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Morfologia, Anatomia, Histoquimica e Aspectos Fisiolégicos da

Lamina Foliar de Espécies de Clusia (Clusiaceae)
(Fernandes, S. D. C. — Mestrado em Botanica)

RESUMO: As laminas foliares de 14 espécies do género Clusia foram analisadas em nivel
anatdémico. Para a maioria das espécies também foram feitos estudos sobre a morfologia,
histoquimica, micromorfologia e tipos de metabolismo fotossintético. Para as folhas de C.
criuva, além dos aspectos acima, foi observada a influéncia da irradiagdo solar na estrutura,
fotossintese e composicao quimica foliar. As espécies foram coletadas em afloramento rochoso
na Mata Atlantica (Clusia aemygdioi, C. arrudae, C. intermedia, C. marizii e C.spiritu-
sanctensis), na Restinga (C. fluminensis, C. hilariana, C. lanceolata e C. parviflora), em mata de
galeria no Cerrado (C. burchellii, C. criuva, C. gardneri e C. nemorosa) e na Floresta
Amazobnica (C. insignis). As formas das laminas foliares variam de obovada a eliptica, a
margem ¢ inteira, a base levemente assimétrica e decurrente, o peciolo tem inser¢gdo marginal,
as folhas sdo peninérvias, do tipo camptddromo, levemente broquidddromas e com nervura
primaria proeminente, as nervuras secundarias sdo de espacamento uniforme, as
intersecundarias sao fortes, arcos formados por nervuras de terceira e quarta ordens delineam
a venacao areolada pouco desenvolvida, a veia ultima marginal é do tipo fimbrial. Em secc¢ao
transversal, as principais diferencas entre as espécies sado: quantidade de camadas celulares
no mesofilo, espessura e forma da nervura principal, cuticula de diferentes alturas e
ornamentacdes, quantidade de drusas, propor¢cdo de espacos intercelulares no parénquima
lacunoso, numero de feixes vasculares na nervura principal, presenca de tecido
esclerenquimatico subepidérmico apenas em C. burchellii. Com os testes histoquimicos foram
evidenciados compostos lipofilicos e latex no interior dos ductos secretores; a concentragao e
localizagdo de acucares redutores s&o distintas entre as espécies; graos de amido ocorrem
principalmente ao redor do cilindro vascular da nervura principal; os compostos fendlicos,
incluindo tanino, foram observados em praticamente todos os tecidos da |amina foliar. As
espécies sao hipoestomaticas, com arranjo paracitico e células-guarda reniformes, apresentam
distribuicdo irregular, densidades distintas e formas que variam de circular a eliptica. A
densidade € inversamente proporcional ao comprimento estomatico, independente da espécie
ou da condicdo ambiental na qual se encontra. Os padrbes de deposicdo das ceras
epicuticulares séo distintos entre as espécies, assim como o espessamento e ornamentacao
das fibrilas celulésicas nas paredes das células subsidiarias, e 0 espessamento das paredes
das células-guarda. As caracteristicas anatdmicas das espécies variam de acordo com o tipo
de metabolismo fotossintético - C3;, C3/CAM e CAM, sendo o mesofilo muito mais espesso nas
espécies CAM. A variagao na disponibilidade de luz também pode alterar as caracteristicas das
folhas de C. criuva relacionadas a fotossintese, como area foliar especifica, espessura foliar,
alteragdes na proporcao de tecidos fotossintetizantes em relagdo aos nao fotossintetizantes,
conteudo de clorofila e carboidratos.

Palavras-chave: densidade estomatica, estrutura foliar, Guttiferae, metabolismo C; e CAM,
micromorfologia.
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Morphology, Anatomy, Histochemistry and Physiological Aspects of

Clusia Species (Clusiaceae) Leaf Laminas
(Fernandes, S. D. C. — Botanical Master of Science)

ABSTRACT: The leaf lamina anatomy of 14 Clusia species was studied. For most of the
species the analysis also included morphological, histochemical, micromorphological and
photosynthetic aspects. The leaves of C. criuva were processed to the aspects above and
besides, the responses presented by these leaves to changes in light availability were observed
in structure, photosyntesis and chemical composition. The samples were collected in Atlantic
forest (Clusia aemygdioi, C. arrudae, C. intermedia, C. marizii e C.spiritu-sanctensis), in
Restinga (C. fluminensis, C. hilariana, C. lanceolata e C. parviflora), in a Cerrado-gallery forest
(C. burchellii, C. criuva, C. gardneri e C. nemorosa) and in Amazon forest (C. insignis). The leaf
lamina shapes vary from obovate to elliptic, the margin type is entire, the base is a little
asymmetrical and decurrent, the position of the petiolar attachment is marginal, the leaves are
pinnate, camptodromous, weak brochidodromous, the primary vein is prominent, the secondary
vein spacing is uniform, there are strong intersecondaries, areoles are poorly developed by the
third and fourth order venational, the marginal ultimate venation is compound by a fimbrial vein.
The main differences between the transversal sections are number of mesophyll celular layers,
the primary vein thickness and shape, the cuticle thickness and ornamentation, number of druse
crystals, the spongy parenchyma intercelular space proportions, number of vascular bundles in
the primary vein, presence of sclerenchymatic tissue under the epidermis only in C. burchellii.
The histochemical analysis showed lipophilic material inside the secretory ducts; the soluble
carbohydrates concentration and location are distinct between the species; starch occurs mainly
around the vasculat cylinder of the primary vein; phenolic material, and also tanin, were
observed in almost all leaf lamina tissues. The stomata occur only in the abaxial surface, they
are paracytic with kidney-shaped guard cells, in a irregular distribution, wiht distinct frequency
and shapes from circular to elliptic. There is an inverse proportion between stomata frequency
and length, this relation is independent of the species or the kind of environment. The
epicuticular wax depositions are distinct between the species, as well as the thickness and
orientation of the celulosic fibrils in the subsidiary cell walls and the thickness of the guard cell
walls. The species anatomy characteristics vary according to the type of photosynthetic
metabolism - C3, C3/CAM and CAM, the mesophyll is thicker in CAM species. The changes in
light availability can alter C. criuva leaf features related to photosynthesis, leaf specific area, leaf
thickness, alterations in th photosynthetic tissues proportion with reference to those non-
photosynthetic, carbohydrates and clorophyll contents.

Key-words: C; and CAM metabolism, Guttiferae, leaf structure, micromorfology, stomata
frequency.

Xiii



Morfologia, Anatomia, Histoquimica e Aspectos Fisioldgicos da Lamina Foliar de Espécies de Clusia (Clusiaceae)

INTRODUCAO GERAL

Clusiaceae Lindley (Guttiferae) tem distribuicdo quase inteiramente tropical com
alguns representantes nas regides semi-aridas da Africa, Asia e Oceania. No Brasil,
esta representada por 19 géneros com ampla distribuicdo nos varios Estados,
especialmente na regido Amazonica (Barroso, 1978).

Espécies de Clusia sdo de grande interesse paisagistico, manejo ambiental e
reflorestamento de areas de restinga (Correia et al., 1993), sendo que alguns
representantes do género tém importancia na medicina popular, sendo usados como
unguentos e tdnicos no combate a hipertensdo, dores no corpo, ulceras e feridas.
Gonzalez & Matamoros (1997) confirmaram a eficacia do extrato aquoso de Clusia
coclensis Standl. na diminuicdo da pressao sanguinea em camundongos hipertensos.

Conhecer as substancias capazes de causar o efeito medicinal popularmente
difundido € uma preocupacado que deve ser considerada para garantir a eficacia e
seguranga do uso de tais drogas. Somente em 1975 foram isolados 4.083 compostos
naturais a partir de dicotiledbneas; desses, 1.504 eram de estrutura quimica inédita
(Figliuolo, 1979).

A folha € um dos 6rgaos mais expostos do vegetal, estando sujeita diretamente
as variagdes do ambiente, sendo um elemento importante para a analise auto-
ecolégica de uma espécie ou em estudos de comunidades vegetais (Boeger et al.,
1997), podendo inclusive apresentar diferengas marcantes quando em diferentes
alturas de um mesmo individuo (Yanez-Espinosa et al., 2003). Desta maneira, este
orgao foi escolhido para ser analisado, sob diferentes aspectos, ao longo deste estudo.

A utilizacdo da anatomia na sistematica ocorre ha cerca de 150 anos e ¢é util
tanto para a identificagdo pratica, quanto para a caracterizacdo das relagdes
filogenéticas entre as plantas (Judd et al., 1999), especialmente quando associados
aos aspectos ecolégicos e comparativos (Metcalfe & Chalk, 1983).

D’Arcy & Keating (1979) realizaram um levantamento das caracteristicas
anatbmicas que auxiliam na taxonomia de Calophyllum (Clusiaceae) e concluiram que
varias caracteristicas da folha podem ser uteis para compreender a taxonomia e

evolugdo do género, sendo que as caracteristicas mais marcantes para distingédo de

Silvia Dias da Costa Fernandes 1



Morfologia, Anatomia, Histoquimica e Aspectos Fisioldgicos da Lamina Foliar de Espécies de Clusia (Clusiaceae)

espécies sao forma e angularidade da nervura principal, presengca ou auséncia de
ductos e presenga ou auséncia de hipoderme.

Neste trabalho foram estudadas 14 espécies arbdreas - Clusia aemygdioi A.
Gomes da Silva & B. Weinberg, Clusia arrudae Planchon & Triana, Clusia burchellii
Engler, Clusia criuva Cambess., Clusia fluminensis Planchon & Triana, Clusia gardneri
Planchon & Triana, Clusia hilariana Schlecht., Clusia insignis Martius, Clusia intermedia
G. Mariz, Clusia lanceolata Cambess., Clusia marizii A. Gomes da Silva & B. Weinberg,
Clusia nemorosa G. Meyer, Clusia parviflora (Saldanha) Engler e Clusia spiritu-
sanctensis G. Mariz & B. Weinberg. A escolha dessas espécies como objeto de estudo
€ devido ao fato das respectivas flores estarem presentes por apenas um pequeno
intervalo de tempo (cerca de 15 dias), além de ndo manterem suas caracteristicas
guando armazenadas em cole¢des de herbario, sendo a distingdo morfolégica baseada
em materiais vegetativos e frutos e, desta forma, podendo ser ambigua (Pipoly et al.,
1998). Outra dificuldade no estudo das espécies do género Clusia € que a maioria é
didica e, geralmente existe a disposicdo apenas o exemplar de um dos sexos para a
identificacdo (Mariz, 1974). Portanto, os objetivos do presente trabalho foram:

1) descrever mofologicamente a lamina foliar, e comparar quantitativa e
qualitativamente os tecidos presentes para utilizar as caracteristicas
encontradas como ferramentas para o estudo taxondmico do género, por meio
da elaboracdo de uma chave de identificagcdo, permitindo a distincdo das
espécies em estagio vegetativo;

2) realizar triagens histoquimicas para deteccdo de compostos secretados ou
armazenados, que podem servir para a prospecgado do(s) principio(s) ativo(s)
dos vegetais para uso medicinal e/ou comercial,

3) caracterizar a epiderme das espécies, a fim de demonstrar detalhes das células
que possam ser importantes para a caracterizagao da superficie foliar; além de
relacionar as dimensdes lineares e a area do estbmato com as respectivas
densidades, verificando a existéncia de caracteristicas especificas;

4) identificar os tipos de metabolismo fotossintético e verificar as possiveis relagdes
com a anatomia foliar, assim como as caracteristicas de cada espécie que

indiquem aspectos ecologicos e estratégias de adaptacdo aos ambientes de
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onde se originam, auxiliando, desta maneira, na caracterizagao ecofisiolégica
das espécies;

5) analisar folhas de sol e de sombra de C. criuva Cambess. para identificar as
caracteristicas que respondem aos niveis contrastantes de irradiagcao solar em

nivel anatdémico, bioquimico e fisioldgico.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

A FAMILIA

De acordo com a classificagao filogenética, Clusiaceae Lindley pertence a ordem
Malpighiales Martius e € considerada monofilética com base em sinapomorfias
quimicas e anatdmicas; o nome tradicional para a familia, Guttiferae, significa “portando
goma”, em referéncia a secregao de coloragéo variada, caracteristica do grupo (Judd et
al.,, 1999). Nesta familia ocorrem aproximadamente 40 géneros, a maioria deles em
regides tropicais. As cerca de 1200 espécies sdo predominantemente lenhosas e
possuidoras de latex na maioria de seus tecidos (Oliveira et al., 1996).

As espécies desta familia possuem habitos bastante variados, podendo ser
plantas arboreas, epifitas, hemiepifitas ou, ocasionalmente, lianas. Suas principais
caracteristicas sdo as folhas opostas, coriaceas a cartilaginosas, sem estipulas, com
ductos secretores de forma variada, e as flores unissexuadas, as masculinas
usualmente com um numero indefinido de estames (Gustafsson, 2000).

Clusiaceae circunscreve diversas plantas de valor econémico (Hutchinson,
1969). Suas espécies apresentam diversas utilidades, com varios géneros conhecidos
como produtores de madeira de grande valor, como, por exemplo, Calophyllum. Alguns
géneros possuem propriedades medicinais (Kielmeyera) e outros s&o ornamentais,
destacando-se o género Clusia (Andrade, 1987).

No Brasil, a familia possui aproximadamente 19 géneros, sendo que 0s mais
representativos sao: Clusia, Kielmeyera, Tovomita e Vismia, com ampla distribuicao
nos varios Estados, especialmente na regido Amazénica (Andrade et al., 2002).

Solereder (1908) citou que aspectos anatdbmicos da familia, tais como a
distribuicdo dos canais secretores no caule, raiz e folha; ocorréncia de cristais de
oxalato de calcio; raios medulares estreitos; caracteristicas do aparelho estomatico e
auséncia de pélos sao uteis para a diagnose de géneros e espécies. Em relagdo ao
mesofilo, mencionou a tendéncia a esclerificagdo ou ao espessamento das paredes
celulares.

Paula (1974a) realizou estudos sobre esta familia, afirmando que, de modo

geral, as madeiras apresentam estrutura anatdémica bastante heterogénea o que pode
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ser usado como subsidio a identificacdo de géneros e espécies. Nesse mesmo ano,
Paula (1974b) elaborou uma chave taxondmica baseada na quantidade, morfologia e
dimensé&o dos estdbmatos para algumas espécies do género Clusia.

Segundo Barroso (1978), as plantas desta familia apresentam espacgos
intercelulares ao longo do mesofilo cheios de secregdo. Metcalfe & Chalk (1983)
referem-se a presenga de ductos secretores que podem seguir o feixe vascular ou
correr independentemente deste no mesofilo, passando pela regido cortical e medular
do peciolo; também descrevem algumas caracteristicas das folhas, tais como
estdmatos paraciticos presentes na epiderme abaxial, hipoderme de uma a varias
camadas de células em contato com a epiderme adaxial e presenga de cristais de
oxalato de calcio na forma de drusas nas células do mesofilo.

Em relagdo ao peciolo, Stevens (2006) afirmou que a familia ndo apresenta uma

homogeneidade anatdbmica entre os géneros e espécies.

O GENERO

Clusia, pertencente a subfamilia Clusioideae Engler, é caracterizado por
aproximadamente 300 espécies (Stevens, 2006), distribuidas geograficamente desde o
sul dos Estados Unidos até o sul do Brasil (Judd et al., 1999). Podem ocorrer em
diversos habitats, como planicies, florestas montanhosas, savanas ou dunas (Gehrig et
al., 2003). No Brasil, sua distribuicdo é mais frequente na regido Amazénica (Andrade
et al., 2002), sendo todas sempre verdes e a maioria das espécies lenhosa (IBGE,
1988).

O nome Clusia foi proposto por Plumier em 1703, para homenagear o botanico
belga Jules Charles de I'Ecluse (Carolus Clusius), um dos pioneiros dos estudos
floristicos do Velho Mundo; entretanto, o género so6 foi efetivamente descrito por Linneu
em 1753, na primeira edigdo do “Species Plantarum”, tendo Clusia major L. como
espécie-tipo (Planchon & Triana, 1860).

A primeira referéncia a uma espécie deste género para o Brasil foi feita por
Macgrave em 1648, cujo material foi coletado em Pernambuco e posteriormente

identificado como Clusia nemorosa Meyer (Andrade-Lima et al., 1977).
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As espécies deste género, além do valor ornamental (Andrade, 1987), também
sao utilizadas para confecgao de artesanatos, como Clusia amaz6nica (Alvino et al.,
2005). Na medicina, ja foi comprovada a eficacia da atividade antitumoral de extratos
de Clusia rosea (Diaz-Carballo et al., 2003).

As folhas nas plantas do género Clusia sdo simples, opostas, coridceas a
cartilaginosas, pecioladas, dotadas de glandulas (comumente visiveis) ou ndo e sem
odor caracteristico (Machado, 1980). Contém ductos secretores com 6leo ou resina, a
qual pode ser amarela ou ter outra cor brilhante (Vieira & Silva, 1992). O peciolo é reto
ou curvo, podendo ter lenticelas na face abaxial, apresenta-se adpresso ao ramo,
ocorrendo uma concavidade na face adaxial do 6rgao (Schneider, 1985).

De acordo com Morretes & Ferri (1972), Sobrado & Medina (1980) e Boeger et
al. (1997), que estudaram as folhas de algumas espécies do género, caracteres
habitualmente tidos como de adaptacdo a ambientes xéricos estdo presentes nos
espécimes com razoavel frequéncia: cuticula espessa, numero elevado de estdmatos e
abundancia de tecido mecanico.

Segundo Borland et al. (1998), a hipoderme de Clusia funciona como um tecido
de armazenamento de agua, como exemplos ha C. aripoensis e C. minor que
apresentam hipoderme bastante desenvolvida na face adaxial. Kaul (1977) afirmou que
as células largas da hipoderme n&o sdo capazes de evitar uma perda de agua para o
ambiente, sendo a cuticula, geralmente espessa, responsavel por esta protegéo.

As observagdes do metabolismo acido das crassulaceas (CAM) em Clusia séo
importantes porque representam o primeiro registro de uma arvore dicotiledébnea com
adaptacdo a esse metabolismo, dentre as mais de 30 familias CAM (Ting et al., 1987).
Segundo Franco et al. (1994), Roberts et al. (1998) e Herzog et al. (1999), espécies do
género Clusia pertencem a um pequeno grupo de arvores dicotileddneas que realizam
tanto metabolismo C3; quanto CAM. Franco et al. (1990) afirmaram que esta
flexibilidade no processo fotossintético possibilitou a dispersao geografica deste género
através dos trépicos.

Gehrig et al. (2003) realizaram analises de DNA nuclear com o intuito de
compreender a origem do mecanismo CAM entre as espécies desse género e
concluiram que Clusia é um género monofilético, formando um grupo irm&o com os

géneros Chrysochlamys e Tovomita. Esta relagdo também foi mostrada por Gustafsson
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et al. (2002), quando estudaram a filogenia de Clusiaceae baseada em sequéncias do
gene rbclL de cloroplastos, que também concluiram que o metabolismo CAM deve ter

origem multipla e independente dentro do género Clusia.

CARACTERIZACAO DAS ESPECIES

Nas espécies estudadas o habito € arboreo (Fig. 1a), as folhas sdo simples,
pecioladas, de filotaxia oposta, glabras, com textura variando de coriacea a
cartilaginosa, peninérvias, com bordos lisos, sem estipulas, discolores (face abaxial
verde clara e adaxial mais escura), com secre¢ao de coloracdo branca a amarelada,
flores unissexuadas, actinomorfas com calice imbricado, reunidas em inflorescéncias
cimosas, apicais e axilares, com 6rgaos sexuais totalmente expostos (Fig. 1b), numero
variavel de estames, frutos do tipo capsula, alongados, secos e com deiscéncia
septicida (Fig. 1c).

Clusia aemygdioi possui folhas obovadas e cartilaginosas, botéo floral globoso e
imbricado, suas flores s&o amarelo claro com centro vermelho escuro, sendo
caracterizada por auséncia de estaminddios na flor masculina, os verticilos férteis sao
amarelados. O seu tipo foi coletado no municipio Domingos Martins — ES, em 1985, o
epiteto especifico € homenagem a Luiz Emygdioi de Mello Filho, pioneiro que
introduziu o género em estudos ecoldgicos (Silva & Weinberg, 1985).

Clusia arrudae possui folhas obovadas e coriaceas, suas flores apresentam
pétalas brancas com centro avermelhado, ou totalmente vermelhas, os estaminddios
sdo discretos, estigma e fruto jovem verdes. Seu tipo foi coletado no Rio de Janeiro por
J. A. Casaretto (Stevens, 2006).

Clusia burchellii possui folhas obovadas, coriaceas a carnosas, suas flores
apresentam sépalas verdes, pétalas vermelhas (Fig. 1b), filetes verdes e anteras
marrons, estilete e estigma amarelos, frutos imaturos verdes e vermelhos.
Popularmente esta planta é conhecida como gameleira (Corréa, 1931). Seu tipo foi
coletado em Goias por Burchell (Stevens, 2006).

Clusia criuva possui folhas carnosas, oblongas a obovadas, curto-pecioladas

(Corréa, 1931). Suas flores sdo pentédmeras de cor branca, apresentam sépalas e
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filetes verdes, e anteras, estilete e estigma amarelos (Fig. 1d), o gineceu é circundado
por estaminddios amarelos, o fruto € verde quando jovem, contendo duas ou mais
sementes com arilo de cor abdbora (Correia et al., 1993). Seu tipo foi coletado em
Minas Gerais por A. de Saint Hilaire em 1828.

Clusia fluminensis possui folhas obovadas, carnosas a coriaceas, suas flores
sdo brancas, estames amarelos e anteras laranjas. Seu tipo foi coletado no Rio de
Janeiro por Gaudichaud em 1833 (Stevens, 2006).

Clusia gardneri possui folhas elipticas, semi-crassas a coriaceas, suas flores
apresentam coloragdo vinho no centro e branco no restante das pétalas, estilete e
estigma sao verdes, o fruto é de cor verde com glandulas pretas quando imaturo (Fig.
1e), sendo a semente com arilo vermelho (Fig. 1c). Seu tipo foi coletado em Goias, por
Gardner em 1842 (Stevens, 2006).

Clusia hilariana possui folhas obovadas e crassas, suas flores sao totalmente
brancas, ou brancas com interior rosa, ou totalmente rosas, o estigma e os estames
sdo amarelo claro, o botéo floral é esverdeado e o fruto jovem é verde amarelado. O
tipo de C. hilariana foi coletado no Espirito Santo por A. de Saint Hilaire em 1888
(Stevens, 2006), sendo o epiteto em homenagem ao mesmo. De acordo com Vesque

(1893), C. hilariana, por ser do tipo crassifoliado, deriva diretamente de C. lanceolata.

Clusia insignis, cujo tipo foi coletado em Manaus—AM por Spruce em 1805
(Stevens, 2006), possui pétalas com centro vermelho escuro e bordos brancos,
estaminddios estdo presentes, esta espécie é cultivada como ornamental no Brasil e na
Venezuela (Maguire, 1977). Em Pernambuco foram introduzidas C. insignis e C.

fluminensis como ornamentais em pragas e jardins (Andrade, 1987).

Clusia intermedia possui folhas oblongas e coriaceas, suas flores sao
esverdeadas, o bot&o floral é esbranqui¢ado e o fruto jovem amarelo. Clusia intermedia
foi uma das duas novas espécies do género descritas por Mariz (1974) para
Pernambuco. Seu epiteto é relativo a posicao intermediaria do tipo, por ser tetrdmero, o
que a afastaria das demais espécies de Clusia e a aproximaria de outro género.

Clusia lanceolata possui folhas elipticas e subcoriaceas, suas flores sdo amarelo
claro com manchas vermelhas na periferia e fundo castanho, os verticilos férteis sao
amarelos, o botdo floral € vermelho e os frutos vinaceos. O tipo foi coletado na
Venezuela por Saint Hilaire em 1845 (Stevens, 2006). Machado & Emmerich (1981)

Silvia Dias da Costa Fernandes 8



Morfologia, Anatomia, Histoquimica e Aspectos Fisioldgicos da Lamina Foliar de Espécies de Clusia (Clusiaceae)

analisaram a presenca de coléteres na regidao proximal do peciolo de C. lanceolata,
descrevendo a forma, estrutura e fungao, citaram ainda a ocorréncia de formacgdes
semelhantes em C. fluminensis.

Silva & Weinberg (1984) descreveram C. marizii, uma nova espécie cuja
localidade tipo € Cachoeiro de Itapemirim-ES. O epiteto especifico foi homenagem a
Geraldo Mariz, especialista no género, segundo os autores esta espécie é proxima de
C. fluminensis e C. spiritu-sanctensis. As folhas sdo oblongo-elipsdides e subcoriaceas,
as inflorescéncias sao tri a multiflora, as flores possuem pétalas vermelhas escuras,
estames livres dispostos em dois ciclos, estaminédios nas femininas, frutos verdes
quando maduros, arilo alaranjado nas sementes. De acordo com IPEMA (2007), C.
aemygdioi e C. marizii sdo espécies incluidas no projeto de conservagdo da
biodiversidade da Mata Atlantica do Estado do Espirito Santo porque estdo ameacgadas
de extingdo nessa regiao.

Clusia nemorosa possui folhas oblongas e cartaceas, flores com pétalas brancas
e, ao redor dos verticilos férteis € rosado (Fig. 1f), os estames s&o marrons, a secregcéo
€ produzida por estaminddios nas flores de ambos os sexos (Mesquita & Franciscon,
1995). O tipo de C. nemorosa foi coletado no Suriname por Rodschied, seu epiteto

significa “a que mora na mata”, por ser frequiente nesse tipo de cobertura vegetal.

Clusia parviflora, cujo tipo foi coletado por Saint Hilaire em 1888, possui folhas
obovadas e coriaceas, suas flores sdo brancas e os frutos verdes. Nogueira et
al.(2001) a consideram bastante similar a C. criuva, morfo e bioquimicamente, e
afirmaram que, provavelmente, seria melhor trata-la como subespécie desta.

Mariz & Weinberg (1982) descreveram C. spiritu-sanctensis como uma nova
espécie do género, encontrada em Vila Velha — ES. Os tipos estdo depositados no Rio
de Janeiro e em Pernambuco. Na diagnose da espécie enfatizaram os aspectos
morfoldgicos da folha e do aparelho reprodutor feminino e masculino, sendo préoxima de
C. fluminensis, da qual difere pelo numero de estames e estaminddios. As flores
possuem pétalas brancas e verticilos férteis amarelos.

Schneider (1985) descreveu a anatomia foliar de C. hilariana e C. spiritu-
sanctensis ocorrentes no Estado do Espirito Santo. Além das quantidades de camadas
celulares diversas em cada um dos tecidos das duas espécies, verificou que C.

hilariana apresenta cuticula espessa com ornamentagcdo nas paredes anticlinais
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externas, medula parenquimatica do cilindro vascular do peciolo escassa ou ausente e
estdmatos com crista cuticular. Contudo, C. spiritu-sanctensis € caracterizada por
cuticula espessa, lisa e apresentando flanges, presenga de medula parenquimatica no
cilindro vascular do peciolo e estdbmatos com pequena camara subestomatica. De
acordo com a autora, essas diferencas quantitativas e qualitativas nos tecidos das duas
espécies podem ser utilizadas no auxilio da taxonomia.

A natureza quimica dos compostos volateis pode estar relacionada com a
taxonomia das espécies e a interacdo entre os tipos de polinizadores observados
(Fahn, 2000). Nogueira et al. (2001) verificaram a composi¢cao de compostos volateis
de flores masculinas e femininas de C. grandiflora, C. parviflora e C. spiritu-sanctensis,
entretanto, ndo encontraram muita distincdo entre os produtos destas espécies.

Assis et al. (2004) realizaram um estudo de fitossociologia de uma floresta no
estado do Espirito Santo e consideraram C. hilariana e C. spiritu-sanctensis espécies
raras em florestas de restinga degradadas. Essas espécies sao consideradas pioneiras

ou facilitadoras da entrada de outras espécies na comunidade.
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05 cm ; 1cm

Fig. 1. Aspectos morfologicos das espécies de Clusia que ocorrem em mata de galeria no Cerrado. A: aspecto geral
do vegetal. B: folhas e inflorescéncia feminina de Clusia burchellii. C: fruto e sementes de Clusia gardneri. D:
inflorescéncias masculina e feminina de Clusia criuva. E: inflorescéncia feminina e fruto de Clusia gardneri. F:
inflorescéncia feminina de Clusia nemorosa.
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MATERIAL BOTANICO

As 14 espécies arboreas deste estudo foram coletadas em afloramento rochoso
na Mata Atlantica (Clusia aemygdioi, Clusia arrudae, Clusia intermedia, Clusia marizii e
Clusia spiritu-sanctensis), na Restinga (Clusia fluminensis, Clusia hilariana, Clusia
lanceolata e Clusia parviflora), em mata de galeria no Cerrado (Clusia burchellii, Clusia
criuva, Clusia gardneri e Clusia nemorosa) e na Floresta Amazdnica (Clusia insignis).

Amostras das espécies C. aemygdioi, C. intermedia, C. marizii e C. spirictu-
sanctensis foram coletadas na Reserva Biolégica Santa Lucia, Santa Tereza - ES.
Clusia arrudae € oriunda da Serra de Sao José, Tiradentes - MG. As espécies C.
hilariana, C. parviflora sado originarias dos arredores de Macaé - RJ, e C. fluminensis e
C. lanceolata dos arredores de Marica - RJ. Amostras de C. insignis foram coletadas
em Porto Trombetas - PA. As amostras dessas espécies sao de individuos femininos,
também foram coletadas amostras do individuo masculino de C. intermedia. O material
vegetal foi previamente fixado em formaldeido : &cido acético : etanol 70% (FAA 70%)
na proporg¢ao 1:1:18 por 24h, preservado em etanol 70% e enviado ao Laboratério de
Anatomia Vegetal — UnB pelo Prof. Dr. Fabio Rubio Scarano (Departamento de
Ecologia UFRJ).

As espécies do Cerrado (C. burchellii, C. criuva, C. gardneri e C. nemorosa)
foram coletadas na Reserva Ecolégica do Cérrego do Roncador — RECOR/IBGE - DF
em julho/2005 e janeiro/2006, matas nos arredores de Cavalcante - GO em
dezembro/2005 e Estacdo Ecolégica Aguas Emendadas — DF em junho/2006. Em
todas essas coletas foram encontrados materiais férteis (flores e/ou frutos),
confeccionadas exsicatas que, posteriormente foram incorporadas no herbario IBGE,
com os seguintes numeros de tombo:

- Clusia burchellii: 62681, 62682, 62683, 62684, 62688, 62689, 62744, 62745,

62747;

- Clusia criuva: 62680, 62687, 62691, 62692, 62743, 64748;
- Clusia gardneri: 62679, 62685, 62686, 62690, 62746;

- Clusia nemorosa: 63432.
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As duplicatas foram submetidas para o herbario da Universidade de Brasilia
(UB) e da Universidade Estadual de Campinas - SP (UEC). As espécies foram
identificadas pelo Dr. Volker Bittrich.

Amostras dos individuos de ambos os sexos de C. criuva foram coletadas na
RECOR/IBGE - DF, nas coordenadas geograficas 15°56’254”S — 47°53'193”W, e em
Cavalcante - GO (13°35'066”’S — 47°31'417"W e 14°00'167”’S — 47°31'235”W). Para
esta espécie também foram realizados estudos sobre a influéncia do ambiente (niveis
contrastantes de irradiagdo solar) na estrutura, fotossintese e composigao quimica. As
amostras, incluindo os peciolos, foram obtidas de quatro plantas, sendo duas
localizadas na borda de uma mata de galeria (ambiente de sol) e duas localizadas no
interior da mata (ambiente de sombra). As duas coletas realizadas -julho/2005 e
janeiro/2006 — correspondem respectivamente as estagdes de seca e de chuva.

Em Cavalcante - GO, também foram coletadas amostras de ambos os sexos de
C. burchellii (13°41'595”S — 47°28'110”"W, 13°47°228”S — 47°20'177"W e 13°49'334”S
—47°27'162”"W) e femininas de C. gardneri (13°37°708”S — 47°28’305”W).

Amostras dos individuos femininos de C. nemorosa foram coletadas na Estacao
Ecolégica Aguas Emendadas - DF (15°32'577”S — 47°34'690"'W).
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CAPITULO 1 - MORFOLOGIA, ANATOMIA E HISTOQUIMICA
DA LAMINA FOLIAR DE ESPECIES DE CLUSIA (CLUSIACEAE)

RESUMO: As laminas foliares de 14 espécies de Clusia foram examinadas em nivel
anatbmico, destas, 8 também foram analisadas em nivel morfolégico e 7 em nivel
histoquimico. As formas das laminas foliares variam de obovada a eliptica, a margem é
inteira com base levemente assimétrica e decurrente, o peciolo tem insergdo marginal,
as folhas sao peninérvias, do tipo camptédromo, levemente broquidédromas e com
nervura primaria proeminente, as nervuras secundarias sdo de espagamento uniforme,
as intersecundarias sao fortes, arcos formados por nervuras de terceira e quarta ordens
delineam a venagao areolada pouco desenvolvida, a veia ultima marginal € do tipo
fimbrial. Em seccdo transversal as folhas apresentam epiderme unisseriada, com
células de formas e tamanhos variados, recobertas por cuticula espessa, com flanges;
em sua face abaxial a epiderme apresenta células comuns menores e a cuticula menos
espessa que na face adaxial. As espécies sdo hipoestomaticas e os estdmatos
apresentam cristas cuticulares e sao nivelados em relagdo as demais células
epidérmicas, podendo haver camara subestomatica. O mesofilo € heterogéneo bifacial,
presenca de ductos secretores e drusas. Ocorre hipoderme adaxial de 1-6 estratos com
células aclorofiladas, isodiamétricas, com disposi¢cado tabular e paredes espessas. O
parénquima palicadico é constituido por 1-9 camadas de células alongadas. A regiao
de transig¢ao entre os parénquimas palicadico e lacunoso apresenta nervuras de médio
e pequeno porte, compostas por feixes vasculares colaterais, envoltas por bainha
parenquimatica, ou esclerenquimatica em C. gardneri e C. hilariana. O parénquima
lacunoso € composto por 12-30 camadas, entre as quais ocorrem espagos
intercelulares de diametros distintos e células isodiamétricas a braciformes. A nervura
principal € a que apresenta maior variabilidade entre as espécies, nesta regidao os
feixes vasculares estdao dispostos em forma de circulo a elipse. Ocorre tecido
esclerenquimatico subepidérmico apenas em C. burchellii. Com os testes histoquimicos
foram evidenciados compostos lipofilicos no interior dos ductos secretores; a
concentracdo e localizacdo de acucares redutores sao distintas entre as espécies;
graos de amido ocorrem principalmente ao redor do cilindro vascular da nervura
principal; os compostos fendlicos, incluindo tanino, foram observados em praticamente
todos os tecidos da lamina foliar. Nao houve distincdo qualitativa dos compostos
presentes na lamina foliar das espécies analisadas. No entanto, de acordo com as
diferencas morfolégicas e anatdmicas encontradas é possivel o reconhecimento das
especies em estagio vegetativo.

Palavras-chave: anatomia, Clusia, folha, histoquimica, venacgao.
Agradecimentos: Ao Prof. MSC. José Geraldo Antunes de Paiva pelo empréstimo dos

reagentes para os testes histoquimicos e ao Fausto pelas fotografias das folhas

diafanizadas.
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Introducéo

Clusiaceae é composta por diversas plantas de valor econémico (Hutchinson,
1969). Suas espécies apresentam diversas utilidades, com géneros produtores de
madeira de grande valor (Calophyllum), possuidores de propriedades medicinais
(Kielmeyera) e ornamentais Clusia (Andrade, 1987).

Clusia é caracterizado por cerca de 300 espécies (Stevens, 2006), distribuidas
desde o sul dos Estados Unidos até o sul do Brasil (Judd et al., 1999). Pode ocorrer em
diferentes ambientes, como planicies, florestas montanhosas, savanas ou dunas
(Gehrig et al., 2003). No Brasil, sua distribuicao é mais freqliente na regidao Amazénica
(Andrade et al., 2002), sendo todas sempre verdes e a maioria das espécies lenhosa
(IBGE, 1988).

A identificagdo das espécies deste género € geralmente feita com base nas
caracteristicas dos o6rgaos reprodutivos, no entanto as respectivas flores estao
presentes por apenas um pequeno intervalo de tempo (cerca de 15 dias), e ndo
mantém suas caracteristicas quando armazenadas em cole¢des de herbario (Pipoly et
al., 1998).

De acordo com Hickey (1974), as folhas sdo raramente utilizadas em estudos
morfolégicos comparativos e taxonémicos, devido a falta de uma classificagéo
detalhada, padronizada e ndo ambigua. Uma descri¢ao precisa das caracteristicas da
folha pode auxiliar consideravelmente a classificagao, além de permitir o estudo de
efeitos do ambiente no vegetal.

Estudos anatébmicos podem subsidiar trabalhos taxonémicos. D’Arcy & Keating
(1979) realizaram um levantamento das caracteristicas anatébmicas que auxiliam a
taxonomia de Calophyllum (Clusiaceae) e concluiram que varios caracteres da folha
podem ser uteis para compreender a taxonomia e evolugao deste género.

Este trabalho visa a descricdo morfolégica, anatémica e histoquimica da lamina
foliar de espécies de Clusia para permitir sua identificagdo em estagio vegetativo. Os
estudos histoquimicos podem gerar informagdes que fornecem elementos de
comparagao qualitativa para identificagdo de compostos para uso comercial e/ou

medicinal.
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Material e Métodos

A caracterizagdo morfologica inicial das folhas e o registro fotografico foram
realizados no campo, e as complementacdes de medidas, analises e descricdes no
laboratério. Todas as espécies apresentaram contaminagdo por fungos nas folhas
maduras, caracteristica ausente nas folhas jovens.

As técnicas morfolégicas foram aplicadas as espécies C. burchellii, C. criuva, C.
fluminensis, C. gardneri, C. hilariana, C. insignis, C. lanceolata e C. nemorosa. Duas
folhas totalmente expandidas, retiradas a partir do 2° n6 a contar do apice de um ramo
adulto foram selecionadas de cada um dos dois individuos analisados por espécie.
Para as demais espécies nao foi aplicada esta técnica porque as mesmas foram
enviadas ja fracionadas.

A desidratacdo do material durante o transporte foi evitada através de seu
acondicionamento em sacos plasticos e camara fria. As folhas foram submetidas ao
processo de diafanizagdo (modificado de Shobe & Lersten, 1967 - apud Kraus &
Arduin, 1997), com o objetivo de evidenciar a arquitetura foliar, acrescentando a
limpeza do material com esponja e sabao neutro, com o intuito de retirar o excesso de
cera e acelerar o processo.

A montagem das Iaminas foliares foi feita entre duas placas de vidro em resina
sintética (Paiva et al., 2006), e a ampliagdo em papel fotografico branco e preto usando
0s espécimes como positivo para geragdo da imagem em negativo no papel. A
classificagao e a descricdo da arquitetura das folhas foram realizadas de acordo com
Hickey (1974 e 1979).

As secgdes transversais das regides medianas das folhas das 14 espécies deste
estudo foram realizadas a méo livre e com infiltracdo e inclusdo dos materiais em
parafina ou historesina Leica®. Cinco folhas, de cada um dos quatro individuos
analisados por espécie, foram selecionadas e coletadas conforme descrito
anteriormente. A limpeza do material foi realizada com pincéis e imersdo em agua com
posterior preservagdo em alcool etilico 70% (Jensen, 1962), permanecendo imerso
neste liquido até etapas posteriores do processamento.

As seccbes realizadas a mao livre foram feitas em micrétomo de mesa (R.

Jungag Heidelberg), clarificadas por cerca de 4h com solugao de hipoclorito de sédio
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50% (Kraus & Arduin, 1997), coradas por 5min com safranina 1% e azul de alciao 1%
aquosos na proporcao 5:1 (Luque et al., 1996). Algumas secg¢des foram montadas
entre l&mina e laminula em gelatina glicerinada de Kaiser (1880) como meio de
montagem; outras foram desidratadas em série etilica, diafanizadas em acetato de
butila e montadas em resina sintética (Paiva et al., 2006).

Para a infiltracdo e inclusdo em parafina, o material foi desidratado em série
etilica crescente, até a saturacdo (etanol absoluto), diafanizado em xilol, infiltrado e
incluido. As secgdes foram obtidas em micrétomo rotativo Leica RM 2145, afixadas em
ldminas histoldégicas, submetidas aos corantes safranina 1% em alcool 50% por 20min
e passadas rapidamente no verde firme 0,5% em alcool 100% (Johansen, 1940) e
montadas entre lamina e laminula em resina sintética (Paiva et al., 2006).

A infiltragcdo e inclusdo em historesina Leica® seguiu as orientagbes do
fabricante. As seccdes foram obtidas em microtomo rotativo Leica RM 2145, afixadas
em laminas histoldgicas, submetidas aos corantes fucsina basica 0,0125% aquosa por
1min e azul de astra 1% aquoso por 40min em estufa 60°C (Roeser, 1972 — apud
Kraus & Arduin, 1997), lavadas em agua, secas a temperatura ambiente e montadas
em resina sintética (Paiva et al., 2006).

Porcdes das folhas foram submetidas a solugédo de Franklin (1946 - apud Kraus
& Arduin, 1997) e mantidas em estufa 40°C por cerca de 3 dias até a dissociagao dos
tecidos, para obtencdo de células livres. A solucdo foi filtrada em tecido sintético
durante quatro lavagens em agua destilada, a suspenséao foi corada com safranina 1%
em alcool 50% e montada entre ldmina e laminula usando gelatina glicerinada de
Kaiser (Kraus & Arduin, 1997) como meio de montagem.

Para os testes histoquimicos, amostras de laminas foliares, sem qualquer
tratamento (amostras fixadas ndao foram submetidas aos testes), foram envoltas em
papel aluminio e congeladas a -4°C para a preservagao de suas caracteristicas
bioquimicas até o preparo das seccdes. As espécies analisadas foram C. burchellii, C.
criuva, C. fluminensis, C. gardneri, C. insignis, C. lanceolata e C. nemorosa, sendo que
para cada teste foram feitas 3 repeticbes por espécie.

Foram utilizadas seccbes feitas a mao livre e submetidas a reagentes
especificos; segundo Kraus & Arduin (1997): teste de Fehling (Purvis et al., 1964) para

agucares redutores; reagente de Steinmetz (Costa, 1970) para amido, celulose, cutina,
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suberina, outros compostos lipofilicos, mucilagem e lignina; lugol (Langeron, 1949) para
graos de amido; cloreto de zinco iodado (Jensen, 1962) para graos de amido, celulose
e lignina; acido acético glacial e sulfurico 10% (Corso, 1991) para composi¢cdo quimica
dos cristais; sudan Ill e IV (Jensen, 1962) para cutina, suberina, mucilagem e outros
compostos lipofilicos.

Outros testes histoquimicos foram efetuados de acordo com Johansen (1940):
solucdo de acetato cuprico aquoso 7% para resinas; solugdo aquosa de vermelho de
ruténio 0,02% para substancias pécticas; solugao saturada aquosa de acido picrico por
24h e reagao conjugada as solugdes aquosas de ferrocianeto de potassio seguida de
cloreto férrico 5% para corpos protéicos; dicromato de potassio aquoso 10% e solugao
aquosa de formalina 5% e sulfato ferroso 10% para compostos fendlicos; floroglucinol
cloridrico para lignina; cristais de fenol para silica; sulfato ferroso aquoso para taninos.

Os teste histoquimicos realizados de acordo com Ascensdo (2003) foram:
reagentes de Ellran (Furr & Mahlberg, 1981) e Dragendorff (Svendsen & Verpoorte,
1983) para alcaldides; acetato neutro de chumbo aquoso 3% (Charriére-Ladreix, 1976)
e cloreto de aluminio aquoso 15% (Charriere-Ladreix, 1976) para compostos fendlicos;
vanilina cloridrica 0,5% em acido cloridrico 9% (Mace & Howell, 1974) para taninos;
azul brilhante de Coomassie (Fisher, 1968) para proteinas.

Além desses, azul de metileno para celulose (Langeron, 1949), sulfato de anilina
para lignina (Morita & Assumpgao, 1972). Os controles foram feitos com as secgdes
sem qualquer tratamento ou conforme especificado pelos autores.

As fotomicrografias de todas as secgdes transversais foram obtidas com auxilio

do microscopio Olympus CX 31 acoplado a maquina digital.

Resultados - Morfologia da Lamina Foliar

Foi realizado o estudo morfolégico da lamina foliar das espécies C. burchellii, C.
criuva, C. fluminensis, C. gardneri, C. hilariana, C. insignis, C. lanceolata e C.
nemorosa. Para as demais espécies nao foi possivel aplicar esta técnica porque as
amostras foram enviadas ja fracionadas.

A forma das laminas foliares das 8 espécies analisadas variam de obovada a

eliptica (Figs. 2 e 3). Clusia burchellii (Fig. 2a) e C. fluminensis (Fig. 2c) possuem forma
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obovada; C. criuva (Fig. 2b), C. gardneri (Fig. 2d), C. hilariana (Fig. 3a), C. insignis (Fig.
3b), C. lanceolata (Fig. 3d) e C. nemorosa (Fig. 3c) possuem forma eliptica.

A area foliar (cm?) das espécies varia de 13,06 + 0,69 em C. lanceolata a 81,07
t+ 1,35 em C. nemorosa (Tab. 1). A razdo comprimento/largura para as espécies com
folhas obovadas é a mesma (1,3 : 1,0) e a menor dentre as espécies, para as elipticas
esta razdo varia de 1,6:1,0a 2,5: 1,0 (Tab. 1). De acordo com a dimensao da area
foliar, todas as espécies foram classificadas como macrofilos, com exce¢ao de C.

lanceolata, do tipo mesofilo.

Tab. 1. Area (cm?) e razéo entre comprimento e largura da lamina foliar das espécies estudadas.
Valores expressos em média + desvio-padrao

Ezpécie Area Foliar Comprimenta £ Largura
Clesia bermime i TP.27 £1,02 12:1.0
Clesia o 46,20 £ 2,37 182:1.0
Clesia fumimernsiz | 62,34 £ 0,56 13:1.0
Clesia gamime 54,60 + 2,01 20:1.0
Chesia filarana 65 60 £ 1,94 16 :1.0
Chesia ivsigis 42 .50 + 0,86 24510
Chesia lamceolata | 13,06 £ 0,69 16 :1.0
Clersia memnnmsa 2107 £1,35 21:1.0

Todas as folhas possuem margem inteira (Figs. 2 e 3), base levemente
assimétrica, decurrente, com angulo agudo e sdo pecioladas, possuindo o peciolo
insercdo marginal e base dilatada.

Em relagdo ao apice, o angulo € agudo em C. criuva (Fig. 2b), C. insignis e C.
nemorosa (Fig. 3c); e obtuso em C. burchellii (Fig. 2a), C. fluminensis (Fig. 2c), C.
gardneri (Fig. 2d), C. hilariana (Fig. 3a) e C. lanceolata (Fig. 3d). A forma do apice é
arredondada em C. burchellii (Fig. 2a), C. criuva (Fig. 2b) e C. fluminensis (Fig. 2c); e
retusa em C. gardneri (Fig. 2d), C. hilariana (Fig. 3a), C. insignis, C. lanceolata (Fig. 3d)
e C. nemorosa (Fig. 3c).

As folhas sdo peninérvias, do tipo camptdédromo, levemente broquidédromas e
com nervura primaria de orientagao reta (Figs. 2 e 3), proeminente somente na face
abaxial, com maior calibre na base, atenuando em dire¢do ao apice. Dependendo da
espécie, diferentes quantidades de pares de nervuras secundarias originam-se de

maneira alterna, por vezes oposta, divergindo gradualmente em angulos entre agudo e
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reto. Clusia lanceolata apresenta cerca de 10 pares de nervuras secundarias; C.
burchellii (Fig. 2a), C. fluminensis (Fig. 2c) e C. hilariana (Fig. 3a) apresentam
aproximadamente 16 pares; C. gardneri (Fig. 2d), C. insignis (Fig. 3b) e C. nemorosa
apresentam até 22 pares e C. criuva (Fig. 2b) apresenta até 28 pares.

O espagamento das nervuras secundarias € uniforme (Figs. 4a e 4b), os angulos
sao uniformes e agudos moderados (Figs. 4d, 4e e 4f), exceto em C. criuva (Figs. 2b e
4b) e C. nemorosa (Fig. 5a) que sdo agudo amplo a reto. As veias intersecundarias s&o
fortes, com origem exmedial e angulos agudos (Fig. 4), a maior concentragcdo destas
veias ocorre em C. insignis (Fig. 4f).

No apice da lamina foliar os angulos agudos das nervuras secundarias tornam-
se mais reduzidos para C. fluminensis (Fig. 2c), C. gardneri (Fig. 2d), C. hilariana, C.
insignis, C. lanceolata (Fig. 3d); sendo que em C. hilariana (Fig. 3a) essas nervuras se
inclinam exmedialmente em diregdo ao apice. Em C. burchellii (Fig. 2a) os angulos sao
agudos amplos a retos, exceto no apice onde se tornam obtusos. Em C. criuva (Fig. 2b)
0s angulos s&o quase retos, e no apice ha redugéo angular. Em C. nemorosa (Fig. 5a)
os angulos sdo agudos amplos.

As nervuras terciarias originam-se em angulo predominantemente reto (Fig. 4a)
e uniforme (Fig. 5a), sdo exmedialmente ramificadas, o modelo de venacéo é reticulado
aleatorio (Fig. 5b), a disposi¢cédo € densa, predominantemente alterna. Arcos formados
por nervuras de terceira e quarta ordens (Figs. 5¢c e 5d) delineam a venagéo areolada
pouco desenvolvida, com tamanho e forma bastante irregulares ao longo de toda a
lamina foliar. A quarta venagdo € do tipo dicotdmica e as vénulas sado bastante
ramificadas (Fig. 5e).

As ramificagbes nas veias de terceira e quarta ordens sdo maiores na regiao do
apice para C. gardneri, C. insignis e C. lanceolata; para C. burchellii, C. criuva, C.
fluminensis, C. hilariana e C. nemorosa as ramificacbes estdo uniformemente
distribuidas ao longo da lamina foliar.

A veia ultima marginal é do tipo fimbrial (Figs. 2, 3a e 3b), apresentando
invaginagdes nas areas de contato com as nervuras secundarias (Figs. 3d, 4c e 5b);
nas espécies C. burchellii (Fig. 2a), C. criuva, C. fluminensis (Fig. 2c), C.lanceolata

(Fig. 3d) e C. nemorosa também existe invaginagédo na area de contato com a nervura
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primaria. A disposi¢ao desta veia é periférica em C. criuva, C. insignis e C. nemorosa

(Fig. 5b), e subperiférica nas demais espécies (Fig. 4c).

Resultados - Anatomia da Lamina Foliar

Em seccao transversal a lamina foliar das 14 espécies estudadas apresenta
forma linear de espessuras diversas (Figs. 6-12). A epiderme na face adaxial
apresenta-se uniestratificada, havendo somente células epidérmicas comuns (Figs. 6-
9), as espécies que possuem células com formas quadradas sdo C. aemygdioi (Fig.
6a), C. arrudae (Fig. 6b), C. burchellii (Fig. 6¢), C. criuva (Fig. 6d), C. fluminensis (Fig.
7a), C. gardneri (Fig. 7b), C. hilariana (Fig. 7c), C. insignis (Fig. 7d), C. intermedia (Figs.
8a 3 8b), C. nemorosa (Fig. 8c) e C. spiritu-sanctensis (Fig. 8d); as que possuem
formas retangulares, com eixo periclinal maior que anticlinal, sdo C. lanceolata (Fig.
9a), C. marizii (Fig. 9b) e C. parviflora (Fig. 9c). Essas células sao recobertas por
cuticula espessa de diferentes alturas e aspectos.

A cuticula é mais delgada em C. fluminensis (Fig. 7a) e mais espessa em C.
insignis (Fig. 7d). As espécies C. aemygdioi (Fig. 6a), C. arrudae (Fig. 6b), C. gardneri
(Fig. 7b), C. insignis (Fig. 7d), C. intermedia (Figs. 8a e 8b), C. marizii (Fig. 9b) e C.
nemorosa (Fig. 8c) apresentam ornamentagdes. As espécies C. burchellii (Fig. 6¢), C.
criuva (Fig. 6d), C. fluminensis (Fig. 7a), C. hilariana (Fig. 7c), C. lanceolata (Fig. 9a),
C. parviflora (Fig. 9c) e C. spiritu-sanctensis (Fig. 8d) apresentam cuticula lisa,
desprovida de ornamentagoes. Em todas essas espécies, a cuticula,
independentemente de possuir ornamentacdes ou nao, penetra por entre as paredes
anticlinais, determinando a formacéo de flanges cuticulares.

A epiderme em sua face abaxial & uniestratificada, as células epidérmicas
comuns sdo menores, principalmente em relagdo ao eixo periclinal, e a cuticula que
recobre esta superficie € menos espessa que a da face adaxial (Figs. 6b, 8b, 9c, 10d e
12c); presenga ou auséncia de ornamentagdes seguem o padrdo das respectivas
superficies adaxiais. As espécies analisadas sdo hipoestomaticas e os estdbmatos sao
nivelados em relacdo as demais células epidérmicas (Figs. 10-12). As células-guarda
possuem espessamentos nas paredes periclinais externas e anticlinais, havendo

projecdo em duas pequenas cristas em todas as espécies estudadas, sendo que em C.
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aemygdioi (Fig. 9d e 12d), C. arrudae, C. gardneri (Fig. 10c), C. hilariana (Fig. 11a), C.
insignis (Fig. 11b) e C. parviflora as cristas sdo mais proeminentes. As células
subsidiarias sdo maiores que as demais células epidérmicas da regido, e podem
possuir espessamentos nas paredes anticlinais que margeiam as células epidémicas
comuns adjacentes (Fig. 12f). Camara subestomatica € observada em C. aemygdioi
(Fig. 9d e 12d), C. arrudae (Fig. 6b), C. criuva (Fig. 10b), C. gardneri (Fig. 10c), C.
intermedia (Fig. 8b e 10d), C. lanceolata (Fig. 11d), C. marizii (Fig. 12a e 12f), C.
nemorosa (Fig. 11c), C. parviflora (Fig. 9c) e C. spiritu-sanctensis (Fig. 12b). Em C.
burchellii (Fig. 10a e 12¢), C. fluminensis (Fig. 12c), C. hilariana (Fig. 11a) e C. insignis
(Fig. 11b) a cAmara subestomatica esta ausente ou é discreta, quando presente em C.
burchellii (Fig. 12e) interrompe a camada esclerificada subepidérmica.

Clusia burchelli é a uUnica espécie que possui tecido subepidérmico
esclerenquimatico em ambas as faces (Figs. 6¢c e 10a), composto por uma unica
camada de astroesclereideos e esclereideos raquiformes, tipos celulares encontrados
somente nesta espécie (Figs. 13a e 13b).

O mesofilo é heterogéneo bifacial, apresentando ductos secretores de didmetros
variados e origem esquizdgena, além de idioblastos com cristais de oxalato de calcio
em forma de drusas em praticamente todas as camadas (Figs. 6-12).

E observada hipoderme adaxial de 1-6 estratos de células aclorofiladas,
isodiamétricas, com disposi¢cao tabular e paredes espessas, podendo conter no seu
interior goticulas lipidicas. Clusia insignis (Fig. 7d) possui apenas uma camada de
células neste tecido. Clusia nemorosa (Fig. 8c) possui aproximadamente 2 camadas
celulares. Clusia burchellii (Fig. 6¢) e C. gardneri (Fig. 7b) apresentam cerca de 3
camadas celulares. Clusia aemygdioi (Fig. 6a), C. arrudae (Fig. 6b), C. criuva (Fig. 6c¢),
C. fluminensis (Fig. 7a), C. hilariana (Fig. 7c), C. intermedia (Figs. 8a e 8b), C.
lanceolata (Fig. 9a), C. marizii (Fig. 9b) e C. spiritu-sanctensis (Fig. 8d) possuem de 4-5
estratos. Clusia parviflora (Fig. 9c) € a espécie que possui maior quantidade de
camadas, de 5-6. Este tecido possui células de tamanhos indiferenciados em C. spiritu-
sanctensis (Fig. 8d); nas demais espécies, com excegcdo de C. insignis que é
uniestratificada, as camadas préoximas a epiderme possuem células de diametro menor

que as camadas mais internas.
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As células do tecido fundamental (Figs. 13c-13h) de todas as espécies sao
similares em forma e tamanho. O parénquima paligadico é constituido por 1-9 camadas
de células alongadas (Fig. 13f), com maior comprimento no eixo anticlinal e paredes
periclinais curvas ou retas. Podem ocorrer goticulas lipidicas nessas células. Clusia
nemorosa (Fig. 8c) possui uma unica camada de células neste tecido. Clusia criuva
(Fig. 6d), C. gardneri (Fig. 7b), C. insignis (Fig. 7d) e C. parviflora (Fig. 9c) apresentam
cerca de 2 estratos celulares. Clusia aemygdioi (Fig. 6a), C. arrudae (Fig. 6b), C.
intermedia (Figs. 8a e 8b), C. lanceolata (Fig. 9a), C. marizii (Fig. 9b) e C. spiritu-
sanctensis (Fig. 8d) apresentam de 3-4 camadas celulares. Clusia burchellii (Fig. 10a)
apresenta de 4-6 estratos celulares. Clusia hilariana (Fig. 7c) possui cerca de 6
camadas celulares e C. fluminensis (Fig. 7a) aproximadamente 9 estratos celulares.
Nas espécies com duas ou mais camadas celulares, as células préximas a face adaxial
sdo mais longas, em relagao ao eixo anticlinal, que as células mais internas.

As células das camadas mais internas estabelecem uma transi¢cdo entre o
parénquima palicadico e o lacunoso; nesta regido existem nervuras de meédio e
pequeno porte (Fig. 14), compostas por feixes vasculares colaterais. Algumas nervuras
de pequeno porte apresentam somente os elementos do xilema (Fig. 14b) — elementos
de vaso (Fig. 15a), com espessamento de parede do tipo helicoidal (Fig. 15b) e
reticulado (Fig. 15c), traqueideos (Fig. 15d) e fibras libriformes (Fig. 15e). Os elementos
condutores do floema sdo abundantes, este tecido € representado por elementos de
tubo crivado, células companheiras, parénquima e fibras floematicas, pode ocorrer
idioblastos cristaliferos.

As nervuras de médio e pequeno porte apresentam-se revestidas por uma unica
bainha parenquimatica, podendo conter cloroplastos em seu interior (Fig. 14c), além de
calota esclerenquimatica relacionada ao floema, voltada para a face abaxial (Fig. 14a).
Em algumas nervuras de médio porte foi evidenciada bainha parenquimatica com
células de parede espessada, ou ainda, bainha esclerenquimatica, como em C.
gardneri (Fig. 14a) e C. hilariana (Fig. 11a).

O parénquima lacunoso esta organizado em um numero variavel de camadas
(12-30) entre as quais ocorrem espacos intercelulares de didmetros distintos, as células
tém forma que varia de braciforme (Fig. 13g) a isodiamétrica (Fig. 13h) e tamanhos

diferentes, nas camadas mais proximas a epiderme ha espessamento das paredes e
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diminuicdo do lume celular (Figs. 9-12). Idioblastos isodiamétricos com drusas de
oxalato de calcio sdao constantes. Clusia insignis (Fig. 11b) apresenta a menor
quantidade de células deste tecido, 12 camadas. Clusia nemorosa (Fig. 11c) possui
cerca de 13 estratos celulares. Clusia aemygdioi (Fig. 9d), C. arrudae (Fig. 6b), C.
criuva (Fig. 10b), C. gardneri (Fig. 10c), C. intermedia (Figs. 8a e 10d), C. lanceolata
(Fig. 11d), C. marizii (Fig. 12a) e C. parviflora (Fig. 9c) apresentam de 15-17 camadas
celulares neste tecido. Clusia hilariana (Fig. 11a) possui cerca de 18 camadas
celulares, C. burchellii (Fig. 10a) tem de 20-26 estratos de células, C. spiritu-sanctensis
(Fig. 12b) possui de 25-27 e C. fluminensis (Fig. 12c) apresenta a maior quantidade de
células neste tecido, cerca de 30; nessas espécies com maior quantidade de camadas
celulares ha poucos e pequenos espacos intercelulares.

A regiao da nervura principal é a que apresenta maior variabilidade entre as
espécies (Figs. 16-19). Em C. fluminensis (Fig. 16a) e C. lanceolata (Fig. 16b) a regiao
da nervura principal pode ser indiferenciada ou pouco mais espessa na face abaxial.
Em C. criuva (Fig. 16c¢), C. gardneri (Fig. 16d), C. marizii (Fig. 17a) e C. parviflora (Fig.
17b) a segéo é plano-convexa, a convexidade correspondendo a superficie abaxial. Em
C. aemygdioi (Fig. 17c) ha convexidades, em proporgdes semelhantes, para ambas as
faces. Em C. arrudae (Fig. 17d), C. insignis (Fig. 18a) e C. nemorosa (Fig. 18b) ha
convexidades para ambas as faces, no entanto a da face abaxial € maior que a da
adaxial. Em C. burchellii (Fig. 18c), C. hilariana (Fig. 18d) e C. spiritu-sanctensis (Fig.
19a) existe convexidade com intensa projec¢ao triangular para a face abaxial, sendo que
em C. spiritu-sanctensis pode ocorrer leve concavidade na face adaxial. Clusia
intermedia pode apresentar convexidade somente para a face abaxial (Fig. 19b) ou
para ambas as faces, sendo a da face abaxial maior que a da adaxial (Fig. 19c).

A epiderme na face adaxial apresenta somente células epidérmicas comuns,
menores e com paredes e cuticula mais espessas em relagcdo aos demais trechos da
lamina foliar, ha maior proporg¢ao de flanges entre as paredes anticlinais (Figs. 19d e
20a). Em C. aemygdioi e C. insignis (Fig. 19d) as células apresentam forma papilosa.

A epiderme em sua face abaxial (Fig. 20), na regido da nervura principal,
apresenta as mesmas caracteristicas que na face adaxial, salvo a presenca de raros
estdbmatos. Algumas espécies podem apresentar células com forma papilosa, como
ocorre em C. aemygdioi, C. criuva (Fig. 20c), C. marizii e C. parviflora (Fig. 20b).
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Assim como no restante da lamina foliar, C. burchellii € a Unica espécie que
possui tecido subepidérmico esclerenquimatico, composto por uma unica camada de
astroesclereideos e esclereideos raquiformes em ambas as faces (Figs. 20a e 20d).

A hipoderme, ao nivel da nervura principal, mostra maior niumero de camadas
(2-10) e células de lume menor, as demais caracteristicas deste tecido s&o similares
em relagcao aos demais trechos da lamina foliar. Clusia insignis (Fig. 18a) possui de 2-3
camadas de células. Clusia burchellii (Fig. 18c), C. gardneri (Fig. 16d) e C. nemorosa
(Fig. 18b) apresentam de 4-5 estratos de células. Clusia criuva (Fig. 16c¢), C.
fluminensis (Fig. 16a), C. hilariana (Fig. 18d), C. lanceolata (Fig. 16b) e C. marizii (Fig.
17a) possuem de 6-7 camadas celulares. Clusia aemygdioi (Fig. 17c), C. intermedia
(Figs. 19b e 19c), C. parviflora (Fig. 17b) e C. spiritu-sanctensis (Fig. 19a) apresentam
até 8 estratos celulares. Clusia arrudae (Fig. 17d) possui aproximadamente 10
camadas de células.

Logo a seguir sao evidenciadas de 1-8 camadas de tecido clorenquimatico com
células de forma isodiamétrica e retangular. Clusia criuva (Fig. 16c) apresenta 1
camada de parénquima palicadico parcialmente interrompido por células
parenquimaticas isodiamétricas que seguem em mais 2 camadas, C. marizii (Fig. 17a)
tem de 1-2 camadas de parénquima palicadico seguidas por 3 de células
isodiamétricas. As espécies que possuem parénquima palicadico totalmente
interrompido por células isodiamétricas sdo: Clusia aemygdioi (Fig. 17¢c) com 3
camadas; C. burchellii (Fig. 18c), C. gardneri (Fig. 16d) e C. nemorosa (Fig. 18b) de 4-5
camadas apresentando varios ductos de secrecao; C. arrudae (Fig. 17d), C. hilariana
(Fig. 18d) e C. insignis (Fig. 18a) com até 7 camadas; e C. lanceolata (Fig. 16b) com 3
camadas com células maiores e outras 3 com lume menor, estas circundando todo o
cilindro vascular. As espécies que apresentam células retangulares interrompendo o
parénquima palicadico sdo: C. intermedia (Figs. 19b e 19c) de 2-3 camadas; C.
parviflora (Fig. 17b) de 1-2 camadas de células com abundancia em cloroplastos e
outras 4 com células isodiamétricas e menor propor¢ado de cloroplastos; C. spiritu-
sanctensis (Fig. 19a) com 3 camadas e outras 3 com células isodiamétricas e C.
fluminensis (Fig. 16a) com cerca de 8 camadas celulares.

O sistema vascular da nervura principal apresenta-se composto de 12-27 feixes

colaterais dispostos em forma de circulo a elipse, podendo estar separados por células
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parenquimaticas isodiamétricas ou por parénquima radial, cujas paredes sao espessas
e lignificadas (Fig. 21). Cada feixe esta acompanhado por uma calota de fibras e
esclereideos, localizados na regido do floema (Fig. 21a), estas calotas podem se unir
formando uma bainha esclerenquimatica de varias camadas circundando o cilindro
vascular (Fig. 21b). Na regiao perivascular ocorrem células parenquimaticas contendo
graos de amido de forma ovoide e tamanhos variados, formando uma bainha amilifera.

O floema é abundante (Fig. 21), representado por elementos de tubo crivado,
células companheiras e parénquima floematico, podendo ocorrer idioblastos
cristaliferos.

O xilema é constituido por fileiras simples, as vezes duplas, de 3-6 elementos de
proto e metaxilema, aquele frequentemente obliterado (Fig. 21e). As fibras xilematicas
sao pouco numerosas e o0 parénquima radial exibe comumente células esclerificadas,
entre as quais ocorrem idioblastos cristaliferos. Em alguns feixes observa-se o inicio de
atividade cambial (Fig. 21e). Os elementos condutores encontrados sao elementos de
vaso (Fig. 15a) de diferentes comprimentos com espessamentos do tipo helicoidal (Fig.
15b) e reticulado (Fig. 15¢c). Também foram encontrados raros traqueideos (Fig. 15d) e
fibras libriformes (Fig. 15e).

Na regido da medula evidenciam-se ductos secretores e 5-10 feixes vasculares
dispostos em faixa, com regido do floema voltada para face abaxial, imersos em células
parenquimaticas isodiamétricas de paredes diversamente espessadas (Figs. 21a, 21c e
21d). A medula é mais abundante, em relagédo ao numero de células parenquimaticas,
entre os feixes internos e os externos voltados para a face abaxial. Em C. arrudae e C.
gardneri (Fig. 21c) existem 2 fileiras de feixes vasculares na medula.

Observam-se dois feixes laterais que estdao se desprendendo do arco vascular,
também sao acompanhados de calota de fibras e esclereideos, e bainha amilifera
(Figs. 16-19). Em todas as espécies encontram-se esclereideos bifurcados (Fig. 13c),
osteoesclereideos (Fig. 13d) e esclereideos colunares (Fig. 13e) e, somente em C.
burchellii foram encontrados esclereideos raquiformes (Fig. 13a) e astroesclereideos
(Fig. 13b).

Ocorrem de 7-32 camadas de parénquima com células de forma isodiamétrica e
diametros variaveis, podendo conter cloroplastos, sendo que em dire¢ao a face abaxial,

as paredes se tornam mais espessas e o lume menor. Clusia nemorosa (Fig. 18b) tem
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aproximadamente 7 camadas celulares. Clusia insignis (Fig. 18a) possui de 9-10
camadas de células. Em C. aemygdioi (Fig. 17c), C. criuva (Fig. 16c), C. intermedia
(Figs. 19b e 19c) e C. lanceolata (Fig. 16b) ha 11 estratos de células. Em C. parviflora
(Fig. 17b) ha cerca de 13 estratos celulares. Clusia gardneri (Fig. 16d) apresenta cerca
de 15 camadas celulares. Clusia arrudae (Fig. 17d) e C. marizii (Fig. 17a) possuem
cerca de 16 estratos celulares. Clusia fluminensis (Fig. 16a) e C. spiritu-sanctensis (Fig.
19a) tém cerca de 22 camadas de células. Clusia burchellii (Fig. 18c) tem
aproximadamente 25 camadas celulares e C. hilariana (Fig. 18d) apresenta a maior
quantidade de camadas celulares, 32. Abundancia de ductos e idioblastos cristaliferos,
principalmente com a proximidade da epiderme em face abaxial.

Seguem aproximadamente de 1-5 camadas de colénquima angular, com células
isodiamétricas. Clusia aemygdioi (Fig. 17c), C. insignis (Fig. 18a) e C. lanceolata (Fig.
16b) possuem de 1-2 camadas de células. Em C. criuva (Figs. 16¢c e 20c), C.
intermedia (Figs. 19b e 19c), C. marizii (Fig. 17a) e C. parviflora (Figs. 17b e 20b) ha de
2-4 camadas celulares. Clusia arrudae (Fig. 17d), C. fluminensis (Fig. 16a), C. gardneri
(Fig. 16d) e C. nemorosa (Fig. 18b) tém aproximadamente 4 camadas de células.
Clusia burchellii (Fig. 18c e 20d), C. hilariana (Fig. 18d) e C. spiritu-sanctensis (Fig.
19a) possuem cerca de 5 estratos celulares. Abundancia de ductos e idioblastos
cristaliferos.

Das trés espécies cujas amostras de ambos o0s sexos estavam disponiveis,
somente C. intermedia apresentou dimorfismo sexual. A lamina foliar do individuo
masculino (Fig. 8a) € mais espessa que a do feminino (Fig. 8b) devido a maior
quantidade de camadas celulares no mesofilo; na regido da nervura principal o
individuo masculino apresenta convexidade somente para a face abaxial (Fig. 19b),
enquanto o feminimo apresenta para ambas as faces, sendo a da face abaxial maior

que a da adaxial (Fig. 19c).
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De acordo com as diferencas observadas entre as espécies, em nivel

anatémico, foi possivel construir a seguinte chave para a identificagdo das mesmas.

1-Lamina foliar composta por até 20 camadas celulares N0 Mesofilo............cccoceiiiiiiiiii 2
1’-Lamina foliar composta por 21-29 camadas celulares N0 Mesofilo............cccociiiiiiiiiii 4
1”-Lamina foliar composta por 30 ou mais camadas celulares no mesofilo............cccccooiiiiiiiiiiiiii 8
2-Nervura principal convexa apenas na face abaxial...........ccccoooiiiiiiiiiii e C. gardneri
2’-Nervura principal convexa em ambas as faces, sendo na abaxial maior que na adaxial........................ 3
3-Presencga de cAmara subestOMALICA...........ovviiiiiiiiii C. nemorosa
3’- Camara subestomatica discreta OuU QUSENTE..........cocviiviiiiiiiiiieeee e C. insignis
4-Nervura principal indiferenciada do restante da lamina foliar.................cccoccovviiiieiii . C. lanceolata
4’-Nervura principal convexa apenas na face abaxial............coooiiiiiiiiii i 5
4”-Nervura principal convexa em ambas s faCeS.........coiuuiiiiiiiiiii e 6
5-Cuticula com ornamentacao e célula comum quadrada na face adaxial da epiderme.......... C. intermedia
5’-Cuticula com ornamentagéo e célula comum retangular na face adaxial da epiderme.............. C. marizii
5”-Cuticula lisa e célula comum quadrada na face adaxial da epiderme..........ccccccceeeeieiiiiiiiiiinnnnnnn, C. criuva
5’-Cuticula lisa e célula comum retangular na face adaxial da epiderme..............ccccceveernnnnen. C. parviflora
6-Convexidades semelhantes em ambas as faces..............cccoociiviiiiiiiiic e C. aemygdioi
6’-Convexidade na face abaxial maior que na adaxial.................eeeiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 7
7-Parénquima paligadico totalmente interrompido na regido da nervura principal...................... C. arrudae
7’-Parénquima palicadico parcialmente interrompido na regiao da nervura principal................ C.intermedia
8-Nervura principal convexa apenas na face abaxial..............coooiiiiiiiiiiii 9
8’-Nervura principal indiferenciada do restante da lamina foliar...........cccccccoeeviiiiiciiieneneeen. C. fluminensis
9- Presenga de camara SubesStOMAtICA. ..........eeiiiiiiiiii i C.spiritu-sanctensis
9’-Cémara subestomatica discreta OU QUSENTE............ooii i 10
10-Presenca de tecido esclerenquimatico subepidermico..........ccceeeeeeeeieiiiiiiiiiiiiiiiee, C. burchellii
10’-Auséncia de tecido esclerenquimatico subepidermicCo.............cceeeieiiiiiiiiiiiiiieccee e C. hilariana

Resultados - Histoquimica da Lamina Foliar

Os testes histoquimicos foram realizados nas espécies Clusia burchellii (Tab. 2),
C. criuva (Tab. 3), C. fluminensis (Tab. 4), C. gardneri (Tab. 5), C. insignis (Tab. 6), C.
lanceolata (Tab. 7) e C. nemorosa (Tab. 8). Para as demais espécies n&o foi realizada
esta anadlise porque as amostras ja foram enviadas fixadas e preservadas em etanol
70%, ndo havendo material fresco.

A presenca de celulose foi confirmada principalmente com o reagente especifico
azul de metileno. Em todas as espécies estudadas, s6 nio foi detectada celulose na

cuticula (Figs. 22a e 22b) e nas fibras dos elementos condutores (Fig. 22c).
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Os compostos lipofilicos - cutina, suberina e outros — além da mucilagem foram
detectados, em todas as espécies, com resultados semelhantes; as principais
estruturas que apresentaram reacgao positiva para estes compostos foram: cuticula
(Fig. 22d), os tecidos parenquimaticos, principalmente o palicadico (Figs. 22d e 22e),
os elementos de vaso e floema (Fig. 22f) e o interior dos ductos secretores (Fig. 23a).
Sendo que o teste com sudan IV também mostrou reagao positiva para os compostos
lipofilicos presentes no latex no parénquima palicadico (Fig. 23b), nos elementos
condutores (Fig. 22f) e no interior dos ductos secretores (Fig. 23a).

A cuticula é espessa em ambas as faces, com maior impregnagao de compostos
lipofilicos, como cera, na face adaxial. Foram encontradas goticulas de lipidios em
células isoladas dos tecidos parenquimaticos.

Foram detectados agucares redutores no parénquima paligadico (Fig. 23c), em
menor quantidade na epiderme (Fig. 23c), no parénquima lacunoso préximo a face
abaxial (Fig. 23c) e nos elementos condutores do tecido floematico (Fig. 23d). Nas
espécies Clusia burchellii, C. insignis (Fig. 23c) e C. nemorosa (Fig. 23d) ocorreu
reacao positiva para esses agucares em todas as estruturas mencionadas acima; C.
criuva, C. gardneri (Figs. 23e e 23f), C. fluminensis (Fig. 24a) e C. lanceolata
apresentaram reagcao apenas na epiderme.

Graos de amido foram evidenciados em todos os testes especificos aplicados e
em todas as espécies, principalmente ao redor do cilindro vascular da nervura principal
— bainha amilifera (Fig. 24b), no tecido parenquimatico préximo a face abaxial na regido
da nervura principal (Fig. 24c) e no tecido parenquimatico circundante aos elementos
condutores (Fig. 24d).

Os cristais presentes na lamina foliar de todas as espécies estudadas sao
compostos de oxalato de calcio (Fig. 23e), confirmado pela reagao positiva em acido
sulfurico e negativa em acido acético 70%.

Os compostos fendlicos foram observados, com os testes dicromato de potassio
e sulfato ferroso aquoso com formalina, nos tecidos parenquimaticos, principalmente o
palicadico (Fig. 24e), epiderme (Figs. 24e e 24f) e elementos condutores,
principalmente o floema (Fig. 25a), para as 7 espécies estudadas. A observacao a

partir dos testes realizados com os fluorocromos acetato neutro de chumbo aquoso e
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cloreto de aluminio aquoso nao foi possivel porque as secgdes, sem a utilizacdo de
qualquer reagente, ja emitiam fluorescéncia.

Os taninos foram observados em praticamente todas as células dos tecidos
parenquimaticos e elementos condutores, apresentando maior proporcdo que 0s
demais metabdlitos secundarios detectados (Fig. 25b). Foram realizados dois testes
para deteccao destes compostos — sulfato de ferro e vanilina cloridrica, no entanto
somente o primeiro mostrou reagao positiva.

As nervacgobes foliares das espécies analisadas séo ricas em lignina, detectada
nas fibras ao redor dos feixes vasculares e nos elementos de vaso (Figs. 25c, 25d e
26a), em C. burchelli também houve deteccdo de lignina nos tecidos
esclerenquimaticos subepidérmicos de ambas as faces (Fig. 26b).

As paredes celulares apresentam-se impregnadas por pectina. A reagado ocorreu
em praticamente toda a lamina foliar, com excec¢ao da cuticula (Fig. 26c¢) e fibras ao
redor dos feixes vasculares (Fig. 26d); ndo houve diferencas entre as espécies.

Nao foram encontrados os preciptados caracteristicos de resinas apés sete dias
de imersdo das secgdes em acetato cuprico aquoso 7%. Também ndo foram
observadas reacgdes indicaticas da presenca de alcaldides, proteinas e silica em

nenhum dos testes realizados.
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Tab. 2. Localizacdo dos compostos detectados na

burchellii através de testes histoquimicos.

lamina foliar de Clusia

Composto Reagente
acucar redutor Fehling
Alcaléide Dragendorff
Ellran
Amido cloreto zinco iodado
lugol
Steinmetz
Carbonato
calcio &cido acético
Celulose azul metileno
cloreto zinco iodado
Steinmetz
Fendis dicromato potassio
sulfato ferro formalina
Lignina cloreto zinco iodado
floroglucinol cloridrico
Steinmetz
sulfato anilina
Lipofilicos Steinmetz
sudan IlI
sudan IV

oxalato calcio

acido sulfurico

Pectina vermelho ruténio
Proteina acido picrico
azul Coomassie
ferrocianeto potassio
Resina acetato cuprico
Silica cristal fenol
Tanino sulfato ferro

vanilina cloridrica
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++
++
++
++

++

++

++
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++
++

++

++
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++

++

++
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++
++
++
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++
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++

++

++

++

++

++

++

++

++

Cr

NOTAS: - reagao negativa para o composto

+ reagdo em grupos de células e/ou com intensidade mediana
++ reacao em toda a estrutura e/ou com intensidade forte

Legenda: Lamina foliar (LF), Nervura principal (NP), Ductos (Dc), Cristais (Cr),
Cuticula (Cut), Epiderme (Ep), Esclerénquima (Esc), Hipoderme (Hip), Parénquima
Palicadico (PP), Bainha de Feixe (BF), Xilema (Xil), Floema (Flo), Fibras (Fib),
Parénquima Lacunoso (PL), Clorénquima (Clo), Bainha Amilifera (BA), Medula (Md),
Parénquima de Preenchimento (PR), Colénquima (Col).
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Tab. 3. Localizagdo dos compostos detectados na Iamina foliar de Clusia criuva
através de testes histoquimicos.

Composto Reagente LF NP Dc Cr
Cut Ep Hip PP BF Xil Flo Fib PL|Clo BA Fib Flo Xii Md PR Col
acucar redutor | Fehling -+ - = = a2 = = = = - - - - - - T
Alcaléide Dragendorff
Ellran - - - - - - - o = = o o o o - - - - -
Amido cloreto zinco iodado - - - + o+ - - - + + o+ - - - -+
lugol - - - + o+ - - = + +  ++ - = = -+ - - -
Steinmetz - - - + o+ - - P R = - - - -+t
Carbonato
célcio acido acético - - - - - - - = = = = = = = = - - - -
Celulose azul metileno B T I R R S I
cloreto zinco iodado T = T v A T B o A = = S T
Steinmetz - ++  ++  ++ ++ ++ ++ - ++ | ++  ++ - ++ ++  ++ ++ |+t
Fenois dicromato potassio B T e = T Tt R I s = I
sulfato ferro
formalina B T B T = S S
Lignina cloreto zinco iodado - - - - T = - L s - - - -
floroglucinol
cloridrico - - - - R T = - o+ -+
Steinmetz - - - - B T = - L - - 2 o
sulfato anilina - - - - B = - - 4+ - 4+
Lipofilicos Steinmetz ++ o+ + o+ o+ o+ - + + + -+ o+ o+ + + [ ++ -
sudan IlI L S S = T T . = R T T S ST = S S S S i I 4
sudan IV ++ o+ + o+ o+ o+ - + + + -+ o+ 4 + + | ++ -
oxalato calcio acido sulfarico - - - - - - - - - - - - - - - - - I
Pectina vermelho ruténio - ++  ++  ++ ++ ++ ++ o ++ | ++ 4+ = ++ ++ ++  ++ 4+ |+ -
Proteina acido picrico
azul Coomassie - - - - - - = - - o - - o - - - - - -
ferrocianeto potassio
Resina acetato cuprico - - - - - - - o = = o o 5 = o 5 = - -
Silica cristal fenol
Tanino sulfato ferro = ++ ++  ++  ++ ++ ++ o ++ | ++  ++ o ++ ++ ++  ++ A+ | ++ -
vanilina cloridrica

NOTAS: - reagdo negativa para o composto
+ reagdo em grupos de células e/ou com intensidade mediana
++ reacdo em toda a estrutura e/ou com intensidade forte
Legenda: Lamina foliar (LF), Nervura principal (NP), Ductos (Dc), Cristais (Cr),
Cuticula (Cut), Epiderme (Ep), Hipoderme (Hip), Parénquima Paligadico (PP), Bainha
de Feixe (BF), Xilema (Xil), Floema (Flo), Fibras (Fib), Parénquima Lacunoso (PL),
Clorénquima (Clo), Bainha Amilifera (BA), Medula (Md), Parénquima de Preenchimento
(PR), Colénquima (Col).
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Tab. 4. Localizacdo dos compostos detectados na lamina foliar de Clusia

fluminensis através de testes histoquimicos.

Composto Reagente LF NP Dc Cr
Cut Ep Hip PP BF Xil Flo Fib PL|Clo BA Fib Flo Xii Md PR Col
Acucar redutor Fehling = ++ - - - _ _
Alcaléide Dragendorff
Ellran - = = - - - _
Amido cloreto zinco iodado + 4+ + + ++ ++
lugol - = +  ++ = o + + o+ o ++ o
Steinmetz + o+ + + 4+ ++
carbonato calcio | acido acetico - - - - - - -
Celulose azul metileno ++  ++  ++ ++ ++ ++ ++ | ++  ++ ++  ++  ++ o+ |+
cloreto zinco iodado B s S S T = I S ++ o+ o+ |+t
Steinmetz ++ 4+ ++ | ++ 4+ ++  ++ 4+ |+t
Fenois dicromato potassio BRI S S N = R S = S R = I N = o A |+
sulfato ferro formalina ++ A+ ++ |+ ++ ++ o+ 4+ ++ |+
Lignina cloreto zinco iodado - - - ++ - ++ ++ ++ -
floroglucinol cloridrico ++ ++ ++ ++
Steinmetz - - = ++ - ++ i ++ -
sulfato anilina ++ ++ ++ ++
Lipofilicos Steinmetz ++ o+ + o+ o+ o+ - + + + ++ o+ o+ + + | ++
sudan Il ++ o+ + o+ o+ + 4+ + + + ++ o+ + + + | ++
sudan IV LR S R & R SR S = + |+ + +H+ o+ o+ + + | ++
Oxalato célcio acido sulfurico ++
Pectina vermelho ruténio - ++ o+t H+ HE - |+ ++ 4+ |+
Proteina acido picrico
azul Coomassie - - - - - - -
ferrocianeto potassio
Resina acetato cuprico - - - - - - -
Silica cristal fenol
Tanino sulfato ferro - ++  ++  ++ ++ ++ - 4+ |+t ++  ++  ++ ++ |+t

vanilina cloridrica

NOTAS: - reagdo negativa para o composto

+ reagdo em grupos de células e/ou com intensidade mediana

++ reacdo em toda a estrutura e/ou com intensidade forte

Legenda: Lamina foliar (LF), Nervura principal (NP), Ductos (Dc), Cristais (Cr),
Cuticula (Cut), Epiderme (Ep), Hipoderme (Hip), Parénquima Paligadico (PP), Bainha
de Feixe (BF), Xilema (Xil), Floema (Flo), Fibras (Fib), Parénquima Lacunoso (PL),
Clorénquima (Clo), Bainha Amilifera (BA), Medula (Md), Parénquima de Preenchimento
(PR), Colénquima (Col).
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Tab. 5. Localizacdo dos compostos detectados na lamina foliar de Clusia
gardneri através de testes histoquimicos.

Composto Reagente LF NP Dc Cr
Cut Ep Hip PP BF Xil Flo Fib PL|{Clo BA Fib Flo Xii Md PR Col
Acucar redutor Fehling -+ - - - - - - - - - - - - - - - -
Alcaléide Dragendorff
Eliran - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Amido cloreto zinco iodado - - - + o+ - - - + + o+ - - - -+t
lugol = = - + o+t - = -+ |+ o+ - = - R -
Steinmetz - - - + o+ - - - + +  ++ - - - - ++

carbonato calcio | acido acético - - - - - o - - o - - - - - - - - -

Celulose azul metileno B I S
cloreto zinco iodado B T S = s S L S = S
Steinmetz D & I S = = S = R - T & N = = T & I N S I = o
Fenois dicromato potassio B B N S S
sulfato ferro formalina T S T = = S U [ S S S S S
Lignina cloreto zinco iodado - - - - T = - L = - - -
floroglucinol cloridrico - - - - S ++ - - - ++ . 4+
Steinmetz - - - - R L - - - 4+ -+t - _ _ _
sulfato anilina - - - - L = - o 4+ - ++
lipofilicos Steinmetz ++ o+ + o+ o+ o+ - + + + -+t 4 + + + | ++
sudan Il ++ o+ + o+t o+ o+ - + |+ + -+ 4+ o+ + + | ++
sudan IV L R R = T S R T S + -+ o+ o+ o+ + | ++
Oxalato calcio acido sulfurico - - - - - - - - - - - - - - - - - . 4+
Pectina vermelho ruténio BRI = R & S = N = S T = S I 5 S & TR = S S = S - N & o e
Proteina acido picrico

azul Coomassie - - - a a - o o - 5 = - - - - - - -

ferrocianeto potassio

Resina acetato cuprico - - - - - - o = = o o o o = = = - -
Silica cristal fenol
Tanino sulfato ferro B s = T e A = A = S

vanilina cloridrica

NOTAS: - reagdo negativa para o composto
+ reacdo em grupos de células e/ou com intensidade mediana
++ reacdo em toda a estrutura e/ou com intensidade forte
Legenda: Lamina foliar (LF), Nervura principal (NP), Ductos (Dc), Cristais (Cr),
Cuticula (Cut), Epiderme (Ep), Hipoderme (Hip), Parénquima Paligadico (PP), Bainha
de Feixe (BF), Xilema (Xil), Floema (Flo), Fibras (Fib), Parénquima Lacunoso (PL),
Clorénquima (Clo), Bainha Amilifera (BA), Medula (Md), Parénquima de Preenchimento
(PR), Colénquima (Col).
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Tab. 6. Localizacdo dos compostos detectados na lamina foliar de Clusia insignis

através de testes histoquimicos.

Composto Reagente LF NP Dc Cr
Cut Ep Hip PP BF Xil Flo Fib PL|Clo BA Fib Flo Xii Md PR Col
Agucar redutor | Fehling R T = T S o + + - 4+ 44 + o
alcaldide Dragendorff
Ellran - - - - o o - - - - - -
Amido cloreto zinco iodado + 4+ + + 4+ ++
lugol - - - + 4+ = = + + 4+ - - e o
Steinmetz +  ++ + + 4+ ++
carbonato célcio | &cido acético - - = = = - - - - - - _
celulose azul metileno e = ++ | ++ ++ o+ A |+
cloreto zinco iodado R o S S 5 R S B S S A A £ S N S
Steinmetz ++ 4+ ++ | ++ ++ ++ 4+ |
Fenois dicromato potéssio B s o = S o B R R N A o A =
sulfato ferro formalina ++  ++ ++ | 4+ ++ ++ o+ |+
Lignina cloreto zinco iodado - - - - L o ++ - 4+ -
floroglucinol cloridrico ++ ++ ++ ++
Steinmetz - - - - -+ -+ - - ++ - ++ -
sulfato anilina ++ ++ ++ +4+
lipofilicos Steinmetz T + o+t o+ o+ - + + + - ++ o+ + + + | ++
sudan lll ++ o+ + o+t o+ 4+ o+t + + + ++ o+ o+ + + | ++
sudan IV Lo S R = S S T T S I -+ o+ o+ o+ + | ++
Oxalato célcio acido sulfurico ++
Pectina vermelho ruténio P e T = T T S T = S = S
proteina acido picrico
azul Coomassie - - - - - - o - - - - -
ferrocianeto potassio
Resina acetato cuprico - - - s o - - - -
Silica cristal fenol
Tanino sulfato ferro - ++ 4+ ++ ++ ++ P I = o S, ++ 4+ ++ |+

vanilina cloridrica

NOTAS: - reacao negativa para o composto
+ reagdo em grupos de células e/ou com intensidade mediana

++ reagao em toda a estrutura e/ou com intensidade forte

Legenda: Lamina foliar (LF), Nervura principal (NP), Ductos (Dc), Cristais (Cr),
Cuticula (Cut), Epiderme (Ep), Hipoderme (Hip), Parénquima Palicadico (PP), Bainha
de Feixe (BF), Xilema (Xil), Floema (Flo), Fibras (Fib), Parénquima Lacunoso (PL),
Clorénquima (Clo), Bainha Amilifera (BA), Medula (Md), Parénquima de Preenchimento
(PR), Colénquima (Col).
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Tab. 7. Localizacdo dos compostos detectados na lamina
lanceolata através de testes histoquimicos.

foliar de Clusia

Composto Reagente LF NP Dc Cr
Cut Ep Hip PP BF Xil Flo Fib PL|Clo BA Fib Flo Xii Md PR Col
agucar redutor Fehling ++ - - - - - - - - - -
Alcaléide Dragendorff
Eliran - - - - - o o - = = -
Amido cloreto zinco iodado + o+ + + o+t ++
lugol - - + 4+ = + +  ++ = - 4+ o o
Steinmetz + o+t + |+ 4 ++
Carbonato
calcio acido acético - - - - - = o - - - -
Celulose azul metileno ++  ++  ++ ++ | ++  ++ ++  ++  ++  ++ |+
cloreto zinco iodado B S = S = T ++ 4+ A+ |
Steinmetz ++ H+ 4+ ++ |+ ++ o+ |+
Fenois dicromato potassio L s s = o = = L i
sulfato ferro formalina L s ++ |+ L = S
Lignina cloreto zinco iodado - - -+t ++ - - ++ ++ - - - -
floroglucinol cloridrico ++ ++ ++ ++
Steinmetz - - e ++ - R ++ - - - -
sulfato anilina ++ ++ ++ ++
Lipofilicos Steinmetz ++ o+ + o+ o+ o+ - + + + ++ o+ o+ + + | ++
sudan Il ++ o+ + o+ + + + + ++ o+ 4+ + + | ++
sudan IV ++ o+ + o+ + + o+ - + + + ++ o+ + + + | ++
oxalato calcio acido sulfurico ++
Pectina vermelho ruténio ++  ++  ++  ++ ++ ++ = ++ | ++ 4+ ++  ++  ++ ++ |+
Proteina acido picrico
azul Coomassie - - - - - o - - - - -
ferrocianeto potassio
Resina acetato cuprico - - - - - - - - - - -
Silica cristal fenol
Tanino sulfato ferro ++  ++ - ++ | ++  ++ ++ 4+ A+ |+t

vanilina cloridrica

NOTAS: - reagao negativa para o composto

+ reagdo em grupos de células e/ou com intensidade mediana

++ reagao em toda a estrutura e/ou com intensidade forte

Legenda: Lamina foliar (LF), Nervura principal (NP), Ductos (Dc), Cristais (Cr), Cuticula
(Cut), Epiderme (Ep), Hipoderme (Hip), Parénquima Palicadico (PP), Bainha de Feixe
(BF), Xilema (Xil), Floema (Flo), Fibras (Fib), Parénquima Lacunoso (PL), Clorénquima
(Clo), Bainha Amilifera (BA), Medula (Md), Parénquima de Preenchimento (PR),
Colénquima (Col).
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Tab. 8. Localizagdo dos compostos detectados na lamina foliar de Clusia
nemorosa através de testes histoquimicos.

Composto Reagente LF NP Dc Cr
Cut Ep Hip PP BF Xil Flo Fib PL|Clo BA Fib Flo Xii Md PR Col
acucar redutor Fehling B T T = S + + N + o
Alcaléide Dragendorff
Ellran - - - - = = o o - - - -
Amido cloreto zinco iodado + 4+ + + o+t ++
lugol - - - + 4+ - - + + ++ - - ++ -
Steinmetz + o+ + + 4+ ++
carbonato calcio | acido acético - - - = - - - - - - - -
Celulose azul metileno ++  ++ o+t ++ |+ ++ R T = T S S e I =
cloreto zinco iodado B T o A T o I N e e
Steinmetz ++ 4+ ++ | 4+ ++ ++ 4+t ++ |+t
Fendis dicromato potassio - ++ 4+ ++  ++ = ++ | ++  ++ = ++  ++  ++  ++ |+
sulfato ferro formalina ++  ++  ++ ++ ++ ++ | ++  ++ ++ 4+ ++ o+ |+
Lignina cloreto zinco iodado - - - - -+ -+ - = ++ - ++ -
floroglucinol cloridrico ++ ++ ++ ++
Steinmetz - - - - N T = - - ety oo au _
sulfato anilina ++ ++ ++ ++
Lipofilicos Steinmetz ++ o+ + 4+t o+ o+ o+ - + + + -+ o+ o+ + + | ++
sudan lll ++ o+ + o+t o+ 4+ o+t + + + ++ o+ o+ + + | ++
sudan IV ++ o+ + 4+ o+ o+ - + + + - ++ o+ + + + | ++
oxalato calcio acido sulfarico ++
Pectina vermelho ruténio P e T s T = T T S = S
Proteina acido picrico
azul Coomassie - - - - - - - - - - - -
ferrocianeto potassio
Resina acetato cuprico - - - - - = s « o - - -
Silica cristal fenol
Tanino sulfato ferro O T = = S I B = S e s s

vanilina cloridrica

NOTAS: - reagao negativa para o composto
+ reagdo em grupos de células e/ou com intensidade mediana

++ reacao em toda a estrutura e/ou com intensidade forte
Legenda: Lamina foliar (LF), Nervura principal (NP), Ductos (Dc), Cristais (Cr), Cuticula
(Cut), Epiderme (Ep), Hipoderme (Hip), Parénquima Paligadico (PP), Bainha de Feixe
(BF), Xilema (Xil), Floema (Flo), Fibras (Fib), Parénquima Lacunoso (PL), Clorénquima
(Clo), Bainha Amilifera (BA), Medula (Md), Parénquima de Preenchimento (PR),
Colénquima (Col).
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Discussao e Concluséao

Existem duas principais fungbes para a venacao foliar: transporte através dos
tecidos condutores e estabilizacdo mecanica devido a presenca de elementos
esclerificados. Estas caracteristicas da venacgao foliar sdo, geralmente, geneticamente
fixados, podendo servir como ferramenta taxondmica para a identificacdo de espécies
(Roth-Nebelsick et al., 2001), além de prover informag¢des adicionais para propor
hipoteses de relagdes filogenéticas entre espécies ou variedades (Lis, 1992).

Confirmando dados obtidos por Machado (1980) para Clusia lanceolata, o
padrao de venacdo das espécies analisadas € do tipo pinado—camptdédromo-
broquidédromo. De acordo com a padronizagao sugerida por Hickey (1974 e 1979), as
espécies apresentam nervuras de até quatro ordens, pois as venagdes mais finas
formam um reticulo relativamente uniforme que ndo permite diferenciacido de calibre
entre as mesmas.

As espécies estudadas possuem alguns padrées de venacgao distintos, o que
nao é suficiente para a identificacdo das mesmas, mas torna possivel a separacédo em
grupos, 0 que pode ser utilizado, quando associado a outros carcteres, no
reconhecimento das mesmas quando em estagio vegetativo. Os caracteres mais
confiaveis para a distingdo entre as espécies sdo: angulo e forma do apice, angulo das
nervuras secundarias (principalmente quando comparado o apice com o restante da
lamina foliar), posi¢ao da veia ultima marginal e presenga de invaginagao desta veia na
regiao da nervura principal.

Em relagdo ao apice, o angulo € agudo em C. criuva, C. insignis e C. nemorosa.
Clusia criuva apresenta forma arredondada do apice, enquanto C. insignis e C.
nemorosa tém forma retusa. Ainda em relagdo a regido apical, C. insignis possui
reducao nos angulos agudos das nervuras secundarias; em C. criuva os angulos sao
quase retos, e no apice ha redugédo angular; em C. nemorosa os angulos s&o agudos
amplos. Essas trés espécies apresentam veia ultima marginal em posigao periférica,
sendo que em C. criuva e C. nemorosa existe invaginacdo desta veia na regiao da
nervura primaria.

O apice é obtuso em C. burchellii, C. fluminensis, C. gardneri, C. hilariana e C.

lanceolata. A forma do apice € arredondada nas duas primeiras e retusa nas demais.
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Em C. burchellii os angulos sdo agudos amplos a retos, exceto no apice onde se
tornam obtusos. Em C. fluminensis, C. gardneri, C. lanceolata e C. hilariana o apice
apresenta angulos agudos das nervuras secundarias mais reduzidos. As espécies C.
burchellii, C. fluminensis e C.lanceolata tém invaginagdo na veia ultima marginal na
area de contato com a nervura primaria.

Quanto a anatomia foliar, as espécies estudadas possuem caracteristicas
semelhantes as observadas por Solereder (1908) e Metcalfe & Chalk (1983), verifica-se
que encontram-se perfeitamente situadas no quadro de caracteres gerais da familia:
dorsiventralidade do mesofilo, cuticula espessa, estdbmatos restritos a face abaxial,
hipoderme apenas na face adaxial em uma ou varias camadas, cristais de oxalato de
calcio do tipo drusa geralmente presentes e ductos secretores de ampla ocorréncia.

Machado (1980) observou em Clusia lanceolata Cambess. var. lanceolata e
Clusia lanceolata var. oblongifolia Engler as caracteristicas anatdbmicas gerais das
Clusiaceae, como folhas hipoestomaticas, cuticula espessa e mesofilo heterogéneo
contendo ductos secretores. Embora tenha verificado uma acentuada uniformidade
estrutural nessas duas variedades, a autora ressalta algumas diferengas na quantidade
de camadas celulares, provavelmente em decorréncia dos fatores ambientais.

As espécies aqui estudadas também possuem acentuada uniformidade em nivel
anatbmico, no que se refere aos aspectos gerais da lamina foliar, como tipo e
disposicao dos tecidos presentes.

As espécies analisadas apresentam cuticula espessa, o que as tornam
resistentes a periodos de seca ou baixa precipitacdo, principalmente para aquelas
oriundas do Cerrado. De acordo com Helbsing et al. (2000), sob severas condigbes
ambientais, como deficiénia hidrica e altas temperaturas, os estdmatos frequentemente
se fecharao, e a sobrevivéncia do vegetal pode entdo depender fortemente das perdas
de quantidades residuais de agua, determinadas, em diferentes niveis, pelas taxas de
transpiracédo cuticular. Esau (1974) afirma que a cuticula, assim como as camadas
cutinizadas e a cera superficial, desempenham relevante papel na reducao da perda de
agua.

Nao foram evidenciados tricomas nas espécies analisadas, corroborando os
dados de Solereder (1908) que relatou auséncia de pélos na familia. No entanto,

Metcalfe & Chalk (1983) afirmaram que os tricomas s&o raros entre os representantes

Silvia Dias da Costa Fernandes 39



Morfologia, Anatomia, Histoquimica e Aspectos Fisiolégicos da Lamina Foliar de Espécies de Clusia (Clusiaceae)

de Clusiaceae e, Morretes & Ferri (1972) observaram pontos de inser¢ao de tricomas
na face abaxial da epiderme de Clusia spathulaefolia.

Boeger et al. (1997) fizeram a analise anatémica de C. criuva e concluiram que a
mesma apresenta epiderme da face adaxial pluriestratificada com paredes anticlinais
externas recobertas por uma espessa cuticula. No entanto, na face adaxial das folhas
das espécies estudadas, evidenciaram-se varios estratos cujas células diferem
daquelas da epiderme, quer pela forma, quer pelo aspecto e espessura das paredes.
Embora n&o tenham sido desenvolvidos estudos ontogenéticos, foi possivel observar
em folhas muito jovens, que esses estratos celulares se originam pela divisao periclinal
das células subepidérmicas. Tal fato sugere que as camadas subepidérmicas
ocorrentes nas espécies em estudo constituem uma auténtica hipoderme.

Esau (1974) menciona que células hipodérmicas podem ser aclorofiladas ou
portadoras de poucos cloroplastos, e Metcalfe (1983), ao tecer consideragdes sobre a
origem e as caracteristicas das células hipodérmicas, faz mencao a 3 tipos especiais
de hipoderme: colenquimatosa, esponjosa e esclerética, e acrescenta que estas
variantes podem ser uteis na taxonomia. A hipoderme, em todas as espécies
analisadas, € de natureza colenquimatosa, sendo nela observados ductos secretores
esquizdgenos e idioblastos cristaliferos encerrando drusas de oxalato de calcio.

Wylie (1949) refere que a hipoderme pode estar presente em um grande numero
de xerofitas, como tecido armazenador de agua, auxiliando na translocacao
extravascular da folha, sendo que as paredes de suas células podem variar em
espessura.

Clusia insignis, oriunda da Floresta Amazdnica, apresenta somente uma camada
de células na hipoderme, resultado que corrobora a fungcédo deste tecido. Uma vez que
nesta regido geografica ndo ocorrem longas secas, ndao se fazendo necessaria a
presenca de um tecido armazenador de agua. Enquanto que nas espécies do Cerrado
este tecido apresenta até 5 camadas celulares, o que sugere uma adaptagdo aos
periodos de baixa precipitagao.

Cutter (1986a) cita que as células da hipoderme geralmente apresentam
paredes delgadas. Nas espécies estudadas neste trabalho, a hipoderme possui células
de paredes espessas e impregnadas por substancias pécticas, confirmando dados de

Solereder (1908) que mencionou a tendéncia a esclerificagdo ou ao espessamento das
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paredes celulares na hipoderme foliar das espécies desta familia. Este espessamento
pode estar relacionado, além do armazenamento de substancias, a sustentagdo da
folha.

Machado (1980) faz mengao a presenga de uma hipoderme na face adaxial das
folhas de C. lanceolata, constituida por células incolores, em 3-4 camadas contendo
ductos secretores esquizdgenos e drusas de oxalato de calcio. Estes resultados
também foram encontrados neste trabalho para a mesma espécie.

O mesofilo de C. criuva é caracterizado por aproximadamente 2 camadas de
parénquima palicadico e 16 de parénquima lacunoso. Boeger et al. (1997) realizaram a
analise anatdbmica da mesma espécie e concluiram que o parénquima palicadico &
constituido por uma camada de células e o lacunoso por até 12 camadas. Esta
divergéncia entre o resultado encontrado e o observado pelos demais autores pode-se
tratar de plasticidade fenotipica devido a mudangas no ambiente onde o vegetal se
encontra, como ocorreu entre as variedadas de C. lanceolata analisadas por Machado
(1980).

A origem esquizégena dos ductos das Gutifferae foi referida por Solereder
(1908) e Metcalfe & Chalk, (1983). Paula (1966) menciona a origem esquizégena dos
ductos secretores de Clusia grandiflora e a origem esquizolisigena para os canais de
Clusia aff. macropoda. Machado (1980), por sua vez, considera que 0s canais
secretores de Clusia lanceolata sdo esquizégenos e esquizolisigenos.

Embora ndo tenham sido realizados estudos ontogenéticos com relagdo aos
ductos secretores das espécies analisadas, pode-se evidenciar que na planta adulta
eles se apresentam bem delimitados pelas células epiteliais, sem qualquer vestigio de
lise, sugerindo a hipétese da origem esquizdgena e, confirmando resultados de Curtis
& Lersten (1990) para espécies de Hypericum (Clusiaceae).

Os ductos secretores que ocorrem nas espécies estudadas se encontram
circundados por células epiteliais bem demarcadas, de numero variavel. Estes ductos
estdo dispersos ao longo do mesofilo e, com maior concentracéo, na regido da nervura
principal. Clusia fluminensis é a uUnica espécie que se destaca das demais devido ao
maior didmetro e abundancia dos ductos secretores. Solereder (1908) frisa que a
distribuicdo desses ductos pode ser util para a diagnose de géneros e espécies na

familia, sendo que os ductos secretores de Clusia podem percorrer 0 mesofilo
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independentemente das nervuras ou estar a elas relacionados; menciona ainda, sua
ocorréncia na hipoderme e mais raramente no parénquima dos feixes vasculares em
Clusia eugenioides, C. flava, C. minor e C. pana-panari. Esta localizacdo também foi
observada em todas as espécies analisadas.

Nas espécies analisadas foram evidenciados esclereideos, geralmente junto aos
feixes vasculares e, muito raramente, difusos no parénquima da nervura principal. Via
de regra sao curtos, nas formas de esclereideos colunares, osteoesclereideos e
esclereideos bifurcados e, somente em C. burchelli foram encontrados
astroesclereideos e esclereideos raquiformes, o que pode ser utilizado para separar
esta espécie das demais.

Os esclereideos sao interpretados como estruturas relacionadas a fungao
mecanica ou de suporte (Eames & MacDaniels, 1947; Esau, 1974; Cutter, 1986a e
Fahn,1982), podendo ser utilizados como subsidios em taxonomia (Carlquist, 1961) e
se diferenciar junto aos traqueideos das terminacdes vasculares (Esau, 1974). Paula
(1966 e 1976) relata a ocorréncia de esclereideos nas folhas de Clusia grandiflora
Splitg. e Clusia aff. macropoda Klotzsch., respectivamente. Morretes & Ferri (1972)
também citam a presenca desses elementos no parénquima lacunoso de Clusia
spathulaefolia Engl. Como os esclereideos foram observados em diversas espécies do
género em diferentes ambientes, pode-se deduzir que é uma caracteristica filogenética
e, consequentemente, util na taxonomia.

Em relacdo as células condutoras do xilema, foram observados muitos
elementos de vaso, de tamanhos e espessamentos de parede distintos, entretanto a
quantidade de traqueideos foi muito inferior quando comparada a dos elementos de
vaso, sugerindo maior especializagdo das células para o transporte. Paula (1974a)
também constatou que os traqueideos eram escassos ou ausentes na madeira de
diferentes espécies deste género.

A literatura revela que as espécies do género Clusia manifestam relativa
constancia no tocante ao sistema vascular da Iamina foliar (Paula, 1966; Machado,
1980; Sobrado & Medina, 1980 e Schneider, 1985). As pequenas variagdes referentes
a quantidade de células nos tecidos condutores, mencionadas por Machado (1980),
nao invalidam tal assertiva. O comportamento do sistema vascular das laminas foliares

das espécies estudadas, como a disposi¢cao dos tecidos condutores, também se
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assemelha ao que tem sido referido para os demais representantes do género, sendo
que as principais diferencas observadas foram a forma do cilindro vascular, variando de
circular a eliptica, a possivel separagcdo dos feixes vasculares por tecido
parenquimatico e a espessura nas paredes das células da medula.

Stace (1965) ressalta que normalmente os estdbmatos ndo ocorrem na epiderme
da nervura principal e quando isto acontece, ndo sao funcionais. Nas espécies
estudadas, os estdbmatos também sdo observados na epiderme da nervura principal.
Entretanto, embora ndo tenham sido desenvolvidos experimentos para testar sua
funcionalidade, nada indica o contrario.

De acordo com Schreiber & Riederer (1996) as plantas sempre verdes com
caracteristicas escleromoérficas, como epiderme com células altas e recoberta por
espessa cuticula, estdo adaptadas a sobrevivéncia em periodos de seca, quando a
elevada evaporagdo de agua deve ser evitada, caracterizando a baixa taxa de
permeabilidade hidrica desses organismos.

As espécies estudadas sdo sempre verdes e apresentam algumas
caracteristicas xéricas como cuticula e camadas cuticulares espessas, esclerénquima
abundante e parénquima palicadico em varias camadas. Até o momento, os estudos
realizados sobre as espécies do género Clusia ndo abordam os caracteres edaficos
dos respectivos ambientes, o que torna desaconselhavel levantar quaisquer hipbteses
sobres as possiveis causas determinantes do aparecimento das caracteristicas
escleromorficas das espécies aqui estudadas.

As substancias secretadas pelas plantas tém merecido atencdo de varios
pesquisadores que tém procurado elucidar sua natureza quimica e o que elas
representam para o vegetal (Pyykko, 1966; Metcalfe, 1983; Fahn, 1988 e 2000; Olveira
et al., 1996; Gonzalez et al., 1997 e Nogueira et al., 2001), sendo que Metcalfe (1983)
ressalta que algumas dessas substancias fornecem subsidios para estudos
taxondémicos.

Para a qualificacdo de compostos de interesse nos tecidos vegetais podem ser
usados métodos de coloragdo histoquimica com controles adequados e, sempre que
possivel, dois procedimentos devem ser utilizados para a qualificagdo da mesma

substancia (Jensen, 1962). Isto ocorre porque os testes usados para reconhecimento
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de metabdlitos celulares, em geral, ndo apresentam especificidade para apenas uma
substancia (Kraus & Arduin, 1997).

Os compostos quimicos das plantas estdo didaticamente divididos em
compostos originarios do metabolismo primario ou do secundario; o metabolismo
primario envolve os metabdlitos ou macromoléculas essenciais, com fungdes vitais bem
definidas: lipidios, protideos, glicideos (Poser & Mentz, 2001). Herrmann & Weaver
(1999) e Poser & Mentz (2001) explicam que os produtos do metabolismo secundario
sdo ligados através de diversas rotas de biossintese aos do metabolismo primario.

Os metabdlitos secundarios sdao usados principalmente como auto-protecao
contra ataques microbianos, herbivoria e radiagcdo UV ou na interagdo benéfica com
outros organismos, como polinizagdo de flores, sdo encontrados em concentragdes
relativamente baixas e em determinados grupos taxondmicos (Poser & Mentz, 2001 e
Endt et al., 2002).

Os metabdlitos primarios encontrados foram os agucares redutores, os graos de
amido e os compostos lipofilicos. De acordo com Fahn (1988), dentre os materiais
lipofilicos secretados pelas plantas estdao os terpenos, lipidios, ceras e flavonoides,
sendo que resinas e Oleos esseniais também possuem grande variedade de terpenos.
Ja os metabdlitos secundarios evidenciados foram os cristais e os compostos fendlicos,
dentre eles, lignina e tanino.

Em relagdo aos tecidos secretores, Fahn (1982, 1988, 2000) afirmou que os
mesmos sao usualmente classificados de acordo com as substancias produzidas, mas
como o mesmo tecido pode produzir um numero diferente de substancias, a
classificagdo torna-se complexa. Segundo Esau (1974), em Clusiaceae ocorrem
grandes e abundantes células parenquimaticas secretoras nos tecidos vasculares e
fundamental da folha, mas com conteudos nao especificados. Com os testes
realizados, foram detectados, nos tecidos vasculares e parenquimaticos, agucares
redutores, compostos fendlicos, taninos e lipofilicos, sendo que no parénquima
palicadico também foram detectados compostos lipofilicos do latex.

Em todas as espécies a cuticula apresenta-se espessa e com impregnacao de
cera e outros compostos lipofilicos, o que acarreta maior protecdo a dessecacgao.
Corroborando informagdes de Esau (1974) sobre a reducdo da perda de agua realizada

pela cuticula, camadas cutinizadas e a cera superficial. Cutter (1986a) relata que a
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composi¢cao quimica da cuticula e dos estratos cutinizados é variavel, no que diz
respeito a proporgao de cutina e de cera nas diferentes camadas.

Os agucares redutores apresentaram localizagdes distintas entre as espécies,
estando presentes no parénquima pali¢gadico, no parénquima lacunoso préoximo a face
abaxial, no tecido floematico e em menor quantidade na epiderme. Nas espécies C.
criuva, C. gardneri, C. fluminensis e C. lanceolata houve reacdo apenas na epiderme.
Koroleva et al. (1997) afirmaram que a epiderme de folhas de gramineas pode funcioar
como um compartimento reserva de agucares, podendo abranger 5-15% de glicose e
frutose foliares.

As espécies aqui estudadas apresentam hipoderme com paredes ricas em
pectina e conteudo citoplasmatico portador de compostos lipofilicos, taninos e outros
compostos fendlicos. Os compostos armazenados por este tecido estdo de acordo com
Eames & MacDaniels (1947); no entanto, a composi¢cdo das paredes diverge, esses
autores associam a ocorréncia de hipoderme a fatores ambientais e referem que a
mesma pode ser de natureza cutinizada ou mais comumente lignificada.

Entre as substancias armazenadas e/ou secretadas pelas plantas os compostos
fendlicos, principalmente os taninos, sdo muito frequentes nas xeréfitas (Pyykko, 1966).
Pyykkd (1966), Esau (1974) e Fahn (1988 e 2000) mencionaram a possibilidade das
substancias tanicas estarem relacionadas com a protecdo contra dessecagao,
apodrecimento e ataque por fungos e bactérias. Montenegro et al. (1980) e Levin
(1971) citaram que os taninos podem inibir o ataque dos insetos, reduzindo o valor
nutritivo das folhas e alterando seu paladar. Cooper-Driver & Bhattacharya (1998)
afirmaram que varios compostos fendlicos s&o utilizados na medicina como
antioxidantes e no tratamento de cancer e doencas cardiacas.

Cutter (1986b) enfatiza que, além dos compostos fendlicos, a cuticula também é
extremamente resistente ao ataque de microorganismos, reduzindo a permeabilidade
da epiderme e tomando parte efetiva na protecdo da planta contra esses agentes
externos.

Confirmando dados de Paula (1966), Machado (1980) e Schneider (1985) sobre
a presenca de taninos nas espécies por eles estudadas, as espécies deste trabalho
portam grande quantidade de taninos, em quase todos os tecidos da lamina foliar. No

entanto, a presenga de depdsitos de cera, somados a cuticula e aos compostos
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fendlicos ndo apresentaram uma barreira efetiva contra a penetracdo dos fungos
através das células epidérmicas, o que foi observado no campo e sob microscopia
Optica.

Haberlandt (1928) focaliza a ocorréncia de células secretoras de resinas nas
Clusiaceae. Carmo et al. (2002) fazem referéncia a importancia da resina das flores
feminina e masculina de Clusia arrudae, apesar de nao terem realizado estudos
histoquimicos para a confirmacdo deste composto. No entanto, no estudo aqui
realizado, nao foram encontrados os precipitados caracteristicos de resinas apos sete
dias de imersao das secgbes em acetato cuprico aquoso 7%, confirmando dados de
Curtis & Lersten (1990), que também nao encontraram resinas em algumas espécies
da familia.

Dentre as estruturas secretoras, os ductos e cavidades constituem um dos
aspectos mais abordados (Solereder, 1908; Metcalfe, 1983; Fahn, 1988 e 2000). Os
ductos secretores das espécies estudadas apresentam compostos lipofilicos no seu
interior. No entanto, Curtis & Lersten (1990) evidenciaram pouco ou nenhum conteudo
de 6leo nos ductos de duas espécies de Hypericum (Clusiaceae). Ja Metcalfe & Chalk
(1983) referem que o fluido contido no interior dos ductos secretores de Clusia e de
outros géneros da familia tem aspecto leitoso e é semelhante ao latex.

Além de estruturas secretoras, também foram observados cristais sob a forma
de drusas, cuja composi¢cdo € oxalato de calcio, ocorrendo em maior freqiéncia no
mesofilo. Trabalhos anteriores relatam a ocorréncia deste tipo de cristal em Clusia
(Solereder, 1908; Machado, 1980 e Metcalfe & Chalk, 1983).

Segundo Pyykkd (1966) a ocorréncia de cristais nas folhas é um carater
exclusivo em nivel de familia ou género, ndo havendo relagdo com o ambiente. Quando
em proporgdes acima do normal, pode refletir algumas vezes, uma resposta a
condigdes patoldgicas (Metcalfe & Chalk, 1983).

De acordo com Fahn (1982) muitas plantas possuem em suas células depdsitos
de excregao constituidos de matéria inorganica, na maioria das vezes, sais de calcio
formando os cristais. Conforme Prychid & Rudall (1999), os cristais, além de
importancia taxonémica, podem representar formas de armazenamento de calcio e
acido oxalico, e também serem depdsitos de substancias de metabolismo secundario.

Finley (1999) mencionou a importancia dos cristais como defesa contra herbivoria, que
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podem causar injurias no aparato bucal ou dificultar a digestdo dos predadores, nas
espéecies aqui analisadas nao havia indicios de predagao.

Preiss & Sivak (1996) observaram grédos de amido na maioria das plantas e em
diferentes estruturas: raizes, ramos, folhas, frutos e graos de polen. Ocorrem dentro de
plastideos, organizados em granulos semicristalinos de tamanhos e formas que variam
entre espécies, 6rgaos e estagios de desenvolvimento. Os graos de amido, nas
especies estudadas, apresentam forma ovoide e foram encontrados, principalmente, ao
redor do cilindro vascular da nervura principal — bainha amilifera, no tecido
parenquimatico acima da epiderme abaxial na regido da nervura principal € no tecido
parenquimatico circundante aos elementos condutores.

A utilizagdo de analises histoquimicas combinadas visou a determinacao da
natureza quimica dos principais cristais e produtos secretados nas diferentes espécies
em estudo. Esta determinacao possibilitou somente a separagao de C. burchellii das
demais espécies do género, pois foi a unica que apresentou lignina no tecido
subepidérmico de ambas as faces; outra diferenca entre as espécies foi a distribuigcao
dos agucares redutores ao longo da lamina foliar ou somente na epiderme. As analises
histoquimicas podem também, futuramente, auxiliar no entendimento das possiveis

substancias de interesse medicinal ou comercial dessas espécies.
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Fig. 2. Aspectos da morfologia e arquitetura foliar |I. Folhas peninérvias mostrando nervura primaria (np) reta,
secundaria (ns) com espagamento uniforme e angulos geralmente agudos moderados, intersecundarias (is) com
origem exmedial e angulos agudos e veia ultima marginal (vm) do tipo fimbrial. A: Clusia burchelli com folha
obovada, com apice obtuso e arredondado. B: C. criuva com folha eliptica, com apice agudo e nervuras secundarias
com angulo agudo amplo. C: Clusia fluminensis com folha obovada, com apice obtuso e arredondado e reducéo dos
angulos das nervuras secundarias nesta regido. D: Clusia gardneri com folha eliptica, com apice obtuso e retuso e
redugéo dos angulos das nervuras secundarias nesta regido.
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Fig. 3. Aspectos da morfologia e arquitetura foliar Il. Folhas peninérvias mostrando nervura primaria (np) reta,
secundarias (ns) com espagamento uniforme e angulos agudos moderados, intersecundarias (is) com origem
exmedial e angulos agudos e veia Ultima marginal (vm) do tipo fimbrial. A: Clusia hilariana com folha eliptica, apice
obtuso e retuso e reducdo dos angulos das nervuras secundarias nesta regido. B: Clusia insignis com folha eliptica
e apice agudo. C: Clusia nemorosa com folha eliptica, apice agudo e retuso. D: Clusia lanceolata com folha eliptica,
apice obtuso e retuso e redugdo dos angulos das nervuras secundarias nesta regido, notam-se invaginagdes nas
areas de contato entre veia uUltima marginal e nervura secundaria.
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Fig. 4. Detalhe das folhas diafanizadas |, mostrando nervura primaria (np) reta, secundaria (ns) com espagamento
uniforme, intersecundarias (is) com origem exmedial e angulos agudos, terciarias (nt) com angulos retos. A: Clusia
burchellii com nervuras secundarias com angulos agudos moderados e terciarias com angulos retos. B: Clusia criuva
com nervuras secundarias com angulo agudo amplo. C: Clusia fluminensis com veia ultima marginal (vm) do tipo
fimbrial e invaginagbes na area de contato com as nervuras secundarias. D: Clusia gardneri com nervuras
secundarias com angulos agudos moderados. E: Clusia hilariana com nervuras secundarias com angulos agudos
moderados. F: Clusia insignis com nervuras secundarias com angulos agudos moderados.
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Fig. 5. Detalhe das folhas diafanizadas Il. A: Clusia nemorosa com nervura primaria (np) reta, secundaria (ns) com
angulos agudos moderados, terciarias (nt) com angulos retos. B: Clusia nemorosa com nervuras terciarias (nt) com
angulos retos e veia ultima marginal (vm) com invaginagdes no contato com as nervuras secundarias (ns). C: Clusia
criuva com vénulas (v) ramificadas dicotomicamente. D: Clusia lanceolata com vénulas (v) ramificadas
dicotomicamente. E: Clusia nemorosa apresentando a venagao dicotdmica das vénulas (v).
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Fig. 6. Secgdes transversais |, face adaxial da lamina foliar evidenciando epiderme (ed), hipoderme (hp),
parénquima palicadico (pp) e parénquima lacunoso (pl). A: Clusia aemygdioi com células epidérmicas comuns
quadradas, recobertas por cuticula ornamentada, hipoderme de 4-5 estratos, parénquima paligadico de 3-4 estratos
com ductos secretores (*) e parénquima lacunoso com espacgos intercelulares. B: Clusia arrudae com células
epidérmicas comuns quadradas, recobertas por cuticula ornamentada, hipoderme de 4-5 estratos, parénquima
palicadico de 3-4 estratos, parénquima lacunoso de 15-17 estratos com espacos intercelulares, epiderme em sua
face abaxial (eb) com células menores e cuticula menos espessa que na face adaxial. C: Clusia burchellii com
células epidérmicas comuns quadradas, recobertas por cuticula lisa com flanges, tecido esclerenquimatico
subepidérmico (te) e hipoderme com cerca de 3 estratos. D: Clusia criuva com células epidérmicas comuns
quadradas, recobertas por cuticula lisa, hipoderme de 4-5 estratos, parénquima paligadico com cerca de 2 estratos e
parénquima lacunoso com numerosos espagos intercelulares.
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Fig. 7. Secgbes transversais |l, face adaxial da lamina foliar evidenciando epiderme (ed), hipoderme (hp),
parénquima palicadico (pp) e parénquima lacunoso (pl). A: Clusia fluminensis com células epidérmicas comuns
quadradas, recobertas por cuticula ornamentada, hipoderme de 4-5 estratos e parénquima paligadico com cerca de
9 estratos com ductos secretores (*). B: Clusia gardneri com células epidérmicas comuns quadradas, recobertas por
cuticula ornamentada, hipoderme com cerca de 3 estratos, parénquima paligadico com 2 estratos e parénquima
lacunoso com feixes vasculares (fv) e numerosos espagos intercelulares. C: Clusia hilariana com células
epidérmicas comuns quadradas recobertas por cuticula lisa, hipoderme de 4-5 estratos, parénquima palicadico com
cerca de 6 estratos e parénquima lacunoso com ductos secretores (*). D: Clusia insignis com células epidérmicas
comuns quadradas recobertas por cuticula ornamentada, hipoderme com uma Unica camada, parénquima paligadico
com cerca de 2 estratos, ducto secretor (*) no limite entre hipoderme e parénquima paligadico, parénquima lacunoso
com numerosos espagos intercelulares.
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Fig. 8. Seccgdes transversais lll, face adaxial da lamina foliar evidenciando epiderme (ed), hipoderme (hp),
parénquima palicadico (pp) e parénquima lacunoso (pl). A: Clusia intermedia, folhna masculina, com células
epidérmicas comuns quadradas, recobertas por cuticula ornamentada, hipoderme com cerca de 5 estratos,
parénquima palicadico de 3-4 estratos celulares e parénquima lacunoso com espacos intercelulares. B: Clusia
intermedia, folha feminina, com células epidérmicas comuns quadradas, recobertas por cuticula ornamentada,
hipoderme com cerca de 4 estratos, parénquima palicadico de 2-3 estratos celulares, parénquima lacunoso com
numerosos espacos intercelulares e epiderme em face abaxial (eb) com estdmaros (st) nivelados. C: Clusia
nemorosa com células epidérmicas comuns quadradas recobertas por cuticula ornamentada, hipoderme com cerca
de 2 estratos celulares, parénquima paligadico com uma Unica camada de células, parénquima lacunoso com feixe
vascular (fv) e numerosos espacos intercelulares, ductos secretores (*) dispersos ao longo do mesofilo. D: Clusia
spiritu-sanctensis com células epidérmicas comuns quadradas recobertas por cuticula lisa, hipoderme de 4-5
estratos de células indiferenciadas entre si, parénquima paligadico de 3-4 estratos com ducto secretor (*).
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Fig. 9. Seccgdes transversais da lamina foliar IV, evidenciando epiderme em face adaxial (ed), hipoderme (hp),
parénquima paligadico (pp) e parénquima lacunoso (pl). A: Clusia lanceolata com células epidérmicas comuns
retangulares, recobertas por cuticula lisa, hipoderme de 4-5 estratos, parénquima palicadico de 3-4 estratos
celulares, parénquima lacunoso com espagos intercelulares, presencga de ductos secretores (*) ao longo do mesofilo
e feixe vascular (fv) com bainha parenquimatica. B: Clusia marizii com células epidérmicas comuns retangulares,
recobertas por cuticula ornamentada, hipoderme de 4-5 estratos com drusa (d), parénquima palicadico de 3-4
estratos celulares, parénquima lacunoso com numerosos espacos intercelulares, ductos secretores (*) ao longo do
mesofilo e feixe vascular (fv) com bainha parenquimatica. C: Clusia parviflora com células epidérmicas comuns
retangulares recobertas por cuticula lisa, hipoderme com maior niumero de camadas entre as espécies (5-6),
parénquima palicadico com cerca de 2 camadas e presenga de drusas (d), parénquima lacunoso de 15-17 camadas
com feixe vascular (fv) e epiderme em face abaxial (eb) com estdmatos (st) evidenciando camara subestomatica e
cristas. D: Clusia aemygdioi com ducto secretor (*) no parénquima palicadico, parénquima lacunoso de 15-17
estratos e epiderme em face abaxial (eb) com estdmatos (st) evidenciando camara subestomatica.
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Fig. 10. Secgdes transversais da lamina foliar V, evidenciando epiderme em face adaxial (eb), hipoderme (hp),
parénquima paligadico (pp), parénquima lacunoso (pl) e epiderme em face abaxial (eb). A: Clusia burchellii com
mesofilo denso, com poucos espagos intercelulares no parénquima lacunoso de 20-26 estratos, presencga de feixe
vascular (fv) e tecido esclerenquimatico subepidérmico (te). B: Clusia criuva com parénquima lacunoso de 15-17
estratos, com feixe vascular (fv) e ductos secretores (*), epiderme em face abaxial com estdmatos (st) com camara
subestomatica. C: Clusia gardneri com parénquima lacunoso de 15-17 camadas com feixe vascular (fv) e epiderme
em face abaxial (eb) com estébmatos (st) evidenciando cristas. D: Clusia intermedia, folha masculina com
parénquima lacunoso de 15-17 estratos e epiderme em face abaxial (eb) com estématos (st) evidenciando camara
subestomatica.
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Fig. 11. Secgbes transversais da lamina foliar VI, evidenciando parénquima palicadico (pp), parénquima lacunoso
(pl) e epiderme em face abaxial (eb). A: Clusia hilariana com mesofilo denso, com poucos espagos intercelulares no
parénquima lacunoso com cerca de 18 estratos, presenca de feixe vascular (fv) circundado por fibras. B: Clusia
insignis com o menor numero de camadas no parénquima lacunoso (12), presenga de ducto secretor (*), epiderme
em face abaxial cuticula espessa e estdmato (st) com crista e cdmara subestomatica ausente. C: Clusia nemorosa
com parénquima lacunoso com cerca de 13 camadas com feixe vascular (fv) envolto por bainha parenquimatica,
ductos secretores (*) ao longo do mesofilo e epiderme em face abaxial (eb) com estdmato (st) evidenciando cristas.
D: Clusia lanceolata com parénquima lacunoso de 15-17 estratos com reduzidos espacos intercelulares e epiderme
em face abaxial (eb) com estématos (st) evidenciando camara subestomatica.
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Fig. 12. Secgdes transversais da lamina foliar VII, evidenciando epiderme em face adaxial (ed) e abaxial (eb) com
presenca de estdmato (st), hipoderme (hp), parénquima paligadico (pp) e parénquima lacunoso (pl). A: Clusia marizii
com muitos espacos intercelulares no parénquima lacunoso de 15-17 estratos, presenca de feixe vascular (fv) com
bainha parenquimatica e ductos secretores (*). B: Clusia spiritu-sanctensis com parénquima lacunoso de 25-27
estratos celulares, com reduzidos espacgos intercelulares e ducto secretor (*), epiderme em face abaxial com
estdbmato com camara subestomatica. C: Clusia fluminensis com a maior quantidade de camadas celulares no
parénquima lacunoso (30) e ducto secretor (*). D: Clusia aemygdioi com estdémato com camara subestomatica e
cristas. E: Clusia burchelli com discreta camara subestomatica interrompendo parcialmente o tecido
esclerenquimatico (te) e presenga de ducto secretor (*) no parénquima lacunoso. F: Clusia marizii com células
subsidiarias maiores que as demais células epidérmicas e ducto secretor (*) no parénquima lacunoso.
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Fig. 13. Amostras dissociadas da por¢do mediana das laminas foliares I. A: Esclereideo raquiforme de Clusia
burchelli. B: Astroesclereideos de Clusia burchelli. C: Esclereideo bifurcado de Clusia fluminensis. D:
Osteoesclereideo de Clusia nemorosa. E: Esclereideo colunar de Clusia criuva. F: Células alongadas do
parénquima paligadico de Clusia arrudae. G: Células braciformes do parénquima lacunoso de Clusia intermedia. H:
Células parenquimaticas isodiamétricas contendo drusas no interior, de Clusia lanceolata.

Silvia Dias da Costa Fernandes 59



Morfologia, Anatomia, Histoquimica e Aspectos Fisiolégicos da Lamina Foliar de Espécies de Clusia (Clusiaceae)

Fig. 14. Secgdes transversias dos feixes vasculares (fv) presentes no parénquima lacunoso (pl). A: Clusia gardneri
apresentando nervura de pequeno porte com feixes vascular envolto por bainha parenquimatica e nervura de médio
porte com feixe vascular envolto por bainha esclerenquimatica e calota esclerenquimatica na regido do floema. B:
Clusia arrudae apresentando feixe vascular composto por apenas elementos do xilema. C: Clusia criuva
apresentando feixe vascular envolto por bainha parenquimatica contendo cloroplastos no interior das células.
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Fig. 15. Amostras dissociadas da por¢do mediana das laminas foliares Il. A: Elemento de vaso de Clusia gardneri.
B: Espessamento helicoidal do elemento de vaso de Clusia gardneri. C: Espessamento reticulado do elemento de
vaso de Clusia burchellii. D: Traqueideos de Clusia burchellii. E: Fibra libriforme de Clusia hilariana.
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Fig. 16. Seccgdes transversais na regido da nervura principal |, evidenciando epideme em sua face adaxial (ed) e
abaxial (eb), hipoderme (hp), parénquima paligadico (pp), clorénquima (cl), parénquima de células isodiamétricas (pi)
e colénquima angular (co). A: Clusia fluminensis com nervura principal indiferenciada do restante da lamina e
parénquima pali¢gadico interrompido por células retangulares de clorénquima. B: Clusia lanceolata com nervura
principal indiferenciada do restante da lamina e parénquima paligadico totalmente interrompido por células
isodiamétricas de clorénquima. C: Clusia criuva com convexidade apenas para a face abaxial e parénquima
palicadico parcialmente interrompido pelas células isodiamétricas do clorénquima. D: Clusia gardneri com
convexidade apenas para a face abaxial e parénquima paligddico totalmente interrompido pelas células
isodiamétricas do clorénquima.
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Fig. 17. Secgbes transversais na regido da nervura principal Il, evidenciando epideme em sua face adaxial (ed) e
abaxial (eb), hipoderme (hp), parénquima paligadico (pp), clorénquima (cl), parénquima de células isodiamétricas (pi)
e colénquima angular (co). A: Clusia marizii com convexidade apenas para a face abaxial e parénquima palicadico
parcialmente interrompido pelo clorénquima de células isodiamétricas. B: Clusia parviflora com convexidade apenas
para a face abaxial e parénquima paligadico totalmente interrompido pelas células retangulares do clorénquima. C:
Clusia aemygdioi com nervura principal com convexidades semelhantes para ambas as faces e parénquima
palicadico totalmente interrompido pelas células isodiamétricas do clorénquima. D: Clusia arrudae com nervura
principal com convexidades para ambas as faces, mas com maior proeminéncia para a abaxial e parénquima
palicadico totalmente interrompido pelas células isodiamétricas do clorénquima.
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Fig. 18. Secgdes transversais na regido da nervura principal lll, evidenciando epideme em sua face adaxial (ed) e
abaxial (eb), hipoderme (hp), parénquima pali¢adico (pp), clorénquima (cl), parénquima de células isodiamétricas (pi)
e colénquima angular (co). A: Clusia insignis com convexidades para ambas as faces, mas com maior proeminéncia
para a abaxial e parénquima paligadico totalmente interrompido pelelas células isodiamétricas do clorénquima. B:
Clusia nemorosa com convexidades para ambas as faces, mas com maior proeminéncia para a abaxial e
parénquima paligadico totalmente interrompido pelas células isodiamétricas do clorénquima. C: Clusia burchellii com
convexidade com projecdo triangular para a face abaxial e parénquima paligadico totalmente interrompido pelas
células isodiamétricas do clorénquima. D: Clusia hilariana com convexidade com projegdo triangular para a face
abaxial e parénquima pali¢gadico totalmente interrompido pelas células isodiamétricas do clorénquima.
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Fig. 19. Secgdes transversais na regido da nervura principal IV, evidenciando epideme em sua face adaxial (ed) e
abaxial (eb), hipoderme (hp), parénquima paligadico (pp), clorénquima (cl), parénquima de células isodiamétricas (pi)
e colénquima angular (co). A: Clusia spiritu-sanctensis com convexidade com projecao triangular para a face abaxial
e parénquima paligadico totalmente interrompido pelas células retangulares do clorénquima. B: Clusia intermedia,
folha masculina, com convexidade somente para a face abaxial € parénquima pali¢gadico interrompido pelas células
retangulares do clorénquima. C: Clusia intermedia, folha feminina, com convexidades para ambas as faces, mas
com maior proeminéncia para a face abaxial e parénquima palicadico interrompido pelas células retangulares do
clorénquima. D: Clusia insignis com epiderme em sua face adaxial com células comuns papilosas e flanges
cuticulares, além de ductos secretores (*) na hipoderme.
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Fig. 20. Secgdes transversais na regido da nervura principal V, evidenciando epideme em sua face adaxial (ed) e
abaxial (eb), hipoderme (hp), parénquima de células isodiamétricas (pi) e colénquima angular (co). A: Clusia
burchellii com cuticula espessa recobrindo a epiderme em sua face adaxial e tecido esclerenquimatico
subepidérmico (te). B: Clusia parviflora com epiderme em sua face abaxial recoberta por cuticula espessa com
flanges, além de ductos secretores (*) na regido do parénquima. C: Clusia criuva com epiderme em sua face abaxial
recoberta por cuticula espessa com flanges, além de ductos secretores (*) na regido do parénquima. D: Clusia
burchellii com epiderme em sua face abaxial recoberta por cuticula espessa com flanges, tecido esclerenquimatico
subepidérmico (te), além de ductos secretores (*) na regido do colénquima angular e parénquima.
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Fig. 21. Secgdes transversais na regido da nervura principal VI, evidenciando o cilindro vascular composto por fibras
do floema (fi), elementos do floema (flo), elementos de vaso (ev) e medula (md). A: Clusia nemorosa apresentando
cilindro vascular incompleto com feixes separados por células parenquimaticas, medula parenquimatica composta
por células de parede delgada. B: Clusia burchellii com cilindro vascular totalmente envolto pelas fibras do floema,
medula parenquimatica composta por células de parede espessada desprovida de feixes vasculares internos. C:
Clusia gardneri com duas fileiras de feixes na medula parenquimatica. D: Clusia aemygdioi com somente uma fileira
de feixes vasculares na medula parenquimatica. E: Clusia burchellii apresentando inicio de crescimento secundario,
nota-se elemento do protoxilema obliterado (+) e presenga de parénquima radial ().
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Fig. 22. Testes histoquimicos I. A: Clusia gardneri em azul de metileno mostrando auséncia de celulose na cuticula
da face adaxial (cd). B: Clusia hemorosa em azul de metileno mostrando auséncia de celulose na cuticula da face
abaxial (cb). C: Clusia insignis em azul de metileno ndo evidenciando celulose nas fibras dos elementos condutores
(f). D: Clusia burchellii em reagente Steinmetz evidenciando compostos lipofilicos na cuticula da face adaxial (cd) e
no parénquima paligadico (pp). E: Clusia nemorosa em sudan Il evidenciando compostos lipofilicos na cuticula da
face adaxial (cd) e no parénquima paligadico (pp). F: Clusia criuva em sudan IV evidenciando reagao positiva para
compostos lipofilicos no tecido floematico (fl) e elementos de vaso (ev).
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Fig. 23. Testes histoquimicos Il. A: Clusia gardneri em sudan IV, indicando compostos lipofilicos presentes no latex
no interior dos ductos secretores. B: Clusia gardneri em sudan IV apresentando compostos lipofilicos presentes na
cuticula das faces adaxial (cd) e abaxial (cb) e no latex nos parénquimas palicadico (pp) e lacunoso (pl). C: Clusia
insignis com detecgdo de agucares redutores na epiderme das faces adaxial (ed) e abaxial (eb) e nos parénquimas
palicadico (pp) e lacunoso (pl). D: Clusia nemorosa com reagéo positiva para agucares redutores nos elementos
condutores do floema (fl). E: Clusia gardneri com reagdo positiva para agucares redutores na epiderme das faces
adaxial (ed) e abaxial (eb); nota-se a presenca de cristais de oxalato de calcio na forma de drusas (d). F: Clusia
gardneri em maior aumento evidenciando a epiderme da face abaxial (eb).
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Fig. 24. Testes histoquimicos Ill. A: Clusia fluminensis com reagéo positiva para agucares redutores na epiderme da
face adaxial (ed). B: Clusia nhemorosa em reagente de Steinmetz evidenciando grdos de amido (am) na bainha
amilifera. C: Clusia insignis em cloreto de zinco iodado evidenciando grédos de amido (am) no tecido parénquimatico
acima da epiderme da face abaxial na regido da nervura principal. D: Clusia gardneri em lugol evidenciando gréos
de amido (am) no tecido parenquimatico circundante aos elementos condutores. E: Clusia nemorosa em dicromato
de potassio evidenciando compostos fendlicos na epiderme das faces adaxial (ed) e abaxial (eb) e nos tecidos
parenquimaticos paligadico (pp) e lacunoso (pl). F: Clusia insignis em dicromato de potassio em maior aumento
mostrando reagao positiva para compostos fendlicos no tecido parenquimatico (tp) e epiderme da face abaxial (eb).
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Fig. 25. Testes histoquimicos IV. A: Clusia criuva em sulfato ferroso com formalina evidenciando reagdo positiva
para compostos fendlicos no tecido floematico (fl). B: Clusia insignis em sulfato de ferro. C: Clusia criuva em cloreto
de zinco iodado evidenciando lignina nas fibras (f) e elementos de vaso (ev). D: Clusia lanceolata em sulfato de
anilina evidenciando lignina nas fibras (f) e elementos de vaso (ev).
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Fig. 26. Testes histoquimicos V. A: Clusia insignis em floroglucinol cloridrico apresentando reacédo positiva para
lignina nas fibras (f) e elementos de vaso (ev). B: Clusia burchellii em floroglucinol cloridrico evidenciando lignina no
tecido esclerenquimatico (te). C: Clusia insignis em vermelho de ruténio evidenciando auséncia de pectina na
cuticula da face adaxial (cd). D: Clusia criva em vermelho de ruténio evidenciando auséncia de pectina nas fibras (f).
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CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO EPIDERMICA DA LAMINA
FOLIAR DE ESPECIES DE CLUSIA (CLUSIACEAE)

RESUMO: A face adaxial da epiderme, em vista frontal, € dotada apenas de células
epidérmicas comuns, de forma e tamanho variaveis, dispostas irregularmente, de modo
geral sao poligonais, tendo de 4-6 lados, mais frequentemente 5, e suas paredes s&o
retas e espessas. As células epidérmicas comuns da face abaxial sdo um pouco
menores, com paredes menos espessas. As espécies estudadas sdo hipoestomaticas,
ocorrendo estdmatos do tipo paracitico com células-guarda reniformes, apresentando
distribuicdo irregular, densidades distintas e formas que variam de circular a eliptica. As
células epidérmicas comuns adjacentes ao aparelho estomatico apresentam arranjo
radial em torno do mesmo, e suas paredes sdo delgadas e levemente curvas. Podem
ocorrer estdbmatos geminados. A densidade é inversamente proporcional ao
comprimento estomatico, independente da espécie ou da condicdo ambiental na qual
se encontra. Os padrdes de deposicdo das ceras epicuticulares sao distintos entre as
espécies, Ambas as superficies apresentaram o mesmo padrdo de deposicédo de ceras
epicuticulares, sendo classificadas como camadas fissuradas, crostas ou granulos,
diferindo também no volume, saliéncia e posi¢cao dos depdsitos de ceras. Fibrilas nas
paredes das células subsidiarias foram observadas em C. aemygdioi, C. arrudae, C.
criuva e C. hilariana, em todas essas espécies a disposi¢cao das fibrilas é radial em
relagdo ao ostiolo. O espessamento e a ornamentacdo das paredes das células
subsidiarias variam de acordo com a espécie, C. burchellii, C. fluminensis e C. spiritu-
sanctensis sao desprovidas de espessamento; C. insignis, C. marizii e C. nemorosa
apresentam espessamento, mas sem ornamentacao; presenca de espessamento com
leve ornamentagdo ocorre em C. intermedia, C. lanceolata e C. parviflora; as espécies
com média a muita ornamentacao sao C. aemygdioi, C. arrudae, C. criuva, C. gardneri
e C. hilariana. As células-guarda podem apresentar espessamento nas paredes
ventrais em contato com o ostiolo, isto ocorre em C. aemygdioi, C. arrudae, C.
fluminensis, C. gardneri, C. hilariana, C. insignis, C. intermedia, C. lanceolata, C.
parviflora e C. spiritu-sanctensis. As caracteristicas observadas em ambas as
superficies podem ser utilizadas para a distingdo das espécies em estagio vegetativo.

Palavras-chave: cera epicuticular, densidade estomatica, Guttiferae, micromorfologia.
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Jones (1998) afirma que os estdmatos foram evolutivamente selecionados para
promover meios de controle da perda hidrica e das trocas gasosas, auxiliando no
controle tanto da transpiragdo como da fotossintese.

As caracteristicas dos estdmatos podem ser vistas sob diferentes perspectivas,
e serem utilizadas em estudos de ecologia, evolugdo, fisiologia, morfologia e
taxonomia. A funcdo dessas células especializadas e, provavelmente a sua
distribuicdo, tem papel importante na evolucdo e conquista terrestre das plantas
(Croxdale, 2000).

A folha € um dos 6rgados que melhor reflete as variagbes estruturais tanto de
origem genética como ambiental. Apesar da uniformidade anatémica deste 6rgéo ser
grande entre as espécies de Clusia, muitas de suas caracteristicas internas séo
utilizadas para a diferenciacdo das espécies (Solereder, 1908). A analise microscopica
da superficie da lamina foliar pode ser mais uma ferramenta na determinacdo das
diferentes espécies do género Clusia de maneira mais precisa que somente a utilizagao
dos caracteres morfologicos externos. Segundo Medina et al. (2004), a folha representa
mais um parametro que pode ser utilizado tanto na taxonomia das espécies como no
entendimento sobre mecanismos de adaptagdo ao ambiente.

Neste trabalho foram estudadas 14 espécies do género, coletadas em
afloramento rochoso na Mata Atlantica (Clusia aemygdioi, C. arrudae, C. intermedia, C.
marizii e C.spiritu-sanctensis), na Restinga (C. fluminensis, C. hilariana, C. lanceolata e
C. parviflora), em mata de galeria no Cerrado (C. burchellii, C. criuva, C. gardneri e C.
nemorosa) e na Floresta Amazonica (C. insignis), sendo que um dos objetivos é
relacionar as dimensodes lineares e a area do estdmato com as respectivas densidades.

Um segundo objetivo deste trabalho €& apresentar uma caracterizagcdo mais
precisa das estruturas da superficie foliar com o uso da microscopia eletrbnica de
varredura, visando uma melhor analise dos aparelhos estomaticos e, também a

compreensao dos padrdes diferenciados de deposicao de ceras.
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Material e Métodos

A epiderme da regido mediana das folhas das 14 espécies analisadas foi obtida
com solugéo de Franklin (1946 - apud Kraus & Arduin, 1997) em estufa 40°C em um
periodo de 24h-48h até a separacdo da mesma, a retirada do restante do mesofilo foi
feita sob lupa com auxilio de pincel fino.

Os fragmentos de epiderme foram corados com azul de metileno 1% aquoso e
borax (Langeron, 1949) por 5min, desidratadas em série etilica, diafanizadas em
acetato de butila e montadas entre lamina e laminula em resina sintética (Paiva et al.,
2006). Para verificar possiveis alteragdes nas dimensdes celulares devido ao preparo
das laminas, foram feitas comparagbes com segmentos paradérmicos feitos a mao livre
e sem qualquer tratamento.

Para cada uma das cinco folhas de cada espécie, foram escolhidos,
aleatoriamente, cinco campos de 1mm? de &rea. Para cada campo fez-se a
quantificacdo dos estdbmatos para a obtencdo da densidade estomatica e escolheu-se,
também aleatoriamente, um estdbmato para a medigdo de seus comprimento e largura
maximos (ostiolo aberto), totalizando 25 medidas para cada espécie.

A partir das medicdes feitas, obteve-se a razdo comprimento/largura e a area do
estdbmato, considerando-o como uma elipse (area = 1 * comprimento* %2 * largura * V%).
As variaveis densidade estomatica, comprimento, largura e area foram submetidas a
transformacao logaritmica para alcancar a normalidade e mesma magnitude dos
dados, essa transformacao nao foi necessaria para a variavel comprimento/largura.

As medi¢gdes de comprimento e largura maximos do estdmato, bem como a
quantificagdo por unidade de area foram realizadas com auxilio do programa de analise
de imagens IMAGE-PRO®PLUS do Laboratério de Produtos Florestais, IBAMA
(Brasilia-DF).

As analises estatisticas foram realizadas com o programa “R: A Language and

Environment for Statistical Computing (2006)”. Os resultados foram considerados
significativos a nivel de 5%. A analise de variancia (ANOVA) hierarquica foi utilizada em
todas as variaveis para verificar onde ocorre maior variagdo — dentro ou entre as
espécies. A hipotese nula testada foi: ndo existe diferenca nas dimensdes e

densidades estomaticas entre as espécies estudadas. Também foram feitas analises
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de Regressao Linear isoladas tendo a densidade estomatica como variavel dependente
e o restante das variaveis como independentes.

A analise de microscopia eletrénica de varredura foi feita para todas as espécies,
mas para as espécies que foram enviadas fixadas e preservadas em etanol nao foi
possivel a visualizagdo dos depdsitos de ceras epicuticulares. A fixacdo especifica foi
feita com solugdo fixadora Karnovsky (Bozzola & Russel, 1992) modificada (2%
glutaraldeido e 2% paraformaldeido em tampao cacodilato de sodio pH 7,2 a 0,05M)
por 12h, e pos-fixacdo em tetréoxido de ésmio 1% no mesmo tampao por 1h.

Os tecidos fixados foram desidratados em série etilica crescente até a saturacao
(etanol 100%), secos ao ponto critico (Balzers CPD 30), montados em porta espécimen
e cobertos com ouro (Balzers SCD 050). O exame do material foi feito em microscépio
eletrénico de varredura JEOL JEM 840A a 10 KV. As fotografias foram feitas em
maquina digital a partir do monitor do microscépio e a classificacdo e terminologia
foram feitas de acordo com Barthlott et al. (1998).

Para verificar possiveis deformacbées do material devido a fixagdo e
desidratagéo, algumas amostras foram simplesmente secas ao ar, montadas, cobertas

com ouro e examinadas.

Resultados - Estudos Paradérmicos

A face adaxial da epiderme, em vista frontal, € dotada apenas de células
epidérmicas comuns, de forma e tamanho variaveis, dispostas irregularmente. De
modo geral s&o poligonais, tendo de 4-6 lados, mais frequentemente 5 e suas paredes
sdo retas e espessas (Fig. 27a). As células epidérmicas comuns da face abaxial sdo
semelhantes aquelas da face adaxial, embora um pouco menores, com paredes
igualmente retas e menos espessas (Figs. 27-30).

Todas as espécies estudadas sao hipoestomaticas, ocorrendo estdmatos do tipo
paracitico com células-guarda reniformes (Figs. 27b, 27c, 27d-30), esta classificagao
seguiu Van Cotthem (1970), que reformulou a antiga classificagdo feita por Vesque
(1893, apud Schneider, 1985), na qual os estdbmatos eram considerados rubiaceos.
Nao foram encontradas diferengas significativas entre as amostras desidratadas e

diafanizadas com aquelas retiradas a mao livre e sem qualquer tratamento.
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As células epidérmicas comuns adjacentes ao aparelho estomatico apresentam
arranjo radial em torno do mesmo, e suas paredes sdo delgadas e levemente curvas
(Figs. 27b, 27c, 27d-30), em C. burchellii (Fig. 27d) essas células apresentam forma
retangular. Os estdmatos possuem distribuicdo irregular e formas que variam de
circular a eliptica (Figs. 27b, 27c, 27d-30), podem ocorrer estbmatos geminados (Fig.
28a).

As células-guarda podem apresentar espessamento nas paredes ventrais em
contato com o ostiolo, isto ocorre em C. aemygdioi (Fig. 27b), C. arrudae (Fig. 27c), C.
fluminensis (Fig. 28b), C. gardneri (Fig. 28c), C. hilariana (Fig. 28d), C. insignis (Fig.
29a), C. intermedia (Fig. 29b), C. lanceolata (Fig. 29c), C. parviflora (Fig. 30b) e C.
spiritu-sanctensis (Fig. 30c).

Uma outra caracteristica distinta entre as espécies € a presenca de
ornamentagao nas paredes das células subsidiarias, sendo mais proeminente em C.
aemygdioi (Fig. 27b). Esta ornamentacdo nao ocorre em: C. burchellii (Fig. 27d), C.
fluminensis (Fig. 28b), C. insignis (Fig. 29a), C. marizii (Fig. 29d), C. nemorosa (Fig.
30a) e C. spiritu-sanctensis (Fig. 30c).

Com base na razao comprimento/largura (Tab. 9), foram calculados 3 intervalos
para a classificacdo das formas dos estématos: 1,09 — 1,75 (circular), 1,76 — 2,41
(intermediario) e 2,42 — 3,07 (eliptico). A maioria das espécies possui estdmatos
circulares: C. aemygdioi (Fig. 27b), C. burchellii (Fig. 27d), C. fluminensis (Fig. 28b), C.
gardneri (Fig. 28c), C. insignis (Fig. 29a), C. lanceolata (Fig. 29c), C. nemorosa (Fig.
30a) e C. parviflora (Fig. 30b). As espécies com forma intermediaria sdo: C. arrudae
(Fig. 27c), C. intermedia (Fig. 29b) e C. marizii (Fig. 29d). As espécies com estématos
elipticos sdo: C. criuva (Fig. 28a), C. hilariana (Fig. 28d) e C. spiritu-sanctensis (Fig.
30d).

O intervalo de comprimento € 10,90+1,21um — 33,78+2,28um (Tab. 9), sendo os
estbmatos mais curtos presentes em C. burchellii (Fig. 27d) e os mais alongados em C.
hilariana (Fig. 28d); em relacdo a largura, o intervalo &€ de 9,14+1,03um -
21,67+2,85um (Tab. 9), C. spiritu-sanctensis (Fig. 30c) apresenta os estdbmatos mais
estreitos e C. nemorosa (Fig. 30a) os mais largos.

A area estomatica varia entre as espécies (Tab. 9), C. burchellii (Fig. 27d)

apresenta a menor area — 86,87+17,58um?, e C. nemorosa (Fig. 30a), a maior area
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475,63+106,23um?. As densidades também sao distintas entre as espécies (Tab. 9), C.
spiritu-sanctensis (Fig. 30c) possui a menor concentragao de estématos por unidade de
area — 105,75+10,0 estdmatos/mm?, e C. criuva (Fig. 28a) a maior concentragdo —
233,56+28,62 estdmatos/mm?.

Tab. 9. Médias e desvios-padrbes de comprimento e largura (um), razao
comprimento/largura, area (Um?) e densidade (estdmatos/mm?) das espécies
estudadas.

Espécie Comprimento Largura Comprimento/Largura Area Densidade Forma
Clusia aemygdioi 16,55+1,26 10,731,33 1,5610,17 140,06+23,46 200,46+12,41 circular
Clusia arrudae 17,82+1,44 10,37+2,21 1,7910,38 146,28+38,44 137,01+15,51 | intermediaria
Clusia burchellii 10,90+1,21 10,08%1,20 1,09+0,12 86,87+17,58 195,86+11,72 circular
Clusia criuva 26,88+2,75 9,83+0,75 2,74+0,24 208,39+32,78 233,56+28,62 eliptica
Clusia fluminensis 22,38+1,61 18,19+1,42 1,2310,11 320,19+38,61 205,06+15,75 circular
Clusia gardneri 21,73+2,11 15,96+1,61 1,37+0,14 273,82+47,71 143,91+14,48 circular
Clusia hilariana 33,78+2,28 11,08+1,19 3,07+0,37 294,74+44,74 146,21+13,10 eliptica
Clusia insignis 16,28+1,23 12,48+1,27 1,38+0,18 159,57+19,34 225,75+20,46 circular
Clusia intermédia 25,29+2,13 11,35+1,21 2,24+0,21 226,62+39,35 | 222,53+13,68 | intermediaria
Clusia lanceolata 25,23+2,97 18,2942,28 1,38+0,10 366,54+81,59 166,44+12,87 circular
Clusia marizii 31,21+4,00 15,01+2,65 2,10+0,22 374,39£109,46 | 146,67+23,34 | intermediaria
Clusia nemorosa 27,66+2,81 21,67+2,85 1,28+0,09 475,63+106,23 | 218,85+14,25 circular
Clusia parviflora 17,59+2,44 11,42+1,63 1,55+0,15 160,16+40,70 215,63+18,50 circular
Clusia spiritu-sanctensis 25,07+2,66 9,14+1,03 2,76+0,27 181,23+35,01 105,75+10,00 eliptica

Como a variagdo dos dados entre as espécies foi maior que dentro de cada
espécie, foi possivel realizar as analises de Regressdo para todas as variaveis
(P<2,2*107'°).

A regressao linear entre densidade (d) e comprimento (c) estomaticos (Graf. 1)
mostrou-se significativa (P=3,52*10°) e inversamente proporcional.

A regressao linear entre densidade e largura (L) estomaticas (Graf. 2) mostrou-
se significativa (P=0,02) e diretamente proporcional.

A regresséo linear entre densidade e raz&o comprimento/largura (Graf. 3)
também foi significativa (P=2,64*10""°) e inversamente proporcional.

A regressao linear entre densidade e area estomaticas nao foi significativa
(P=0,14).

Silvia Dias da Costa Fernandes 78



Morfologia, Anatomia, Histoquimica e Aspectos Fisiolégicos da Lamina Foliar de Espécies de Clusia (Clusiaceae)

Graf.
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Graf. 3. Regressdo linear entre comprimento/largura e densidade
(estdmatos/mm?) dos estdmatos. A varidvel densidade esta log-transformada, sendo
r*de 0,81, e a equagdo d = -0,06¢/L + 1,29.
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Resultados - Micromorfologia

Na analise em microscopia eletrébnica de varredura (Figs. 31-35) foram
observados os detalhes no aparelho estomatico e os padrdes de deposi¢cao das ceras
epicuticulares. Nao foram encontradas diferengas estruturais entre as amostras fixadas
e desidratadas e aquelas simplesmente secas ao ar.

Ambas as superficies apresentaram o mesmo padrao de deposicdo de ceras
epicuticulares, sendo classificadas como camadas fissuradas, crostas ou granulos;
para cada tipo também foram analisados volume, saliéncia e posi¢cao dos depdsitos de
ceras.

O tipo camada fissurada so foi observado em C. lanceolata (Fig. 33a).

Clusia aemygdioi (Fig. 31a) apresenta crosta levemente plana, C. fluminensis
(Fig. 31d) e C. nemorosa (Fig. 33b) possuem crostas planas; C. hilariana (Fig. 32b) tem
crostas salientes e C. intermedia (Fig. 32d) apresenta crostas homogéneas em ondas.

O tipo de deposicdo em granulos isodiamétricos foi predominante nas espécies
oriundas do Cerrado, ocorrendo também em C. insignis (Fig. 32c), a qual é proveniente

da Floresta Amazénica. Clusia burchellii (Fig. 31b) e C. criuva (Fig. 31c) apresentam
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granulos com volumes maiores e, C. gardneri (Fig. 32a) e C. insignis (Fig. 32c)
possuem granulos com volumes menores.

As formas dos aparelhos estomaticos confirmaram os dados encontrados nos
estudos paradérmicos, variando de circular a eliptica. As principais diferencas entre as
espécies foram: espessamento das paredes e ornamentacao das fibrilas celuldsicas
das células subsidiarias, e o espessamento das paredes das células-guarda. Quando
observadas, as fibrilas celulésicas das paredes das células subsidiarias tém disposigao
radial em relacéo ao ostiolo.

As espécies cujas paredes das células subsidiarias sdo desprovidas de
espessamento sao C. burchellii (Fig. 33e), C. fluminensis (Fig. 34b) e C. spiritu-
sanctensis (Fig. 35e). As espécies que apresentam espessamento, mas sem
ornamentagao sao C. insignis (Fig. 34e), C. marizii (Fig. 35b) e C. nemorosa (Fig. 35c¢),
sendo o espessamento mais proeminente em C. insignis (Fig. 34e) e C. nemorosa (Fig.
35c). Presencga de espessamento com leve ornamentagdao em C. intermedia (Fig. 34f),
C. lanceolata (Fig. 35a) e C. parviflora (Fig. 35d). As espécies com meédia a muita
ornamentagao sao C. aemygdioi (Fig. 33c), C. arrudae (Fig. 33d), C. criuva (Fig. 34a),
C. gardneri (Fig. 34c) e C. hilariana (Fig. 34d).

O espessamento das paredes ventrais (em contato com o ostiolo) das células-
guarda, visualizado em microscopia de luz, foi confirmado para todas as espécies
citadas anteriormente, sendo mais destacado em C. fluminensis (Fig. 34b), C. gardneri
(Fig. 34c) e C. lanceolata (Fig. 35a).
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As caracteristicas das ceras epicuticulares e dos aparelhos estomaticos sao
diferenciadas entre as espécies estudadas, desta maneira foi possivel a confecgao da

seguinte chave.

1- Células subsidiarias com espessamento NAs PAre€des...........ceeviiieeeiiiiiiiiiiiiiieeie e 2
1’- Células subsidiarias sem espessamento NAS PAr€dES............ccoveecuiiiiiiiiiieee e e e 6
2- Ornamentagao nas paredes das células subSIdiArias............oooviiiiiiiiiiiiiiee e 3
2’- Auséncia de ornamentagéo nas paredes das células subsidiarias.............cccooveiiiiiiiere i, 5
3- Depodsito de cera em Crostas planas..........c.eeeeeoiiiiiiieiiiiieeee e C. aemygdioi
3’- Deposito de cera em crostas Salientes..........uuvvvviiiiiiiiii e C. hilariana
3”- Deposito de cera em crostas €m ONAas........ccceeeiieiiiiiieeeiieeeceeeee e C. intermedia
3”’- Deposito de cera em camada fissurada...............coooeeiiiiiiiiiiiiiie i, C. lanceolata
377- Deposito de CEra €M GraANUIOS. .........uuiiiiiiie e e ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e st b b e eeeeeaaeeeeaeeasnnnnnes 4
4- EStOMALOS CIFCUIAIES. ........cc ittt e et e e e e e e e e e e s e re e eaeaaeas C.gardneri
4’- EStOMAtOS €lIPHCOS. .. .eeiiiiiiiiii it e e C.criuva
5- Deposito de cera em Crostas planas.........ccccuvvviiiiiiiie e C. nemorosa
5’- Deposito de Cera €M granUIOS..........euiiii ittt e C. insignis
6- Dep0sito de cera em Crostas Planas....... ..o C. fluminensis
6’- Depoisito de Cera €M granUIOS. ........uuiii it C. burchellii

Discussao e Conclusao

Vesque (1893) ndo aceitou a possibilidade de atribuir valor taxonémico aos tipos
de estdbmatos, ja que tipos idénticos podem ocorrer em familias bastante distintas. No
entanto, a medida que aumenta a quantidade de dados referentes a estématos, mais
autores se convencem do valor taxondmico dos mesmos (Van Cotthem, 1970).

Confirmando resultados de Solereder (1908) e Metcalfe & Chalk (1983), neste
género ocorrem estdmatos somente na face abaxial da folha, apresentando arranjo
paracitico, sendo que o primeiro autor faz referéncias a determinadas caracteristicas do
aparelho estomatico, como posicdo das células subsidiarias em relagao as células-
guarda e ornamentagao nas paredes de ambos os tipos celulares, que podem servir
para fins taxonémicos.

Dunn et al. (1965) consideraram o tamanho dos estdbmatos nas dicotiledéneas
um carater pobre ou inconsistente, devido as variagdes nas dimensdes provocadas

pelo ambiente. No entanto, nesta analise a variagcdo das dimensdes e densidade
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estomaticas foram distintas entre as espécies, independentemente se pertenciam ao
mesmo ambiente, o que mostra uma maior importancia da influéncia filogenética que
do ambiente, sendo possivel inclusive a separacdo das espécies pela presenca e tipo
de ornamentacao nas paredes das células subsidiarias, e presenca de espessamento
nas paredes ventrais das células-guarda.

Com os resultados obtidos, as variagdes nas dimensdes e densidade
estomaticas foram maiores entre as espécies que dentro de uma mesma espécie,
favorecendo, portanto a maior influéncia filogenética sobre a ambiental. Entretanto,
Stace (1965) avaliou a influéncia dos fatores ambientais sobre a frequéncia estomatica
no género Combretum, e enfatizou que essa influéncia é mais relevante do que a
filogénese. O mesmo autor chama a atengdo para a variabilidade no tamanho dos
estdmatos, o que considera um carater de relativa importancia e de valor sistematico.

Nao foi detectada diferenga significativa entre a densidade estomatica de ambos
0S sexos nas espécies estudadas, provavelmente porque as coletas foram realizadas
durante o periodo de floragdo simultdnea entre eles. No entanto, Machado (1980)
observou que a freqiiéncia de estdmatos por mm? em Clusia lanceolata Cambess. é
maior nos individuos femininos que nos masculinos. A autora levanta a hipétese de que
tal circunstancia esteja relacionada ao maior dispéndio de energia pelos individuos
femininos na fase de formacao dos frutos.

A regressao linear entre densidade e comprimento estomaticos mostrou-se
significativa e inversamente proporcional, este resultado sugere um mecanismo de
compensacgao, o que € verificado nitidamente em C. insignis e C. lanceolata; e também
comprovado, inversamente, em C. hilariana, C. marizii e C. spiritu-sanctensis que
possuem maiores comprimentos e baixas densidades, confirmando dados de
Muenscher (1915), que afirmou que plantas com baixa densidade estomatica
geralmente possuem estdbmatos grandes, e aquelas com alta densidade possuem
estbmatos pequenos. Eckerson (1908), também relata uma relagdo inversamente
proporcional entre quantidade e comprimento dos estdmatos.

A regressao linear entre densidade e largura estomaticas mostrou-se
significativa e diretamente proporcional. Enquanto que a regressao linear entre
densidade e razdo comprimento/largura também foi significativa, mas inversamente

proporcional. Nas espécies estudadas, geralmente quanto maior a largura, o estdmato
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mostra-se mais circular, como ocorre em C. nemorosa, e inversamente em C. criuva e
C. spiritu-sanctensis, que possuem estdmatos mais estreitos e elipticos. Os dados
referentes a razdo comprimento/largura confirmam aqueles obtidos nas regressodes
anteriores e acrescentam que quanto mais circular for o estdbmato, maior sera sua
densidade, o que é comprovado em C. aemygdioi, C. burchellii, C. insignis, C.
nemorosa e C. parviflora, e inversamente em C. spiritu-sanctensis que possui
estdbmatos elipticos e em menor densidade.

A regresséo linear entre densidade e area estomaticas n&o foi significativa
(P=0,14), portanto a variagao da densidade por area nao é significativamente diferente
da variagao aleatéria. Segundo Eckerson (1908), a passagem de gases pelo estdbmato
€ dependente do comprimento, e ndo da area dessas estruturas, o que corrobora o
resultado aqui obtido.

Com base nos resultados obtidos, € possivel estabelecer relagdes entre as
dimensbes lineares do estdbmato (comprimento e largura) com as respectivas
densidades, independente da espécie ou da condicdo ambiental na qual se encontra.

A evolugdo das técnicas de preparacédo de material biolégico e o advento da
microscopia eletrbnica permitiram a observacado e analise dos tecidos e células com
diferentes capacidades de resolugao (Souza, 1998). Os caracteres observados através
da microscopia eletrénica de varredura sdo denominados micromorfolégicos (Judd et
al., 1999).

A escolha do fixador tetroxido de ésmio, apesar de sua alta toxidade, foi devido a
preservacdo de estruturas celulares, pois penetra nos tecidos de maneira
extremamente lenta, mas reage bastante rapido, promovendo uma fixagado uniforme,
portanto € um dos melhores fixadores para a técnica (Feder & O’Brien, 1968).

A presenca ou auséncia das fibrilas da parede das células subsidiarias pode ser
utilizada para a distingcdo entre as espécies estudadas. Sack & Paolillo, Jr. (1983)
afirmaram que a maioria das plantas com células-guarda com forma reniforme
apresenta fibrilas da parede celular orientadas radialmente em relacdo ao ostiolo,
sendo que essas fibrilas nem sempre estao presentes.

Estudos da micromorfologia foliar possibilitam a visualizacdo das esculturas
cerosas nas superficies foliares com adaptagdes ao ambiente fisico, auxiliando plantas

com alta velocidade de transpiracao na reflexao da luz e na impermeabilizacdo da
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epiderme tanto para reduzir as perdas de agua quanto para auxiliar na defesa contra
infeccao por fungos (Salatino et al., 1986).

O tipo camada fissurada so6 foi observado em C. lanceolata. Segundo Barthlott et
al. (1998), tais fissuras podem ser resultantes da quebra das camadas de cera pela
expansao da superficie epidérmica durante o crescimento do vegetal, o que leva a
producao de ceras em taxas diferenciadas.

A maioria das espécies possui deposi¢cao de ceras em crostas, como Clusia
aemygdioi que apresenta crosta levemente plana, C. fluminensis e C. nemorosa com
crostas planas; C. hilariana tem crostas salientes e C. intermedia apresenta crostas
homogéneas em ondas. Barthlott (1998) considera a deposicédo de ceras em crostas o
tipo caracteristico de plantas com folhas carnosas.

A deposigdo em granulos isodiamétricos foi predominante nas espécies oriundas
do Cerrado, ocorrendo também em C. insignis. Clusia burchellii e C. criuva apresentam
granulos com volumes maiores e, C. gardneri e C. insignis possuem granulos com
volumes menores.

Por manter contato direto com o ambiente, a epiderme estd sujeita a
modificagdes estruturais em decorréncia de varios fatores ambientais (Cutter, 1986a,
1986b). Medina et al. (2004) afirmam que a analise das ceras pode levar ao
entendimento sobre mecanismos de adaptagcdo ao ambiente. No entanto, ndo foram
encontrados padrbes de ceras ou aparelhos estomaticos tipicos entre as espécies
oriundas de um mesmo ambiente; ao contrario, foram evidenciadas caracteristicas
bastante divergentes em C. criuva e C. nemorosa, ambas oriundas de matas de galeria
do Cerrado.

De acordo com Barthlott et al. (1998), as ceras que cobrem a cuticula foliar
possuem grande diversidade quimica e ultraestrutural, sendo que a maioria possui
significado taxondémico, além de apresentar importancia ecoldgica na interacdo entre
plantas e o ambiente. Medina et al. (2004) indicaram caracteristicas da deposi¢cédo das
ceras epicuticulares uteis na taxonomia de algumas espécies do género Clusia, o que
também foi observado neste trabalho.

Denton (1994) concluiu que as analises das ceras epicuticulares séao
ferramentas uteis para a distingdo entre as espécies de Crassulaceae estudadas pela

autora. Yang & Lin (2005) elaboraram uma chave taxonémica com base na anatomia e
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micromorfologia da epiderme foliar das espécies de Schisandra, afirmaram que as
caracteristicas da epiderme sao constantes, ndo apresentando variagdes significaticas
entre populagcbes da mesma espeécie.

Neste trabalho, foi verificado que as caracteristicas das ceras sao diferenciadas
entre as espécies, assim como os aparelhos estomaticos. Desta maneira foi possivel a
separacgao das espeécies de acordo com essas caracteristicas, proporcionando mais um

parametro a ser utilizado na distingao entre as espécies do género Clusia.
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Fig. 27. Amostras paradérmicas evidenciando as células epidérmicas comuns (ec) e o arranjo paracitico e a
distribuicao irregular dos estdbmatos (st). A: Superficie adaxial de Clusia parviflora apresentando somente células
epidérmicas comuns poligonais e dispostas irregularmente. B: Superficie abaxial de Clusia aemygdioi com
estdbmatos circulares com espessamento nas paredes ventrais das células-guarda (—) e ornamentagao nas células
subsidiarias (¢). C: Clusia arrudae com estdbmatos intermediarios com espessamento nas paredes ventrais das
células-guarda (—). D: Clusia burchelli com estdbmatos tipicamente circulares e com a menor area entre as
espécies, notam-se células comuns retangulares ao redor do aparelho estomatico.
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Fig. 28. Amostras paradérmicas da superficie abaxial |, evidenciando o arranjo paracitico e a distribui¢éo irregular
dos estdmatos (st). A: Clusia criuva com estdbmatos elipticos e com a maior densidade entre as espécies, presenga
de estdmatos geminados (J). B: Clusia fluminensis com estématos circulares com espessamento nas paredes
ventrais das células-guarda (—) . C: Clusia gardneri com estdmatos circulares com espessamento nas paredes
ventrais das células-guarda (—). D: Clusia hilariana com estdmatos elipticos, bastante alongados e com
espessamento nas paredes ventrais das células-guarda (—).
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Fig. 29. Amostras paradérmicas da superficie abaxial I, evidenciando o arranjo paracitico e a distribuigdo irregular
dos estdmatos (st). A: Clusia insignis com estdmatos circulares com espessamento nas paredes ventrais das
células-guarda (—). B: Clusia intermedia com estématos de forma intermediaria com espessamento nas paredes
ventrais das células-guarda (—). C: Clusia lanceolata com estdmatos circulares. D: Clusia marizii com estdmatos de

forma intermediaria.
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Fig. 30. Amostras paradérmicas da superficie abaxial Ill, evidenciando o arranjo paracitico e a distribuigéo irregular
dos estébmatos (st). A: Clusia nemorosa com estématos circulares e com a maior area entre as espécies. B: Clusia
parviflora com estdbmatos circulares e com espessamento nas paredes ventrais das células-guarda (—). C: Clusia
spiritu-sanctensis com estdmatos elipticos, com a menor densidade entre as espécies e com espessamento nas
paredes ventrais das células-guarda (—).
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Fig. 31. Micromorfologia da superficie adaxial |, evidenciando o padrdo de deposi¢do das ceras epicuticulares. A:
Clusia aemygdioi com crostas levemente planas. B: Clusia burchellii com granulos volumosos. C: Clusia criuva com
granulos volumosos. D: Clusia fluminensis com crostas planas.
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Fig. 32. Micromorfologia da superficie adaxial Il, evidenciando o padrao de deposigédo das ceras epicuticulares. A:
Clusia gardneri com granulos com volumes menores. B: Clusia hilariana com crosta saliente. C: Clusia insignis com
granulos com volumes menores. D: Clusia intermedia com crosta homogénea em ondas.
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Fig. 33. Micromorfologia de ambas as superficies, evidenciando na superficie abaxial as células-guarda (cg) e
subsidiarias (cs). A: Clusia lanceolata com deposi¢cdo de ceras em camadas fissuradas. B: Clusia nemorosa com
deposigdo de ceras em crostas planas. C: Clusia aemygdioi com células subsidiarias com muita ornamentacao. D:
Clusia arrudae com células subsidiarias com paredes espessadas e ornamentagdo média. E: Clusia burchellii
desprovida espessamento nas paredes das células subsidiarias.
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Fig. 34. Micromorfologia da superficie abaxial |, evidenciando as células-guarda (cg) e subsidiarias (cs). A: Clusia
criuva com espessamento nas paredes das células subsididrias com muita ornamentagdo. B: Clusia fluminensis
desprovida de espessamento nas paredes das células subsidiarias, mas apresentando espessamento nas paredes
ventrais (—) das células-guarda. C: Clusia gardneri com espessamento nas paredes das células subsidiarias com
ornamentagdo média, e espessamento nas paredes ventrais (—) das células-guarda. D: Clusia hilariana com
espessamento nas paredes das células subsidiarias com ornamentagdo média. E: Clusia insignis com denso
espessamento nas paredes das células subsidiarias sem ornamentagdo. F: Clusia intermedia com leve
espessamento nas paredes das células subsidiarias com pouca ornamentagéo.
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Fig. 35. Micromorfologia da superficie abaxial Il, evidenciando as células-guarda (cg) e subsidiarias (cs). A: Clusia
lanceolata com leve espessamento nas paredes das células subsidiarias com pouca ornamentagdo, e
espessamento nas paredes ventrais (—) das células-guarda. B: Clusia marizii com espessamento nas paredes das
células subsidiarias sem ornamentagéo. C: Clusia nemorosa com denso espessamento nas paredes das células
subsidiarias, mas sem ornamentagdo. D: Clusia parviflora com leve espessamento nas paredes das células
subsidiarias com pouca ornamentagdo. E: Clusia spiritu-sanctensis desprovida de espessamento nas paredes das
células subsidiarias.
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CAPITULO 3 - TIPO DE METABOLISMO FOTOSSINTETICO E
SUA RELACAO COM A ANATOMIA FOLIAR DE ESPECIES DE CLUSIA
(CLUSIACEAE)

RESUMO: O género Clusia € caracterizado pela presenca de espécies
exclusivamente Cj, ou adaptadas a ambos os metabolismos C3/CAM, ou ainda CAM
exclusivas. Foi realizado um estudo comparativo entre 12 espécies do género, as
espécies cuja via fixadora de carbono é apenas o ciclo de Calvin, plantas Cs, s&o
Clusia nemorosa e C. parviflora; as espécies que apresentam metabolismo
intermediario C3/CAM sao C. aemygdioi, C. criuva, C. gardneri, C. intermedia, C.
lanceolata e C. marizii; as espécies com predominio do metabolismo acido das
crassulaceas sao C. burchellii, C. fluminensis, C. hilariana e C. spiritu-sanctensis. O
objetivo deste estudo foi identificar variagcbes nas caracteristicas anatébmicas de acordo
com o tipo de metabolismo fotossintético. Os tecidos presentes no mesofilo da lamina
foliar foram as principais estruturas influenciadas pelo metabolismo fotossintético. O
mesofilo € muito mais espesso nas espécies CAM, de espessura intermediaria nas
espécies que realizam ambos os metabolismos e mais delgado nas espécies C3z. No
entanto, a hipoderme apresenta-se mais espessa nas espécies C3 e intermediarias,
sendo que a espécie que possui maior quantidade de camadas celulares (5-6) neste
tecido é C. parviflora, uma planta C;. Desta maneira, as células da hipoderme podem
nao ser suficientes para evitar a perda d’agua em condi¢gdes ambientais extremas,
sendo necessaria a presenga de espessa cuticula, uma outra caracteristica dessas
espécies. Apesar da associagao entre suculéncia e CAM sugerir adaptagdoes a
ambientes aridos, Clusia tem uma ampla distribuicdo tropical, ndo estando restrita a
ambientes secos ou a habito de epifitismo, 0 que leva a crer que todas as espécies
Clusia tém um certo potencial genético a CAM.

Palavras-chave: estrutura foliar, fisiologia, Guttiferae, metabolismo C3; e CAM.

Agradecimentos: Ao Prof. Leonel da Silveira Lobo Sternberg (University of Miami)
pela determinagdao dos tipos de metabolismo fotossintético e ao Laboratério de
Produtos Florestais — IBAMA (Brasilia - DF) pela utilizagdo do programa Image Pro-

Plus
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Introducéo

Plantas que utilizam apenas o ciclo de Calvin como via fixadora de carbono s&o
denominadas C3 (Raven et al.,, 1996). Uma outra via fotossintética € o metabolismo
acido das crassulaceas (CAM), o qual é caracterizado pela absor¢gao noturna de CO,
através da abertura estomatica, sendo que durante o dia, os estématos estao fechados,
e como consequéncia a demanda de evaporagdo do vapor d’agua é baixa, desta
maneira as plantas perdem menos agua durante a assimilacdo de CO; (Ting et al.,
1985).

O ciclo de Calvin ¢é iniciado quando o diéxido de carbono €& ligado
covalentemente a ribulose 1,5-bifosfato (RuBP), o composto resultante € quebrado
imediatamente formando duas moléculas de 3-fosfoglicerato (PGA), a enzima
responsavel pelo processo € a RuBP carboxilase (Rubisco). O produto imediato do
ciclo é o gliceraldeido 3-fosfato, com posterior sintese da glicose (Raven et al., 1996).

As plantas consideradas CAM sao aquelas cujas células s&o capazes de fixar
diéxido de carbono no escuro via a enzima PEP carboxilase, formando o acido malico
que € armazenado nos vacuolos. Durante o periodo seguinte de luz, o acido malico &
descarboxilado e o didéxido de carbono é transferido para Rubisco no ciclo de Calvin
(Raven et al., 1996). Em relac&o as Clusiaceae, também ha a sintese de acido citrico,
com o posterior armazenamento nos vacuolos e descarboxilagdo no periodo seguinte
de luz (Ting et al., 1985; Borland et al., 1998 e Herzog et al., 1999).

Segundo Roberts et al. (1998), membros do género Clusia pertencem a um
pequeno grupo de arvores dicotiledéneas que realizam tanto metabolismo C3; quanto
CAM. Haag-Kerwer et al. (1992) afirmaram que algumas espécies do género sao
capazes de expressar estas duas vias fotossintéticas, dependendo das condicbes
ambientais. De acordo com Franco et al. (1990) esta flexibilidade no processo
fotossintético possibilitou a dispersdo geografica deste género através dos tropicos.
Existem evidéncias moleculares dentro do género para uma evolugdo independente

desta flexibilidade no processo de fotossintese (Vaasen et al., 2002).

Neste trabalho foi realizado um estudo comparativo entre 12 espécies do género
(Clusia aemygdioi, C. burchellii, C. criuva, C. fluminensis, C. gardneri, C. hilariana, C.

intermedia, C. lanceolata, C. marizii, C. nemorosa, C. parviflora e C. sipiritu-sanctensis)
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com objetivo de verificar possiveis influéncias do metabolismo fotossintético na

expressao das caracteristicas anatdomicas da lamina foliar.

Material e Métodos

A confeccdo das laminas das secgdes transversais seguiu 0s mesmos
protocolos utilizados no capitulo 1 — “Morfologia, Anatomia e Histoquimica da Lamina
Foliar de Espécies de Clusia (Clusiaceae)”.

Para as comparacgdes quantitativas dos mesofilos das 14 espécies deste estudo
foram feitas medigcbes de espessura do mesofilo com o auxilio do programa de analise
de imagens IMAGE-PRO®PLUS versdo 4.1 (Media Cybernetics — Silver Spring, EUA)
do Laboratério de Produtos Florestais do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA (Brasilia - DF).

Foram realizadas 25 medidas por espécie, andlise de varidancia (ANOVA) foi
aplicada, assim como o teste Tukey para comparagao multipla das meédias. Foi utilizado
o programa “R: A Language and Environment for Statistical Computing (2006)". A
hipétese nula testada foi: ndo existe diferenca na espessura do mesofilo entre as
espécies de diferentes tipos de metabolismo fotossintético. Os valores obtidos foram
considerados significativos a nivel de 5%.

A determinacdo dos respectivos tipos de metabolismo fotossintético das

espécies C. burchellii, C. criuva, C. gardneri e C. nemorosa foi feita através da
quantificacdo da raz&o de is6topos de carbono (8130) das folhas secas e pulverizadas,

realizada pelo Prof. Leonel da Silveira Lobo Sternberg (University of Miami).

Para as demais espécies nao foi possivel realizar a quantificacdo bioquimica
para a determinacao dos respectivos tipos de metabolismo porque as amostras foram
enviadas fixadas e preservadas em alcool, o que interferiria na analise. A confirmagao
dos tipos de metabolismo fotossintético foi feita através da literatura e comunicagao

pessoal com o Prof. Fabio Rubio Scarano.
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Resultados - Aspectos Anatomicos Influenciados pelo Tipo de Metabolismo

Fotossintético

As espécies cuja via fixadora de carbono € apenas o ciclo de Calvin, plantas Cs,
sdo: Clusia nemorosa (Tab. 10) e C. parviflora. As espécies que apresentam
metabolismo intermediario C3/CAM sao: Clusia aemygdioi, C. criuva (Tab. 10), C.
gardneri (Tab. 10), C. intermedia, C. lanceolata e C. marizii. As espécies com
predominio do metabolismo acido das crassulaceas sdo: Clusia burchellii (Tab. 10), C.

fluminensis, C. hilariana e C. spiritu-sanctensis.

Tab. 10. Determinacdo do tipo de metabolismo fotossintético através da

quantificacdo da razao de is6topos de carbono (813C) das folhas das espécies oriundas

de mata de galeria do Cerrado. Valores expressos em (%), onde CAM ¢é representado
pelo intervalo -16 a -15, C3/CAM por -27 a -26 e C3 por -31 a -28.

Espécies 613C Metabolismo
Clusia burchellii -15,50 CAM
Clusia criuva -27,19 C3/CAM
Clusia gardneri -26,49 C3s/CAM
Clusia nemorosa -31,41 Cs

Como as caracteristicas anatémicas das espécies ja foram descritas no capitulo
1 — “Morfologia, Anatomia e Histoquimica da Lamina Foliar de Espécies de Clusia
(Clusiaceae)”, aqui somente serdo abordadas as diferengcas estruturais entre as
espécies de diferentes metabolismos.

Os tecidos presentes no mesofilo da lamina foliar foram as principais estruturas
influenciadas pelo metabolismo fotossintético. O mesofilo € muito mais espesso nas
espécies CAM (Fig. 36a e Tab. 11), de espessura intermediaria nas espécies que
realizam ambos os metabolismos (Fig. 36b e Tab. 11) e mais delgado nas espécies C3
(Fig. 36¢ e Tab. 11). O mesofilo mais espesso é da espécie CAM C. spiritu-sanctensis,
com 1223,87+50,45 um, e o mesofilo mais delgado é da espécie C3 C. nemorosa, com
446,69+18,56 um. Esta maior espessura do mesofilo nas espécies CAM nao é sé
devido a um possivel aumento no numero de camadas celulares, mas principalmente

ao maior volume celular.
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Tab. 11. Tipo de metabolismo fotossintético e respectiva espessura do mesofilo
(um) das espécies estudadas. Valores expressos em médiatdesvio-padréo, letras
iguais representam valores que nao diferiram significativamente a 5% de probabilidade.

Espécie Metabolismo Mesofilo
Clusia aemygdioi C3/CAM 574,79+22,64°
Clusia burchellii CAM 1170,17+109,86°
Clusia criuva C3/CAM 678,69+43,73°
Clusia fluminensis CAM 1183,89+21,52°
Clusia gardneri C3/CAM 496,78+38,11°
Clusia hilariana CAM 1271,82+22,40°
Clusia intermedia C3/CAM 568,75+40,33°
Clusia lanceolata C3/CAM 615,96+21,96°
Clusia marizii C3/CAM 610,67+41,83°
Clusia nemorosa c3 446,69+18,56"
Clusia parviflora C3 490,90+13,62"
Clusia spiritu-sanctensis CAM 1223,87+50,45°

A hipoderme apresenta-se mais espessa nas espécies C3; e intermediarias,
apesar de C. nemorosa (Fig. 36d), uma espécie Cs, possuir aproximadamente 2
camadas celulares e, C. gardneri (Fig. 37a), uma espécie C3;/CAM, possuir cerca de 3
camadas celulares, estas tém hipoderme com volumes celulares maiores que em C.
burchellii (Fig. 37b), uma espécie CAM que também apresenta cerca de 3 camadas
celulares. Sendo que a espécie que possui maior quantidade de camadas celulares (5-
6) neste tecido é C. parviflora (Fig. 37c), uma planta Cs

O parénquima palicadico possui menor numero de camadas nas espécies C3 e
intermediarias. Clusia nemorosa (Fig. 36d), uma planta Cs, possui uma unica camada
de células neste tecido, enquanto que as espécies CAM, como C. fluminensis (Fig.
37d), apresentam de 4-9 estratos celulares.

O numero de camadas do parénquima lacunoso segue a mesma caracterizagao
observada no parénquima paligadico, apresentando maior numero de camadas
celulares nas espécies CAM (Fig. 36a). O parénquima lacunoso de C. parviflora (Fig.
37c), uma espécie C3, € caracterizado por cerca de 16 estratos celulares, uma das
maiores quantidades dentre as espécies que realizam o mesmo tipo de metabolismo,
no entanto o volume de suas células € menor que nas espécies CAM (Fig. 38). As
espéecies CAM apresentam parénquima lacunoso de 18-30 camadas celulares, outra
caracteristica dessas espécies € referente aos espacgos intercelulares, poucos e
pequenos (Fig. 38).
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Discussao e Concluséao

Alguns trabalhos confirmam os tipos de metabolismos aqui encontrados.
Segundo Franco et al. (1994) C. lanceolata é espécie C3/CAM. De acordo com Herzog
et al. (1999) C. criuva € uma espécie capaz de se adaptar facilmente, apresentando os
dois tipos de metabolismo. As espécies que desenvolvem o metabolismo CAM sao C.
fluminensis (Franco et al., 1994) e C. hilariana (Gehrig et al., 2003 e Berg et al., 2004).

O aumento dos valores da razao dos isétopos de carbono pode refletir alguma
atividade CAM, com a baixa discriminacdo de CO, pela PEP carboxilase quando
comparada a Rubisco (Herzog et al., 1999). As razdes isotépicas de carbono das folhas
variam de —14%, nas espécies onde o diéxido de carbono é capturado pela enzima
PEP carboxilase a -28%, em espécies onde a maioria do diéxido de carbono é
capturada pela Rubisco (Borland et al.,, 1992 e Roberts et al., 1996). Neste trabalho

foram encontrados valores superiores aos encontrados na literatura, como em C.
613 - 0
nemorosa, onde 0 °C = -31,41%.

Clusia é caracterizado pela presenca de espécies C3, C3/CAM e CAM crescendo
simpatricamete em muitas areas tropicais (Franco et al., 1994), como por exemplo, no
Cerrado, onde sao encontradas C. burchellii (CAM), C. criuva (C3/CAM) e C. nemorosa
(Cs).

As espécies CAM de Clusia tendem a ter as folhas mais suculentas, o que pode
estar relacionado ao aumento do numero de células do mesofilo, sendo este tecido
muito mais espesso nas espécies CAM (Ting et al., 1987).

Wylie (1949) afirma que a hipoderme pode estar presente em um grande numero
de xerdfitas, como tecido armazenador de agua. No entanto, as espécies CAM — C.
burchellii, C. fluminensis, C. hilariana e C. spiritu-sanctensis - apresentaram menor
numero de camadas deste tecido, além de células pouco volumosas, desta maneira as
células da hipoderme podem ndo ser suficientes para evitar a perda d’agua em
condi¢cbes ambientais extremas, sendo necessaria a presencga de espessa cuticula.

Os tecidos parenquimaticos apresentam menor numero de camadas nas
espécies Cj e intermediarias. As espécies CAM além de possuirem maior numero de

estratos celulares, apresentam poucos e pequenos espagos intercelulares. Segundo
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Borland et al. (1998), suculéncia foliar € um pré-requisito para armazenamento vacuolar
de acidos organicos, com consequente redugao do volume dos espacgos intercelulares.

As caracteristicas estruturais distintas entre os tipos de metabolismo
fotossintético observados neste trabalho foram: espessura da hipoderme e tecidos
parenquimaticos, e quantidade e volume dos espacos intercelulares também foram
observadas nos resultados de Borland et al. (1998), quando analisaram 3 espécies de
Clusia — C. aripoensis (C3), C. minor (C3/CAM) e C. rosea (CAM).

De acordo com Borland et al. (1998), diferengcas na anatomia foliar entre as
espécies de Clusia sugerem que a associagao entre suculéncia do mesofilo e
capacidade para CAM foi selecionada para ambirntes aridos. Entretanto, Clusia tem
uma ampla distribuigéo tropical, ndo estando restrita a ambientes secos ou a habito de
epifitismo (Franco et al., 1994), o que leva a crer que todas as espécies Clusia tém um
certo potencial genético a CAM. Além do que, segundo Franco et al. (1990), para
plantas tropicais, como as Clusiaceae, o metabolismo acido das crassulaceas pode ser
um importante mecanismo para a recuperacao do dioxido de carbono perdido pela

respiracao a noite.
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Fig. 36. Secgdes transversais da lamina foliar VIII, evidenciando epiderme em face adaxial (ed) e abaxial (eb),
hipoderme (hp), parénquima paligadico (pp) e parénquima lacunoso (pl). A: Clusia burchellii, espécie CAM, com
maior espessura do mesofilo, mas apenas de 2-3 camadas celulares na hipoderme e aproximadamente 30 estratos
celulares nos tecidos parenquimaticos. B: Clusia criuva, espécie C3/CAM, com mesofilo de espessura intermediaria
e de 4 camadas celulares na hipoderme. C: Clusia parviflora, espécie Cs, com menor espessura do mesofilo e de 4-
5 camadas na hipoderme. D: Clusia nemorosa, espécie C3, com 2 camadas de células na hipoderme, mas com
maior volume que nas espécies CAM.
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Fig. 37. Secgdes transversais da lamina foliar 1X, evidenciando epiderme em face adaxial (ed) e abaxial (eb),
hipoderme (hp), parénquima pali¢gadico (pp) e parénquima lacunoso (pl). A: Clusia gardneri, espécie C3/CAM, com 3
camadas celulares na hipoderme, mas com volumes maiores que nas espécies CAM e apenas 1-2 camadas
celulares no parénquima paligadico. B: Clusia burchellii, espécie CAM, com hipoderme apresentando volumes
celulares reduzidos. C: Clusia parviflora, espécie Cs, com menor espessura do mesofilo e de 4-5 camadas na
hipoderme, com maior volume celular que as espécies CAM. D: Clusia fluminensis, espécie CAM_ com células da
hipoderme de volume reduzido e cerca de 9 camadas de células no parénquima paligadico.
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Fig. 38. Secgdes transversais da lamina foliar X, evidenciando epiderme em face adaxial (ed) e abaxial (eb),
hipoderme (hp), parénquima paligadico (pp) e parénquima lacunoso (pl). A: Clusia burchellii, espécie CAM, com
cerca de 30 camadas celulares nos tecidos parenquimaticos, com poucos e pequenos espacos intercelulares. B:
Clusia fluminensis, espécie CAM, com aproximadamente 30 camadas de células no parénquima lacunoso, com
poucos e pequenos espacos intercelulares. C: Clusia hilariana, espécie CAM, com cerca de 18 camadas celulares
no parénquima lacunoso, com poucos € pequenos espagos intercelulares. D: Clusia spiritu-sanctensis, espécie
CAM, com cerca de 26 camadas de células no parénquima lacunoso com poucos e pequenos espagos
intercelulares.
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CAPITULO 4 - EFEITO DA IRRADIACAO SOLAR NA
ESTRUTURA, FOTOSSINTESE E COMPOSIGCAO QUIMICA FOLIAR DE
CLUSIA CRIUVA CAMBESS.

RESUMO: As respostas apresentadas pelas plantas a variagdo na disponibilidade de
luz costumam envolver alteracbes nas caracteristicas das folhas relacionadas a
fotossintese, como area foliar especifica, espessura foliar, alteragées na proporg¢ao de
tecidos fotossintetizantes em relacao aos nao fotossintetizantes, conteudo de clorofila e
carboidratos. O objetivo desse estudo foi avaliar esses parametros em folhas de Clusia
criuva Cambess. de locais sombreados (folhas de sombra) e ndo sombreados (folhas
de sol). As coletas foram realizadas na Reserva Ecolégica do Roncador (RECOR-
IBGE)-Distrito Federal em regidao de mata de galeria no Cerrado. Plantas sob maior
luminosidade apresentaram menor area foliar especifica, aumento na espessura da
cuticula na face adaxial, reducdo da area ocupada pelo parénquima palicadico e da
quantidade de ductos secretores e cristais em forma de drusas. Desta forma, menos
material vegetal por unidade de area fica diretamente exposto a luz, reduzindo a perda
de agua e aumentando o auto-sombreamento entre cloroplastos. O conteudo de
clorofila foi significativamente maior nas folhas de local sombreado. No entanto, nao
houve diferengca na eficiéncia fotossintética entre folhas de sol e sombra. Os dados
encontrados mostram alteragdes no metabolismo dos carboidratos. As 9h30min, o
conteudo dos carboidratos ndo estruturais estava significativamente maior, agucares
soluveis, sacarose, glicose e frutose apresentavam-se em dobro e o amido nove vezes
maior nas folhas de sol do que nas de sombra. Folhas de sol apresentaram maior
atividade fotossintética e metabdlica, quando comparadas com folhas de ambientes
sombreados.

Palavras-chave: estrutura foliar, fisiologia, folha de sombra, folha de sol, Guttiferae.
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Introducéo

A folha é um dos 6rgaos que melhor reflete as variagées estruturais de origem
genética e, por se tratar de um dos 6rgdos mais expostos do vegetal, esta sujeita
diretamente as variagdes do ambiente, tornando-se um elemento importante para a
analise auto-ecoldgica de uma espécie ou em estudos de comunidades vegetais
(Boeger et al. 1997).

Segundo Franco et al. (1994) e Roberts et al. (1998), membros do género Clusia
pertencem a um pequeno grupo de arvores dicotiledéneas que realizam tanto
metabolismo Cs quanto CAM, algumas espécies sado capazes de expressar estas duas
vias fotossintéticas, dependendo das condi¢gdes ambientais (Haag-Kerwer et al. 1992).
Franco et al. (1990) postulou que esta flexibilidade no processo fotossintético
possibilitou a dispersado geografica deste género através dos trépicos. De acordo com
Vaasen et al. (2002), existem evidéncias moleculares dentro do género para uma
evolucdo independente desta flexibilidade no processo de fotossintese. A espécie em

estudo apresenta principalmente o metabolismo C3 (Herzog et al. 1999).

A variagdo na disponibilidade de luz costuma envolver alteragcbes nas
caracteristicas das folhas de uma mesma espécie. Segundo Givnish (1988), os
mecanismos de adaptacao a nivel da irradiacdo podem envolver mudancgas na forma,
fisiologia e organizacédo da folha, assim como na integragao funcional das folhas com
outras partes da planta. Tais alteragbes em individuos de mesma espécie sao
consideradas plasticidade fenotipica, definida por Bradshaw (1965) como a alteragao
na expressao do gendtipo pelas influéncias ambientais, podendo se manifestar tanto

morfolégica como fisiologicamente.

Estudos anatdbmicos sao importantes, especialmente quando associados aos
aspectos ecologicos e comparativos, subsidiando trabalhos taxondmicos (Metcalfe &
Chalk 1983). Neste trabalho € apresentado um estudo comparativo sobre a folha de
espécimes de Clusia criuva Cambess. oriundos de ambientes de sol e sombra de uma
mata de galeria do Cerrado, com o objetivo de identificar as caracteristicas foliares que
respondem a irradiagcao solar, em nivel anatdémico, bioquimico e fisiolégico para plantas

desta espécie em condi¢des naturais.
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Material e Métodos

As amostras foliares de C. criuva, incluindo os peciolos, foram obtidas de quatro
plantas, sendo duas localizadas na borda de uma mata de galeria do Cerrado
(ambiente de sol) e duas localizadas no interior da mata (ambiente de sombra). As
coletas foram realizadas em julho/2005 (estagdo de seca) e janeiro/2006 (estagado de
chuva).

Para a analise dos espécimes de C. criuva foram coletadas 25 folhas totalmente
expandidas por condigdo de luz (sol x sombra). As laminas das secg¢bes transversais
foram feitas a mao livre e seguiram os mesmos protocolos utilizados no capitulo 1 —
“Morfologia, Anatomia e Histoquimica da Lamina Foliar de Espécies de Clusia
(Clusiaceae)”. A confecgdo das laminas dos segmentos paradérmicos, assim como a
metodologia para as medidas dos estdmatos foram realizadas de acordo com o
protocolo utilizado no capitulo 2 — “Caracterizagao Epidérmica da Lamina Foliar de
Espécies de Clusia (Clusiaceae)’.

Para as comparagdes quantitativas dos individuos de C. criuva de ambientes
distintos foram feitas medicdes de espessura da |lamina foliar, nervura principal,
cuticula, epiderme, tecidos parenquimaticos e da hipoderme, do diametro do peciolo e
ductos e do comprimento e largura estomaticos com o auxilio do programa de analise
de imagens IMAGE-PRO®PLUS versdo 4.1 (Media Cybernetics — Silver Spring, EUA)
do Laboratério de Produtos Florestais do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA (Brasilia - DF).

As taxas de fotossintese foram obtidas a partir de 2 folhas por individuo, 4 por
condicdo de luz, com o sistema portatil LI-COR LI-6400. A concentracdo de CO, do ar
foi mantida em 400 ppm e a temperatura foliar em 28°C. Essas medigbes foram feitas
nos dias 29 de junho e 20 de julho de 2005.

Para a caracterizacdo da densidade de fluxo de fotons na faixa
fotossinteticamente ativa e seus efeitos na temperatura foliar foram analisadas 10
folhas por condigdo de luz com os aparelhos Data Logger LI-COR LI-1000 acoplado ao
pirandbmetro LI — COR LI-200 e termdmetro infravermelho HORIBA 1T-330. As
medig¢des foram realizadas no dia 25 de agosto de 2006, em intervalos de 30 minutos

entre 9h e 17h, totalizando 16 medidas ao longo do dia.
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A concentragao de clorofila foi determinada a partir de 2 folhas por individuo, 4
por condicdo de luz. Pequenas porcoes das folhas foram coletadas (9h30min),
armazenadas no gelo durante o transporte e maceradas utilizando acetona 80% como
solvente (Linder, 1974). A quantidade de clorofila a e b foi determinada através de
espectrofotometria.

A determinacao de agucares e acidos organicos foi feita a partir de 2 folhas por
individuo, 4 por condi¢cdo de luz, coletadas (9h30min), armazenadas no gelo, mortas
em forno microondas por 10-30 minutos, posteriormente secas até 80°C para calculo
da massa seca, maceradas e extraidos em agua (10mg massa seca/mL agua
destilada) para a determinacdo em espectrofotometria.

O conteudo de amido foi determinado por degradagdo enzimatica e os
conteudos de sacarose, frutose e glicose foram analisados a partir da reagdo acoplada
com NADP*/NADPH+H*, em espectrofotémetro (Bergmeyer & Brent, 1974). Em todas
estas analises foi utilizado o espectrofotdbmetro Génesis 2 (Pittsford).

Os resultados obtidos entre folhas de sol e sombra foram comparados através
do teste t (Student), sendo considerada a folha como unidade amostral. Foi utilizado o
programa “R: A Language and Environment for Statistical Computing (2006)". A
hipétese nula testada foi: ndo existe diferenca na estrutura, fotossintese e composigao
quimica foliar de C. criuva sob dois diferentes niveis de irradiagdo solar. Os valores
obtidos foram considerados significativos a nivel de 5%. Em relagdo a caracterizagao
da densidade de fluxo de fétons e seus efeitos na temperatura foliar, ambas as
variaveis sofreram a analise de variancia (ANOVA) hierarquica verificar onde ocorre
maior variagado — dentro ou entre os espécimes de ambientes distintos, a hipotese nula
testada foi: ndo existe diferenca nas taxas de densidade de fluxo de fotons e de
temperatura foliar os espécimes estudados, também foram feitas analises de

correlagao entre essas variaveis.
Resultados - Efeito da Irradiacdo Solar na Estrutura Foliar
Como as caracteristicas anatdomicas da lamina foliar de C. criuva ja foram

descritas no capitulo 1 - “Morfologia, Anatomia e Histoquimica da |&mina Foliar de

Espécies de Clusia (Clusiaceae)’, aqui somente serdo abordadas as diferencas
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estruturais entre as folhas de sol e de sombra, além das variagdes relativas a
fotossintese e composicao quimica.

Nos espécimes que se desenvolvem na sombra, a cuticula e as células
epidérmicas da superficie adaxial apresentam-se menos espessas (Tab. 12), os tecidos
do mesofilo apresentam mais camadas celulares e suas células maiores volumes (Fig.
39a), além de maior quantidade de cristais que os espécimes que se desenvolvem em
maior luminosidade.

Nos espécimes de sombra (Fig. 39c) os estdmatos sdo maiores e em menor
densidade (Tab. 12) que aqueles encontrados no espécime de sol (Fig. 39d).

Nas amostras dos espécimes de sombra, a nervura principal apresenta mais
camadas celulares em todos os tecidos do mesofilo estudados (Tab. 12), além de
volumes celulares geralmente maiores, uma vez que a espessura da nervura principal
nas folhas de sol é 511,14+165,89 um e nas folhas de sombra é de 663,58+93,32 um;
consequentemente, o didmetro do cilindro vascular e a concavidade da folha para a
face abaxial sdo maiores (Fig. 40a) em relagdo aos espécimes de sol (Fig. 40b).

O peciolo, em seccdo transversal, apresenta forma variando de cilindrica a
plana. A epiderme mostrou-se uniestratificada composta por células de tamanhos
variados, recobertas por cuticula espessa penetrando entre as paredes anticlinais,
auséncia de estdmatos.

A regido cortical do peciolo possui células parenquimaticas de tamanhos e
espessamentos de parede desiguais. Presenca de cristais em forma de drusas
preenchendo quase todo o espaco intracelular. Nota-se ductos secretores normalmente
cilindricos de origem esquizoégena (Fig. 40c).

Cilindro vascular formado por feixes colaterais normalmente dispostos em arco
aberto em dire¢cdo ao lado adaxial com extremidades curvadas para a parte interna
(Fig. 40e). Da base para o apice estas extremidades tornam-se completamente
fechadas.

A regido medular é formada por células parenquimaticas de tamanhos variados,
formando espacos intercelulares, células contendo cristais em forma de drusas em
menor quantidade que no cértex (Fig. 40e).

As amostras de folhas de sombra apresentaram diametro do peciolo maior
(4123,83+773,45 pm) que as folhas de sol (2135,46+751,31 ym), (Tab. 12), além de
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maior quantidade de espacos intercelulares no cortex e abundancia de cristais em

forma de drusas nos folhas de sombra (Fig. 40c).

Tab. 12. Analise comparativa das caracteristicas anatdomicas entre folhas de sol
e de sombra de Clusia criuva. Valores expressos em termos de média + desvio padrao;
N = 50 observacdes para cada variavel. Médias acompanhadas de mesma letra dentro
de uma mesma linha nao diferiram significativamente a 5% de probabilidade.

Estruturas Clusia criuva sol | Clusia criuva sombra
Peciolo (um) Diametro 2135,46+751,31% | 4123,83+773,45"
cuticula 5,35 +1,87° 5,14 +1,32°
epiderme 9,96+3,14° 8,39 +2,08"
Lamina Foliar (um) espessura 747,19494,34° 824,79+76,54°
cuticula adaxial 5,34£1,23° 4,25+1,23°
epiderme adaxial 8,45+1,79° 6,88+1,51°
hipoderme 186,52+53,36° 194,84+46,74°
p. paligadico 88,08+19,76° 117,54+23,08°
p. lacunoso 433,18+59,77° 457,25+39,09°
epiderme abaxial 9,81+2,53% 9,68+2,38°
cuticula abaxial 4,371,172 4,24+1,05°
Nervura Principal (um) |Espessura 511,14+165,89° 663,58+93,32°
Ductos (um) Diametro 41,909,417 41,62+10,62°
Estématos densidade(mm?) | 220,34+41,81° 162,86+13,78°
Comprimento(um) 26,26+4,85° 34,39+3,09°
largura(um) 9,17+0,88° 7,970,32°

Resultados - Efeito da Irradiacdo Solar na Fotossintese e Composi¢cdo Quimica

Foliar

Plantas de sol e sombra diferem em estrutura e composi¢cao quimica. A area
especifica foliar foi aproximadamente 25% menor nas amostras de folhas de sol
(6,020,81 m?*kg™") que nas de sombra (8,08+2,45 m?*g™"). O contetido de clorofila por
unidade de area foliar, bem como por massa seca, foi significativamente maior nas
folhas de local sombreado. Os dados encontrados mostram diferengas na magnitude
do metabolismo dos carboidratos e acidos orgéanicos, as 9h30min, o conteudo dos
carboidratos nao estruturais foi significativamente maior, sacarose e frutose
apresentavam-se em dobro e o amido nove vezes maior nas folhas de sol do que nas
de sombra (Tab. 13).
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Tab. 13. Analise comparativa das caracteristicas e composicdo quimica das
folhas de sol e de sombra de Clusia criuva. Conteudo de agua por porcentagem de
massa seca (%MS), area foliar especifica (SLA) e conteudo de carboidratos, acidos
organicos e clorofila. Dados expressos em termos de média + desvio padrdao; N = 4
folhas para cada condicdao de luz. Médias acompanhadas de mesma letra dentro de
uma mesma linha ndo diferiram significativamente a 5% de probabilidade.

Medidas Clusia criuva sol | Clusia criuva sombra
Agua contetido (%MS) 455,63+33,85° 425,99+47,92°
SLA (m*Kg™) 6,02+0,81° 8,08+2,45"
Carboidratos sacarose(mmol m'z) 4,36+1,32° 1,701 ,93b
glicose(mmol m?) 4,81+2 25° 12,43+4,67°
frutose(mmol m?) 45,51+3,10° 21,66+8,23"
amido(mmol m?) 18,186,737 1,88+1,71°
Acidos Organicos |malato(mmol m?) 6,14+1,62° 3,41+1,39°
citrato(mmol m?) 67,61+6,35° 52,68+13,15°
Clorofila A (ug cm?) 46,21+8,31° 62,68+9,14°
B (ug cm™®) 25,87+5,01° 32,39+3,94°

Tanto a densidade de fluxo de fétons na faixa fotossinteticamente ativa quanto a
temperatura foliar apresentaram valores significativamente diferentes entre os
individuos de diferentes ambientes. A densidade de fluxo de fotons na faixa
fotossinteticamente ativa medida nas folhas de sol teve média 10484,25 pmol/m'zs'1,
enquanto a média para as folhas de sombra foi 775,06 pmol/m?s™. Existe correlacdo

significativa e diretamente proporcional entre luminosidade e temperatura (Graf. 4).

Graf. 4. Relacio entre densidade de fluxo de fétons na faixa fotossinteticamente
ativa (DFF pmol/m™s™) e temperatura foliar (°C) nos individuos de sol e de sombra,
sendo r? de 0,72 para as folhas de sol e 0,68 para as folhas de sombra. N = 10 folhas
para cada condi¢ao de irradiacéo de luz.
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Os individuos de sol apresentaram maior taxa fotossintética de acordo com a
variacao da intensidade luminosa, sendo que algumas folhas mantiveram a respectiva
taxa crescente mesmo a uma densidade de fluxo de fétons na faixa fotossitenticamente
ativa de 1750 umol m? s (Graf. 5).

Nos individuos de sombra, a taxa fotossintética maxima mostrou-se menor que
naqueles de sol e a saturacao foi alcangada, por volta da intensidade luminosa 1250
umol m? s (Graf. 5).

Graf. 5. Relacgdo entre a taxa de fotossintese (A CO2/umolm?s™) e a densidade
de fluxo de fotons na faixa fotossinteticamente ativa nos individuos de sol e de sombra
(DFF umol/m™s™). Foi ajustada uma hipérbole retangular, sendo r* de 0,97 para as
folhas de sol e 0,98 para as folhas de sombra. N = 4 folhas para cada condi¢céo de
irradiacao de luz.
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Os valores médios referentes a assimilagdo maxima de diéxido de carbono,
condutancia estomatica e e eficiéncia intrinseca do uso de agua foram obtidos a uma
densidade de fluxo de fétons de 1500 e 1750 ymol m? s™. Folhas de sol apresentaram
maiores valores de assimilagcdo maxima de CO,, condutancia estomatica. Nao foram
encontradas diferengas na eficiéncia intrinseca de uso de agua entre folhas de sol e
sombra (Tab. 14).

A eficiéncia fotossintética e o ponto de compensacgao de luz foram obtidos a
partir de regresséo linear para os pontos iniciais da curva de resposta a luz (DFF de 0 a

100 pmol m? s™) para cada folha individual. Ndo foram encontradas diferencas na
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eficiéncia fotossintética folhas de sol e sombra, mas os valores de ponto de
compensacao de luz foram mais altos para as folhas de sol. Os valores de respiracao
foram obtidos na auséncia de luz, sendo que folhas de sol apresentaram maiores

valores de respiragéo (Tab. 14).

Tab. 14. Analise comparativa das caracteristicas fisiologicas entre folhas de sol
e de sombra de Clusia criuva. Valores maximos de assimilacdo de CO, (A™; pmol m™
s™), condutancia estomatica (G™*; mol m? s™) e eficiéncia intrinseca de uso de agua
(A™/G™; umol / mol), eficiéncia fotossintética (EF; mol CO./mol fétons), ponto de
compensagao de luz (PTL; umol m™ s'1) e respiragdo no escuro (R*°; umol m s'1).
Dados expressos em termos de média + erro padrao; N = 4 folhas para cada condicéo
de irradiacao solar. Médias acompanhadas de mesma letra dentro de uma mesma linha
nao diferiram significativamente a 5% de probabilidade.

Valores Clusia criuva sol Clusia criuva sombra
AT 15,6+0,92° 11,520,54°

Gmex 0,330+0,0167° 0,219+0,0274°

AT Gmax 47,3+1,219° 54,1+5,161°

EF 0,052+0,0024° 0,051+0,0006°

PTL 30+4,6° 15+1,1°

R 1,620,202 0,9+0,01°

Discussao e Conclusao

Esau (1974) ressalta que as caracteristicas de adaptacdo ao ambiente podem
ser de ordem morfoldgica, anatébmica e fisioldgica, podendo variar ou serem fixados
geneticamente, a despeito das variagdes do meio.

A lamina foliar € a parte da planta que mais se modifica nas interagdes com o
ambiente, sendo importante nos estudos de anatomia ecoldgica das espécies (Paviani,
1978). A mesma autora, em trabalho posterior (1984) defende a necessidade de
abordar, nos estudos de anatomia ecologica, aspectos n&o exclusivamente
anatbmicos, pois ha uma estreita interdependéncia entre a morfologia interna e
externa, a fisiologia e do individuo com o ambiente.

Diversos estudos relatam a ocorréncia de alteragdes na organizagcdo do mesofilo
em funcg&o da luminosidade (Chabot et al., 1979; Voltan et al., 1992; Cao, 2000; Hanba
et al., 2002 e Justo et al., 2005). Os resultados obtidos indicam que C. criuva

apresentou plasticidade anatdbmica expressa por varias caracteristicas foliares —
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diametro do peciolo, espessura da nervura principal, altura da cuticula e células
epidérmicas, espessura do mesofilo, proporcdo de tecidos fotossintetizantes,
densidade e dimensdes estomaticas.

A regido onde os individuos de C. criuva foram coletados é caracterizada por
duas estagdes climaticas bem definidas — seca e chuva. Os resultados obtidos para o
mesmo espécime, tanto na primeira coleta (seca) quanto na segunda (chuva), foram
similares, confirmando os dados de Geeske et al. (1994), de que n&o ha evidéncia que
o nivel de precipitacdo afete consideravelmente a anatomia foliar. Por outro lado,
confirmando informacgdes anteriores de Morretes & Ferri (1972), Sobrado & Medina
(1980) e Boeger et al. (1997), que estudaram este género, caracteres habitualmente
tidos como de adaptacdo a ambientes xéricos estdo presentes nos espécimes com
razoavel frequéncia: cuticula espessa, numero elevado de estdbmatos e presenca de
tecido mecanico.

Para Esau (1974) e Espirito Santo & Pugialli (1999), o crescimento e a
organizagdo da lamina foliar sdo influenciados por fatores ambientais como a
temperatura, a intensidade de luz e a disponibilidade de agua. Goulet & Bellefleur
(1986) afirmam que os efeitos da luz (sol e sombra) também influenciam na
plasticidade foliar, alterando a espessura, a area e outras caracteristicas desse 6rgao
vegetal. As diferengas encontradas entre espécimes de sol e de sombra para a maioria
das caracteristicas morfo-anatdmicas examinadas confirmam a plasticidade da lamina
foliar desta espécie em resposta a luz.

Segundo Voltan et al. (1992) e Dickison & Weitzman (1996), variagdes na
espessura da lamina e cuticula, grau de desenvolvimento do parénquima pali¢gadico,
volume dos espacos intercelulares, frequéncia dos estdmatos e densidade dos feixes
vasculares podem estar relacionados com a eficacia da fotossintese, quantidade de luz
que alcanca a planta e disponibilidade de agua. Na espécie estudada, as estruturas
citadas pelos autores apresentam-se de forma diferenciada dependendo do ambiente
de origem da planta — parénquima paligadico, volume dos espacos intercelulares e
densidade dos feixes vasculares sao caracteristicas mais evidenciadas no espécime de
sombra.

Os fatores ambientais influenciam de maneira notavel a espessura e a

composicao da cuticula (Eames & MacDaniels, 1947; Skoss, 1955 e Bleckmann et al.,
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1980). Segundo Pyykkd (1966), as folhas de sol sdo dotadas de cuticula mais espessa
e com maior propor¢ao de cera do que as que se desenvolvem em ambiente umido.
Esau (1974), por sua vez, frisa que a cuticula, assim como as camadas cutinizadas e a
cera superficial, desempenham relevante papel na redugdo da perda de agua.
Confirmando esses trabalhos, nos espécimes estudados a cuticula na superficie
adaxial mostrou-se mais espessa nos individuos mais expostos ao sol.

A densidade dos estdbmatos foi superior nos individuos que se desenvolvem no
sol (220,34141,81 estc“)matos/mmz) em relagdo aos que se desenvolvem na sombra
(162,86+13,78 estdbmatos/mm?), assim como o comprimento estomatico nas folhas de
sol (26,26+4,85 um) e de sombra (34,39+3,09 um). Carey (1938) refere que o tamanho
das células epidérmicas reflete uma interacdo entre os fatores ambientais e
hereditarios, consequentemente o aparelho estomatico também sofre tais influéncias
que se fazem sentir sobre cada individuo, sendo algumas espécies mais plasticas do
que outras. Segundo Gindel (1968) e Figuerbéa et al. (2004), condicbes como
deficiéncia hidrica no solo e clima arido podem resultar em modificagbes morfoldgicas,
como aumento da densidade estomatica, geralmente acompanhada pela diminui¢gao do
comprimento dos estdbmatos. Entretanto, Wilkinson (1983) afirmou que condi¢des secas
e/ou de pleno sol tendem a produzir estdmatos grandes.

Paula (1974b), utilizou critérios de frequéncia estomatica para identificar géneros
e espeécies de Clusiaceae. Entretanto, no presente estudo, as densidade e largura
estomaticas sdo maiores nos espécimes de sol, apoiando Esau (1974) e Fahn (1982)
que afirmam que o numero de estdbmatos por unidade de area € muito variavel e pode
ser influenciado por fatores ambientais, sendo uma caracteristica de pouco valor
taxondémico. Densidade e largura estomaticas maiores nos espécimes de sol reflete em
maiores valores de condutancia estomatica e taxa fotossintética para estes individuos,
mas nao ocorreram diferencas na eficiéncia de uso de agua entre individuos de sol e
sombra.

Na analise anatdbmica dos espécimes de sol, ocorre aumento na espessura da
cuticula adaxial, reducédo da area ocupada pelo parénquima palicadico, da quantidade
de ductos secretores e de cristais em forma de drusas. Desta forma, menos material
vegetal por unidade de area fica diretamente exposto a luz, reduzindo a perda de agua

e aumentando o auto-sombreamento entre cloroplastos. Por manter contato direto com
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o ambiente, a epiderme esta sujeita a modificagdes estruturais em decorréncia de
varios fatores ambientais (Cutter 1986a). As células epidérmicas adaxiais dos
individuos que se desenvolvem no sol sao revestidas por cuticula mais espessa que
aquelas dos individuos que se desenvolvem na sombra. De acordo com Cutter (1986b),
esse espessamento representa uma importante fungdo mecanica na protegao do érgao
no caso de escassez de agua, de acordo com as condigdes ambientais de luz e
umidade.

As células da hipoderme ndo apresentaram diferencgas significativas em relagéo
a espessura; segundo Borland et al. (1998), a hipoderme de Clusia funciona como um
tecido de armazenamento de agua, apesar das células largas ndo serem capazes de
evitar uma perda de agua para o ambiente, desta maneira a presencga de cuticula
espessa se faz necessaria (Kaul, 1977), corroborando com os dados encontrados.

Os espacos intercelulares do parénquima lacunoso sdao menores € ha menor
quantidade de drusas e ductos secretores no tecido parenquimatico do espécime de
sol. Segundo Espirito Santo & Pugialli (1999), dois fatores que contribuem para um
aumento na dimensao das folhas de sombra sdo a maior disponibilidade de agua e a
reducdo da luz, o que esta de acordo com este trabalho.

Nos individuos estudados existem cristais em maior quantidade nos espécimes
de sombra. De acordo com Fahn (1982) muitas plantas possuem em suas células
depdsitos de excrecdo constituidos de matéria inorganica, na maioria das vezes sais de
célcio, formando os cristais. Conforme Prychid & Ruddal (1999), os cristais, além da
importancia taxonémica, podem representar formas de armazenamento de calcio e
acido oxalico, e também serem depdsitos de substancias de metabolismo secundario.

Os ductos secretores estdo em maior propor¢ao no peciolo em relagao a lamina
foliar. Neste estudo ndo foram encontradas diferengas significativas entre os diametros
dos ductos dos individuos de sol e de sombra.

O peciolo apresenta o mesmo padrao dos resultados verificados na Iamina foliar,
salientando que as células do cortex possuem volumes maiores naqueles individuos de
ambiente de sombra.

As plantas sob maior luminosidade apresentaram menor area foliar especifica;
segundo Niinemets (1995), um maior investimento de carbono pela folha pode ser

utilizado para manutencdo mecanica. No entanto, esta diferenca ndo se deve a um
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aumento da espessura da folha em resposta a altos niveis de irradiagao solar, pois nos
espécimes estudados, as folhas de sombra apresentaram maior espessura. Estas
diferencas se devem provavelmente a um aumento da densidade nas folhas em
ambientes iluminados, que apresentaram menor quantidade de espacos intercelulares

€ uma maior quantidade de carbono por unidade de area foliar.

O fato do conteudo de clorofila por unidade de area foliar, bem como por massa
seca, ter sido significativamente maior nas folhas de local sombreado, reflete maior
investimento na captura de luminosidade sob baixa irradiagdo. No entanto, ndo houve
diferenca na eficiéncia fotossintética entre folhas de sol e sombra. Por outro lado,
folhas de sol apresentaram maior atividade metabdlica, tendo em vista a maior fixagao
de carboidratos e valores mais altos de respiragao. Herzog et al. (1999) também n&o
encontraram diferengcas na eficiéncia fotossintética entre plantas de sol e sombra,
utilizando medidas de fluorescéncia da clorofila em resposta a variacdes na intensidade
luminosa.

De maneira geral o metabolismo fotossintético e de acidos organicos de C.
criuva responde a diferentes regimes luminosos. A analise dos acidos organicos pode
ser utilizada para testar a atividade CAM (Herzog et al., 1999). Assim como encontrado
por Roberts et al. (1998), quando analisaram folhas de C. minor de ambientes distintos,
os individuos de ambiente mais exposto apresentaram maior concentracdo de acidos
organicos. Este resultado pode sugerir uma maior expresséo do metabolismo acido das
crassulaceas em individuos mais expostos a irradiagao solar. Segundo Herzog et al.
(1999), esta adaptacao promove forte protegcao contra a fotoinibicado durante periodos
de alta irradiacao pelo estabelecimento de uma alta concentragao intermna de CO..

De acordo com Evans (1999), o parénquima paligadico mais préximo a
superficie facilita a penetragcao da luz para o interior da folha, enquanto o parénquima
lacunoso promove a dispersao de moléculas de clorofila para melhorar a absorgao de
luz; o que € confirmado no espécime que se desenvolve ao sol, o qual apresenta
diminuigao da area ocupada pelo parénquima palicadico e menor conteudo de clorofila
por unidade de area, visto que esta submetido a uma intensidade luminosa maior.

Nao foram encontradas diferencas na eficiéncia fotossintética e na eficiéncia
intrinseca de uso de agua entre folhas de sol e sombra, confirmando dados de

Yamashita et al. (2002) que afirmam que pequenas variagdes na espessura da folha
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resultam em significativas variagdes na fotossintese em algumas espécies, enquanto
outras apresentam grande plasticidade na espessura foliar com pouca variacdo na
capacidade fotossintética.

Diante dos resultados aqui presentes, conclui-se que as caracteristicas
anatdbmicas e o metabolismo do carbono em C. criuva apresentam plasticidade
fenotipica em resposta as condi¢cdes luminosas. As caracteristicas mais marcantes nos
individuos que se desenvolvem na sombra sdo: estdbmatos maiores e em menor
densidade demografica, maior espessura foliar devido ao maior numero de camadas
dos tecidos do mesofilo, maior concentragcao de ductos e cristais e maior didmetro do
peciolo. Folhas de sol apresentaram maior atividade fotossintética e metabdlica,

quando comparadas com folhas de ambientes sombreados.
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Fig. 39. Seccdes transversais de Clusia criuva da lamina foliar (A-B) e paradérmicas da superficie abaxial (C-D)
evidenciando epiderme em face adaxial (ed) e abaxial (eb), esta com estdmatos (st), hipoderme (hp), parénquima
palicadico (pp) e parénquima lacunoso (pl). A: folha de sombra, apresentando hipoderme e parénquima lacunoso
com maiores volumes e camadas celulares. B: folha de sol, apresentando reducéo na espessura do mesofilo. C:
folha de sombra, com estématos maiores em menor frequéncia. D: folha de sol, com estdématos menores e em maior

frequéncia.
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Fig. 40. Secgbes transversais da folha de Clusia criuva, nervura principal (A-B) e peciolo (C-E) evidenciando
epiderme em face adaxial (ed) e abaxial (eb), hipoderme (hp), parénquima paligadico (pp) e parénquima com células
isodiamétricas (pi), e no peciolo epiderme (e), coértex (c), medula (md) e drusas (d). A: folha de sombra,
apresentando nervura principal com maior espessura e camadas celulares. B: folha de sol, apresentando nervura
principal com menor espessura. C: folha de sombra, com maior quantidade de células e drusas no cértex. D: folha
de sol. E: Detalhe do peciolo de Clusia criuva, folha de sol, apresentando cilindro vascular em arco.

Silvia Dias da Costa Fernandes 121



Morfologia, Anatomia, Histoquimica e Aspectos Fisioldgicos da Lamina Foliar de Espécies de Clusia (Clusiaceae)

CONSIDERACOES FINAIS

Na andlise estrutural das folhas das 14 espécies do género Clusia foram
observados padrdes de venagao distintos, o que pode auxiliar no reconhecimento das
mesmas em estagio vegetativo, sendo os caracteres mais confiaveis o angulo e a
forma do apice, angulo das nervuras secundarias (principalmente quando comparado o
apice com o restante da lamina foliar), posicdo da veia ultima marginal e presenga de
invaginacao desta na regido da nervura principal.

As espécies possuem acentuada uniformidade em nivel anatbmico, no que se
refere aos aspectos gerais da lamina foliar, como tipo e disposicdo dos tecidos
presentes. Uma das distingdes entre as mesmas € a quantidade de camadas celulares
em cada tecido. No entanto, amostras de uma mesma espécie, quando submetida a
diferentes ambientes também pode apresentar estas variagcbdes, uma plasticidade
fenotipica, como foi observado em espécimes de C. criuva sob diferentes intensidades
luminosas; desta maneira ndo é confiavel aplicar valor taxonbmico apenas as
quantidades diferentes de camadas celulares. Entretando, quando associado a outros
parametros, e em intervalos de espessura distintos, € possivel utilizar o numero de
camadas celulares para a distingdo das espécies.

Foram descritas nas laminas foliares caracteristicas escleromorfas — como
cuticula e camadas cuticulares espessas, células volumosas na hipoderme,
esclerénquima abundante e parénquima palicadico em varias camadas. Essas
caracteristicas podem conduzir a hipétese da ocorréncia de adaptagcdo evolutiva a
ambientes como o Cerrado. Entretanto, varias outras espécies, que também possuem
tais caracteristicas, sao oriundas de ambientes desprovidos de clima arido ou semi-
arido, por exemplo, Restinga, Mata Atlantica e Floresta Amazonica. Além do mais, os
estudos realizados sobre as espécies do género Clusia ndo abordam os caracteres
edaficos dos respectivos ambientes. Desta maneira pode-se acreditar na origem
filogenética dessas caracteristicas escleromorfas.

Os estudos histoquimicos demonstraram a presenca de compostos lipofilicos,
carboidratos estruturais e n&o-estruturais nas folhas. Entre os metabdlitos secundarios
constatou-se a presenga de lignina e outros compostos fendlicos, principalmente

taninos, importantes para a defesa dessas espécies contra predacao e, diminui¢cao do
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indice de parasitismo. Nao foram encontrados alcalbides, resinas e silica. De acordo
com os testes realizados, o produto de secrecdo dos ductos é constituido de
compostos lipofilicos.

A analise das amostras paradérmicas da superficie abaxial, acrescentou varias
informacao sobre estrutura, tamanho e densidade dos estdmatos, confirmando, com
valores significativos estatisticamente, trabalhos anteriores como Muenscher (1915)
que mencionou a relagido inversamente proporcional entre comprimento e densidade
estomaticos, e Eckerson (1908), que afirmou que a passagem de gases pelo estdbmato
€ dependente do comprimento, e ndo da area dessas estruturas.

Os resultados dos estudos paradérmicos foram obtidos a partir da analise de
todas as espécies, desta maneira, as relagbes entre as dimensdes lineares do
estdmato com as respectivas densidades, independem da espécie ou da condigao
ambiental na qual se encontra.

O estudo das superficies sob microscopia eletrébnica de varredura forneceu
informagdes detalhadas relacionadas a micromorfologia com possivel aplicagao
taxonbmica. Dentre as principais caracteristicas distintas entre as espécies estao: tipo
de deposicido das ceras epicuticulares; tipo de espessamento e ornamentagao das
fibrilas celulosicas na parede celular das células subsidiarias; e espessamento nas
paredes ventrais das células-guarda. Confirmando o valor taxonémico das superficies
foliares citado em trabalhos anteriores (Van Cotthem, 1970; Denton, 1994; Barthlott et
al., 1998; Medina et al., 2004; e Yang & Lin, 2005).

Nogueira et al. (2001) afirmaram que, devido a similaridade morfoldgica e
bioquimica entre C. parviflora e C. criuva, seria melhor considerar a primeira como uma
subespécie da segunda. Em relagdo as secgbes transversais ambas s&do bastante
similares, diferindo basicamente no numero de camadas celulares do mesofilo.
Entretanto, os estdmatos de C. criuva sao elipticos e os de C. parviflora sao circulares;
C. parviflora apresenta espessamento nas paredes ventrais das células-guarda,
caracteristica ausente em C. criuva; C. criuva possui muita ornamentagcao nas paredes
das células subsidiarias e C. parviflora tem pouca ornamentagdo nessas paredes; C.
parviflora realiza somente o ciclo de Calvin como via fixadora de carbono, enquanto C.
criuva também € adaptada ao metabolismo acido das crassulaceas. Devido a todas as

diferencas mencionadas, € mais adequado considera-las duas espécies distintas.
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Foram analisadas 2 espécies que utilizam apenas o metabolismo C; (C.
nemorosa e C. parviflora), 6 espécies adaptadas a ambos os metabolismos C3/CAM (C.
aemygdioi, C. criuva, C. gardneri, C. intermedia, C. lanceolata e C. marizii) e 4 espécies
CAM (C. burchellii, C. fluminensis, C. hilariana e C. spiritu-sanctensis). Ndo houve
relacdo entre o ambiente de origem e o tipo de metabolismo fotossintético, uma vez
que espécies oriundas do mesmo ambiente, como as espécies de mata de galeria do
Cerrado - C. burchellii, C. criuva e C. nemorosa - apresentaram tipos de metabolismo
fotossintético distintos, sugerindo maior influéncia filogenética que ambiental para esta
caracteristica.

As espécies CAM apresentaram folhas mais suculentas devido ao aumento do
numero de camadas celulares do mesofilo. Outra caracteristica em comum nessas
especies € a presenga de poucos e pequenos espacos intercelulares.

Além do tipo de metabolismo fotossintético, a variagao na disponibilidade de luz
também envolveu alteragcbes nas caracteristicas das folhas, sendo observada
plasticidade fenotipica em C. criuva.

Na analise anatdbmica das laminas foliares dos espécimes de sol, ocorrem
estdmatos menores e em maior propor¢gao, aumento na espessura da cuticula adaxial,
reducdo da area ocupada pelo parénquima palicadico, dos espacos intercelulares do
parénquima lacunoso, da quantidade de ductos secretores e de cristais em forma de
drusas. No peciolo, as células do cortex possuem volumes maiores nos individuos de
ambiente de sombra.

As plantas sob maior luminosidade apresentaram menor area foliar especifica,
esta diferenca se deve provavelmente a um aumento da densidade nas folhas em
ambientes iluminados, que apresentaram menor quantidade de espacos intercelulares

€ uma maior quantidade de carbono por unidade de area foliar.

O conteudo de clorofila por unidade de area foliar, bem como por massa seca,
foi significativamente maior nas folhas de sombra, reflete maior investimento na captura
de luminosidade sob baixa irradiagdo. Entretanto, ndo houve diferenga na eficiéncia
fotossintética entre folhas de sol e sombra, apesar das folhas de sol apresentaram
maior atividade metabdlica, devido a maior fixacdo de carboidratos e acidos organicos,

e valores mais altos de respiragéo.
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A presente dissertagcdo € apenas o inicio de um processo de analises sobre um
género encontrado em uma ampla variedade de ambientes, e que apresenta
importancia econdmica (plantas medicinais e ornamentais) e ecologica (plantas
pioneiras ou facilitadoras da entrada de outras espécies na comunidade), cujas
algumas espécies estdo ameagadas de extingdo. Outro fator que eleva o interesse
neste género é o fato de apresentar espécies CAM, sendo, até o momento, o Unico
registro de uma arvore dicotiledénea com adaptacéo a este metabolismo.

Sao necessarios varios estudos adicionais, principalmente com diferentes
espécies do género, levando-se em conta aspectos estruturais e fisiolégicos, para
melhorar o processo de identificacdo das espécies, determinar e isolar os provaveis

principios ativos para o uso medicinal, e encontrar alternativas de conservagéo.
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