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ANATOMIA FOLIAR DE DUAS ESPECIES DE CLUSIA L. (CLUSIACEAE
LINDLEY): ESTRATEGIAS ADAPTATIVAS PARA A RESTINGA DO CRISPIM,
MARAPANIM, PA

RESUMO

Com frequéncia é possivel encontrar nas plantas caracteristicas estruturais que enfatizem a
estreita relacdo com o tipo de habitat em que elas ocorrem. A anatomia ecoldgica visa
compreender a relagdo dos caracteres morfoanatdbmicos com os fatores ambientais. Dentre as
familias de Angiospermas presentes nas restingas, destaca-se Clusiaceae, com ampla
distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais. O presente trabalho objetivou estudar a
anatomia foliar de Clusia fockeana Mig. e C. hoffmannseggiana Schltdl., relacionando-a com
as estratégias adaptativas ao ecossistema da restinga. As amostras do material botanico foram
coletadas na restinga do Crispim, municipio de Marapanim, PA e submetidas as técnicas
usuais em Anatomia Vegetal. Foram realizados testes microquimicos para detectar compostos
fenolicos totais e taninos de acordo com os protocolos especificos, e quantificacdo
espectrofotométrica dos flavonoides. As espécies apresentaram caracteristicas comuns as
espécies de ambientes xéricos, tais como: folhas coriaceas, hipoestomaticas e com numerosos
estdbmatos, cuticula espessa, células epidérmicas com paredes anticlinais retas, hipoderme,
parénquima palicadico e sistema vascular desenvolvidos. Ambas as espécies possuem ductos
e drusas de oxalato de célcio, com diferencas em distribuicdo, quantidade e diametro dos
ductos. As estratégias adaptativas observadas em C. fockeana foram: presenca de rafides em
grande proporcao e producdo de taninos, provavelmente repelindo galhadores e herbivoros
especificos. Acredita-se que a grande quantidade de cristais de oxalato de célcio observados
em C. hoffmannseggiana, seria para defesa, tentando mitigar a herbivoria. Apartir das
observacBes de campo notou-se que apenas C. hoffmannseggiana apresentou galhas. Essas
eram globosas e concentravam-se nos apices das folhas maduras. A presencga de taninos em
uma espécie e a auséncia na outra, evidencia a diferenca de estratégias adaptativas contra a
herbivoria entre elas. Infere-se que a auséncia de taninos em C. hoffmannseggiana a deixou
mais suscetivel a herbivoria e presenca de galhas. E que os flavonoides nessa espécie parecem
ter atuado como marcadores quimicos.Vale ressaltar, que estudos de Clusia sdo importantes
para o conhecimento das variacGes estruturais considerando o papel ecolégico destas espécies
na colonizacdo e associa¢fes com outras espécies.

Palavras-chave: anatomia ecoldgica, restinga, compostos fendlicos, herbivoria, galhas.



LEAF ANATOMY OF TWO SPECIES OF CLUSIA L. (CLUSIACEAE LINDLEY):
ADAPTIVE STRATEGIES FOR THE RESTINGA CRISPIM, MARAPANIM, PA

ABSTRACT

Often you can find plants that emphasize structural features closely related to the type of
habitat in which they usually occur. The ecological anatomy aims to understand the
relationship of morphological and anatomical features with environmental factors. Among the
families of Angiosperms present in the salt marshes, stands out Clusiaceae widely distributed
in tropical and subtropical regions. This study investigated the leaf anatomy of Clusia
fockeana Mig. and C. hoffmannseggiana Schlitdl., relating them to the adaptive strategies to
the ecosystem of the sandbanks. The samples of plant material were collected in the restinga
Crispim, city of Marapanim, PA and subjected to the usual techniques in Plant Anatomy.
Microchemical tests were performed to detect total phenolics and tannins according to
specific protocols, and spectrophotometric quantification of flavonoids. The species analyzed
showed features common to the species of xeric environments, such as leathery leaves and
hypostomatic with numerous stomata, thick cuticle, and epidermal cells with straight
anticlinal walls, hypodermis, palisade parenchyma and vascular system development. Both
species have ducts and druses of calcium oxalate, with differences in distribution, number and
diameter of the ducts. The adaptive strategies observed in C. fockeana were: presence of
raphides in large proportion and production of tannins, probably repelling galling herbivores
and specific. It is believed that the large amount of calcium oxalate crystals observed in C.
hoffmannseggiana, would be for defense, trying to mitigate the herbivore. From field
observations it was noted that only C. hoffmannseggiana had galls. These were globular and
have focused on leaf tips mature. The presence of tannin in an absence in other species and,
shows the difference adaptative mechanisms against herbivores between them. It is inferred
that tannins in the absence of C. hoffmannseggiana made her more susceptible to herbivory
and the presence of galls. And that flavonoids in that species seem to have acted as chemical
markers. It is noteworthy that studies of Clusia are important to the understanding of the
structural variations considering the ecological role of these species in the colonization and
associations with other species.

Keywords: ecological anatomy, restinga, phenol compounds, herbivore, gall.
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1. CONTEXTUALIZACAO

Quase toda a extensdo da costa brasileira é formada por vegetacdo de restinga, cerca de
79% (Mantuano, 2005). O termo “restinga” € comumente utilizado para descrever a paisagem
costeira formada sobre solos arenosos, assim como a vegetacdo associada (Silva et al., 2010).
A diversidade de habitats faz das restingas um dos mais complexos ecossistemas existentes
(Aratjo & Lacerda, 1987), devido a grande variacdo nas condi¢des abidticas, tais como
intensidade de radiacdo luminosa, disponibilidade hidrica, temperatura, tipos de solo
(Mantovani & Martins, 1993; Assis, 1999), alta salinidade e deficiéncia nutricional (Hesp,
1991).

A plasticidade fenotipica em plantas que ocupam diferentes formacgdes vegetacionais é
frequentemente acompanhada por variagdes anatémicas, sendo a folha o 6rgao vegetativo que
apresenta maior variacdo estrutural em resposta as alteracfes ambientais (Dickison, 2000). O
estudo da anatomia foliar pode fornecer importantes evidéncias para o conhecimento dos
padr@es estruturais em diferentes tipos de habitats (Gibson, 1996). Apesar do elevado nimero
de espécies que ocorrem nas restingas, a anatomia foliar de seus representantes € pouco
estudada (Morretes & Ferri, 1959; Handro, 1966/1967; Morretes, 1966; Andrade, 1967;
Paviani & Ferreira, 1974), dificultando o conhecimento dos padrfes estruturais apresentados
pelas plantas ao ocupar estes tipos de formacéao vegetal.

Dentre as familias de Angiospermas presentes neste bioma destaca-se Clusiaceae
Lindley (Bastos et al., 2003; Silva et al., 2010), que esta distribuida nas regides tropicais e
subtropicais em todo o mundo (Joly, 1998). No Brasil este tdxon possui cerca de 18 géneros,
201 espécies e 13 subespécies, com dominios fitogeograficos na Amazonia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (Bittrich, 2012).

A familia apresenta espécies com habitos bastante variados, podendo ser arbdreas,
arbustivas, epifitas, hemiepifitas (algumas Clusia), ou ocasionalmente lianas (Gustafsson,
2000; Stevens, 2007) e suas folhas sdo alternas ou opostas, sem estipulas (Santos-Mendonga
et al., 2007). Todas as espécies dessa familia sdo lactescentes e vérias cores de latex tém sido
relatados por seus coletores (Nogueira et al., 1999).

Em meio as espécies encontradas nas restingas, Clusiaceae possui representantes, que se
adaptam muito bem a este ambiente. Principalmente as que constituem o género Clusia L.,
pois apresentam uma grande plasticidade de formas de vida e flexibilidade metabolica; esta
caracteristica permite uma resposta rapida a mudancas ambientais, que possivelmente
contribuiu para que as espécies deste género invadissem uma ampla gama de ambientes

tropicais (Franco, 1998).
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Oliveira et al. (2011), em um recente levantamento na restinga do Crispim, relataram
Clusia fockeana Mig., C. hoffmannseggiana Schltdl. e C. panapanari (Aubl.) A primeira é
conhecida pelo nome popular “cebolinha brava e as outras duas por cebola brava/cebolao”
(Fonseca et al., 2005; Carneiro et al., 2010).

Algumas plantas de Clusia tém sido usadas na medicina popular como unguentos e
tdnicos no combate a hipertensdo, dores no corpo, Ulceras e feridas (Fernandes, 2007). As
flores e frutos de C. hoffmannseggiana sdo usados para combater tosse, também se extrai das
flores uma resina aromatica, que é usada com banha de cacau para curar rachaduras do bico
do peito (Ferreira 2004). Corréa (1984) citou que o exsudato da casca desta espécie é utilizado
na cura das chagas do gado. Ja C. fockeana é utilizada no tratamento de Ulceras e picadas de
cobra, em que o0 exsudato pode ser misturado com uma pitada de sal ou o caule jovem é
aplicado como cataplasma sobre a area afetada (Lachman-White et al., 1992).

Além do interesse medicinal, o conhecimento sobre as espécies de Clusia é igualmente
desejavel do ponto de vista ecoldgico, pois suas espécies ocorrem em praticamente todas as
formacdes vegetais do pais, especialmente nas restingas (Aradjo & Scarano, 2007), o que faz
deste género um objeto de pesquisa adequado para estudos anatdbmicos com énfase nas
adaptacGes ecoldgicas.

Enquanto crescem os estudos fitoquimicos, ainda que em um ndmero limitado de
espécies, os trabalhos anatdbmicos sobre Clusia sdo escassos. Assim, as caracteristicas
morfoldgicas do género e 0s possiveis sitios de producdo das substancias de acéo terapéutica
sdo praticamente desconhecidos, 0 que evidencia a importancia de investir esforcos para
ampliar os conhecimentos anatdbmicos de suas espécies.

Nas restingas paraenses os trabalhos publicados sobre anatomia sdo poucos, podendo-se
citar: Alvarez et al., (2001), Alvarez & Potiguara (2002) e Alvarez et al., (2006). No entanto,
nenhum desses abordam a estrutura de espécies de Clusia, tampouco relacionam as espécies
estudadas as estratégias adaptativas com relacdo ao ecossistema de restinga.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo estudar a anatomia foliar de C.
fockeana Miqg. e C. hoffmannseggiana Schitdl. (Clusiaceae), relacionando-as com as

estratégias adaptativas ao ecossistema da restinga do Crispim.
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1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Restinga

Rizzini (1979) ao descrever as restingas do Brasil, divide o litoral brasileiro nas
seguintes formagdes topografico-edafico-boténicas: litoral rochoso, limoso e arenoso; sendo
este Gltimo subdividido de acordo com aspectos fisiograficos, em praias, antedunas, dunas e
depress@es coletoras de aguas pluviais (alagadicos, brejos e banhados) que sdo consideradas
vegetacOes especiais.

Do ponto de vista ecoldgico, a restinga € definida por Silva (1990) como um conjunto
de ecossistemas que mantém estreita relacdo, tanto na sua origem como nos processos nele
atuante; possuindo caracteristicas proprias relacionadas a composicao floristica e estrutura da
vegetacdo, funcionamento e interacdo com o sistema solo-atmosfera.

Esta formacdo geogréfica impde dificuldades ao estabelecimento das plantas (Beduschi
& Castellani, 2008). Nas restingas, onde 0s recursos sdo escassos e as condi¢des abioticas sdo
estressantes, € comum a ocorréncia de interacGes positivas (facilitacdo) entre plantas (Aradjo
& Lacerda, 1987). De acordo com Hesp (1991), para sobreviver neste ambiente, as plantas
contam com adaptacdes, tais como capacidade de armazenamento de &gua (suculéncia),
resisténcia a salinidade e mecanismo fotossintético C4 e CAM.

A diversidade de habitats encontrados nas restingas brasileiras faz deste bioma um dos
mais complexos ecossistemas existentes, e essa caracteristica que, por um lado, lhes confere
especial interesse e valor, é em parte responsavel por sua fragilidade e extrema
susceptibilidade as perturbacGes causadas pelo homem. (Arauljo & Lacerda, 1987).

Segundo Bastos et al., (2003) as plantas se distribuem na restinga em zonas bem
definidas no sentido mar - continente, conforme vérios fatores ambientais; essas zonas de
vegetacdo podem ser chamadas de comunidades ou formacGes vegetais. Na praia do Crispim,
0S mesmos autores citaram que estas formagdes, ora apresentam-se como plantas rastejantes
na margem da maré, campos brejosos periodicamente inundados, moitas de arbustos
intercaladas por campos, formando dunas e formacao campo de restinga.

Em um recente levantamento, realizado por Oliveira et al., (2011) na restinga de
Crispim, foram observadas Clusia panapanari (Aubl.) Choisy, C. fockeana e C.
hoffmannseggiana, cujos dados ndo corroboraram os de Amaral et al., (2008), onde relataram
a presenca de Clusia panapanari, C. columnaris Engler e C. grandiflora Splitg. neste mesmo

local. Provavelmente, estas espécies foram identificadas incorretamente pelos os ultimos
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autores; pois devido a grande similaridade entre os taxons em questdo, em seu estado

vegetativo, é facil confundi-las.

1.1.2 A familia Clusiaceae

Clusiaceae Lindley possui distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais do planeta
(Joly, 1998). No Brasil possui cerca de 18 géneros, 201 espécies e 13 subespécies, com
dominios fitogeograficos na Amazoénia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Bittrich, 2012).
Cronquist (1981) descreveu que os maiores géneros da familia sdo: Hypericum L. (350 spp.),
Clusia L. (200 spp.) e Garcinia L. (200 spp.); sendo Clusia o que apresenta maior diversidade
de hébitos, frequentemente encontrado em matas litoraneas (Joly, 1998).

De acordo com a classificacdo filogenética, Clusiaceae pertence a ordem Malpighiales,
e é considerada monofilética com base em sinapomorfias morfoldgicas e moleculares (Chase
etal., 2002, Gustaffson et al., 2002).

Todas as espécies dessa familia sdo lactescentes e a cor deste exsudato varia de
totalmente branco a amarelo, alaranjado, avermelhado ou mesmo quase incolor e resinoso
(Ribeiro et al., 1999); tais caracteristicas designaram tradicionalmente a familia como
Guttiferae, que significa “que leva goma”, uma referéncia ao latex colorido do grupo (Judd et
al., 2009). Estas possuem habitos bastante variados, podendo ser plantas arboreas, epifitas,
hemiepifitas (algumas Clusia), ou ocasionalmente lianas (Gustafsson, 2000).

Nas Clusiaceae, os caracteres vegetativos e florais possuem valor diagnostico,
principalmente em nivel genérico e especifico e, somados as caracteristicas de frutos e
sementes, sdo utilizados na delimitacdo de subfamilias e tribos (Cronquist, 1981; Engler,
1888).

Nos ultimos anos, muitas espécies de Clusiaceae tem sido objeto de varias pesquisas,
principalmente no ambito farmacogndstico, devido suas atividades bioldgicas (Reyes-Chilpa
& Huerta-Reyes, 2009) e farmacoldgicas (Cruz & Teixeira, 2004). Coelho-Ferreira (2008)
relatou a importancia do latex extraido das espécies de Clusiaceae, ressaltando que estes

farmacdgenos tem aplicagdes distintas e imprescindiveis para tratar certas afeccdes.

1.1.3 O Género Clusia
Segundo Luttge (2007a) o nome Clusia L. foi proposto por Franciscan Charles Plumier,
que viveu entre 0s anos de 1646 a 1704. Supdem-se que o nome foi em homenagem a Charles

de L’Ecluses, latinizado Carolus Clusius, filho de familia nobre, foi 0 maior botanico do seu
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tempo (Hunger, 1927). No entanto, ndo se sabe a fundo a motivacdo para o nome Clusia
(Luttge, 2007a).

A distribuicdo para o género se estende de norte ao sul dos trépicos. O limite norte é
Bahamas (Clusia rosea Jacg.) e ao sul atinge o estado do Rio Grande do Sul (Clusia criuva
Cambess.) no Brasil (Gustafsson et al., 2007).

As espécies brasileiras de Clusia sdo mais abundantes na regido amazonica (65% das 49
espeécies brasileiras pesquisadas) e Mata Atlantica (39%), mas algumas espécies sobrepdem-se
nas duas regides (Aradjo & Scarano, 2007).

Muitas vezes especies de Clusia funcionam como “plantas bergario”, onde arbustos e
arvores permitem o estabelecimento de uma diversificada vegetacdo debaixo de suas copas
(Luttge, 2007b), pois se associam positivamente com juvenis de outras e de sua propria
espécie, podendo também aumentar a complexidade da vegetacdo ao longo do tempo
(Beduschi & Castellani, 2008). Deste modo, sdo geralmente espécies pioneiras das vegetagdes
de ilhas, por exemplo; sobre solos arenosos das restingas do litoral Brasileiro. Provavelmente,
é a enorme plasticidade e flexibilidade ecofisiologicas de espécies de Clusia, que as tornam
particularmente adequadas para tal funcdo (Luttge, 2007b).

No entanto, apesar da plasticidade ecoldgica e resisténcia a mudancas e a condicbes
estressantes, garantir a sobrevivéncia local ndo implica necessariamente em uma ampla
distribuicdo, isto é o resultado de uma combinagdo de fatores ecoldgicos, resisténcia e alta
capacidade de dispersdo (Aradjo & Scarano, 2007).

O género Clusia é notavel pela enorme variedade na sua morfologia floral,
especialmente no androceu, essa variabilidade morfologica € acompanhada por uma grande
diversidade na biologia reprodutiva (Bittrich & Amaral, 1997).

A reproducdo bioldgica de Clusia, muitas vezes é composta por trés caracteristicas, que
individualmente, sdo relativamente raras entre as angiospermas: dioicia, mimetismo floral e
resina como recompensa para os polinizadores (Gustafsson et al., 2007).

A maioria das espécies do género secreta grande quantidade de resina, que é um recurso
raro para os polinizadores (Armbruster, 1984). Plantas produtoras de resina tém um papel
importante na comunidade, por fornecerem matéria prima para a constru¢do de ninhos de
varias espécies de abelhas, que, por sua vez, podem estar coletando alimento e desta forma,
polinizando outras especies vegetais que dependem da polinizagdo cruzada (Carmo &
Franceschinelli, 2002).
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Santos et al. (2009) relataram que algumas espécies de Clusia também sdo utilizadas
como combustivel, onde sua madeira é usada como lenha e também para construcao; outras
espécies tambeém tem seu uso no setor paisagistico (Ferreira, 2004).

Além disso, plantas de Clusia tém sido usadas na medicina popular como unguentos e

tdnicos no combate & hipertensdo, dores no corpo, ulceras e feridas (Fernandes, 2007).

1.1.4 Estudos anatdomicos em Clusia

A anatomia vegetal fornece importantes contribuicdes a elucidacdo de relagdes
ecoldgicas, taxondmicas, filogenéticas das plantas vasculares (Judd et al., 1999), fisioldgicas,
entre outras (Silva & Potiguara, 2008). Sendo mais rapido descobrir a identidade de uma
droga bruta (em estado fragmentado) a partir de sua anatomia do que de sua composicao
quimica (Cutler et al., 2011).

A maior parte destes estudos, realizados em Clusia, foram focados principalmente em
Orgdos reprodutivos. Estes restringem-se basicamente a anatomia floral (Hochwallner &
Weber, 2005) e ontogénese de frutos (Mourdo, 2009; Campana et al., 2010). E notério
também a escassez de pesquisas sobre os Orgdos vegetativos de espécies desse género,
entretanto cita-se o realizado por Paula (1966) e Boeger et al., (2004). Com relacdo a
anatomia foliar, destacam-se os de Metcalfe & Chalk (1950) e Cronquist (1981), os quais se
referem a presenca de canais ou cavidades secretoras em espécies da familia.

Metcalfe & Chalk (1983) relataram que estudos anatbmicos sdo importantes,
especialmente quando associados aos aspectos ecoldgicos e comparativos, subsidiando
trabalhos taxondmicos. Silva & Medeiros (2005) ressaltaram a importancia da anatomia
ecoldgica de espécies da floresta ombrdfila e da restinga, visando o investimento no estudo da
biodiversidade, que é fundamental e urgente para biomas ameacados, tanto para a viabilizacao
da sua protecdo, quanto para a utilizacao racional e sustentavel dos seus recursos.

Ainda neste contexto, ressalta-se o estudo realizado por Fernandes (2007) que estudou
14 espécies de Clusia (C. aemygdioi A. Gomes da Silva & B. Weinberg, C. arrudae Planchon
& Triana, C. burchellii Engler, C. criuva Cambess., C. fluminensis Planchon & Triana, C.
gardneri Planchon & Triana, C. hilariana Schlecht., C. insignis Martius, C. intermedia G.
Mariz, C. lanceolata Cambess., C. marizii A. Gomes da Silva & B. Weinberg, C. nemorosa
G. Meyer, C. parviflora (Saldanha) Engler e C. spiritu-sanctensis G. Mariz & B. Weinberg ),
realizando testes histoquimicos em sete, a autora enfatizou ainda que estes poderiam fornecer
elementos de comparagdo qualitativa, para identificacdo de compostos que podem ser

destinados ao uso comercial e/ou medicinal.
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1.1.5 Propriedades biologicas

Quimicamente, as resinas de flores de Clusia e Tovomovita, consistem basicamente de
benzofenonas poliisoprenilada, compostos também encontrados no latex da maioria, se nao
em todas as Clusiaceae (Oliveira et al., 1996). Essas substancias apresentam uma grande
variedade significativa de atividades bioldgicas, (Reyes-Chilpa & Huerta-Reyes, 2009) e
farmacoldgicas (Cruz & Teixeira, 2004).

Além disso, o latex contém uma grande variedade de metabdlitos secundarios em
solucdo e suspensdo, sendo também um elemento importante na prevencdo da herbivoria
(Judd et al., 2009).

Muitas das propriedades terapéuticas das plantas séo relatadas pela populagéo, as quais
sdo confirmadas em sua maioria nos estudos cientificos (Noldin et al., 2006). Tais
propriedades bioldgicas das plantas da familia Clusiaceae tém sido objeto de varios estudos
(Lokvam & Braddock ,1999; Scio, 2004; Sobral et al., 2009; Costa Janior et al., 2011,
Camargo et al., 2011).

As atividades biologicas relatadas pelos estudos incluem propriedades antioxidante,
antimicrobiana (Lokvam & Braddock, 1999; Pretto et al., 2004; Ribeiro et al., 2011),
antibacteriana (Lokvam et al., 2000), moluscicidas (Pinheiro et al., 2003, Gasparotto-Junior et
al., 2005), anti-HIV-1 (Huerta-Reyes et al., 2004), antiulcerogénica e citotdxica (Noldin et
al., 2006), antifangica (Pedraza-Chaverri et al., 2008), anti-inflamatdria (Acufa et al., 2009),
toxicoldgica (Reyes-Chilpa et al., 2009), analgésica (Cui, et al., 2010), antiplasmodial (Marti
et al., 2010) e anti-inflamatorio tépico (Otuki et al., 2011).

1.1.6 Compostos fendlicos: taninos e flavonoides

Os fendlicos formam uma classe de compostos do metabolismo secundario que possui
um grupo hidroxila ligado diretamente a um carbono de um anel benzénico (Demarco e
Castro, 2008). Segundo 0os mesmos autores, estes compostos sao quimicamente heterogéneos,
sendo alguns solUveis somente em solventes organicos, e outros em agua, como os glicosidios
e 0s acidos carbonicos, além de haver polimeros insolGveis.

Existe uma grande variedade de fendis nas plantas e a maioria destes compostos sao
derivados de fitoquimicos comuns: fenilalanina e tirosina (Angelo & Jorge, 2007; Pereira &
Andrade, 2009). Fahn (1979) relatou que compostos fendlicos atuariam no vegetal protegendo
contra o dessecamento e a herbivoria. Entre os fendis que atuam na defesa das plantas,

incluem-se taninos e flavonoides (Mithofer e Boland, 2012.)
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De acordo com sua estrutura quimica, os taninos sao classificados em dois grupos:
hidrolisaveis e condensados (Monteiro et al., 2005). Os taninos condensados sdo compostos
formados pela polimerizacdo de unidades de flavonoides e sdo também denominados de
proantocianidinas; os taninos hidrolisaveis sdo polimeros heterogéneos que contém acidos
fendlicos, em especial acido galico e agucares simples (Taiz & Zeiger, 2006).

Os taninos sdo eficazes na protecdo contra herbivoria por terem um sabor bastante
desagradavel e serem capazes de desnaturar proteinas (Alvarez et al., 2008). A adstringéncia
dos taninos servem como repelente para predadores e impedimento para invasao de parasitas
(Evert & Eichorn, 2006). O mesmo autor referiu que plantas que produzem e secretam
grandes quantidades de polifendis, como taninos, podem excluir outras espécies de plantas
vizinhas, por alelopatia.

Os flavonoides constituem a maior classe de fendlicos vegetais (Ferreira et al., 2008).
Sao metabolitos quimicamente diversos que podem ser divididos em subgrupos, incluindo:
antocianinas, flavondis, flavonas, chalconas, flavononas, dihidrochalconas e dihidroflavonois
(Treutter, 2005).

As antocianinas sdo responsaveis pela maioria das cores azul, violeta e todas as
tonalidades de vermelho, presentes em flores e frutos (Abe et al., 2007). As flavonas e os
flavondis sdo protetores quimicos, que protegem as células vegetais dos danos causados pela
fotoxidacéo e esses flavonoides ainda funcionam como sinais atrativos para insetos, como as
abelhas (Ferreira et al., 2008).

Os flavonoides tém um importante papel na defesa das plantas (Tavano et al., 2009) e
quando estdo assim relacionados, estes podem ser divididos em dois grupos: compostos "pré-
formados™ e "induzidos" (Treutter, 2005). Ainda segundo este autor, os "induzidos" s&o
sintetizados pelas plantas em resposta a lesdo fisica, infeccdo ou stress; ja os "pré-formados"
sdo compostos inatos que sdo sintetizados durante o desenvolvimento normal do tecido da

planta e sdo muitas vezes armazenados em locais estrategicamente importantes.
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ABSTRACT

Leaf anatomy of two species of Clusia L. (Clusiaceae Lindley): adaptive strategies

for the restinga of Crispim, Marapanim, PA

The effects of environmental factors on leaf structure have produced a wide variety of
adaptations in different taxon. The ecological anatomy aims to understand the
relationship of morphological and anatomical characters with environmental factors.
This study investigated the leaf anatomy of Clusia fockeana Mig. and C.
hoffmannseggiana Schltdl. (Clusiaceae), relating them to the adaptive strategies to the
ecosystem of the sandbanks. The samples were collected in the restinga Crispim,
Marapanim, PA and subjected to the usual techniques in plant Anatomy. Microchemical
tests were performed to detect total phenolics and tannins according to specific
protocols, and spectrophotometric quantification of flavonoids. The species analyzed
showed features common to the species of xeric environments, such as: hypostomatic
leaves with numerous stomata, thick cuticle, crystals, among others. The adaptive
strategies observed in C. fockeana were: presence of raphides in large proportion and
production of tannins, probably repelling galling herbivores and specific. It is believed
that the large amount of calcium oxalate crystals observed in C. hoffmannseggiana, a
defense would be trying to mitigate the herbivore and galling index. Only this species
had galls, concentrating at the apex of the mature leaves. The presence of tannin in an
absence in other species and, shows the difference adaptative mechanisms against
herbivores between them. And those flavonoids in this species seem to have acted as
chemical markers. Studies of Clusia are important for the understanding of structural
variations considering the ecological role of these species in the colonization and

associations with other species.

Keywords: ecological anatomy, restinga, phenolic compounds, herbivore, gall.
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RESUMO

Anatomia foliar de duas espécies de Clusia L. (Clusiaceae Lindley): estratégias

adaptativas para a restinga do Crispim, Marapanim, PA

Os efeitos dos fatores ambientais na estrutura foliar tém produzido uma grande
variedade de adaptacBes em diferentes taxons. A anatomia ecoldgica visa compreender
a relacdo dos caracteres morfo-anatdbmicos com os fatores ambientais. O trabalho
objetivou estudar a anatomia foliar de C. fockeana Miq. e C. hoffmannseggiana Schitdl.
(Clusiaceae), relacionando-as com as estratégias adaptativas ao ecossistema da restinga.
As amostras do material botanico foram coletadas na restinga do Crispim, Marapanim,
PA e submetidas as técnicas usuais em anatomia vegetal. Foram realizados testes
microquimicos para detectar compostos fendlicos totais e taninos, e quantificacdo
espectrofotométrica dos flavonoides. As espécies possuem caracteristicas comuns as
espécies de ambientes xéricos, como: folhas hipoestomaticas com numerosos estdmatos,
cuticula espessa, hipoderme, cristais, entre outras. As estratégias adaptativas observadas
em C. fockeana foram: presenca de réfides em grande proporc¢do e producdo de taninos,
provavelmente repelindo galhadores e herbivoros especificos. Acredita-se que a grande
quantidade de cristais de oxalato de calcio observados em C. hoffmannseggiana, seria
uma defesa tentando mitigar a herbivoria. Apenas esta espécie apresentou galhas,
concentrando-se no apice das folhas maduras. A presenca de taninos em uma espécie € a
auséncia em outra, evidencia a diferenca de estratégias adaptativas contra a herbivoria
entre elas. Infere-se que a auséncia de taninos em C. hoffmannseggiana a deixou mais
suscetivel a herbivoria e a presenca de galhas. E que os flavonoides nesta espécie
parecem ter atuado como marcadores quimicos. Estudos de Clusia sdo importantes para
0 conhecimento das variacGes estruturais considerando o papel ecoldgico destas

espécies na colonizacdo e associacdes com outras espécies.

Palavras-chave: anatomia ecoldgica, restinga, compostos fenolicos, herbivoria, galhas.
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2.1 Introducao

Clusiaceae Lindley possui distribuicdo pantropical, incluindo cerca de 27 géneros
e 1.000 espécies (Judd et al., 2009). Segundo Cronquist (1981) os maiores géneros da
familia sdo: Hypericum L. (350 spp.), Clusia L. (200 spp.) e Garcinia L. (200 spp.). No
Brasil este taxon esta representado por aproximadamente 18 géneros, 201 espécies e 13
subespécies, ocorrendo em quatro dominios fitogeograficos: Amazoénia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica, sendo Clusia 0 maior género com 67 espécies e quatro
subespécies (Bittrich 2012).

Dentre as familias presentes na restinga destaca-se Clusiaceae (Bastos et al.,
2003; Silva et al., 2010). A diversidade de habitats faz das restingas brasileiras um dos
mais complexos ecossistemas existentes (Aradjo e Lacerda 1987), devido a grande
variacdo das condicBGes abioticas, tais como intensidade de radiacdo luminosa,
disponibilidade hidrica, temperatura e tipos de solo (Mantovani e Martins 1993; Assis
1999).

As espécies dessa familia sdo de grande importancia para 0 manejo ambiental e
reflorestamento de &reas de restinga, e de grande interesse pelas suas variadas
caracteristicas bioldgicas e reprodutivas (Correia et al. 1993).

A maioria dos estudos que investigam a restinga sdo de cunho floristico ou
fitossocioldgico (Lemos et al. 2001; Assis et al. 2004a/2004b; Scherer et al. 2005;
Guedes et al. 2006; Klein et al. 2007; Leite et al. 2007; Pimentel et al. 2007; Queiroz
2007; Sacramento et al. 2007; Amaral et al. 2008; Martins et al. 2008a; Silva et al.
2010). Quanto aos estudos anatémicos desenvolvidos com espécies deste bioma sdo
escassos (Morretes e Ferri 1959; Paviani e Ferreira 1974), o que dificulta o

entendimento das variaveis em que as plantas estdo submetidas nas restingas.
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Este fato ressalta a importancia de realizarem-se pesquisas que foguem na
caracterizacdo estrutural das plantas ocorrentes nesta formacéo vegetacional e em suas
estratégias adaptativas. Para as restingas paraenses, os trabalhos anatdmicos séo restritos
aos estudos realizados por Alvarez et al. (2001), Alvarez e Potiguara (2002) e Alvarez
et al. (2006) que abordaram apenas a arquitetura foliar de espécies de Myrtaceae e
Leguminosae-Papilionoideae.

Metcalfe e Chalk (1983) referiram que estudos anatdmicos sdo importantes,
especialmente quando associados aos aspectos ecoldgicos e comparativos, subsidiando
trabalhos taxondmicos. Silva e Medeiros (2005) ressaltaram a importancia da anatomia
ecologica de espécies da floresta ombrofila e da restinga, visando o investimento no
estudo da biodiversidade, que é fundamental e urgente para biomas ameacados, tanto
para a viabilizacdo da sua protecdo, quanto para a utilizacdo racional e sustentavel dos
SEeus recursos.

Os efeitos dos fatores ambientais na morfologia e anatomia foliar tém produzido
uma grande variedade de adaptacbes em diferentes téaxons, e estas variacdes
morfolégicas e estruturais resultam em estratégias adaptativas que favorecem a
ocupacdo das espécies em ambientes distintos (Dickison 2000), as quais sdo possiveis
de serem observadas em estudos estruturais (Cutler et al. 2011).

Até 0 momento, os estudos anatdbmicos com Clusia abordaram principalmente a
anatomia floral (Hochwallner e Weber 2005) e do fruto (Mourdo 2009; Campana et al.
2010), sendo notoria a escassez de trabalhos anatdmicos sobre os 6rgdos vegetativos do
género, contudo, destacam-se Metcalfe e Chalk (1950), Paula (1966), Boeger et al.

(2004) e Fernandes (2007).
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Diante disso, o referido trabalho teve como objetivo caracterizar a anatomia foliar
de Clusia fockeana Mig. e C. hoffmannseggiana Schltdl. (Clusiaceae), relacionando-as

com as estratégias adaptativas ao ecossistema da restinga.

2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Area de coleta

O material boténico das espécies Clusia fockeana Mig. e Clusia
hoffmannseggiana Schltdl. (Clusiaceae) Lindley, foi coletado na restinga de Crispim
(Figura 1) a 8 km da vila de Marud4, situado no litoral nordeste do estado do Para,
municipio de Marapanim, 47° 40' 24’ ¢ 47° 38' 00" W. e 0°37'06” ¢ 0° 34'42”' S

(Amaral et al. 2001).

2.2.2 ObservacOes de campo

As duas espécies ocorriam proximas uma da outra e apenas C. hoffmannseggiana
apresentou galhas em suas folhas. As analises das galhas foram realizadas com n
amostral de sete individuos, selecionando-se aleatoriamente dez folhas de cada
individuo. Os parametros observados foram: a ocorréncia em diferentes fases da folha
(jovem e madura), face de localizacdo no limbo (abaxial e adaxial), regido de
localizacdo (&pice, intermediaria e base), niumero de galhas por folha e sitio de

oviposicdo.

2.2.3 Material botanico

Foram coletadas amostras de Clusia fockeana Miq. e C. hoffmannseggiana
Schltdl. (Figura 2-4). Parte do material boténico foi destinado a confeccdo de exsicatas e

incorporado como testemunho ao Herbario MG, com numero de registro (Clusia
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fockeana MG: 201973 e C. hoffmannseggiana MG: 201972). Exsicatas das espécies em
estudo, assim como fotos foram identificadas pelo especialista da familia Dr. Volker

Bittrich- Unicamp.

2.2.4 Métodos

Para o estudo anatdmico foram selecionadas folhas totalmente expandidas a partir
do 4° n6 caulinar das duas espécies e fixadas em formol, acido acético e alcool 70% -
FAA, por 24 horas (Johansen 1940), formalina neutra tamponada - FNT (Lillie 1965)
e sulfato ferroso em formalina - SFF, por 48 horas (Johansen 1940) para preservacao de
substancias hidrofilicas, lipofilicas e fenodlicas, respectivamente. Foram estudados o
terco mediano do peciolo e lamina foliar, selecionando-se amostras das regides
marginal, intermediaria e nervura central.

Para a dissociacdo epidérmica, as amostras foram submetidas a solucdo de
peréxido de hidrogénio e acido acético (Franklin 1945, modificado). As epidermes
foram coradas com fucsina bésica (Braga 1977, modificado) e montadas entre laminas e
laminulas em glicerina aquosa a 50% (Purvis et al.1964).

Parte do material foi desidratada em série de alcool butilico terciario (Johansen
1940), incluida em parafina e seccionada transversal e longitudinalmente em micrétomo
rotativo Leica® RM 2245. As seccBes seriadas, com 14-16um de espessura, foram
coradas com safranina e azul de astra (Gerlach 1969) e montadas em resina sintética
Permount®.

Para a Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), o material fixado em FAA7,
foi desidratado em série etilica, seco em ponto critico de CO, e metalizado com ouro
(Bozzola e Russel 1991). As analises, mensuracfes e capturas das imagens foram

realizadas em microscépio eletrbnico de varredura Leo, modelo 1450 VP, do
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Laboratorio Institucional de Microscopia Eletronica de Varredura do MPEG. Foi
realizado também, teste de espectrometria por disperséo de energia — EDS, para detectar
a natureza quimica dos cristais observados nas duas espécies.

Os testes microquimicos foram aplicados em seccdes realizadas a mao, utilizando
cloreto férricol0% para deteccdo de compostos fenolicos totais (Johansen 1940) e
vanilina cloridrica para taninos (Mace e Howell 1974).

As fotomicrografias foram obtidas através de microscopio Axiolab Zeiss, nas
diversas objetivas, com camera digital Canon Powershot A640 acoplada e as escalas
projetadas nas mesmas condicGes dpticas.

A quantificacdo espectrofotométrica dos flavonoides em C. hoffmannseggiana
(folhas sadias e folhas com galhas) e C. fockeana foi realizada de acordo com Rio
(1996) modificado por Santos e Blatt (1998). Todos os reagentes utilizados foram de
grau analitico: como padrdo para flavonoides foi empregada rutina 99,5% , o solvente
utilizado foi etanol absoluto p.a. e, cloreto de aluminio como reagente. A determinagdo
foi realizada em amostras de matéria seca de folhas das espécies.

O extrato foi preparado com 2,0 g de amostra de folhas secas e pulverizadas, em
Erlenmeyer de 250 mL, no qual foram adicionados 150 mL de etanol e extraido a
temperatura ambiente (25 °C) por 72 horas. O extrato foi filtrado com papel de filtro e
chumaco de algoddo para baldo volumétrico de 250 mL e aferido o volume com o
mesmo solvente. Transferiu-se uma aliquota de 5 mL deste extrato para um baldo
volumeétrico e acrescentou-se 1 mL de solugdo de cloreto de aluminio 5%, completando-
se 0 volume final de 50 mL com o etanol absoluto. Este procedimento foi realizado em
triplicata. Apo6s 30 min, as leituras foram realizadas a 420 nm em cubetas de quartzo de

10 mm de caminho Optico em espectrofotémetro Spectro Vision UV-Visivel DB 1880S.
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Para a construcdo da curva analitica foram preparadas solucbes etandlicas com
concentragdes crescentes de rutina. A solugdo padrao de rutina foi preparada com etanol
absoluto numa concentracdo de 100 pg/mL. Aliquotas de 1,0 mL (2,0 pg/mL) a 10,0
mL (20 pg/mL), com intervalos de 0,5 mL foram utilizadas para a confec¢do da curva
padrdo, acrescidas de 1 mL de cloreto de aluminio e completadas para 50 mL com
etanol absoluto.

A partir da equacao da reta obtida através da curva analitica, foi calculado o teor
de flavonoides dos extratos obtidos a partir das folhas de C. hoffmannseggiana (folhas
sadias e folhas com galhas) e C. fockeana, para obter o valor em ug de flavonoides/mL
de solucdo extrativa, expressos em rutina. Posteriormente foi feito o calculo de

converséo para expresséo dos resultados em mg de flavonoides/g de amostra seca.

2.3 Resultados e Discussao

Observacoes de campo

Nas espécies estudadas foi observado latex, o qual apresentou coloracdo creme em
Clusia fockeana e amarelo-esverdeada em C. hoffmannseggiana, corroborando os dados
de Nogueira et al. (1999), os quais relataram que espécies de Clusiaceae sdo
lactescentes, e varias cores de latex foram relatados por seus coletores.

Em ambas as espécies as folhas sdo simples e coriaceas, C. fockeana apresentou
folhas elipticas (Figura 2) e C. hoffmannseggiana folhas obovadas, ressalta-se que nesta
ultima espécie foi observada galhas em suas folhas (Figura 3 e 4). As folhas de C.
hoffmannseggiana apresentavam galhas de formato globoso, parecendo atravessar o
limbo foliar adaxial até a abaxial, sendo mais proeminente na Gltima face. Em avaliacao

visual notou-se que as galhas ocorriam preferencialmente nas folhas maduras,
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concentrando-se na regido apical das folhas. Observou-se o nimero de galhas por folha
que variou de 2 - 43.

Segundo Monteiro et al. (2004) espécies de Clusia sdo frequentemente atacadas
por indutores de galhas, entre elas estdo: C. nemorosa (Santos-Mendonca et al. 2007);
C. criuva (Maia et al. 2008); C. hilariana (Bregonci et al. 2010); C. arrudae (Fernandes
et al. 2010). Almada e Fernandes (2011) relataram que ambientes xéricos abrigam uma
elevada riqueza de galhadores quando comparados a ambientes mésicos.

Santos-Mendonca et al. (2007) estudaram galhas em C. numerosa e 98% destas
foram registradas em folhas maduras. Morfotipos semelhantes foi descrito para Clusia
lanceolata (Maia 1996; Constantino et al. 2009), C. fluminensis (Maia 2001) e C.
insignis (Almada e Fernandes 2011).

Leite et al. (2009) observaram a mesma distribuicdo das galhas em Avicennia
schaueriana (Avicenniaceae), concentrando-se no apice foliar, seguida pela parte
medial e basal. Santos-Mendonca et al. (2007) observaram em C. nemorosa de 1-29
galhas por folha e Constatino et al. (2009) observaram em C. lanceolata até 20 galhas.
De acordo com Maia e Silva (2011) a descricdo morfol6gica da galha associada a

espécie da planta hospedeira permite uma rapida identificacdo das espécies galhadoras.

Caracterizacdo anatémica

As duas espécies analisadas apresentaram limbo hipoestomatico, estdmatos
paraciticos, cuticula espessa, hipoderme, ductos e idioblastos com cristais de oxalato de
calcio (Figuras 10,13-20, 24-31). Tais caracteristicas corroboram com o descrito para a
familia Clusiaceae (Solereder 1908; Metcalfe e Chalk 1950; Fernandes 2007)

mostrando-se como conservativas para o0 grupo.
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A epiderme das espécies, em ambas as faces, apresenta células
heterodimencionais de paredes anticlinais retas e espessas, em vista frontal (Figuras 8 e
12). Morretes (1988) relatou que células com paredes anticlinais e/ou periclinais com
maior espessamento ocorrem com frequéncia em espécies provenientes de regides
sujeitas a estresse hidrico.

Em seccdo transversal, a epiderme de C. fockeana e C. hoffmannseggiana é
unisseriada, com células variando entre quadradas, arredondas a papilosas (Figuras 14,
15, 18 e 19). O revestimento cuticular é espesso e levemente estriado em ambas as
espeécies (Figurasl4, 15, 18-20), principalmente na face abaxial de C. hoffmannseggiana
(Figura 19). Esta cuticula observada nas referidas espécies, infiltra-se entre as paredes
anticlinais, formando uma flange cuticular (Figuras 14, 15,18-20, 22, 24 e 26).

A cuticula pode apresentar uma série de estriacbes (ornamentacdes) e
desempenhar funcbes contra perda de agua e protecdo contra a radiacdo solar (Alquini
et al. 2006; Rudall 2007). De acordo com Esau (2005), a espessura da cuticula pode
variar e ser fortemente influenciada pelos condicionantes ambientais, sendo
frequentemente mais espessa em plantas que ocupam ambientes com pouca
disponibilidade de &gua e forte intensidade luminosa.

Silva e Medeiros (2005) realizaram estudos comparativos com espécies de
Myrtaceae em diferentes ambientes, onde observaram cuticula mais espessa em plantas
da floresta ombrofila densa do que nas da restinga. Cuticula espessa também foi
observada em outras espécies de Clusia que foram analisadas em ambientes variados
nos estudos de Paula (1966) e Fernandes (2007). Neste estudo este carater se mostrou
invariavel em diversas formacdes distintas, evidenciando um carater conservativo para o

grupo, e ndo ecologico.
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As espécies aqui analisadas apresentaram cuticula levemente estriada. Estudos
realizados por Vieira e Gomes (1995) em superficie foliar de quatro espécies de
Psychotria L. (Rubiaceae), mostraram cuticula lisa e estriada em folhas de sombra.
Mantovani e Vieira (1997) relataram a presenca de ornamentacdes na cuticula da
epiderme adaxial de Rudgea decipiens Mill. Arg. e Rudgea macrophylla Mill. Arg.
ambas ocorrendo em ambiente que possui grande disponibilidade de agua no interior da
Mata Atlantica.

De acordo com os relatos acima a luminosidade e a disponibilidade de dgua nao
afetam esse carater. Fernandes (2007) observou cuticula lisa em espécies de restinga, e
lisa e estriada em espécies de mata do cerrado, ndo se pode considerar que a cuticula
espessa observada nas espécies em questdo, seja uma estratégia adaptativa ao local, ja
que este carater foi encontrado em espécies de Clusia em diferentes biomas.

Todas as espécies de Clusia descritas até o momento apresentaram flanges
cuticulares. Machado e Rodrigues (2004); Tresvenzol et al. (2010) também observaram
esta caracteristica em espécies de Fabaceae - Faboideae e de Bignoniaceae,
respectivamente. Isto demonstra que este carater ndo é peculiar para Clusiaceae.

As duas espécies apresentaram a face adaxial recoberta por depdsitos de cera
epicuticular em placas verticais. Adicionalmente, foi observada na face adaxial cera
epicuticular granular em C. fockeana (Figuras 5-7) e crostas planas em C.
hoffmannseggiana (Figuras 9-11), sendo mais agregada nesta Gltima. Hifas fungicas
foram visualizadas nas duas faces em C. fockeana (Figuras 5-7) e apenas na face adaxial
em C. hoffmannseggiana (Figuras 9 e 11).

O padrdo de cera observado em C. fockeana e C. hoffmannseggiana, diferenciou

do tipo encontrado em C. criuva por Boeger et al. (2004) e daqueles registrados em 14
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especies de Clusia, cada uma com um padrédo proprio (Fernandes 2007). Segundo esta
autora diferentes padrbes de ceras sugerem mais um parametro de distincdo estrutural
entre as mesmas.

A forma que a cera adquire ao depositar-se na superficie dos orgaos é peculiar a
cada espécie (Alquini et al. 2009) e apresentam uma variedade de formas fisicas.
Monquero et al. (2004) relataram que as formas frequentemente observadas sdo 0s
tubulos, placas ou lamelas, bastonetes, filamentos, granulos de forma determinada ou
né&o.

Cutter (1986) mencionou que os depositos de cera epicuticular parecem néo
desempenhar papel importante na reducdo da transpiracdo, mas, reduzem a umidade da
superficie. Martins et al. (2008b) e Cutler et al. (2011) relataram que cera superficial
pode auxiliar na reducdo de perda de a4gua, que a espessa camada maximiza a reflexao
da luz ultravioleta prejudicial e que muitas plantas xeromorficas tém uma cobertura
cerosa que retarda a perda de &gua cuticular.

Desta maneira, a deposi¢do de cera epicuticular verificada nas espécies estudadas,
pode estar relacionada com a perda excessiva de agua pela transpiracdo, mas ndo
representa uma estratégia adaptativa, ja que esta caracteristica foi observada em outras
espécies do género em diferentes biomas.

As espécies estudadas possuem folhas hipoestomaticas (Figuras 6,10 e 12) com
numerosos estdbmatos paraciticos. Os estdbmatos estdo inseridos no mesmo nivel das
células epidérmicas, exibindo camaras subestomaticas de variadas formas e tamanhos
(Figuras 13,15,17 e 19). Em ambas as especies, as células-guarda apresentam cristas

cuticulares (Figura 15 e 19).
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Plantas crescendo sob condigdes xéricas apresentam maior nimero de estématos,
permitindo trocas gasosas mais rapidas quando a umidade é alta e o risco de
desidratacdo é baixo (Lleras 1977; Medri e Lleras 1980). Para Silva e Medeiros (2005) a
grande quantidade de estbmatos encontrada nos individuos da restinga, juntamente com
0 menor tamanho das células-guarda, seria uma estratégia adaptativa que permitiria
maior economia hidrica, otimizando o processo fotossintetizante.

Mundo e Duarte (2008), estudando a anatomia foliar de Calophyllum brasiliense
Cambess. (Clusiaceae), observaram a presenca de crista cuticular, mostrando que este
carater ndo é exclusivo para Clusia.

Cristais de oxalato de calcio em forma de réafides e drusas foram identificados em
ambas as faces das folhas das espécies, sendo o ultimo tipo restrito a abaxial. Na
superficie adaxial os idioblastos com rafides sdo abundantes em C. fockeana (Figura 8)
e possuem distribuicao esparsa em C. hoffmannseggiana.

Rudall (2007) relatou que cristais de oxalato de calcio podem ocorrer em quase
todas as partes da planta e muitas vezes proximos aos feixes vasculares, possivelmente
devido ao transporte de calcio através do xilema. Volk et al. (2002); Boeger e
Wisniewski (2003) citaram a possivel funcdo desses cristais como um mecanismo de
remocao do excesso de célcio nos tecidos, podendo atuar na defesa contra herbivoros e
Nakata (2003) sugere que os cristais de oxalato de calcio podem agir na desintoxicagao
de metais.

Molano-Flores (2001) relatou que réfides e drusas de oxalato de célcio podem
servir como defesas para as plantas, através do aumento da quantidade desses cristais,
mesmo se a disponibilidade de calcio for limitada, alterando potencialmente a

palatabilidade da planta.
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Saito e Lima (2009) realizaram estudos com folhas de sombra e de luz em
Araceae, e registraram um aumento significativo na concentracdo de idioblastos
rafidicos em individuos de luz. Ja Rio et al. (2005) mencionaram que 0s cristais podem
estar presentes em maior ou menor quantidade de acordo com a composi¢do do solo
onde a planta se encontra. Os expostos acima ndo justificam o carater em questéo, ja
que ambas as espécies encontravam-se sob a mesma luminosidade e solo. Acredita-se
que os idioblastos com rafides em maior proporcdo na epiderme de C. fockeana seria
uma estratégia para repelir herbivoros mastigadores.

O mesofilo das espécies estudadas, em seccdo transversal, € dorsiventral.
Subjacente a epiderme, encontram-se duas (C. fockeana) a trés camadas de células
volumosas e ligeiramente lignificadas, com espessamento nas paredes e sem conteddo
aparente em C. hoffmannseggiana, apresentando também idioblastos com drusa de
oxalato de célcio (Figura 18). Em amostras frescas de C. fockeana, este tecido
subepidérmico mostra-se com contetdo de coloracdo creme, sendo evidenciada pelo o
azul de astra (Figuras 13 e 14).

O parénquima palicadico de ambas as espécies é formado por duas camadas,
ocorrendo idioblastos com drusa em C. hoffmannseggiana (Figuras 17 e 18). Em C.
fockeana o palicadico possui células secretoras formando um tecido secretor de taninos,
onde ocorrem alguns ductos (Figuras 13,14,16 e 42). O parénquima lacunoso apresenta
12-14 camadas com espacos intercelulares conspicuos em C. hoffmannseggiana (Figura
17) e presenca de feixes vasculares de pequeno e médio porte do tipo colateral envoltos
por uma bainha esclerenquimatica (Figuras 13 e 17). C. fockeana apresentou espacos

predominantemente reduzidos e algumas células com taninos (Figuras 13, 39 e 41).
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As células diferenciadas observadas abaixo da epiderme das duas espécies
provavelmente correspondem a uma hipoderme. Todas as espécies de Clusia, descritas
até o momento, apresentaram este tecido, corroborando com os estudos realizados por
Metcalfe e Chalk (1950) que relataram hipoderme para todas as espécies de Clusiaceae.

O tipo de hipoderme observada em C. hoffmannseggiana, foi notado também por
Silva e Medeiros (2005). Esses autores ralataram que funcbes, como maior protecédo
mecanica, aumento da reflexdo de raios solares e atuacdo como tecido armazenador de
agua, podem ser atribuidas a este tecido. A presenca deste tecido é caracteristica de
plantas xeréfitas e possui diferentes funcGes conforme a espécie (Boeger e Wisniewski
2003; Scatena et al. 2004) podendo desempenhar funcGes como as ja supracitadas,
como também de secrecdo de diferentes substancias (Esau 2005).

Gustafsson et al. (2007) citaram que a hipoderme dupla ou multipla serve como
um tecido alargado para armazenamento de dgua e que sdo observadas duas a muitas
camadas em quase todas as espécies de Clusia investigadas. Solereder (1908) também
citou a presenca deste tecido para as espécies do género.

Fernandes (2007) descreveu para C. criuva, espécie oriunda da Floresta
Amazobnica, apenas uma camada de hipoderme, enquanto espécies do Cerrado
apresentaram até cinco camadas, 0 que mais uma vez, sugere uma adaptacdo as
condigdes ambientais.

De acordo com Silva e Medeiros (2005) o fato da formacao de restinga estar em
uma zona aberta, proporciona menor umidade relativa préximo das folhas, maior
desenvolvimento do parénquima palicadico, presenca de pequenos espacos

intercelulares no paréngquima lacunoso, assim como desenvolvimento de hipoderme,
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essas caracteristicas anatdmicas evidenciam variagdes adaptativas relacionadas com o
habitat ocupado.

Fahn e Cutler (1992) relataram que parénguima lacunoso com vérias camadas de
células poligonais irregulares e com espagos intercelulares reduzidos é um aspecto
caracteristico de plantas xeromorficas. Boeger et al. (2004) observou em C. criuva de
floresta ombrofila densa, parénquima lacunoso semelhante ao de C. hoffmannseggiana.
Isso sugere que os fatores ambientais ndo sdo determinantes para o tamanho desses
espacos, podendo este carater esta ligado ao genoma.

A margem das folhas das espécies, em seccdo transversal, apresenta a forma
terminal afunilada. Em C. fockeana a margem ¢é revoluta, com estdbmatos situados
abaixo do nivel epidérmico e células do parénquima palicadico tornando-se
gradativamente menores (Figura 16). A margem de C. hoffmannseggiana é reta,
apresenta cuticula espessa, parénquima fundamental formado por células arredondadas
(Figura 20) e idioblastos com drusas. Ambas as espécies apresentam ductos secretores
nesta regiao.

A nervura central das espécies, em seccdo transversal, ¢ biconvexa. Em C.
hoffmannseggiana a face abaxial apresenta maior proeminéncia (Figura 23). No cortex
da face adaxial de C. fockeana observam-se alguns idioblastos taniferos (Figura 21), a
face abaxial apresenta de 13-15 camadas de células parenquimaticas de tamanhos
variados e ductos organizados préximos a epiderme (Figura 22). No cortex de C.
hoffmannseggiana observam-se de 2-3 estratos de colénquima lacunar, seguido
internamente por células parenquimaticas de tamanhos variados com abundancia de
ductos e idioblastos com drusas por todo o tecido cortical, alguns ductos estdo

associados ao feixe vascular (Figura 24).
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Na nervura central, o sistema vascular de ambas as espécies apresenta feixes
colaterais organizados em forma de arco, contendo feixes acessorios e envolto por
bainha esclerenquimatica. C. fockeana apresenta trés feixes acessorios (Figura 21)
enguanto em C. hoffmannseggiana, estes sdo numerosos (Figura 23). Ductos secretores
foram observados predominantemente na regido medular desta ultima espécie (Figura
23). Ainda na nervura central foram observados compostos fendlicos ao redor dos
elementos traqueais, no floema e no lume das células esclerificadas sobre o floema de
C. fockeana (Figura 40) e C. hoffmannseggiana (Figura 43).

Estas informacdes corroboram com o descrito por Fernandes (2007) que além
destes formatos de nervura principal descritos, relatou outros para Clusia e referiu que
esta é a regido que apresenta maior variabilidade entre as espécies. A nervura central de
C. arrudae e C. insignis analisadas pela mesma autora, estdo de acordo com o
observado em C. hoffmannseggiana, e C. insignis apresentou semelhanca a C. fockeana.
O cortex de C. criuva e C. gardneri apresentou ductos organizados proximos a
epiderme conforme o observado em C. fockeana. Paula (1966) descreveu para
C.grandiflora Splitg. 5-7 camadas de colénquima, idioblastos com drusas de oxalato de
calcio e canais secretores esquizdgenos. Fernandes (2007) relatou que os feixes
vasculares de Clusia estdo dispostos em forma de circulo a elipse envoltos por camadas
de bainha esclerenquimatica, relatando também compostos fendlicos no tecido
floematico de algumas espécies.

Em seccdo transversal, o peciolo das espécies analisadas apresenta formato
circular, a epiderme é unisseriada com células heterodimensionais, com aspecto
papiloso e cuticula espessa estriada (Figuras 26, 28 e 29). Em C. fockeana, o cortex é

formado por células parenquiméticas de tamanhos variados (Figura 25); ja em C.



o1

hoffmannseggiana, além destas, foi observado colénquima lacunar e idioblastos com
drusas de oxalato de calcio (Figura 28). Ductos secretores ocorrem na medula e
principalmente no cortex de ambas as espécies. Em C. fockeana os ductos corticais
estdo situados proximo a epiderme (Figura 25), enquanto que em C. hoffmannseggiana
sdo mais calibrosos e estdo distribuidos aleatoriamente (Figura 28).

O sistema vascular do peciolo é constituido por uma organizacdo em forma de
arco ténue com as extremidades curvas em C. fockeana (Figura 25) e invaginadas em C.
hoffmannseggiana (Figura 30). Os elementos traqueais encontram-se radialmente
dispostos em ambas as espécies. Em C. hoffmannseggiana o sistema vascular é envolto
por uma bainha de células de paredes espessas e lignificadas com conteddo fenolico
(Figura 30). Na regido medular do peciolo, observam-se idioblastos com drusas de
oxalato de calcio em C. fockeana (Figura 27).

Os dados acima relacionados ao peciolo estdo de acordo com os descritos por
Paula (1966) e Fernandes (2007) no que se referem ao formato, presenca de
colénquima, drusas de oxalato de célcio, ductos e organizacdo do sistema vascular.

As estruturas secretoras registradas em ambas as espécies sao representadas por
ductos (Figuras 13, 18, 22, 24, 25, 28, 30-32, 34, 36-38), tecido palicadico secretor
(Figuras 13, 14, 16, 32, 38, 40-42) e idioblastos. Estes foram observados de diferentes
naturezas, tanto secretores de contetdo denso (Figuras 14, 22, 24, 27, 28, 35 e 37),
como granuloso (Figuras 31 e 37), ocorrendo no mesofilo, no parénquima fundamental
da nervura central e cortex do peciolo. O tecido palicadico secretor foi observado no
mesofilo e no parénquima fundamental da nervura central (Figuras 13, 14, 16, 21,32,
39-42) apenas de C. fockeana, sendo o contetdo destas células constituido por taninos

(Figuras 39-42).
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Em geral, quando submetidas a estresses ambientais as plantas investem em
estratégias quimicas, aumentando o acumulo dos compostos fenolicos em seus tecidos
(Bussotti et al. 1997). Estudos realizados por Mole et al. (1988) relacionaram a inducgéo
da luz na variacdo da concentracdo de compostos fendlicos, estabelecendo que com o
aumento da intensidade luminosa 0s niveis destes compostos também aumentam.
Formiga et al. (2009) referiram que alta temperatura e baixa pluviosidade também
podem influenciar o metabolismo fendlico das plantas. Isso indica uma alta capacidade
desses compostos para a plasticidade metabdlica, como relatado por Mithofer e Boland
(2012).

De acordo com Rocha et al. (2011) os taninos sdo caracterizados como fenolicos
de alto peso molecular, que precipitam proteinas e essas propriedades sdo fundamentais
para explicar o papel desses compostos na protecdo vegetal contra patdgenos e na
dissuasdo de herbivoros que se alimentam destas plantas. Coley e Barone (1996);
Alvarez et al. (2008) reforcaram que taninos sdo muito eficazes na protecdo contra
herbivoria, por terem um sabor bastante desagradavel. E teores de taninos podem
diminuir a taxa de predacdo afastando seus predadores naturais (Mota et al. 2005).
Além disso, esses compostos conferem um tipo de defesa com menores chances de ser
superada pelas adaptagdes dos herbivoros (Ribeiro e Fernandes 2000).

A presenca de taninos em C. fockeana e auséncia de galhas em suas folhas séo
fortes evidéncias do efeito deterrente do tanino sobre insetos galhadores, C.
hoffmannseggiana que apresenta grande quantidade de galhas, ndo reagiu
possitivamente nos testes microquimicos para taninos.

Os ductos observados apresentaram diversos diametros, com células epiteliais

variando de 5-8 (Figuras 31, 36-38), que ocorrem em diversas partes da folha, entre
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elas: na hipoderme, no tecido palicadico secretor, no paréngquima palicadico, no
lacunoso e no peciolo, onde em seccdo longitudinal apresentam-se bastante alongados
nas duas espécies (Figura 34).

Foram observados ductos em ambas as espécies. C. hoffmannseggiana apresentou
esta estrutura praticamente em todos os tecidos, apresentando maior diametro em alguns
ductos e abundancia destes. Em C. fockeana foram observados principalmente no
mesofilo, no parénquima cortical e peciolo, embora menos abundante e com certa
constancia nos diametros dos ductos.

Segundo Cronquist (1981) uma das caracteristicas anatdbmicas marcantes de
Clusiaceae € a presenca de canais e cavidades secretores esquizdgenos em todos 0s
tecidos, onde sdo elaborados e secretados diversos metabdlitos secundarios. Metcalfe e
Chalk (1950; 1983) citaram que canais ou cavidades secretoras em Clusiaceae podem
seguir o feixe vascular ou ocorrer independente deste no mesofilo, passando pela regido
medular e cortical do peciolo.

Thadeo et al. (2009) mencionaram que ductos podem estar espalhados na regido
do peciolo, com maior distribuicdo no parénquima cortical, podendo ocupar algumas
vezes a regido subepidérmica. Gasparotto-Junior et al. (2005); Mundo e Duarte (2008)
observaram ductos em Calophyllum brasiliense no mesofilo e cortex do peciolo,
mostrando um carater comum para Clusiaceae. Fernandes (2007) analisou espécies de
biomas diferentes evidenciando a mesma particularidade de C. hoffmannseggiana em C.
fluminensis de restinga, com relag¢do aos ductos.

Os cristais de oxalato de calcio foram comuns as duas espécies aqui estudadas, C.

hoffmannseggiana apresentou idioblastos com drusas por todo o tecido cortical. Para
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Arruda et al. (2009), os idioblastos contendo drusas de oxalato de célcio, gorduras ou
fenois estdo relacionados a defesa quimica da planta.

Molano-flores (2001) demonstrou que tanto a disponibilidade de calcio e
herbivoria podem aumentar a producédo de cristais de oxalato de calcio, relatando que
folhas de espécies expostas a herbivoria apresentam uma maior densidade de cristais
qguando comparadas com aquelas ndo atacadas.

Segundo Coté (2009), drusas podem atuar como dissuasivos por serem abrasivos
para aparelho bucal dos herbivoros. Acredita-se que a grande quantidade de drusas de
oxalato de célcio observada em C. hoffmannseggiana foi uma estratégia de defesa
tentando minimizar a herbivoria, ja que além de galhada também mostrou-se predada.

As duas espécies analisadas apresentaram caracteristicas comuns a ambientes
xericos; embora semelhantes estas se diferem em alguns aspectos estruturais (Tabela 1).
Segundo Boeger e Wisniewski (2003) caracteristicas xeromdrficas sdo consideradas
vantajosas para as plantas de restinga, pois reduzem a perda de agua, o excesso de luz e
a acao nociva dos herbivoros. Ressalta-se que o xeromorfismo foliar observado em C.
fockeana e em C. hoffmannseggiana, pode estar associado a mais de um fator, entre

eles: luminosidade, temperatura, disponibilidade hidrica e composicdo do solo.

Quantificacao espectrofotométrica dos flavonoides

Os resultados da analise do teor de flavonoides totais em folhas de C.
hoffmannseggiana (folhas sadias e folhas com galhas) e C. fockeana estdo apresentados
na Tabela 2. Observou-se uma diferenca significativa nos teores de flavonoides entre as
especies C. hoffmannseggiana (18,78 + 0,27 mg/g) e C. fockeana (3,20 £ 0,24 mg/g),

sendo um potencial marcador fitoquimico entre essas espécies. O teor de flavonoides
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em folhas de C. hoffmannseggiana com galhas foi inferior (15,13 + 0,51 mg/g) ao
encontrado nas folhas sadias (18,78 £ 0,27 mg/qg).

O papel funcional dos metabdlitos secundarios vdo desde a ecologia a defesa,
auxiliam na protecdo contra tensdes bidticas e abioticas, além de estarem envolvidos em
papéis ecoldgicos, como atrativos ou repelentes (Iriti e Faoro 2009). Os flavonoides tém
um importante papel na defesa das plantas (Tavano et al. 2009) e quando estdo assim
relacionados, estes podem ser divididos em dois grupos: compostos "pré-formados” e
"induzidos" (Treutter 2005).

Treutter (2005) e Pourcel et al. (2007) atribui a proteccdo UV (ultravioleta) um
dos mais significativos, ou até mesmo o mais significativo papel funcional destes
compostos. Além deste, desempenham outros papéis importantes como na interacdo
entre a planta e seu meio ambiente (Pourcel et al. 2007), na aclimatacdo a temperatura,
atrativos de polinizadores, aleloquimicos, sdo responsaveis por cores exclusivas de
flores e frutas (Samanta et al. 2011).

Os dados aqui observados corroboram com os estudos realizados por Mota et al.
(2005) que compararam tecidos ndo galhados e galhados de Tibouchina pulchra
(Melastomataceae) e observaram quantidades menores de flavonoides em tecidos
galhados. Mendonga (2008) também observou uma menor quantidade de fendis em
folhas com galhas. Nyman e Julkunen-Tiitto (2000) observaram desde a reducdo de
flavonoides até nenhum efeito das galhas sobre a producdo de fendlicos. No entanto,
nenhum desses estudos relatam qual a relacdo entre indutores de galhas e flavonoides.

Segundo Oliveira et al. (2006) o papel dos flavonoides na sinalizagcdo entre
insetos indutores de galhas e a suscetibilidade das espécies hospedeiras é praticamente

desconhecida. Estes autores relataram que alguns galhadores, como os Hemiptera,
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podem detectar sinalizadores quimicos importantes nos processos de localizacdo,
escolha e aceitacdo da planta hospedeira. Durante sua co-evolugdo com as plantas, 0s
insetos tém evoluido para serem capazes de localizarem suas plantas hospedeiras para
alimentacéo e oviposicao usando sinais quimicos ou fisicos de plantas hospedeiras (Wu
e Baldwin 2010). Neste caso, os flavonoides presentes em C. hoffmannseggiana, talvez,
atuaram como sinalizadores quimicos, atraindo os insetos galhadores.

Por outro lado, estudos realizados por Pascual-Alvarado et al. (2008); Formiga et
al.(2009) demostraram que alguns galhadores podem se beneficiar dos compostos
fenolicos, como uma protecdo secundaria, contra o ataque de seus inimigos naturais, e
que insetos galhadores diminuem a incidéncia de folivoros.

De acordo com Joaquim et al. (2008) flavonoides e taninos sdo metabolitos
secundarios com grande potencial contra a herbivoria. Estudos realizados por lIsaias et
al. (2000) em Aspidosperma cylindrocarpon Mduell. Arg. (Apocynaceae) sugerem que
além de outras substancias fenolicas, os flavonoides devem também contribuir para a
defesa contra alguns galhadores e outros herbivoros. No entanto, estes relatos ndo estdo
de acordo com o observado neste estudo.

Formiga et al. (2009); Detoni et al. (2011) relataram que os fatores abioticos e as
galhas podem atuar em conjunto modulando a resposta quimica na planta hospedeira.
As variagBes nos contetdos de metabolitos secundarios de plantas sdo resultados de
muitos fatores (Niknam e Ebrahimzadeh 2002). A quantidade de metabdlitos
secundarios produzidos pela planta depende do habitat, do regime de chuvas, da
insolacéo, do solo, da sazonalidade, enfim, das caracteristicas edaficas-climaticas nas
quais a planta esta exposta (Vigo et al., 2004; Freire et al, 2006). Nesse sentido, €

consideravel o namero de variaveis a serem investigadas em estudos posteriores
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envolvendo a quantificacdo de flavonoides nas espécies aqui estudadas. A producédo de
flavonoides parece ndo sofrer tanta alteracdo diante da presenca de galhas.

O método espectrofotométrico empregado apresentou linearidade a 420 nm para
as concentracfes estudadas (2,0 a 20,0 ug/mL). A equacdo da regressao linear média
obtida a partir de trés curvas de calibracdo, foi y = 0,0285x + 0,0518, em que y é a
absorbancia (hm) e x a concentracdo (ug/mL) em equivalentes de Rutina (Figura 44). O
coeficiente de determinacéo obtido foi R* = 0,9978, comprovando a adequacdo do

método ao intervalo avaliado (Brasil, 2003).

2.4 Conclusao

As folhas das espécies de Clusia estudadas apresentaram caracteristicas
estruturais conservativas para 0 género e tipicas de ambientes xéricos. Apesar de

ocorrerem no mesmo habitat estas espécies apresentam estratégias distintas.
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2.5 Perspectivas futuras

Algumas perguntas que poderdo ser respondidas com outros estudos surgiram
durante a realizagdo desta pesquisa, tais como:
- As caracteristicas anatdmicas observadas permanecem nas demais espécies do género?
- Qual a organizagédo estrutural da galha?
- Quem sdo os indutores dessas galhas?
- Os compostos fendlicos observados sdo pré-formados / constitutivos ou induzidos?

- Nesta associagéo entre planta-inseto galhador ambos s&o beneficiados?
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Tabela 1. Caracteristicas estruturais foliares das espécies investigadas.

Caracteristicas Espécies

C. fockeana C. hoffmannseggiana

Células com paredes retas X X
Abundéncia de réfides na face adaxial X
Cera granular X
Cera em crosta plana X
Estématos desnivelados na margem X
Hipoderme com contetdo X
Hipoderme ligeiramente lignificada X
Hipoderme com idioblastos cristaliferos X
Palicadico secretor X
Palicadico com idioblastos X
Lacunoso com células com taninos X
Nervura central com maior proeminéncia X
Margem revoluta X
Ductos enfileirados préximos as epidermes X

Tabela 2. Teor de flavonoides totais expressos em rutina, obtido por espectrometria no
UV-Visivel.

Teor de flavonoides totais

Espécies (mg de flavonoide/g de folha seca)
m* + dp**

Clusia hoffmannseggiana 18.78 + 0.27

Clusia hoffmannseggiana (com galhas) 15.13 + 0,51

Clusia fockeana 3,20+ 0,24

“m: valor médio de 3 determinagdes; ~ dp: desvio padrdo
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Figuras 1-4: Vista parcial da restinga do Crispim, Marapanim, PA. 1. Vegetacdo campo de
restinga no Crispim. 2: Detalhe das folhas de Clusia fockeana. 3 e 4: Detalhe das folhas de C.
hoffmannseggiana, notar botdo floral (seta); 4: Presenca de galhas (seta).



77

Figuras 5-12: Superficie da lamina foliar de Clusia fockeana (5-8) e C. hoffmannseggiana (9-
12). 5, 8 e 9: Face adaxial. 5 e 9: Detalhe das hifas fangicas e cera epicuticular granular (5) e em
crosta (9). 8: Detalhe das réfides. 6,7,10-12: Face abaxial. 6,10 e 12:Vista geral mostrando
estdbmatos paraciticos, notar idioblasto (12). 7 e 11: Detalhe da cera epicuticular em placas
verticais (setas) e hifas flngicas. Figuras 8 (barra=20um) e 12 (barra=50pum).
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Figuras 13-20: Mesofilo e margem da lamina foliar de Clusia fockeana (13-16) e C.
hoffmannseggiana (17-20), em seccéo transversal. 13 e 17: Viséo geral do mesofilo com ductos
e feixe vascular (seta); 14 e 18: Detalhe da hipoderme, notar tecido secretor (14), drusa (seta) e
ducto (18). 15 e 19: Detalhe do estdmato com crista. 16 e 20: Visdo geral da margem,
observando ductos (setas). Figuras 13, 16, 17 e 20 (barras=150um); 14, 15, 18 e 19
(barras=50um). Ead: epiderme adaxial; Eab:epiderme adaxial, Hp:hipoderme; Pp: paréquima
palicadico; PI: paréngquima lacunoso.
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Figuras 21-24: Nervura central de Clusia fockeana (21 e 22) e C. hoffmannseggiana (23 e 24),
em seccdo transversal. 21 e 23: Visdo geral evidenciando as faces biconvexas, notar maior
proeminéncia da face abaxial em 23. 22 e 24: Detalhe do cortex evidenciando ductos (setas)
enfileirados proximo a epiderme (22) e drusas abundantes em 24 (pontas de seta). Figuras 21 e
23 (barras=200um); 22 e 24 (barras=150um). Be: bainha esclerenquimatica.
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Figuras 25-31: Peciolo de Clusia fockeana (25 e 27) e C. hoffmannseggiana (26, 28-30) em
seccdo transversal. 25: Regido cortical e vascular, notar os ductos proximos a epiderme (setas).
26: Detalhe da flange cuticular. 27: Idioblastos fendlicos na medula (seta). 28: Regido cortical
com ductos (setas) e drusas distribuidos aleatoriamente (pontas de seta). 29: Detalhe da cuticula
espessa. 30: Sistema vascular, notar células com contetdo fendlico. 31: Ductos na medula.
Figuras 25 (barra=150um); 26, 27, 29 e 31 (barras=20um); 29 e 30 (barras=50um). Fc: flange
cuticular.
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Figuras 32-38: Estruturas secretoras de Clusia fockeana (32-35) e C. hoffmannseggiana (36-
38); 32, 34, 36-38: Ductos. 32 e 36: Margem. 34, 35, 37 e 38: Peciolo. 34: Em secgdo
longitudinal. 37 e 38: Em seccdo transversal, notar idioblasto (seta) com contetido granuloso
(37) e secrecédo preservada no lume do ducto (38). 33 e 35: Células com contetdo fendlico no
mesofilo (33) e no cortex no peciolo (35). Figuras 32-34,36,37 (barras=20um).
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Figuras 39-43: Fendis totais (39 e 40) e taninos (41-42) em Clusia fockeana e fendis totais em
C. hoffmannseggiana (43); 39, 41 e 42: Mesofilo. 40 e 43: Nervura central. 40: Tecido secretor
(seta) na regido cortical. 41: Células com taninos no lacunoso. 43: Idioblastos no sistema
vascular, evidenciados pela coloragdo enegrecida. Figuras 39 e 41 (barras=150pm); 40
(barras=200um); 42 e 43 (barras=50um). Dc: ducto; Ce: célula epitelial.



83

y=0,0285x+ 0,0518
R®=0,0978

0,7

0,6

0,5

0,4

Absorbancia

0,3

0,2

0,1

0,0
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Concentragdo (microgramas/mL)

Figura 44. Curva analitica construida com padréo Rutina (2,0 a 20,0 ng/mL) a 420 nm.



