Bianca Ortiz da Silva

Analise Estrutural e Histoquimica de
Croton macrobothrys Baillon e Croton

floribundus Spreng (Euphorbiaceae)

DISSERTACAO DE MESTRADO SUBMETIDA A UNIVERSIDADE
FEDERAL DO RIO DE JANEIRO VISANDO A OBTENCAO DO
GRAU DE MESTRE EM CIENCIAS BIOLOGICAS (BIOFISICA)




Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



II

Bianca Ortiz da Silva

Analise Estrutural e Histoquimica de
Croton macrobothrys Baillon e Croton

floribundus Spreng (Euphorbiaceae)

Volume Unico

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pos-
Graduagao em Biologia Celular e Parasitologia — Instituto de
Biofisica, Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ,
como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de

Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Biofisica)

Orientador: Ricardo Pereira Louro

Rio de Janeiro, 2006



Silva, Bianca, O. Anadlise estrutural e Histoquimica de Croton
macrobothrys Baillon e Croton floribundus Spreng (Euphorbiaceae). Rig
de Janeiro, 2006. XI1 + 150p

Dissertacdo Mestrado em Biologia Celular - Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, 2006.

Orientador: Ricardo Pereira Louro

1.Euphorbiaceae. 2.Croton. 3. Anatomia da folha. 4. Anatomia do caule.

5. Ultraestrutura. 6. Histoquimica.




“Analise estrutural de Croton macrobothrys
Baillon e Croton floribundus Spreng”

BIANCA ORTIZ DA SILVA

DISSERTAGCAO DE MESTRADO SUBMETIDA A UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO DE JANEIRO VISANDO A OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE EM
CIENCIAS BIOLOGICAS (BIOFISICA)

APROVADA POR :

/;/Jr\c‘:'t{,:’lf Ag -fi‘f fﬁ/?

Dra‘_,blécisa Leal da Cunha e Silva
(Presidente da Banca)

VAR

Dra. Maura da Cunha

Dra. Laura Jana%reira Santiago

faw‘mu &Qahnﬂ'eufw

DranRossiane Claudia Vommaro

Dr. Ricardo Pereira Louro
(Orientador)

(g

Dra. Maria Attias
(Revisora)

Rio de Janeiro, RJ, Brasil
07 de julho de 2006

III



1Y%

A Deus e aos meus...



A Deus por fazer nascer & natureza, fruto do estudo; permitir que coisas impossiveis possam
se tornar possiveis, por me dar for¢a e coragem para vencer as barreiras e pular os degraus que a
vida nos coloca. Pela inspiragdo e sabedoria.

A minha dupla mie, Telma, pelo amor e dedicagdo eternos, pelo incentivo e pelas palavras
amigas nos momentos da minha vida em que mais preciso.

Ao meu pai, Carlos, in memoriam, do qual herdei o “gene” da perseveranga ¢ extrema
coragem, € mesmo ausente sempre me encoraja.

A minha irm3, Ana Paula, que ndo mediu esforgos para que tudo desse certo.

Ao meu padrasto, Alberto, que sempre me levantava o moral e me incentivou ao longo
desses dois anos.

As minhas tias Marcia, Tonia e Isis e tio Bira, afilhada Beatriz e aos meus vizinhos Rose e
D. Nilceia, que sempre torceram, mesmo sem saber como para que tudo desse certo.

As minhas primas, Rejane, Renata, Rosana, Renata Coutinho, que reclamavam minha
auséncia e se admiravam da incessante necessidade de estudar.

Aos meus padrinhos, Maria das Gragas e Aurélio in memoriam que sempre me
incentivaram ao longo da minha caminhada.

Aos meus amigos: Marcia, quase orientadora e muito amiga; Miriam, por me falar que eu
era capaz mesmo quando estava pronta a desistir; Hellen, por conversas animadoras; Carla,
Mariana e Vanessa, pelo convivio e amizade; Ronaldo pelas conversas e consultorias, Maria que
sempre me auxiliava nas tarefas que eu sempre negligenciava, Bruno, Gercino, Ivonete,
Chiquinho, Jorginaldo, Cordelia, Binho, Lidia, Luciana, Luis, Dona Ligia, Tio Walmir, Seu
Francisco e Seu Moacir, pela sincera amizade e pela alegria que sempre melhoravam o dia.

A todos os funcionarios que direta ou indiretamente contribuiram para a realizagdo desse

trabalho.



VI

Aos secretarios da pos-graduacao Diogo, Rita e Sandra, pela presteza e competéncia nos
servicos prestados.

A Lisieux, que contribuiu com conversas amigas e artigos valiosissimos.

Aos meus amigos invisiveis que sempre me conduziram a melhor decisao.

A todos que ndo foram citados, mas estdo guardados no meu coragdo para sempre.

Ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais Renovaveis / Parque
Nacional da Serra dos Orgios, pela licenga de coleta do material botanico.

A FAPERIJ pelo financiamento da pesquisa nas fases iniciais.

Aos Drs. Wanderley de Souza, Marcia Attias, Narcisa Cunha e Silva, responsaveis pelo
Laboratorio de Ultraestrutura Hertha Meyer do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, pela
acolhida e uso dos equipamentos.

A Dr". Thais B. Souto-Padron e¢ Ulysses Casado responsaveis pelo Laboratorio de
Ultraestrutura do Instituto de Microbiologia Paulo de Gées pela acolhida e uso dos equipamentos.

Ao meu orientador, Dr. Ricardo Pereira Louro, do Laboratorio de Ultraestrutura Vegetal,
Departamento de Botanica, Instituto de Biologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, pela
paciéncia e dedicagdo nos quatro anos de convivio.

Por ultimo, sem menos importancia, a0 meu amigo, noivo, esposo ¢ amor FERNANDO
pelas auséncias sempre entendidas, pelos finais de semana no Fundao, pela dedicagdo ao longo

desses onze anos e, principalmente, pelo amor eterno e irrestrito...



VII

“Hd homens que lutam um dia e sdo bons.

Hd outros que [utam um ano e sdo melhores.
Hd os que [utam muitos anos e sdo muito bons.
Porém, hd os que [utam toda a vida.

Esses sdo os imprescindiveis."

Bertolt Brecht



VIII

RESUMO

Andlise Estrutural e Histoquimica de Croton macrobothrys Baillon e Croton floribundus
Spreng.

Resumo da dissertagdo de Mestrado submetida ao programa de Pds-graduagdo em Biologia
Celular e Parasitologia — Instituto de Biofisica, Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ,

como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Mestre.

As espécies do género Croton sdo consideradas fontes de metabolitos secundarios de importancia
farmacologica. Com a finalidade de fornecer informacdes adicionais sobre espécies deste género,
estudos foram realizados sobre a anatomia e ultraestrutura, assim como a localizagdo dos
principais sitios de sintese e acumulagdo dos compostos secundarios de Croton macrobothrys e
Croton floribundus.

Folhas e caules de ambas as espécies em sucessivos estadios de desenvolvimento, foram
analisados através da microscopia Optica e microscopia eletronica de transmissdo e de varredura.
Foi observado que ambas as espécies apresentam folhas dorsiventrais, hipoestomaticas e
revestidas por tricomas. Em Croton macrobothrys os tricomas sdo estrelados, enquanto em
Croton floribundus os tricomas sdo do tipo dendritico, estrelado, acicular e glandular. Em ambas
as espécies, os tricomas originam-se a partir das células epidérmicas e parenquimaticas
adjacentes. Em Croton floribundus as células parenquimaticas adjacentes apds a diferenciagdo
formam os traqueides que conectam os tricomas aciculares da face adaxial com os dendriticos da
face abaxial.

Em ambas as espécies, a lamina foliar ¢ formada por uma camada de células epidérmicas,
parénquima pali¢adico uniestratificado e parénquima lacunoso com 4-7 camadas celulares. Os
cloroplastos dos parénquimas paligddico e lacunoso possuem numerosos graos de amido e
plastoglobulos, os quais sdo mais diferenciados em Croton floribundus.

Nos estadios iniciais de desenvolvimento o caule de ambas as espécies ¢ formado por epiderme
uniestratificada, parénquima cortical com camadas celulares de diferentes dimensdes e sistema
vascular com feixes colaterais, formando um anel continuo. Os laticiferos localizam-se préximo
a regido do floema e os idioblastos distribuem-se aleatoriamente no parénquima cortical. Croton
floribundus distingui-se de Croton macrobothrys pela maior freqiiéncia de idioblastos taniferos,
drusas de oxalato de calcio no parénquima cortical e presencga de fibras gelatinosas no xilema.
Testes histoquimicos de folhas de Croton macrobothrys, durante os estaddios iniciais de
desenvolvimento demonstraram que os sitios de acumulo de compostos fendlicos ocorrem
principalmente nas células do parénquima pali¢adico, enquanto que em Croton floribundus, as
substancias fenolicas sdo depositadas preferencialmente no parénquima lacunoso e distribuidas
randomicamente no parénquima pali¢adico.

Em Croton macrobothrys e Croton floribundus as células acumuladoras de terpenos, compostos
fenodlicos e lipidios encontram-se distribuidas randomicamente nos caules primario e secundario,
embora o numero de células acumuladoras de lipidios seja maior no parénquima cortical de
Croton floribundus. Em ambas as espécies os laticiferos apresentam contetido misto, evidenciado
pela presenca de substancias terpénicas, fendlicas e lipidicas.
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ABSTRACT

Members of Croton spp are considered source of secondary metabolites of
pharmacological purpose. Aiming to furnish additional date on species of this genus, in this we
studied the Croton macrobothrys Baillon and Croton floribundus Spreng anatomy and
ultrastructure as well as, the main sites synthesis and accumulation of secondary compounds.
Leaves and stem of both species in successive stages of development were analized by light and
transmission and scanning electron microscopy. It was observed that both species presented
leaves with dorsiventral, hypostomatic, covered with trichome. The trichomes are stellate in C.
macrobothrys, while in C. floribundus they showed the dendritic, stellate, acicular and glandular
type. In both the species the trichomes are originated from epidermic and adjacent parenchymatic
cells. In C. floribundus the adjacent parenchymatic cells form the tracheids which connected the
adaxial acicular with abaxial dendritic trichomes.

In both species the leaf blade is formed by only one epidermic cell layer, unistratified
palisade parenchyma and 4-7 layers of spongy cells. The chloroplasts of palisade and spongy
parenchyma showed numerous starch grains and plastoglobules, which are more differentiated in
C. floribundus.

In the earlier stages of development, the stem of both the species is formed by
unistratified epidermis, cortical parenchyma with cells layers of different dimensions the vascular
system presents collateral bundles forming a close ring. The laticifers are localized next to the
phloem and the idioblasts are randomically distributed in cortical parenchyma. Croton
floribundus can be distinguished from the C. macrobothrys by the tannifers idioblasts, calcium
oxalate druses in cortical parenchyma frequency and the presence of gelatinous fibers.

Histochemical tests on Croton macrobothrys leaves during the earlier stages of
development showed that the phenolic sites occur in palisade parenchyma cells, while in Croton
floribundus the phenolic substances are deposited preferentially in spongy parenchyma cells
randomicaly distributed through the palisade parenchyma.

In Croton macrobothrys and Croton floribundus the terpenes, phenolics and lipid cells are
randomicaly distributed through the primary and secondary stems, although the frequency of lipid
cells is higher in cortical parenchyma of C. floribundus. In both of the species the laticiferous
present a miscellaneous content evidenced by terpenic, phenolic and lipidic substances.
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1. INTRODUCAO

O género Croton apresenta espécies de grande interesse medicinal, sendo seus principios
ativos muito estudados. O estudo fotoquimico de Croton macrobothrys e Croton floribundus
iniciado pelo Nucleo de Pesquisas em Produtos Naturais (NPPN) verificou o grande potencial
farmacologico das espécies despertando interesse em analisd-las. A grande relevancia dos
compostos secundarios presentes em ambas as espécies, aliado ao pouco conteudo anatomico e

ultraestrutural culminou no desenvolvimento desta dissertagao.

1.1 As Plantas medicinais

Na busca pelos alimentos, o homem descobriu as propriedades toxicas ou curativas das
plantas. Desde os tempos mais antigos as plantas vém sendo utilizadas nas diferentes sociedades
com propositos terapéuticos. Esse conhecimento etnobotanico acumulado ao longo das geragdes
tem fornecido bases para o estudo de diversos farmacos. Os métodos classicos de utilizagdao dos
produtos naturais ocuparam um espaco de destaque na medicina moderna, incrementando a
utilizacao de plantas medicinais pela populacdo, incentivando as empresas a descobrir novos
farmacos e, conseqlientemente, estimulando as investigagdes na area da fitoterapia (MARASCHI

e VERPOORTE, 2003).



1.2 Compostos secundarios em plantas

O metabolismo primario refere-se aos processos anabolicos e catabdlicos necessarios a
manuten¢do e proliferacdo celular, tais como, crescimento, desenvolvimento, respiracdo e
assimilagdo de nutrientes. Em contraste, os metabolitos secundarios referem-se a compostos
presentes em células especializadas, que ndo sdo necessarios a sobrevivéncia celular, mas
necessarias as plantas durante o seu relacionamento com o meio ambiente (KLIEBENSTEIN,
2004).

O metabolismo secundario, embora ndo necessariamente essencial para o organismo
produtor, confere vantagens para a sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo em seu habitat. A
diversidade de compostos secundarios encontrados nas plantas esta relacionada com o taxon
(THEIS e LERDAU, 2003), podendo ser especificos, genéricos ou presentes em diferentes niveis
hierarquicos. Dentre os metabolitos secundarios destacam-se os alcaldides, terpenos e substancias
fendlicas.

A distribui¢do de compostos quimicos entre os diferentes taxa nao pode ser explicada sem
considerar os relacionamentos evolutivos, de forma que a filogenia nao ¢ suficiente para
determinar o papel funcional de todos os compostos secundarios. Fatores como condigdes
climaticas, composicao do solo e a suscetibilidade a pragas, afetam a composi¢do quimica das
plantas, como forma de defesa contra as agressdoes do meio ambiente e suas adversidades (THEIS
e LERDAU, 2003).

O aparecimento de metabdlitos biologicamente ativos das plantas na natureza, segundo
Rhoades (1979) foi determinado pelas necessidades de respostas ao estresse bidtico e abiotico e
possibilidades biossintéticas de cada taxon. A co-evolucdo entre as plantas e insetos,

microorganismos ou mamiferos conduziram a sintese de metabolitos secundarios com fungdes



diversas, sendo a atragdo de polinizadores ou de dispersores ou o mecanismo de defesa, as suas
principais fun¢des. Como exemplo da grande diversidade de compostos destacam-se os terpenos,
maior grupo de produtos secundarios que apresentam atividade inseticida; os compostos fenolicos,
grupo quimicamente heterogéneo com propriedades alelopaticas (TAIZ e ZEIGER, 2004) e
antioxidantes (VELIOGLU et al., 1998, GARDNER et al., 2000; MCDONALD et al., 2001).
Além destes, também sdo sintetizados alcaldides, compostos nitrogenados com estruturas diversas,
apresentando fungdes variadas, dentre elas destaca-se a defesa contra predadores, em especial a
mamiferos, em virtude da sua toxicidade geral e a capacidade de deterréncia (HARTMANN,
1982).

A origem de todos os metabolitos secundarios ocorre a partir do metabolismo da glicose,
via seus intermedidrios principais: a via do acido chiquimico e a via do acetato (Esquema 1). O
acido chiquimico da origem aos aminoacidos aromaticos, precursores da maioria dos metabdlitos
secundarios aromaticos. Os derivados do acetato podem ser classificados segundo sua via
metabolica em: derivados do acetato ou via ciclo do acido citrico, derivados do acetato ou via
mevalonato, e produtos da condensacdo do acetato. Alguns metabolitos secundarios, tais como, as
antraquinonas, os flavonoides e os taninos condensados sdo resultantes da combinagdo de uma
unidade do 4cido chiquimico ¢ uma ou mais unidades de acetato ou derivados deste.
Recentemente, uma rota alternativa foi apontada para a via dos terpendides a partir dos
intermediarios da glicolise ou do ciclo de reducao fotossintética do carbono, a rota do metileritritol
fosfato (MEP). Essa via apresenta como produto final o 1- desoxy-D-xilulose-5- fosfato (DOXP)
que sera convertido em difosfato de isopentenila (ROHMER et al., 1999; TAIZ ¢ ZEIGER,

2004).



1.2.1 Compostos Fenolicos

As plantas produzem grande variedade de metabolitos secundarios que contém o
grupamento fenol, caracterizado pela presenga de um grupo hidroxila funcional ligado a um anel
aromatico. Os fenois constituem um grupo quimicamente heterogéneo, altamente diverso,
apresentando aproximadamente 10.000 compostos (SIMOES et al., 2002). Em virtude da sua
grande diversidade apresentam uma variedade de fungdes nos vegetais (TAIZ e ZEIGER, 2004).

A biossintese dos compostos fendlicos ¢ determinada por duas vias biossintéticas, a via do
acido chiquimico, a partir de carboidratos, que participa da sintese da maioria dos compostos
fenolicos de fungos, bactérias e plantas e a via do acetato-polimalato que inicia com o acetil
coenzima A e malonil coenzima A, formadora de importantes compostos fendlicos em fungos e
bactérias, assim como de compostos fendlicos menos importantes nas plantas superiores (TAIZ e
ZEIGER, 2004) (Esquema 2).

A rota do acido chiquimico converte precursores de carboidratos advindos da glicolise e da
rota da pentose fosfato em aminodcidos aromaticos (HERRMAN e WEAVER, 1999).

A classe de compostos fenolicos mais abundante ¢ derivada da fenilalanina, por meio da
eliminagdo de uma molécula de amonia para formar o acido cindmico. Essa reacdo ¢ catalisada
pela enzima fenilalanina amonialiase (Pal) (TAIZ e ZEIGER, 2004). Reagdes subseqiientes
conduzem a adicao de outros grupos hidroxila e outros substituintes. A atividade da enzima Pal ¢é
regulada por fatores bidticos e abidticos, dentre eles a concentragdo de calcio (ROMERO, 2003) e
outros nutrientes, bem como a luz e a infec¢do por patégenos (HAO et al., 1996, CAMPOS et al.,
2004).

Os taninos sdo substincias fenodlicas com massa molecular entre 500 e 3000 Dalton,

apresentam habilidade de formar complexos insoliveis em agua. Segundo Haslam (1988), a



denominacdo mais correta para esta classe de compostos secundarios ¢ o termo polifenol, mas
nem todos os polifenois sdo taninos (MOLE e WATERMAN, 1994).

Os taninos podem ser classificados como taninos hidrolisaveis e taninos condensados. A
proantocianidina corresponde atualmente a designagcdo que anteriormente era dada aos taninos
condensados (JORDAO, 2000). Os taninos hidrolisaveis caracterizam-se pela presenca de um
poliol central, geralmente B-D-glicose, cujas hidroxilas sdo esterificadas com o acido galico. Os
taninos condensados sao oligdmeros e polimeros formados pela poli-condensagdo de duas ou mais
unidades flavan-3-ol e flavan-3-4-diol, sendo também denominados proantocianidinas
(FREUDENBERG e WEINGES, 1958 ¢ 1960), por produzirem pigmentos avermelhados da
classe das antocianidinas, tais como cianidina e delfinidina.

Os taninos condensados e os hidrolisaveis apresentam diferentes padrdes de distribuigao.
Enquanto a proantocianidinas ocorrem principalmente nas Gimnospermae ¢ inumeras
Angiospermae, os taninos hidrolisaveis estdo restritos as Choripetalae das dicotiledoneas. O seu
papel biologico tem sido amplamente investigado e acredita-se que estejam envolvidos na defesa
quimica das plantas contra o ataque de microorganismos patogénicos, herbivoros, vertebrados ou
invertebrados, uma vez que reduzem o crescimento ¢ a sobrevivéncia destes de forma expressiva
(TAIZ e ZEIGER, 2004).

Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional no tratamento de diversas
doengas, entre elas, diarréia, hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras,
problemas estomacais, problemas renais ¢ do sistema urindrio e processos inflamatorios em geral
(HASLAM, 1996; DEBRUYNE et al., 1999; DUFRESNE ¢ FARNWORTH, 2001).

Testes in vitro realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros tém
identificado atividades bioldgicas como a agdo bactericida e fungicida (SCALBERT,1991;

CHUNG et al., 1998), antiviral (DEBRUYNE et al., 1999), moluscida (MARSTON e



HOSTETTMANN, 1985) e anti-tumoral (WANG et al., 1999; DUFRESNE ¢ FARNWORTH,
2001).

Acredita-se que as atividades farmacoldgicas dos taninos estejam relacionadas a habilidade
de complexar-se a ions metalicos, caracteristicas gerais que sao comuns em maior ou menor grau
aos taninos condensados e hidrolisaveis. Por outro lado, a sua a¢do no tratamento de doengas pode
estar intimamente ligada a atividade antioxidante (seqliestradora de radicais livres) e a habilidade
de complexar-se com outras moléculas incluindo macromoléculas, entre elas proteinas e
polissacarideos (HASLAM, 1996).

A ocorréncia de substancias fenolicas e em especial de proantocianidinas em espécies do
género Croton tem sido amplamente documentada (CAI et al., 1991; UBILLAS et al., 1994;

PERES et al., 1997; RISCO et al., 2003; RANDAU et al., 2004).

1.2.2 Terpenos

Os terpenos constituem a maior familia de produtos naturais encontrados nas plantas, com
mais de 30.000 representantes (SACCHETTINI e POULTER 1997; DEWICK, 2002). Segundo
McGarvey e Croteau (1995), de acordo com a presenca de séries homologas de unidades
isoprénicas de cinco carbonos em sua estrutura, os terpenos sdo classificados em hemiterpenos Cs
(1 unidade isoprénica), monoterpenos Cj (2 unidades isoprénicas), sesquiterpenos Cis (3 unidades
isoprénicas), diterpenos Cyo (4 unidades isoprénicas), triterpenos Cso (6 unidades isoprénicas) e

politerpenos (Cs), onde n pode ser de 9 a 30.000.



A biossintese de terpenos envolve, principalmente, a adicao cabeca-cauda de difosfato de
isopentenila (IPP, unidade ativa do isopreno Cs), ao isomero difosfato de dimetilalila (DMSPP)
sintetizando difosfato de geranila (GPP, Cy). A condensa¢do da enzima de ligagdo difosfato de
geranila com unidades adicionais de IPP forma sucessivamente grandes cadeias de difosfato de
prenila, tais como difosfato de farnesila (FPP, C;s), difosfato de geranilgeranila (GGPP, Cy) que
podem sofrer ciclizagdo ou rearranjos para a producgdo de esqueleto carbono dos sesquiterpenos ¢
diterpenos (SINGH et al., 1989; MCGARVEY e CROTEAU, 1995; LUTHRA et al., 1999b).
Freqiientemente FPP ¢ GGPP dimerizam para producao de precursores da sintese de triterpenos e
tetraterpenos, respectivamente (Esquema 2).

Os terpenos nas plantas sdo sintetizados por duas vias, a via acetato mevalonato e a via nao
mevalonato (Esquema 2). Em ambas as vias, as preniltransferases atuam na condensacdo de
unidades isoprénicas (LICHTENTHALER, 1999; ROHMER et al., 1999).

O caminho classico da via do mevalonato envolve a condensagado de trés unidades de acetil
COA para formar 3-hidroxi-3 metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) que, posteriormente, &
reduzido a mevalonato. Este ¢ subseqiientemente transformado para difosfato de isopentenila via
trés estagios seqiiéncias envolvendo fosforilagdo e descarboxilagdo. A redugdo de HMG-CoA para
MVA ¢ catalizada por HMG-CoA redutase.

Entretanto, na rota alternativa do metileritritol fosfato (MEP) (ROHMER et al., 1999) foi
proposto a condensagdo cabega-cabeca de D- gliceraldeido - 3 fosfato (GAP, uma triose) e um
acetaldeido ativado derivado do piruvato, resultando na formagdo de 1- desoxy-D-xilulose-5-
fosfato (DOXP) como o primeiro precursor do novo caminho biossintético, que eventualmente
sera convertido em difosfato de isopentenila (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Em vegetais superiores a via acetato-mevalonato (Ac-MVA) ocorre no citoplasma e na

mitocondria, sintetizando principalmente esterdis. Entretanto nos plastidios, os terpenos sio



formados exclusivamente pela via do nao mevalonato (ndo-MVA) (LICHTENTHALER 1999,
ROHMER et al., 1999; EISENREICH et al., 2001).

Os terpenos sao funcionalmente diversos, participando do metabolismo integral, a
exemplo dos hormonios giberelina e acido abscisico ou exercendo papel nas membranas e
pigmentos fotossintéticos, como os carotendides (TORSSELL, 1997; COSTA, 2002). Nos
carotendides participam na transferéncia de elétrons como plastoquinona e ubiquinona e seus
derivados (TORSSELL, 1997, SIMOES et al., 2002; COSTA, 2002). Podem ainda, participar de
fenomenos bioldgicos como atragdo de polinizadores sob a forma de feromdnios ou precursores
de feromdnios ou exercer fungdo toxica contra herbivoria ou fungos (PICKETT, 1991; CROCK
etal., 1997; TORSSELL, 1997; COSTA, 2002; THEIS ¢ LERDAU, 2003).

Além destas atribuigdes, os terpenodides exercem um papel importante na produgdo e
atividade bioldgica do latex. O latex é produzido por aproximadamente 200 espécies vegetais e
sua producdo demanda elevado custo energético para as plantas (KIM et al., 2003;
WITITSUWANNAKUL et al., 2006). Entretanto sugere-se que possua atividade contra ataque de
predadores, microorganismos ¢ formagdo de feridas (JOHN, 1993). Foi demonstrado que a
coagulacdo do latex envolve a agregacdo de particulas de borracha sendo de importancia vital
para a defesa contra a possivel penetragdo de patdgenos nos tecidos lesados (GIDROL et al.,
1994 ; SOO et al., 1999).

A caracteristica funcional do latex ¢ atribuida a sua composi¢do quimica que apresenta
diferencas qualitativas e quantitativas entre si. Experimentos in vitro demonstraram que a sintese
de borracha requer a presenca de isopentenil pirofosfato (IPP), um dos precursores da via dos

terpendides (SOO et al., 1999).



1.2.3 Alcaléides

Um alcaldide, segundo Pelletier (1998), é “uma substancia organica ciclica contendo um
nitrogénio em um estado de oxidagdo negativo, cuja distribuicdo ¢ limitada entre organismos
vivos”. Os alcaldides sdo encontrados em microorganismos, animais marinhos e em vegetais
superiores, principalmente nas Angiospermas. Na estrutura molecular basica dos alcaloides estao
presentes um ou mais atomos de nitrogénio, tipicamente primdrio, secundario ou com amina

terciaria. Esta caracteristica lhes confere pH basico, facilitando a sua purificacao e isolamento.

A biossintese dos alcaloides inicia-se a partir da modificagdo do aminoécido precursor. Os
aminoacidos sao modificados através de descarboxilagdo, condensacao do aldol, aminagdo e
metilacdo (FACCHINI, 2001). A maioria dos alcaldides ¢ originada pela descarboxilacdo de
aminoacidos, principalmente lisina, tirosina e triptofano, sendo classificados de acordo com o
aminoacido que cedeu os atomos de nitrogénio e a por¢do fundamental para a formacdo do seu
esqueleto. Esta biossintese ¢ regulada de acordo com o estadio de desenvolvimento do organismo
(FACCHINI, 2001). A expressao das vias biossintéticas em células e tecidos pode conduzir a
acumulagdo dos produtos finais nas proprias células onde a biossintese foi iniciada, ou os
intermediarios biossintéticos podem ser transportados para outros Orgdos promovendo a

elaboragio de diferentes produtos finais (SIMOES et al., 2002).

Os alcaloides podem ser encontrados em todos os 6rgdos vegetais, embora este acimulo
seja preferencial em um ou mais 6rgdos. Estudos demonstram o acumulo de alcaldides em tecidos
com crescimento ativo, em células epidérmicas e em células hipodérmicas, em bainhas vasculares
e em laticiferos, sendo raramente encontrados em tecidos mortos (PELLETIER, 1988; EVANS,

1996). As enzimas envolvidas na biossintese de alcaldides distribuem-se em diversos
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compartimentos subcelulares, incluindo reticulo endoplasmatico, vacuolo, citoplasma, membrana
do tonoplasto, estroma do cloroplasto e nas membranas dois tilacoides (FACCHINI, 2001).

Os alcaldides sdo encontrados em diversos géneros da familia Euphorbiaceae, como
Croton, Phyllanthus e Securinega (AMARAL, 1996). Inimeros alcaldides foram descritos para o
género Croton, entre eles os alcaldides taspina, alcaldides isoquinolinicos aporfinicos,
proaporfinicos e diidroproaporfinicos, os alcaldides morfinanodienonicos, os alcaldides
quinolinicos, os alcaldides pirrolidinicos e outros menos freqiientes (AMARAL, 1996).

Esta variedade estrutural tem sido relacionada ao amplo espectro das atividades bioldgicas
reportadas para os alcaldides. Muitos alcaloides atuam como repelente de herbivoros devido ao
seu amargor ¢ toxicidade e os seus niveis aumentam em resposta ao dano inicial provocado pela
herbivoria, fortalecendo a planta contra um ataque subseqiiente (KARBAN et al., 1997).

Os alcaldides proaporfinicos encontram-se distribuidos nas familias Euphorbiaceae,
Menispermataceae, Monimiaceae, Nymphaceae ¢ Papavearceae (AMARAL, 1996).

O alcaldide taspina é encontrado em poucas familias, destacando-se entre essas, as
Berberidaceae, Euphorbiaceae, Magnoliacae. Na espécie humana os alcaldides do tipo taspina,
apresentam propriedades que auxiliam a cicatrizacdo de feridas, provavelmente devido a excitagao
quimiostatica da migracdo de fibroblastos (PERSINOS et al., 1969; VAISBERG et al., 1989;
PORRAS-REYES et al., 1993). Porras-Reyes (1993), sugere que taspina estimule as fases da
cicatrizacdo de feridas, sem afetar a quimiotaxia de macrofago, a ativacdo de neutrdfilos, a
proliferacdo de fibroblasto ¢ as propriedades da matriz do tecido conjuntivo. Segundo Dong
(2005), o cloreto de taspina tem a habilidade de promover a cura dos ferimentos na pele de ratos,
possivelmente, por estimular o crescimento de vasos capilares recém formados, além de elevar a

produgdo de proteina colageno no tecido proximo a ferida.
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Estes alcaldides também apresentam a capacidade de inibir a enzima transcriptase reversa
de retrovirus de mieloblastosis, do virus da leucemia de Rauscherr e do virus do sarcoma de Apes

(DONG, 2005).
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1.3 A familia Euphorbiaceae

Entre as Angiospermas (Magnoliofita), consideradas de importincia para o uso da
populagdo destacam-se as plantas da familia Euphorbiaceae, produtora de um grande e
diversificado numero de compostos secundarios. A familia Euphorbiaceae pertence a ordem,
Euphorbiales e compreende uma das mais extensas familias das Angiospermas, abrangendo cerca
de 7.500 espécies, representadas por 300 géneros. Compreendem plantas de hébito diversificado,
com representantes herbaceos, arbustivos e arbdreos, aquaticos e terrestres, amplamente
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais (JOLY, 1977, RANDAU et al., 2004) e
temperadas do planeta (WILSON, 1979).

Incluem espécies importantes na alimenta¢dao, como Manihot esculenta (mandioca), fonte
produtora de latex para a produgdo de borrachas, a exemplo de Hevea brasilienses (seringueira),
ou taxa empregados na producdo de oleos utilizados na industria de tintas e venenos (Amaral,
1996). Além desses, inimeras espécies com forte atividade farmacologica sdo empregadas na
medicina popular como Phyllanthus urinaria (quebra-pedra).

Por outro lado, o latex de algumas plantas da familia Euphorbiaceae ¢ toxico e pode causar
envenenamento, dermatites de contato, proliferacao celular e promo¢ao de tumor (atividade co-
carcinogénica). Em muitas espécies, o latex é potencialmente toxico e pode produzir efeitos
irritantes severos, principalmente nas mucosas e olhos. Estes efeitos bioldgicos ocorrem pela
presenga de alcalodides, principalmente taspina (DESMARCHELIER, 1997), fen6is (CHEN, 1994,
RANDAU et al., 2004) e proantocianidina (UBILLAS, 1994, WILLIAMS, 2001), diterpenos

(WILLIAMS, 2001), e ésteres de forbol no latex das espécies de Croton.
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1.4 O género Croton

Entre os géneros da familia Euphorbiaceae com potencial uso farmacologico, destaca-se o
género Croton. Segundo Pax e Hoffman, 1931 (apud MULLER et al., 2001) o género Croton
pertence a subfamilia Crotonoideae e tribo Crotoneae, sendo um dos mais numerosos de
Euphorbiaceae.

As espécies do género Croton tém ampla distribuicdo em todo o territorio brasileiro,
estendendo-se da floresta amazdnica a regido Sul. Na América do Sul, as espécies do género
ocorrem na regido Amazonica da Coldmbia, Equador (RISCO et al., 2003), Peru (JONES, 2003) e
Chile (BITTNER et al., 2001).

Inumeros nomes populares das espécies do género Croton sdo utilizados no territorio
brasileiro, entre eles, destacam-se, sangue d’agua, capixigui, velame e sangue de dragdo, sendo
este ultimo o mais freqiiente. Essa denominacdo se deve a liberacdo de latex, de coloracao
avermelhada, a partir do caule, quando este é secionado. Outras plantas sdo também vulgarmente
conhecidas pelo nome sangue de dragdo, entre elas Daemonorops draco Brume (Palmaceae) e
Pterocarpus draco L. (Leguminosaceae), por apresentarem latex de colora¢do avermelhada
(JONES, 2003).

Entre as espécies de Croton que recebem o nome sangue de dragéo estdo C. lechleri Muell.
Arg (JONES, 2003), C. palanostigma Kllotzsch (BRAKO e ZARUCCHI, 1993), C. erythrochilus
Muell. Arg. (PIETRS et al., 1990), C. perspeciosus Croizat, ¢ espécies brasileiras como C.

urucurana Baillon, C. macrobothrys Baillon ¢ C. floribundus Spreng.
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1.5 Constituintes quimicos das espécies de Croton e sua atividade biolégica

As espécies de Croton sao produtoras de grande ntimero de alcaldides, fenilpropanoides e
terpendides (CHEN et al., 1994; JONES, 2003 ¢ RANDAU et al., 2004). As espécies do género
caracterizam-se, principalmente, por apresentarem intimeros diterpenos (WILLIAMS, 2001),
alcaloide, principalmente a taspina (DESMARCHELIER, 1997) e proantocianidinas. (UBILLAS,
1994, WILLIAMS, 2001). O latex de cor vermelha, encontrado no tronco de muitas espécies, ¢
utilizado nas regides da Colombia, Equador e Peru no tratamento de feridas, ulceras, cortes e
queimaduras.

Algumas espécies de Croton também sdo conhecidas por seus efeitos co-carcinogénicos e
irritantes, produzindo inflamagdo na pele caracterizada por eritema seguido de edema, hiperplasia
e conjuntivite ocular que sdo atribuidos, principalmente, a seus diterpenos de ésteres de forbol.
Seus ésteres destacam-se por induzir a proliferacao celular e a ativagdo de plaquetas sangiiineas.
Em Croton cajucara constatou-se que a casca apresenta atividade gastroprotetora,
antiinflamatoria, hipoglicémica e redutora de colesterol e triglicérides (HIRUMA-LIMA et al.,
2000, MACIEL et al., 2000). Recentemente, verificou-se que sementes de C. tiglium inibem o
efeito citopatico de HIV-1 (EL-MEKKAWY et al., 2001) ¢ as folhas de C. schiedeanus reduzem a
pressao arterial (GUERRERO et al., 2001).

Em Croton campestris, C. lechleri e C. urucurana verificou-se a presenca de atividade
antimicrobiana (ALEXANDER et al., 1991; CAl et al., 1993, SILVEIRA e MC CHESNY, 1994 ¢
PERES et al. 1997) e C. lineris, C. echinocarpus, C. lechleri ¢ C. floribundus possuem agdo

inseticida (ALEXANDER et al., 1991; CAl et al. 1993 e AMARAL,1996).
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Entre os produtos obtidos a partir das espécies do género Croton destaca-se o “Oleo de
Croton” que ¢ produzido a partir da casca dos seus troncos. Esse 6leo ¢ utilizado no tratamento de
sintomas gastrointestinais apresentando atividade antiulcera (SOUZA BRITO et al., 1998),
gastroprotetora (HIRUMA- LIMA et al., 2000), inibidora de secre¢des acidas (HIRUMA- LIMA
et al., 2002) e atividade anticancerigena (LEGAULT et al., 2005).

Estudos tém demonstrado que o 6leo de Croton pode ocasionar dermatites de contato, a
qual é mediada pelo sistema imune das células epiteliais (ZHANG et al., 2000; KAMINSKI, et
al., 2000). A dehidrocrotonina (DCTN), um dos componentes do extrato do 6leo de Croton,
apresenta efeitos antitilcera (HIRUMA-LIMA et al., 1998), especialmente tlceras por hipotermia,
ligacdo alcoodlica e ligacdo pildrica. Este efeito estd relacionado ao aumento na liberagdo de
prostaglandinas E2, refor¢cando a agdo protetora da mucosa (BRITO et al., 1998, HIRUMA-LIMA
et al., 2000).

No entanto, algumas investigagdes sugerem que o 6leo de Croton pode causar carcinoma
pela peroxida¢do dos lipideos e produgdo de hidroperoxido, os quais poderiam ligar-se
diretamente a proteina kinase C, estimulando repetidamente a proliferacio da epiderme e

induzindo a uma hiperplasia (WANG et al., 2002).

1.6 Croton macrobothrys e Croton floribundus

Croton macrobothrys pertence a secdo Cyclostigma Baill. subsect. Cyclostigma e
compreende uma espécie arborea, de aproximadamente 5-10 metros (Figuras 1A e 1B),
latescente, com latex de coloracdo avermelhada (Figuras 1C e 1D). Suas folhas sdo ovado-

lanceoladas, com cerca de 12-14 cm de comprimento ¢ 4-6 cm de largura, pubescente na face
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abaxial. E uma planta endémica da Mata Atlantica remanescente do sul e sudeste brasileiro. Sua
principal regido de dispersdo sdo os estados de Sao Paulo ¢ Rio de Janeiro, principalmente nas
regides serranas, estendendo-se, até os estados do Parana e Santa Catarina. Apresenta floracdo em
margo ¢ dezembro e frutificacdo em abril e janeiro.

Croton floribundus pertence a se¢do Argyroglossum Baill., também ¢ uma planta
lactescente, com latex de coloracdo avermelhada. Apresenta porte arboreo, com cerca de 7- 10m
de comprimento, folhas simples, alternas, lanceoladas e densamente pilosas (Figuras 73A e 73B).
Também ¢ restrita ao Brasil, na regido sul e sudeste nos remanescentes da Mata Atlantica. Sua
principal regido de dispersdo sdo os estados de Sao Paulo ¢ Rio de Janeiro, principalmente nas
regides serranas, estendendo-se, entretanto, até os estados do Parana e Santa Catarina. Apresenta
distribuicdo semelhante a espécie anterior, podendo, entretanto, se estender até a Argentina e

Uruguai e a0 Amazonas. Floresce em janeiro e fevereiro frutificando em margo.

1.7 Morfologia interna do Género Croton

As primeiras descrigdes estruturais sobre espécies do género Croton foram realizadas por
Solereder (1908), onde foram descritas caracteristicas gerais do lenho e folha. Segundo Metcalfe e
Chalk (1950), existe grande variacdo anatdomica em correlacdo com a diversidade de habitat. As
folhas de Croton apresentam mesofilo dorsiventral, com estomatos do tipo paracitico e os
tricomas sdo numerosos ¢ de formas diversas, incluindo os tipos secretor e tector. Freqiientemente,
sdo observados nectarios extraflorais nos representantes da familia. As células epidérmicas
podem ser mucilaginosas, silicificadas, esclerificadas ou papilosas (METCALFE & CHALK,

1950).
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O género Croton apresenta taxonomia complexa, em virtude do grande nimero de
espécies, sendo freqiientes problemas com a delimitacdo especifica (LUCENA, 1996). Estudos
anatomicos centrados em espécies do género Croton sdo escassos. Webster et al. (1993)
realizaram a revisdo de 36 segdes do género, auxiliando na identificag¢do e nos estudos de
ontogenia da grande diversidade morfologica do tricomas.

Uma grande variedade de tricomas foi registrada no género Croton, destacam-se dentre
eles os tipos acicular, bifido ou trifido e dendritico, com arranjo multirradiado em C. urucurana
(ORTIZ et al., 2002), tricomas escamosos nas folhas de C. salutaris (ORTIZ et al., 2003),
tricomas dendriticos em C. compressus (ORTIZ et al., 2003), unicelulares e estrelados para C.
matourensis (OHANA et al., 2003) ¢ finalmente tricoma glandular, denominado de célula
secretora, em C. rhamnifolius (MENEZES et al., 2003) e Croton monanthogynus, o qual foi
denominado como célula secretora crateriforme por Metcalfe e Chalk (1965). Tricomas
conectados por esclereides foram registrados por Metcalfe e Chalk (1965) para o género. Esta
caracteristica também foi registrada em C. compressus (ORTIZ et al., 2003) e em C. rhamnifolius
(MENEZES et al., 2003).

A distribui¢do homogénea dos tricomas nas faces adaxial e abaxial da folha foi verificada
em Croton urucurana (ORTIZ et al., 2002), C. salutaris (ORTIZ et al., 2003) ¢ C. compressus
(ORTIZ et al., 2003), sendo em C. lanjouwensis mais freqiientes na regido apical da face abaxial
folha (AGUIAR et al., 2000).

Analises histoquimicas foram realizadas por Randau et al. (2004), as quais observaram a
presenca de coloracgdo ferrugem nas células pedunculares dos tricomas de Croton rhamnifolius e
Croton rhamnifolioides, identificada como compostos fendlicos.

Analises evidenciaram a presenca de cristais do tipo drusa no parénquima palicadico de

fohas de Croton matourensis (OHANA et al., 2003), Phyllanthus niruri (LOURO et al., 2003),
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Micandra inundata (BERRY et al., 2004) e Hevea brasiliensis (THOMAS et al., 1995). Também
foi demonstrado que os caules primario e secundario nas espécies da familia Euphorbiaceae
apresentam um grande niimero de cristais prismaticos de oxalato de célcio e idioblastos taniferos
distribuidos de forma difusa a exemplo de C. matourensis (OHANA et al., 2003).

Os feixes de fibras extraxilematicas de paredes espessadas, com pontuagdes sdo comuns
em Phyllanthus tenellus (LOURO et al., 2003), e os esclereides e os laticiferos estdo distribuidos
no parénquima cortical de Hevea brasiliensis (THOMAS et al., 1995) e C. matourensis (OHANA
et al., 2003). Estudos sobre o lenho identificaram a presenca de raios parenquimaticos uni, di e
trisseriados, apresentando inclusdes de graos de amido e fibras gelatinosas (CARLQUIST, 1970;
LUCHI, 2004 e MENNEGA, 2005), assim como parénquima axial apotraqueal para a subfamilia
Crotonoideae (BERRY et al., 2004 e MENNEGA, 2005).

Apesar da diversidade e da importancia farmacoldgica dos metabdlitos secundarios da
familia Euphorbiaceae, foram poucos os estudos sobre a anatomia das espécies at¢ o momento.
Visto o potencial das espécies do género Croton para fins medicinais, a localizacdo dos
metabolitos secundarios produzidos por suas espécies poderd contribuir para a otimizagdo de
trabalhos fitoquimicos de purificagdo de compostos uteis visando uma futura aplicagdo. Deste
modo, este trabalho visa fornecer dados sobre a estrutura de folhas e caule de Croton
macrobothrys e Croton floribundus e a localizagdo dos principais grupos de metabolitos

secundarios encontrados nestas plantas.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem por finalidade estudar as espécies de Croton macrobothrys e
Croton floribundus a fim de identificar através de microscopia Optica, eletronica de varredura e
transmissdo e testes histologicos a nivel tecidual e subcelular os locais de sintese e de acumulo de

tais substancias na folhas e caules em sucessivos estadios de desenvolvimento.

2.1 Objetivos Especificos

O presente trabalho tem por finalidade :

e Analisar a anatomia e ultraestrutura de folhas de Croton macrobothrys e Croton floribundus em
diferentes estadios do desenvolvimento.

e Analisar a anatomia e ultraestrutura de caules de Croton macrobothrys e Croton floribundus em
diferentes estadios do desenvolvimento

e Comparar a anatomia ¢ ultraestrutura das duas espécies estudadas a fim de delimitar as
diferengas dentro do género que possam auxiliar na identificagdo botanica

e Identificar histoquimicamente os compostos secundarios produzidos e os sitios de acumulagio

de cada substancia das espécies analisadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta de Material

Excursodes foram realizadas aos municipios de Nova Friburgo e Teresopolis para a coleta
de amostras de Croton macrobothrys e Croton floribundus, respectivamente. Visitas periddicas
foram conduzidas ao longo de vinte e quatro meses, em diferentes estagdes do ano a fim de
observar aspectos da fenologia e biologia reprodutiva das espécies. Exemplares representativos
de ambas as espécies, obtidos durante parte das excursdes foram herborizados e as exsicatas
depositadas no Herbario do Departamento de Botanica da UFRJ. Amostras de folha e caule foram

fixadas no local de coleta para os estudos de anatomia e ultraestrutura.

3.2 Material estudado

Os estudos foram realizados em sec¢des de folhas e caules em sucessivos estadios do
desenvolvimento (tabela 01), objetivando a andlise anatémica e ultraestrutural, bem como a

analise dos sitios de sintese e compartimentalizagcdo dos compostos acumulados.

3.3 Microscopia optica

Secc¢des do material botanico foram fixadas imediatamente apos a coleta. As amostras
foram fixadas em paraformaldeido 4,0%, glutaraldeido 2,5%, em tampdes variados, entre eles:
tampao cacodilato de sédio 0,05M, CaCl, 50mM; tampao cacodilato de sodio 0,1M, CaCl,

50mM; e tampao PIPES 1,25%. As amostras foram fixadas a baixo vacuo, desidratadas em série
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de acetona ascendente, infiltradas e incluidas em resina Spurr. Os blocos resultantes da
polimerizagdo foram cortados em micrétomo (Sorvall Porter-Blum), utilizando-se navalha de
vidro. Os cortes com espessura de 0,3 a 0,6 pm foram corados com solugdo de azul de toluidina 1
% (O’BRIEN et al. 1964). As amostras foram montadas em laminas permanentes com balsamo
do Canada e visualizadas em microscopio Optico Zeiss Axioplan 2 Campo Claro.

Amostras recém coletadas foram montadas em Tissue-Tek (O.C.T. Compound) e
seccionadas no criostato (IEC CTF Microtome-Cryostat) a temperatura de -30°C, em secgdes
entre 12-16um de espessura. Posteriormente, os cortes foram corados com azul de astra e
safranina. As laminas foram montadas em glicerina 50 % e visualizadas em microscopio optico

Zeiss Axioplan 2 Campo Claro.

3.4 Estudos Histoquimicos

Os estudos histoquimicos do conteudo citoplasmético e das paredes celulares do caule e
das folhas foram realizados em cortes a fresco do lenho e das folhas. As amostras foram
montadas em Tissue-Tek (O.C.T. Compound) e cortadas no criostato (IEC CTF Microtome-

Cryostat) a temperatura de -30 °C em secgdes entre 12-16um de espessura.

3.4.1 Deteccao de Amido

Para os testes de identificacdo de graos de amido, as amostras foram incubadas na soluc¢ao

de lugol durante 5-10 minutos no escuro e em seguida lavadas em agua destilada (JENSEN,

1962).
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3.4.2 Deteccdo de lipideos

3.4.2.1 Lipideos totais
Para a identificag¢do de lipideos totais, as amostras foram incubadas em solucdo saturada

de Sudan IV em etanol 70% por 5-10 minutos, seguida de rapida lavagem em etanol 50% e agua

destilada (PEARSE, 1968).

3.4.3 Deteccéo de Terpenos

3.4.3.1 Oleos essenciais e oleoresinas

Os o6leos essenciais e oleoresinas foram identificados incubando-se as amostras com o
reagente de Nadi durante 60-90 minutos no escuro. Em seguida, o material foi lavado em tampao
fosfato de sodio 0,1 M pH 7,2 por 2 minutos. Como controle foram empregados cortes
previamente tratados por uma solu¢do de metanol-cloroférmio (V/V) durante 1 hora a 60 °C
(DAVID e CARDE, 1964).

Reagente e Nadi

Solugdo de a-naftol 0,1 % em etanol 40 % 0,5mL
Solucao de cloridrato de dimetil-parafenileno diamina 1%  0,5mL

Tampao fosfato de sodio 0,05M pH 7.2 49mL
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3.4.3.2 Terpenos com o grupo carbonila

Os terpenos com o grupo carbonila foram identificados através o uso da solugdo saturada
de 2-4 dinitrofenilhidrazina em 4cido cloridrico 2N durante 10 minutos a 25 °C, seguida de
lavagem em agua destilada. O controle foi realizado submetendo-se sec¢des a agdo do acido

cloridrico 2N durante 10 minutos (GANTER e JOLLES, 1970).

3.4.3.3 Terpenos

Os terpenos foram identificados através do uso da solucdo de vanilina 1% em 50ml de
etanol e 0,3mL de 4cido sulfurico. Seccdes do espécime foram imersas no reagente de vanilina
sulfurica e aquecidas a temperatura de 110 °C durante 3 minutos. O controle foi realizado

submetendo-se as seccdes ao acido sulfurico a 0,3 % e aquecidos durante 3 minutos (SIEBERT,

2004).

3.4.4 Deteccao de Substancias Fenolicas

As substancias fenodlicas foram identificadas através do uso da solugdo de tricloreto de
ferro a 10% por 10 minutos, seguido de lavagem em agua destilada (Johanson, 1940); através de
solugdo de dicromato de potassio a 10% durante 10 minutos seguido de lavagem em agua
destilada (GABE, 1968) ou através do reagente de Reeve (REEVE, 1951).

Reagente de Reeve

Nitrito de sdédio 10%
Uréia 20%
Acido acético 10%

Hidroxido de Sodio 8%
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3.4.5 Deteccéo de Alcaldides
Os alcalodides foram identificados através do reagente de Dragendorff utilizando o método

Ehera (Costa, 1982).

3.5 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Para analise da ultraestrutura, os tecidos foram seccionados com uma lamina de bisturi
imersos em solugdo fixadora no proprio local de coleta e em seguida submetidas a vacuo. As
amostras foram fixadas, “over night”, em paraformaldeido 4 %, glutaraldeido 2,5 %, nos
tampdes: cacodilato de so6dio 0,05 M, CaCl, 50 mM; cacodilato de so6dio 0,1 M, CaCl, 50 mM;
fosfato 0,05 M; e PIPES 1,25 %.

Posteriormente a fixagdo, as amostras foram lavadas na mesma solugdo tampao do
fixador mantendo-se constante sua osmolaridade, pés-fixadas em tetroxido de 6smio (OsO4) 1 %
em tampao e desidratadas em série de acetona ascendente. Posteriormente, as sec¢des foram
infiltradas e incluidas em resina Spurr (SPURR, 1969), a qual foi polimerizada a 70 °C durante
16 h. Para andlise ultraestrutural, os blocos foram cortados em ultramicrétomo (super nova)
utilizando navalha de diamante. Os cortes t€ém de 65 & 75 nm de espessura e foram recolhidos em
grades de cobre de 300 mesh. A contrastagdo das grades foi realizada por imersdao em solugdo de
acetato de uranila 1 % em agua durante 25 minutos e em solugdo de citrato de chumbo por 3
minutos. As grades foram visualizadas em microscopio eletronico de transmissdo ZEISS 900

EM.
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3.6 Microscopia eletrdnica de varredura

O material coletado para microscopia eletronica de varredura foi fixado em
paraformaldeido a 4,0 %, glutaraldeido a 2,5 % em tampao fosfato 0,05 M, seguida do processo
de lavagem na mesma solugdo tampao e pds-fixada em tetroxido de 6ésmio 1 % em solugdo
tampao durante 1 hora. As amostras foram desidratadas em série etilica crescente (50 %, 70 %,
80 %, 95 %, 100 %) e submetidas a secagem pelo método de ponto critico de CO,. (BAI- TEC
CPD 030) Apos este processo, o material foi metalizado (BALZERS FL-9496), recebendo uma
cobertura de ouro com 15 nm de espessura. As amostras foram visualizadas em microscopio

eletronico de varredura Jeol 5310.
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Estadios Folha Caule
Inicial do desenvolvimento 1-2cm 1°e2°né
Meédio do desenvolvimento 3-5cm 5%°e 6°nd
Totalmente expandido 5-10cm altura do peito

Tabela 01: Estadios do desenvolvimento analisados
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4 RESULTADOS

4.1 Croton macrobothrys Baillon.

Croton macrobothrys apresenta habito arboreo, folhas ovalada lanceoladas pubescentes nos
estadios iniciais do desenvolvimento, nectario extrafloral na base do limbo foliar (Figuras 2 e 4). O

caule apresenta latex de coloragdo avermelhada quando seccionado (Figuras 1C e 1D).

4.1.1 Folha

4.1.1.1 Epiderme

As folhas sdo hipoestomaticas, com estomatos localizados ao mesmo nivel das demais células
epidérmicas tanto nas folhas em desenvolvimento (Figuras 3, 4, 5), quanto nas folhas totalmente
expandidas (Figura 7). As células epidérmicas apresentam formato retangular e sobre a regido da
nervura apresentam formato alongado em sentido perpendicular as células epidérmicas que recobrem
o mesofilo (Figura 6). A cuticula ¢ lisa, formando, sobre as células anexas, estrias com arranjo
perpendicular a células estomaticas (Figura 8).

Em seccdes transversais, as células epidérmicas de ambas as faces adaxial e abaxial sdo
recobertas por cuticula delgada, apresentam vactolo bem desenvolvido e citoplasma reduzido. Os
plastidios formam um ntmero reduzido de tilacdides e grana, graos de amido e plastoglobulos em
pequenas proporgdes. O vactiolo acumula compostos fendlicos na regido adjacente ao tonoplasto

(Figura 39 e 40).
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4.1.1.1.1 Ontogenia e estrutura dos tricomas tectores

As faces adaxial (Figura 11) e abaxial (Figura 12) da epiderme de folhas em estadios iniciais
de desenvolvimento, sdo densamente pilosas. Nas folhas totalmente expandidas, a face adaxial ¢
destituida de tricomas (Figura 6) e na face abaxial, freqiientemente observam-se tricomas do tipo
estrelado (Figuras 13 e 14). O desenvolvimento dos tricomas ndo € sincronico, sendo possivel
observar tricomas em diferentes estadios de desenvolvimento na mesma folha (Figura 26).

Em sec¢do transversal, as folhas nos estddios iniciais do desenvolvimento apresentam duas
formas de desenvolvimento de tricomas tectores. No primeiro tipo, o desenvolvimento ocorre pelo
aumento de uma unica célula epidérmica, que, posteriormente, divide-se de forma assimétrica em
sentido periclinal (Figuras 9, 15 e 16). Em seguida, a célula apical recém formada, sofre divisdes
anticlinais dando origem as células radiais. Concomitantemente, a célula basal sofre novas divisdes
periclinais dando origem a base dos tricomas e as células subepidérmicas da regido correspondente
ao parénquima pali¢cadico sofrem crescimento intrusivo, aumento de tamanho e divisdes periclinais,
que acompanham a formacao do tricoma, preenchendo a porcdo interna da projecao epidérmica que
dara origem ao pedicelo (Figura 19).

Apds o crescimento e diferenciacdo, os tricomas apresentam cerca de 15-17 células radiais
formando a coroa e 10-20 células que formardo o pedicelo. Neste estddio, cessam as divisdes
celulares, ocorrendo apenas o crescimento celular e o espessamento da parede celular (Figura 20).

O segundo tipo de desenvolvimento inicia-se com o aumento no tamanho de duas ou mais
células epidérmicas, seguido de divisdo celular periclinal assimétrica de ambas as células formando
uma protrusdo. As células formadoras da protrusdo sofrem divisdes anticlinais e periclinais

assimétricas (Figura 18) aumentando suas dimensdes. As células que compdem o raio do tricoma
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sofrem aumentam e diferenciam-se apresentando um espessamento parietal. Nas folhas totalmente
expandidas estes tricomas nao sdo observados (Figura 6).

Na epiderme abaxial, o desenvolvimento dos tricomas tectores, segue os mesmos padroes
observados nos tricomas da epiderme adaxial (Figuras 22 e 23). Estes tricomas caracterizam-se pela
presenca de intensas divisdes e maior crescimento das células radiais, assim como, pela menor
freqliéncia de divisdes das células basais que resultara em um pedunculo curto (Figuras 24 e 25).

Apds a intensa proliferacdo celular, que cessa quando o tricoma apresenta 25-30 células,
inicia-se o processo de diferenciacdo, caracterizado pelo espessamento das paredes das células
radiais (Figura 26).

A densidade de tricomas estrelados na face abaxial diminui com a expansdo da lamina foliar

(Figuras 13 e 14). Neste estadio de desenvolvimento, os tricomas localizados sobre as nervuras
diferenciam-se dos demais observados sobre a lamina foliar, com raios dispostos aleatoriamente, sem
a diferenciagcdo de uma célula central, sendo classificados como tricomas multirradiados (Figura 27).

As células do pedinculo do tricoma apresentam citoplasma denso, com vacuolo bem

desenvolvido, nicleo proeminente, numerosos cloroplastos e parede externa espessa (Figura 28).

4.1.1.2 Mesofilo

O mesofilo foliar em diferenciagdo (Figuras 29 e 30) apresenta estrutura dorsiventral,
formada por uma camada de células de parénquima paligddico e 6-7 camadas de células de
parénquima lacunoso (Figuras 31, 33 e 34). O parénquima palicadico ocupa cerca de 50 % do
mesofilo (Figuras 31, 33, 34 e 36) e suas células possuem o vactiolo preenchido por substancias, que

de acordo com testes histoquimicos, sao de natureza fendlica (Figuras 37 A, 37B, 37C). Idioblastos
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cristaliferos contendo drusas de oxalato de célcio, freqiientemente, encontram-se localizados entre as
células do parénquima pali¢adico (Figura 33). O parénquima lacunoso ¢ formado por células de
contorno isodiamétrico e, ocasionalmente, células acumuladoras de compostos fendlicos (Figura 31).

No parénquima palicadico, das folhas em estddio inicial do desenvolvimento, as células
apresentam vacuolo com substincias eletrondensas. O citoplasma ¢ denso e os cloroplastos sdo
reduzidos (Figuras 43 e 44). Nas folhas totalmente expandidas, as células do parénquima pali¢adico
apresentam vacuolo completamente preenchido por substincias fenolicas e citoplasma denso
(Figuras 45, 46, 47 e 48). Também s3o observados numerosos cloroplastos contendo grande
quantidade de graos de amido, plastoglébulos e granum diferenciados (Figuras 48, 51 ¢ 52), assim
como peroxissomo com estrutura paracristalina (Figura 50), mitocondrias com inclusdes
eletrondensas e vesiculas de secre¢do (Figura 42 e 49). O parénquima lacunoso das folhas totalmente
expandidas apresenta grandes espacos intercelulares e suas células possuem paredes celuldsicas finas
e contorno irregular. Neste tecido, os cloroplastos apresentam numerosos graos de amido e
plastoglébulos e o vacuolo ocupa quase todo o citoplasma (Figura 41).

Neste estadio de desenvolvimento, as folhas apresentam nectarios extraflorais na base do

peciolo (Figuras 2 e 4).

4.1.2 Caule

O caule primdario, em corte transversal, apresenta epiderme uniestratificada com células de
contorno retangular com seu maior diametro no sentido periclinal, recoberta por cuticula delgada,
densamente pilosa (Figura 53). As células epidérmicas apresentam citoplasma denso e vactolo

acumulando substancias eletrondensas (Figura 65). Os tricomas sdo encontrados em diferentes etapas
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de desenvolvimento. Quando maduros sdo do tipo tector estrelado, apresentando apice multirradiado
e pedinculo multisseriado.

O parénquima cortical ¢ caracterizado pela presenca de duas regides, a mais externa, com
cerca de 15-20 camadas de células de contorno circular a poliédrico, com diametro reduzido, paredes
celuldsicas finas e espacgos intercelulares reduzidos (Figura 65) e a regido mais interna, onde se
observa a presenca de idioblastos taniferos distribuidos aleatoriamente (Figuras 54 e 55). Entre as
células parenquimaticas de ambos os estratos, evidenciam-se células de contetido eletrondenso e
granulado distribuidas aleatoriamente (Figuras 67 e 69).

Os cloroplastos das células parenquimaticas adjacentes a epiderme apresentam tilacoides
pouco desenvolvidos e granum com numero reduzido de tilacoides, graos de amido ocupando grande
parte do estroma e plastoglobulos pouco freqiientes (Figura 66). As mitocondrias € 0s peroxissomos
apresentam distribui¢do aleatdria e, de um modo geral, sdo freqiientemente observadas estruturas
paracristalinas no interior nos microcorpos (Figura 71). As substancias fenolicas, quando presentes,
ocupam integralmente o vacuolo dessas células (Figura 67). Abaixo das células parenquimaticas,
observa-se o inicio da diferenciacdo do tecido esclerenquimatico, cujas células apresentam didmetro
reduzido, em seccdo transversal. Nesta fase, inicia-se a formacdo do espessamento parietal (Figura
54).

O sistema vascular ¢ representado por feixes colaterais formando um anel continuo (Figuras
53, 54 e 55). O floema é composto por elementos de tubo crivado, células companheiras distribuidas
em grupos separados por células parenquimaticas. Adjacente ao floema observa-se células
parenquimaticas de contorno arredondado, com menores dimensdes e espacos intercelulares
reduzidos. Imersos nesse tecido encontram-se laticiferos (Figura 54) com contetdo eletrondenso.

Entre o floema e o xilema sdo observados trés ou quatro estratos de células procambiais, com

forma caracteristica em secdo transversal (Figura 56). O xilema apresenta elementos de vaso em
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diferenciagdo, com vestigios de conteudo citoplasmatico. Entre os elementos de vaso, sdo observadas
uma a trés camadas de células parenquimaticas e esclerenquimaticas nao diferenciadas, que também
mantém seu conteudo citoplasmatico (Figura 53).

Com o inicio do crescimento secundario (entre o quarto e quinto no), as células epidérmicas
que ainda permanecem, apresentam as mesmas caracteristicas observadas no caule com crescimento
primario, ou seja, contorno retangular com o maior didmetro no sentido periclinal, sendo recobertas
por cuticula espessa. Adjacente a estas células observa-se uma regido de desdiferenciagdo das células
parenquimaticas e a formacdo do felogénio que dara origem a periderme evidenciada por divisdes
periclinais (Figura 57). Nesta fase, ocasionalmente podem ocorrer na periderme, lenticelas de forma
lenticular, em secgdo transversal, com 4-5 camadas de células oclusivas (Figura 58).

Com o desenvolvimento, a regido cortical sofre aumento de tamanho, em virtude da expansao
das células parenquimaticas e aumento no numero de células. Nesta etapa, o nimero de células
apresentando conteudo eletrondenso sofre aumento, principalmente, na regido mais externa do
parénquima cortical (Figura 55). Os cloroplastos das células parenquimaticas apresentam graos de
amido ocupando grande parte do estroma (Figuras 67 e 68).

Entre as células parenquimadticas e floematicas evidencia-se o inicio da diferenciagdo das
fibras e esclereides. Em secgdo transversal, estas células apresentam contorno triangular dispostas em
feixes, formando um anel aberto (Figuras 59 e 60).

O floema, nesta fase de desenvolvimento caulinar, apresenta duas a trés camadas de
elementos de tubo crivado, células companheiras, célula parenquimaticas e parénquima radial
unisseriado. Na regido adjacente ao floema, as células parenquimaticas sofrem um colapso devido a
divisdes e expansdes das células do floema. Nesta etapa, os laticiferos sofrem aumento, o qual ¢

acompanhado pelo aumento no deposito de substancias eletrondensas.
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O xilema apresenta elementos de vaso solitarios e multiplos e as fibras sdo intercaladas por
duas ou mais camadas de células do parénquima radial. O parénquima axial ¢ do tipo apotraqueal
vasicéntrico, formado por células que conservam o seu contetido citoplasmatico.

A medula ¢ constituida por células parenquimaticas isodiamétricas desenvolvidas. Idioblastos
de conteudo fenolico aparecem dispostos aleatoriamente nesse tecido.

No caule secundario (oitavo € nono nd), evidencia-se a presenga de células do parénquima

cortical com citoplasma reduzido e localizado adjacente a parede. Também sdo observados
cloroplastos com inumeros graos de amido ocupando grande parte do estroma e vacuolo totalmente
preenchido por substancias eletrondensas. (Figura 69). O esclerénquima ¢ formado por fibras e
esclereides no cortex. As fibras (Figura 70) apresentam a parede formada por 5-8 lamelas,
intercalando regides concéntricas eletrondensas com eletronlucentes e limen reduzido. Em geral,
essas células ndo apresentam protoplastos vivos.

Nas células do parénquima cortical, imersos no citoplasma, sao observadas numerosas
vesiculas de contetido eletrondenso proximas as regides do tonoplasto e reticulo endoplasmatico
localizado proximo as paredes celulares (Figura 72).

Os feixes de fibras extraxilematicas encontram-se bem desenvolvidos neste estadio e
delimitam o parénquima cortical em duas regides, onde a regido externa ¢ formada por células
menores ¢ a regido mais interna por células parenquimaticas com maior didmetro. As células
parenquimaticas possuem protoplasto reduzido, cloroplastos com inimeros graos de amido e vacuolo
completamente preenchido por substancias eletrondensas caracteristicas de compostos fendlicos.

No caule secundario (figura 55) a cerca de 1,5m do solo, a periderme ¢ formada por 20 - 30
camadas de células (Figura 57), sendo o felema constituido por células com paredes espessas e

contorno retangular, quando observado em cortes transversais. A feloderme é formada por células
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isodiamétricas que, ocasionalmente, podem acumular compostos fenodlicos em seu vactolo. As
células do parénquima cortical sdo isodiamétricas e freqiientemente, apresentam depositos de
fenolicos. Imersos neste tecido sdo observadas intimeras fibras extraxilematicas de paredes espessas
e limen reduzido, arranjadas em pequenos feixes (Figura 59).

Entre as células esclerenquimaticas ¢ a periderme e na regido correspondente ao floema
primario, encontram-se os laticiferos, constituidos por células que em secc¢des longitudinais sdo
alongadas no sentido do maior eixo da planta (Figura 60).

O sistema vascular é representado por células de floema com paredes finas e contorno e
dimensdes irregulares, os extratos cambiais sdo constituidos por trés camadas de paredes finas ¢ o
xilema secundario apresenta poros solitarios e multiplos. O parénquima axial é apotraqueal e os raios

parenquimaticos sao uniseriados e heterogéneos, com células apresentando contetdo amilifero.

4.1.3 Testes histoquimicos

4.1.3.1 Folha

Anélises histoquimicas realizadas em folhas em estddios iniciais do desenvolvimento
evidenciaram o acumulo de substincias fendlicas nos tricomas e em células do parénquima
paligadico.

Nos tricomas tectores, de ambas as faces, as células radiais e do pedinculo mostraram
intensa marcacdo para substancias fenolicas identificadas pela reagdo de dicromato de potassio
(Figuras 35A e 35C). O acumulo destas substancias ¢ maior nas c¢lulas do raio quando

comparadas com as do pedunculo.
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Nos tricomas tectores, nas células epidérmicas ordinarias e nas células correspondentes a
regido do parénquima cortical das nervuras central e nervuras secundérias apresentam acumulo
de substancias fenodlicas evidenciadas pelos reagentes de cloreto férrico e Reeve respectivamente
(figuras 35B, 35D e 35E). Observam-se ainda, idioblastos taniferos adjacentes ao floema e entre
os feixes vasculares que compde o tecido vascular da nervura central (Figura 35 D e 35E).

Na folha totalmente expandida apds a destitui¢do parcial dos tricomas observa-se padrao
diferenciado dos sitios de acumulagdo dos compostos fendlicos. Nesse estadio de
desenvolvimento um grande acumulo de tais substancias ¢ evidenciado pelas reagdes de cloreto
férrico (Figura 37A) e dicromato de potassio (Figura 37B) nas células epidérmicas da face
abaxial e ao longo das células do parénquima paligadico.

Na cuticula, das células epidérmicas de ambas as faces adaxial e abaxial, das folhas
completamente expandidas, observa-se deposi¢do de substincias lipidicas evidenciadas pela
reacdo de Sudan IV (Figura 37 D e 37E). Entre as células epidérmicas, verifica-se a presenca
glandulas crateriformes que apresentam contetido lipidico evidenciado pelo Sudan IV, com
distribuidos aleatoriamente (Figura 37E).

Nas folhas totalmente expandidas, a nervura central apresenta conteudo fendlico nas
células epidérmicas, no colénquima, em idioblastos distribuidos randomicamente na regido
correspondente ao parénquima cortical e proximo aos feixes vasculares. Esta localizagdo foi
identificada pelas histoquimicas de cloreto férrico, dicromato de potassio e Reeve (Figuras 38 A,
38B e 38C). Analises comparativas entre as nervuras, em ambas as faces de desenvolvimento

foliar demonstram o decréscimo no numero de células acumuladoras de substancias fenolicas.
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4.1.3.2 Caule

Testes histoquimicos no caule em desenvolvimento evidenciaram a presenga de diferentes
compostos na regido da periderme e do parénquima cortical. Sec¢des transversais do caule,
revelaram nas células da periderme, nas células da regido mais externa do parénquima cortical e
em idioblastos distribuidos adjacentes a regido floematica, a presenca de acumulo de substancias
fenolicas, evidenciadas pelas reagdes de dicromato de potdssio e Reeve, (Figuras 63A, 63B ¢
64A). Maior acimulo de terpenos foi evidenciado através do teste de vanilina sulfurica nas
células periféricas do parénquima cortical e em idioblastos distribuidos aleatoriamente na regiao
mais interna do parénquima (Figura 64E). Goticulas lipidicas distribuidas de forma escassa no
interior das células do parénquima cortical foram evidenciadas pela reagdo de Sudan IV (Figura
63C). A presenca de amido foi identificada na periderme e em poucas células do parénquima
cortical (Figura 64D).

Em secg¢des transversais do caule identificaram-se depodsitos de substancias fendlicas através
das reacdes de dicromato de potéssio e cloreto férrico na regido da periderme (Figura 62A) e no
parénquima cortical (Figura 62B). Observa-se em ambos os estadios do desenvolvimento do caule a
periderme e parénquima cortical como os sitios de biossintese e acimulo de substancias fendlicas.
Sec¢des longitudinais do caule secundario evidenciam que laticiferos ndo articulados, distribuidos no
parénquima cortical proximo ao floema, apresentam conteido de coloragdo avermelhada,

evidenciado pelo reagente de Sudan IV como substancias lipidicas (Figura 61).
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4.2 Croton floribundus Spreng

Croton floribundus apresenta porte arboreo, folhas alternas lanceoladas, densamente pilosas
em todos os estadios do desenvolvimento e inflorescéncia terminal (Figuras 73A e 73B). O caule

apresenta latex de coloragdo avermelhada, caracteristica da espécie.

4.2.1 Folha

4.2.1.1 Epiderme

Nos estadios iniciais de desenvolvimento as folhas sdo densamente pilosas em ambas as faces
adaxial (Figura 74 e 75) e abaxial (Figura 80 ¢ 81). A lamina foliar apresenta epiderme unisseriada,
formada por células de contorno retangular com seu maior didmetro no sentido periclinal, recobertas
por cuticula delgada. As células epidérmicas de ambas as faces adaxial e abaxial apresentam
citoplasma denso, numerosos plastidios sem diferenciagdo de tilacdéides em granum e o inicio do
deposito de substancias eletrondensas no vactolo (Figuras 109 e 110). O aparelho estomatico, nas
folhas jovens ndo ¢ diferenciado e nas folhas desenvolvidas sdo do tipo paracitico (Figura 8§3).

Nas folhas totalmente expandidas a continua divisdo das células epidérmicas e a perda de
inimeros tricomas resultam na reducdo do nimero de tricomas (Figura 76 e 77). Nas folhas
totalmente expandidas, a epiderme adaxial ¢ revestida por tricomas dos tipos acicular (Figura 78) e
multirradiado (Figura 79), enquanto na face abaxial sdo encontrados tricomas do tipo lepdote (Figura

82) e o tipo glandular (Figura 90).
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4.2.1.1.1 Ontogenia e estrutura dos tricomas tectores

O desenvolvimento dos tricomas ¢ assincronico, podendo ser observado em uma mesma folha
em diferentes estadios de diferenciacao (Figura 86). Sec¢des transversais da folha, em estadios
iniciais do desenvolvimento evidenciam dois tipos de tricomas tectores, acicular (Figura 89) e
lepdote (Figura 93).

O tipo acicular ¢ multicelular, multisseriado, apresentando célula central diferenciada e
c¢lulas adjacentes restritas a regido da base (Figura 89). Apresenta a regido apical composta por uma
célula apical com paredes espessadas e as células circundantes, que nao formam um pedtnculo
distinto, com impregnacao de substancias eletrondensas (Figura 88).

O tipo lepdote ¢ formado por uma regido apical multirradiada e um pedinculo multisseriado
(Figura 93). Este tricoma ¢ composto por uma regido apical formada por 12-14 células e um
pedunculo longo com aproximadamente 25-30 células (Figura 93).

Na epiderme adaxial os tricomas tectores sao do tipo acicular, sendo mais freqiientes durante
as fases iniciais de desenvolvimento da folha (Figura 87). Estes tricomas originam-se a partir de uma
célula epidérmica que, inicialmente, sofre um aumento gradual (Figura 84) e, posteriormente, sofre
uma divisdo periclinal, dando origem a duas células filhas, onde a célula apical sofrerda um aumento
de tamanho no eixo vertical, formando a célula apical central (Figura 85) e diferenciada das demais
adjacentes (Figura 87). A célula basal sofre divisdes periclinais e anticlinais, aumentando o nimero
nesta regido. Durante o desenvolvimento do tricoma, estas células envolverdo a regido basal da
célula apical (Figura 86).

Ao final do desenvolvimento, a diferenga nos padroes de divisdo e crescimento das células da

epiderme e do tricoma ddo origem a uma regido de constricdo entre o tricoma e as células
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epidérmicas (Figura 89). Freqiientemente, a célula central apical sofre espessamento da parede
(Figuras 87 e 88).

No processo de diferenciagdo dos tricomas, as células parenquimaticas subepidérmicas
contribuem para a formagao do pedicelo e parte das células que compdem os raios (Figura 86).

A origem do tricoma tector do tipo lepdote, ocorre através de duas formas de
desenvolvimento. No primeiro caso, as células epidérmicas sofrem aumento e, posteriormente,
dividem-se sincronicamente no sentido periclinal originando uma protrusdao na epiderme. Estas
células sofrem sucessivas divisdes no plano anticlinal, dando origem ao tricoma. As células
subepidérmicas, na regido correspondente ao parénquima pali¢adico, através de um crescimento
intrusivo, acompanham a formacdo do tricoma dando origem a parte interna do pedunculo e as
células radiais do tricoma (Figura 93). As células epidérmicas irdo formar a regido externa do
pedicelo e parte das células radiais (Figura 92).

No segundo caso, uma célula epidérmica sofre aumento (Figura 90) e inicia o
desenvolvimento do tricoma, formando uma tnica célula apical diferenciada (Figura 91). Sucessivas
divisdes anticlinais promovem o aumento do eixo vertical do tricoma. Apdés o estadio de 15-17
células, as células radiais do tricoma sofrem um aumento em sua por¢ao apical, conferindo o aspecto
radiado final (Figura 93). As células epidérmicas adjacentes a célula apical dardo origem as
ramificagdes laterais do tricoma tector, evidenciando o tipo lepdote.

Na fase final de desenvolvimento, as paredes das células do pedinculo e do raio sao
fortemente espessadas (Figuras 100, 103 e 104).

Durante o desenvolvimento da ldmina foliar, parte das células correspondentes aos
parénquimas pali¢adico e lacunoso adjacentes aos tricomas e localizados entre os tricomas aciculares
e lepdote da face adaxial e abaxial, diferenciam-se formando esclereides colunares que mantém uma

ligacdo entre estes dois tricomas (Figuras 95 e 96).
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As células epidérmicas que dardo origem aos tricomas apresentam um padrdo de divisao
diferenciado (Figura 117), embora a sua organizacdo ultraestrutural seja semelhante as demais
células epidérmicas. Nas células formadoras dos tricomas, ocorre um inicio de espessamento
parietal (Figura 118). Posteriormente a esta fase, ocorre a perda do contetido citoplasmatico e a
degeneragdo das organelas, a exemplo dos plastos e mitocondrias (Figuras 119 e 120).

Nas folhas totalmente desenvolvidas, as esclereides agrupam-se em feixes e apresentam
citoplasma com lumen reduzido e pontuagdo simples (Figuras 125 e 126). Nestas folhas, as células
parenquimaticas, adjacentes as esclereides diferenciadas, perdem o seu contetido citoplasmatico
(Figuras 121 e 124) e, ocasionalmente, acumulam conteudo eletrondenso no interior do vacuolo

(Figuras 122 e 123).

4.2.1.1.2 Tricoma Glandular

O tricoma glandular ¢ unicelular apresentando grandes dimensdes na base e regido apical
constrita (Figura 94). Os tricomas glandulares estio restritos a face abaxial da epiderme em ambos os
estadios do desenvolvimento. A célula inicial do tricoma tem origem epidérmica que aumenta em
tamanho iniciando, posteriormente, o processo de armazenamento de substiancias no interior do
vacuolo (Figura 107 e 108).

As paredes externas das células dos tricomas glandulares sdo delgadas, quando comparadas

com as paredes espessadas dos tricomas tectores (Figura 107).
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4.2.1.2 Mesofilo

As folhas jovens, com 1-2 cm de comprimento apresentam regido parenquimatica
indiferenciada (Figuras 111, 127 e 129), composta por 5-6 estratos celulares. No parénquima
clorofiliano, células do parénquima pali¢adico e grande parte das células do parénquima lacunoso
acumulam substancias eletrondensas (Figuras 129 e 130). Neste estadio, os cloroplastos do
parénquima pali¢ddico acumulam graos de amido e ndo apresentam diferencia¢do dos tilacdides
(Figuras 131 e 132). Durante o desenvolvimento (folhas com 4-5 cm de comprimento), sdo
freqlientemente observadas vesiculas contendo substancias eletrondensas adjacentes a parede celular
(Figuras 137 e 138).

Folhas totalmente expandidas apresentam um padrdo dorsiventral, mesofilo composto por um
estrato de células pali¢adicas de contorno retangular, sendo o seu maior eixo no plano anticlinal
(Figura 112) e tecido esponjoso composto de 2-3 camadas de células de contorno isodiamétrico
(Figura 114). Entre as células do parénquima palicddico observa-se a presenca de idioblastos
cristaliferos contendo drusas de oxalato de calcio (Figuras 115 ¢ 116).

As células do parénquima clorofiliano das folhas totalmente expandidas apresentam
citoplasma reduzido, numerosos cloroplastos com graos de amido e plastoglobulos ocupando grande
parte do estroma (Figuras 133 e 134) e vactolo completamente impregnado de substincias
eletrondensas (Figuras 135 e 136). Com o desenvolvimento foliar, h& um aumento no numero e
dimensdes dos graos de amido e dos plastoglobulos nos cloroplastos parénquima paligadico (Figura
134), assim como na quantidade de substancias eletrondensas acumuladas nos vactiolos (Figura 135).

As células do tecido esponjoso apresentam numerosos cloroplastos contendo inclusdes de

graos de amido menores do que os observados no parénquima palicadico (Figura 128).
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4.2.2 Caule

O caule primario, em corte transversal, apresenta epiderme uniestratificada, com células de
contorno retangular (Figura 139). O parénquima cortical apresenta-se dividido em duas regides, a
primeira, adjacente a regido epidérmica, possui cerca de 13-15 camadas de células de didmetro
reduzido e contorno circular, paredes celulésicas finas e espagos intercelulares reduzidos. Células
contendo substancias eletrondensas no vacuolo s3o aleatoriamente encontradas neste tecido.
Também sdo observados cloroplastos com numerosos graos de amido no estroma (Figuras 158 e
159). A segunda camada celular caracteriza-se pela formagao de células parenquimaticas com maior
diametro.

O sistema vascular ¢ representado por feixes colaterais formando um anel continuo. O floema
¢ composto por células caracteristicas distribuidas em grupos. O raio apresenta-se diferenciado,
acumulando compostos fendlicos. Adjacentes ao floema sdo observadas células parenquimaticas
isodiamétricas apresentando grandes dimensdes. Laticiferos com contetdo eletrondenso sao
observados neste tecido (Figura 142).

O caule apresenta desdiferenciacdo das células epidérmicas e formagdo do felogénio. A
periderme recém formada através de divisdes periclinais, é constituida por células impregnadas de
substancias eletrondensas (Figura 140).

Com o desenvolvimento caulinar, a regido cortical sofre um aumento quanto ao volume e
nimero de células parenquimaticas. Nesta etapa, o numero de células apresentando contetido
eletrondenso € maior, principalmente na regido periférica do parénquima cortical (Figura 144). Na
regido cortical sdo formados feixes de fibras extraxilematicas caracterizadas pela presenca de lumen
reduzido (Figura 141), inicio do espessamento da parede e perda do contetido citoplasmatico

(Figuras 146 e 147). As células parenquimaticas apresentam acumulo de substincias eletrondensas
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no vacuolo e cloroplastos reduzidos com graos de amido ocupando grande parte do estroma (Figuras
160 e 161)

O xilema ¢ formado por elementos de vasos solitarios ou agrupados que podem conservar o
conteudo eletrondenso, assim como, fibras libriformes e fibras gelatinosas (Figuras 143 ¢ 157). O
parénquima radial acumula substancias eletrondensas (Figura 142) que, de acordo com os testes
histoquimicos com o reagente de Reeve, evidenciaram tratar-se de compostos fenolicos (Figura
148B).

O caule secundario apresenta parénquima cortical constituido por células de contorno
isodiamétrico a poliédricas ocasionalmente impregnadas de substancias eletrondensas (Figuras 139 e
140), as quais formam espagos intercelulares reduzidos. Nessas células, freqlientemente ¢ observado
a presenca de graos de amido (Figuras 153 e 154) e idioblastos contendo drusas de oxalato calcio
(Figuras 155 e 156). Neste tecido sdo observados feixes de fibras extraxilematicas, apresentando

paredes espessas ¢ lumen reduzido (Figuras 162 ¢ 163).

4.2.3 Testes Histoquimicos

4.2.3.1 Folha

Testes histoquimicos realizados em folha,s em estadios iniciais do desenvolvimento,
evidenciaram o acumulo de substancias fendlicas nos tricomas tectores e glandulares, em células
do parénquima lacunoso e substancias lipidicas nos tricomas glandulares.

Nas células apicais dos tricomas glandulares nos estadios iniciais do desenvolvimento

observa-se acimulo de substancias fendlicas evidenciadas pela reagdo de cloreto férrico (Figura
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99A), de amido evidenciado pela reacdo com lugol (Figura 99B) e intensa marcagao para
substancias lipidicas evidenciada pela reacdo com Sudan [V(Figura 101A).

As células epidérmicas ordindrias, as células do pedunculo e do raio dos tricomas, assim
como as células do parénquima paligadico e lacunoso de folhas totalmente expandidas
apresentam intensa marcacdo para substincias fenolicas evidenciadas pelas reacdes de Reeve
(Figura 102A) e cloreto férrico (Figura 102B).

Testes histoquimicos realizados em folhas completamente expandidas, utilizando
cloreto férrico, evidenciaram a presenga de substancias fendlicas acumuladas preferencialmente nas

células do parénquima lacunoso (Figura 115).

4.2.3.2 Caule

Testes histoquimicos do caule secundario evidenciaram a presenga de substancias diferentes
na periderme e parénquima cortical. Em secgdes transversais do caule observou-se através da reagao
de cloreto férrico e do reagente de dicromato de potéassio intensa marcagdo de substancias fenolicas
na regido do parénquima cortical (Figuras 150A, 150B e 151A) e na periderme (Figura 149C)
(Figura 152B). Idioblastos com conteudo fendlico distribuidos randomicamente no parénquima
cortical e na regido préxima do floema foram evidenciados pelo reagente de dicromato de potassio
(Figuras 149A e 149 B). A presenca de substancias de natureza lipidica foi evidenciada nas células
do parénquima cortical (Figura 150C) e na cuticula sobre as células epidérmicas (Figura 151C)
através de testes com Sudan IV. Graos de amido foram evidenciados nas células do parénquima
cortical através da reacdo de Lugol (Figura 154). As células da periderme acumulam alcal6ides
(Figuras 151D e 152A) de acordo com os testes realizados com o reagente de Dragendorf. A

presencga de terpenos foi identificada nos laticiferos através do reagente de 2-4 dinitrofenilhidrazina



47

(Figura 151B) e no parénquima cortical e periderme pela reacdo de Vanilina Sulfurica (Figura
148A). Evidenciou-se a presenca de substancias fendlicas no raio do xilema pela reacdo com

reagente de Reeve (Figura 148B).
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Testes Histoquimicos

Croton macrobothrys

Croton floribundus

Detecg¢ao de substancias
fenolicas -Reeve

Positivo nos tricomas e nas
células do parénquima
pali¢adico e idioblastos
dispersos randomicamente na
nervura

Positivo nos tricomas tectores
e nas células epidérmicas

Detecg¢ao de substancias
fenolicas Cloreto Férrico

Positivo nos tricomas, células
epidérmicas da face abaxial da
folha adulta ¢ nas células do
parénquima pali¢adico
idioblastos dispersos
randomicamente na nervura

Positivo nos tricomas tectores
e glandulares e na regido do
parénquima palicadico e
parénquima lacunoso

Deteccao de substancias
fendlicas Dicromato de
Potassio

Positivo nos tricomas e na
nervura na regiao
correspondente do parénquima
cortical e em idioblastos
dispersos randomicamente na
nervura

Positivo nos tricomas tectores
e no parénquima paligadico

Lugol- Detec¢ao de amido

Negativo

Positivo nos tricomas
glandulares

Sudan I'V- detecgdo de
lipideos

Positivo na regido da cuticula
e glandula crateriforme

Positivo nos tricomas
glandulares

Tabela 02: Testes histoquimicos em folhas
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Testes Histoquimicos

Croton macrobothrys

Croton floribundus

Deteccdo de substancias Periderme Raio do Xilema
fendlicas -Reeve Idioblastos no parénquima
cortical
Deteccdo de substancias Periderme Periderme
fenolicas Cloreto Férrico Idioblastos no parénquima Idioblastos no parénquima
cortical cortical
Deteccdo de substancias Periderme Periderme
fendlicas Dicromato de Idioblastos no parénquima Idioblastos no parénquima
Potassio cortical cortical
Deteccdo de amido- Lugol Periderme Graos de amido nas células

Parénquima cortical

do parénquima cortical

Deteccéo de terpenos- 2,4 Laticiferos
dinitrofenilhidrazina
Detecgéo de terpenos- Periderme Periderme

Vanilina Sulfirica

Parénquima cortical

Parénquima cortical

Determinacao de alcaldides-
Dragendorff

Periderme

Deteccgdo de lipideos- Sudan
v

Goticulas no parénquima
cortical
Laticiferos

Goticulas no parénquima
cortical
Cuticula

Tabela 03: Testes histoquimicos em caule




Figara 1 A-1B- Fotografia de Crotom macrobothyys Baillom, Fiz 1 4- Hobins. Fig,
1E- detalhe daInflorescéncia.
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Piivks: 1CIEDE & Foloimiie Ao euile: s Chomn
macrobothrps, Fizo 10 e 1D- Detalhe do litex de
colormeio vermelha lberado quando o caule & seccionado.
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Figura 2- Microscopia eletrfnica de varredura da folha de Croterr macrsbotnys. Fig. 2
-Detalhe do nectario extraflbral na base folhar barra= 00wm.
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Figuras 3-8 - Mliewscopia eleb@uca de vamedura dos est@matos de Crobom
masrobothrys. Fiz. 3, 4 e 5- Epidenne abaxial de folha em desenvolrimarto. Fiz, 6-
Céhlas epidérmicas da face adaxial da folha ppovem. Fiz. 7 ¢ & Epidenme abaxial da
folha adualta evidenciando estrias epimatioulares. Fignras 34,5 7.8 barra = 10 pm, Fizura
6 barra = 50 pm.
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Figuras 5-14 - Mrrosoopia eletrinica de varredura dos tricomas da folha em diferertes
estadios do deserrolrimerto de Crotom mmorabotinps. Fig S- Protmsio epidémuca da
fare adaxial da folha jovern, mdicando ser o inicio do deserrrolrimernto de um kicoma
tector. Fiz. 10- Hectiro extrafloral em formacio. Fiz. 11- Trcoma estelado da face
adaxial de uma folha jovern. Fiz. 12- Detalhe do tricoma estrelado da epidenme abaxial
da folha jovem. Fig. 13- Trooma estrelado da epiderme abaxial da folha em
desenvolvimeto. Fig. 14- Treoma estrelado da epiderme abaxil da folha totalmerte
expandida. Figura @ barra = 10 jom, Figuras 10, 11, 13, 14 bara = 100 pm, Figura 12
barra = 50 pm.
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tricomas da epiderme adaial de Croton mumorobotinps. Fig 15- Inien da formacio
do trcoma, protisio epidérnmica (setal. Fig. 18- Céhila epidénmica com dirnensdes
aumertadas. Fiz, 17 protusio epidémuca; evidenciando micio da diferenciacio da
célla apical Fig. 15 deserolrimermto assmorémico do treoma Fig 19 e 20-
Trecoma dendrttico, folha jovem (setal, mostrando mvaginagio das céhilas
ahbepidérmmicas para aregido do pedinmilo. Fiz. 21- detalhe do tricoma estrelado da
folha adualta. Figuras 15-21 barra= 10 pm.
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Figuras 22-27 - Micwoscopia dptica de campo clawn mostrando a crtogénese dos tricomas
da epiderme abaxial de Crotom puercbotnys. Fiz. ZE- e da deservolqimeto
sincrdmico do fdeoma. Figo 25- protrasio epidénmica, evidenciando inkio de
diferenciaci da céhala apical (seta). Fiz 24 e 25 Detalhe da folha mo estddio
nterrediavio do  deserrrolvimerto, evidenciando a constrigio na base do trcoma
estrelado. Figz. 26- Tricama estreldo, svidenciando pedinoulo pouco desenvolvido. Fig,
27- Detalhe do trcoma rmltiradiado da regiio da nersura. Figuras Z2-27 barra= 10 pm.
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Figura 28- Micwoscopla eleb@nica de tramsmussdo em coe
transversal da folha de Crowon macrobotrys. Fiz, 28- Detalhe das
céhilas  da base do ticoma, mostrando micleo proemunente (¥,
grande vaciob (%) e mumercsos clovoplastos (seta) hawa =
2,21,
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Figuras 25- 3 — Mlicwscopia dptica de campo claro mostrando core transversal da folha
em diferemtes estadios do desermvolvmverto de Croton macrobothrps. Fiz 22 e 30 Folha
jovem. Fiz. 31- Folha no esfadio imtermedidre do deservolvimarto. Fiz, 32- Detalhe de
glaindula craterforme. Fiz. 33- Folha adulta evidernciando idioblasto no parénquma
palivadico cortendo dmsas de cwalato de cidleio (seta). Fiz. 34- Folha adulta, evidenciando
estntura dorsprertral. Figuras 29-34 bawa= 10 pm.
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Figuras 35 A-E Mimwscopia dptica de canpo clan mostrando testes lustoquirnicos em
seccdo transversal de folha 1o estadio mucial do desenvolvoneato de Crotom macrobothres
evidenciando a presengade mubstincias fendheas nos tricomas & no parénquma paligadioo
Fiz. 354- Feagin da dicronato de potdssio. Fig, B- Clowto fenico. Fiz, - Dicwomats de
Potissio. Fiz. I~ Cloreto Féno. Fiz. E- Eeagerte de Eeeve. Figuras 354, 35T, e 35D
barra=50wm, Fimuras 358 e 35E barra=1 0pmm.
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Figuras 38-37 — Mimoscopia dptica de canpo clavo em secoles transversals
de folhas totalmente expandidas de Croton masrobothyps. Fiz. 35 - Folha
adulta, 37 A-E Teastes histoquinueos. Fiz. 4-C Feacio de chretn oo,
dicromato de potassio & Eeeve, respectivamerte evidenciando a presenga de
substincias fendlicas no parénquima palgadico. Fiz. [v Beagerte Sudan IV
evidenmiando a deposigio de substinclas lpidicas sobre a outimla, Fiz E—
Feagio pelo Sudan IV evidenciando a presenca de corteddo lipidico na
glindula cratenforme. Fizuras 36 &« 37A-D barra = 100 pm. Figara 37E barra
= 50 pm.
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Figuras 3284A-C. Microscopia dptica de canpo clao mosrando testes histoquitnicos em nerrura
principal de folhas totabmernte expandidas em Cvoton macrobotinys. Fiz. 38 4-C— Secgio transversal
evidenciando a presenga de substinclas fendlicas pelos testes histoquinmicos de cloreto férmeo,
dicrormato de potdssio e reagerte de Eeeve, respectivanerte, dispersas randomicamate na epiderme,
Na regiao corresponderte a0 parénquima cortical e no febe vasoularbarra = 200 wm,
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Figuras 39-42- Mimroscopia eletyinica de transmissio em seccio transversal da Bmma
foliar de Cropn macrobothyes em estadio piermedidnio do desenvolvinerto, Fiz 39 e
40- Secgdo mostrando superfice adaxwial e abamial evidenciande vaciols com
substincias elstiondensas (44, micleo proeminete (W) e onimala delzada (seta). Fiz.
41- Detalhe das células do parénquma laminoso, evidenciando a presenga de vamiok
hem deservvobrido (4] & chroplastos contendo mios de amida (%), Fig, 42 vesimlas
no panquma palicadico. Fizuras 35 e 4] bama=24pm 40 bawa=2Jum, 42
barra=4,Opm.
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Figuras 43-d6- Microseopia eleti®inica de transmissao em core transversal da folha em
diferertes estidios do deserrobimerto de Chodon macrobothnys. Fig 43 e 44 Detalhe
do parénquima paligadica de folhas no estadio micial do deservobamerto, evidenciando
micleo proemments (W) & variols com dimensSes reduzidas (4] respectivametes. Fig.
45 e 48- Detalhe do panguima palicadico de folhas adultas evidenciando cloroplastos
com mumerosas graos de amido (%), micleo proemirerte () e vamiob hem
deservolvido (4], Figira 435 barra= 2 4pm | 44 barra= LA, 45 barra=: 1 Bpm e 46

barra= 2 Spm.
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Figuras 47-50- Microscopia eletrfnica de transmuissio em secodes transversals de fhlha
totalmerte expandida de Crowom macwbothrys. Fizo 47- Detalhe de cébilas do
parénquma pabipadico, evidenciands vamiok bem desemvolvido  com substinclas
eletrondensas (4, claoplastos com mumesos grios de amids (#). Fiz. 48- vamialo
de céllas do pafnguima palicidico cortends substincias elebwondensas (49,
cloroplastos cortendo mumeroso grios de amudo e plastogldbulos. Fiz 45 detalle de
vesimilas em céhilas do panqumma pabeidico (seta). Fiz. 30- Pemsissoemo com
estpnrura paracistalma (@), Figora 47 bara= 08w, 42 bawae=1Swn, 49
barra=4,5pm, 50 bara 0 Zpm.
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Fimuras 51-52- Micwscopia elstitica de transmiss 3o am
secgao tramsversal de folhas totabnemte expandidas emn
Craton macrabofnys. Figo 51 e 532- Detalhe do
Cloroplaste do paénquma paligadico, evidenciando
Zraos de arudo (0) e plastogldbulos [(seta). Fizara 51
barra = 0 5pm, 52 barra= 0250m.
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Figuras 53-55- Mlimroscopia dptica de campo clan mostrando secq

Croton muercbofnys. Fiz, 53- Caule primaro. Fiz, 5- Canle em etapa incial de awescimeto

semndario. Fig. 55- Canle na fase imtermediara do canle secundario. Figuras 53-55 bama = 50



L
-
e L g Y F
T

- 1%
'i‘ - e e ¢
- rﬂh_‘ﬂ';:-‘?‘-,‘-t:tﬁw

Fizuras 56-38- Mimoscopila dptica de canpo clao em cone
transversal do caule em mescimato secundaro de Crotom
macrobothrys. Fiz. 55- Caile secundianio. Figo 57- Detalhe da
Feloderme, 58- Lenticela Figuras 56-38 bawa = 10 pm.
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Fizuras 52-80- Mioroscopia dptica de campo clam am
secodes do canle secundirio de Croon macrobothrys.
Fig. 58— Ceopte tramsversal evidemciando as fibras
extranilemdticas. Fiz. 60 Latwiferos em  cone
lonzitndinal do canle seomdine. Figoras 55280
barra= 10 um.



69

Figura 61- Micwoscopia dptica de canpo claro em secgio bngtudinal
do caale secundirio mostrndo teste histoquinueco de  Croton

macrobothrs. Fiz. 6] - Latiefferos evidenciando corteiddo lipidico

[seta) através da wagio com Sudan IV barra = 10 um.



Figuras 62 A&-B- Microscopia dptica de campo claro mostranda
testes histoquinmicos em corte transversal do camle semindino de
Craton macrobofnys evidenciado a presenga de substineclas
fendlras. Fiz. 62 4A- Dicwomato de potissio, evidenciamdo o
comteddo femdlico nas céhilas do pa®nquma corical Figo B-
Cloreto femico, 1dem. Figuras 62 4 e 825 barra = 10 pm.
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Figuras 63 A-C. Micwscopia dptica de campo claro evidenciando
testes lustoquirmicos em comes tramsversals do caule de Crotem
macrobothrrs. Fliz. 634A- Dioomato de Potassio evidenciando a
presenga de idioblastos comtendo corteddo femdlioo. Fiz. 83E-
Feagzente de Feeve evidenciando a presenga de compostos fendlicos mo
parénquma cortral. Figura 630C- Sudan IV evidenciando a presenga de
gotioulas lpidicas distibuidas nas céhilas do parénquima cotical
Figuras 634 e 63C barra=50um, &2E barra=100pm.
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Figuras 644-E- Micwoscopia optica de campo clam mostrando testes histoquimicos em
secpdes fransversals do canle de Croton muoerebotfnps. Figodh- Dicromato de Potissio
evidenciado compostos ferolicos no panguma corical e periderme. Fig. &4E o 640C-
Cloreto ferrioo e Eeagemnte de Eeeve evidenciando compostos fendlios. Fizo &4D-
Eeagente de Lugol evidenciando a prsencga de glheidios mo parnguma corical e
periderme. Fig. 64E- Beagente de Vanilina Sulfirica evidenciando a presenca de terpenos
no canle. Figuras 644 e 84D barra= 200pm, 648, &40C & ¢E bara= 100um.

72



-" .‘_. - N - ™
"‘:.'_:_ 3 ‘.-I-p',i‘.il-'\‘l"l.-.
= a0
L2 ol P R e

Figuras 85-88- Mirwmscopia eletrdtuca de transmissio em cote transversal do canle de
Croton puerebotiys, Fiz 65 - Canle proniro mostrando céhilas epidénmicas com
corteida eletmndenss o vamiok (49, micle prosminete () e matila espessa
[seta). Fig. &6- Parénquma cortical mostrando plasmodesmas (setal. Fig. 67- Célala do
parinquima eomtical evidencimdo vamiols com sthstincias eletmndensas (4 e
cloroplastos com mrios de anudo no estroma (%) Figo 82- Detalhe do chroplasta
apresertando graos de amudo (%), Figara 65 bawa = 27pm, 85 barta = 24 pm, &7 barra=
14 pm, 62 barra=1,1pum.
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Figuras 69-72- Mimosoopia elstrinica de transmissao em corte transversal do canle
serundirio de Croton macrobofirps. Fiz. 83- Vamiolo com sbstinelas eletrondensas
(#). Fig. 70- Lamels das fhras edrailemdtcas do canle secundiro. Fig. 71-
peroxissomo evidenciamdo estrobura paracristalma (@), Fig, 72- Detalhe de vesimilas
retyulo endoplasmation (seta). Fizuras 8% barra = 2 1pm, M bawa = 2 5um, 71 bamra =
2.8, T2 barra = Oopm.
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Figura 73. Fotografia de Croton forbumdus. b — Hobitus. B —
Detahe da irflorescéneia.
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Figuras 74-72. Mlicioscopia eletitnica de warvedura dos ticomas tectores da epiderme
adaxmial de Cvorom flovdbumadus. 74 e 75 Folhas jovens. 78 e 7T~ Folha adualta, 72-
Tricoma arimular da folha totabnerte desernoleida. 79- Detalhe de trcoma nmltisseriado
da folha adnlta. Figuras 74, 750 barra = 50 pm, "6 e 77 bawa = 100 pm, 72 bawa = 10
Ht,



Figuras 20-23 — Mrroscopia elebfinea de warveduras da epiderme abavial de Crobon
Aorbumdus em diferertes estadios do desenvolvonerto. 20 & 21- Trcomas do tpo
lepdote da folhajovem. 82- Trcoma do tipo kpdote de folha totabmerte expandida. 53-
Detalhe de um estdmato da folha adalta Figuras: 20, 2l e 22 bawa = 100 pm, 235 barra
=10 pn.
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trcomas da
epiderme adaxial de Croton formbumdus. B4- Corte transversal da folha joverm mostrando
protusio epidénnicalseta). 85 & 88- [nico do deserrolrimato do triccma e crescimerto
mbsivo das céhlas subepidérmicas (seta)l. 27 e 28- Céhila apical com espessamernto

secundirio da parede (seta). 29- Detalhe da céhila apical do tricoma acioular, Fizaras: 54—
29 bawa =10 pm.
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Fignras 90-34- Mictoscopia dptica de campo claro mostrando a catogénese dos tnoomas
da epiderme abaxial de Cvoton floribundus. 30 Core transrersal mostrando imicn do
desenvolvimeto do ticoma tector e trcoma glandular. 91— mvamnacio de céhalas
parenquimmaticas para o nderior do tricoma (seta). 92 detalhe do tcoma glandalar. 93-
Tricoma tector em folha totalmerte expandida. 54- Detalhe do tricoma glandular ates
depols da secreqio. Figuras 50-54 barra=10pm.
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Fizuras 95-58- Micwscopia dptica de campo clao de core transversal da folha de
Croton flovdumdus. 95 Inicio da diferenciacis do parénguina pabicadico, proxmme
tricoma. 98- Detalhe de esclereides (seta) corectando os tricomas de ambas as faces da

epidermme. F7 e 8- Tricoma dendritico da reziio da nerwara. Figaras 2558 barra = 10
Tes
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Fimuras 294-B- Micwscopia dptica de campo claw mostando testes
histoquinueos em folhas de Cotom florfumdys mo estadio miclal do
deserolvmnerto. 994- Detalhe de sabstineilss fendlicas w0 nteror do
trcoma glandular evidenciada pelareagio de clowto ferrea. 99E- Detalle
do trieoeha glandular com cortendo gheidico, evidenciado pelo magente de
Lugol. Figura 994 bara= 30 pm e 99E barra= 100 pm.
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Figaras 100-101- Mimroscopia dptica de canpo clamn em coxte transversal da folha em
diferertes estadios do desenvolvimento de Choton floxfundus. 100 Cote transversal
da folha aduolta recém coletada evidenciandn tneomas da face adaxial e abacial
conectados por céhilas esclerenquimaticas. 101- Testes histoquinicos com reagente de
Sudan IV, em cortes transversals da folha em diferentes estidios do deservobimerta.
1014A- Folha jovem, evidenciando tmecena glandular cortendo melisdes lpidicas.
101E- Faolhatotabmerte expandida, evidenciando tricoma glandular cortendo mehisdes
lipidicas. Figura 100 barra= 10 pm, 1014 e 1016 bara = 50 pm.
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Figuras 1024-B- Mrroscopia dptica de canpo clan evmdenciando
testes lustoquinmioos em ocome tramsversal de folhas totabnerds
expandidas de Orvoton florbundus, 1024- reacin de Feeve
evidenciando a presenga de compostos fendlioos nas  cehilas
epidérmucas, nas céhilas radiwms e do pedinmilo do treoma. 102E-
reacio de clopeto féreo evidenciando a presenga de comnpostos
fendliros no trcoma & no mesdfib. Fizuras 1024 ¢ 1025 barra = 50
pH.
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Figuras 103-104- Micwscopia elstimica de tramsmissio de
cotte travsversal da falha de Crotem flowibapdus. 105- Tricoma
tector mostiande padrio noaltisseriado. 104- Detalhe de cébala
do tricoma evidenciando micio do espessamato secundirio da
parede [seta), citoplasma denso, micleo premmernte (K e
clovoplastos (¥, Figura 105 bawa=52pm, 108 barra= 0 Sum.
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Fignras 105-108- Mimoscopia ekbtrdmica de transmissio de ficomas de Choton
HAoribamdus. 105 Detalhe do ptericr do pedinculo do triccena, mostrando céhilas com
citoplasma denso, micleo proemirerte (P e vaciolo preenchida por sihstineias
eletromdensas (4¥). 106- Corte tramsversal mostrandn mirio do deservrobeimertn das
céhlas do tricoma. 107- Treoma glandular da folha jovern, evidenciando grande
vamolo. 108 Trheoma glandular da folha adalta evidenciando vesimalas migrando para a
regidao apical (seta) Figura 105 bawa =2 Spm, 106 bawa=2 7ion, 107 barra= 53 0pm, 103
barra= 1 2pom.
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Figuras 103-110- Micioscopia eletrfmea de transnussio am secgio
tramsversal da folha jovem de Crotom flovibumdus. 109- Céhilas
epidérmumas da face adawial mostrands etoplasma denso, wamiok
preenchida por sbstineias eletondensas (49 e mumewmsos
clovoplastos (*]. 110- Céhalas epidérmecas da face abasial vamiok
(4, chmplastos (seta) Figura 109 barka = 140pm, 110
barra=2 Oum.
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Fizuras 111-114- Micmscopia dptica de campo claro em secqgio transversal da folha
de Croton flovdumdus em diferevtes estidios do deservobmimenta 111- Mesdfilo nio
diferenmiada. 112- Detalhe do feixe wasmular, evidenciands 2 banha do ferce (seta).
113 Céhlas parenquimaticas comtendo mbstincias eletmondensas e ioblasto com
dmsas de oxalato de calen (setal. 114- Detalhe da limma foliar evidernciando tricoma
glandular em folha totabnerte expandida. Figuras 112-114 bawa= 10pm.
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Figaras 115-116 Secgdo tramsversal de folha totalmerte expandida de Crotox
Aoribumdus, 115 Micwscopla dptica de campo  claw  mostrando  teste
histoquitticn corn o reagerte de clomto férmco eridenciands a preserca de
compostos fandlicos nas céhilas do parfnquima lamunoso e crstals de ooalao
de cileio (seta). 116 Micioscopla eletrfiuca de vamedura mostrando cistas de
oxalao de cilen nas céhilas do parénquirna paligadico. Figora 115 bara = 30
pm , 11&barea = 10 pm.
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Figuras 117-120 Mimroscopia eletrénica de transmissao mostrando corte paradérmuco de
folhas de Croton flovibundus em difsrertes estidios do deservobirnerdo 117- Cébalas
epidérmucas. 118- mico do espessamernto secundano da parede de células proxmnas ao
tricoma (seta). 119 e 1 20- Espessamerto da parede e micio da degeneragio de organelas
citoplasmaticas [seta). Figura 117 barra = 25 pm, 118 barra= 1,7 pm , 1159 e 120 barra=
0,7pm e 1 Spm, respectivaneate.
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Figuras 121-124- Microscopia eletrfnica de transmissio em secgdo da folha totabnernte
expandida de Croton floribundus. 121 - Cone transversal mostrando as céhilas prévimas
do tricoma sem comtendo cioplasmatioo [#). 122 & 1253 Corte paradérmion, mostrando
esclereides e células adjacentes com cortedda eletrandenso (4. 124- Detalhe da célula
adjacente ao esclereide sen cortedndo ctoplasmatioo (#). Figura 121 bama =3, 8um, 122
barra= 38pm, 12532 5pm , 124 bawa = 25 pm.
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Figuras 125-128- Mimoscopia eletfmica de transmmssio
mostrando come paradénmics de Croton floribundus, 125-
Fexes de esclereides que ciroundamm o hicoma. 126-
Detalhe de esclereide mostrando pomtnacio. Figura 125
barra = 26 pm, 128barra =17 pm.
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Figuras 127-130- Mimoscopiaelstitnica de transmissio de corte transversal da folha de
Croton flovibundus em diferertes estadios do desenvolvimerto. 127 & 128- Mesdfilo de
folhas jovens, evidenciando citoplasma denso com vamiok preenchido por substancias
eletrondensas (4% & rumerosos clowoplastos (%), 125- inden da diferenriacio das
céhilas parenguimdticas, wamiolo (4% e clmroplastos (%), 130- detalhe de cébilas
parenqumaticas de folhas no estadio ptermediario do desernvolvinerto, svidenciando
no vaciob amerto no acinmlo de athstineias eletromdensas (4], chroplastos ().
Fizura 127 bawa= 25 o, 128barra=1 lpm, 129 barza =44 p, 130 baska =15 pm.
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Fizuras 1531-134 Micwscopia eletidiuea de transmissio mostrando cloroplastos
da folha em diferertes estidios do deservolrimerto de Croton floribumdus.
131 & 1332- Corte trmnswersal da fBlha jovermn mostrando chmwoplasto com
chisdes de m3os de anudo (o). 1533- Detalhe de cloroplasto de cébala
parenquinatica de folha em esadio nDfenrediine do  desenvwolvonerto,
mostrando amernto das dimensdes dos grios de anudo (o). 1534 Clowplasto de
céhila parengumitica de fola adulta evidenciands plastoglabulos (seta) e
mchisdes de mrios de amude (o). Figura 131 barra = 09 pm, 1532 barra=
0,35um, 155 barta = 0,6 pmy, 134 barra = 0,75 pm.
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Fimuras 135138 Micwscopi ektrftuca de
tramsmissdo da cote tramsversal da folha totabnerde
expandida de Croton flomibundus. 135 Corte ultrafino
do  parfnquma  pahgidico, mostrando vamiol
preenchida de  shstinciss  elebondensas (4 e
unneros cloroplastos (%1, 138 Code ulrafine do
parénquma paligadico, evidenciande o  vamob
comtends substineias eletrondensas (49, Figora 135
barra = 25 pm, 138 barra = 1.0 pm.
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Figaras 137-138- Microseopla  eletrdnica de
transmissao de cote transversal da folha totabmerte
expandida de Cdoton florbumdus. 137- Célalas
parengqumaticas, 138- Detalhe de vesimilas com
substincias elromdensas (seta). Figura 137 barra =
1,3 pm, 138 barra= 02 pm.
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Fizura 13%9- Micwoscopla dptica de canpo clawo do caule de Cvotom foribundus.

Core transversal do canle primariobarra = 10 pm.



Figuras 140-143- Mimroscopia optica de campo clao em secgio transversal do canle
semundarin de Croton flovibumdus. 140 Céhilas da pendenne. 141- Detalhe de fibras
extroilemndticas (seta). 142- Detalhe de céhalas do paréngqurna axial cortendo amanmalo
de substancias eletrondensas (seta). 143- Detalhe do xilema nmostrando elenerto de vaso
e fibras gelatmosas [seta). Figuras 140-143barra = 10pm.
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Figaras 144-147- Micwscopia aptica de campo claw de core transversal de canle
semundirio de Croton flovibundus. 144 e 145- Depasto de substancias eletrondensas
no parénqura cortieal. 148 e 14797 Detalhe de wmn feme de fibras edtraenlematras do
catle secundiano. Figaras 144-147 barga = 10 pm.
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Figaras 1484-B- Miovoscopia dptica de campo clao mostrando testes
histoquintueos em cotte tramsversal do canles de Crowon foribundus. 1428 4-
Eeagente de wamlma sulfinica evidenciando a presenga de terpencs no
parénquita comtical e epiderive. 1428E- FEeagerte de Eeeve evidenciando a
presenca de substineias fendlicas no rawn do xilema Figuras 1424 e 148E
barra=s S0pm.
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Figuras 1494-C- Microscopia dptica de campo claro em corte transversal
do cale mostrando a presenca de sabstinelas ferndlicas nas céhilas da
peniderve, céhilas do parSnqunna cortical evidenciadas atiavés de testes
histoquitticos em Crotem flovibundus. 1494 e 1495- Eeagente de
dicromato de potassio. 149C- Eeagerte de cloreto famico. Figuras 1494 &
149C barwa= Spm, 149E barra= 100pm.
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Fizuras 1504-C- Mimoscopla optica de campo clam em corte transversal do canle
mostrando testes histoquimicos em Cvotom Jorbusadus. 1504 e 150B- Detecgio de
substinclas fendlicas do canle secundario através da mwagio de chreto férreo. 1507 —
Feagio de Sudan IV, evidenciando a presenca de lipidios nas céhilas do panquitha
cortical, Fizuras 1504, 150E e 150 barra = 10 pm.
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Figuras 151 4-Tv Miooscopia dptica de canpo clan em secofies transversals do canle mostranda
testes histoquinuecos em Croteom floribundus, 1514~ Feagio de chreto fenrco, evidenciando a
presenca de comnpostos fendlicos wo parénquma cortical e peridenne. 151B- Feaglio de 24
dimitwferulludras=ma, evidenciands a presenca de terpencs mos latiefferns, 1510C- Feagio de
Zudan IV evidenciando deposicio lipidica sobre as céhalas epidémmucas. 1510 Eeagerte de
Dragendoif evidenciando a prsenga de alcaldides ma peridere. Figuras 1514, 1510 151D

barra= S0pm, 151 barra= 2pm.
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Figuras 1524-B. Micioscopia dptica de campo claro em seccin
trasversal do canle mostrando testes lustoquinticos em Crotom
Aorbamdus, 1524~ Eeagerte de Dragendcef, detale da
periderme  evidenciando a presenga de  alecaldide. 152E-
dicromato de potdssio, detalhe do padnquma corical e
peridermie com marcagio postiva para compostos fendlioos.

Figuras 1524 e 1528 barra= Spm.



Fimuras 155-15- Secodo transversal do canle primaro de Cvoton floribundus, 155-
Microscopla eletrémica de varredura mostrando regiio do parénquima corical
comtends grios de amdo. 154 Mlimroscopia dptica de canpo claro mostrando teste
histoquirties evidenciando srios de amudo corados pel reagemts da hozol nas cébalas
do parénquima cortical. Fizura 153 bara=10pm, 154 barra= 20 pm.
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Flguras 155-156 Secio transversal do canle secundirio de Craton flovdbundus. 155-
Microsoopia dptica de canpo clao mostrando teste histoquinues evidenciando a
presenca de crstars de coalato de cilio dstribmidos mo parénqumma cortical 156-
Microsoopla elestrénica de varredura mostrando dmwsas de ooralato de cileio nas
céhilas do parénquima coetical. Figura 155barra= 25 pm, 150 barra= 10 pm.
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Fignra 157 Mirwoscopla ektrémica de vanedura mostrando ocorte
transversal do canle secundirio de Crotam florbumdus. 157- Detalhe do
xilema mostrando elemetos de vaso e fibras barra= 100pm.
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Figuras 158-18]1- Microscopia eletifouca de transnussio de oote transversal do canle de
Croton forbamdus. 158- Céhalas do parénquirna cortical de caule jovem, evidenciando
cloraplasta (*) & vamiolo preenchida por substineias eletrondensas (4991, 159- detathe de
cloroplasto de céhilas jovens, evidenciando a presenca de grdos de amudo (seta). 180 -
Céhilas do parénquma cortical evidenciando a presenga de wamiolo bem deserrobrido
preenchido por substineias eletrondensas (4¥). 161 - Detalke de cloroplasta, evidenciands
o estroma ooupado por grios de amido (seta). Figura 158 bawa = 10 pm, 159 barra = 08
prry, 160 bara= 4.0 pm, 161 barra = 1.5 pm.

107



| .r'"l ¥ "
. : J-,' .-’r -'f.‘"..

L e, T ‘ I -
163 A [

y - 2 { B —

Figuras 182-163- Mimroscopla eletrdmica em secgdo tramsversal do canle de
Craton flormbundus. 162- Mimosoopia eletmea de varredura mostrando fibras
extrzoilemniticas no parénquina cotical. 165- Blimroscopla elebrdnuca de
transmissdo moshando detalhe da fihra edracdlendtica do canle no estidio
mtermediano do desenvolvimerto. Figura 162 barra = 10 pm, 163 barra= 1,1

T
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6 DISCUSSAO

Baseando-se nos resultados obtidos em folhas e caules em diferentes estadios do
desenvolvimento em Croton macrobothrys e Croton floribundus, as analises anatomicas,
ultraestruturais e histoquimicas possibilitaram a caracterizacao das espécies analisadas, assim como a
elucidacao dos sitios de acumulo dos compostos secundarios.

Nas folhas de Croton macrobothrys ¢ C. floribundus, as células epidérmicas, apresentam
contorno retangular a poliédrico e paredes retas a ligeiramente sinuosas, a exemplo de outras
espécies do género (SOLEREDER,1908; METCALFE ¢ CHALK, 1950). O contorno sinuoso das
paredes tem sido atribuido a influéncia de condigdes ambientais como a irradiacdo luminosa e a
umidade relativa (ESAU,1985). Também esta relacionada a protecdo mecanica (HABERLANDT,
1928), a qual contribuiria para o aumento da rigidez da parede celular, prevenindo um colapso da
c¢lula em plantas submetidas ao déficit hidrico. A sinuosidade das paredes de C. floribundus é maior
do que aquelas observadas em C. macrobothrys, sugerindo que esta espécie esteja mais adaptada a
alteracdes ambientais.

A deposicao de ceras epicuticulares com diferentes caracteristicas ¢ comum em vegetais € a
ornamentacao cuticular ¢ considerada um carater diagnostico para separar espécies (ESAU, 1977;
METCALFE e CHALK, 1979; JUNIPER et al., 1983). As ceras epicuticulares de ambas as espécies
estudadas sdo lisas ou em forma de filme. No entanto, em C. macrobothrys, possuem ornamentagio
cuticular com arranjo estriado sobre as células estomaticas. O espessamento da cuticula e das ceras

epicuticulares, observado nas folhas totalmente expandidas de ambas as espécies estudadas podem
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representar uma barreira contra agentes bioticos (MARTIN e JUNIPER, 1970 apud FURLAN, 1998;
OLIVEIRA et al, 1999) ou aos efeitos danosos de agentes abidticos (JENKS ¢ ASHWORTH 1999;
HELBSING et al., 2000; STENGLEIN et al., 2005; BRINGE et al., 2006).

As folhas completamente expandidas de C. floribundus e C. macrobothrys séao
hipoestomaticas, como a maioria das espécies da subfamilia Crotonoideac (METCALFE e CHALK,
1965), com estdomatos do tipo paracitico. Estomatos do tipo paracitico, foi proposto para C.
lanjouwensis, embora nesta espécie a lamina foliar seja anfiestomatica (AGUIAR et al., 2000).

Os idioblastos com conteudo lipidico localizados na epiderme abaxial de C. floribundus
também foram observados em C. rhamnifolius (MENEZES, et al., 2003) ¢ Croton monanthogynus,
onde foram denominados células secretoras crateriformes (METCALFE e CHALK, 1965).

Os tricomas na familia Euphorbiaceae possuem uma grande variedade de tipos e formas. Os
tricomas tectores, podem ser simples unicelulares e multicelulares, a exemplo daqueles encontrados
em espécies dos géneros Dalechampia, Cnidoscolus e Croton (METCALFE ¢ CHALK, 1965). A
grande diversidade de tricomas observada no género Croton tem sido utilizada para a delimitagdo de
diferentes taxa (FROEMBLING,1896; SOLEREDER, 1908; METCALFE e CHALK, 1950;
WEBSTER et al., 1996).

A lamina foliar das espécies estudadas é densamente pilosa em ambas as faces, nos estadios
iniciais do desenvolvimento. Nas folhas totalmente expandidas de C. macrobothrys, a densidade dos
tricomas sofre reducdo na face abaxial, desaparecendo completamente na superficie adaxial. O
decréscimo da densidade de tricomas durante o desenvolvimento foliar foi observado em outras
plantas (KARABOURNIOTIS e FASSEAS, 1996). Ao contrario de C. macrobothrys, uma grande
quantidade de tricomas foi observada em ambas as faces das folhas totalmente expandidas de C.

floribundus.
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A distribui¢do dos tricomas nas folhas jovens de ambas as espécies, embora ndo quantificada,
¢ aparentemente homogénea em ambas as faces adaxial e abaxial, assim como foi observado em C.
urucurana (ORTIZ et al., 2002), C. salutaris (ORTIZ et al., 2003) ¢ C. compressus (ORTIZ et al.,
2003). No entanto, em espécies como C. lanjouwensis, os tricomas da face abaxial localizam-se,
principalmente, na regido apical da lamina foliar (AGUIAR et al., 2000). O aumento na densidade
dos tricomas que recobrem a epiderme foliar tem sido considerado uma barreira fisica para a reducao
de herbivoria (Press, 1999), e relacionado ao maior grau de refletincia da luz, por reduzir a
quantidade de radiacdo solar (KARABOURNIOTIS et al, 1992; CORSI ¢ BOTTEGA, 1999), a
reducdo da temperatura e ao controle da transpiragdo (KARABOURNIOTIS e BORNMAN, 1999).

Sugere-se que, o papel dos tricomas na manutengao do teor de dgua seja menos importante do
que na protecdo contra a excessiva radiacdo ultravioleta (KARABOURNIOTIS e BORNMAN,
1999). Neste caso, o seu papel estaria relacionado com o acimulo de polifendis (TATTINI et al.,
2000). O acumulo de fenolicos foi observado nos tricomas de em ambas as espécies de Croton
estudadas.

Nos estadios iniciais do desenvolvimento, a epiderme adaxial da lamina foliar de C.
macrobothrys encontra-se revestida por tricomas dendriticos, formados por pedinculo multisseriado
e regido apical multirradiada com uma célula central bem desenvolvida. Na epiderme abaxial, os
tricomas sao do tipo estrelado, apresentando pedunculo multisseriado e regido apical multirradiada.
Em C. floribundus, a epiderme adaxial das folhas, nos estadios iniciais do desenvolvimento,
apresenta tricomas aciculares, com a célula central de parede espessada e células adjacentes
formando uma base multisseriada. Na face abaxial a epiderme desenvolve tricomas tectores, do tipo
leptode e tricomas glandulares.

No género Croton, os tipos de tricoma podem variar de acordo com a espécie. Tricomas do

tipo acicular ou dendritico com arranjo multirradiado foram observados na epiderme adaxial das
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folhas totalmente expandidas de C. urucurana (ORTIZ et al., 2002). Também foram registrados
tricomas do tipo escamoso para C. salutaris (ORTIZ et al., 2003), dendritico para C. compressus
(Ortiz et al., 2003) e tipos unicelulares e estrelados para C. matourensis (OHANA et al., 2003).

Os tricomas do tipo acicular, observados na face adaxial e os do tipo leptode que revestem a
face abaxial das folhas de C. floribundus apresentam-se conectados por esclereides. Este arranjo
também foi observado em C. rhamnifolius (MENEZES, et al., 2003), Croton compressus (ORTIZ et
al, 2003) e outras espécies do género (METCALFE e CHALK, 1965). Acredita-se que a associagdo
dos tricomas com esclereides represente uma estratégia alternativa de absor¢ao ou translocagdo de
agua, alem da protegdo contra predadores (MENEZES et al., 2003). As numerosas pontoagdes
observadas nas células esclerenquimaticas de C. floribundus, assim como aquelas registradas em C.
compressus (ORTIZ et al., 2003) parecem contribuir para o transporte da agua absorvida e sugerem a
associacdo entre tricomas e esclereides como uma via alternativa para a absor¢do de agua nas
espécies do género Croton. A presenga de uma bainha parenquimatica aclorofilada, envolvendo as
esclereides, a exemplo do que ocorre nas bainhas dos feixes vasculares, reforcam essa suposi¢ao. O
papel dos tricomas na absor¢ao de agua foi observado nas espécies da familia Bromeliaceae, onde os
tricomas também participam na absor¢do de nutrientes (BENZING et al., 1976; BENZ e MARTIN,
2005),

O desenvolvimento dos tricomas ¢ assincronico, sendo observados tricomas em diferentes
fases de maturagdo de acordo com estadio de desenvolvimento foliar. Duas formas de
desenvolvimento podem ocorrer durante a formagdo dos tricomas. No primeiro caso, o niimero final
dos tricomas ¢ estabelecido nos estadios iniciais de diferenciacdo da folhas (Ascensdo e Pais, 1987),
enquanto no outro, novos tricomas sao formados durante todos os estadios do desenvolvimento foliar

(MAFFEI et al., 1989; TURNER et al., 2000).
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A ontogenia dos tricomas tectores foi acompanhada em ambas as espécies e verificou-se que
o desenvolvimento dos tricomas ocorre de duas formas distintas: originando-se a partir de divisdes
anticlinais e periclinais assincronicas formando, inicialmente, uma célula apical diferenciada das
demais, ou através de divisdes sincronicas, originando uma protrusao epidérmica. Nesta protrusdo,
formada por um conjunto de células indiferenciadas, ¢ observado crescimento da célula central,
originando a célula apical diferenciada. Em ambos os tipos de desenvolvimento, as células
parenquimaticas subepidérmicas contribuem para a formacgao do pedunculo e parte das células que
1rdo compor os raios.

Alteragdes estruturais como espessamento da parede e redugdo do limen celular, podem ser
observadas nas células apicais radiais dos tricomas das espécies estudadas, semelhante ao que foi
observado em C. lanjouwensis (AGUIAR et al., 2000).

As células apicais radiais e pedunculares dos tricomas, ocasionalmente, apresentam coloragao
levemente ferruginea, assim como, observado nos tricomas do eixo vegetativo e reprodutivo de
Croton rhamnifolius e Croton rhamnifolioides (RANDAU et al., 2004). Testes histoquimicos
demonstraram tratar-se de compostos de natureza fenolica, acumulados nas células radiais e
pedunculares.

Tricomas glandulares sdo encontrados somente na face adaxial de Croton floribundus. Os
estudos ontogenéticos evidenciaram que estes tém inicio a partir de uma unica célula epidérmica que
sofre aumento e, posteriormente diferencia-se em uma célula secretora. Os tricomas glandulares
podem apresentar, entre outras fungdes, atracdo de polinizadores e prote¢do contra herbivoria,
dependendo das substancias que acumulam e secretam, embora a fungdo especifica de cada tipo de
tricoma glandular ndo seja totalmente conhecida (CORSI e BOTTEGA, 1999, ASCENSAO et al.,

1999).
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As andlises histoquimicas evidenciaram a presenga de contetido lipidico na célula apical do
tricoma glandular de Croton floribundus. O acimulo de lipidios pode estar relacionado com o seu
papel na producdo de sinalizadores de mecanismo de defesa, onde o acido jasmonico exerce
importante fungdo (LI et al., 2004). Propde-se que o acimulo de componentes toxicos na superficie
da planta seja uma estratégia defesa contra insetos, patdégenos e herbivoros, de forma que os
exsudatos sejam posicionados de forma ideal para aumentar a primeira linha de defesa contra o
ataque de organismos (WAGNER et al., 2004).

A estrutura dorsiventral também foi observada por outros autores nas espécies da familia
Euphorbiaceae (SOLEREDER, 1908; METCALFE e CHALK, 1950, 1979). Em C. macrobothrys o
mesofilo ¢ dorsiventral com células palicaddicas alongadas ¢ compactadas e parénquima lacunoso
com grandes espacos intercelulares, enquanto em C. floribundus as células do parénquima pali¢adico
sd0 mais longas e os estratos do parénquima lacunoso apresentam-se em menor numero. A
organizagdo dorsiventral aliada ao cardter hipoestomatico evidencia o carater mesofitico das
espécies.

C. macrobothrys e C. floribundus, assim como previamente observado em C. matourensis
(OHANA et al., 2003), apresentam cristais de oxalato de calcio, sob a forma de drusas, entre as
células do parénquima pali¢adico, entretanto, em C. macrobothrys sua ocorréncia ¢ menos freqiiente.
Além de drusas, as espécies de Croton também podem apresentar rafides e estiloides (METCALFE e
CHALK, 1965). Acredita-se que a formagdo de oxalato de calcio em tecidos vegetais seja
decorrente da possivel remogdo de oxalato acumulado em quantidades toxicas, assim como da sua
utilizagdo para a manuteng@o do equilibrio i6nico (SUGIMURA et al., 1999). Outrossim, a presenga
de cristais de oxalato de célcio ¢ justificada por serem considerados produtos do metabolismo, cuja

principal fun¢do ¢ armazenar o célcio removido do sistema, pois, além de estarem associados a
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defesa da planta contra a herbivoria, teriam o papel na reserva de calcio (FRANCESCHI e
HORNER, 1980).

Nas folhas completamente desenvolvidas de C. macrobothrys, os idioblastos contendo
inclusdes lipidicas sdo observados no parénquima lacunoso, assim como evidenciado nas folhas de
C. matourensis (OHANA, et al., 2003) e em C. salutaris (ORTIZ et al., 2003). As células secretoras
contendo 6leo ou resinas que ocorrem na superficie ou imersas no mesofilo das espécies de Croton
sdo importantes caracteres utilizados para fins diagnosticos em estudos taxondmicos (METCALFE e
CHALK, 1965) e foi considerado um carater distintivo para as duas espécies.

Idioblastos taniferos estdo presentes no mesofilo das duas espécies estudadas, apresentando
maior freqliéncia nas células do parénquima palicaddico caracteristica comum a familias como
Ampelidaceae, Crassulaceae, Ericaceae, Legumnosae (ESAU, 1977).

Na nervura principal de folhas completamente desenvolvidas de Croton macrobothrys
observou-se a reducdo no numero de células e do conteudo fendlico. Essa redugdo sugere que o
acumulo de substancias fenolicas exer¢a importante papel contra a herbivoria principalmente nas
folhas em estadios iniciais do desenvolvimento, periodo no qual as células do parénquima e tecidos
lignificados ainda encontram-se em fase do desenvolvimento e reduzido desenvolvimento parietal.

As espécies estudadas apresentam feixes vasculares do tipo colateral, semelhante as outras
Euphorbiaceae (SOLEREDER, 1908; METCALFE e CHALK, 1950). Os feixes vasculares
encontrados no mesofilo de C. macrobothrys e C. floribundus sdo circundados por células
esclerenquimaticas e parenquimaticas as quais formam extensdes de bainha caracteristica, observada
somente em algumas espécies do género (METCALFE e CHALK, 1965). Estas extensoes
desempenham fung¢do condutora, transportando produtos dos feixes as células epidérmicas (FAHN,

1979).
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Tanto em C. macrobothrys quanto em C. floribundus a regido cortical do caule secundario
apresenta parénquima desenvolvido com menor quantidade de drusas e cristais prismaticos de
oxalato de calcio, quando comparadas ao caule primario, ¢ inimeros idioblastos contendo taninos
distribuidos de forma difusa. Caracteres semelhares foram observados em Croton matourensis
(OHANA et al., 2003). O ntmero reduzido de idioblastos contendo cristais e fenois em estadios
avancados de crescimento sugerem que, a formacdo destas células especializadas ocorra nos
primeiros estddios de formacdo do caule, ndo havendo aumento no nimero de células nas fases
subseqiientes de desenvolvimento.

As espécies estudadas apresentaram feixes de fibras extraxilematicas de paredes espessadas
polilameladas com numerosas pontuagdes simples e limen reduzido, formando um anel descontinuo,
intercalados por células parenquimaticas. A presenca de esclereides foi observada em outras
espécies da familia Euphorbiaceae, a exemplo de Phyllanthus tenellus Roxb. (LOURO et al., 2003).
Em Hevea brasiliensis, os esclereides apresentam paredes espessas polilameladas e ricas em
pontoacgdes, distribuindo-se de forma difusa e em feixes da regido do floema até as proximidades da
periderme (THOMAS, et al., 1995). Tal organizago, também foi observada na parede cortical de C.
matourensis (OHANA et al., 2003). A associagdo entre a presenca de depositos de polifendis e
substancias oleosas, assim como, a presenca de fibras e a grande extensdo da periderme com
deposito de suberina, constituem estratégias de prote¢do desenvolvidas por espécies caducifolias
(PAREDES et al., 2001).

Nos raios parenquimaticos das espécies estudadas, observa-se a presenca de amido,
compostos fenolicos ¢ drusas de oxalato de calcio, os quais sao mais abundante em C. floribundus.
Cristais localizados nas células dos raios parenquimaticos foram observados em Croton matourensis
(OHANA et al.,, 2003). A presenga de cristais constitui uma das caracteristicas da familia

Euphorbiaceae, sendo freqiientemente utilizada para a distingdo entre os géneros desta familia
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(OHANA et al., 2003; MENNEGA, 2005). Além dos cristais, 0 acimulo de graos de amido e de
compostos fendlicos também pode ser observado na familia (METCALFE e CHALK, 1965), a
exemplo de Phyllanthus niruri (LOURO et al., 2003) e Micandra inundata (BERRY et al., 2004).

Em Hevea brasiliensis, além do parénquima radial, a presenga de contetdo tanico também foi
observada nas células do parénquima axial (THOMAS et al., 1995). Em relagdo ao acumulo de
amido, propde-se que estes sejam acumulados pelas células do raio no inicio do verdo, sendo
mobilizados no inicio da primavera (COSTA et al., 2003). Os raios apresentam importante papel no
transporte radial de materiais de reservas (VAN BEL 1990; HARMS e SAUTER 1992), na aeragdo e
na regeneracdo de feridas (THOMAS et al., 1995).

Ambas as espécies estudadas, apresentam xilema com parénquima axial do tipo apotraqueal,
o qual é predominantemente encontrado na subfamilia Crotonoideac (MENNEGA, 2005), sendo
também observados em Micandra inundata (BERRY et al., 2004).

Fibras libriformes de paredes amorfas ocorrem no xilema e no parénquima medular de ambas
as espécies estudadas. No entanto, fibras gelatinosas de paredes secundarias lameladas também
foram observadas em Croton floribundus. A presenca de fibras gelatinosas foi referida para C.
urucurana (LUCHI, 2004) e espécies do género Euphorbia (CARLQUIST, 1970), sendo freqiientes
na familia Euphorbiaceac (MENNEGA, 2005).

As fibras gelatinosas sdo extensivamente encontradas nas dicotiledoneas arboreas,
desempenhando um papel importante ndo s6 contra o estresse causado pelo peso do préprio tronco
como também no armazenamento de dgua nas paredes celulésicas (FISHER e STEVENSON, 1981;
MERCANTI et al., 2001). A presenca de tais fibras em Croton urucurana foi atribuida a um
mecanismo de resisténcia ao periodo de baixa disponibilidade hidrica, caracteristico de espécies de
habitat seco (LUCHI, 2004). A co-existéncia de fibras gelatinosas e fibras libriformes, nao

espessadas, indicam a presenca de um lenho de tensao (CARLQUIST, 1970).
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C. macrobothrys e C. floribundus possuem laticiferos distribuidos no parénquima cortical e
na regido floematica. A presenca de laticiferos ¢ observada em representantes de aproximadamente
vinte familias de Angiospermas, podendo estar regularmente distribuidos nos tecidos, entretanto,
encontram-se mais freqiientemente associados ao floema e ao xilema (METCALFE and CHALK,
1967, THOMAS et al., 1995). Laticiferos ndo articulados foram observados nos raios do xilema, e de
forma mais abundante, nos raios do floema em Euphorbiaceac (FAHN, 1979).

O xilema ¢ formado por elementos de vaso solitarios e multiplos. Os vasos solitarios e
multiplos e o arranjo difuso dos vasos, observados em ambas as espécies estudadas sdo os tipos mais
freqiientemente observados em espécies ocorrentes em florestas do tipo tropical (ALVES e
ANGYALOSSY-ALFONSO, 2000). Em C. floribundus observou-se elementos de vaso com
pontoagdes intervasculares alternas, o que também foi observado para a subfamilia Crotonoideae
(MENNEGA, 2005), C. urucurana (LUCHI, 2004) e Hevea brasiliensis (THOMAS et al., 1995).

A distribuicdo ¢ o acumulo de metabdlitos secundarios sdo diversificados na familia
Euphorbiaceae (AMARAL, 1996 ¢ RANDAU, 2004). O acumulo de compostos fenolicos foi
observado em ambas as espécies estudadas durante os diferentes estadios de desenvolvimento, sendo
depositados nos tricomas, células epidérmicas e parenquimaticas das folhas e caules.

Em C. macrobothrys, as células do parénquima paligadico constituem os principias sitios de
acumulo de fendlicos desde os estadios iniciais do desenvolvimento. Em C. floribundus, este
acumulo ocorre, principalmente, nas células do parénquima lacunoso. A especializagdo para o
acumulo destes compostos nas células do parénquima lacunoso foi relacionada ao seu papel na
protegdo passiva (BECKMAM et al., 1972 ; KARABOURNIOTIS et al.,1995).

Nos estadios primarios de desenvolvimento do caule das espécies estudadas foram
evidenciadas a presenca de substincias que apresentam coloracdo que varia de avermelhada a

marrom nas células isoladas da casca, parénquima cortical e do parénquima axial do xilema,
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indicando o acimulo de taninos. Em Hevea brasiliensis também foram registrados a presenca de
substancias fendlicas em células isoladas ou grupos de células do parénquima cortical, na casca e em
células do raio e do parénquima axial, principalmente nas células adjacentes aos laticiferos
(THOMAS et al., 1995),

Os fenois incluem uma grande diversidade de compostos, como os flavonoides, os taninos
assim como os acidos benzdicos e cindmicos, sendo estes ultimos capazes de complexar-se com
proteinas, alcaléides e terpenos (SALATINO e GOTTLIEB, 1980; SIMOES et al., 2002). Os taninos
sdo polifenodis encontrados sob a forma livre no citoplasma ou conjugados a polissacarideos.
Fenolicos capazes de se ligar as proteinas apresentam a fun¢ao de protecdo contra a herbivoria, uma
vez que bloqueiam a agdo de enzimas digestivas (HOWE e WESTLEY, 1990). Os taninos como
grupo heterogéneo de substancias derivadas do fenol, estdo presentes em quase todos os tecidos
vegetais, distribuidos no vacuolo, em formas de gotas, no citoplasma ou impregnando a parede
celular (FAHN, 1979; ESAU, 1985). Os compostos fendlicos sdo armazenados em estado reduzido
no interior do vacuolo e quando a planta ¢ submetida a estresse bidtico ou abidtico, estes compostos
passam da forma reduzida atoxica e compartimentalizada para uma forma téxica, ndo reduzida
ocorrendo uma descompartimentalizagdio (BECKMAM, 2000).

Compostos lipidicos foram encontrados na cuticula das folhas e caules jovens de ambas as
espécies estudadas. Nas folhas, foram observados somente nas células crateriformes da epiderme e
nos idioblastos imersos no parénquima esponjoso. No caule, estas substancias foram observadas
distribuindo-se aleatoriamente no parénquima cortical ¢ no parénquima axial do xilema. No
parénquima cortical de C. floribundus o niimero de idioblastos lipidicos ¢ maior do que aqueles
encontrados em C. macrobothrys. podendo representar um mecanismo adicional de defesa que

Croton floribundus apresenta em relagdo a Croton macrobothrys.
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O parénquima cortical do caule em crescimento primario de ambas as espécies analisadas
apresenta grande concentragdo de terpenos. Além dessa regido, o caule em crescimento secundario,
apresenta depodsitos de terpenos distribuidos nas células da periderme.

Os testes histoquimicos indicam que, tanto os idioblastos quanto os laticiferos de C.
macrobothrys e C. floribundus apresentam em seu contetido, compostos de natureza quimica
diversificada onde estdo incluidos os lipideos, terpenos e substancias fendlicas. A formagao mista de
compostos também foi observada em Croton lechleri, cujo latex ¢ constituido por uma mistura de
metabolitos secundarios, onde as proantocianidinas sdo os maiores constituintes e outros fenois e
seus derivados, assim como os alcaldides e terpenos encontram-se em menor concentraciao
(PHILLIPSON, 1993).

Nas espécies de Euphorbia, o maior constituinte do latex sdo os terpendides ¢ seus ésteres
estocados na forma de estruturas globulares (ADDAE-MENSAH, 1992; ALMEIDA, 2003), onde os
terpenos podem representar cerca de 70 %-80 % de seu componente (PALOCCI, 2003). Menos
freqlientemente, outras espécies da familia Euphorbiaceae concentram em seu latex triglicérides, a
exemplo de Hevea brasiliensis (SUBRAMANIAN, 1986).

Diferencgas ultraestruturais foram observadas de acordo com a espécie e com os estadios de
desenvolvimento estudados. A distribui¢do dos fenolicos, a estrutura dos plastidios e o arranjo dos
peroxissomos e das mitocondrias foram consideradas as caracteristicas mais expressivas para a
distingdo dos dois taxa.

Nas folhas jovens e totalmente expandidas das espécies analisadas as células epidérmicas de
ambas as faces da lamina foliar, apresentam vactiolos bem desenvolvidos com depositos de
substancias eletrondensas, citoplasma denso, numerosos plastidios e presenca de mitocondrias. Em
C. floribundus observa-se que o acimulo de substancias eletrondensas no vacuolo das células do

parénquima lacunoso ocorre nas primeiras fases do desenvolvimento. Com o crescimento foliar, este
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acumulo também ocorrerd no parénquima paligadico, embora com menos freqiiéncia, ocupando
totalmente o vacuolo.

Ultraestruturalmente, as células epidérmicas do caule e da folha, as células do mesofilo e do
parénquima cortical do caule em ambas as espécies evidenciaram diferentes niveis e formas de
acimulo de depdsitos eletrondensos considerados caracteristicos de compostos fendlicos
(SANTIAGO et al, 2000). Em Phyllanthus tenellus, foram observadas células com vactolo
completamente impregnado de substincias fendlicas, sendo estes de aparéncia granular ou nio;
células com baixos niveis destas substancias e células sem tais substancias.

Os cloroplastos presentes nas folhas e caule de ambas as espécies nos estadios iniciais do
desenvolvimento, sdo pouco diferenciados, com tilacdides incipientes, grana com numero de lamelas
variavel e grdos de amido e plastogldbulos ja diferenciados. Foi demonstrado que os plastos de
células jovens de inimeras espécies apresentam semelhangas entre si (MESQUITA et al., 1989). O
desenvolvimento dos cloroplastos de células do mesofilo ocorre através do crescimento do sistema
de tilacoides, o qual é usualmente seguido de deposito de graos de amido, formados no interior do
sistema de lamelas, antes do seu completo desenvolvimento e ocorrendo, posteriormente, a formacao
de plastoglobulos (KUTIK et al., 1993).

Com o desenvolvimento, das folhas e caules, os plastos apresentam aumento no niimero e
dimensdes. Esse aumento ¢ acompanhado pelo aumento dos graos de amido e de plastoglobulos que
passam a ocupar um maior volume percentual nos cloroplastos ja desenvolvidos. A formagdo de
graos de amido foi observada em cromoplastos do género Croton, contudo, a sua localizacdo
especifica nao foi identificada (MESQUITA et al., 1990).

O aumento na quantidade de grios de amido no estroma dos cloroplastos das células do
mesofilo de C. macrobothrys e C. floribundus pode ser atribuida ao aumento na concentra¢do de CO,

em virtude do aumento da fixag¢ao do carbono (GRIFFIN et al., 2001; WANG, et al., 2004). Também
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tem sido relacionado a influéncia de condi¢des ambientais como a luminosidade, responsavel por
alteracdes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas (KUNST, 1984), assim como a disponibilidade
de nitrogénio, importante na diferenciacdo do cloroplasto, na formacdo dos tilacoides e na
senescéncia dos grana (KUTIK et al., 1993; YANO et al., 2001). O aumento de volume dos graos de
amido foi atribuido ao déficit de nitrogénio seja pelo aumento da formagao de sacarideos durante a
fotossintese ou devido a impossibilidade dos sacarideos formados durante a fotossintese serem
transformados em proteinas e compostos nitrogenados, assim como a incapacidade de transporte
destes para outros orgdos (KUTIK et al., 1993). A maior distribui¢ao de graos de amido também foi
observada durante o aumento da incidéncia de UV-B (SANTOS et al., 2004),.

Nos estadios iniciais de desenvolvimento, as folhas de ambas as espécies estudadas
apresentaram baixa freqiiéncia ou auséncia de plastoglébulos nos plastos, embora estas gotas
lipidicas aumentem em numero e tamanho, nos estadios subseqilientes de maturacdo. As etapas de
diferenciagdo observadas apresentam o mesmo padrao registrado para outras espécies (CARDINI et
al., 2005). O acimulo de plastoglobulos tem sido atribuido a senescéncia de cloroplastos, déficit de
nutrientes e outras condi¢des de estresse (GUNNING e STEER, 1975; SCHNEPF, 1980; DIXIT,
1988; DERUERE et al., 1994). Os plastoglobulos acumulam plastoquinona, a-tocoferol e outras
substancias lipidicas, formando depdsitos lipidicos que podem ser exportados pelos cloroplastos
(SELGA e SELGA, 1996). Estudos realizados em Pinus sylvestris relacionaram o nimero elevado de
plastoglobulos a exportagdo de substancias lipidicas para a formagdo de resinas (SELGA e SELGA,
1996).

Observou-se que as mitocondrias podem variar morfologicamente de esféricas a filamentosas
(DOUCE, 1985). Em Croton macrobothrys e Croton floribundus as mitocondrias sdo
morfologicamente semelhantes, tendendo a forma circular e encerram granulos eletrondensos com

dimensoes variaveis. As inclusdes eletrondensas tem sido relacionadas com o armazenamento de
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proteinas e granulos osmiofilicos de fosfato insoluvel, provavelmente hidroxiapatita, comuns em
células animais (DOUCE, 1985).

O numero de mitocondrias varia de acordo com o grau de diferenciag¢ao celular, morfologia e
tipo celular nas plantas superiores (DOUCE, 1985). Uma baixa densidade de mitocOndrias ¢
observada em todos os estadios do desenvolvimento e em todos os tecidos analisados das folhas e
caules das espécies estudadas. Estas organelas estdo distribuidas randomicamente através do
citoplasma, de forma a favorecer todas as regides celulares igualmente, podendo localizar-se proxima
a membrana ou ao tonoplasto, de acordo com a necessidade energética (DOUCE, 1985). Em C.
macrobothrys e C. floribundus as mitocondrias apresentam-se aleatoriamente distribuidas ou
proximas aos cloroplastos. A proximidade a organelas como cloroplastos e peroxissomos indicam a
acdo cooperativa entre enzimas ¢ o fluxo de carbono para a fotorespiragdo (TOLBERT, 1971;
DOUCE, 1985).

Os peroxissomos encontrados nas folhas e no caule de Croton macrobothrys apresentam
forma predominantemente globular, a semelhanga daqueles observados em Arabidopsis thaliana
(MANO et al., 2002). A presenca de peroxissomos com estrutura em torus ou em uma morfologia
tubular ¢ comum na lamina foliar (CUTLER et al., 2000). O fenotipo do tipo torus tem sido
atribuido a inclusdo paracristalina amorfa que ocupa grande parte da matriz desta organela (HEINZE
et al., 1983). Em caules e folhas, os peroxissomos apresentam o mesmo padrdo ultraestrutural,
diferindo apenas no tamanho da estrutura paracristalina, independente do estadio de desenvolvimento
(MANO et al., 2002).

Demonstrou-se que a formagdo de inclusdes paracristalinas nos peroxissomos ¢ determinada
pelo aumento e atividade de catalase, os quais podem ser ocasionados por fatores ambientais como o
calor ¢ 0 UV-B (DAT et al., 1998; SANTOS et al., 2004). Em plantas superiores, o metabolismo

oxidativo ou estimulos ambientais formam espécies ativas de oxigénio (ROS) em peroxissomos
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(YANIK, 2005). As enzimas catalase e peroxidase presentes nos peroxissomos sao responsaveis pela
detoxificagdo destes radicais livres, sendo consideradas como enzimas chave para a defesa

antioxidante (SANTOS et al., 2004 e YANIK, 2005).
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7. CONCLUSAO

No presente estudo sobre a anatomia e ultraestrutura de folha e caule de Croton floribundus e
C. macrobothrys verificou-se:
1- Ambas as espécies apresentam estdmatos do tipo paracitico
2- Folha anfiestomadtica na fase jovem
3- Folha hipoestomatica na fase adulta de ambas as espécies
4- Folha com estrutura dorsiventral, contendo uma camada de parénquima pali¢addico e 5-7
camadas de parénquima lacunoso
5- Idioblastos contendo cristais do tipo drusas de oxalato de calcio sdo dispersos no
parénquima palicadico
6- Folha densamente pilosa nos estadios iniciais do desenvolvimento
7- Em Croton macrobothrys observa-se tricomas tectores dendriticos e estrelados
8- Em Croton floribundus observa-se tricomas tectores lepdote, acicular e tricomas
glandulares
9- Em Croton floribundus esclereides colunares conectam os tricomas da epiderme adaxial
aos tricomas da epiderme abaxial
10- Em folhas de Croton macrobothrys as células do parénquima pali¢cadico sdo fontes de
compostos fendlicos
11- Em folhas de Croton floribundus as células do parénquima lacunoso sdo fontes de
compostos fendlicos

12- No xilema de Croton floribundus observa-se a presenca de fibras gelatinosas
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13- Em ambas as espécies observam-se a presenga majoritaria de terpenos na regido cortical do
caule
14- A periderme e parénquima cortical de ambas as espécies sdo sitios de acumulagdo de
compostos fendlicos
15- A periderme de Croton floribundus ¢ fonte de alcaldides
16- A secregdo dos idioblastos e laticiferos de ambas as espécies estudadas ¢ heterogénea,
sendo composta principalmente de substancias lipidicas, fendlicas e terpénicas.
16- Ultraestruturalmente, as espécies apresentam distribui¢do de organelas de forma semelhante
sendo apenas a presenga de peroxissomos restrito a C. macrobothrys.
17- O acimulo dos compostos fenolicos no interior dos vacuolos ocorre de maneira semelhante
no caule de ambas as espécies, sendo o principal sitio de acimulo, o parénquima cortical do caule e
parénquima palicadico e lacunoso em folhas.

18- A anatomia do caule primario e secunddrio foi muito semelhante nas espécies analisadas.
Porém, caracteristicas como a presenca de fibras gelatinosas no xilema e fibras de esclerénquima no
parénquima medular e presenga de cristais do tipo drusa de oxalato de célcio no parénquima axial de

C. floribundus mostraram-se diagnosticas no reconhecimento através de caracteres morfologicos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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