).
Botanical Studies, v. 64, n. 1, p. 1-17, 2023.

KOJS, P.; MIODEK, A.; MIODEK, A. P.; WLOCH, W. Vascular Cambium—Between
the hammer and the anvil: A tensile stress hypothesis on the mechanism of radial
growth of broadleaved trees. Forests, v. 14, n. 4, p. 823, 2023.

KOUDOUNAS, K.; MANIOUDAKI, M. E.; KOURTI, A.; BANILAS, G.;
HATZOPOULOS, P. Transcriptional profiling unravels potential metabolic activities of
the olive leaf non-glandular trichome. Frontiers in Plant Science, v. 6, p. 633, 2015.

KOUL, M.; THOMAS, L.; KARMAKAR, K. Functional aspects of solanaceae
trichomes in heavy metal detoxification. Nordic Journal of Botany, v. 39, n. 5, 2021.

LIMA, V. F. G. A. P,; SOUZA, I. L.; FERREIRA, M. S.; HUGENSCHMIDT, R. I. C;
SILVA, V. S. Estudo anatémico da folha de duas espécies de Solanaceae ocorrentes
no ndcleo cabucu (Guarulhos, SP). Revista do Instituto Florestal, v. 21, n. 2, p.
117-129, 2009.

LYNCH, J. P.; STROCK, C. F.; SCHNEIDER, H. M.; SIDHU, J. S.; AJMERA, |.;
GALINDO-CASTANEDA, T.; KLEIN, S. P.; HANLON, M. T. Root anatomy and soil
resource capture. Plant and Soil, v. 466, p. 21-63, 2021.



90

MADALA, N.; NUTAKKI, M. K. Hot pepper-history-health and dietary benefits &
production. International Journal of Current Microbiology and Applied Sciences,
v. 9, n. 4, p. 2532-2538, 2020.

MARTINEZ, M.; SANTOS, C. P.; VERRUMA-BERNARDI, M. R.; CARRILHO, E. N.
V. M.; SILVA, P. P. M.; SPOTO, M. H. F., CIARROCCHI, I. R.; SALA, F. C.
Agronomic, physical-chemical and sensory evaluation of pepper hybrids (Capsicum
chinense Jacquin). Scientia Horticulturae, v. 277, p. 109819, 2021.

MAYER, W.; MOSER, I.; BUNNING, E. Epidermis as site of light perception in
circadian leaf movement and photoperiodic induction. Zeitschrift fur
Pflanzenphysiologie, v. 70, n. 1, p. 66-73, 1973.

MENARD, D.; PESQUET, E. Cellular interactions during tracheary elements
formation and function. Current opinion in plant biology, v. 23, p. 109-115, 2015.

MONDAL, S; MOKTAN, S. Micro-morphological characters in Polypodiaceae and its
taxonomic significance. Webbia, v. 77, n. 2, p. 285-305, 2022.

MORANG, A.; CHETIA, T.; BORUAH, T. micromorphological, anatomical and
biochemical analysis of some divisive Capsicum annuum varieties of North East
India. Proceedings of the National Academy of Sciences, India Section B:
Biological Sciences, v. 93, n. 1, p. 257-275, 2023.

NAKATA, M. T.; TAKAHARA, M. Mechanics of Reversible Deformation during Leaf
Movement and Regulation of Pulvinus Development in Legumes. International
Journal of Molecular Sciences, v. 23, n. 18, p. 10240, 2022.

NURIT-SILVA, K.; AGRA, M. F. Estudo morfoanatémico de 6rgdos Vegetativos de
Solanum caavurana Vell. (Solanaceae). Latin American Journal of Pharmacy, v.
28, n. 5, p. 675-81, 2009.

NURIT-SILVA, K.; AGRA, M. F. Leaf epidermal characters of Solanum sect.
Polytrichum (Solanaceae) as taxonomic evidence. Microscopy Research and
Technique, v. 74, n. 12, p. 1186-1191, 2011.

NURIT-SILVA, K.; AGRA, M.; BARACHO, G. S.; BASILIO, I. J. L. D. Estudo
farmacobotanico de folhas de Nicotiana glauca (Solanaceae). Latin American
Journal of Pharmacy, v. 26, n. 4, p. 499, 2007.

OGUCHI, R.; ONODA, Y.; TERASHIMA, |.; THOLEN, D. Leaf anatomy and function.
The leaf: a platform for performing photosynthesis, p. 97-139, 2018.

OLATUNJI, T. L.; AFOLAYAN, A. J. Comparative guantitative study on
phytochemical contents and antioxidant activities of Capsicum annuum L. and
Capsicum frutescens L. The Scientific World Journal, v. 2019, 2019.

PATIL, V. S.; KOYANI, R. D.; SANGHVI, G. V.; RAJPUT, K. S Structure and
development of internal phloem in Solanum pseudocapsicum (Solanaceae). IAWA
journal, v. 35, n. 1, p. 1-11, 2014.



91

POSTMA, J. A; LYNCH, J. P. Root cortical aerenchyma enhances the growth of
maize on soils with suboptimal availability of nitrogen, phosphorus, and
potassium. Plant Physiology, v. 156, n. 3, p. 1190-1201, 2011.
PRIMO-MILLO, E.; AGUSTI, M. Vegetative growth. In: The Genus Citrus.
Woodhead Publishing, 2020. p. 193-217.

RAMIREZ, G. C.; VALENZUELA, F. E.; MARTIN, P. C. S. Nuevos antecedentes
sobre desarrollo temprano, morfologia y anatomia de las raices proteiformes de
Gevuina avellana. Agro Sur, v. 32. n. 2. p. 33-44, 2004.

RAWOOF, A.; CHHAPEKAR, S. S.; JAISWAL, V.; BRAHMA, V.; KUMAR, N.;
RAMCHIARY, N. Single-base cytosine methylation analysis in fruits of three
Capsicum species. Genomics, v. 112, n. 5, p. 3342-3353, 2020.

REWALD, B; EPHRATH, J. E.; RACHMILEVITCH, S. Aroot is a root is a root? Water
uptake rates of Citrus root orders. Plant, Cell & Environment, v. 34, n. 1, p. 33-42,
2011.

RIBEIRO, C. S. C.; CARVALHO, S. I. C.; HEINRICH, A. G.; REIFSCHNEIDER, F. J.
B. et al. BRS Tui: a new Biquinho-type pepper cultivar released by Embrapa.
Horticultura Brasileira, v. 36, p. 526-528, 2018.

RICHARDSON, F.; BRODRIBB, T. J.; JORDAN, G. J. Amphistomatic leaf surfaces
independently regulate gas exchange in response to variations in evaporative
demand. Tree Physiology, v. 37, n. 7, p. 869-878, 2017.

RODRIGUES, A. C.; AMANO, E.; ALMEIDA, S. L. Anatomia vegetal. Florianopolis:
Biologia/EaD/UFSC, 2015.

ROJAS, C. B.; MESA, P. R. axonomia y anatomia de" Solanum" sect."
Brevantherum" seithe (" Solanaceae") en Venezuela. In: Anales del Jardin Botanico
de Madrid. Real Jardin Botanico, 1991. p. 67-76.

RUZICKA, K.; URSACHE, R.; HEJATKO, J.; HELARIUTTA, Y. Xylem development—
from the cradle to the grave. New Phytologist, v. 207, n. 3, p. 519-535, 2015.

SANATOMBI, K.; RAJKUMARI, S. Effect of processing on quality of pepper: A
review. Food Reviews International, v. 36, n. 6, p. 626-643, 2020.

SANTOS TOZIN, L. R.; SILVA, S. C. M.; RODRIGUES, T. M. Non-glandular
trichomes in Lamiaceae and Verbenaceae species: morphological and histochemical
features indicate more than physical protection. New Zealand Journal of Botany, v.
54, n. 4, p. 446-457, 2016.

SANTRUCEK, J. The why and how of sunken stomata: does the behaviour of
encrypted stomata and the leaf cuticle matter?. Annals of Botany, v. 130, n. 3, p.
285-300, 2022.



92

SCHNEIDER, H. M.; STROCK, C. F., HANLON, M. T., VANHEES, D. J., PERKINS,
A. C., AJMERA, I. B.; SIDHU, J. S.; MOONEY, S.; BROWN, K. M.; LYNCH, J. P.
Multiseriate cortical sclerenchyma enhance root penetration in compacted soils.
Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 118, n. 6, p. €2012087118,
2021.

SCHUURINK, R.; TISSIER, A. Glandular trichomes: micro-organs with model
status?. New Phytologist, v. 225, n. 6, p. 2251-2266, 2020.

SERRA, M.; CASAS, A.; TEIXEIRA, J. A.; BARROS, A. N. Revealing the beauty
potential of grape stems: harnessing phenolic compounds for

cosmetics. International Journal of Molecular Sciences, v. 24, n. 14, p. 11751,
2023.

SHARMA, P.; KAUR, M.; SHARMA, A.; BHARDWAJ, N. Breeding vegetables for
protected cultivation: A review. Himachal Journal of Agricultural Research, v. 47,
n. 1, p. 1-17, 2021.

SOETAERT, S. S. A.; VAN NESTE, C. M.; VANDEWOESTYNE, M. L.; HEAD, S. R;
GOOSSENS, A.; VAN NIEUWERBURGH, F. C.; DEFORCE, D. L. Differential
transcriptome analysis of glandular and filamentous trichomes in Artemisia annua.
BMC Plant Biology, v. 13, n. 1, p. 1-14, 2013.

SONAWANE, V. B.; SHINDE, H. P. Anthracnose disease of Capsicum annuum L.
and its biocontrol management: A Review. Applied Ecology and Environmental
Sciences, v. 9, n. 2, p. 172-176, 2021.

STROCK, C. F.; LYNCH, J. P. Root secondary growth: an unexplored component of
soil resource acquisition. Annals of Botany, v. 126, n. 2, p. 205-218, 2020.

STROCK, C. F.; MORROW, L. R.; LYNCH, J. P. Reduction in root secondary growth
as a strategy for phosphorus acquisition. Plant Physiology, v. 176, n. 1, p. 691-703,
2018.

SUDRE, C. P.; GONCALVES, L. S. A.; RODRIGUES, R.; AMARAL JUNIOR, A. D.;
RIVA-SOUZA, E. M.; BENTO, C. D. S. Genetic variability in domesticated Capsicum
spp. as assessed by morphological and agronomic data in mixed statistical analysis.
Genetics and Molecular Research, v. 9, n. 1, p. 283-294, 2010.

SUN, X.; ANDREW, I. G.; HARRIS, P. J.; HOSKIN, S. O.; JOBLIN, K. N.; HE,
Y. Mapping pectic-polysaccharide epitopes in cell walls of forage chicory (Cichorium
intybus) leaves. Frontiers in Plant Science, v. 12, p. 762121, 2021.

TAIZ, L.; ZEIGER, E.; M@LLER, I. M.; MURPHY, A. Fisiologia e desenvolvimento
vegetal. Artmed Editora, 2017.

TERASHIMA, 1.; SAEKI, T. Light environment within a leaf I. Optical property of
paradermal sections of Camellia leaves with special reference to differences in the
optical properties of palisade and spongy tissues. Plant and Cell Physiology, v. 24,
n. 8, p. 1493-1501, 1983.



93

TIAN, D.; TOOKER, J.; PEIFFER, M.; CHUNG, S. H.; FELTON, G. W. Role of
trichomes in defense against herbivores: comparison of herbivore response to woolly
and hairless trichome mutants in tomato (Solanum lycopersicum). Planta, v. 236, p.
1053-1066, 2012.

TOZIN, L. R. S.; MARQUES, M. O. M.; RODRIGUES, T. M. Herbivory by leaf-cutter
ants changes the glandular trichomes density and the volatile components in an
aromatic plant model. AoB Plants, v. 9, n. 6, p. plx057, 2017.

TRAW, B. M.; DAWSON, T. E. Differential induction of trichomes by three herbivores
of black mustard. Oecologia, v. 131, p. 526-532, 2002.

TRIPATHI, S. N.; SAHNEY, M.; TRIPATHI, A.; PANDEY, P.; JATAV, H. S,
MINKINA, T.; RAJPUT, V. D. Elucidating the anatomical features, adaptive and
ecological significance of Kopsia fruticosa Roxb. (Apocynaceae). Horticulturae, v. 9,
n. 3, p. 387, 2023.

UPTON, R.; DAVID, B.; GAFNER, S.; GLASL, S. Botanical ingredient identification
and quality assessment: strengths and limitations of analytical techniques.
Phytochemistry Reviews, v. 19, n. 5, p. 1157-1177, 2020.

VOGELMANN, T. C.; EVANS, J. R. Profiles of light absorption and chlorophyll within
spinach leaves from chlorophyll fluorescence. Plant, Cell & Environment, v. 25, n.
10, p. 1313-1323, 2002.

VOGELMANN, T. C.; MARTIN, G. The functional significance of palisade tissue:
penetration of directional versus diffuse light. Plant, Cell & Environment, v. 16, n. 1,
p. 65-72, 1993.

WALL, S.; VIALET-CHABRAND, S.; DAVEY, P.; VAN RIE, J.; GALLE, A,;
COCKRAM, J.; LAWSON, T. Stomata on the abaxial and adaxial leaf surfaces
contribute differently to leaf gas exchange and photosynthesis in wheat. New
Phytologist, v. 235, n. 5, p. 1743-1756, 2022.

WANG, D.; SUN, Y.; TU, M.; ZHANG, P.; WANG, X.; WANG, T.; LI, J. Response of
Zebrina pendula leaves to enhanced UV-B radiation. Functional Plant Biology, v.
48, n. 9, p. 851-859, 2021.

WATTS, S.; KARIYAT, R. Picking sides: feeding on the abaxial leaf surface is costly
for caterpillars. Planta, v. 253, p. 1-6, 2021.

WILLMER, C.; FRICKER, M. Stomata. Springer Science & Business Media, 1996.
ZHANG, Y.; XIONG, T.; NANDAKUMAR, D. K.; TAN, S. C. Structure architecting for
salt-rejecting solar interfacial desalination to achieve high-performance evaporation
with in situ energy generation. Advanced Science, v. 7, n. 9, p. 1903478, 2020.

ZHIGILA, D. A.; ABDULRAHAMAN, A. A.; KOLAWOLE, O. S.; OLADELE, F. A. Fruit
morphology as taxonomic features in five varieties of Capsicum annuum L.
Solanaceae. Journal of Botany, v. 2014, 2014.



94

ZOZIMO, E.; TAMAIO, N.; VIEIRA, R.C. Development of intraxylary phloem in the
stem of Combretum rotundifolium (Combretaceae). IAWA journal, v. 32, n. 1, p. 14-
24, 2011.



95

5. CAPITULO Il - VARIACAO ANATOMICA DE FOLHAS DE Capsicum chinense
Jacg. SUBMETIDAS A APLICACAO DE PROLINA E ESTRESSE SALINO

RESUMO

As plantas respondem as condi¢cfes salinas por varias estratégias, dentre elas a
modificagdo na mofologia e anatomia das plantas. Entre os osmoprotetores, a
prolina desempenha um papel fundamental na inducdo da tolerancia ao sal, por
meio da preservacdo do turgor celular, estabilizacdo das membranas, eliminacao de
espécies reativas de oxigénio. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar como
a aplicacdo de prolina exdégena atua na anatomia de folhas de pimenta biquinho
(Capsicum chinense Jacq.) cultivadas em condicdo de estresse salino. Dez folhas
totalmente expandidas foram amostradas de quatro plantas por tratamento, os quais
corresponderam a combinacdo de cinco niveis de salinidade da agua de irrigacao
(0,50; 1,3; 3,25; 5,2 e 6,0 dS m™) e cinco doses de prolina (0,0; 2,90; 10; 17,09 e 20
mM). Os materiais selecionados para as analises anatémicas foram fixados em FAA
(5% de formaldeido, 5% de acido acético e 90% de é&lcool a 70%) por 48 horas e
armazenados em alcool 70%. Os cortes foram seccionados transversalmente a mao
livre com lamina cortante, clareadas com hipoclorito de sédio 1%, coradas com
safranina 10%, montadas em l|aminas semipermanentes com glicerina e
fotomicrografados em um microscopio. As variaveis analisadas foram a espessura
da cuticula adaxial e abaxial (um), espessura da epiderme adaxial e abaxial (um),
comprimento e didametro do feixe vascular (um), espessura do parénquima palicadico
e lacunoso (um), espessura da lamina foliar (um), razdo entre parénquima palicadico
e parénquima lacunoso (um), e densidade estomatica da epiderme adaxial e abaxial
(um?. O estresse salino afetou negativamente a anatomia de folhas de pimenta
biquinho, causando alteragdes estruturais significativas. A aplicacdo de prolina na
concentracdo de 5,35 mM aumentou a espessura da cuticula adaxial. Por outro lado,
20 mM de prolina aumentou a espessura da epiderme abaxial, relacdo parénquima
palicadico/parénquima esponjoso e densidade estomatica, indicando uma adaptacéo
positiva das folhas. Os resultados obtidos reforcam a ideia de que a prolina promove
melhorias na anatomia das folhas de pimenta, podendo ser uma alternativa para
aumentar a tolerancia aos efeitos do estresse salino. Contudo, mais estudos devem
ser realizados para melhor compreender a forma de ac&o da prolina na sinalizacéo
do sistema de defesa das plantas.

Palavras-chave: salinidade; anatomia; epiderme; cuticula; estbmatos.
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ABSTRACT

Plants respond to saline conditions through several strategies, including
modifications in plant morphology and anatomy. Among osmoprotectants, proline
plays a fundamental role in inducing salt tolerance, through preservation of cell
turgor, stabilization of membranes, elimination of reactive oxygen species. Therefore,
the objective of this work was to investigate how the application of exogenous proline
acts on the anatomy of biquinho pepper leaves (Capsicum chinense Jacq.) cultivated
under saline stress conditions. Ten fully expanded leaves were sampled from four
plants per treatment, which corresponded to the combination of five irrigation water
salinity levels (0.50; 1.3; 3.25; 5.2 and 6.0 dS m™) and five doses of proline (0.0;
2.90; 10; 17.09 and 20 mM). The materials selected for anatomical analyzes were
fixed in FAA (5% formaldehyde, 5% acetic acid and 90% 70% alcohol) for 48 hours
and stored in 70% alcohol. The sections were transversely sectioned freehand with a
cutting blade, bleached with 1% sodium hypochlorite, stained with 10% safranin,
mounted on semi-permanent slides with glycerin and photomicrographed under a
microscope. The variables analyzed were the thickness of the adaxial and abaxial
cuticle (um), thickness of the adaxial and abaxial epidermis (um), length and
diameter of the vascular bundle (um), thickness of the palisade and lacunous
parenchyma (um), thickness of the leaf blade (um), ratio between palisade
parenchyma and lacune parenchyma (um), and stomatal density of the adaxial and
abaxial epidermis (um?). Salt stress negatively affected the anatomy of biquinho
pepper leaves, causing significant structural changes. The application of proline at a
concentration of 5.35 mM increased the thickness of the adaxial cuticle. On the other
hand, 20 mM proline increased the thickness of the abaxial epidermis, palisade
parenchyma/spongy parenchyma ratio and stomatal density, indicating a positive
adaptation of the leaves. The results obtained reinforce the idea that proline
promotes improvements in the anatomy of pepper leaves, and could be an
alternative to increase tolerance to the effects of salt stress. However, more studies
must be carried out to better understand how proline acts in signaling the plant
defense system.

Keywords: salinity; anatomy; epidermis; cuticle; stomata.
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5.1 INTRODUCAO

As pimentas do género Capsicum estdo presentes no cotidiano, sendo
utilizadas frescas no preparo de refeicdes, na composicédo de saladas e conservas,
secas como condimento/tempero, e processadas no preparo de geleias, molhos e
antepastos (SANATOMBI e RAJKUMARI, 2020). Dentre as espeécies cultivadas,
Capsicum chinense Jacq. é explorada em varias regides brasileiras (RIBEIRO et al.,
2018), sendo o gendtipo “Biquinho” um dos mais consumidos e cultivados
(MARTINEZ et al.,, 2021). No entanto, esta cultura pode ser afetada por varios
estresses abidticos, incluindo a salinidade (SA et al., 2019).

A salinidade é o estresse ambiental enfrentado por plantas em diversos
ambientes, especialmente aridos e semiaridos (AL-ELWANY et al.,, 2022). A
restricdo de rendimento resultante da salinidade do solo ou da agua de irrigacéo
levou a desertificacdo de cerca de um terco das terras irrigadas em todo o mundo
(SHAABAN et al.,, 2022). Cerca de 23% das terras agricolas e 33% das terras
irrigadas sao afetadas pela salinidade, que estd aumentando continuamente devido
a aplicacdo ndo judiciosa de fertilizantes e irrigacdo (CHOURASIA et al., 2022). Em
meados deste século, estima-se que 50% das terras agricolas sejam afetadas pelo
estresse salino (ZAMAN et al., 2018; CHOURASIA et al., 2022).

A salinidade aumenta o contetdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas
células vegetais, como superoxido (Oz), peroxido de hidrogénio (H202) e radicais
hidroxila (OH) que sao superproduzidos a partir de cloroplastos durante a
fotossintese (SACHDEV et al., 2021). O acumulo de ROS causa efeitos profundos
ou irreversiveis no desenvolvimento de tecidos e érgdos, muitas vezes levando ao
crescimento anormal ou a morte da planta (MITTLER, 2017; TOGNETTI et al.,
2017). Alem disso, ROS interagem com modificadores epigenéticos e hormonios
para controlar os processos de desenvolvimento da planta e as respostas ao
estresse (ZENG et al., 2017; KONG et al., 2018). Sendo assim, em niveis mais altos,
0os ROS representam uma ameaca significativa que pode eventualmente levar a
danos no DNA e ao tempo incorreto de morte celular programada diretamente
(HUANG et al., 2019).

As plantas respondem as condicbes salinas por varias estratégias e
abordagens, dentre elas homeostase e compartimentacdo de ions, transporte de

ions, adaptacdo osmatica e estimulacdo da maquinaria antioxidante e biossintese de
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poliaminas (FREITAS et al.,, 2019). Além disso, a modulacdo de mudancas
morfoanatdmicas em raizes, caules e folhas, e no tamanho, numero e ultraestrutura
de cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos leva a planta a se adaptar durante a
salinidade (ACOSTA-MOTOS et al, 2017). Assim, altos niveis de salinidade
frequentemente exibem uma redugdo no crescimento vegetativo, com folhas
menores, espessamento da cuticula e reducao na area foliar (MBARKI et al., 2018).

Outra estratégia é a rapida remocéao dos impactos nocivos das EROs, através
da producdo de osmdlitos compativeis como a prolina. A prolina funciona como um
osmolito compativel, melhorando a solubilidade de compostos hidrofébicos,
combatendo a acidose citoplasmatica e mantém as proporcées NADP* /NADPH
necessarias para o metabolismo celular (BUTT et al., 2020). A aplicacdo de prolina
pode melhorar a eficiéncia do uso da agua e as relacbes hidricas da planta sob
condicdes de estresse salino, inibindo o efluxo de dgua ao estabilizar a membrana
celular e reduzir a transpiracdo através da regulacdo estomética. Além disso, a
prolina aplicada via foliar melhora a condutancia estomatica, a transpiracéao, as taxas
fotossintéticas e a eficiéncia do uso da agua (KAYA e TUNA, 2006), aléem de reduzir
o potencial hidrico da célula, mantendo a absor¢cdo de agua mesmo sob baixos
potenciais hidricos do solo.

Essas adaptacbes desempenham um papel importante na conservagao da
agua nos tecidos vegetais sob condi¢cdes de estresse. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi investigar como a aplicacdo de prolina exdgena atua na anatomia de
folhas de pimenta biquinho (Capsicum chinense Jacg.) cultivadas em condi¢ao de

estresse salino.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Local do experimento

O experimento foi realizado em ambiente protegido no Centro de Ciéncias
Agréarias (CCA), Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Areia, Paraiba, Brasil (6°
57°42” S, 35° 41’ 43” W, 573 m), com clima tipo As’, com verdes secos e quentes e
chuvas no inverno. A temperatura média observada durante o experimento foi de

31,7°C e a umidade relativa de 57,8%, dados registrados diariamente com termo-
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higrometro digital AKSO® AK28new instalado dentro da area experimental (Figura
19).
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Figura 19 - Temperaturas maximas, minimas e umidade relativa no ambiente
protegido durante o periodo experimental.

5.2.2 Design Experimental

O experimento foi realizado em delineamento de blocos casualizados, em
esquema fatorial incompleto 5 x 5 (salinidades da agua de irrigacédo: 0,50; 1,3; 3,25;
5,2 e 6,0 dS m? xdoses de prolina: 0,0; 2,90; 10; 17,09 e 20 mmol L1), geradas
através da matriz experimental Composto Central de Box (CCB) (MATEUS et al.,
2001), com valores minimos (- a) e maximos (a), respectivamente de 0,5 e 6,0 dS m"
1e 0,0 e 20 mmol L?, totalizando nove combinacdes, com quatro repeticdes e
guatro plantas por repeticdo (Tabela 1).
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Tabela 4 - Tratamentos gerados pela matriz Composto Central de Box.

Tratamentos  Condutividade elétrica (dS m™) Prolina (mmol)
1 0,50 10,0
2 1,30 2,90
3 1,30 17,09
4 3,25 0,00
5 3,25 10,0
6 3,25 20,0
7 5,20 2,90
8 5,20 17,09
9 6,00 10,0

5.2.3 Material Vegetal

Sementes de pimenta biquinho da marca Feltrin® (Capsicum chinense Jacq.
subcategoria Pimenta Doce) foram semeadas em bandejas plasticas de 200 células,
preenchidas com substrato comercial Mecplant®, colocando trés semente por célula.
Apés a emergéncia as mudas foram transplantadas para vasos plasticos de
polietileno com capacidade volumétrica de 5,0 dm3, preenchidos com 4,5 kg de solo,
esterco bovino e adubados de acordo andlise do solo (Tabela 2) e a recomendacgéao
para cultura do pimentdo (CAVALCANTI, 2008). As irrigagOes foram realizadas

diariamente e com o volume estabelecido pelo método de capacidade de campo.

Tabela 5 - Caracteristicas quimicas do substrato utilizado no experimento

A pH P K* Na* H*+AI*®* AI"® ca”? Mg”2 SB CTC V M.O.
mostra
H20
de solo (1:2.5) —-mg dm3-- - cmole dm3-----emmmemmeeeeeee % g kgt
5,97 45,68 202,0 0,51 9,9 05 14 14 3,31 13,21 25,05 8,16

pH = Potencial hidrogenidnico da solugcéo do solo; P = Fosforo; K*= Potassio; Na*=
Sédio; H*+AI*® = Acidez potencial do solo; Al**= Aluminio; Ca*?= Calcio; Mg*’=
Magnésio; SB= Soma de bases (Ca?* + Mg?* + Na* + K*); CTC= Capacidade de
troca catiénica= [SB + (H* + APFY)];e, V= Saturacédo por bases = (SB/CTC) x 100;

MO= matéria organica.



101

5.2.4 Anélise anatomica

A amostragem das folhas para analise microscopica foi realizada ao final do
experimento (60 DAT). Dez folhas totalmente expandidas foram amostradas de
guatro plantas por tratamento. Os materiais selecionados para as analises
anatomicas foram fixados em FAA (5% de formaldeido, 5% de acido acético e 90%
de &lcool a 70%) por 48 horas e armazenadas em &lcool a 70% (JOHANSEN, 1940).
Os cortes foram seccionados transversalmente a mao livre com lamina cortante
(utilizando isopor como suporte), clareadas com hipoclorito de sédio a 1%, coradas
com safranina 10%, montadas em laminas semipermanentes com glicerina e

fotomicrografados em um microscoépio.

5.2.5 Variaveis analisadas

Para avaliacdo da espessura da cuticula adaxial (um), espessura da cuticula
abaxial (um), espessura da epiderme adaxial (um), espessura da epiderme abaxial
(um), comprimento do feixe vascular (um), didmetro do feixe vascular (um),
espessura do parénquima palicadico (um), espessura do parénguima lacunoso (um),
espessura da lamina foliar (um), razdo parénquima palicadico e parénquima
lacunoso (um), densidade estomatica da epiderme adaxial (um? e densidade
estomatica da epiderme abaxial (um? foram retiradas folhas sempre do mesmo né
(Figura 20).

A espessura da epiderme e cuticula do caule e folha foram determinadas pela
média de cinco diferentes sec¢des do mesmo caule ou folha, através do programa
Hayear®. A contagem dos estdbmatos foi realizada utilizando-se seccées
paradérmicas em folhas, e tendo como base 1 mm?, através de lamina milimétrica

(cAmara de Neubauer).
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Figura 20 - Localizacéo das seccdes e das medi¢cbes de Capsicum chinense Jacq.

5.2.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade das variancias (Bartlett). Foram ainda submetidos a analise de
variancia a 5% de probabilidade pelo teste F (p < 0,05), e nos casos significativos
aplicou-se a andlise de regresséo. Os dados com efeito para a interacao entre CEa x
P foram representados por meio da superficie de respostas e nos casos de efeito
isolado regressao linear ou quadratica. Para o procedimento estatistico utilizou-se o

programa R (R CORE TEAM, 2021).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a espessura da cuticula adaxial, a aplicacéo foliar de prolina promoveu
melhorias nas plantas de pimenta, com maior valor (15,97 puM) nas plantas
submetidas a concentragdo de 5,35 mM e baixa CEa de 0,50 dS m™ (Figura 21A e
4). A prolina pode funcionar como um sinal metabdlico que pode regular os
antioxidantes, além de eliminar EROs diretamente, ajudando as células vegetais a
sobreviverem sob condi¢cbes de estresse (LIANG et al.,, 2013; FU et al., 2018). A
prolina influencia diretamente a espessura da cuticula, fortalecendo a barreira fisica

da planta e contribui para uma melhor protecao ao estresse (MERWAD et al., 2018).



103

A 2 18.8624-1.9208 'x-02941"y+0219"x>+0.007 "y*+0.0265 "xy B Z= 16.2725-1.4588 'x+0.1309"y+0.1466“x*-0.0141"y*+0.0373"xy
R?-0.73 AT R°=050 T 77—
e | | — -_—
- 197 || —14 = 177 —
E | f - 5 | 5 ‘sl _— 14
= 181 ] - 6 2 16! == 15
% | fj==17 | & | = 16
2 974 [ |==18 | 3 _— 17
2 ‘ 2 151
= \ 19 | =
2 16 L
2 2 14
g 19 76 B s
= ) A5 S 13 A5
g " A4S % /4 s
< 135 73 & <. 9%
15 \ 72 (j-\
10 s - 19
Toline (m M)
C
116 D 125 -
E 115 £
= 2 120 A .
% 114 é
3113 3 U . .
8 |
v wn
= 112 4 = 110 4 .
g £
L Q
= 111 = 10
& g 1051
= 1101 =
I x L]
] s 100 A
29, % .3 g
y=109.224310.9642"x R*=0.86 y=104.5209+0.7016"x R*=0.76
108 1~ - . : : 95 L . ; . .
05 13 33 52 60 0 3 10 17 20
ECw (dS m") Proline (mM)
E F
125 1 120 +
£ . E
2 120 A = 115
Z;’ 5 L ]
2 2 .
£ 115 1 £ 110
2 i
= s
g 110 £ 105
) . 5}
2 i 2
2 105 1 £ 100 e
& 100 . g 951
< y = 122.6349-9.9823"x+1.1566 x> R* = 0.68 . y=102.1508+2.6106 'x-0.1518""x* R*=0.89
95 & T T . r 90 . T - -
05 13 33 52 6.0 0 3 10 17 20
ECw (dS m™) Proline (mM)

Figura 21 - Espessura da cuticula adaxial (A), espessura da cuticula abaxial (B),
espessura da epiderme adaxial (C e D) e espessura da epiderme abaxial (E e F) de
mudas de Capsicum chinense Jacq. submetidas ao estresse salino e prolina. * e **

indicam diferencas significativas pelo teste F a 0,05 ou 0,01 de probabilidade,

respectivamente.
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Contudo, a espessura da cuticula abaxial ndo foi favorecida pela aplicacéo de
prolina, com maior valor de 17,91 uM em plantas cultivadas sob CEa de 0,52 dS m™
e pulverizadas sob concentracdo de 0,02 mM (Figura 21B e 4). Plantas expostas a
condigfes salinas passam por desequilibrios osméticos, levando a um acumulo de
sal nas folhas e aumento na espessura da cuticula abaxial como uma barreira fisica
adicional para reduzir a perda de agua por transpiracdo e a entrada excessiva de sal
nas ceélulas foliares (SHAHID et al., 2020; SPIEKERMAN e DEVOS, 2020; FENG et
al., 2020). Os resultados indicam que, embora a prolina tenha um papel benéfico em
varios aspectos da resposta ao estresse salino, sua aplicacdo especifica néo
aumentou a espessura da cuticula abaxial.

Para a espessura da epiderme adaxial, a salinidade da agua causou um efeito
linear crescente, com aumento de 5,30% em plantas sob maior condicdo salina
quando comparado com as plantas sob o menor nivel de CEa (0,5 dS m) (Figura
21C e 4). Tal resultado foi observado com o aumento das doses de prolina, com
aumento de 13,42% na maior dose (20 mM) quando comparado com a menor dose
utilizada (Figura 21D e 4). Os resultados podem ter ocorrido pelo efeito do
aminoé&cido prolina acarretar o aumento do crescimento e numero de células,
aumentando consequentemente a espessura da epiderme adaxial (ALNAJJAR et al.,
2020).

A espessura da epiderme abaxial apresentou uma reducdo linear com o
aumento da salinidade da agua, até a CEa de 4,31 dS m, obtendo valores de
101,09 puM, com posterior tendéncia de aumento (Figura 21E e 4). Os resultados
aqui encontrados sugerem que a salinidade elevada inicialmente compromete a
estrutura da epiderme abaxial, refletindo as dificuldades das plantas em manter
processos fisioldgicos normais, contudo, apds certo ponto, as plantas podem ativar
mecanismos de adaptacdo que levam a um aumento na espessura da epiderme,
possivelmente como uma resposta para mitigar os efeitos adversos do estresse
salino e melhorar a resisténcia a salinidade (ACOSTA-MOTOS et al.,, 2017). O
estresse salino ocasiona alteracdes nos processos fisioldgicos e morfologicos das
plantas, como redu¢des no potencial osmotico, diminuindo, assim, a absorcdo de
agua e nutrientes pelo vegetal (SOUSA et al., 2022; KHAN et al., 2024).

No entanto, observou-se crescimento linear com o0 aumento das

concentracdes de prolina, com maior valor de 113,37 uM na concentracdo de 8,59
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mM, com posterior redugcdo com o aumento das concentragfes (Figura 21F e 4). A
prolina contribui para o aumento da respiracédo, o que leva a producédo de compostos
energéticos (ATP), necessarios para que ocorra a divisdo e crescimento celular
(TAHA et al., 2001; ALNAJJAR et al., 2011).

Figura 22 - Espessura da epiderme adaxial e abaxial e da cuticula da face abaxial e
adaxial foliar de Capsicum chinense Jacq submetidas ao estresse salino e prolina.
ep = epiderme; cu= cuticula; pp= parénquima palicadico; pl = parénquima lacunoso.

(continua)
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Neste estudo, a reducdo no didametro do feixe vascular foi observada com o
aumento da salinidade da agua, com reducgdo até a CEa de 4,96 dS m™ (246,73
HUM), com posterior tendéncia de aumento (Figura 23A e 6). Aléem disso, o diametro
do feixe vascular das plantas foi reduzido linearmente com o aumento das
concentragdes de prolina, com reducéo de 15,12% na maior concentragcao (20 mM)
guando comparado com as plantas submetidas sem o uso do atenuante (Figura 23B
e 24). A diminuicdo do diametro dos feixes vasculares esta diretamente relacionada
a reducdo da éarea dos vasos do xilema, que como elementos condutores sao
responséveis pelo transporte de diversos elementos, resultando na modificagdo do
seu diametro (ORTEGA et al., 2006).
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Figura 23 - Diametro do feixe vascular (A e B) e comprimento do feixe vascular (C)

de mudas de Capsicum chinense Jacq. submetidas ao estresse salino e prolina. * e

** indicam diferencas significativas pelo teste F a 0,05 ou 0,01 de probabilidade,
respectivamente.
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O maior comprimento do feixe vascular (910,14 uM) ocorreu em plantas sob
CEa de 5,99 dS m* e 0,05 mM de prolina (Figura 23C e 6). Possivelmente, isso
pode ter ocorrido como uma forma de adaptacéo das plantas ao estresse, facilitando
o transporte mais eficiente de agua e nutrientes para compensar as condicfes
adversas do estresse salino, garantindo assim, a sobrevivéncia do vegetal
(ABDELAAL et al., 2021; PANDEY et al., 2022).
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Figura 24 - Feixe vascular da folha de Capsicum chinense Jacg. submetidas ao

estresse salino e prolina. xi = xilema; fl = floema
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A maior espessura foliar (404,39 uM) ocorreu em plantas produzidas sob CEa

de 5,99 dS m e sem aplicacdo de prolina (0,00 mM) (Figura 25A e 26). Isso foi
observado para a espessura do parénquima lacunoso, com maiores valores (251,76
HUM) sob CEa de 5,99 dS m™ e sem aplicacdo de prolina (0,04 mM) (Figura 25B e
26). Provavelmente, ocorreu uma adaptacdo a perda de 4gua pela planta (WALL et
al.,, 2022). No parénquima lacunoso de C. chinense, existem poucos espacos
intercelulares, o que em plantas com alta capacidade fotossintética, representa uma
vantagem adaptativa, pois quanto maior a superficie interna livre nas folhas, mais

rapidas e eficientes serdo as trocas gasosas, possibilitando intensa fotossintese nos
periodos em que a 4gua se encontra disponivel (ELIAS et al., 2003).
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Figura 25 - Espessura foliar (A), espessura do parénquima lacunoso (B), espessura
do parénquima palicadico (C) e relacdo parénquima palicadico/parénquima
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esponjoso (D) de mudas de Capsicum chinense Jacq. submetidas ao estresse salino
e prolina. * e ** indicam diferencas significativas pelo teste F a 0,05 ou 0,01 de

probabilidade, respectivamente.

Houve reducéo da espessura do parénquima palicadico com o aumento das
concentragcbes de prolina, com maior reducdo (140,62 pM) na concentracdo de
11,42 mM (Figura 25C e 26), e posterior tendéncia de crescimento com o aumento
das concentracbes do atenuante. Por outro lado, observou-se que a relagéo
parénquima palicadico/parénquima esponjoso foi maior (0,95 pM) em plantas
produzidas sob CEa de 3,61 dS m™ e aplicacdo de prolina na concentragédo de 19,99
mM (Figura 25D e 26). A prolina desempenha um papel importante na adaptagao
das plantas ao estresse salino (MANSOUR e ALI, 2017; SHAFI et al., 2019), e, em

concentracfes mais altas, pode influenciar a morfologia e a fisiologia das células,

afetando a organizacdo do parénquima palicadico (MBARKI et al., 2018;
PATRIARCA et al., 2021).
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Figura 26 - Seccéo transversal evidenciando o parénquima palicadico e lacunoso da

folha de Capsicum chinense Jacq. submetidas ao estresse salino e prolina. epda=
epiderme adaxial; pp =

parénquima palicadico; pl= parénquima lacunoso; epab=
epiderme abaxial.

Para a densidade estomatica da epiderme abaxial (Figura 27 e 28), o maior
valor (53,29 uM?) foi obtido nas plantas submetidas a CEa de 0,50 dS m? e
concentragéo de prolina de 19,97 mM. Os estdmatos apresentam papel crucial na
regulacdo da transpiracdo, e, com base na sua densidade na superficie das folhas e
no mecanismo de fechamento em resposta a estimulos ambientais, conseguem
realizar um controle rigoroso sobre a perda de agua pelas plantas (BARBIERI et al.,
2012). Assim, os resultados reforcam a discusséao de que a densidade estomatica é

um fator importante na capacidade das plantas de controlar a transpiracdo e
conseguentemente, a sua eficiéncia no uso da agua
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Figura 27 - Densidade estomatica da epiderme abaxial da folha de Capsicum
chinense Jacq. submetidas ao estresse salino e prolina. * e ** indicam diferencas

significativas pelo teste F a 0,05 ou 0,01 de probabilidade, respectivamente

Em ambientes salinos, a reducdo na densidade estomatica na folha pode ser
criticamente importante para evitar a perda desnecesséria de agua, e, por isso, 0S

resultados aqui observados sugerem que sob alta salinidade as plantas diminuem a
densidade estomatica,

reduzindo a taxa de transpiracdo para garantir a
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sobrevivéncia quando a agua € um fator limitante (WASIM e NAZ, 2020). Resultados
semelhantes foram relatados em haldfitas, por Naz et al. (2016), com Sporobolus

ioclados.

Figura 28 - Densidade estomatica da epiderme abaxial da folha de Capsicum

chinense Jacq. submetidas ao estresse salino e prolina.

5.4CONCLUSOES

1. O estresse salino afetou negativamente a anatomia de folhas de pimenta
biquinho, causando altera¢des estruturais significativas;

2. A aplicacédo de prolina na concentracdo de 5,35 mM aumentou a espessura da
cuticula adaxial. Por outro lado, 20 mM de prolina aumentou a espessura da
epiderme abaxial, relagdo parénquima palicadico/parénquima esponjoso e

densidade estomatica.
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3. Maior espessura da cuticula e epiderme das folhas podem ser benéficas na
protecdo fisica e reducdo da perda de agua, eficiéncia fotossintética e, resposta
ao estresse. Assim, os resultados obtidos reforcam a ideia de que a prolina
promove melhorias na anatomia das folhas de pimenta, podendo ser uma
alternativa para aumentar a tolerancia aos efeitos do estresse salino.

4. Mais estudos devem ser realizados para melhor compreender a forma de acao

da prolina na sinalizacdo do sistema de defesa das plantas.
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