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RESUMO

Aspectos da micromorfologia e da anatomia foliar de Galium hypocarpium, Guettarda
viburnoides e Posoqueria latifolia (Rubiaceae) do Parque Nacional do Itatiaia-RJ foram
analisados por microscopia dptica e eletronica de varredura, com o objetivo de fornecer
subsidios para a taxonomia da familia, bem como auxiliar na compreensdo da relagido
dos caracteres com o ambiente de Floresta Atlantica. As espécies observadas apresentam
superficie adaxial sem ornamentagdes cuticulares e fino filme de cera. A superficie abaxial
de G. hypocarpium apresenta cuticula estriada enquanto P. latifolia apresenta ornamentagdes
cuticulares apenas nos estdmatos. Tricomas tectores sdo observados em ambas as superficies,
exceto em P. latifolia. G. viburnoides, que possui superficie abaxial coberta por tricomas
unisseriados contendo cristais prismaticos. Células secretoras com conteudo lipidico sio
observadas na epiderme abaxial de G. hypocarpium. As espécies estudadas sdo hipoestomaticas
com estdmatos do tipo paracitico e sistema vascular em feixes do tipo colateral envolvidos por
uma bainha parenquimatica; esta se prolonga até a epiderme adaxial, em G. viburnoides. As
espécies estudadas mostram, em sua maioria, aspectos anatdmicos mesomorficos, de acordo
com as condi¢des ambientais encontradas na Floresta Atlantica e ainda mecanismos de defesa
diversos, como tricomas tectores e estruturas secretoras, correlatos ao ambiente em que vivem.

Palavras-chave: Mata Atlantica, morfoanatomia, Rubiaceae.

Micromorphology and Leaf Anatomy of Rubiaceae Species
from Itatiaia National Park, State of Rio de Janeiro, Brazil

ABSTRACT

Aspects of leaf anatomy and micromorphology of Galium hypocarpium, Guettarda viburnoides
and Posoqueria latifolia (Rubiaceae) were analyzed through light microscopy and scanning
electron microscopy in order to provide support for the family taxonomy and to assist in the
understanding of the relationship between the environmental features of the Atlantic Forest. The
tested species showed ornamented cuticle and thin film of wax adaxial surface. G. hypocarpium
abaxial surface presented striated cuticle, while P. latifolia cuticular ornamentation was
present only in the stomata. Trichomes were observed in both surfaces, except for P. latifolia.
and G. viburnoides, which presented abaxial surfaces covered with uniseriate trichomes
containing prismatic crystals. The studied species are hypostomatic with paracytic stomata
and collateral vascular system surrounded by parenchymatic bundle sheath cells; except for
G. viburnoides, whose bundle sheath extends to the adaxial epidermis face. Secretory cells with
lipid content were observed in the abaxial epidermis of G. hypocarpium. The species showed
mostly mesomorphic anatomy, several defense mechanisms such as trichomes, and secretory
structures related to the environment of the Atlantic Forest.
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1. INTRODUCAO

A Floresta Atlantica da América do Sul,
apesar de muito fragmentada, possui uma enorme
importancia social e ambiental. Sua conservagio
e sua recuperagio ¢ um grande desafio para os
especialistas, pois o conhecimento de sua diversidade
bioldgica ¢ ainda bastante incompleto e fragmentado
(Quinet et al., 2000).

A familia Rubiaceae Juss. é bastante representativa
na Floresta Atlantica, com cerca de 660 géneros
e 11.150 espécies (Robbrecht & Manen, 2006).
Estudos que utilizam marcadores moleculares tém
proposto uma divisdo da familia em trés subfamilias:
Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae. A posi¢do
e a defini¢cdo das tribos dentro das subfamilias tém
sido alteradas (Rova et al., 2002; Delprete & Cortés,
2004).

Metcalfe & Chalk (1985)
importancia do estudo anatdmico como fonte de

mencionam a

dados para a identificagio e a classificagio das
plantas. Estudos anatdmicos e micromorfoldgicos
em folhas vém sendo desenvolvidos em diversos
trabalhos, indicando importantes caracteristicas
capazes de separar tdxon, bem como caracteristicas
estruturais relacionadas ao ambiente em que vivem
(Fontenelle et al., 1994; Bredenkamp & van Wyk,
2000; Kong, 2001; Moraes 2009; Moraes et al,
2011b). Dentre os estudos realizados com as
Rubiaceae, além dos trabalhos de Solereder (1908) e
Metcalfe & Chalk (1950), destacam-se os estudos de
Accorsi (1947) sobre os estdbmatos e as caracteristicas
micromorfologias e anatomicas em varias espécies
da familia (Vieira et al., 1992; Gomes et al., 1995;
Vieira & Gomes, 1995; Da Cunha & Vieira, 1997;
Mantovani & Vieira, 1997; Mantovani et al., 1995;
Leo et al., 1997; Barros et al., 1997; Vieira et al., 2001;
Moraes, 2005; Moraes et al., 2009; Moraes et al.,
2011a, 2011b; Arruda et al., 2010).

Com o objetivo de fornecer subsidios para
a taxonomia da familia Rubiaceae e respectivos
géneros, bem como auxiliar na compreensio da
relacdo destes caracteres com o ambiente da Floresta
Atlantica, este trabalho busca caracterizar os aspectos
micromorfoldgicos e anatdémicos da lamina foliar
de Galium hypocarpium, Guettarda viburnoides e

Posoqueria latifolia, através da microscopia Optica
(MO) e eletronica de varredura (MEV).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material botanico

Folhas maduras foram coletadas no Parque
Nacional do Itatiaia- RJ, sob licenca do SISBIO
numero 13575-1. Esse Parque estd localizado no
sudoeste do Estado do Rio de Janeiro, entre as
latitudes 22° 197 e 22° 45’ S e as longitudes 44° 45’
e 44° 50’ O. Gr., com altitudes entre 700 e 2.787 m
sobre 0 mar (msm).

2.2. Microscopia dptica

Fragmentos de folhas maduras foram fixados
por 2 horas a temperatura ambiente em uma solugdo
contendo glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4,0%
e tampdo cacodilato de sédio 0,05 M em pH 7,2
(Moraes et al,, 2009). A seguir, as amostras foram
lavadas no mesmo tampao e pos-fixadas por uma
hora em uma solugdo de tetréxido de dsmio 1%
e tampao cacodilato de sédio 0,05 M em pH 7,2, a
temperatura ambiente. Apds lavagem no mesmo
tampao, seguiu-se uma série de desidratagdo cetonica,
seguida de infiltragdo, que substituiu gradualmente
a acetona dos cortes por resina epoxi (Epon 812)°.
As amostras em resina epoxi pura foram colocadas
em férmas e levadas a estufa a 60 °C por 48 horas
para polimerizagdo. Em seguida, foram obtidos
cortes semifinos, entre 0,60 e 0,70 pm de espessura,
com o auxilio de faca de vidro em ultramicrétomo
(Reichert ultracuts). Os cortes foram corados com
azul de toluidina 1% por 1 minuto (O 'Brien et al.,
1965). As laminas foram seladas com Entelan® e
observadas em microscopio optico de campo claro
(Axioplan ZEISS). As imagens foram obtidas através
do microscépio Axioplan acoplado & cimera Cannon
Power Shot A640.

2.3. Dissociagdo epidérmica

Para analisar a epiderme em vista frontal, foi
feita a dissociagio de acordo com Macedo et al.
(2005). Fragmentos foliares foram fervidos em 4cido
nitrico 10% por 20 minutos. Antes da dissociagdo
epidérmica, os fragmentos das folhas da espécie
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Posoqueria latifolia foram raspados com o intuito de
retirar a grande quantidade de tricomas presentes
na superficie abaxial e melhorar a visualiza¢do.
Apds a dissociagdo das epidermes, as mesmas foram
lavadas em dgua destilada, coradas com safranina
1%, Sudan III e IV 1% a temperatura ambiente (Sass,
1951). As laminas foram seladas com glicerina 50%
e observadas em microscopio 6ptico de campo claro
(Axioplan ZEISS). As imagens foram obtidas através
do microscopio Axioplan acoplado a cimera Cannon
Power Shot A640.

2.4. Histoquimica

Reagentes especificos foram usados para corar
cortes, feitos @ mao livre, do material fresco. Para
verificar a presenca de lipidio, os cortes obtidos
foram mantidos em etanol 50%, submetidos & Sudan
III (Sass, 1951) e, em seguida, a solugdo de Sudan IV
(Gerlach, 1984) durante 20 a 30 minutos. Os cortes
foram lavados em etanol 80% e depois colocados
em laminas e laminulas com glicerina 50%. Para
identificagao de compostos fendlicos, os cortes foram
submetidos a solugio de cloreto férrico (FeCl,) 10%
(Johansen, 1940) durante 2 minutos, lavados com
agua e colocados entre ldmina e laminula com
glicerina 50%. A natureza quimica dos cristais de
oxalato foi confirmada, através da insolubilidade em
dcido acético e da solubilidade em é4cido cloridrico
(Mclean & Cook, 1958).

2.5. Microscopia eletronica de varredura

Apds as etapas de fixagdo e desidratacdo,
conforme descritas, as amostras foram submetidas ao
ponto critico. Apos substituir toda a acetona por CO,
liquido com o auxilio do aparelho Bal-tec Critical
Point Dryer CPD 030, os fragmentos foram afixados
com fita adesiva de carbono em suportes préprios e
cobertos com uma fina camada de ouro de 20 nm
(Bal-tec Sputer Coater SCD 050). As amostras foram
observadas em microscopio eletronico de varredura
DSEM- ZEISS 962, em diferentes aceleragoes de
voltagem.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através das técnicas de microscopia Optica

e eletronica de varredura, foram analisadas

caracteristicas da lamina foliar, como: presenca/
auséncia de domacias; relevo cuticular da superficie
da epiderme; arquitetura da parede periclinal
externa, tracado da parede anticlinal epidérmica; tipo
e localizagdo de estomatos e tricomas; organiza¢do
do mesofilo; presenca/auséncia e tipo de idioblastos;
conteudo das estruturas secretoras; bainha do feixe
vascular e a presenca/auséncia de extensdo de bainha,
e tipo de sistema vascular. Dentre as caracteristicas
comuns a familia, destaca-se a presenga de lamina
foliar dorsiventral, hipoestomatica, com estomatos
do tipo paracitico chamados de rubioides (Solereder,
1908; Accorsi, 1947; Metcalfe & Chalk, 1950;
Bahaddur et al.,, 1971).

A anilise da superficie da lamina foliar de
Galium hypocarpium em microscopia eletronica
de varredura mostrou a superficie adaxial lisa sem
ornamentagdo cuticular (Figura 1). A superficie
abaxial apresenta ornamentagbes cuticulares
estriadas (Figura 2), inclusive nas células estomaticas.
Ambas as superficies sao cobertas por um fino filme
de cera epicuticular (Figuras 1 e 2). Em Guettarda
viburnoides, as superficies adaxial (Figura 3) e abaxial
(Figuras 4 e 5) da lamina foliar apresentaram-se lisas
e cobertas por um fino filme de cera epicuticular,
de acordo com a classificagio de Barthlott et al.
(1998). Posoqueria latifolia revelou a auséncia de
ornamentagdes cuticulares na superficie adaxial
e a presenca de cera epicuticular do tipo camada
lisa (Figura 6). Observou-se a superficie abaxial
com ornamentagdes cuticulares intensas em forma
de estrias em paralelo na lamina foliar e desenhos
circulares envoltos nos estomatos (Figura 7). O
aspecto cuticular ornamentado (Metcalfe & Chalk,
1988) e a deposigao de cera (Esau, 1974; Cutter, 1986;
Fahn, 1990) sdo caracteres diagnosticos importantes.
Moraes (2005) e Moraes et al. (2009) utilizaram a
ornamentagdo cuticular para segregacdo de espécies
dos géneros Simira e Bathysa (Rubiaceae). A cuticula
espessa e/ou mais organizada pode funcionar como
um repelente de agua, auxiliando na secagem mais
rapida da folha (Smith & McClean, 1989), e como
defesa contra a herbivoria. Considerando-se que as
espécies estudadas sdo plantas de interior de mata,
os dados reforcam esta caracteristica em correlagdo
com o ambiente imido e sombreado.

Nas espécies em estudo, foi observado um fino
filme de cera epicuticular, exceto em Posoqueria
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latifolia, em que foi notada cera do tipo camada lisa.
A presenga de cera epicuticular somente em algumas
regides de Posoqueria latifolia pode ser explicada
pela alta incidéncia de fungo. Segundo Martin (1964)
e Juniper & Jeftrey (1983), folhas com alta incidéncia
de fungos podem ter a cera epicuticular dissolvida, ja
que estes organismos secretam enzimas para tal fim.
A cera ¢ um componente hidrofobico e uma de suas
fungoes estd relacionada ao controle da evaporacio.
A forma da cera epicuticular — ndo sua espessura —
pode também ser um diagndstico de segregacao de
espécies.

Os tricomas tectores de Galium hypocarpium sao
unicelulares e foram observados ao longo de toda
a lamina foliar, inclusive sobre a nervura principal
e o bordo, em ambas as superficies (Figuras 1 e 9).

50 um

5

25 pm

A presenga de tricomas tectores unicelulares em
Guettarda viburnoides foi observada em ambas
as superficies (Figuras 3 a 5). A superficie abaxial
mostrou uma densidade de tricomas mais elevada do
que a superficie adaxial (Figuras 4 e 5). Os tricomas
observados na superficie abaxial sdo maiores em
comprimento quando comparados aqueles da
superficie adaxial (Figuras 3 e 4); porém, ndo foi feita
contagem da densidade e do comprimento desta
estrutura para revelar se este nimero era significativo.
Tricomas tectores densamente distribuidos em folhas
e caules podem servir como uma barreira mecanica
contra temperaturas extremas, alta intensidade
luminosa e perda excessiva de agua (Werker, 2000).
Presenca de tricomas tectores unisseriados também
foi observada por Salatino et al. (1986), para Tocoyena

25 pm

Figuras 1-5. Microscopia Eletronica de Varredura (1-2) Galium hypocarpium (1) Superficie adaxial sem
ornamentagoes cuticulares e com filme de cera. (t) tricomas tectores. (2) Superficie abaxial com cuticula levemente
estriada (setas) e fino filme de cera. (losdngulo) célula secretora. (e) Estomatos paraciticos. (3-5) Guettarda
viburnoides (3) Superficie adaxial lisa mostrando presen¢a de tricomas tectores (t). (4) Superficie abaxial com
grande quantidade de tricomas (t). (5) Detalhe dos estdmatos (seta) acima do nivel das células epidérmicas.
Figures 1-5. Scanning Electron Microscopy (1-2) Galium hypocarpium (1) Surface unornamented adaxial cuticular
wax and film. (t) trichomes. (2) abaxial surface with lightly striated cuticle (arrows) and thin film of wax. (diamond)
Secretory cell. (e) paracytic stomata. (3-5) Guettarda viburnoides (3) smooth surface showing the presence of adaxial
trichomes (t). (4) abaxial surface covered with large amounts of uniseriate trichomes (t). (5) Detail of stomata
(arrow) above the level of epidermal.
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formosa, e por Nascimento et al. (1996), para Bathysa
stipulata. Entretanto, em muitas plantas, os tricomas
aumentam a transpiragdo, porque ampliam a
superficie de evaporagao (Jonhson, 1975). Kuniyoshi
(1993) cita que presenga ou auséncia de tricomas
podem ser caracteres importantes para a taxonomia.
Os tricomas encontrados em G. viburnoides
apresentam cristais em seu interior (Figura 24),
que podem estar relacionados com mecanismos
de defesa contra herbivoria. Células do mesofilo
de G. viburnoides e os tricomas apresentaram
compostos fendlicos em seu interior (Figura 24), o
que pode estar relacionado com a prote¢do do 6rgao
a radiagdo UV-B (Liakoura et al.,, 1997). Segundo
Taiz & Zeiger (1998), além do suporte mecénico, os
compostos fendlicos podem proporcionar a planta
protegao contra a herbivoria e a patogenicidade,
além de atividade

possuir alelopatica. Em

Posoqueria latifolia, ndo foram observados tricomas

(Figuras 6 e 7). Arruda et al. (2010) relataram que a
presenca de tricomas nesta espécie ¢é rara.

Célulassecretorasforamencontradasnasuperficie
abaxial de Galium hypocarpium; apresentam formato
ovalado e em maiores dimensdes se comparadas as
demais células epidérmicas (Figuras 8, 10-13). Na
familia Rubiaceae, as primeiras citagdes sobre estas
células foram para espécies de Rubia, Anthospermum
e Nenax (Solereder, 1908). Holm (1907), ao perceber
a presenca desses idioblastos em Galium pilosum,
G. circaezans e G. latifolium, os descreve como
grandes células resiniferas ou secretoras, presentes
na face abaxial das folhas. Em estudos comparando
espécies dos géneros Galium e Relbunium, foi
observada presenca de idioblastos ou células
secretoras na porgao apical e dispersas na superficie
abaxial das folhas e estipulas (De Toni, 2005). A
presenca e a distribui¢do de células secretoras foram

utilizadas com a finalidade de auxiliar na taxonomia

Figuras 6-9. (6-7) Posoqueria latifolia. (6) Superficie adaxial com cera epicuticular do tipo camada lisa (setas). (7)

Superficie abaxial apresentando ornamentagdes cuticulares em forma de estrias e desenhos circulares envolvendo os
estomatos. (8-9) Galium hypocarpium (8) Detalhe da célula secretora. (9) Detalhe do tricoma tector no bordo foliar.
Figures 6-9. (6-7) Posoqueria latifolia (6) adaxial surface with epicuticular wax-type smooth layer (arrows). (7)
abaxial surface showing cuticular ornamentation in the form of grooves and circular designs involving stomata.
(8-9) Galium hypocarpium (8) Detail showing the secretory cell. (9) Detail of trichomes leaves the board.
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de Galium (Dempster, 1978) e Relbunium (Mariath,
1979). No entanto, De Toni (2005) ndo considera a
presenca destas células como um carater relevante

para a segregacdo dos géneros. Dempster (1978)

foliar como hipoestomatica (Figuras 5, 7, 10, 13, 18
e 26). Estomatos paraciticos, distribuidos apenas na
face abaxial, foram descritos por Solereder (1908)
como sendo o tipo de estdbmato mais comum para

p ~ . . a familia Rubiaceae, chamado entdo de rubioides.
afirmou que, além da protec¢do contra o frio, as células ) o i o
. 5 ) Folhas hipoestomiticas sdo comuns em espécies das
secretoras tém a fun¢do de proteger os tecidos da .. L .

florestas pluviais e estacionais tropicais, e tal fato pode

folha contra altas taxas de evaporagéo e herbivoria. ~ o
representar uma prote¢do das fendas estomdticas

Nas trés espécies, os estomatos foram observados  contra pequenos musgos e fungos comuns nesse

apenas na superficie abaxial, caracterizando alamina ~ ambiente (Coutinho, 1962). A presenga de estomatos

Figuras 10-12. Microscopia 6ptica de Galium hipocarpium. (10) Corte transversal da lamina foliar com epiderme
unisseriada, uma camada de parénquima pali¢adico (Pp) e 3-5 de lacunoso (Pl). Presenca de célula secretora
(estrela) na epiderme abaxial e idioblasto contendo feixes de rafides no mesofilo (asterisco). (11) Corte transversal
mostrando células marcadas com Sudan III, indicando presenca de lipideos. (12) Células secretoras marcadas com
Sudan IIL

Figures 10-12. Light Microscopy of Galium hipocarpium. (10) Cross section of leaf blade with uniseriate epidermis, a
layer of palisade (Pp) and 3-5 of spongy (P1). Presence of secretory cell (star) and in the abaxial idioblasts containing
bundles of raphides in the mesophyll (asterisk). (11) Cross section showing cells stained with Sudan III indicated
the presence of lipids. (12) secreting cells stained with Sudan III.
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restritos a face abaxial pode estar relacionada
com a intensa iluminagdo e a deficiéncia de dgua
do meio, como sugerido por Fahn (1990). Em
Guettarda viburnoides, os estdmatos encontrados
estao projetados acima do nivel da superficie celular,
caracteristica que sugere que ha excesso de umidade
na superficie adaxial desta espécie, provavelmente
provocada pela grande quantidade de tricomas.

Em cortes transversais da lamina foliar, Galium
hypocarpium mostrou que a epiderme é formada
por uma tnica camada de células tabulares cobertas
por uma delgada cuticula. Entre as células da
epiderme na face abaxial, foram observadas as
células secretoras (Figuras 10 e 11). Essas células se
projetam para o interior do mesofilo ocupando, as
vezes, toda a espessura do parénquima lacunoso. A
parede periclinal externa de ambas as faces apresenta
formato convexo (Figura 10).

Em vista frontal, tanto a epiderme em face
adaxial quanto a abaxial apresentam células com
parede anticlinal de sinuosidade acentuada (Figuras
14 e 15). Guettarda viburnoides apresentou epiderme
formada por uma unica camada de células tabulares
cobertas por uma cuticula de espessura mediana
(Figuras 16 e 17). A parede periclinal externa da
epiderme em faces adaxial e abaxial apresenta
formato convexo (Figura 16). As células anticlinais
externas da superficie adaxial se mostram levemente
sinuosas (Figura 19). As paredes anticlinais externas
da superficie abaxial ndo puderam ser observadas

50 pm

por causa da grande quantidade de tricomas
presentes nesta regido, mesmo com a retirada de boa
parte destes.

Em Posoqueria latifolia, foi observado que a
epiderme e constituida por uma unica camada
e células com formas tabulares recobertas por
uma cuticula espessa (Figuras 20 e 21). A parede
periclinal externa mostra-se plana convexa em
ambas as faces (Figura 20). Em vista frontal, tanto
a epiderme em face adaxial quanto aquela em face
abaxial apresentam células com parede anticlinal
levemente sinuosa a reta (Figuras 22 e 23). Em
microscopia eletrénica de transmissio, o corte
transversal da parede periclinal externa mostra a
organizagdo em cuticula propriamente dita (Cpd),
camada cuticular (Cc) e camada polissacaridica
(Cp). Foram observados microrganismos sobre a
parede periclinal externa (Figura 27 e 28).

Com relagdo as caracteristicas estruturais da
epiderme, a parede anticlinal das células epidérmicas
das folhas de Galium hypocarpium apresenta, em
ambas as faces, contorno bastante sinuoso. Wylie
(1943) ressalta que a sinuosidade parietal aumenta
a area de contato lateral entre as células epidérmicas.
Isanogle (1944) relatou que as folhas de sombra
apresentam paredes anticlinais sinuosas, porém
Vieira et al. (1992) observaram células epidérmicas
com contorno reto em plantas de sombra de
Psychotria nuda e P leiocarpa. Vieira (1988)
observou em Tocoyena bullata, planta de sol, paredes

Figuras 13-15. (13-15) Dissocia¢do epidérmica. (13) Presenca de células secretoras na epiderme abaxial. (14) Face
adaxial da epiderme com parede anticlinal sinuosa. (15) Face abaxial, com estdmatos paraciticos (setas).

Figures 13-15. (13-15) Epidermal Dissociation (13) Presence of secretory cells in the lower epidermis. (14) adaxial
epidermis with sinuous anticlinal walls. (15) abaxial epidermis with paracytic (arrows).
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anticlinais da face abaxial com contorno sinuoso. Em
geral, em plantas de sol e de ambientes xéricos, as
células epidérmicas, especialmente as da face adaxial,
apresentam contorno reto; nas plantas de sombra,
a ocorréncia de células com contorno sinuoso,
em ambas as faces da folha, é mais comumente
observada (Wilkinson, 1979). Assim, acredita-se

que outros fatores, além da luz, possam influenciar a

expressdo deste carater. Sugere-se que a sinuosidade
possa ser um carater genético e a maior ou menor
sinuosidade seja influenciada pelo ambiente.

Em corte transversal da lamina foliar, as trés
espécies apresentaram organizagio dorsiventral
do mesofilo. Em G. hypocarpium, o parénquima
palicddico apresenta-se junto a epiderme em face
adaxial e é constituido por uma camada de células

92.98 '\OCI-"
M (X

g!ﬂu

&

50 pm

50 um
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Figuras 16-20. Microscopia Optica (16-19) Corte transversal da lamina foliar de G. v1burn01des (16) Epiderme
unisseriada, 1-2 camadas de parénquima pali¢adico (Pp) e 2-4 de lacunoso (Pl); idioblastos contendo feixes de
réfides (triangulo); extensdo de bainha (seta). (17) Epiderme em face adaxial mostrando detalhe da cuticula (seta).
Compostos fenolicos nas células parenquimdticas (estrela de quatro pontas). (18) Detalhe do estdmato. (19)
Dissociagao epidérmica, epiderme em face adaxial de G. viburnoides. (20) Corte transversal da lamina foliar de P
latifolia e presenga de compostos fendlicos no mesofilo, evidenciada pela coloragio castanho através da marcagao
com cloreto férrico (seta).

Figures 16-20. Light Microscopy (16-21) Cross section leaf blade of G. viburnoides. (16) Cross section of leaf
blade with uniseriate epidermis, 1-2 layers of palisade (Pp) and 2-4 of spongy (PI); idioblasts containing bundles of
raphides (asterisk); sheath extensions (seta). (17) adaxial epidermis showing detail of the cuticle (arrow). Phenolic
compounds in parenchymal cells (four-pointed star). (18) Detail of stomata. (19) Dissociation of the epidermis,
adaxial epidermis of G. viburnoides. (20) Cross section of leaf of P. latifolia and Presence of phenolic compounds in
the mesophyll, as evidenced by the brown color (arrow).



Floresta e Ambiente 2011; 18(3):275-288

Anatomia e micromorfologia de espécies de Rubiaceae 283

(Figura 10). O parénquima lacunoso, proximo a
epiderme em face abaxial, é constituido por células
com formas e disposi¢do irregulares, gerando espagos
celulares de dimensdes variadas. O numero de
camadas celulares no parénquima lacunoso varia de
trés a cinco (Figura 10). Em Guettarda viburnoides, o
parénquima pali¢adico esta junto a epiderme adaxial
e é constituido por uma a duas camadas de células.
O parénquima lacunoso esta localizado proximo a
epiderme em face abaxial e ¢ constituido por duas a
quatro camadas celulares (Figura 16). Em Posoqueria
latifolia, o parénquima pali¢adico é formado por um
a dois estratos de células junto a epiderme adaxial
(Figura 21). O parénquima lacunoso ¢ formado
por nove a dez camadas de células, que apresentam
formato e disposi¢do irregulares (Figura 20). O
mesofilo do tipo dorsiventral corresponde ao padrao
caracteristico para a familia Rubiaceae (Metcalfe
& Chalk, 1950). Wylie (1951), Jackson (1967) e
Costa (1989), em seus estudos sobre a influéncia
da luz na estrutura foliar, afirmaram que o nimero
de estratos de parénquima pali¢ddico é maior nas
folhas de sol do que nas de sombra. Vieira (1988)
menciona parénquima paligadico pluriestratificado
para folhas de sol de Tocoyena bullata. Parénquima
pali¢adico uniestratificado ¢ uma caracteristica
tipica de folhas de sombra, de acordo com os autores

supracitados. Cabe ressaltar a importancia de estudos
anatdmicos para verificar se € real a influéncia destas
caracteristicas na adaptacio das espécies.

Idioblastos cristaliferos com cristais do tipo
feixes de rafide foram encontrados no mesofilo
de G. hypocarpium (Figura 10), de G. viburnoides
(Figura 16) e no mesofilo de Posoqueria latifélia
(Arruda et al., 2010). Nos tricomas da epiderme
abaxial de G. viburnoides, foi notada a presenca de
cristais prismaticos (Figuras 24 e 25). Os cristais
de oxalato de calcio foram evidenciados através
da visualizagdo da dissolucdo do cristal pelo acido
cloridrico e da insolubilidade pelo acido acético.
Numerosos idioblastos contendo rafides sio
referidos também por Lersten (1974) e Morretes
(1980) para espécies de Rubiaceae. Tais idioblastos,
contendo cristais de oxalato de célcio, podem estar
envolvidos com a defesa da planta contra a herbivoria
e também funcionarem como forma de manuten¢iao
dos nutrientes, como reserva de calcio ou oxalato

para a planta (Volk et al., 2002).

A presenca de substdncias lipidicas em

G. hypocarpium foi evidenciada nas células
secretoras pela coloracdo vermelha obtida através
dos reagentes Sudan IIT e Sudan IV (Figuras 11 e

12). A presenca de compostos fendlicos nas células

50 pm

Figuras 21-22. (21) Corte transversal da lamina foliar de P. latifolia. e presenga de lipideos na cuticula e no mesofilo,
evidenciada pela coloragdo avermelhada através da marcagdo com Sudan III (seta). (22) Dissociagao epidérmica,
epiderme em face adaxial de P. latifolia com parede anticlinal levemente sinuosa.

Figures 21-22. (21) Cross section of leaf of P. latifolia and presence of lipids in the cuticle and in the mesophyll,
as evidenced by the reddish color by staining with Sudan III (arrow). (22) Separation of the epidermis, adaxial

epidermis of P, latifolia with slightly sinuous anticlinal wall.
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do mesofilo de G. viburnoides foi evidenciada pela
coloragdo castanho escuro obtida através do teste
histoquimico com cloreto férrico 10% (Figura
24). Os testes histoquimicos com Sudan III em
G. viburnoides mostraram a presencga de lipideos
na cuticula da epiderme e nas células do mesofilo
através da colora¢io vermelha observada nestas
regides (Figura 26). Os testes histoquimicos com
Sudan III em P. latifolia revelaram a presenca de
lipideos na cuticula na epiderme e nas células do
mesofilo através da coloragdo vermelha observada

nestas regides (Figura 21). A presenca de pequena
quantidade de compostos fendlicos nas células do
mesofilo foi detectada pela coloragio castanho
escuro, revelada através do uso do cloreto férrico
10% (Figura 20).

A presenca de metabdlitos especiais tem sido
utilizada como marcador taxondémico em diversos
niveis de hierarquia (Harborne & Tuner, 1984).
Os compostos fendlicos tém sido detectados e
considerados como uma caracteristica de valor
taxondmico para a familia Rubiaceae (Solereder,

50 pm

Figuras 23-28. Microscopia Optica (23) Dissociagdo epidérmica de P, latifdlia, epiderme em face abaxial mostrando
parede anticlinal levemente sinuosa e estdmatos paraciticos (setas). (24-25) Corte transversal de G. viburnoides. (24)
Presenca de compostos fenélicos pela coloragio castanho evidenciada com cloreto férrico e tricoma (t) com cristais
prismaticos. (25) Detalhe do tricoma com cristais prismaticos. (26) Presenca de lipideos na cuticula e no mesofilo
evidenciados pelo Sudan IIL. 27 e 28. Microscopia eletronica de transmissiao de Posoqueria latifolia. (27) Corte
transversal mostrando a organizagdo da parede periclinal externa em cuticula propriamente dita (Cpd), camada
cuticular (Cc) e camada polissacaridica (Cp). (28) Microrganismos sobre a parede periclinal externa (seta).
Figures 23-28. Light microscopy (23) Dissociation of epidermal P. latifolia, abaxial epidermis showing sinuous
and slightly anticlinal wall paracytic stomata (arrows). (24-25) Cross section of G. viburnoides (24) Presence of
phenolic compounds evidenced by the brown color with ferric chloride and trichomes (t) with prismatic crystals.
(25) Detail of trichomes with prismatic crystals. (26) Presence of lipids in the cuticle and mesophyll evidenced by
Sudan III. 27 and 28. Transmission electron microscopy de Posoqueria latifolia. (27) Cross section showing the
organization of the outer periclinal wall in cuticle proper (Cpd), cuticular layer (Cc) and polysaccharide layer (Cp).
(28) Microorganisms on the outer periclinal wall (arrow).
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1908; Metcalfe & Chalk, 1979). Robbrecht (1988) cita
a ocorréncia e a distribuigdo de substincias marrons,
provavelmente taninos, nas laminas foliares, ovarios
e frutos de Rubiaceae. Estudos fitoquimicos sdo
necessarios para determinar a estrutura quimica
dos metabolitos especiais, verificando assim serem
caracteristicos ou ndo dos respectivos géneros.

No sistema vascular da ldmina foliar de
G. hypocarpium e G. viburnoides, observam-se
feixes do tipo colateral envolvidos por uma bainha
parenquimdtica. Em G. viburnoides, as bainhas
se prolongam até a epiderme adaxial formando
extensdes de bainha que sdo formadas por células
esclerificadas (Figura 16). O sistema vascular da
lamina foliar da familia Rubiaceae geralmente é
constituido por feixes do tipo colateral, como descrito
em Tocoyena bullata (Vieira, 1988), espécies de
Bathysa (Nascimento et al., 1996; Gomes et al., 2000;
Moraes, 2005), Psychotria (Da Cunha & Vieira, 1997;
Vieira et al., 1992; Gomes et al., 1995; Moraes et al.,
2011b) e Rudgea (Leo et al., 1997; Mantovani et al.,
1995; Moraes et al., 2011a). Segundo (Esau, 1974),
as bainhas envolvem as terminagdes vasculares de
modo que floema e xilema ndo fiquem expostos ao
ar contido nos espagos intercelulares.

Apenas a espécie G. viburnoides apresentou
extensoes de bainha. Van der Merwe et al. (1994)
acreditam que as extensdes da bainha dos feixes
vasculares desempenhem importante papel na
distribuicdo de 4agua pelo mesofilo e oferecam
sustentacdo e protegdo aos tecidos vasculares.
Dickison (2000) menciona que as células da bainha
estdo envolvidas no transporte a curta distincia
entre os feixes e o mesofilo, e que estas extensdes
proveem um suporte mecdnico adicional para
a lamina foliar (Moraes, 2005). A presenca de
extensdes de bainha em G. viburnoides pode ser
uma caracteristica taxonomica do género; no
entanto, é necessaria a observacdo anatdomica de
outras espécies do género.

Alguns dos caracteres anatdmicos foram
encontrados em todas as espécies estudadas e
sdo comuns na familia Rubiaceae, como folhas
hipoestomdticas com estdbmatos  paraciticos,
mesofilo dorsiventral e feixes vasculares colaterais.
No entanto, como carateristicas diagnosticas entre
as espécies estudas, observaram-se: célula secretora

para G. hypocarpium; extensao de bainha do feixe

vascular e tricomas tectores com cristais prismaticos
em G. Viburnoides, e auséncia de tricomas tectores
em P, Latifélia.

4. CONCLUSOES

As espécies de G. hypocarpium, G. viburnoides
e P. latifolia estudadas mostraram, em sua maioria,
aspectos anatomicos mesomorficos, estando de
acordo com as condi¢des ambientais encontradas na
Floresta Atlantica; mostraram, ainda, mecanismos
de defesa diversos, como tricomas, estruturas
secretoras, idioblastos fendlicos e espessura de
parede periclinal externa, correlatos ao ambiente em

que vivem.
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