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ANATOMIA FOLIAR DE EUGENIA SULCATA SPRING EX MART. (MYRTACEAE)
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RESUMO - A liamina foliar de Eugenia sulcata Spring ex Mart. é analisada, ressaltando-se as-
pectos de suas epidermes, 4 luz da microscopia 6ptica e da microscopia eletrénica de transmissao e
de varredura. As paredes anticlinais destas células sdo sinuosas e as periclinais externas tém espes-
sura nao uniforme, em decorréncia de proje¢des internas destas paredes. Ao microscépio eletrénico
de transmissdo tais paredes apresentam-se constituidas por 3 camadas distintas. O microscépio ele-
trénico de varredura mostra completa auséncia de estriagoes na superficie externa da epiderme aba-
xial. Os estébmatos sao classificados como anomoestaurociticos quanto ao nimero e arranjo das cé-
lulas subsidirias e considerados graminéides em fungio do espessamento desigual das células es-
tomdticas. A limina foliar tem estrutura dorsiventral, ocorrendo no mesofilo bolsas secretoras em
posigdo subepidérmica.

ABSTRACT - The leaf blade of Eugenia sulcata Spring ex Mart. is examined with special atten-
tion to the epidermis, using light and electron microscopy (transmission and scanning). The anticli-
nal walls of the adaxial epidermis are wavy and the external periclinal walls do not have a uniform
thickness on account of internal projections. Transmission electron microscopy shows in this wall
three distinct layers. Scanning electron microscopy demonstrates that the outer surface of the aba-
xial epidermis does not exhibit striations. Number and arrangement of subsidiary cells permit the
stomata to be classified in the anomostaurocytic type; according to the unequal thickening of guard
cells they can be considered graminoid. The leaf blade is dorsiventral and includes subepidermic se-
cretory cavities. '
Key-words: Myrtaceae, leaf anatomy.

Introdugao

A familia Myrtaceae é uma das mais representativas das restingas brasileiras, néo
s6 pelo grande nimero de espécies, como pela importancia e utilizagao de muitas, dado
seu valor ornamental, alimenticio ou medicinal.

Entretanto, como ressalta Barroso (1984), as espécies americanas das Myrtaceae
sao muito semelhantes morfologicamente, o que dificulta sobremaneira o trabalho de sua
identificagao.

Com a finalidade de solucionar problemas dessa natureza, a Sistemética vem lan-
¢ando mao de outros ramos da ciéncia botanica e a esse respeito os estudos anatdmicos
tém-se revelado de grande valia. Assim, a observagao de caracteristicas epidérmicas, tais
como o arranjo e a forma das células, aspecto de suas paredes anticlinais, relevo dos li-
mites celulares, curvatura das paredes periclinais externas, escultura cuticular, secrecdes
epicuticulares, tipos de estématos, etc., conduzem muitas vezes a resultados conclusivos
em termos de diagnéstico genérico e especifico (Barthlott 1981).
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Numa tentativa de fornecer subsidios que auxiliem o taxonomista no trabalho de
identificagdo das Myrtaceae, deu-se inicio ao estudo anatémico de representantes da fami-
lia ocorrentes nas restingas do Estado do Rio de Janeiro, selecionando como ponto de
partida, o género Eugenia L., citado por Araujo e Henriques (1984) como possuidor de
maior nimero de espécies.

Este trabalho representa os primeiros resultados obtidos e compreende uma anélise
anatdmica da lamina foliar de Eugenia sulcata, ressaltando-se determinados aspectos es-
truturais de sua epiderme.

Material e Métodos

O material utilizado no presente trabalho é procedente da restinga de Marambaia, Rio
de Janeiro, e acha-se registrado no herbéario do Departamento de Botanica da UFRJ, sob o
n? 21673.

Foram coletadas folhas completamente desenvolvidas, expostas ao sol, fixadas em
F.A.A., em élcool etflico a 70° (Johansen 1940). Algumas foram conservadas em &lcool 70°
para posterior observagao.

O estudo de epiderme foi realizado em material dissociado pelo método de Jeffrey
(Jensen 1962) corado pela safranina hidroalcodlica, como também através de cortes para-
dérmicos feitos & mao livre.

Os testes histoquimicos foram aplicados em cortes manuais de material fresco para
detectar a ocorréncia de tanino, utilizando-se o teste de Hoepfner-Vorsatz (Reeve 1951) e
de compostos de origem lipidica, pelo uso do Sudan TV (Sass 1951).

As preparacdes definitivas para a observagdo ao microscopio 6ptico (MO) foram
realizadas segundo Johansen (1940) e apds desparafinadas e hidratadas foram coradas
pelo azul de astra e fucsina bésica, modificado segundo Krieger (apud Braga 1977).

Para a mesma finalidade, foram utilizados cortes semifinos, obtidos ao ultramicréto-
mo Porter-Blum, coradas com azul de toluidina e processados de acordo com a mesma
metodologia seguida para as preparagdes destinadas ao microscépio eletrénico de trans-
missao (MET), que sera detalhada a seguir.

O material analisado ao MET foi preparado utilizando peguenas tiras da lamina foliar,
da regidao mediana, com cerca de 1 mm de largura, fixadas em glutaraldeido a 5% em tam-
pao cacodilato de sédio 0.05M contendo 5mM de célcio, por cerca de 24h a temperatura
ambiente. Em seguida o material foi lavado na solugao tampao e pbs-fixado em tetréxido de
dsmio a 2% em cacodilato,0.05M com Ca5mM, desidratado em concentragdes crescentes,
de acetona e incluindo em meio de Spurr (Hayat 1981). Ap6s obtencgao dos cortes ultrafi-
nos, estes foram corados com permanganato de potéssio e citrato de chumbo e examina-
dos no aparelho JEOL 100-Cx.

Para exame de microscépio eletrénico de varredura (MEV), fragmentos de folhas
herborizadas receberam uma cobertura de ouro, sendo em alguns casos previamente fer-
vidas em cloroférmio, com a finalidade de remover a cera superficial.

As fotomicrografias foram obtidas aos microscépios binoculares Olympus BH e
Zeiss-Universal e as eletromicrografias, aos microscépios eletrnicos de transmisséo e de
varredura, respectivamente JEOL 100-Cx e 25-S-Il.

Os desenhos foram executados ao microscoépio binocular Zeiss, com auxflio da ca-
mara clara e as escalas projetadas com a mesma combinacgao 6ptica.

Fig. 1 — Aspecto geral da epiderme abaxial, revelando discreta ondulagio das paredes periclinais exter-
nas, apés remocgdo da cera superficial pelo cloroférmio. Eletromicrografia ao MEV. 860 X, Fig. 2 — Vista
frontal da epiderme adaxial de E. sulcata, mostrando interdigitagGes entre as células adjacentes e regides
mais escuras que comespondem as dreas menos espessas da parede periclinal externa. Fotomicrografia em
contraste interferencial de Nomarski. 780 X. Fig. 3 — Corte transversal da I&mina foliar, evidenciando as
proje¢des parietais da epiderme adaxial em dire¢ao ao lume. O contraste de fase acentua na parede exter-
na, duas camadas de densidades diferentes, correspondendo, possivelmente, a mais densa, s camadas
culinizadas. Fotomicrografia em contraste de fase. 900X,
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Resultados

O MEV revela que as duas epidermes de E. sulcata apresentam superficie lisa. Na
epiderme abaxial ap6s remogao da cera superficial, observa-se apenas uma discreta on-
dulagdo resultante da curvatura das paredes periclinais externas (Fig. 1).

A epiderme da lamina foliar de E. sulcata, quando observada frontalmente, apresenta
paredes anticlinais sinuosos, tanto na face adaxial como na abaxial, ao nivel da regigo in-
tercostal e das margens, exceto sobre as nervuras principal e de médio porte, onde a for-
ma das células tende para retangular e seu arranjo acompanha o curso dessas nervuras.
Tais sinuosidades sao acentuadas que se assemeiham a interdigitagdes entre as células
adjacentes (Fig. 2).

A andlise de secgdes transversais semifinas da lamina foliar revela a ocorréncia de
projegdes internas das paredes periclinais externas, conferindo um contorno irregular ao
lume celular a este nivel (Fig. 3). O contetido celular se acomoda ao relevo interno, de mo-
do a preencher os espagos entre as projecdes. Consequentemente, a espessura das pa-
redes periclinais externas das células epidérmicas é desigual, 0 que propicia a observa-
¢cao, em vista frontal, de areas mais claras que correspondem aos intervalos entre as pro-
jecoes, ou seja, a regido menos espessas da parede celular (Fig. 5). Essas &reas mos-
tram-se escuras quando observadas em contraste interferencial de Nomarski, conforme
evidenciado na figura 2 que representa a visao frontal da epiderme adaxial, em corte para-
dérmico.

Através de cortes ultrafinos vé-se claramente no MET, que a parede periclinal exter-
na das células epidérmicas apresenta pelo menos 3 camadas distintas. Uma contigua ao
lume é menos eletrodensa e sua espessura é da ordem de 0,5 — 0,6 um. Segue-se outra
com evidente depésito eletrodenso que se projeta a intervalos (Fig. 4-P) na camada mais
externa, que é bastante homogénea e eletronluscente, com espessura de 5,5 — 6 um. A
desigualdade de textura dessa parede é observada como uma granulosidade discreta pelo
MO, em sec¢des paradérmicas (Fig. 2). '

Nas duas epidermes, observam-se também células cujas paredes apresentam si-
nuosidade menos acentuada (Fig. 5, asterisco) em torno da qual os demais elementos por
vezes se dispdem radialmente. Tais células tomam coloragdo menos intensa pela safrani-
na e pelo Sudan IV e nelas nao se notam as areas mais claras, provavelmente em decor-
réncia da espessura mais homogénea de suas paredes. A observagao de segbes para-
dérmicas revela que as células descritas estao relacionadas a cavidades secretoras sub-
jacentes a epiderme (Fig. 6, asterisco).

Os estéomatos ocorrem isolados ou em grupos que se distribuem ao acaso, na epi-
derme abaxial (Fig. 5). As células estométicas apresentam um espessamento cutinizado
em toda a extensao, exceto ao nivel polar, o que confere ao estémato o aspecto gramindi-
de (Fig. 8).

No entanto, analisando o arranjo das células subsididrias em relagdo as estomati-
cas, ajustam-se ao tipo anoestaurocitico (Figs. 5 e 8).

Segbes transversais atingindo as células estomaticas ao nivel equatorial revelam
que suas paredes sao notavelmente espessas o que lhes confere lume reduzido a este ni-
vel, conforme mostra a figura 9. Esta figura evidencia ainda que as paredes periclinais ex-

Fig. 4 — Eletromicrografia obtida ao MET de corte ultrafino, abrangendo a parede periclinal externa da epi-
derme adaxial. Nota-se uma camada menos eletrodensa (seta) contigua ao lume celular (L), seguindo-se
uma outra impregnada de material denso com projegdes (P) penetrando na terceira camada, esta homogé-
nea e eletronluscente. 7000 X. Fig. 5 — Vista frontal da epiderme abaxial de E. sulcata, evidenciando a si-
nuosidade das paredes anticlinais, as dreas claras (seta) decorrentes da espessura ndo uniforme das pare-
des periclinais, distribui¢do dos estdématos, aspecto das células subsididrias e células de topo da cavidade
secretora subjacente (asterisco) em tormo das quais os demais elementos epidermicos se dispGem radial-
mente. 350 X.
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ternas das células subsididrias também sdo espessas e que as camadas cutinizadas
apresentam um espessamento mais acentuado ao nivel das células estomaéticas, projetan-
do-se sobre o ostiolo em duas cristas proeminentes. O espessamento celulbsico das pa-
rades periclinais, assim como das camadas cutinizadas € visto também em corte longitudi-
nal da célula estomética (Fig. 10).

Na jungdo das células estomaéticas, ao nivel polar, observa-se um discreto espes-
samento cutinizado em T. As células subsidiérias, em nimero de 3-5, apresentam contel-
do mais denso de natureza tanica e suas paredes periclinais externas sdo bastante es-
pessas, com superficie granulosa.

Gotas lipidicas ocorrem nos elementos epidérmicos de ambas as faces da lamina fo-
liar de E. sulcata, sobressaindo por suas maiores dimensdes nas células estométicas e
subsididrias.

A figura 7 que representa a segéo transversal da lamina foliar de E. sulcata revela
sua estrutura dorsivental. As epidermes, assim como o parénquima paligadico sdo unies-
tratificadas, se bem que as célular deste Ultimo, em alguns trechos, se apresentem dividi-
das por paredes transversais.

A mesma figura evidencia que o parénquima paligddico ocupa cerca de 1/4 da es-
pessura total do mesofilo, ocorrendo entre eles e o lacunoso, uma camada de células de
transigao.

O parénquima lacunoso é integrado por células de forma irregular, em torno de 8-10
estratos, entre as quais se localizam os espagos intercelulares e as lacunas caracteristi-
cas do tecido.

Na margem foliar, as células paligAdicas tornam-se mais curtas e sdo interrompidas
por elementos colenquimaticos, de paredes relativamente delgadas. A este nivel, as lacu-
nas sdo menos evidentes e as proje¢des parietais das paredes periclinais externas das
células epidérmicas sdo mais conspicuas (Fig. 11).

Nas camadas subjacentes as duas epidermes, estdo situadas bolsas secretoras
subcirculares, dotadas de um tecido epitelial integrado por uma camada celular de paredes
delgadas (Fig. 7). As bolsas da face adaxial as vezes tém aspecto piriforme. Segdes para-
dérmicas revelam que os elementos do lacunoso se dispdem radialmente em torno de al-
gumas dessas estruturas, o que se observa melhor quando as mesmas séo seccionadas
em seu plano mediano (Fig. 6). Entre as bolsas da face adaxial e a epiderme, ocorre uma
célula tabular, portadora de contelido tinico denso, melhor evidenciada em cortes trans-
versais semifinos passando pelo plano equatorial das mesmas (Fig. 7). Ja as bolsas da fa-
ce abaxial estéo situadas imediatamente abaixo da camada epidérmica.

O feixe vascular da nervura principal ao nivel do tergo médio & do tipo bicolateral,
acompanhado parcialmente por esclerénquima. O floema externo € mais abundante e em
forma de arco, enquanto o floema interno distribiu-se em pequenos grupos separados por
células de parénquima. O xilema mostra seus elementos dispostos em série radial.

Nas nervuras de médio e pequeno porte, os feixes vasculares sdo do tipo colateral.
Aquelas se encontram envolvidas parcialmente por um tecido esclerenquimatoso, en-
quanto nas nervuras menores ocgrre apenas uma bainha parenquimética.

Evidenciou-se também a presenga constante de compostos fendlicos (tanino) nos

elementos parenquimaticos relacionados aos feixes vasculares, a saber: parénquima floe-
mético e radial e na bainha dos feixes menores, assim como nas epidermes e no clorén-
quima. Idioblastos cristalfferos contendo drusas e gotas lipidicas sao frequentes no meso-
filo.
Fig. 6 — Fotomicrografia de um corte paradérmico da face abaxial, evidenciando o perfil subcircular das
bolsas secretoras. Observa-se a disposicdo radial das células circundantes do mesofilo em torno de um
desses elementos (+) e a forma diferente da célula de topo (asterisco). Sdo bem visiveis as gotas lipidicas
(seta) das células subsididrias. 345 X. Fig. 7 — Seg&o transversal da ldmina foliar de E. sulcata, mostrando
sua estrutura dorsiventral, as epidermes em um s estrato e as bolsas secretoras do mesofilo. Fotomicrogra-
fia em contraste de fase. 290 X,
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Discussao e Conclusfes

Alguns dos aspectos evidenciados em Eugenia sulcata, como cavidades secretoras
em posigao subepidérmica e a presenga constante de compostos tanicos nas células ndo
esclerenquimatosas, vém corroborar o que Metclafe e Chalk (1965) mencionam como pe-
culiares & famflia Myrtaceae.

Esses autores citam ainda a ocorréncia de feixes bicolaterais em Eugenia e outros
géneros da familia. Em E. sulcata confirmou-se a presenca desses feixes ao nivel da ner-
vura mediana da lamina foliar, assim como do mesofilo dorsiventral, também apontado por
aqueles autores para o referido género.

Metcalfe e Chalk (1965) mencionam ainda que fibras esclerenquiméticas e células
pétreas caracterizam as espécies de Eugenia. Na espécie em estudo evidenciou-se um
acompanhamento de esclerénguima nos feixes das nervuras principal e de médio porte.
Entretanto, ndo foram observadas células pétreas no material examinado. Nas nervuras de
médio e pequeno porte, foi constante a presencga de uma bainha parenquimatosa, fato nao
mencionado pelos autores em causa.

Cristais isolados ou aglomerados sdo também citados para as espécies do género.
Em E. sulcata apenas cristais aglomerados sob a forma de drusas foram evidenciados no
mesofilo.

Os estdmatos das Myrtaceae tém sido descritos como paracfticos (Bandulska 1931)
e anomociticos (Mecalfe & Chalk 1965). Johnson (1980) além destes tipos refere também o
tipo ciclocitico. Van Vyk er al. (1982) discutido os parametros utilizados na definicdo de
células subsidiarias, concluem que as espécies africanas de Eugenia sdo possuidoras de
auténticas células subsididrias e sugerem o termo anomoestaurocitico como o mais apro-
priado para designar os estématos dessas espécies. Os estématos de E. sulcata ocorrem
na epiderme abaxial e sdo acompanhados por 3-5 células subsididrias, que diferem das
demais por seu contelildo mais denso em compostos fenolicos (tanino) e pela presenga de
grandes gotas lipidicas, o que vem ao encontro da definigéo topogréfica de célula subsidia-
ria (Wilkinson 1979). No que diz respeito & disposigao destas células em relagao &s esto-
maticas, os estématos de E. sulcata podem também ser considerados anomoestaurociti-
cos, de acordo com a descrigdo de Van Vyk et al. (1982).

Entretanto, analisando as caracteristicas das células guardias desta espécie quanto
ao espessamento parietal, mais pronunciado na regido equatorial e praticamente ausente
nos polos, pode-se qualifica-los como pertencentes ao tipo gramindide, mencionado, por
Braga (1984) para vérias espécies de Dicotileddneas, inclusive uma espécie de Myrta-
ceae, Myrcia amazonica D.C,

Banduslka (1931) alude a um espessamento cutinizado em T nos polos das células
estométicas de espécies fésseis e recentes da familia Myrtaceae. Johnson (1980) obser-
vou esse mesmo carater nas células guardids de espécies de Leptospermum, género de
Myrtaceae ocorrente na Austrélia, concluindo por sua validade como caréter diferencial a
nivel especffico. Trabalho em andamento sobre as Myrtaceae das restingas do Rio de Ja-
neiro, tem revelado que essa caracteristica, embora varidvel, &€ também constante nas es-
pécies de Eugenia até agora estudadas e provavelmente podera servir como subsidio 2
sua identificagao. :

As sinuosidades das paredes anticlinais das células epidérmicas de E. sulcata cor-
respondem ao tipo U, segundo Barthlott (1981), ao referir-se as caracteristicas espidérmi-
cas dos vegetais.

Fig. 8 — Detalhe de um estémato em vista frontal. Sdo evidenciados o espessamento das células estomati-
cas e o arranjo das células subsididrias. Fig. 9 — Representagdo da segéo transversal das células estoma-
ticas ao nfvel equatorial, evidenciando o espessamento de suas paredes e as cristas cutinizadas. Observa-
se ainda, a espessura acentuada das paredes periclinais externas das células subsididrias. Fig.
10 — Corte longitudinal passando por uma das células estomdticas. O espessamento celuldsico das pare-
des periclinais é evidente, assim como o lume amplo ao nivel polar. Fig. 11 — Secéo transversal da mar-
gem foliar.



284 Machado, etal.

O MEV revela que a cuticula adaxial de E. sulcata & lisa, mesmo ap6s fervura no clo-
roférmio, de onde se conclui que o relevo observado ao MO corresponde & espessura de-
sigual da parede periclinal externa, em sua face interna. A cutfcula abaxial & também lisa,
apenas com leve ondulagao pela curvatura das paredes externas, o que se verifica apds
extragéo da delgada camada de cera pelo cloroférmio. O trabalho em andamento ja referido
mostrou que em outras espécies do mesmo género, podem ocorrer caracteristicas bem
distintas, tais como evidente estriagdo de ambas as cuticulas em material ao natural.

Pate e Gunning (1969) tém-se referido a células com projegdes internas da parede
secunddria, esclarecendo que tais proje¢des constam de material ndo lignificado, deposi-
tado no lado interno da parede priméaria nao especializada e que podem ocorrer em toda a
periferia celular ou estarem restritas a determinadas regides. Essas células, chamadas de
“células de transferéncia” foram relacionadas com o transporte de solutos a curta distancia
ou com a absorgao ou secregao de solutos em relagao ao ambiente externo.

As células de transferéncia tém sido descritas em vérias situagdes inclusive nas pa-
redes anticlinais de células epidérmicas de Ranunculus fluitans (Gunning & Pate 1969).

As projegdes parietais das células epidérmicas de E. sulcata foram também detecta-
das em outras espécies do mesmo género, observadas até o momento. Em todos os ca-
sos s@o evidenciadas ao MO mesmo em cortes feitos & mao livre, sem qualquer trata-
mento especial, 0 que ndo condiz com as referéncias dos autores citados, segundo os
quais as projegdes parietais das células de transferéncia sao melhor evidenciadas em
cortes ultrafinos e com o recurso da microscopia eletronica. Assim sendo e na falta de da-
dos mais conclusivos, prefere-se deixar o assunto em suspenso, até que os estudos em
andamento possam revelar a significagao das aludidas projegées.

A granulosidade fina das paredes periclinais externas, provavelmente corresponde a
textura da porcdo celulésica dessas paredes. Martin e Juniper (1970) fazem mengéo a
projecdes fibrilares da parede celulésica no interior da cuticula, exemplificando com uma
foto do género Eucalyptus.

Quanto as bolsas secretoras de Eugenia sulcata, serao objeto de estudo mais acu-
rado a nivel ontogenético. No entanto, pode-se constatar que elas ocorrem abaixo das
duas epidermes, acreditando-se que seu formato diferente nas duas faces, seja decorrente
das pressdes desiguais a que foram sujeitas no curso de seu desenvolvimento, dado o
maior ou menor grau de compacidade dos tecidos adjacentes (pali¢adico e lacunoso).

Na espécie em estudo, parece haver uma relagdo entre as bolsas secretoras e uma
célula epidérmica que, por seu aspecto e conteldo se diferencia das demais que se dis-
pdem radialmente em torno daquela. Pereira (1985) refere-se a 1-2 células de contetdo
denso e paredes mais espessas, em estreita correlagao com as bolsas de E. nitida Camb.
Peculiaridades semelhantes foram evidenciadas por Johnson (1980) em vérias espécies
de Leptospermum.
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