Ministério da Educacéo
Universidade Federal Rural da Amazonia — UFRA .
Museu Paraense Emilio Goeldi - MPEG

Mestrado em Ciéncias Bioldgicas — Botanica Tropical — MUSEUARENSE EMILIO GOELDI

NATALIA DO COUTO ABREU

Comportamento morfoanatémico e crescimento de Garcinia madruno (Kunth) Hammel

(Clusiaceae) sob condic@es de alagamento

BELEM
2016



NATALIA DO COUTO ABREU

Comportamento morfoanatémico e crescimento de Garcinia madruno (Kunth) Hammel

(Clusiaceae) sob condic@es de alagamento

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal Rural da Amazonia, como parte das
exigéncias do Curso de mestrado em
Ciéncia Biologicas: area de concentracdo
Botanica Tropical, para obtencdo do titulo

de mestre.

Orientadora: Dra. Ely Simone Cajueiro
Gurgel.
Co-orientador: Dr. Benedito Gomes dos
Santos.

BELEM
2016



NATALIA DO COUTO ABREU

Comportamento morfoanatémico e crescimento de Garcinia madruno (Kunth) Hammel

(Clusiaceae) sob condicdes de alagamento
Dissertacdo apresentada a Universidade Federal Rural da Amaz6nia, como parte das
exigéncias do Curso de mestrado em Ciéncias Biologicas: area de concentracdo Botanica
Tropical, para obtenc¢éo do titulo de mestre.
Orientadora: Dra. Ely Simone Cajueiro Gurgel

Aprovada em 26 de fevereiro de 2016.

BANCA EXAMINADORA

Dra. Ely Simone Cajueiro Gurgel — Presidente
MUSEU PARAENSE EMILIO GOELDI — MPEG

Dra. Fernanda Ilkiu Borges de Souza
EMBRAPA AMAZONIA ORIENTAL

Dra. Alba Lucia Ferreira de Almeida Lins
MUSEU PARAENSE EMILIO GOELDI — MPEG

Dra. Maria Auxiliadora Feio Gomes
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA — UFRA

Dra. Anna Luiza llkiu Borges Benkendorff
MUSEU PARAENSE EMILIO GOELDI — MPEG
SUPLENTE



Agradecimentos

Agradeco principalmente a minha mde Veronica, pois sem seu exemplo, amor e
dedicacéo eu néo seria nada. Obrigada por seu total apoio diante das decisdes determinantes na
minha vida e, principalmente, nunca me permitir duvidar sobre minhas capacidades.

Ao Victor, minha fonte de amor. Obrigada por todos os sacrificios feitos durante esses
dois anos; obrigada por tornar as situagdes normais em situagdes extraordinarias, sempre ao teu
lado. Desculpa as inimeras auséncias fisica e emocional. Eu te amo.

A Simone, minha orientadora, um anjo que foi colocado na minha vida, agradeco por
todo o apoio durante os periodos dificeis que passamos juntas. Obrigada por sua orientacéo, por
sua total atencdo e cuidado, por sua preocupacéo e, principalmente, obrigada por sua amizade
e incentivo de me fazer construir uma carreira de sucesso como a sua.

Ao Candido, agradeco por todo o apoio para a realizacdo do trabalho, sem o qual eu
estaria totalmente perdida.

A Dra. Alba, pelo incentivo na area da anatomia e por todos os seus conselhos
substanciais.

A Rafaella por toda a paciéncia em laboratério e por abdicar do seu tempo para me
ensinar as técnicas anatdmicas. Obrigada por tudo.

A Valéria, por me auxiliar nos testes histoquimicos.

Agradeco a todos os amigos do museu, em especial a Suzana e ao Wendell por sempre
terem tempo de me ajudar em laboratério; Fernanda, Camila, Margoula, Catarina, Cyntia,
Aline, Vinicius, Juliene, Rayssa, e tantos outros, obrigada pelo convivio.

Ao Anderson e a Larissa, por sempre fazerem de tudo para ajudar nas questdes
burocraticas.

Aos funcionérios da TBF por manterem nosso ambiente de trabalho limpo e confortavel.
Obrigada.

A toda a minha familia pelo amor, apoio, incentivo.

Agradeco a todos os funcionarios do departamento de botéanica.

Ao Museu Paraense Emilio Goeldi, a Universidade Federal Rural da Amazonia e aos

pesquisadores por contribuirem na minha jornada académica.



Dedicatoria

A minha mée, por sempre acreditar em mim;
Ao meu marido, por toda a paciéncia e todo o amor;

A Simone, por toda a colaboragéo e ao carinho.



Lista de ilustracbes

Capitulo 1: Comportamento morfoanatémico de Garcinia madruno (Kunth) Hammel sob

condicges de alagamento:

Figura 1: Garcinia madruno (Kunth) Hammel.. A) Tratamento alagado; B) face adaxial

mostrando angulacdo de 90° das nervuras secundarias em relagdo a principal ...........c.ccoceevnee. 40

Figura 2: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. Evolucdo do caule durante os periodos de
alagamento. A) Tempo 0, planta controle evidenciando a auséncia de lenticelas nas plantas em
condicBes de normoxia; B) T1, planta alagada demonstrando o inicio do surgimento das
lenticelas; C) T2, planta alagada demonstrando a hipertrofia das lenticelas; D) T3, planta
alagada explicitando lenticela hipertrofica e rachaduras caulinares; E) T4, planta alagada com

maior quantidade de lenticelas hipertroficas e severas rachaduras caulinares .............ccccceeee.ee. 41

Figura 3: Garcinia madruno (Kunth) Hammel., Evolucéo das raizes ao longo dos periodos de
estresse. A) TO, planta alagada com grande volume de biomassa; B) T1, planta alagada
apresentando leve decréscimo na biomassa das raizes laterais; C) T2, planta alagada com visivel
diminuicdo da biomassa das raizes; D) T3, planta alagada com decréscimo significante de
biomassa e inicio de necrose; E) T4, planta alagada com baixa biomassa e alto nivel de necrose

FAAICULAL ...ttt e e e e et e e e ettt e e e e e e e et e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeaans 42

Figura 4: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. A) Células da epiderme com contornos
sinuosos, face adaxial; B) Paredes celulares sinuosas e drusas (setas), face abaxial;
C) Estdmatos paraciticos, face abaxial ............ocooiriiiiiiii e 42

Figura 5: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. Secédo transversal do mesofilo. A) Mesofilo
evidenciando feixes vasculares; B) Mesofilo evidenciando epiderme da face superior com
cuticula espessa, parénquima palicadico uniestratificado, parénquima lacunoso e drusas; C)
Canais secretores percorrendo o mesofilo; D) Drusas de oxalato de célcio. (fv: - feixe vascular;
cu - cuticula; ep.s - epiderme superior; pp - parénquima pali¢adico; pl - parénquima lacunoso;

dr - drusas; CS - CANAI SECTETOT) .....oviiiiiiieiieiti e bbb ane s 43



Figura 6: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. Secdo transversal da nervura central. A)
Epiderme uniestratificada, cera epicuticular em ambas as faces, colénquima subepidérmico na
face abaxial, feixe vascular concéntrico envolto por fibras e canais secretores (setas); B) Canal

LY=o (=] (0] T 44

Figura 7: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. Sec¢éo transversal do peciolo. A) Vista geral do
peciolo evidenciando parénquima fundamental composto por aproximadamente 21 camadas de
células; B) Epiderme superior com cera epicuticular espessa e colénquima subepidérmico; C)
Feixe vascular em forma de arco aberto envolto por endoderme e fibras. (ep.s — epiderme
superior; cu —cuticula; fv —feiXe VASCUIAI) ........ccevuiiiiiiiccec e 44

Figura 8: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. Secéo transversal da raiz principal. A) Camada
de células epidérmicas irregulares com cuticula e exoderme; B) Parénquima fundamental com
formacé&o inicial de aerénquima, feixes vasculares envoltos por endoderme e periciclo. (ep —
epiderme; ex — exoderme; pf — parénquima fundamental; fv — feixe vascular; ae — aerénquima;

en —endoderme; pr- PEriCICIO) ...c.iiiiiiiii i 45

Figura 9: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. Secéo transversal da raiz lateral. A) Epiderme
unisseriada com cuticula e exoderme; B) Parénquima fundamental com aerénquima, feixes
vasculares envoltos por uma camada de endoderme e periciclo. (cu — cuticula; ep — epiderme;

ex —exoderme; em —endoderme; pr — periciclo; fv — feixe vascular; ae - aerénquima) ............. 46

Figura 10: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. Reagente de Lugol. A) Canal secretor do
mesofilo com amido (seta); B) Canal secretor da nervura central com contetdo de amido (seta);
C) Canal secretor do peciolo com amido (seta); D) e E) Parénquima fundamental da raiz com
gréos de amido; F) Canais secretores do parénquima fundamental do peciolo com contetdo de
Y] Lo (o (1] ro ) ISR UR PR PRPPRPO 48

Figura 11: Garcinia madruno (Kunt) Hammel. A) Alcaloides detectados nos canais secretores
da nervura central (teste Dragendorff); B) Alcaloides detectados nos canais secretores do
peciolo; C) Alcaloides detectados nos canais secretores da raiz; D) Compostos fendlicos totais

(teste Cloreto férrico 3%) observados nos canais secretores do  peciolo



Capitulo 2: Crescimento e biomassa de Garcinia madruno (Kunth) Hammel sob condi¢6es
de alagamento:

Figura 1: Garcinia madruno (Kunth) Hammel., altura (cm) das plantas.............c.ccccccevvennne. 71
Figura 2: Garcinia madruno (Kunth) Hammel., didmetro do caule (mm) das plantas.............. 71
Figura 3: Garcinia madruno (Kunth) Hammel., nimero de folhas das plantas......................... 72

Figura 4: Garcinia madruno (Kunth) Hammel., massa seca da parte aérea (A); massa seca do

caule (B); massa seca da folha (C); massa seca total (D) .........ccccovuevieiiiieiieiiieie e 72

Figura 5: Garcinia madruno (Kunth) Hammel., massa seca da raiz (A); massa seca raiz/parte
BEIEA (B) «.veveeieiteiee ettt bR bRt R b et b et b et neen s 73



Resumo

Garcinia madruno (Kunth) Hammel é uma arvore Neotropical que ocorre naturalmente em
florestas secas ou Umidas, considerada uma alternativa viavel para a Amazoénia por ser uma das
principais fontes de renda da populacéo, além de sua importancia medicinal, cujo latex é usado
para a cura de diversas doengas. O estudo objetivou descrever e comparar as respostas
morfoanatdmicas das plantas estressadas e em condi¢cdes de normoxia, além de analisar o
crescimento e a biomassa de plantas em alagamento. Para caracterizar as respostas
morfoanatbmicas e de crescimento, plantas jovens de G. madruno foram submetidas
experimentalmente a dois regimes hidricos (controle e alagado). O alagamento foi imposto em
aproximadamente 5 cm de lamina d’agua acima da superficiec do solo usando vasos com
capacidade de 12 L. Plantas ndo alagadas (controle) foram irrigadas diariamente, préximo a
capacidade de campo. A altura da planta, didmetro do caule, nimero de folhas, massa seca da
parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST), razdo raiz/parte aérea
(R/PA), lenticelas hipertréficas, raizes adventicias e caracteristicas anatdbmicas da raiz e da
lamina foliar foram avaliados a 0, 21, 42, 63, e 84 dias. As plantas alagadas obtiveram 100%
de sobrevivéncia durante o periodo de estresse. As folhas de G. madruno apresentaram o limbo
inteiro, flexivel, superficie lisa e forma eliptica. A margem é do tipo acuneada, &pice agudo e
nervacao peninérvea do tipo craspedédroma. A nervura central € mais proeminente na face
abaxial, contendo nervuras secundérias com angulacdo de 90° a principal. A raiz é pivotante
com raizes secundarias pouco desenvolvidas. Para os parametros morfologicos avaliados
durante o alagamento, ndo foram observadas modificagdes na estrutura foliar, ocorrendo apenas
a diminuicdo da quantidade de raizes e seu escurecimento, indicando certo grau de tolerancia
da espécie. No entanto, surgiram rachaduras caulinares, lenticelas hipertréficas e raizes
adventicias como forma de adaptacdo ao ambiente alagado. Igualmente aos parametros
morfolégicos, s6 surgiram modificacGes anatbmicas nas raizes de plantas alagadas, ocorrendo
0 espessamento da exoderme na raiz principal e do periciclo na raiz lateral, além disso, as
plantas alagadas apresentaram aerénquima. Os testes histoquimicos detectaram: amido na
nervura central, no mesofilo, no peciolo e naraiz de plantas alagadas e no peciolo das controles;
alcaloides na nervura central, no peciolo e na raiz de plantas alagadas; compostos fen6licos no
peciolo de plantas alagadas. O alagamento provocou aumento significativo na altura das plantas
ao longo do tempo de estresse (p = 0,03), com incremento de 5,81%. O leve decréscimo do
diametro do caule (DC), de 1,8% das plantas alagadas, ndo foi significativo. Quanto ao nimero
de folhas, apesar da média das alagadas ter sido maior que a média dos controles, o parametro
também ndo apresentou diferencas significativas, indicando que o DC e o nimero de folhas ndo
sofrem alteracdes com a imposicdo de estresse, sugerindo certo grau de tolerancia a espécie. A
MSPA foi significativamente maior no periodo alagado, com incremento de 7,9%. A MST
reduziu significativamente ao longo do tempo de estresse, com diminuicdo de 4,4%. A MSR
também reduziu significativamente ao longo do experimento. Desta forma, pode-se concluir
gue o bacurizinho é uma espécie resistente ao alagamento.

Palavras-chave: Amaz0nia, bacurizinho, estresse, frutifera, terra firme.



Abstract

Garcinia madruno (Kunth) Hammel is a tropical tree that occurs naturally in dry or humid
forests and is considered a viable alternative to Amazon for being a major source of population's
income, as well as its medicinal importance, which latex is used for curing various diseases.
The aim of the study was to describe and compare the responses of morphoanatomic stressed
plants and normoxia conditions, and analyzing the growth and biomass plants in flooding. To
characterize the morphoanatomic responses and growth of young plants G. madruno were
subjected experimentally to two water regimes (control and waterlogged). The flooding was
imposed in about 5 cm of water depth above the soil surface using vessels with 12 L. Plant
capacity not flooded (control) were irrigated daily, close to field capacity. The plant height,
stem diameter, number of leaves, dry weight of shoot (MSPA), root dry mass (MSR), total dry
matter (MST), ratio root/shoot (R / PA), lenticels hypertrophic, adventitious roots and
anatomical characteristics of root and leaf blade were measured at 0, 21, 42, 63, and 84 days.
The flooded plants had 100% survival over the period of stress. The leaves of G. madruno
presented the whole limbo, flexible, smooth and elliptical. The margin is the acuneada type,
acute apex and peninérvea veining of craspedédroma type. The midrib is more prominent on
the abaxial surface, containing secondary veins with angulation of 90 ° to the main. The root is
pivotable with poorly developed secondary roots. For the morphological parameters evaluated
during the flooding, changes in leaf structure were observed, only leading to a decrease in the
amount of roots and browning, indicating a degree of tolerance of the species. However, there
were cracks shoot, hypertrophic lenticels and adventitious roots as a way of adapting to
waterlogged environment. Also the morphological parameters, anatomical changes arose only
in the roots of plants flooded occurring thickening exodermal in the main root and root pericycle
the side, moreover, the plants showed flooded aerenchyma and lower amount of starch grains.
The histochemical tests detected: starch in the midrib, in the mesophyll, petiole and root flooded
plants and petiole of controls; Alkaloids in the midrib, petiole and root flooded plants; Phenolic
compounds in the petiole of flooded plants. The flooding caused a significant increase in plant
height over stress (p = 0.03), an increase of 5.81%. The stem diameter (DC) showed a slight
decrease, with a reduction of 1.8% of the flooded plants, however, this reduction was not
significant. Regarding the number of leaves, although the average flooded have been higher
than the average of the controls, the parameter also showed no significant differences,
indicating that the DC and the number of leaves are not affected by the stress imposed,
suggesting some degree of tolerance species. The MSPA was significantly higher in
waterlogged period, an increase of 7.9%. The MST was significantly reduced over time stress,
a reduction of 4.4%. The MSR also reduced significantly throughout the experiment. Thus, it
can be concluded that the bacurizinho is a resistant strain to flooding.

Keywords: Amazon, bacurizinho, stress, fruit, terra firme.
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1. Contextualizagdo

Diversas frutiferas da Amazonia com expressivo valor econdmico ocorrem em floresta
de terra firme, das quais se destacam a castanha, cupuagu e agai, bem como o bacurizinho
Garcinia madruno (Kunth) Hammel, sendo considerada uma alternativa vidvel para a
Amazo0nia, atualmente € uma das principais fontes de renda da populagéo e garantem o sustento
nas diferentes comunidades locais (Alvarez & Potiguar, 2013). Sendo assim, Garcinia madruno
é usada para varios fins comerciais, seja para 0 consumo da populagdo Amazonica ou atraves
do latex extraido de suas folhas, ajudando na cura de varias doencas (Marti et al., 2010). Além
disso, a espécie apresenta grande importancia ecologica, no entanto, as informacdes referentes
a plasticidade fenotipica e adaptacdes mediante influéncias ambientais carecem de estudos.

Durante o curso da evolucdo, muitas espécies de plantas desenvolveram caracteres
adaptativos para sobreviver ao alagamento (Colmer & Voesenek, 2009). Uma importante
estratégia para superarem o esgotamento de energia quando submersas € limitar o crescimento
até o fim da inundacdo, porém, esse método sé é benéfico se a submersdo for de curta duracao
ou muito profunda, quando 0 armazenamento de carbono nas plantas é grande o suficiente para
a respiracdo embaixo da agua (Chen et al., 2010).

Quando o alagamento é prolongado, algumas espécies alongam rapidamente o caule ou
o peciolo, mantendo parte do vegetal acima da superficie da agua (Banach et al., 2009).
Todavia, esse artificio pode ter sido uma diferente selecdo em regimes de inundacdo, uma vez
gue a vida das plantas em ambientes aquaticos evoluiu de ancestrais terrestres mais de 200
vezes de forma independente (Jackson et al., 2009), sugerindo que essa adaptacéo, a inundacéo,
pode evoluir de forma relativamente facil, como resultado de algumas mutagdes, possivelmente
devido ao mecanismo de transducdo de sinais de base e o crescimento necessario dos 6rgaos
vegetais (Chen et al., 2010).

O déficit na disponibilidade de oxigénio (hipoxia) é o principal fator de estresse em
solos com excesso de agua, e a consequéncia disto €, na maioria dos casos, sentido diretamente
pelas raizes e indiretamente pela parte aerea (Coelho et al., 2013). Sendo assim, as plantas que
se desenvolvem em solos sujeitos ao alagamento beneficiam-se da acdo de mecanismos
adaptativos envolvendo estruturas que proporcionam a tolerancia dos vegetais a esse ambiente
(Martinez et al., 2011).

Em condigdes de hipoxia, o crescimento da raiz é interrompido, morrem os apices do

sistema radicular, que entram na regido da rizosfera com baixa concentracédo de oxigénio, entdo
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raizes adventicias desenvolvem-se, desta forma, o movimento de O2 ocorre dentro dos
aerénquimas, que sdo uma serie interligada de grandes espacos de ar, fornecendo um caminho
alternativo de gases da raiz até as extremidades do vegetal (Grisi et al., 2011; Colmer &
Voesenek, 2009). J& na parte aérea, 0 excesso de agua no solo pode induzir a clorose,
murchamento prematuro, queda da capacidade fotossintética, do potencial hidrico e da
concentracédo de nutrientes nas folhas e diminuicdo do crescimento (Visser et al., 2003; Coelho
etal., 2013).

Sendo assim, plantas submetidas ao encharcamento de longa duracdo necessitam de
sistemas eficientes para o transporte de oxigénio, bem como o desenvolvimento continuo de
novas raizes, as chamadas raizes adventicias, que possuem aerénquima para substituir o sistema
radicular danificado com o estresse da submersdo (Colmer & Voesenek, 2009).

A maioria das espécies neotropicais tolerantes ao alagamento tem apresentado
significativa reducdo do crescimento da planta como um todo (Batista et al., 2008). No entanto,
as respostas das plantas sdo diversas e sempre que ha crescimento, 0s incrementos nao sao em
grande escala, sugerindo que o gasto energético utilizado no mecanismo de tolerancia pode
apresentar elevado custo para o vegetal (Gongalves et al., 2013).

Os periodos de inundagdo em que a lamina d’agua cobre o solo por longos periodos e
niveis maiores, podem levar a morte da planta, produzindo diferengas em sua estrutura e
diversidade (Soares & Oliveira, 2009). Para sua sobrevivéncia, o vegetal apresenta varias
adaptacdes estruturais importantes, como formacdo de aerénquima, raizes adventicias,
lenticelas hipertrofiadas e rachaduras caulinares (Grisi et al., 2011; Medri et al., 2011). A
formacéo de lenticelas hipertrofiadas pode favorecer a sobrevivéncia das plantas submetidas ao
alagamento, contribuindo para a difusdo do oxigénio atmosférico para os tecidos internos e
eliminacdo de metabdlitos potencialmente toxicos devido a baixa disponibilidade de oxigénio,
tais como etileno e acetaldeido (Medri et al., 2011).

Apo6s o periodo de alagamento a taxa de mortalidade das plantas aumenta
consideravelmente devido a deterioracdo das raizes, no entanto, em plantas resistentes ao
alagamento, a biomassa foliar pode aumentar durante a inundacdo, indicando que a producao
de biomassa continuou durante a submerséo ou comegou logo apés o inicio dela (Banach et al.,
2009).

Diversos estudos tém demonstrado que varios caracteres anatdbmicos apresentam forte
correlacdo com as condi¢Ges ambientais em que as espécies se desenvolvem (Fichtler &
Worbes, 2012). Em funcéo disso, as caracteristicas anatdbmicas do xilema secundario, tais como

numero de camadas e calibre dos feixes, sdo frequentemente estudadas sob o enfoque da
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anatomia ecoldgica, no entanto tal abordagem considera a estrutura do xilema em termos
funcionais, uma vez que este é responsavel pela sustentagdo e transporte hidrico nas espécies
lenhosas, portanto, sua estrutura esta intimamente relacionada a maior ou menor capacidade de
absorcdo de agua e transporte hidrico que influencia o crescimento e desenvolvimento de
espécies arboreas (Cosmo, 2012).

Investigar a associacdo da variacao das caracteristicas anatdmicas das folhas, das raizes
e do caule com variaveis ambientais, como saturacdo hidrica, fornece informacdes sobre as
respostas da planta em funcéo das condi¢des ecoldgicas (Grandis et al., 2010). Desta forma, em
algumas espécies, as folhas em condicdo de alagamento apresentam uma compactacdo do
espaco intercelular e diferencas na espessura das folhas quando comparadas as ndo inundadas
(Carmo, 2013). Quando submersas, as raizes adventicias possuem mais aerénquima e sdo mais
efetivas no transporte de oxigénio e na absorcdo de agua e ions, 0 que as tornam menos
suscetiveis a condicdo anaerdbica (Grisi et al., 2011). No entanto, em condi¢des andxicas,
Coelho et al. (2013) disseram haver uma reducdo do conteudo de gua nas raizes causada pelo
fechamento dos estobmatos. Ja Freitas et al. (2007), afirmaram que plantas em alagamento
apresentam alto teor de agua nas células, pois o solo sempre estd acima da capacidade de campo.
Quanto ao caule, 0 aumento do didmetro da base pode estar relacionado ao crescimento radial
das células do cortex, que leva ao desenvolvimento de grandes espacos de ar, importantes da
difusdo do oxigénio da parte aérea (Batista et al., 2008).

O presente trabalho teve como objetivo analisar o crescimento e a biomassa do
bacurizinho em situacédo de estresse, além de descrever e comparar a sua morfologia e anatomia,
visando responder a seguinte pergunta: Em condi¢des de saturacdo hidrica do solo, Garcinia
madruno (Kunth) Hammel apresenta adaptacdes que contribuam para a sobrevivéncia em
ambientes alagados? A hipdtese do estudo prop6s que o bacurizinho apresenta respostas
adaptativas morfolégicas e anatbmicas quando em condicdo de alagamento, desenvolvendo,
principalmente, lenticelas hipertroficas e raizes adventicias como uma forma de resisténcia ao

ambiente em condicOes de estresse.
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Resumo

Garcinia madruno (Kunth) Hammel é uma arvore neotropical que ocorre naturalmente em
florestas de terra firme, considerada uma alternativa viavel para a Amazonia por ser uma das
principais fontes de renda da populacéo, além de sua importancia medicinal, cujo latex é usado
para a cura de diversas doengas. O estudo objetivou descrever e comparar as respostas
morfoanatdbmicas das plantas estressadas e em condi¢des de normoxia. Para caracterizar as
respostas morfoanatomicas, plantas jovens de Garcinia madruno foram submetidas a dois
regimes hidricos: controle irrigado diariamente; e alagado por um periodo de 84 dias. Lenticelas
hipertroficas, raizes adventicias e caracteristicas anatdbmicas da raiz e da folha foram avaliados
aos 0, 21, 42, 63 e 84 dias. Para os parametros morfoldgicos avaliados, ndo foram observadas
modificac¢Oes na estrutura foliar, ocorrendo apenas a diminuicdo da quantidade de raizes e seu
escurecimento. No entanto, surgiram rachaduras caulinares, lenticelas hipertroficas e raizes
adventicias como forma de adaptagdo ao ambiente alagado. Igualmente aos parametros
morfologicos, sé surgiram modificacbes anatdmicas nas raizes de plantas alagadas, ocorrendo
0 espessamento da exoderme na raiz principal e do periciclo na raiz lateral, além disso as plantas
alagadas apresentaram grande quantidade de aerénquima. Os testes histoquimicos detectaram:
amido na nervura central, no mesofilo, no peciolo e na raiz de plantas alagadas, e no peciolo
das controles; alcaloides na nervura central, no peciolo e na raiz de plantas alagadas; compostos
fendlicos no peciolo de plantas alagadas. Desta forma, pode-se concluir que o bacurizinho é
uma espécie tolerante ao alagamento.

Palavras-chave: Amazo0nia, bacurizinho, estresse, frutiferas, terra firme.
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Abstract

Garcinia madruno (Kunth) Hammel is a tropical tree that occurs naturally in “terra firme”
forets, considered a viable alternative to Amazon for being a major source of population is
income, as well as it is medicinal importance, which latex is used for healing various diseases.
The study ainmed to describe and compare the responses of morphoanatomic stressed plants
and normoxia conditions. To characterize the morphoanatomic answers, young plants of
Garcinia madruno were subjected to two water regimes: irrigated control daily; and
watterlogged for a period of 84 days. Hypertrofic lentiicels, adventicious root and anatomical
characteristics of root and leaf were evaluated at 0, 21, 42, 63 and 84 days. For the
morphological parameters avaluated, changes in leaf structure were observed, only leading to
a decrease in the amount of roots and browning. However, there were cracks shoot,
hypertrophic lenticels and adventicious root as a way of adapting to waterloggedenvironment.
Also the morphological parameters, only emerged anatomical changes in roots of flooded
plants, occurring thickening exodermis the main root and lateral root pericycle in also the
flooded plants had a lot of aerenchyma. The histochemical tests detected: starch in the mibrid,
in the mesophyll, petiole and root flooded plants, and the petiole of controls; alkaloids in the
mibrid, petiole and root flooded plants; phenolic compounds in the petiole of flooded plants.
Thus, it can be concluded that the bacurizinho is tolerant to flooded.

Key-words: Amazon, bacurizinho, stress, fruit, terra firme.
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2.1. Introducéo

Garcinia madruno (Kunth) Hammel, conhecida popularmente como bacurizinho (Pard),
bacuri-de-espinhos (Amazonas) e limaozinho (Mato Grosso) € uma planta que produz frutos
pequenos, nativa da Amazoénia é esporadicamente cultivada, uma vez que seus frutos, apesar de
serem comestiveis, apresentam baixo rendimento em polpa, onde o principal periodo de
frutificacdo ocorre entre janeiro e maio (Costa et al. 2012; Barbosa et al. 2008; Sacramento et
al., 2007). No entanto, Garcinia € utilizada como porta-enxerto ananicante para espécies dos
géneros Rheedia e Garcinia que apresentam porte elevado, como o bacuripari (Rheedia
macrophylla Planchon et Triana) e 0 mangostdo (Garcinia mangostana L.) (Nascimento et al.
2002; Costa et al. 2012).

Clusiaceae, também € conhecida como Guttiferae pertence as angiospermas, a
Malpighiales, é, de acordo com sinapomorfias morfolégicas e moleculares, considerada
monofilética (Gustaffson et al. 2002). A principal caracteristica da familia € a presenca
significativa de latex na maioria das espécies (Santa-Cecilia et al. 2013). Os representantes da
familia ocorrem, geralmente, em &reas tropicais (Fernandes, 2007). No Brasil, Clusiaceae
apresenta 21 géneros, 201 espécies e 13 subespécies, com extensdo na Amazonia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (Bittrich et al. 2013).

Garcinia (Clusioideae) possui cerca de 500 espécies (Asinelli et al. 2011) e representa o
maior género da familia Clusiaceae (Abdullah & Ismail, 2010). Além disso, estudos
fitoquimicos revelaram uma enorme gama de compostos fendlicos no género, e muitos desses
compostos possuem principios ativos com propriedades farmacoldgicas contra varias doengas
(Pereira et al. 2010), sendo utilizada no tratamento anti-infeccioso, antitumoral, antimicrobiano,
analgesico, contra infec¢bes cutaneas, dores reumaticas e hemorragias, antitetanico e laxante
(Espinosa et al. 2013). Alem disso, 0 género é de grande importancia econémica, uma vez que

faz parte da alimentagédo da populacéo da regido Amazonica (Barbosa et al. 2008).
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De acordo com Lorenzi (2009), na Amaz6nia, Garcinia madruno (Kunth) Hammel
ocorre principalmente na mata de terra-firme sobre terrenos bem drenados. Por tal motivo,
compreender as caracteristicas adaptativas do bacurizinho em situacdo de alagamento do solo
configura um grande passo para conhecer suas estratégias de sobrevivéncia, uma vez que
apresenta importancia ecologica, econdémica e madeireira (Lorenzi, 2009).

Para sobreviverem ao alagamento, muitas espécies vegetais desenvolveram caracteres
adaptativos durante o processo evolutivo (Colmer & Voesenek, 2009). Limitar o crescimento
até o final da inundacdo é uma importante estratégia para resistir ao esgotamento de energia
guando submersas, no entanto, esse método so6 € benéfico se a submersao for de curta duracao
ou muito profunda, quando o armazenamento de carbono nas plantas é grande o suficiente para
a respiracdo embaixo da agua (Chen et al. 2010).

Alguns autores fizeram interpretacGes acerca das estratégias de tolerancia das plantas a
hipoxia: Crawford (1978) considera que, quando inundadas, ativariam as rotas metabolicas que
controlariam o mecanismo respiratério das raizes. Ja Armstrong (1979) considera que as plantas
ndo necessitariam alterar seu metabolismo, porque apresentariam adaptacdes morfoanatémicas
que possibilitariam a respiracdo aerobica. Entdo Joly (1991), sugere que em espécies tropicais
ocorre uma interacao entre 0s processos metabdlicos e as adaptacdes anatdmicas.

A hipoxia é o principal fator de estresse em solos com excesso de agua, € como
consequéncia disto, o déficit de oxigénio é sentido diretamente pelas raizes e indiretamente pela
parte aérea (Coelho et al. 2013). Desta forma, as plantas que crescem em locais sujeitos ao
alagamento desenvolvem mecanismos adaptativos envolvendo estruturas que proporcionam a
tolerancia dos vegetais a esse ambiente (Martinez et al. 2011).

Nestas condigdes, o crescimento da raiz é interrompido com reducdo da atividade apical
no sistema radicular que entra na regido da rizosfera com baixa concentracdo de O, entdo as

raizes adventicias sdo formadas e 0 movimento de O ocorre dentro dos aerénquimas, que sao
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uma série interligada de grandes espacos de ar, fornecendo um caminho alternativo de gases da
raiz até as extremidades do vegetal (Colmer & Voesenek, 2009; Grisi et al. 2011). J& na parte
aérea, 0 excesso de agua no solo pode induzir a clorose, senescéncia, inducéo da absciséo foliar,
reducdo do acumulo de biomassa, murchamento prematuro, queda da concentracdo de
nutrientes nas folhas e diminuicéo do crescimento (Visser et al. 2003; Coelho et al. 2013). Além
disso, as plantas desenvolvem alteracdes funcionais e metabdlicas, como a diminuicdo das
trocas gasosas, ativacdo do metabolismo anaerdbico, queda da capacidade fotossintética e do
potencial hidrico (Medina et al. 2009; Parolin et al. 2009).

Estruturas histologicas expressam caracteristicas fenotipicas distintas em funcéo das
condicdes ambientais, sendo assim, estudos anatdbmicos sdo altamente significativos,
especialmente quando associados a aspectos ecologicos e comparativos, além disso, a
adaptacdo das plantas ao ambiente depende, em grande parte, da sua estrutura interna (Metcalf
& Chalk, 1950).

Apesar da grande importancia econémica e ecoldgica de G. madruno, as informacdes
sobre as respostas morfoanatbmicas sobre alagamento ainda carecem de complementacdes e
requerem estudos sobre uma possivel plasticidade através da analise de influéncias ambientais.
Desta forma, no intuito de contribuir com tais informacdes, o presente trabalho teve como
objetivo descrever e avaliar G. madruno em condicdes de alagamento mediante analise de

aspectos morfoanatémicos.

2.2. Material e métodos
2.2.1. Condigdes experimentais

O experimento foi conduzido no horto botanico Jacques Huber, localizado no Museu
Paraense Emilio Goeldi (MPEG) em Belém-Pa. Foram utilizadas 40 mudas de Garcinia

madruno. O delineamento experimental constou no fator de 2 x 5, sendo: dois regimes hidricos,
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controle e alagamento, com 20 mudas cada, com medi¢6es aos 0 (T0), 21 (T1), 42 (T2), 63 (T3)

e 84 (T4) dias, com uma medicdo aos 365 dias de alagamento para as analises anatémicas.

2.2.2. Formacéao de mudas

Para a formacéo das mudas de G. madruno foram utilizadas sementes coletadas no horto
de Plantas Medicinais da Embrapa Amazoénia Oriental. As sementes foram submetidas a
despolpamento e imediatamente semeadas em latas de aluminio reciclado de 225 ml, contendo
areia e serragem esterilizada misturadas na proporcao de 1:1. Apos a emergéncia (48 dias depois
do semeio), as mudas foram repicadas para sacos de polietileno preto-opaco de 25 cm de altura
x 15 cm de diametro com perfuraces laterais, contendo como substrato uma mistura de (i) terra
preta, constituida do solo tipo latossolo amarelo, textura média, previamente seco ao ar e
retiradas as impurezas através dos processos de peneiramento e catacdo; (ii) serragem curtida e
(iii) esterco de gado na proporc¢éo de 3:2:1.

As mudas foram mantidas em viveiro durante 4 (quatro) meses. Apos este periodo,
foram selecionadas uniformemente considerando altura, didmetro do caule e nimero de folhas,
e posteriormente foram transferidas para vasos plasticos com capacidade de 12 L, contendo o
mesmo substrato usado na repicagem. Em seguida, 0s vasos com as plantas jovens foram
levados para a casa de vegetacdo onde permaneceram por um periodo de aclimatacdo de 60

dias.

2.2.3. Tratamentos utilizados e conducéo das plantas

No final do periodo de aclimatacdo, 40 (quarenta) plantas jovens de G. madruno foram
submetidas a dois regimes hidricos: (i) irrigado diariamente (controle) (vinte plantas) para repor
a agua perdida por evapotranspiracdo, feita individualmente para cada vaso, levando em

consideracdo as pesagens diarias do conjunto (vaso+planta+solo); e alagadas (vinte plantas),
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fazendo-se a manutengao diariamente da lIamina d’agua, cerca de 5 cm acima do nivel do solo.
Os vasos contendo as plantas jovens sob alagamento foram vedados com a superposicdo de
outro vaso seco, evitando a drenagem da agua. Os vasos foram etiquetados para a identificacdo

de cada tratamento e tempo ao longo do experimento.

2.2.4. Delineamento experimental
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em arranjo fatorial de
2 X 5, constando dois tratamentos e cinco periodos, com quatro repeticdes, totalizando 40

(quarenta) unidades experimentais. Cada unidade amostral foi composta de uma planta/vaso.

2.2.5. Variaveis morfoanatémicas

As variaveis morfoanatomicas (formacdo de lenticelas hipertroficas, de raizes
adventicias na base do caule e caracteristicas das raizes principais e laterais) foram observadas
visualmente nas plantas alagadas, anotadas a partir do 21° dia ap6s o alagamento do solo e
analisadas a cada dia experimental.

Foram confeccionadas laminas a fresco, com secdes a mao livre, e laminas permanentes,
seccionadas em micrétomo rotativo (Leica — SM2010R). As laminas foram confeccionadas a
partir de seces de folhas maduras (regido média do peciolo, nervura central e margem do
limbo) e raizes principais e laterais (coletados a 4 cm do colo e do apice, respectivamente).

Amostras seccionadas a mao livre ndo foram fixadas, enquanto as destinadas a
confecgéo de laminas permanentes foram fixadas em FAA 50 (formol, acido acético e alcool
etilico 50%, 1:1:18) por 24 horas, lavadas em alcool 50%, desidratadas (Johansen, 1940) e
incluidas em hidroxietilmetacrilato (hitoresin Leica ®; Gerritis & Smid, 1983). As se¢des a médo
livre foram coradas com azul de astra (1:1) e safranina-fastgreen (1:1) (Luque et al., 1996); ja

as seccdes feitas com micrétomo rotativo (Leica ® RM 2245) foram coradas com azul de
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toluidina 0,05%, pH 4,7 (O’Brien et al., 1964). As amostras seccionadas a méo livre foram
montadas com glicerina, enquanto que as ldminas permanentes foram montadas com Permout®
(Fisher Chemical) (Davanso-Fabro et al. 1998, 2003; Medri et al. 1998, 2007).

Para a realizacdo dos testes histoquimicos foram utilizados: o reagente de lugol para a
deteccdo de amido (Johansen, 1940); vermelho de ruténeo para deteccdo de mucilagens acidas
(Gregory & Baas, 1989); dragendorff para alcaloides (Svedsen & Verpoort, 1983); cloreto
ferrico 3% para compostos fendlicos totais (Johansen, 1940) e Vanilina cloridrica para taninos

(Mace & Howell, 1974).

2.3. Resultados
2.3.1. Andlise morfol6gica

As plantas de Garcinia madruno alagadas nas raizes apresentaram 100% de
sobrevivéncia apos a inducdo do estresse (Tabela 1).

As folhas de Garcinia madruno apresentaram o limbo inteiro simples, flexiveis,
coloracdo na face adaxial verde escuro e na face abaxial verde claro. O limbo apresentou
superficie lisa e forma eliptica, medindo em média 12, 63 (minimo: 2,1 cm; maximo: 23,6 cm)
cm de comprimento e 5,26 (minimo: 0,8 cm; maximo: 9,8 cm) cm de largura. A nervura central
é mais proeminente na face abaxial, apresentando nervuras secundarias com angulacdo de
aproximadamente 90° da nervura principal, dispondo-se de forma paralela. A margem € do tipo
acuneada, apice agudo, nervacao peninérvea e craspedodroma. A disposicdo das folhas no caule
é do tipo oposta distica (Figura 1).

A raiz de G. madruno ¢ do tipo axial ou pivotante, apresentando raiz principal muito
desenvolvida com raizes secundarias pouco desenvolvidas quando comparadas com a principal.

De forma geral para os parametros morfolégicos avaliados apds os 5 periodos de

alagamento, ndo foram observadas grandes modificagcdes na morfologia das folhas, mostrando
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que esses parametros sdo inerentes a esse tipo de condicéo, ou, por outro lado, indicam um certo
grau de tolerancia ao alagamento.

O alagamento do solo produziu rachaduras caulinares, que surgiram a partir do 21° dia
de alagamento. A partir da segunda semana, as lenticelas comecaram a surgir, e depois da
terceira semana (Figura 2), comecaram a aumentar em tamanho e quantidade, tornando-se
hipertréficas (Tabela 2).

O aparecimento de raizes adventicias s6 aconteceu a partir de 3 meses de alagamento.
No entanto, durante esse periodo de estresse, as plantas dos tratamentos apresentaram epinastia,
ou seja, a curvatura das folhas para baixo, além de sinais de necrose, ocasionando o
escurecimento das raizes principal e lateral, no entanto, ndo apresentou sinais de morte iminente

(Figura 3).

2.3.2. Anélise anatébmica

A face abaxial da epiderme, em vista frontal, € dotada apenas de células epidérmicas
comuns heterodimensionais, com formato poliédrico e paredes levemente sinuosas, dispostas
irregularmente, apresentando frequentemente idioblastos contento drusas de oxalato de calcio
(Figura 4-B). As células epidérmicas comuns da face adaxial sdo semelhantes aquelas da face
adaxial, no entanto, apresentam maior sinuosidade das paredes e ndo contém drusas e nem
estomatos (Figura 4-A).

Os estbmatos séo do tipo paracitico e encontrados apenas na regido abaxial da ldamina
foliar de forma aleatéria, sendo esta classificada como folha hipoestomatica, na qual as
estruturas se inserem no mesmo nivel das celulas circunvizinhas, rodeado por duas células
subsidiarias (Figura 4-C).

A folha, em secdo transversal, apresenta o mesofilo heterogéneo dorsiventral com

epiderme unisseriada em ambas as faces e sem nenhuma ornamentacdo (Figura 5-A). As
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paredes periclinais externas sdo revestidas por cera epicuticular (Figura 5-B), que é uma
cuticula lisa, e encontra-se mais espessa na face adaxial.

O parénquima palicadico é constituido por apenas uma camada de células e o
parénquima fundamental por 7 a 9 camadas, com células de tamanhos variados, presenca de
parénquima lacunoso, drusas e graos de amido. Feixes vasculares do tipo colateral percorrem o
mesofilo e canais secretores sdao observados interrompendo eventualmente o parénquima
fundamental (Figura 5-C e D).

A nervura principal, em secdo transversal, apresenta contorno biconvexo sendo mais
amplo e proeminente na face abaxial. A epiderme € uniestratificada com células
heterodimensionais, nas quais as paredes periclinais internas e externas apresentam contorno
arredondado nas faces abaxial e adaxial, além da presenca de cera epicuticular espessa em
ambas as faces. Na face abaxial, as células epidérmicas sdo interrompidas pelo colénquima,
sendo constituido por uma a duas camadas de células. Na face adaxial o colénquima nédo esta
presente (Figura 6-A).

O sistema vascular é formado por um feixe central concéntrico constituido por 4-5
elementos xilematicos envolvidos por células do floema e externamente envoltos por 3-4
camadas de fibras. Grdos de amido e drusas de oxalato de célcio sdo comuns no parénquima
cortical. Além disso, sdo observados aproximadamente 6 canais secretores na face adaxial, e 24
canais secretores na face abaxial. Estes sdo formados de 6 a 14 células epiteliais pequenas,
arredondadas e justapostas (Figura 6-B).

O peciolo, em seccdo transversal, apresenta forma cilindrica e semi-circular, com
epiderme unisseriada e células heterodimensionais, apresentando cuticula espessa, seguida de
3 a 4 camadas de colénquima subepidérmico (Figura 7-A). O parénquima fundamental é
composto de aproximadamente 21 camadas de células heterodimensionais, contendo drusas,

gréos de amido e canais secretores aleatorios com células epiteliais pequenas, arredondadas e



29

justapostas, variando de 7 a 15 células por ducto. O sistema vascular do peciolo constitui-se por
um anico feixe vascular em forma de arco aberto, sendo envolvido por uma camada de
endoderme e fibras (Figura 7-B e C).

Anatomicamente, a lamina foliar ndo apresentou diferencas entre os tratamentos
controle e alagado durante os cinco periodos de analise (TO, T1, T2, T3, T4). As diferencas
registradas ocorreram em relacao a raiz principal e raiz lateral das plantas cultivadas em solo
alagado (Tabela 3).

A raiz principal das plantas controle, em secdo transversal, possui forma cilindrica. A
superficie € constituida por uma camada de células epidérmicas irregulares e
heterodimensionais, com presenca de cuticula. A regido cortical apresenta uma camada de
exoderme e aproximadamente 31 camadas de células parenquimaticas com grande quantidade
de gréos de amido (Figura 8-A). A regido cortical das plantas alagadas a longo prazo apresenta
aproximadamente 0 mesmo numero de camadas de células parenquimaticas, no entanto,
observa-se a presenca de parénquima aerifero (Figura 8-B).

Os feixes vasculares sdo do tipo colateral, nos quais o xilema esta disposto em forma de
cruz na regido central da raiz, e o floema encontra-se alternadamente. Envolvendo os vasos
condutores, encontra-se uma camada de endoderme e mais internamente 3 a 4 camadas de
periciclo. Ja nas plantas alagadas, a exoderme encontra-se multisseriada, apresentando de 3 a 4
camadas.

A raiz lateral das plantas controle, em secdo transversal, também apresenta forma
cilindrica. A epiderme € unisseriada e apresenta cuticula. Abaixo da epiderme, encontram-se
de 2 a 3 camadas de exoderme seguida de aproximadamente 17 camadas de parénquima
fundamental, apresentando lacunas de parénquima aerifero (Figura 9-A). Os feixes vasculares
encontram-se na regido medular, sendo delimitados por uma camada de endoderme

externamente e 3 a 7 camadas de periciclo internamente. Os feixes vasculares das plantas
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alagadas também apresentam uma camada de endoderme externamente, no entanto,

internamente encontram-se de 5 a 10 camadas de periciclo (Figura 9-B).

2.3.3. Analise histoquimica

Os testes histoquimicos realizados na lamina foliar e na raiz de Garcinia madruno
(Kunth) Hammel, detalhado na tabela 4, detectaram a presenca de grdos de amido, com forma
ovoide, no parénquima fundamental do mesofilo (Figura 10-A), da nervura central (Figura 10-
B), do peciolo (Figura 10-C) e da raiz (Figura 10-D e E) de plantas alagadas. Nas plantas
controle, os graos de amido foram encontrados proximos aos canais do peciolo (Figura 10-F).

O teste de Dragendorff, aplicado para detectar alcaloides, apresentou-se positivo na
nervura principal (Figura 11-A), no peciolo (Figura 11-B) e na raiz (Figura 11-C) de plantas
alagadas, sempre ocorrendo no parénquima cortical. J& nas plantas controle, ndo foi detectado
alcaloide em nenhuma amostra.

Mucilagens acidas, detectadas através do teste vermelho de ruténeo, ndao foram
observadas em nenhuma das amostras seccionadas tanto em plantas controle como em alagadas.
Compostos fendlicos totais (cloreto férrico 3%) foram observados apenas nos canais secretores
do peciolo de plantas alagadas (Figura 11-D). Taninos, que sdo identificados atravées do teste

vanilina cloridrica, ndo foram observados em nenhuma amostra de plantas controle e alagadas.

2.4. Discussao
2.4.1. Morfologia

Souza et al. (2013) obtiveram o mesmo resultado de sobrevivéncia ap6s 90 dias de
alagamento com plantas de Garcinia brasiliensis Mart., onde todas as plantas sobreviveram ao

estresse imposto.
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Santa-Cecilia et al. (2013) observou 0 mesmo padrdo morfologico para a espécie G.
brasiliensis, corroborando os dados caracteristicos de Clusiaceae em geral, com folhas opostas,
pecioladas, raramente alternas e sem estipula (Castardo et al. 2008; Mundo & Duarte, 2008).
Fernandes (2007) relatou para 14 espécies de Clusia a variacdo da lamina foliar de forma
obovada a eliptica, apresentando margem inteira, levemente assimétrica, com angulo agudo e
peciolo com base dilatada. Jesus et al. (2014) descreveram folhas opostas, verdes, pecioladas e
base acuneada para plantulas de Calophyllum brasiliense Cambess.

O aparecimento de lenticelas hipertroficas € uma alteracdo morfoldgica frequentemente
relacionada com a sobrevivéncia de plantas em ambientes alagados (Joly, 1991; Waldhoff et al.
1998; Lobo & Joly, 1998; Mommer et al. 2006), presentes na espécie em estudo. Essas
estruturas podem proporcionar a entrada de oxigénio e a saida de compostos volateis, tais como
etileno, etanol e acetaldeido, e produtos toxicos do metabolismo anaerdbico (Haase et al. 2003;
Kolb & Joly, 2009).

Em muitos casos, tanto as lenticelas como as raizes adventicias, sdo conectadas a canais
de aerénquima que facilitam o transporte de O, da parte aérea para o sistema radicular (Colmer,
2003; Kolb & Joly, 2009), confirmando os dados do presente estudo, uma vez que Garcinia
madruno (Kunth) Hammel apresentou grande quantidade de lenticelas e 100% de taxa de
sobrevivéncia. Bailey-Serres & Voesenek (2008), classificaram como duas as estratégias de
resisténcia ao alagamento do solo: 1) Low Oxygen Escape Syndrome (LOES) ou Sindrome de
Escape a deficiéncia de Oxigénio, caracterizada pelo desenvolvimento de alteracdes anatdmicas
e morfologicas que facilitam a difuséo do Oz e a troca de gases entre a planta e 0 meio submerso;
2) Low Oxygen Quiescence Syndrome (LOQS) ou Sindrome de Quiescéncia a deficiéncia de
Oxigeénio, caracterizada pela limitacdo do crescimento e conservagéo de energia e carboidratos.

Dentre estas respostas, 0s autores também destacaram a possibilidade de uma resposta mista,
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envolvendo as duas estratégias, ou seja, alteracbes morfoanatdmicas e a restricdo do
crescimento.

No estudo de Souza et al. (2013) com Garcinia brasiliensis Mart. alagadas, as mudas sob
inducdo de estresse ndo apresentaram raizes adventicias, no entanto, lenticelas hipertréficas
foram bastante frequentes na base das hastes inundadas. Além de ndo apresentarem raizes
adventicias, as mudas obtiveram baixo desenvolvimento de raizes laterais devido a imposicao
do estresse, resultando na inibicdo do seu desenvolvimento e até mesmo a morte.

As raizes adventicias crescem tendendo paralelamente a superficie da agua, proximas
da regido mais arejada do solo, provavelmente para garantir algum suprimento de oxigénio que
favoreca a retomada de um metabolismo radicular parcialmente aerdbico, além disso, esse tipo
de raiz pode ser responsavel pelo aumento da capacidade de aquisicdo de nutrientes por causa
da oxigenacdo da rizosfera (Joly, 1991; Lobo & Joly, 1998; Parolin, 2001; Kolb & Joly, 2009).

Desta forma, o surgimento de raizes adventicias e lenticelas hipertroficas esta associado
a adaptacdo de Garcinia madruno (Kunth) Hammel ao ambiente alagado, uma vez que a espécie
habita em floresta de terra-firme, tais estratégias relacionam-se a oxigenacdo do sistema radical

como uma tatica para a sobrevivéncia, sendo considerada uma planta resistente ao alagamento.

2.4.2. Anatomia

Cronquist (1981) e Metcalfe & Chalk (1950), constaram a presenca de idioblastos
fenolicos, bem como cristais de oxalato de calcio para Clusiaceae, os quais estdo relacionados
com a protecdo da planta contra o ataque de herbivoros, podendo causar injurias no aparato
bucal ou dificultar a digestdo dos predadores (Finley, 1999), também no presente estudo foram
identificadas drusas em tal local.

N&o foram evidenciados tricomas na especie analisada, corroborando os dados de

Solereder (1908) que relatou auséncia dos mesmos na familia. No entanto, Metcalfe & Chalk
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(1983) afirmaram que os tricomas aparecem em algumas espécies, mas Sao raros entre 0s
representantes de Clusiaceae, e Morretes & Ferri (1972) observaram pontos de insercdo de
tricomas na face abaxial da epiderme de Clusia spathulaefolia Engl.

Fernandes (2007), trabalhando com 14 espécies de Clusia L., encontrou sete espécies
desprovidas de ornamentacdo (Clusia burchelli Engl., Clusia criuva Cambess., Clusia
fluminensis Planch. & Triana., Clusia hilariana Schltdl., Clusia lanceolata Cambess., Clusia
parviflora Humb. & Bonpl. ex Willd. e Clusia spiritu-sanctensis G. Mariz et Weinberg) e sete
espécies ornamentadas (Clusia aemygdioi Gomes da Silva & B. Weinberg, Clusia arrudae
Planch. et Triana, Clusia gardneri Planch. et Triana, Clusia insignis Mart., Clusia intermedia
G. Mariz, Clusia marizii Gomes da Silva & B. Weinberg e Clusia nemorosa G. Mey.).

Santa-Cecilia et al. (2013) analisaram a anatomia de Garcinia brasiliensis Mart.e
Gasparotto-Junior et al. (2005b) de Calophyllum brasiliensis, cujas epidermes sdo desprovidas
de qualquer tipo de tricoma, o que pode ser explicado pelo fato de que em varios casos 0s
tricomas aparecem apenas em alguns estagios de desenvolvimento da planta ou a sua frequéncia
varia em funcdo das condicGes ambientais (Metcalfe & Chalk, 1950).

A andlise anatdmica do bacuri (Platonia insignis Mart. - Clusiaceae) revelou estdbmatos
do tipo paraciticos e anomociticos ocorrendo em ambas as faces da folha (Alvarez & Potiguara,
2013). Fernandes (2007) caracterizou o género Clusia L. como hipoestomatico, no qual os
estdbmatos ocorreram apenas na superficie abaxial da folha.

De acordo com Metcalfe & Chalk (1950) e Gasparotto-Junior et al. (2005), as
Clusiaceae possuem estdmatos paraciticos exclusivamente na superficie abaxial da folha, dados
corroborados com o presente estudo. No entanto, Cronquist (1981) descreve dentro da familia
estdmatos do tipo anomociticos.

Vesque (1893) ndo concordou com a possibilidade de atribuir valor taxondémico aos

tipos de estdmatos, ja que tipos idénticos podem ocorrer em familias bastante distintas. No
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entanto, a medida que aumentam os estudos referentes aos estdbmatos, mais autores se
convencem do valor taxonémico dos mesmos (Van Cotthem, 1970).

Solereder (1908) e Metcalfe & Chalk (1957) consideraram caracteres comuns a familia
Clusiaceae: cuticula espessada, estdmatos restritos a face abaxial, cavidades secretoras
frequentes, cristais de oxalato de célcio (drusas) e hipoderme somente na face adaxial. No
presente estudo, este tipo de organizacéo tecidual foi confirmado, a exce¢do da hipoderme que
estd ausente em Garcinia madruno (Kunth) Hammel.

A descricdo de Garcinia brasiliensis Mart. feita por Santa-Cecilia et al. (2013) foi
bastante semelhante com o presente trabalho, uma vez que os autores observaram o mesofilo
dorsiventral com epiderme uniestratificada nas duas faces e camada unisseriada de parénquima
palicadico. Ja Alvarez & Potiguara (2013) descreveram o mesofilo de Platonia insignis Mart.
com camada multisseriada de parénquima palicadico, cujas células sdo caracteristicamente
tabulares, bifaciais e contiguas ao tecido. Fernandes (2007) observou hipoderme em todas as
espécies de Clusia L. estudadas. Régo & Kikuchi (2015) também observaram uma camada de
parénquima palicadico no mesofilo de Clusia fockeana Miq., no entanto, o parénquima
encontrado é do tipo secretor repleto de substancias fendlicas.

De acordo com Pykko (1966), a ocorréncia de cristais de oxalato de célcio nas folhas é
um carater exclusivo em nivel de familia ou género, ndo havendo nenhuma relacdo com o
ambiente. No entanto, quando se encontra em proporc¢des acima do normal, pode refletir,
algumas vezes, uma resposta a condi¢des patologicas (Metcalfe & Chalk, 1983).

Ja Prychid & Rudall (1999) afirmam que os cristais, além de importancia taxondmica,
podem representar formas de armazenamento de célcio e acido oxalico, além de serem
depdsitos de substancias do metabolismo secundario. Além disso, Fernandes (2007) sugere que
as drusas nas células do parénquima podem ser uma estratégia de aproveitamento da luz pelo

mesofilo, uma vez que os cristais podem auxiliar na difusdo de raios incidentes.
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As drusas de oxalato de célcio foram encontradas no parénquima fundamental,
corroborando com os estudos de Almeida-Cortez & Melo-de-Pina (2006), que demonstraram a
presenca de idioblastos contendo drusas no mesofilo e nas células secretoras de Vismia
(Clusiaceae).

Segundo Esau (1974), em Clusiaceae ocorrem grandes e abundantes ceélulas
parenquimaticas secretoras nos tecidos vasculares e fundamental da folha, mas com contetidos
ndo especificados. Vesque (1893) aponta para a forma dos estdbmatos, cristais na epiderme,
presenca de hipoderme, nimero de camadas e espessura em palica do mesofilo sdo importantes
para a determinacdo dos taxa dentro do género Garcinia L..

Em Garcinia madruno (Kunth) Hammel, a cuticula espessa e com impregnacao de cera
pode acarretar maior protecdo a dessecacao, uma vez que plantas alagadas podem ficar sujeitas
a deéficit hidrico, principalmente pela menor absorcdo de dgua causando por modificaces na
permeabilidade das membranas das células das raizes, levando a uma menor condutividade
hidraulica (Medri et al. 2011). Corroborando informacdes de Esau (1974) sobre a reducdo da
perda de agua realizada pela cuticula, camadas cutinizadas e cera superficial. Cutter (1986a) e
Barthlott et al. (1998) relatam que a composicao quimica da cuticula e dos estratos cutinizados
é variavel no que diz respeito a proporc¢éo de cutina e de cera nas camadas.

Cutter (1986b) afirma ainda que, além de compostos fendlicos, a cuticula é
extremamente resistente ao ataque de microrganismos, reduzindo a permeabilidade da epiderme
e tornando-se parte efetiva na protecdo da planta contra esses agentes externos.

Dentre as estruturas secretoras, 0s ductos e cavidades sdo as estruturas mais abordadas
na familia Clusiaceae (Solereder, 1908; Metcalfe, 1983; Fahn, 1988, 2000; Fernandes, 2007;
Camelo et al. 2012; Santa-Cecilia et al. 2013; Alavarez & Potiguara, 2013; Régo & Kikuchi,
2015). Curtis & Lersten (1990) evidenciaram pouco ou nenhum contetido de 6leo nos ductos

de duas especies de Hypericum L. (Clusiaceae). Ja Metcalfe & Chalk (1983) relatam que o
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fluido contido no interior dos ductos de Garcinia L. e de outros géneros da familia tem aspecto
leitoso e € semelhante ao latex. Anholeti et al. (2015) relata sistemas de canais produtores de
latex resinoso em espécies de Clusia L., que podem variar em abundancia, densidade e cor.
Régo & Kikuchi (2015) observaram idioblastos, tecido palicadico secretor e ductos no cortex
do peciolo, parénquima fundamental da nervura central e no mesofilo de duas espécies de
Clusia.

O latex pode muitas vezes estar relacionado a defesa contra patdgenos e também exercer
papel fundamental contra a herbivoria quando associado aos metabolitos secundarios como 0s
cristais (Ferral et al. 1991). Isto é possivel devido ao seu rapido depdsito nos espacos
intercelulares, formando barreiras que impedem a acdo de determinados organismos (Silva et
al. 2014).

Solereder (1908) frisa que a distribuicdo dos ductos pode ser util para a diagnose de
géneros e espécies na familia, sendo que os ductos secretores de Clusia podem percorrer o
mesofilo independentemente das nervuras ou estar a elas associados; o autor menciona ainda
sua ocorréncia na hipoderme e mais raramente no parénguima dos feixes vasculares.

Metcalfe & Chalk (1950) identificaram tipos distintos de estruturas vasculares em
peciolos de Guttiferae. De acordo com o0s autores, Garcinia mangostana L. possui os feixes
vasculares formando um tubo completamente fechado e circundado por feixes colaterais, dados
que diferiram com o presente estudo, uma vez que os feixes do peciolo de Garcinia madruno
(Kunth) Hammel apresentam forma cilindrica semi-circular. Com base em estruturas vasculares
pecioladas, Schofield (1968) dividiu os géneros de Garcinia L. em dois grupos: 1) com o arco
vascular aberto ou encurvado; 2) com feixes medulares totalmente fechados.

Em condi¢cbes de alagamento, o sistema radicular das plantas sofre com a baixa
disponibilidade de recursos para a manutencdo do crescimento (Crawford, 1992; Joly &

Braendle, 1995; Drew, 1997), com o aumento das concentragdes de etanol e lactato a niveis
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potencialmente tdxicos (Lobo & Joly, 1998), com a presenca de ions tdxicos e com o ataque de
patogenos; fatores que podem levar a morte radicular (Kozlowski, 1997).

De acordo com Colmer & Voesenek (2009), as raizes sofrem diretamente os efeitos do
alagamento do solo, no entanto, a parte aérea das plantas também sofrem consequéncias dessa
disfuncéo radicular, como deficiéncia de nutrientes e minerais e influxo de toxinas. Por isso, a
producdo de novas raizes superficiais como as de crescimento diagetropico e adventicias,
produzidas neste experimento por G. madruno, € um mecanismo adaptativo importante na
resisténcia ao alagamento do solo, pois podem ser capazes de retomar a funcéo perdida pelo
sistema radicular original prejudicado (Jackson & Drew, 1984).

Segundo Armstrong (1978,1979) e Medri et al. (2002) o desenvolvimento de espacos
intercelulares no parénquima cortical de raizes é muito comum em situacdes de anaerobiose do
solo, cujas estruturas sdo adaptacdes naturais que permitem a difusdo e o transporte dos gases
da atmosfera para a regido submersa do sistema de raizes. Além disso, 0s aerénguimas corticais
fazem um continuum entre caule e raiz em plantas sob hipoxia, o qual mantem o fornecimento
de O2 as raizes e permite também a difusdo de produtos téxicos como etanol, acetaldeido e
etileno, que tem seus niveis aumentados em resposta ao alagamento do solo (Tsukaha &
Kozlowski, 1985; Medri et al. 2011).

Jesus et al. (2014) descreveram a anatomia de Calophyllum brasiliense Cambess
(Clusiaceae) e observaram que a raiz principal apresenta epiderme irregular com células de
paredes finas e tricomas unicelulares. Souza et al. (2013) observaram nas raizes de Garcinia
brasiliensis Mart. alagadas o aumento de 23,70% em espessura da exoderme quando
comparadas com as plantas irrigadas normalmente, resultado semelhante ao presente estudo,
pois apesar de Garcinia madruno (Kunth) Hammel ndo ter apresentado espessamento da
exoderme, houve 0 aumento do numero de camadas em plantas estressadas, fato que pode ser

relacionado com a protecdo dos tecidos mais internos contra a perda de agua e oxigénio. Ja
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Yaylaci et al. (2013) relataram que as raizes de Hypericum sechmenii Oack & Koyuncu
(Clusiaceae) apresentam uma cuticula espessa, duas camadas de periderme e o parénquima
cortical com poucas camadas.

A formacao de aerénquima durante o periodo de alagamento estd associada a aeracéo e
oxigenacdo dos tecidos, favorecendo a entrada de oxigénio e a saida de gas carbonico,
resultando em grandes espacos intercelulares que ajudam na sustentacdo das plantas durante o

periodo de estresse.

2.4.3. Histoquimica

As substancias secretadas pelas plantas tem merecido atencdo de varios pesquisadores
que tem procurado elucidar sua natureza quimica e o que elas representam para o vegetal (Fahn,
1988, 2000; Nogueira et al. 2001; Régo & Kikuchi, 2015), sendo que Metcalfe (1983) ressalta
que algumas dessas substancias fornecem subsidios para estudos taxondmicos.

Os ductos secretores podem ser observados em quase todos os 6rgdos da planta, com
maior distribuicdo no parénquima cortical, podendo ocupar, algumas vezes, a regido
subepidérmica (Fritz & Saukel, 2011), corroborando com o observado em Garcinia madruno
(Kunth) Hammel.

Os compostos quimicos das plantas estdo divididos didaticamente em compostos
originarios do metabolismo primario ou do secundario; o metabolismo primario envolve os
metabolitos ou macromoléculas essenciais (lipidios, proteinas, grdos de amido) (Poser &
Mentz, 2001). O metabolismo secundario (cristais de oxalato de calcio, compostos fendlicos,
lignina, tanino) é utilizado como autoprotecdo contra ataques microbianos, herbivoria, e
radiacdo UV (Poser & Mentz, 2001).

Camelo et al. (2012) detectou grdos de amido em células clorofiladas de Vismia

guianensis Aubl. (Pers.) (Clusiaceae). Além disso, os autores também encontraram compostos
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fenolicos dispersos no parénquima palicadico e na epiderme da nervura principal, com menores
quantidades no floema.

Preiss & Sivak (1996) observaram graos de amido na maioria das plantas e em diferentes
estruturas: raizes, ramos, folhas, frutos e gréos de polen; que ocorrem dentro de plastidios,
organizados em granulos semicristalinos de tamanhos e formas que variam entre espécies,
Orgaos e estagios de desenvolvimento.

Fernandes (2007) observou em espécies de Clusia L. a presenca de amido no tecido
parenquimatico proximo a face abaxial na regido da nervura central e no tecido parenquimatico
circundante aos elementos condutores. O autor observou a presenca de taninos em todas as
células dos tecidos parenquimaticos e condutores.

Em relacdo aos tecidos secretores, Fahn (1988, 2000) afirmou que 0s mesmos sdo
usualmente classificados de acordo com as substancias produzidas, mas como 0 mesmo tecido
pode produzir um numero diferente de substancias, a classificacao torna-se complexa. Segundo
Esau (1974), em Clusiaceae ocorrem grandes e abundantes células parenquimaticas secretoras
nos tecidos vasculares e fundamental da folha, mas com contetdo nédo especificados. Com os
testes realizados, foram detectados compostos fendlicos, alcaloides e grdos de amido.

Pykkd (1966), Esau (1974) e Fahn (1988, 2000) mencionaram a possibilidade das
substancias tanicas estarem envolvidas com a protecao contra a dessecacao, 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. No entanto,
0 presente estudo ndo detectou taninos em nenhuma planta dos dois tratamentos, possivelmente
0s compostos fenolicos e os cristais de oxalato de calcio recompensam a protecédo pela auséncia
dos taninos, uma vez que Cronquist (1981) e Metcalfe & Chalke (1950) citam essa

possibilidade.
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Os compostos fendlicos, além de auxiliar contra o ataque de patdgenos, também sdo
utilizados na medicina como antioxidantes e no tratamento de cancer e doencas cardiacas
(Cooper-Driver & Bhattacharya, 1998). Associado a tais fatores, esses compostos também estdo
relacionados ao mecanismo de adaptacao e resisténcia da planta ao meio ambiente (Rocha et

al. 2011), fato que pode explicar a presenca desses compostos somente em plantas alagadas.

Tabela 1. Sobrevivéncia, producdo de folhas e sinais visiveis de estresse (clorose, murcha, abscisdo foliar e
epinastia) em plantas alagadas. (+) presenca, (-) auséncia.

Plantas alagadas

Sobrevivéncia +
Producéo de folhas +
Clorose -
Murcha -

Abscisao foliar -

Epinastia +

Figura 1: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. A) Tratamento alagado; B) face adaxial mostrando angulacéo de
90° das nervuras secundarias em relagdo a principal.



Figura 2: Garcinia madruno (Kunth) Hammel, evolugédo do caule durante os periodos de alagamento. A) Tempo
0, planta controle evidenciando a auséncia de lenticelas nas plantas em condi¢des de normoxia; B) T1, planta
alagada demonstrando o inicio do surgimento das lenticelas; C) T2, planta alagada demonstrando a hipertrofia das
lenticelas; D) T3, planta alagada explicitando lenticela hipertréfica e rachaduras caulinares; E) T4, planta alagada
com maior quantidade de lenticelas hipertréficas e severas rachaduras caulinares.
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Tabela 2. Ocorréncia de estruturas tipicas de plantas tolerantes ao alagamento presente em Garcinia madruno. (+)
presenca, (-) auséncia.

CONTROLE ALAGADO
Rachaduras caulinares - +
Lenticelas hipertroficas - +
Aerénquima - +
Raizes adventicias - +

® (0] ... 0[N UREG!

Figura 3: Garcinia madruno (Kunth) Hammel, evolucédo das raizes ao longo dos periodos de estresse. A) TO,
planta alagada com grande volume de biomassa; B) T1, planta alagada apresentando leve decréscimo na biomassa
das raizes laterais; C) T2, planta alagada com visivel diminuicdo da biomassa das raizes; D) T3, planta alagada
com decréscimo significante de biomassa e inicio de necrose; E) T4, planta alagada com baixa biomassa e alto
nivel de necrose radicular.

ce adaxial; B)

£

g'ura 4: Garcinia madruno}(
Paredes celulares sinuosas e drusas (setas), face abaxial; C) Estdmatos paraciticos, face abaxial. Escalas = 2 um
(A, B, C).

F
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Figura 5: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. Secdo transversal do mesofilo. A) Mesofilo evidenciando feixes
vasculares; B) Mesofilo evidenciando epiderme da face superior com cuticula espessa, parénquima paligadico
uniestratificado, parénquima lacunoso e drusas; C) Canais secretores percorrendo o mesofilo; D) Drusas de oxalato
de célcio. (fv: - feixe vascular; cu - cuticula; ep.s - epiderme superior; pp - parénquima pali¢adico; pl - parénquima
lacunoso; dr - drusas; cs - canal secretor). Escalas = 10 um (A); 2 uM (B, D); 3 um (C).
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Figura 6: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. Se¢éo transversal da nervura central. A) Epiderme uniestratificada,
cera epicuticular em ambas as faces, colénquima subepidérmico na face abaxial, feixe vascular concéntrico envolto
por fibras e canais secretores (setas); B) Canal secretor. Escalas = 32 um (A), 4 um (B).

Figura 7: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. Secdo transversal do peciolo. A) Vista geral do peciolo
evidenciando parénquima fundamental composto por aproximadamente 21 camadas de células; B) Epiderme
superior com cera epicuticular espessa e colénquima subepidérmico; C) Feixe vascular em forma de arco aberto
envolto por endoderme e fibras. (ep.s — epiderme superior; cu — cuticula; fv — feixe vascular). Escalas = 60 pm
(A), 4 um (B), 7 um (C).
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Tabela 3. Garcinia madruno (Kunth) Hammel, diferencas anatbmicas entre os tratamentos.

CONTROLE ALAGADO
Auséncia de aerénquima Presenca de aerénquima
Raiz principal Exoderme unisseriada 2 a 3 camadas de exoderme
Raiz lateral 3 a 7 camadas de periciclo 5 a 10 camadas de periciclo

S RS n L e R R T N Y,
Figura 8: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. Secdo transversal da raiz principal. A) Camada de células
epidérmicas irregulares com cuticula e exoderme; B) Parénquima fundamental com formagdo inicial de
aerénquima, feixes vasculares envoltos por endoderme e periciclo. (ep — epiderme; ex —exoderme; pf — parénquima
fundamental; fv — feixe vascular; ae — aerénquima; en — endoderme; pr - periciclo). Escalas = 10 pm (A), 2 um

(B).
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Figura 9: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. Secédo transversal da raiz lateral. A) Epiderme unisseriada com
cuticula e exoderme; B) Parénquima fundamental com aerénquima, feixes vasculares envoltos por uma camada de
endoderme e periciclo. (cu — cuticula; ep — epiderme; ex — exoderme; em — endoderme; pr — periciclo; fv — feixe
vascular; ae - aerénquima). Escalas = 40 pm (A), 11 pm (B).
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Tabela 4. Garcinia madruno (Kunth) Hammel, localizagdo dos compostos detectados através de testes
histoquimicos na lamina foliar e na raiz, em condigdes ambientais normais e sob alagamento.

Composto Reagente CO AL
NC MF PC RZ NC MF PC RZ
Alcaloide Dragendorff - - - - + - + +
Amido Lugol - - + - + + + +
Composto  Cloreto férrico - - - - - - + -
fendlico
Tanino Vanilina - - - - - - - -
cloridrica
Mucilagem  Vermelho de - - - - - - - -
ruténeo

NOTAS: + reacdo positiva para 0 composto

- reacgdo negativa para 0 composto

Legenda: CO: controle; AL: alagado; NC: nervura central; MF: mesofilo; PC: peciolo;

RZ: raiz.
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Figura 10: Garcinia madruno (Kunth) Hammel. Reagente de Lugol. A) Canal secretor do mesofilo com amido
(seta); B) Canal secretor da nervura central com contetido de amido (seta); C) Canal secretor do peciolo com amido
(seta); D) e E) Parénquima fundamental da raiz com grdos de amido; F) Canais secretores do parénquima
fundamental do peciolo com contetido de amido (setas). Escalas = 1,5 um (A), 2 um (B, D), 3 um (C); 5 um (E),
15 pum (F).

v L
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Figura 11: Garcinia madruno (Kunt) Hammel. A) Alcaloides detectados nos canais secretores da nervura central
(teste Dragendorff); B) Alcaloides detectados nos canais secretores do peciolo; C) Alcaloides detectados nos canais
secretores da raiz; D) Compostos fendlicos totais (teste Cloreto férrico 3%) observados nos canais secretores do
peciolo. Escalas =2 um (A, B, D), 4 um (C).
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3. Capitulo 2: Crescimento e biomassa de Garcinia madruno (Kunth) Hammel
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Resumo

Garcinia madruno (Kunth) Hammel é uma arvore neotropical que ocorre naturalmente em
florestas de terra firme, considerada uma alternativa viavel para a Amazonia por ser uma das
principais fontes de renda da populacéo, além de sua importancia medicinal, cujo latex é usado
para a cura de diversas doencas. O estudo objetivou analisar o crescimento e a biomassa de
plantas em alagamento. Plantas jovens de Garcinia madruno foram submetidas a dois regimes
hidricos: controle irrigado diariamente; e alagado por um periodo de 84 dias. A altura da planta,
diametro do caule, nimero de folhas, massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz
(MSR), massa seca total (MST), razdo raiz/parte aérea (R/PA) foram avaliados a 0, 21, 42, 63,
e 84 dias. As plantas alagadas obtiveram 100% de sobrevivéncia durante o periodo de estresse.
O alagamento provocou aumento significativo na altura das plantas ao longo do tempo de
estresse (p = 0,03), com incremento de 5,81%. O leve decréscimo do didametro do caule (DC),
de 1,8% das plantas alagadas, ndo foi significativo. Quanto ao nimero de folhas, apesar da
média das alagadas ter sido maior que a média dos controles, o pardmetro também néo
apresentou diferencas significativas, indicando que o DC e o nimero de folhas ndo sofrem
alteracdes com a imposicdo de estresse. A MSPA foi significativamente maior no periodo
alagado, com incremento de 7,9%. A MST reduziu significativamente ao longo do tempo de
estresse, com diminuicdo de 4,4%. A MSR também reduziu significativamente ao longo do
experimento. Desta forma, pode-se concluir que o bacurizinho é uma espécie resistente ao
alagamento.

Palavras-chave: Amaz0nia, estresse, bacurizinho, terra firme, frutifera.
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Abstract

Garcinia madruno (Kunth) Hammel is a tropical tree that occurs naturally in terra firme forests,
considered a viable alternative to Amazon for being a major source of population is income, as
well as it is medicinal importance, which latex is used for healing various diseases. The study
aimed to analyze the growth and biomass plants in flooding. Young plants of Garcinia madruno
were subjected to two water regimes: irrigated control daily; and soaked for a period of 84 days.
The plant height, stem diameter, number of leaves, dry weight of shoot (MSPA), root dry mass
(MSC), total dry matter (MST), ratio root/shoot (R/PA) were measured at 0, 21, 42, 63 and 84
days. The flooded plants had 100% survival over the period of stress. The flooding caused a
significant increase in plant height over stress (p=0.03), and increase of 5.81%. The slight
decrease in stem diameter (DC), 1.8% of the flooded plants was not significant. Regarding the
number of leaves, although the average flooded have been higher than the average of the
controls, the parameter also showed no significant differences. The MSPA was significantly
higher in waterlogged period, na increase of 7.9%. The MST was significantly reduced over
time stress, a reduction of 4.4%. The MSR also reduced significantly throughout the
experiment. Thus, it can be conclued that the bacurizinho is a resistant strain to flooding.

Key-words: Amazon, stress, bacurizinho, terra firme, fruit.
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3.1. Introducéo

Garcinia madruno (Kunth) Hammel, conhecida popularmente como bacurizinho (Pard),
¢ uma planta que produz frutos pequenos, nativa da Amazoénia é esporadicamente cultivada,
uma vez que seus frutos, apesar de serem comestiveis, apresentam baixo rendimento em polpa,
onde o principal periodo de frutificacdo ocorre entre janeiro e maio (Costa et al. 2012; Barbosa
et al. 2008). No entanto, Garcinia é utilizada como porta-enxerto ananicante para espéecies dos
géneros Rheedia e Garcinia que apresentam porte elevado, como o bacuripari (Rheedia
macrophylla Planchon et Triana) e 0 mangostdo (Garcinia mangostana L.) (Nascimento et al.
2002; Costa et al. 2012).

Clusiaceae, também ¢é conhecida como Guttiferae pertence as angiospermas, a
Malpighiales, é, de acordo com sinapomorfias morfologicas e moleculares, considerada
monofilética (Gustaffson et al. 2002). A principal caracteristica da familia é a presenca
significativa de latex na maioria das espécies (Santa-Cecilia et al. 2013). Os representantes da
familia ocorrem, geralmente, em &reas tropicais (Fernandes, 2007). No Brasil, Clusiaceae
apresenta 21 géneros, 201 espécies e 13 subespécies, com extensdo na Amazo6nia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (Bittrich et al. 2013).

Garcinia (Clusioideae) possui cerca de 500 espécies (Asinelli et al. 2011) e representa o
maior género da familia Clusiaceae (Abdullah & Ismail, 2010). Além disso, estudos
fitoquimicos revelaram uma enorme gama de compostos fendlicos no género, e muitos desses
compostos possuem principios ativos com propriedades farmacoldgicas contra varias doengas
(Pereira et al. 2010), sendo utilizada no tratamento anti-infeccioso, antitumoral, antimicrobiano,
analgesico, contra infecgdes cuténeas, dores reumaticas e hemorragias, antitetanico e laxante
(Espinosa et al. 2013). Alem disso, 0 género é de grande importancia econémica, uma vez que

faz parte da alimentagédo da populacéo da regido Amazonica (Barbosa et al. 2008).
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De acordo com Lorenzi (2009), na Amazonia, Garcinia madruno (Kunth) Hammel ocorre
principalmente na mata de terra-firme sobre terrenos bem drenados. Por tal motivo,
compreender as caracteristicas adaptativas do bacurizinho em situacdo de alagamento do solo
configura um grande passo para conhecer suas estratégias de sobrevivéncia, uma vez que
apresenta importancia ecologica, econdémica e madeireira (Lorenzi, 2009).

Em solos sujeitos ao alagamento, a hipoxia torna-se evidente, de maneira mais explicita
nos Orgaos que estdo em contato direto com a agua e, consequentemente, exibem elevada
demanda metabdlica para suportar o estresse, como por exemplo as raizes (Mattos et al., 2005).
Mesmo assim, algumas espécies arbdreas sinalizam potencial para tolerarem a baixa
concentracdo de Oz e apresentam caracteristicas adequadas para revegetar/restaurar ambientes
submetidos a pulsos de alagamento (Goncalves et al., 2013).

Para as espécies arboreas tolerarem os efeitos do alagamento, Lobo & Joly (1998)
descreveram dois tipos de mecanismos biologicos que podem ser ativados durante o periodo de
estresse. Um deles representa as adaptacdes para evitar a perda de O, tais como formacao de
lenticelas hipertroficas e aerénquimas que permitem trocas gasosas. Por outro lado, outros
mecanismos como o desvio do metabolismo aerdbico para 0 anaerdbico, reducdo da taxa
metabolica, producdo de antioxidantes e hormdnios sdo estratégias para tolerar o déficit de
oxigénio.

Alem disso, a diminuicdo da disponibilidade de O2 no solo influencia na sobrevivéncia,
no crescimento e na produtividade de plantas terrestres (Pezeshki, 2001), interferindo nas trocas
gasosas foliares, na absor¢cdo de macro e micronutrientes minerais, no balanco hormonal e na
producéo de biomassa (Kozlowski, 1997).

O crescimento das plantas e a produtividade primaria dos ecossistemas sdo dependentes
da fotossintese (Pereira, 1995). Qualquer fator estressante do ambiente que, de alguma forma,

afete a taxa fotossintética, ira interferir no ganho liquido de matéria seca e, consequentemente,
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no crescimento (Rehem et al., 2009). Portanto, os estudos que avaliem ao longo de um periodo
os efeitos do estresse sobre os parametros de crescimento, auxiliam na elucidacdo dos
mecanismos de tolerancia ao estresse, particularmente nas espécies que alterem seu padréo de
crescimento quando submetidas a condi¢cBes ambientais extremas.

Diante disto, o objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos do alagamento em
relacdo ao crescimento e a biomassa de Garcinia madruno, tendo como hipotese de que o

estresse diminui o crescimento da espécie e reduz a alocacdo de biomassa como um todo.

3.2. Material e métodos
3.2.1. Condic¢Ges experimentais

O experimento foi conduzido no horto botanico Jacques Huber, localizado no Museu
Paraense Emilio Goeldi (MPEG) em Belém-Pa. Foram utilizadas 40 mudas de Garcinia
madruno. O delineamento experimental constou no fator de 2 x 5, sendo: dois regimes hidricos,
controle e alagamento, com 20 mudas cada, com medi¢des aos 0 (T0), 21 (T1), 42 (T2), 63 (T3)

e 84 (T4) dias.

3.2.2. Formacao de mudas

Para a formacdo das mudas de G. madruno foram utilizadas sementes coletadas no horto
de Plantas Medicinais da Embrapa Amazo6nia Oriental. As sementes foram submetidas a
despolpamento e imediatamente semeadas em latas de aluminio reciclado de 225 ml, contendo
areia e serragem esterilizada misturadas na proporcéao de 1:1. Apos a emergéncia (48 dias depois
do semeio), as mudas foram repicadas para sacos de polietileno preto-opaco de 25 cm de altura
x 15 cm de diametro com perfuraces laterais, contendo como substrato uma mistura de (i) terra

preta, constituida do solo tipo latossolo amarelo, textura média, previamente seco ao ar e
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retiradas as impurezas através dos processos de peneiramento e catacédo; (ii) serragem curtida e
(iii) esterco de gado na proporc¢éo de 3:2:1.

As mudas foram mantidas em viveiro durante 4 (quatro) meses. Ap0s este periodo,
foram selecionadas uniformemente considerando altura, didmetro do caule e numero de folhas,
e posteriormente foram transferidas para vasos plasticos com capacidade de 12 L, contendo o
mesmo substrato usado na repicagem. Em seguida, 0s vasos com as plantas jovens foram
levados para a casa de vegetacdo onde permaneceram por um periodo de aclimatacédo de 60

dias.

3.2.3. Tratamentos utilizados e conducéo das plantas

No final do periodo de aclimatacdo, 40 (quarenta) plantas jovens de G. madruno foram
submetidas a dois regimes hidricos: (i) irrigado diariamente (controle) (vinte plantas) para repor
a agua perdida por evapotranspiracdo, feita individualmente para cada vaso, levando em
consideracdo as pesagens diarias do conjunto (vaso+planta+solo); e alagadas (vinte plantas),
fazendo-se a manutencdo diariamente da lamina d’agua, cerca de 5 cm acima do nivel do solo.
Os vasos contendo as plantas jovens sob alagamento foram vedados com a superposicdo de
outro vaso seco, evitando a drenagem da agua. Os vasos foram etiquetados para a identificacdo

de cada tratamento e tempo ao longo do experimento.

3.2.4. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em arranjo fatorial de
2 X 5, constando dois tratamentos e cinco periodos, com quatro repeticoes, totalizando 40
(quarenta) unidades experimentais. Cada unidade amostral foi composta de uma planta/vaso.

Foi aplicada a Analise de Variancia (ANOVA) para verificar possiveis diferencgas entre as
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variaveis durante o periodo de alagamento e entre os tratamentos. O teste de Tukey foi aplicado

para detectar quais das variaveis eram diferentes entre si.

3.2.5. Variaveis de crescimento

Foi quantificado o numero de folhas (NF), altura das plantas (AP) e diametro do caule
(DC). O numero de folhas foi obtido a partir da contagem das mesmas, considerando-se folhas
aquelas que ja apresentavam seu formato final. A altura das plantas foi obtida por meio da
medicdo direta do caule, na regido compreendida entre o coleto e o meristema caulinar,
utilizando-se uma trena fixada em régua de madeira.

Em cada periodo de avaliagdo, as plantas de cada tratamento (controle e alagadas), ap6s
a retirada dos vasos, foram levadas ao Laboratorio de Fisiologia Vegetal, onde foram separadas
as raizes (lavadas em agua corrente para retirar todos os residuos de solo e secadas em papel
absorvente); parte aérea e acondicionada, separadamente, em sacos de papel de massa
conhecida para posterior secagem em estufa de ventilacdo for¢ada a 65°C até obtencdo de massa
constante.

Cada parte da planta foi pesada em uma balanca analitica para determinacdo de massa
seca da raiz (MSR); massa seca da parte aérea (MSPA) (calculado como a soma da massa seca

do caule e das folhas) e massa seca total (MST).

3.3. Resultados

O estresse do alagamento nédo influenciou na sobrevivéncia das plantas jovens de
Garcinia madruno, onde a espécie apresentou 100% de sobrevivéncia. No entanto, o alagamento
provocou, de modo geral, reducdo na altura de plantas jovens de Garcinia madruno (Kunth)
Hammel comparada ao controle (Figura 1). A anélise estatistica ndo demonstrou diferenca

significativa entre os tratamentos (p = 0,34), no entanto diferencas significativas foram
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observadas entre o tempo de avaliagdo (p = 0) e a interacdo entre os fatores (p = 0,03), onde a
média de altura das plantas alagadas foi 75,9 cm, e 77,9 cm para plantas controle.

Considerando o diametro do caule, este tendeu a aumentar ao longo do periodo de
alagamento, no entanto, as médias das alagadas foram menores que as controle, confirmando
as diferencas significativas apenas entre o tempo de avaliacdo (p = 0,03) e interacdo entre 0s
fatores (p = 0,03) (Figura 2), onde tanto as plantas alagadas como as controles apresentaram
médias de 12, 38 mm.

Em relacdo ao nimero de folhas, apesar da média das plantas alagadas (95,3) ter sido
maior que a média das plantas controles (83,9), ndo houve diferenca significativa entre 0s
tratamentos (p = 0,09), entre os periodos de analise (p = 0,76) e nem interacdo entre os fatores
(p =0,81) (Figura 3). O numero de folhas das plantas controle apresentou um pico em T2, com
média de 90 folhas por planta. Ja as alagadas aumentaram o numero de folhas conforme o
periodo de alagamento, tendo uma reducdo apenas no ultimo periodo de avaliacdo,
apresentando média de 85,5 folhas por planta.

Para a variavel massa seca da parte aérea (MSPA) (Figura 4-A), foi verificada diferenca
estatistica apenas para o tempo de estresse (p = 0), onde as plantas alagadas obtiveram maior
acimulo de MSPA quando comparadas as controles, com médias de 77,1 g e 714,
respectivamente. As plantas estressadas apresentaram um incremento de 7,9% em relacdo ao
tratamento controle, pressupondo 0 aumento do caule e, principalmente, das folhas (Figura 4-
BeC).

Quanto a massa seca total (MST), foi observado um padrdo bastante oscilante, no qual
a variavel obteve maior incremento nas plantas controles em T2 e T4, e nas alagadasem Tl e
T3, apresentando diferenca significativa apenas para o tempo de alagamento (p = 0) (Figura 4-

D).
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Quanto a massa seca da raiz (MSR), a variavel apresentou variacdo significativa entre
os tratamentos (p = 0,01), o tempo de estresse (p = 0,01) e na interacdo entre os fatores (p =
0,02). A variavel exibiu um padrdo bastante oscilante, apresentando maior incremento em
massa das plantas controles em T2 e T4, e nas alagadas em T1 e T3 (Figura 5-A).

A razdo raiz/parte aérea diferiu significativamente entre os regimes hidricos (p =0) e 0
tempo de alagamento (p = 0), onde as plantas alagadas e controles tenderam a reducdo do
incremento em massa, no entanto, a média das plantas controles foi maior e apresentou um pico

no periodo T4 (Figura 5-B).

3.4. Discusséo

Em condicdes de hipoxia, geralmente ocorre a reducdo do crescimento e da
sobrevivéncia das plantas pela ineficiente producdo de ATP, como consequéncia da
anaerobiose do solo (Parolin, 2009; Parolin & Wittmann, 2010; Kabrick et al., 2012). Sendo
assim, o vegetal adota estratégias para economizar energia como forma de superar o
alagamento, como a reducdo do metabolismo, morte ou baixo crescimento radicular e limitagédo
do crescimento (Glenz et al., 2006; Colmer & Voesenek, 2009).

O aumento do crescimento no ultimo periodo de avaliagdo em plantas estressadas e sua
alta taxa de sobrevivéncia podem indicar uma eficiente taxa fotossintética para a producédo de
biomassa da parte aérea para essas plantas, fato que pode estar relacionado a sua tolerancia ao
alagamento.

Ja a sobrevivéncia de 100% das plantas alagadas pode ser atribuida ao fato da producéo
e/ou manutencdo de folhas durante o periodo de estresse. Desta forma, a tolerancia ao
alagamento pode ser devido a producdo de compostos carbonados por meio da fotossintese,

uma vez que, em T4 as raizes ja se encontravam com sinais de necrose.
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Lin et al. (2006) afirmam que em situacGes de hipoxia ou anoxia das raizes, podem
ocorrer alteragdes na parte aérea devido a reducdo da absorcédo e translocacdo de nutrientes,
onde a sobrevivéncia da planta depende do equilibrio na distribuicdo de fotoassimilados entre
suas varias partes (Batista et al., 2008), desta forma, a reducéo do didametro do caule em plantas
alagadas ocorreu, possivelmente, pelo ineficiente transporte de oxigénio fixado da parte aérea
para as outras partes da planta, fato que pode ser comprovado pelo menor desenvolvimento das
raizes estressadas, uma vez que estas apresentaram menor incremento em massa seca quando
comparadas as controles.

A maior contribuicdo do nimero de folhas para a massa seca total durante o experimento
pode ser atribuida ao fato de que a planta desenvolve estrategicamente a parte aérea para
garantir, através da fotossintese, a sua sobrevivéncia.

Alam et al. (2011) e Parolin (2009) afirmaram que existe uma interdependéncia entre o
sistema radicular e a parte aérea, desta forma, as mudancas do metabolismo aerébico em raizes
de plantas estressadas levam a uma baixa producao de energia, promovendo menor absor¢éo de
nutrientes e minerais, resultando na deficiéncia hormonal e de ATP nas raizes e na parte aérea,
ocasionando diminuicdo do sistema radicular e sinais de clorose e abscisdo de folhas mais
velhas (Glenz et al., 2006). Fato que pode ser atribuido ao presente estudo, uma vez que plantas
alagadas apresentaram reducéo e escurecimento significativos das raizes em relacdo ao controle
e sinais de epinastia nas folhas, que ocorre através da biossintese de etileno na parte aérea (Katz
et al., 2005).

Solos com saturacdo hidrica ocasionam a inibicdo do crescimento ou morte das raizes
devido ao acumulo de substancias fititoxicas (etileno e dioxido de carbono) que sdo comuns em
solos alagados, promovendo a reducgédo da absorcdo de agua, oxigénio e nutrientes de plantas
submetidas ao estresse (Shabala, 2010; Slewinski & Braun, 2010), o que pode ter resultado no

decréscimo acentuado da massa seca da raiz de Garcinia madruno submetida ao alagamento,



70

no entanto, a reducdo da MSR néo foi fator limitante para a sua sobrevivéncia durante o periodo
experimental.

A reducdo da biomassa da raiz em ambientes alagados é fato comprovado em diversos
estudos (Medri et al., 2007; Grisi et al., 2011; Maurenza et al., 2012), e reforcado no presente
estudo. No entanto, a baixa producéo de raizes nao pode ser considerada de total desvantagem,
uma vez que o maior comprimento do sistema radicular em ambientes alagados resultaria em
uma maior area de absorcao de oxigénio, que ja esta quase que completamente escasso em solos
bem drenados, ocasionando um efeito inverso ao esperado, que seria a perda de oxigénio da
raiz para o solo (Sorrel, 1994).

A reducdo da razdo entre raiz e parte aérea indica que a maior parte da biomassa foi
alocada para a parte aérea, 0 que pode ter possibilitado a manutencdo do incremento da sua
massa seca total, resultado que pode ser comprovado pelo aumento do nimero de folhas e do
diametro do caule em plantas alagadas. Visser et al. (2000) afirmam haver esse padrdo, onde as
espécies alagadas ajustam a alocacdo de biomassa afim de aumentar o investimento na parte
aérea para adiquidir oxigénio e reduzir investimentos no sistema radicular para também reduzir
a demanda de oxigénio.

A interacdo entre tratamento e tempo, ocorrida para MSR, altura e DC, indica que a
duracdo do alagamento foi um fator determinante para o incremento das varidveis analisadas.
A resposta apresentada por um individuo quando alagado depende ndo somente de fatores
bidticos como o seu estagio de desenvolvimento e capacidade de aclimatar-se, mas tambem de
fatores abidticos como intensidade, duracdo e frequéncia do alagamento (Glenz et al., 2006;

Jackson & Colmer, 2005).
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Figura 3: Garcinia madruno (Kunth) Hammel, nimero de folhas das plantas.

100
% ] 60

80
70 45
—- 60 -
Il 2
; 50 Q 30
< ]
5“: 40 S
=
30
20 .k
10
0 0
Tl 2 T3 T4 Il T2 13 T4
m Controle O Alagado m Controle OAlagado
50
150
45
40
120
3 » )
= 20 = 60
15
10 30
0 0
Tl T2 T3 T4 TI T2 T3 T4
mControle OAlagado m Controle O Alagado

Figura 4: Garcinia madruno (Kunth) Hammel, massa seca da parte aérea (A); massa seca do caule (B); massa
seca da folha (C); massa seca total (D).
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Conclusoes gerais

Garcinia madruno (Kunth) Hammel é resistente ao alagamento, uma vez que 0 estresse
provocou o aparecimento de estruturas adaptativas que proporcionam a sua sobrevivéncia em
ambientes hipdxicos, tais como o surgimento de lenticelas hipertroficas e raizes adventicias.
Além disso, em condigdes de estresse, houve o aumento do numero de folhas e,
consequentemente, 0 aumento da massa seca da parte aérea, possibilitando uma maior eficacia

na fotossintese.



	capa_oficial
	corpo do texto_oficial (1)

