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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo diagnosticar e caracterizar as substincias ergdsticas foliares de Oenocarpus bacaba Mart.,
O. distichus Mart., O. mapora H. Karst. e O. minor Mart. através de microscopias dptica e eletronica de varredura, andlises
histoquimicas e microandlises fisicas. Seccoes transversais e longitudinais, assim como maceragio foram realizadas em material
bot4nico fixado. As andlises histoquimicas foram empregadas em material botinico in natura, seguindo-se protocolos especificos
para mucilagem, amido e silica. Microanilises fisicas foram feitas com Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) detector. Nas
espécies estudadas de Oenocarpus Mart., as substancias ergdsticas foliares correspondem a mucilagem amorfa; graos de amido
poliédricos do tipo simples e silica opalina sob a forma de corpos elipticos e esféricos-globosos de superficie espiculada,
ambos com elevado teor de didxido de silicio. As observagdes microscdpicas, os testes histoquimicos e as microandlises fisicas
permitiram diagnosticar, caracterizar e elucidar a estrutura e ultra-estrutura das substancias ergdsticas ocorrentes nas folhas
dos tdxons analisados de Oenocarpus Mart.

PALAVRAS-CHAVE: Anatomia vegetal; metabdlicos primdrios e secunddrios; histolocalizagao.

Leaf ergastic substances of Amazonian species of Oenocarpus Mart.
(Arecaceae): histochemical and ultrastructural characterization

ABSTRACT

The purpose of this study was to diagnose and characterize the leaf ergastic substance of Oenocarpus bacaba Mart., O. distichus
Mart., O. mapora H. Karst. and O. minor Mart. by light and scanning electron microscopy, histochemical analyses and
physical microanalyses. Transverse and longitudinal sections as well as maceration were made in fixed botanical material. The
histochemical analyses were made in non-fixed botanical material, using specific tests for mucilage, starch and silica. An Energy
Dispersive Spectroscopy (EDS) detector was used for the physical microanalyses. In the Oenocarpus Mart. species studied, the
leaf ergastic substances corresponded to amorphous mucilage, simple-type polyhedrical starch grain and opaline silica in the
shape of elliptical and spherical, globular of pointed surface bodies, both with silicon dioxide in the correct concentration. The
microscopic observations, histochemical analyses and physical microanalyses permitted us to diagnose, characterize and elucidate
the structure and ultrastructure of the ergastic substances occurring in the leaves of the analyzed Oenocarpus Mart. taxa.

KEYWORDS: Plant anatomy; primary and secondary metabolics; histolocalization.
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INTRODUCAO

A familia Arecaceae, considerada uma das mais comuns
entre as Liliopsidas, ¢ a tinica incluida na ordem Arecales (APG
I1, 2003), apresentando distribui¢ao predominantemente
pantropical (Cronquist, 1981). Possui cerca 1.500 espécies
em 200 géneros endémicos pertencentes a seis subfamilias,
sendo que nas Américas estd representada por 550 espécies e 67
géneros (Henderson ez al., 1995). No Brasil, Souza e Lorenzi
(2005) consideram 40 géneros e 200 espécies.

As palmeiras, denominacio verndcula das Arecaceae,
constituem um dos componentes mais caracteristicos
da paisagem amazé6nica (Kahn, 1988), que abriga
aproximadamente 50 % dos géneros e 30 % das espécies de
palmeiras Neotropicas (Henderson ez al., 1995). Kahn e De
Granville (1992) assinalam que das seis subfamilias definidas
por Dransfield e Uhl (1986) para as Arecaceae, cinco possuem
representantes na Amazonia: Coryphoideae, Calamoideae,
Ceroxyloideae, Arecoideae e Phytelephantoideae. Destas,
Arecoideace é a que apresenta o maior nimero de géneros na
regido (28 géneros), sendo Astrocaryum G. F. . Meyer, Bactris
N. J. Jacquin ex Scopoli, Geonoma Willdenow e Oenocarpus
Martius os mais diversificados, que juntos correspondem a
mais de 50% do total de espécies. Para Oenocarpus Martius,
Balick (1986) cita nove espécies que estdo distribuidas no norte
da América do Sul, extendendo-se ao norte para a América
Central e, ao sul, para o Brasil e Bolivia.

A anatomia vegetal fornece importantes contribui¢oes a
elucidacio de relagdes ecoldgicas, taxondmicas e filogenéticas
das plantas vasculares, assim como para a fisiologia das mesmas
(Silva e Potiguara, 2008). Neste sentido, Uhl e Dransfield
(1987) enfatizam que estudos anatémicos sdo significativos
para a classificacio e avaliagio das inter-relacoes e mudangas
evolutivas das palmeiras, visto que estas se mostram varidveis
tanto na estrutura interna como na externa. Mesmo assim,
as pesquisas sobre Arecaceac na Amazédnia tém enfocado
principalmente os aspectos alimentar, medicinal e sdcio-
econdmico, conforme verificado em trabalhos etnobotanicos
de Balick (1984), Jardim e Stewart (1994), Jardim e Cunha
(1998), Rocha e Silva (2005) e outros, havendo escassez de
estudos histoquimicos e ultra-estruturais de metabélicos como
o realizado por Kikuchi ez a/. (2007).

As substancias ergdsticas, ou seja, produtos do metabolismo
vegetal primdrio ou secunddrio, possuem grande valor
taxonodmico e ﬁlogenético em vdrios grupos vegetais (Essig,
1979), nos quais a utilizacdio da microscopia eletronica de
varredura possibilitou ampliar o conhecimento celular e refinar
os detalhes estruturais (Grimstone, 1980).

Desta forma, o presente trabalho objetivou diagnosticar
e caracterizar as substincias ergdsticas foliares de O. bacaba
Mart., O. distichus Mart., O. mapora H. Karst. e O. minor

Mart. por meio das microscopias dptica e eletronica de

varredura, de andlises histoquimicas e microandlises fisicas,
visando contribuir com o conhecimento bioldgico dos téxons
analisados e subsidiar trabalhos futuros sobre fisiologia,
ecofisiologia e taxonomia de Oenocarpus Martius e demais
Arecaceae.

MATERIAL E METODOS

As espécies de Oenocarpus Mart. estudadas foram
coletadas em duas dreas do municipio de Belém, estado do
Pard: no Parque Zoobotanico do Museu Paraense Emilio
Goeldi (MPEG) e na Area de Protecio Ecolégica do Guam4
(APEG). Os espécimes estao depositados no Herbdrio Jodo
Murga Pires (MG) pertencente ao MPEG, com as seguintes
especificacoes: O. minor Mart. (MG 178490), O. distichus
Mart. (MG 178491), O. mapora H. Karst. (MG 178492) e
O. bacaba Mart. (MG 178493).

Para a andlise anatdmica, foram utilizadas folhas maduras
retiradas da periferia da coroa, fixadas em FAA_ | (Johansen,
1940) por 24 horas e, posteriormente, conservadas em dlcool
a70%. Foram consideradas trés regides ao axis foliar (rdquis,
peciolo e bainha foliar) e pinas: apical, mediana e basal (Figura
1). Do axis foliar, foram retiradas amostras das regioes periférica,
central e mediana (Figura 2). Das pinas, foram selecionados o
dpice, por¢io mediana e base do limbo, que foi subdividido
em margem, nervura central e por¢io intermedidria (Figura
3). Nestas amostras, foram realizadas maceragio e seccoes a
mio livre. A maceracdo foi feita segundo Franklin (1945),
mantendo-se as amostras em estufa a 55°C por duas semanas.
Posteriormente, o macerado foi submetido a centrifugacio
em 4500 rpm por 20 minutos, seguido de lavagem em dgua
destilada. Sucessivas centrifugacoes alternadas com lavagem
em dgua destilada foram realizadas até o desaparecimento de
tracos do 4cido, verificagio esta feita com o auxilio de fitas de
pH. Para a coloracio, foi utilizada safranina hidroalcodlica 5%
(Kraus e Arduin, 1997), montando-se o macerado em meio
tempordrio segundo Purvis ez al. (1964).

As secgoes a mo livre, transversais e longitudinais, foram
feitas com auxilio de lAmina de barbear, clarificadas em solugio
aquosa de hipoclorito de sédio comercial na propor¢ao de 2:1
(v/v), com posterior lavagem em dgua destilada, coloragao
segundo Johansen (1940) e montagem em glicerina 50%
aquosa entre lAmina e laminula. Quando necessirio, as
amostras foram submetidas ao amolecimento de acordo com
Carlquist (1982) e, apds desidratagio, infiltracao e inclusio
em parafina histolégica segundo Johansen (1940), foram
seccionadas em micrétomo rotativo na espessura de 20 pm,
coradas segundo o mesmo autor e montadas em bélsamo-do-
canadd entre [Amina e laminula.

Protocolos de Johansen (1940), Jensen (1962) e Salatino
e Silva (1975) foram empregados em material botanico nio
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Figuras 1 a 3 - Representacdo esquematica das seccoes realizadas nas
folhas das espécies estudadas de Oenocarpus Mart. 1: Representagdo geral.
A: Apice das pinas apicais; B: Porcdo mediana das pinas apicais; C: Base
das pinas apicais; D: Apice das pinas medianas; E: Porgao mediana das pinas
medianas; F: Base das pinas medianas; G: Apice das pinas basais; H: Porgao
mediana das pinas basais; I: Base das pinas basais; A,: Raquis apical; B;:
Raquis mediano; C,: Raquis basal; A,: Peciolo apical; B,: Peciolo mediano;
C,- Peciolo basal; A, Bainha apical; B,: Bainha mediana; C,: Bainha basal. 2:
Axis foliar. Rce: Regiao central; Rm: Regido mediana; Rp: Regido periférica.
3: Pinas. L/mg: Limbo/margem; L/nc: Limbo/nervura central; L/pi: Limbo/
porcao intermediaria.

fixado para o diagnéstico histoquimico de amido, silica e
mucilagern respectivamente.

Para o exame em microscopia eletrdnica de varredura
(MEV), amostras foliares desidratadas foram processadas
em secador de ponto critico de CO,, montadas em suportes
metdlicos e metalizadas com ouro com 20 nm de espessura
por 150 segundos em corrente de 25 mA.

Microandlises fisicas para substdncias minerais foram
realizadas com detector de Energy Dispersive Spectroscopy
(EDS), acoplado ao MEV.

As fotomicrografias e eletromicrografias foram obtidas,
respectivamente, em fotomicroscopio Zeiss e microscépio
eletronico de varredura Leo modelo 1450 VI, sendo as escalas
micrométricas projetadas nas mesmas condi¢oes dpticas.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

As substancias ergsticas foliares das espécies estudadas
de Oenocarpus Mart. correspondem a silica, mucilagem e
amido.

A silica, quimicamente um polimero amorfo de diéxido
de silicio hidratado (SiO,.nH,0), ocorre sob a forma de
incrustagdes minerais opalinas chamadas de corpos silicosos

por Tomlinson (1961). No interior das células epidérmicas das
pinas e do axis foliar, a exce¢io da margem e bainha, os corpos
silicosos mostram-se elipticos e cobertos por granulagoes
(Figuras 4 e 5). Corpos silicosos esféricos ocorrem associados
a feixes fibrosos presentes no mesofilo das pinas e no tecido
parenquimdtico do axis foliar, exceto na rdquis, estando
localizados em stegmata que segundo Mettenius (1864)
correspondem a idioblastos especializados na biossintese e
acumulo deste tipo de incrustagio mineral (Figuras 6 e 7).
Em MEYV, foi verificado que os stegmata dispéem-se em
fileiras longitudinais, adjacentes e paralelas aos feixes de fibras,
possuem paredes espessadas, forma discéide e uma cavidade
ou depressio central na qual se situam os corpos de silica, de
aspecto esférico-globoso e superficie espiculada semelhantes a
drusas (Figuras 8 € 9), tal como descrito para outras palmeiras
(Vilhena et al., 1984; Rocha, 2004; Kikuchi ez a/., 2007).

Microandlises realizadas por EDS revelaram que os corpos

silicosos descritos acima apresentam elevado teor de diéxido

de silicio (Figura 10).

Figuras 4 a 7 - Substancias ergasticas foliares de Oenocarpus Mart., silica.
4 ¢ 5: 0. bacaba Mart., evidenciando corpos silicosos elipticos. 4: Epiderme
adaxial da pina em seccgao transversal; 5: Eletromicrografia de varredura
da epiderme da regido periférica da raquis em secao transversal. 6 e 7: O.
distichus Mart., evidenciando corpos silicosos esféricos. 6: Feixe fibroso da
bainha foliar em secgao transversal envolto por stegmata; 7: Macerado do
peciolo, detalhando corpos silicosos no interior de stegmata. Corpo silicoso
(Csi); Stegmata (Stg).

A presenca e a diversidade estrutural dos corpos de
silica sao bem documentadas em diferentes familias vegetais
(Parthasarathy e Klotz, 1976; Simpson e Volcani, 1981) e
citados como comuns as Arecaceae (Tomlinson, 1990) e
outras Liliopsidas a exemplo das Bromeliaceae, Zingiberaceae,
Orchidaceae, Pandanaceae e Cyclanthaceae (Dahlgren e
Clifford, 1982). Contudo, questiona-se muito sobre os
mecanismos fisiolégicos que os formam, embora Haberlandt
(1925) sugira que o 4cido silicico absorvido pelas plantas do
solo, por ser potencialmente téxico as células, seja estabilizado
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Figuras 8 a 10 - Substéancias ergasticas foliares de Oenocarpus Mart.,
silica. 8 e 9: 0. minor Mart., bainha foliar. 8: Eletromicrografia de varredura
de um feixe fibroso evidenciando corpos silicosos esféricos-globosos de
superficie espiculada no interior de stegmata; 9: Eletromicrografia de varredura
detalhando um corpo silicoso esférico-globoso de superficie espiculada. 10:
Espectro da andlise por EDS realizada nos corpos silicosos, detectando elevado
teor de dioxido de silicio. Stegmata (Stg).

como biocomposto mineral e acumulado devido 2 auséncia
de um sistema excretor especializado.

Quanto a funcio, a silica biogénica nas plantas tem sido
associada  refletAncia das folhas (Campos e Labouriau, 1969),
a protecdo mecinica contra o ataque de insetos e patdgenos
(Paviani, 1972), ao controle da transpiragio excessiva e
retengdo de dgua (Sangster, 1977), a prevengdo do colapso
tecidual subjacente em condigoes de seca (Metcalfe e Chalk,
1983), assim como ao balango das trocas térmicas com o meio
externo (Adatia e Besford, 1986). Em relagio aos téxons aqui
analisados de Oenocarpus Mart., acredita-se que a tltima e as
duas primeiras fun¢des sejam as mais provéveis, devido ao
ambiente mesofitico onde os mesmos ocorrem.

Segundo Metcalfe e Chalk (1983), os corpos silicosos
caracterizam espécies, géneros e familias de Liliopsidas, pois
a ocorréncia e morfologia destas incrustagoes minerais sao
geneticamente determinadas e pouco influenciadas por fatores
ambientais (Moller e Rassmussen, 1984). Sendo assim, a
presenca ou auséncia deste tipo de inclusio celular representa
um valor sistemdtico relevante para Liliopsidas como as
Arecaceae (Prychid ez al., 2004), na qual os corpos silicosos
constituem uma condi¢io plesiomérfica ao grupo (Chase ez

al., 2000), como também observado por Prychid ez 4/. (2003)
ao clado Zingiberales, Commelinales ¢ Hanguana.

A mucilagem foi diagnosticada em estruturas secretoras
internas do mesofilo e como impregnacgées nas fibras
perivasculares e nio vasculares (Figuras 11 e 12). O macerado
ea MEV mostraram, ainda, que esta substncia faz-se presente
no interior dos elementos de vaso sob a forma de corpos
mucilaginosos, provavelmente resultantes do efeito coagulante

exercido pelos solventes utilizados na preparagio das amostras

(Figuras 13 e 14).

Figuras 11 a 15 - Substancias ergasticas foliares de Oenocarpus Mart.,
mucilagem e amido. 11 e 12: 0. minor Mart. 11: Secgéo longitudinal do
mesofilo evidenciando mucilagem no interior da estrutura secretora; 12: Feixe
vascular da raquis evidenciando bainha fibrosa impregnada por mucilagem
em luz polarizada. 13 e 14: 0. mapora H. Karst. 13: Corpo mucilaginoso no
interior do elemento de vaso da raquis; 14: Eletromicrografia de varredura de
um feixe vascular do peciolo, evidenciando corpo mucilaginoso no interior do
vaso. 15: 0. distichus Mart., evidenciando grao de amido da raquis. Estrutura
secretora (Esc); Mucilagem (Mc).

Do ponto de vista quimico, Costa (1994) considera que
mucilagens correspondem a substincias macromoleculares
de natureza glicidica (polissacarideos dcidos ou neutros) e
com propriedades hidrofilicas. Devido a estas caracteristicas,
Eames e MacDaniels (1925) e Fahn (1979) atribuem-lhe
diversas fungoes na economia da planta tais como: substancia
de reserva alimentar, aumento da capacidade de retencio de
dgua e contra a perda da mesma nas células. As duas tltimas
fungoes sugerem que as mucilagens contribuem para a
adaptagio das plantas a ambientes xéricos, conforme verificado
por Rocha ez al. (2002) nas malvaceas Hibiscus tiliaceus L. e
H. pernambucensis Arruda.

Como as espécies de Oenocarpus Mart. aqui estudadas
foram coletadas em ambiente com caracteristicas mesofiticas,
infere-se que a mucilagem verificada nas folhas nio
corresponda a uma adaptagio ecofisioldgica e sim a um
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caractere quimico inerente ao gendtipo dos téxons. Ademais,
as propriedades fisico-quimicas das mucilagens explicam sua
presenga no interior dos elementos de vaso, uma vez que se
solubilizam em 4gua e, por conseguinte, difundem-se pelos
tecidos e impregnam estruturas consoante descrito.

Grios de amido simples de contornos poliédricos, com
faces ligeiramente cdncava e convexa, hilo fendido e céntrico
e sem zonas concéntricas aparentes foram visualizados apenas
no macerado do axis foliar das espécies (Figura 15).

Salisbury e Ross (1992) comentam que o amido
corresponde a um heteropolimero polissacaridico de reserva
resultante da condensagio de dois polimeros de glucose: um
essencialmente linear, denominado amilose, e outro bastante
ramificado, chamado amilopectina, cuja forma varia de esférica
a eliptica. Para Bewley e Black (1994), a geometria dos graos
de amido ¢ determinada principalmente pelo contetido de
amilose, jd que se tornam mais esféricos & medida que ocorre
incremento da amilose em relagio a amilopectina. Assim,
supoe-se que os grios amiliferos dos tixons estudados de
Oenocarpus Mart., para o estdgio de desenvolvimento em que
foram coletados, possuam quantidades superiores de amilose
e, por esta razdo, assumem formato poliédrico tendendo a
circular, pois segundo Cereda e Franco (2002) os granulos
amiliferos apresentam em geral estrutura e propriedades
funcionais modificadas durante a ontogenia da planta, como
constatado por Amaral ez al. (2001) nas sementes de Bixa
orellana L.

De acordo com Meyer er al. (1965) e Costa (1994),
os graos de amido embora variem em tamanho e nimero
apresentam morfologia praticamente constante para
uma determinada espécie, sendo por isso utilizados nas
identificacoes taxondmicas (Galliard, 1987) e arqueobotanicas
(Freitas, 2002). Contudo, Tomlinson (1961) assinala que nio
existe diversidade morfolégica de graos amiliferos entre as
palmeiras para os tornarem tteis como caractere diagndstico. A
afirmagio do dltimo autor estd em acordo com as constatagées
feitas no presente estudo, visto que os graos de amido descritos
sa0 comuns aos téxons estudados de Oenocarpus Mart.

As observagoes microscopicas, os testes histoquimicos e
as microandlises fisicas permitiram nio apenas diagnosticar
a natureza das substincias ergdsticas foliares das espécies de
Oenocarpus Mart. aqui analisadas, como também elucidar
a ultra-estrutura das mesmas em especial pelo uso do
microscédpio eletronico de varredura. Ressalta-se, todavia,
a necessidade da ampliagao de estudos que versem sobre
metabdlicos nos demais representantes de Oenocarpus Mart.
e das Arecaceae como um todo, visando ratificar aqueles que
foram observados e detectar outros Uteis as interpretagdes
fisioldgicas, ecofisioldgicas, taxondmicas e filogenéticas.
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