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Anatomia Foliar de
Cupuacuzeiros Cultivados .
ao Sol e a Sombra

Cristiane da Silva Ferreira’
Raimunda Conceicdo Vithena Potiguara®
Francisco José Camara Figueirédo®

Resumo

Neste estudo, foram utilizados cupuacuzeiros, com idade de 2 anos, cultivados
ao sol e & sombra de sub-bosque de seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.),
sendo delimitadas quatro parcelas por ambiente de cultivo, selecionando-se duas
plantas para obtencao de amostras de folhas. O estudo histoldgico, realizado
com a-quarta folha, a partir do apice dos ramos considerados e localizados na
parte mediana da copa, constou da dissociacao da epiderme, nas de seccdes no
apice, nervura central, margem, limbo e base da folha, com cortes em micrétomo
e a mao livre. As folhas de cupuacuzeiro cultivado a pleno sol diferiram,
anatomicamente, daqguelas de planta cultivada em ambiente sombreado, pois tém
maior espessamento do mesofilo, em virtude da adaptacao a luminosidade
intensa. As folhas de plantas de cupuacuzeiro cultivadas ao sol e & sombra
apresentaram grande quantidade de tricomas na epiderme abaxial, onde se
concentraram os estomatos, indicando que essa espécie suporta altas incidéncias
de luz.

Palavras-chave: Theobroma grandiflorum, histologia.
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Leaf Anatomy of
Theobroma Grandiflorum
Cultivated at Sun end
Shade

Abstract

In this study were used Theobroma grandiflorum with two year-old age,
cultivated in the sun and shadow of rubber tree sub-forest (Hevea bras///'ens/é
Muell. Arg.), and delimited four portions and of each one was chosen two
plants. The samples were make through divisions in the top, central nervure,
border and base the fourth leaf of the considered branches located in the medium
part of the cup. The 7. grandiflorum leaves cultivated to full sun differ
anatomicaly of those of plant cultivated in shaded, because it has larger density
of the mesophyll due to adaptation to the intense brightness. The leaves of

7. grandifforum plants cultivated in the sun and to the shadow, they present
great amount of trichome in the epidermis abaxial, where they concentrated the
stomata indicating that that species supports high light incidences.

Index terms: Theobroma grandiflforum, histology.
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Introducao

O cupuacuzeiro € uma espécie arborea pertencente a familia Sterculiaceae (Le
Cointe, 1927) e nativa da Regido Amazoénica (Villachica et-al. 1996). Geralmen-
te, é encontrada vegetando espontaneamente em matas de terras altas das partes
sul a leste do Paréa e noroeste do Maranhao (Ducke, 1953). O porte chega a
ultrapassar a 20 m (Cavalcante, 1991) e, quando cultivada, a altura pode atingir
de 6 a 10 m (Calzavara et al. 1984).

Por ser uma planta umbrofila, o cupuacuzeiro suporta, quando adulto, a radiacao
solar direta e, por isso, é considerada uma espécie que se adapta diante de
estresses ambientais (Rocha Neto et al. 1997). Seu cultivo, em sistemas de
consorcios temporénrios ou definitivos, vem sendo bastante explorado com a
finalidade de aumentar a eficiéncia do solo e introduzir alternativas nas
entressafras (Gasparotto et al. 1997; Muller & Carvaiho, 1997). Na tentativa de
induzir 0 menor porte as arvores e aumentar a producao de frutos, tém sido
dinamizados estudos com as plantas cultivadas a pleno sol.

O cupuacuzeiro tem o crescimento pseudoapical, que ocorre a partir do desenvolvi-
mento ortotropico do eixo principal que, na sua porcdo terminal, emite trés ramifica-
cOes de crescimento plagiotrépicos. Esses lancamentos sao sucessivos até que a
planta atinja a idade adulta (Calzavara et al. 1984; Mlller & Carvalho, 1997).

As folhas de cupuacuzeiros sao simples e alternas, possuindo tricomas estrela-
dos na face inferior e o peciolo é curto, espesso e ferrugineo (Prance & Silva,
1975). Apresentam tamanhos consideravelmente maiores nos individuos
cultivados em sub-bosque do que nos cultivados a pleno sol. A espessura do
mesofilo tende também a aumentar nesta ultima condicdo, assim como o numero
de estématos (Macedo et al. 1997).

De acordo com Metcalf & Chalck {1950), as folhas de plantas da familia
Sterculiaceae normalmente possuem tricomas e cuticula espessa e, nas do
género Theobroma, os estdmatos ficam contidos na face abaxial, o que caracteri-
za as folhas como hipostomaticas. O espessamento da cuticula ocasiona maior
adaptacao aos ambientes que apresentem déficit de dgua, pois permitem a maior
conservacao de dgua na planta, impedindo que esta evapore para a atmosfera
(Pallardy & Rhoads, 1993}.
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As plantas adaptadas a ambientes com alta incidéncia de luz e a eventuais
deficiéncias hidricas no solo, na maioria das vezes, apresentam esclerofilia,
caracterizada por uma série de fatos morfoldgicos nos 6rgaos vegetais, observa-
dos anatomicamente através do acentuado espessamento das paredes cé€lulares
de varios tecidos (epiderme, suiber, esclerénquima, etc.). Essas estruturas
reforcadas se devem a acdo morfogenética da radiacdo solar que funciona como
estimulo indutor da forma e da estrutura (Rizzini, 1976).

De acordo com Maximov {1931), o estudo dos efeitos da radiacao solar e do
déficit hidrico nas folhas é de suma importancia quando se deseja explicar a
esclerofilia, pois, nessas condi¢cdes, a planta desvia a 4gua dos meristemas e, em
consequéncia desse fato, o crescimento das células na fase de alongamento é
interrompido. As paredes celulares cessam a expansao, antes do que deviam, e

- tendem a engrossar, originando células menores e dotadas de paredes mais
espessas. Devido a isso, as plantas apresentam folhas menores, com nervuras
mais densas, e 0 caule com esclerénquima e siber mais volumosos.

Entretanto, a iluminacao intensa e um retardamento no fluxo de dgua, por causa
do déficit hidrico, determina maior incremento das célufas palicadicas (células
clorofiladas) e, conseqlientemente, maior atividade fotossintética. A ocorréncia
de tricomas é muito mais freqliente, também, em plantas nessas condicoes. Em
espécies em que esse fator ocorre, tanto nas formas cultivadas a pleno sol
quanto nas sombreadas, a primeira tende a apresenta-lo mais densamente {Fahn,
1985).

Os tricomas que podem ser uni ou multicelulares e sao classificados como
glandulares, quando tém a funcao secretora, ou tectores, ambos sao
excrescéncias de revestimento da epiderme ou cuticula em estruturas vegetais.
Os tricomas do tipo glandular sao constituidos de um pedunculo e uma cabeca,
sendo esta a regido secretora {Cutter, 1986).

Conhecer a estrutura foliar é imprescindivel aos estudos fisioldgicos e
ecofisioldgicos, pois € através das folhas que ocorrem, quase que totalmente, as
perdas de dgua e as trocas gasosas. Essa importancia pode ser expressa pelos
estudos Ashton & Berlyn {1992}, Nascimento & Potiguara {2001) e Alavarez et
al. (2001).
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O objetivo deste trabalho foi identificar algumas diferencas anatémicas de folhas
de cupuacuzeiros, cultivados ao sol e a sombra, além de acumular conhecimen-
tos com intencao de dar suporte a outros estudos que contribuam para a
completa domesticacao dessa espécie. .

Material e Métodos

Na conducao deste trabalho, utilizaram-se plantas de cupuacuzeiro cultivadas ao
sol e a sombra de sub-bosque de seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.), na
Embrapa Amazonia Oriental, em Belém, Estado do Para, com idades aproximadas
de 2 anos. O estudo anatdmico foi conduzido no Laboratério de Anatomia
Vegetal e Palinologia doFMuseu Paraense Emilio Goeldi, em Belém, PA.

No estudo de anatomia foliar, foram definidas quatro parcelas por ambiente de
cultivo e, de cada uma dessas, foram selecionadas duas plantas. As folhas
amostradas, da parte mediana da copa, que corresponderam aquelas
posicionadas no 4° no6, a partir do apice dos ramos selecionados, foram acondici-
onadas em sacos de papel e, em seguida, submetidas a anélises histoldgicas,
realizadas através da dissociacao da epiderme e cortes em micrétomo e a mao
livre.

A dissociacao da epiderme foi feita nas seccoes no apice, nervura central,
margem, limbo e base da folha. Essas partes foram mergulhadas em mistura de
Jeffrey {(mistura volumétrica de 1:1 de acidos nitrico e crémico, a 10%,
Johansen, 1940) e mantidas em placas de petri, por aproximadamente 24
horas, até a clarificacao e separacao das superficies epidérmicas. Com ajuda de
um pincel (n° 4), fez-se a retirada do mesofilo e as faces epidérmicas (abaxial e
adaxial) obtidas foram lavadas em agua destilada e coradas com azul de astra e,
posteriormente, com fucsina basica, tendo cada etapa a duracdo de 15 minutos;
o0 excesso dos corantes foi retirado com agua destilada.

As epidermes coradas foram desidratadas mergulhando-as em alcool absoluto e,
em seguida, por uma série constituida de acetato N-butila, acetato | {30 mL de
acetato absoluto, 70 mL de etanol}, acetato !ll {70 mL de acetato absoluto, 30
mL de etanol) e acetato absoluto, em periodos de 5 minutos. As epidermes
foram montadas entre laminas e laminulas com resina sintética de balsamo do
Canada.
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Dos cortes em micrétomo, foram utilizadas sec¢des do apice, nervura central,
parte basal, margem e peciolo da folha.

As sec¢des obtidas foram mergulthadas em &cido hidrofluoridrico 50% aquoso e
acondicionadas em frascos de plastico com tampa, e mantidas, durante 48
horas, em estufa com temperatura de 60 °C. Apds esse periodo, as seccdes
foram colocadas em FAA (formol, acido acético e aicool), 10 mL de formaldeido
40% aquoso, 80 mL de éalcool 50% aquoso e 10 mL de acido acético absoluto
~ e, em seguida, mantidas em estufa, a 60 °C, por mais 24 horas. Depois disso,
iniciou-se a série alcodlica, passando-as pelo alcool a 70%, 80%, 90% e
absoluto. A série seguinte foi de acetato N-butila {concentracbes de acetato +
etanol) e acetato a 30%, 50%, 70% e absoluto. O tempo de permanéncia do
material em cada solucao de alcool foi de 80 minutos e, para de acetato, de 90
minutos. Ao final da série, as seccdes foram deixadas submersas em acetato
absoluto, em quantidade suficiente para encobri-las.

Esse material foi levado a estufa, sob temperatura de 60 °C, por 24 horas, e,
apds a evaporacao do restante do acetato, adicionou-se parafina, retornando a
estufa por mais 24 horas. Apds esse periodo, fez-se a troca da parafina. O
material foi retirado da estufa 1 hora apds a troca da parafina e, entao, confecci-
onados os blocos. Em seguida, foram feitos os cortes histoldgicos, utilizando-se
um micrétomo rotativo manual, com espessurade 16 a 22 um.

Os cortes foram levados ao banho-maria, a temperatura de 60 °C, de onde foram
coletados com uma lamina untada com albumina de ovo. A seguir, fez-se a
desparafinizacao e a desidratacado, obedecendo a série acetato/alcool
(Johansen,1940), precedidas da coloracdo com azul de astra e fucsina basica.
Para montar as laminas, os cortes foram cobertos com resina sintética de
balsamo-do-canada e laminulas.

Para os cortes a mao livre, foram feitas seccoes da nervura central, margem e
peciolo de folhas de cupuacuzeiro e colocadas em suporte de cortica. Com a
ajuda de lamina de barbear, essas porcoes foram cortadas transversalmente a
mao livre. As porcoes foram colocadas em solucao de agua e hipoclorito de
sodio, na proporcao 5:1, até a clarificacao. Em seguida, foram lavadas em agua
e armazenadas em recipientes contendo alcool a 70%. até o uso para os testes
histoquimicos.



Anatomia Foliar de Cupuacguzeiros Cultivados ao Sol e & Sombra

Nas andlises histoldgicas, os corantes utilizados foram: a) Azul de astra (0,5 g do
corante e 2 g de acido tartarico, diluidos em 200 mL de 4gua destilada), agitado
com bastdo de vidro e aquecido até a completa dissolugcdo do pd, e o corante
obtido foi conservado em geladeira; e b) Fucsina basica (1 g de fucsina béasica
dissolvida 100 mL de alcool etilico a 50%), também conservada em geladeira.

Nos testes histoquimicos, utilizaram-se laminas de cortes a mao livre, que foram
submetidas a diferentes testes para detectar as seguintes classes de substanci-
as: a) cristais, utilizando acido cloridrico e acido acético (Chamberlaim, 1938) —.
os cristais somente diluiam-se em éacido cloridrico, fato ndo ocorrido em &cido
acético, caracterizando-os como oxalato de célcio; b) mucilagem, em Sudan 1V,
apresentava a coloracdo que poderia variar de résea a vermelha (Johansen,
1940); E) lignina na constituicdo da parede celular, em Floruglucina, tinha a
coloragao vermeiha {Johansen, 1940); e d) amido, utilizando ‘Lugol, a coloragao
poderia ir de roxa a negra (Johansen, 1940).

Resultados e Discussao

O corte transversal da nervura central das folhas de cupuacuzeiros cultivados a
pleno sol e a sombra permite informar que hé semelhanca entre as estruturas. O
parénquima fundamental central é formado por células arredondadas, apresentan-
do grandes canais centrais. O sistema vascular é formado por vérios feixes de
xilema, separados por raios de células parénquimaticas. O floema envolve, de
forma quase continua, toda a regiao de xilema (Fig. 1).

pfc o v fcpf

Fig. 1. Corte transversal da nervura central de folha
de cupuacguzeiro. Aspecto geral da regido mediana.
Xilema (x), floema (f), células parenquimaticas (fcp)

parénquima fundamental central {pfc), cértex (co).

11
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Em seccdo transversal, observa-se que o mesofilo de folhas de plantas cultivadas
a sombra (Fig. 2A) apresenta o parénquima palicadico constituido apenas por um
estrato de células alongadas, enquanto as das cultivadas ao sol (Fig. 2B)
possuem dois ou mais estratos, o que ocorre também com o parénquima
lacunoso que, nessas condicdes, apresenta maior nimero de células. De acordo
com Raven et al. {(1996), o0 aumento na espessura do mesofilo é uma adaptacao
da planta a ambientes com altas intensidades luminosas. Nas folhas das plantas
cultivadas ao sol e a sombra, observa-se, ainda, a presenca de feixes vasculares
colaterais, que se estendem até as faces epidérmicas abaxial e adaxial. A face
adaxial das folhas a pleno sol apresenta uma cuticula mais espessa em relacdo a
sombreada e, na face abaxial das fothas, observa-se a presenca de tricomas.

Fig. 2. Corte transversal da lamina foliar de cupuacuzeiro: A - Aspecto geral da

regido mediana de plantas cultivadas em ambiente a sombra. B ~ Aspecto geral da
regido mediana de plantas cultivadas em ambiente a pleno sol. Epiderme abaxial
(eab), epiderme adaxial (ead), parénquima lacunoso (pl), parénquima palicadico (pp),

tricomas estrelados (te), feixe vascular (fv).

Na face abaxial das folhas de cupuacuzeiros cultivados a pleno sol e a sombra,
em vista frontal, é possivel observar grande quantidade de tricomas ocorrendo
em toda a superficie, exceto nas nervuras (Fig. 3A e 3B}, onde se identifica,
mais facilmente, o tipo estrelado (Fig. 4B). A face adaxial, ao contrério, é glabra
e apresenta células de forma tabular, podendo também apresentar forma cubica
com paredes espessas (Fig. 4A).

Entre as estruturas distintas da face abaxial das folhas de cupuacuzeiro, estao os
tricomas e os estdmatos (Fig. 5). Além de tricomas estrelados, as folhas de
cupuacuzeiro apresentam tricomas do tipo glandular, encontrados em todas as
regides da folha e composto de uma base e um pedunculo formado por trés
células (Fig 6). Os estdbmatos ocorrem somente na face abaxial (Fig. 7), caracteri-
zando a espécie como hipostomatica.
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Fig. 3. Vista frontal da epiderme abaxial da folha de cupuacuzeiro. A e B - aspecto _
geral. Tricomas (tc), nervura (nv).

Fig. 4. Vista frontal das epidermes da folha de cupuacuzeiro. A - Epiderme adaxial. B

- Epiderme abaxial. Célula epidérmica (ce), tricoma estrelado (te), estdmato (e).

Fig. 6. Corte transversal da lamina foliar

Fig. 5. Vista frontal da epiderme abaxial

. . i n
da folha de cupuacuzeiro. Tricoma de cupuaguzeiro mostrando detalhes do

estrelado (te}, tricoma glandular (tg), tricoma glandular {tg), estomato (e),

células clorofiladas (ccl), tricoma estrela-
do (te).

estbmatos (e).
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Fig. 7. Detalhe do estémato da folha de

cupuacuzeiro.

As folhas de cupuacuzeiro cultivadas a pleno sol e & sombra apresentam seme-
Ihancas quanto aos constituintés e contetdo celular {Tabela 1). A maioria das
células parenquimaticas da regido do cértex contém cristais em forma de drusas
no seu interior, e os testes permitiram inferir que tem a natureza de oxalato de
célcio. A presenca de lignina na constituicdo da parede celular foi negativa,
assim como a presenca de mucilagem, embora Metcalf & Chalck {(1950) tenham
feito referéncias a presenga de grandes canais de mucilagem em Sterculiaceae. A
presenc¢a de amido, na regiao do peclolo, é evidente nas células externas ao
floema.

Tabela 1. Testes histoquimicos realizados em folhas de cupuacuzeiro.

Constituintes e contetidos celular Regides da folha Resultado

Cristais de oxalato de célcio Células parenquimaticas do peciolo Positivo

Lignina Peciolo Negativo

Amido Parénquima cortical da regido peciolar Positivo

.Mucilagem Canais na regiao cortical do peciolo Negativo
Conclusdes

As folhas de cupuacuzeiros cultivados a pleno sol diferem, anatomicamente,
daqueles cultivados em ambiente sombreado, pois tém maior espessamento do
mesofilo, em virtude da adaptac¢ao a luminosidade intensa.
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As folhas de cupuacuzeiros cultivados ao sol e a sombra apresentam grande
quantidade de tricomas na epiderme abaxial, onde se concentram os estdbmatos,
indicando que essa espécie suporta altas incidéncias de luz.
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