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RESUMO

Piper L. (Piperaceae) ¢ monofilético, com espécies de dificil distingdo taxon6mica, sendo necessdrios ferramentas que auxiliem
a identificagio interespecifica. Os objetivos do trabalho foram descrever os macropadrées e caracterizar in situ a composicio
quimica dos cristais caulinares e foliares de Piper arboreum Aubl. var. arboreum, P. callosum Ruiz & Pav. e P. tuberculatum
Jacq., visando avaliar o uso dos cristais para a separacio interespecifica. Para tanto, amostras foram submetidas a andlise em
microscopias de luz e eletronica de varredura, microandlises espectroscépicas de raios-X por dispersio de energia e testes
histoquimicos. Foram observados cristais prisméticos cuneiformes, tabulares, ctibicos e bipiramidais; rdfides; estiloides; drusas
de cristais em bloco; rosetas cristalinas de estiloides e concrescéncias cristalinas. Foram descritos 15 macropadrdes cristalinos
reunidos em trés categorias. Os cristais foram classificados quimicamente como: puros de oxalato de cdlcio e misturas entre
oxalatos e sulfatos e entre oxalatos, sulfatos e silica. Rosetas cristalinas, concrescéncias cristalinas silicificadas e 14 dos 15
macropadrées cristalinos descritos sdo registros inéditos para inclusées biominerais de Piper e Piperaceae. Os macropadroes
cristalinos caulinares e foliares observados sio constitutivos e tteis A separagio interespecifica das espécies estudadas. Ademais,
os cristais desempenham fungdes relevantes para a autoecologia dos taxa de Piper analisados.

PALAVRAS-CHAVE: Cristais, MEV-EDS, Histoquimica, Quimiometria.

Silicified crystal concretions and rosettes in Piper (Piperaceae):
unpublished reports on their macropatterns

ABSTRACT

Piper L. (Piperaceae) is monophyletic, with species of difficult taxonomic distinction, and thus tools that facilitate interspecific
identification are needed. The aims of this study were to describe the macropatterns and characterize iz situ the chemical
composition of leaf and stem crystals of Piper arboreum Aubl. var. arboreum, P. callosum Ruiz & Pav. and P. tuberculatum
Jacq., in order to evaluate the use of the crystals on interspecific distinction. Samples were submitted to analyses under light
and scanning electron microscopies, energy-dispersive x-ray spectroscopic microanalyses, and histochemical tests. We observed
cuneiform, tabular, cubic, and bipiramidal prismatic crystals; raphides; styloids; blocky crystal druses; styloid crystal rosettes;
and crystal concretions. We described 15 crystal macropatterns, which were distributed along three categories. The crystals
were chemically classified as: pure calcium oxalate; and mixtures of oxalates and sulfates, and of oxalates, sulfates and silica.
Crystal rosettes, silicified crystal concretions, and 14 out of the 15 macropatterns described are unpublished reports on
biomineral inclusions in Piper and Piperaceae. The stem and leaf crystal macropatterns observed are constitutive and useful
for interspecific separation of the studied species. Moreover, the crystals present relevant functions for the autecology of the
analyzed taxa from Piper.

KEYWORDS: Crystals, SEM-EDS, Histochemistry, Chemometrics.
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INTRODUCAO

A biomineralizacio ¢ um processo comum nos vegetais
e ocorre no interior da cAmara vacuolar dos idioblastos
cristaliferos (Franceschi e Nakata 2005). Em geral, apenas
um morfotipo cristalino ocorre por idioblasto, mas a
coexisténcia de dois morfotipos cristalinos no mesmo
idioblasto (idioblastos cristaliferos duplos) foi relatada (Lersten
e Horner 2011). O célcio é predominante na biomineralizagio
vegetal e minerais de cdlcio compreendem cerca de 50% dos
biominerais conhecidos (Weiner e Dove 2003). Silica e cristais
de oxalato e carbonato de cdlcio estio entre os biominerais
mais abundantes nos vegetais (Weiner e Dove 2003). Em
contraste, cristais de sulfato de célcio e oxalato de magnésio

sdo citados como raros nos vegetais (He ez al. 2012).

Fungoes de balango i6nico celular; regulacio osmética;
defesa vegetal contra herbivoria; suporte mecinico tissular;
detoxificagio de aluminio e metais pesados; captacio e reflexdo
da energia solar sdo atribuidas aos cristais de oxalato de cdlcio
(Franceschi e Nakata 2005). Fungées de remocio do excesso
citosélico de magnésio e enxofre para cristais de oxalato de
magnésio e sulfato de cdlcio, respectivamente, e de defesa
vegetal contra patdgenos para cristais de sulfato de cdlcio tém
sido sugeridas (Pritchard ez /. 2000; He ez al. 2012).

Os macropadroes cristalinos, por serem faxa especificos
e determinados pela expressio génica durante a ontogenia
vegetal, sdo relevantes em investigagoes sistemdticas,
filogenéticas e ecofisiolégicas de vdrias familias vegetais
(Lersten e Horner 2011). No entanto, para Piperaceae,
particularmente em Piper L., os cristais sao descritos de forma
genérica ou como observagoes incidentais. Estudos de Horner
et al. (2012) demonstram que os macropadroes cristalinos
possuem significAncia taxon6mica e filogenética para Piper,
além do valor funcional. Nesses estudos, andlises in situ da
composi¢io quimica dos cristais sio escassas ou ausentes
embora sejam fundamentais para se compreender o significado

funcional que possuem para a biologia das espécies.

Piper ¢ monofilético, com partes florais diminutas e
uniformidade morfolégica dos érgios vegetativos que geram
problemas taxonémicos ao grupo (Jaramillo e Manos 2001;
Gogosz et al. 2012). Portanto, outras ferramentas podem ser
Uteis para a identificacdo especifica. Deste modo, o presente
trabalho objetivou descrever os macropadroes e caracterizar in
situ a composicao quimica dos cristais caulinares e foliares de
Piper arboreum Aubl. var. arboreum, P. callosum Ruiz & Pav. e
P. tuberculatum Jacq., visando avaliar o uso potencial dos cristais
para a separacio interespecifica. As possiveis fungoes bioldgicas

dos cristais nessas trés espécies foram também propostas.
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MATERIAL E METODOS

Amostras férteis de Piper arboreum var. arboreum, P. callosum
e P. tuberculatum foram coletadas nas cidades de Manaus (AM)
e Belém (PA). Foram analisados 14 individuos por espécie,
sendo sete para cada drea amostrada. Material testemunho foi
depositado no herbdrio Joao Murga Pires (MG) do Museu
Paraense Emilio Goeldi com as seguintes especificagoes: P.
arboreum var. arboreumm (MG 206890), P. callosum (MG
206892) e P. tuberculatum (MG 206891). Duplicatas foram
também depositadas no herbdrio do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (Herbdrio INPA).

Para o estudo dos biominerais, amostras retiradas ao longo
da ldmina (nervura central, margem e regido entre nervura
central e margem), do peciolo e da bainha (regi6es proximal,
distal e mediana) de folhas totalmente expandidas do 4° né,
bem como da regido mediana de caules do 4° entrend, foram
lavadas exaustivamente com dgua ultrapura apés coleta e, em
seguida, fixadas em EA.A. | (formaldeido PA, dcido acético PA
e etanol 70%, 1:1:18 (v/v)) por 24 horas, sob vicuo, lavadas
e conservadas em etanol 70% (Johansen 1940).

Para a andlise em microscopia de luz, amostras desidratadas
em série butilica tercidria, infiltradas e incluidas em Paraplast’
(Johansen 1940) foram seccionadas transversalmente, com
14 pm de espessura, em micrétomo rotativo de avanco
automdtico (Leica’ RM 2245, Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Nussloch, Alemanha), sendo parte das secgoes
montada sem coloracio em resina sintética Permount entre
lamina e laminula e a outra, destinada aos testes histoquimicos.
As fotomicrografias por luz transmissivel e polarizada foram
obtidas com cimera fotogrifica digital (Motic 2.500,
Motic Group Co., LTD., Hong Kong, China) acoplada ao
microscépio éptico (Motic BA 310, Motic Group Co., LTD.,
Hong Kong, China).

Para a caracterizacio da natureza anidnica dos cristais,
foram utilizados testes histoquimicos de solubilidade dcida
(Chamberlain 1932), submetendo-se seccoes ao dcido
acético PA e ao 4cido nitrico aquoso 10% (v/v) especificos
para carbonato e oxalato, respectivamente, e de precipitagio
para sulfato (Johansen 1940), tratando-se secgdes com dcido
cloridrico aquoso 10% (v/v), seguido de cloreto de bdrio
aquoso 10% (p/v). Para a identificagio de oxalato de cdlcio
na estrutura cristalina e verificagio da pureza dos cristais em
relacdo a esse mineral, foi utilizada a reacio de Yasue (1969),
tratando-se secgdes com 4cido acético aquoso 5% (v/v)
por 30 minutos, seguido da lavagem com dgua ultrapura e
imersao em nitrato de prata aquoso 5% (p/v) por 15 minutos.
Posteriormente, as sec¢oes foram lavadas com dgua ultrapura;
passadas pela série etandlica (de 30% a 70%); tratadas com
dcido rubeinico (etanoditioamida) saturado em etanol 70%
(p/v), contendo duas gotas de solucio aquosa de amédnia 28%
(v/v) para cada 100 mL da solugdo, por 1 minuto e lavadas
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com etanol 70%. Testes-controle foram feitos, assim como
observagoes de secgoes sem tratamento para a verificagiao do
aspecto natural dos cristais (branco).

Para a andlise em microscépio eletrdnico de varredura
(MEV) e microandlises quimicas espectroscépicas de
raios-X por dispersao de energia (EDS: Energy Dispersive
Spectroscopy), amostras desidratadas pela série etandlica
crescente (Johansen 1940) foram processadas em ponto critico
de CO,, montadas em suportes metdlicos através de fita de
carbono dupla face e metalizadas com camada de ouro de 20
nm de espessura, por 150 segundos em corrente de 25 mA.
As eletromicrografias de varredura foram obtidas por captura
em microscépio eletronico (Leo 1450 VP, Leo Electron
Microscopy LTD., Cambridge, Reino Unido), utilizando-
se detector de elétrons secunddrios, aceleracio eletronica
de 25 kV, distancia de trabalho de 15 mm e alto vicuo. As
microandlises quimicas por EDS, realizadas nos cristais e em
células sem cristais (controle) amostrados aleatoriamente,
foram feitas com detector de raios-X Gresham de Si(Li) (Sirius
10/7.5, Gresham Scientific Instruments, London, Reino
Unido) acoplado a0 mesmo MEV e nas mesmas condigées de
operacionalidade para a captura das eletromicrografias. Foram
considerados significativos, os picos de absorbincia (Pa) que
indicavam concentra¢do quimica elementar relativa = 0,5%
e intervalo de erro 0-1. Foram analisados de 20 a 30 cristais
para cada morfotipo observado e os espectros apresentados
foram os mais representativos para os padrdes de composicao
quimica elementar (PCE) verificados.

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. O
preparo de todas as solugées utilizadas e as lavagens realizadas
durante os protocolos foram feitas com dgua ultrapura
(resistividade 18,2 MQ-cm a 25 °C) obtida por sistema Milli-Q
(Direct-Q’ 3 UV-R, Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha).

Para avaliar o grau de similaridade entre os morfotipos de
cristais observados, foi realizada uma andlise quimiométrica
com base nos dados de EDS e histoquimicos obtidos 77 situ,
utilizando-se 0 método de andlise hierdrquica de agrupamento
(HCA: Hierarchical Cluster Analysis) feito com o auxilio do
programa Minitab versio 14 (Minitab Inc., USA).

Para a nomenclatura dos macropadroes cristalinos,
foram utilizadas siglas. Os tecidos e as regides dos érgaos e/
ou estruturas vegetais, nos quais os morfotipos cristalinos
ocorrem, foram sobrescritos ao morfotipo cristalino. Os
tecidos foram relatados fora de parénteses e separados por
ponto. As regides dos érgaos e/ou estruturas vegetais foram
relatadas entre parénteses e separadas por ponto e virgula.
Macropadroes cristalinos sucessivos foram separados por
barra horizontal, correspondendo a uma categoria (Tabela 2).

A tipificagio morfolédgica dos cristais foi feita segundo
Metcalfe (1983), Lersten e Horner (2011) e He et al. (2012).
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A notagio cientifica e classificacio dos cristais com base nos

PCE por EDS seguiram He ez al. (2012).

RESULTADOS

Cristais com formas variadas foram visualizados em
idioblastos cristaliferos caulinares e foliares das espécies de
Piper analisadas, exceto no caule de P. callosum (Figura 1).
Foram observados réfides (Figura 1A); estiloides (Figura 1B);
cristais prismdticos cuneiformes (Figura 1C), tabulares (Figura
1D), ctbicos (Figura 1E) e bipiramidais (Figura 1F); drusas de
cristais em bloco (Figura 1G); rosetas cristalinas de estiloides
(Figura 1H) e concrescéncias cristalinas (Figura 11).

Concrescéncias cristalinas, rédfides, cristais prismdticos
bipiramidais e rosetas cristalinas de estiloides foram especificos
para P. arboreum var. arboreum, P. callosum e P. tuberculatum
respectivamente. Entre as trés espécies de Piper, P. tuberculatum
foi a que teve maior diversidade estrutural de cristais (Tabela
1). Idioblastos cristaliferos duplos foram observados, nao
havendo um padrao de associagio entre morfotipos cristalinos,
e.g. estiloides com cristais prismdticos ctibicos ou cuneiformes
(Figuras 1E, 3H). Rafides, drusas de cristais em bloco, rosetas
cristalinas de estiloides e concrescéncias cristalinas nao
coexistiram com outro morfotipo cristalino. Os demais cristais
observados estavam ou nio associados a outros morfotipos
cristalinos.

Quinze macropadroes cristalinos, reunidos em trés
categorias, foram reconhecidos dentre os cristais caulinares
e foliares das trés espécies de Piper (Tabelas 1, 2). Em geral,
os macropadroes cristalinos foram caracteristicos para cada

espécie, salvo os macropadroes ETPHEBiPaNaMo

, comum entre
P. arboreum var. arboreum e P. tuberculatum, e DCBMs,
comum entre P. callosum e P. tuberculatum. As categorias
dos macropadrées cristalinos foram espécie-especificas.
Réfides e drusas de cristais em bloco foram os tnicos
morfotipos cristalinos que nao possuiram localizagdo restrita
ao parénquima fundamental, pois ocorreram também na
hipoderme da lAmina foliar e no mesofilo respectivamente

(Tabelas 1, 2).

As microandlises por EDS mostraram cinco PCE aos
cristais caulinares e foliares das espécies de Piper analisadas
(Figura 2, Tabela 3). O PCE 1 (Ca;C;O) consistiu de Pa
de célcio (Ca) elevado, de oxigénio (O) intermedidrio e de
carbono (C) discreto (Figura 2A). O PCE 2 (Ca;Mg;C;0)
apresentou Pa de Ca e C elevados, de O intermedidrio e de
magnésio (Mg) baixo (Figura 2B). O PCE 3 (Ca;S;G;0)
mostrou Pa de C elevado, de Ca e O discretos e de enxofre (S)
baixo (Figura 2C). O PCE 4 (Ca;Mg;S;C;O) consistiu de Pa
de C elevado, de Ca e O discretos, de S ¢ Mg baixos (Figura
2D). O PCE 5 (Ca;Mg;K;Si;S;C;0) apresentou Pa de Mg

elevado, de O intermedidrio, de potdssio (K) discreto, de Ca,
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Tabela 1. Morfotipos, padroes de composi¢ao quimica elementar e macropadroes dos cristais caulinares e foliares observados em Piper (Piperaceae).
Hipoderme (Hp). Mesofilo (Ms). Parénquima fundamental (Pf). 1 (Ca;C;0). 2 (Ca;Mg;C;0). 3 (Ca;S;C;0). 4 (Ca;Mg;S;C;0). 5 (Ca;Mg;K;Si;S;C;0). Célcio (Ca).
Magnésio (Mg). Potéssio (K). Silicio (Si). Enxofre (S). Carbono (C). Oxigénio (0).

Morfotipos cristalinos (Padréo de

Distribuicao tissular por espécie

composicao quimica elementar) P arboreum Aubl. var. arboreum P callosum Ruiz & Pav. P, tuberculatum Jacq.
- Hp: face abaxial da lamina foliar e

Réfides (1) Ausentes nervura central Ausentes

Réfides (2) Ausentes Pf: bainha foliar e peciolo Ausentes

Réfides (4) Ausentes Hp: face abaxial da lamina foliar Ausentes

L Pf: bainha foliar, peciolo e nervura L Pf: peciolo, nervura central e medula

Estiloides (1) central Pf: peciolo caulinar

Estiloides (2) Ausentes Pf: bainha foliar Pf: bainha foliar

Estiloides (3) Pf: medula caulinar Ausentes Ausentes

Cristal prismatico cuneiforme (1)

Pf: peciolo e nervura central

Pf: bainha foliar

Pf: bainha foliar, nervura central e
medula caulinar

Cristal prismatico cuneiforme (2) Ausentes Ausentes Pf: bainha foliar e peciolo
Cristal prismatico cuneiforme (4) Ausentes Pf: bainha foliar Ausentes

) o Pf: bainha foliar, peciolo e nervura Pf: peciolo, nervura central e medula
Cristal prismatico tabular (1) central Ausentes cenlliar
Cristal prismatico tabular (4) Ausentes Ausentes Pf: bainha foliar

) P Pf: bainha foliar e estruturas
Cristal prismético cubico (1) Ausentes Ausentes T TRy Wi g
Cristal prismético cubico (2) Ausentes Pf: bainha foliar Ausentes
Cristal prismatico bipiramidal (1) Ausentes Ausentes ARl f°"§2n§fj'°'° & nervura

- Ms: clorénquimas pali¢adico e Ms: clorénquimas pali¢adico e Ms: clorénquimas pali¢adico e

Drusa de cristais em bloco (1) lacunoso; Pf: bainha foliar lacunoso lacunoso
Roseta cristalina de estiloides (1) Ausentes Ausentes Pf: nervura central
Concrescéncia cristalina (5) Pf: medula caulinar Ausentes Ausentes

Tabela 2. Categorias dos macropadroes cristalinos caulinares e foliares observados em Piper (Piperaceae). Réfides (RF). Estiloides (ET). Cristal prismatico
cuneiforme (CC). Cristal prismatico tabular (CT). Cristal prismético ctbico (CCU). Cristal prismatico bipiramidal (CBP). Drusa de cristais em bloco (DCB).
Roseta cristalina de estiloides (RET). Concrescéncia cristalina (CCR). Bainha foliar (Bf). Hipoderme (Hp). Lamina foliar (Lf). Medula caulinar (Mc). Mesofilo
(Ms). Nervura central (Nc). Peciolo (Pc). Parénquima fundamental (Pf).

Categorias dos macropadroes cristalinos

1_ ETPf(BI;Pc;Nc;Mc) | CCPf(Pc;Nc) I CTPI(Bf;Pc;Nc) I DCBPf(BIJ.Ms I CCRPf(Mc)

2_ RFPf(Bf:PC‘NC).Hp(Lf) I ETPf(Bt;PC) | CCPI(B!) I CCUPI(Bf) I DCBMS

3_ ETPf(BI;Pc;Nc;Mc) | CCPf(BI;Pc;Nc;Mc) | CTPf(Bf:Pc:Nc:Mc) | CCUPf(Bf:Es(Bf)) | CBPPf(Bl;Pc;Nc) I DCBMS I RETPf(Nc)

Espécies

P. arboreum Aubl. var. arboreum
P. callosum Ruiz & Pav.

P. tuberculatum Jacq.

Tabela 3. Composicao quimica elementar e caracterizacao histoquimica dos morfotipos de cristais caulinares e foliares observados em Piper (Piperaceae).
Nao solavel (NS). Parcialmente soluvel (PS). Soluvel (S). Solivel com posterior formagao de precipitado branco (SP). Cristais de composigao quimica mista
com presenca de oxalato de célcio na estrutura cristalina ((+)). Cristais puros de oxalato de calcio ((++)). Anion presente (+). Anion ausente (-). Réfides
(RF). Estiloides (ET). Cristal prisméatico cuneiforme (CC). Cristal prismético tabular (CT). Cristal prismético cabico (CCU). Cristal prismatico bipiramidal (CBP).
Drusa de cristais em bloco (DCB). Roseta cristalina de estiloides (RET). Concrescéncia cristalina (CCR). Célcio (Ca). Magnésio (Mg). Potassio (K). Silicio (Si).
Enxofre (S). Carbono (C). Oxigénio (0). Acido acético pré-analise (C,H,0,PA). Acido nitrico (HNO,). Acido cloridrico (HC). Cloreto de bério (BaCl,). Volume
por volume (v/v). Peso por volume (p/v).

Morfotipos cristalinos Composigao Testes histoquimicos Natureza anionica
uimica elementar 0 5

RF ET CC CT CCU CBP DCB RET CCR (Padrao) CZ;IZ\O? mI;)N%/v) BHaCCI|Z1$$A,(\2Q’/)V/) dze\?f;‘]’e Carbonato Oxalato Sulfato
X X X X X X X X Ca;G;0 (1) NS S S (++) - + -
X X X X Ca;Mg;C;0 (2) NS S S (+) - + -
X Ca;5;G;0 (3) NS PS SP (+) - + +
X X X Ca;Mg;S;C;0 (4) NS PS SP (+) 8 4F +
X CaMgK;Si;S;C;0 (5) NS PS SP (+) - + +
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Figura 1. Eletromicrografias de varredura dos morfotipos de cristais observados nas secgoes transversais dos 6rgaos vegetativos aéreos de Piper (Piperaceae).
P. arboreum Aubl. var. arboreum (D; G e 1). P. callosum Ruiz & Pav. (A e E). P. tuberculatum Jacq. (B; C; F e H). Hipoderme abaxial da lamina foliar (A).
Parénquima fundamental da bainha foliar (C-G), da nervura central (B e H) e da medula caulinar (1). A. Réfides. B. Estiloide. C. Cristal prismético cuneiforme. D.
Cristal prismatico tabular, notar a membrana da camara vacuolar (seta). E. Cristal prismético cubico, notar estiloides (setas). F. Cristal prismatico bipiramidal.
G. Drusa de cristais em bloco. H. Roseta cristalina de estiloides. I. Concrescéncia cristalina, notar a membrana da cdmara vacuolar (setas).

S, Cesilicio (Si) baixos, havendo ainda o registro de baixos Pa
para manganés (Mn), titAnio (Ti) e aluminio (Al) (Figura 2E).

O espectro do EDS das células sem cristais (controle)
mostraram Pa de C elevado, de O discreto e de ouro (Au)
baixo (Figura 2F padrio controle), confirmando que os Pa
de Ca, Mg, K, Si, S, Mn, Ti e Al foram oriundos apenas dos
cristais € os Pa de C e O resultaram tanto dos cristais como
das células-controle. Os Pa de Au foram provenientes da
metalizagio das amostras.

O PCE 1 ocorreu em quase todos morfotipos cristalinos,
com exce¢ao das concrescéncias cristalinas. Os PCE 2 e 4
foram observados nos cristais de P. callosum e P. tuberculatum.
Os PCE 3 e 5 foram especificos aos cristais de P. arboreum
var. arboreum. Os cristais nos idioblastos cristaliferos duplos
tiveram PCE iguais. Cristais do mesmo morfotipo de

alguns idioblastos cristaliferos adjacentes, como as rdfides da
hipoderme abaxial da lamina foliar de P. callosum, possuiram

PCE diferentes (Tabelas 1, 3).

Os testes histoquimicos indicaram que os cristais
caulinares e foliares das trés espécies de Piper pertenciam a
duas naturezas anidnicas, oxalato e sulfato (Tabela 3). Os
morfotipos cristalinos com PCE 1 e oxalato positivos foram
classificados como oxalato de cdlcio. Os morfotipos cristalinos
com PCE 2 e oxalato positivos foram possiveis misturas entre
oxalato de célcio e oxalato de magnésio, sendo classificados
como oxalato de cdlcio.oxalato de magnésio. Os morfotipos
cristalinos com PCE 3, 4 e 5 e oxalato-sulfato positivos foram
possivelmente misturas complexas entre oxalatos e sulfatos
(cristais com PCE 3 e 4) e entre oxalatos, sulfatos e silica
(cristais com PCE 5), sendo classificados como oxalato.sulfato
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Figura 2. Espectros das microandlises quimicas por EDS (Energy Dispersive Spectroscopy) feitas nos cristais (A-E) e em células sem cristais (F) dos 6rgéos
vegetativos aéreos de Piper (Piperaceae), mostrando os padroes de composicao quimica elementar (PCE). A. PCE 1 (Ca;C;0). B. PCE 2 (Ca;Mg;C;0). C. PCE 3
(Ca;S;C;0). D. PCE 4 (Ca;Mg;S;C;0). E. PCE 5 (Ca;Mg;K;Si;S;C;0), notar Pa de Ti, Mn e Al. F. Padrao das células sem cristais (controle). Picos de absorbancia
(Pa). Pa de Au sdo resultantes da metalizacdo das amostras. Célcio (Ca). Magnésio (Mg). Potéssio (K). Silicio (Si). Enxofre (S). Carbono (C). Oxigénio (0).
Titanio (Ti). Manganés (Mn). Aluminio (Al). Ouro (Au). Os espectros A, C, B, D e E foram obtidos dos cristais das figuras 1A, 1B, 1C, 1D e 1l respectivamente.
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de cilcio (cristais com PCE 3), oxalato.sulfato de cdlcio.oxalato
de magnésio (cristais com PCE 4) e oxalato.sulfato de cdlcio.
oxalato de magnésio.silica (cristais com PCE 5).

Cristais de todos os morfotipos ¢ PCE apresentaram
reagio de Yasue positiva (Figura 3A-E, Tabela 3). A reagao
foi fortemente positiva, com coloragio preta intensa, nos
cristais com PCE 1 e oxalato positivos, caracterizando-os
como cristais puros de oxalato de cdlcio (Figuras 3A, 3B),
e fracamente positiva, com colora¢io em tons de marrom,
nos cristais com PCE 2 e oxalato positivos, PCE 3,4 ¢ 5 ¢
oxalato-sulfato positivos, caracterizando-os como cristais de
composi¢io quimica mista com presenca de oxalato de cdlcio
na estrutura cristalina (Figura 3C-E).

Os cristais caulinares e foliares das trés espécies de Piper,
exceto a concrescéncia cristalina, apresentaram anisotropia dptica
a0 serem analisados com luz polarizada, birrefringindo com
diferentes cores de interferéncia ao giro de 360° do polarizador
analisador (Figura 3F-]). Cristais puros de oxalato de cdlcio
birrefringiram com cor branca de alta luminosidade (Figuras 3F,
3G). Cristais de composi¢io quimica mista birrefringiram com
cores de interferéncia variadas (Figura 3H-]).

A quimiometria por HCA organizou os morfotipos
cristalinos caulinares e foliares das espécies de Piper analisadas
em oito grupos (Figura 4). Os niveis de distanciamento
Euclidiano variaram entre 0,00 e 3,76 com valores de
similaridade entre 27,28 ¢ 100,00. Entre os morfotipos
cristalinos, cristais prismdticos bipiramidais, drusas de cristais
em bloco e rosetas cristalinas de estiloides tiveram a maior
similaridade (100,00). A menor similaridade (27,28) ocorreu
para as concrescéncias cristalinas.

DISCUSSAO

Piper arboreum var. arboreum, P. callosum e P. tuberculatum
possuem cristais com formas diversificadas nos érgaos
vegetativos aéreos, citados como padrées morfoldgicos aos
cristais (Metcalfe 1983). Entre as formas cristalinas descritas,
concrescéncias cristalinas nio sio consideradas morfotipos
padroes, mas sim uma nova forma de agregado cristalino com
estrutura atipica (Lersten e Horner 2011).

Rosetas e concrescéncias cristalinas sio registradas pela
primeira vez para Piper e Piperaceae, nio sendo relatadas em
descricoes anatdmicas anteriores (Solereder 1908; Metcalfe e
Chalk 1950; Gogosz eral. 2012). Piper carece de informagoes
taxondmicas adicionais, pois apenas a morfologia das partes
reprodutivas e vegetativas ndo ¢ suficiente a distin¢io das
espécies e, tais achados, se somarao as demais caracteristicas
micromorfoldgicas com fins taxondmicos. Similarmente, sao
as descricoes morfoldgicas stricto sensu feitas para as drusas e
aos cristais prismdticos, geralmente negligenciados ao grupo.
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Os idioblastos cristaliferos duplos observados nas trés
espécies de Piper analisadas jd foram mencionados para outras
espécies de Piper (Horner ez al. 2012), bem como para espécies
pertencentes a familias filogeneticamente distintas (Solereder
1908; Lersten e Horner 2004; Lersten e Horner 2011),
sugerindo que idioblastos cristaliferos duplos nio sio meros
eventos de desenvolvimento, raro ou andémalo, mas sim células
cristaliferas altamente especializadas e com capacidade genética
de produzirem duas formas cristalinas distintas, atuando como
marcadores anatdmicos nas espécies em que ocorrem (Lersten
e Horner 2011; Horner ez al. 2012).

A ocorréncia de macropadrées cristalinos comuns entre as
espécies de Piper em questio refutam a afirmagio que cristais
com formas variadas, quando localizados no mesmo 6rgio,
ocorrem em diferentes tecidos ou regides (Franceschi e Nakata
2005). Caracteristicas semelhantes foram observadas em
espécies de Peperomia Ruiz e Pav. (Horner ez al. 2009), Piper
(Horner ez al. 2012 ), Fagaceae (Lersten e Horner 2008) e
Fabaceae (Cervantes-Martinez et al. 2005; Lersten e Horner
2007; He et al. 2012).

Entre os 15 macropadroes cristalinos aqui reconhecidos
para as espécies de Piper estudadas, apenas o macropadrio
DCBM: foi anteriormente descrito para Piper (Horner et al.
2012). Os macropadroes cristalinos nas Angiospermas sio
caracteristicos para familias, subfamilias, tribos, géneros e
espécies por estarem sob forte regulacao genética (Franceschi
e Nakata 2005; Lersten e Horner 2011; Horner ef 2/. 2012).
Para Piperaceae, estudos sobre macropadrées cristalinos estao
em fase inicial e, ao lado da presente contribuicio, hd apenas
duas publica¢des (Horner ez al. 2009; Horner ez al. 2012), uma
delas sobre Piper (Horner ez al. 2012) em que sdo descritos
10 macropadrées cristalinos distribuidos em trés categorias.

A precisio das estruturas e macropadroes cristalinos, assim
como a constatacio dos idioblastos cristaliferos duplos nas
espécies de Piper estudadas corroboram a hipétese da imposicao
do genoma vegetal sobre o desenvolvimento morfolégico
dos cristais e reforcam a ideia que as espécies devem possuir
programas especificos para fazé-lo, nos diversos érgaos
vegetativos e reprodutivos e, até mesmo, em diferentes células
do mesmo tecido e/ou 6rgio (Franceschi e Nakata 2005).

O fato dos cristais das espécies de Piper em questao serem
quimicamente puros ou misturas revela que mais de um hébito
cristalino, com base na composi¢io quimica, pode ocorrer na
mesma planta e que os biominerais nio sio necessariamente
de silica, carbonato e oxalato de célcio (He et 2/. 2012).

Cilcio ¢ o elemento quimico prevalente nos cristais das
espécies de Piper analisadas e oxalato de célcio, o mineral em
comum, independe se os cristais sdo puros ou nio. Isto porque
o cdlcio na forma divalente (Ca?*) constitui o principal cdtion
disponivel nos vactiolos ao processo de biomineralizacio,
estando os biominerais de célcio entre os mais citados, e.g
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Figura 3. Fotomicrografias de secgoes transversais dos 0rgaos vegetativos aéreos de Piper (Piperaceae), evidenciando cristais com reagao de Yasue positiva
(A-E, luz transmissivel) e anisotropia optica (F-J, luz polarizada). P. arboreum Aubl. var. arboreum (E e J). P. callosum Ruiz & Pav. (D e l). P. tuberculatum
Jacg. ( A-C; F-H). Lamina foliar, regido do mesofilo (B e G). Parénquima fundamental da bainha foliar (C; D; H e 1), da lamina foliar na regiao da nervura central
(A e F) e damedula caulinar (E e J). A, B, F e G. Cristais puros de oxalato de célcio, notar no inset estiloides com coloragdo preta intensa (A) e birrefringéncia
branca de alta luminosidade (F), caracteristicas desse padrdo composicional. C-E e H-J. Cristais de composig¢ao quimica mista com presenca de oxalato de
célcio na estrutura cristalina, notar coloragdo em tons de marrom (C-E) e birrefringéncia com cores de interferéncia variadas (H-J), caracteristicas desse padrao
composicional. Cristal prismatico cuneiforme (CC). Cristal prismatico tabular (CT). Estiloide (ET). Xilema birrefringente (X). Esclerénquima birrefringente (*).
Esta figura €é colorida na versao eletronica.
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Figura 4. Dendograma da quimiometria por HCA (Hierarchical Cluster Analysis)
realizada nos morfotipos cristalinos dos drgaos vegetativos aéreos de Piper
(Piperaceae). 1. Réfides. 2. Estiloide. 3. Cristal prismatico cuneiforme. 4.
Cristal prismatico tabular. 5. Cristal prismatico cubico. 6. Cristal prismético
bipiramidal. 7. Drusa de cristais em bloco. 8. Roseta cristalina de estiloides.
9. Concrescéncia cristalina.

os cristais de oxalato de célcio estdo presentes em no minimo
75% das Angiospermas (Weiner e Dove 2003; Franceschi e
Nakata 2005; He ez al. 2012).

Os cristais de sulfato de cdlcio e oxalato de magnésio
presentes nas espécies de Piper estudadas podem ser
considerados naturais, pois foram coletadas amostras foliares
e caulinares em excelente estado de fitossanidade, provenientes
de ambiente no qual nio hd ocorréncia de chuva 4cida. Tal
tipo de formagio é rara, e havia sido anteriormente atribuida
como precipita¢oes secunddrias decorrentes de chuva 4cida e
infecgoes patogénicas respectivamente (Pritchard ez 2/. 2000;
He et al. 2012).

Afora as especulagdes ecofisioldgicas sobre a natureza
quimica de minerais biogénicos, as diferencas de solubilidade
entre os sais podem explicar a presenca dos cristais de sulfato
e oxalato identificados nas espécies de Piper estudadas. O
sulfato de cdlcio, com constante do produto de solubilidade
(Kps) igual a 4,93 10° (Lide 2005), é cerca de 20.000 vezes
mais soltvel que o oxalato de cdlcio, com kps = 2,32 10?
(Lide 2005), o que pode justificar a prevaléncia dos cristais
de oxalato de cdlcio nas Angiospermas como citado por
Weiner e Dove (2003), Franceschi e Nakata (2005) e He et
al. (2012). De maneira andloga, o sulfato de magnésio, com
solubilidade (s) de 0,357 g mL" de dguaa 25 °C (Lide 2005),
é cerca de 900 vezes mais soltvel que o oxalato de magnésio,
com s = 0,00038 g mL"! de dgua a 25 °C (Lide 2005), o que
explica a ndo constatagio, até entio, de cristais de sulfato de
magnésio nos vegetais quando presentes, no mesmo padrio
espectral, Pa de Ca, Mg, S, C e O. Como a solubilidade do
sulfato de cdlcio, s = 0,00205 g mL" de 4gua a 25 °C (Lide

2005), tem valor préximo, embora cerca de cinco vezes maior,
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a solubilidade do oxalato de magnésio e mesmo nao sendo
mensuradas as concentragdes de Ca, Mg, oxalato e sulfato nos
cristais analisados, em razdo da natureza semiquantitativa do
EDS, os dados aqui apresentados corroboram que os cdtions
célcio e magnésio e os anions correspondentes oxalato e sulfato
sejam precipitados como cristais de sais mais insolaveis,
seguindo uma ordem crescente de solubilidade (oxalato de
cdlcio << oxalato de magnésio < sulfato de cdlcio << sulfato
de magnésio) e independente de fatores antropomérficos e/
ou fitopatolégicos.

As birrefringéncias mostradas pelos cristais das trés espécies
de Piper sao caracteristicas anisotrdpicas de cristais com os
padrées quimicos composicionais verificados (Hammond
2009). Cristais de composicio quimica mista sdo referidos como
nio birrefringentes (He ez /. 2012), devido a serem analisados
sem rotacio do polarizador analisador, impossibilitando, assim,
avaliar os diferentes indices de refracio que possuem, pois
apresentam alteragoes de propriedades dpticas em relagio aos
cristais puros (Hammond 2009).

Concrescéncias cristalinas foram os dnicos cristais que
nao mostraram birrefringéncia. Possivelmente, o contetido
silicoso da sua composi¢ao quimica ocasionou opalescéncia
da estrutura cristalina. A ocorréncia de silica nas inclusées
biominerais de Piper é uma caracteristica conflitante. Células
silicosas na epiderme da lamina foliar foram citadas para
algumas espécies do género (Solereder 1908; Metcalfe e
Chalk 1950) embora sem comprovagoes quimicas. Picos de
absorbAncia de silicio verificados nos cristais de 63 espécies
de Piper foram considerados inconclusivos, pois poderiam
ser provenientes de paredes celulares (Horner ez a/. 2012).
No presente estudo, a auséncia de picos de absorbincia de
elementos quimicos catiénicos no padrio espectral controle e
a ndo birrefringéncia das concrescéncias cristalinas confirmam
que esses cristais contém silica.

A presenca de silica nas inclusdes biominerais celulares
de Piperaceae pode ser indicativa de simplesiomorfia com
monocotiledoneas e plesiomorfia com eudicotileddneas.
Inclus6es biominerais mistas entre oxalato de cdlcio e silica
sdo somadas aos caracteres que sustentam a monofilia de vdrias
familias de Zingiberales (Baran ez /. 2010), o que suscita a
relevancia de estudos direcionados para melhor investigar a
ocorréncia e elucidar os significados evolutivo e sistemdtico
da silica nos biominerais de Piper e Piperaceae.

O agrupamento quimiométrico com grau de similaridade
mdxima entre morfotipos cristalinos distintos de mesma
composi¢io quimica evidencia que estrutura e composicio
quimica de cristais independem entre si. Se a estrutura de
um cristal estivesse em fungio da sua composi¢io quimica,
distanciamentos Euclidianos minimos seriam esperados entre
morfotipos cristalinos de composi¢io quimica idéntica tais
como rifides, cristais prismdticos ctibicos e cuneiformes, o
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que nio ocorreu. A forma dos cristais ¢ imposta pelo genoma
vegetal e a composicio quimica resultado da interagio
entre atividade bioldgica e meio ambiente (Weiner ¢ Dove
2003; Franceschi e Nakata 2005), afirmagoes pela primeira
vez constatadas através de andlise estatistica multivariada
no presente estudo. O grau de maior dissimilaridade das
concrescéncias cristalinas (27,28) foi ocasionado pela
peculiaridade da sua composigao quimica.

Os cristais nas espécies de Piper estudadas podem estar
atuando como auxiliares da rigidez tissular e defensores contra
patdégenos e herbivoros, pois os espécimes amostrados nio
tinham sinais de predacao e infecgao (observagoes de campo),
e a bainha e [Amina foliares possuem poucos tecidos mecinicos
(dados nao publicados). Fungées de remogao do excesso
citosélico de célcio, magnésio e enxofre nas trés espécies de
Piper; de potdssio e silicio em P. arboreum var. arboreum, assim
como de detoxificagio de aluminio, manganés e titAnio em 2.
arborewm var. arboreum sio provaveis aos cristais com base na
composi¢io quimica elementar observada. Para as drusas do
mesofilo, fun¢oes de captagio da energia solar em P. arboreum
var. arboreum e P. callosum, oriundas de ambiente umbroéfilo,
e reflexao em P. tuberculatum, desenvolvidas a pleno sol, sao
possiveis e j4 foram atribuidas para cristais de Piperaceae
(Horner 2012; Horner ez al. 2012).

CONCLUSOES

A precisio estrutural e localizagio caulinar e foliar dos
cristais das espécies de Piper em questio sugerem a imposicao
genética sobre o controle da biomineralizagio nessas espécies,
o que faz dos macropadrées cristalinos observados caracteres
Gteis & separacdo interespecifica. Os cristais atuam como
componentes anatdmico e fisioldgico relevantes para a
autoecologia dos zaxa de Piper analisados.
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