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RESUMO

COELHO, Victor Peganha de Miranda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2009. Anatomia do caule (casca e lenho), da folha e coléter de
Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. (RUBIACEAE). Orientadora: Marilia Contin
Ventrella. Co-Orientadores: Jodo Paulo Viana Leite e Ana Marcia Macedo Ladeira
Carvalho.

Bathysa (Rubiaceae), juntamente com as plantas que possuem cascas amargas de
coloragdao avermelhada ou amarela, usadas como tonicas ou febrifugas sdo conhecidas
como falsas quinas. No Brasil, Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. ¢ conhecida
popularmente como “quina-do-mato” e tem a casca do caule usada na medicina popular
para doencas do estdmago, figado e como cicatrizante. Este trabalho vem contribuir
com informagdes sobre a anatomia e histoquimica do caule (casca e lenho), da folha e
dos coléteres presentes nos apices vegetativos. O estudo foi conduzido no Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB), Municipio de Araponga, Estado de Minas
Gerais. Para a analise estrutural as amostras foram processadas de acordo com técnicas
usuais em microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura. Para analise
histoquimica amostras frescas foram submetidas a diversos corantes e reagentes. A
regido medial da nervura principal possui o feixe medular central com rotagdo
conspicua em seu eixo, sendo esse um carater anatdmico consistente para identificagdo
de B. cuspidata. O estudo histoquimico demonstrou que existe semelhanga entre os
metabolitos de interesse encontrados nas folhas e na casca do caule, principalmente em
relacdo aos compostos de natureza fendlica, o que torna a folha um potencial
farmacogeno nessa espécie. O lenho foi classificado como tipo II de lenho em
Rubiaceae, caracterizado principalmente pela presenca de fibras libriformes septadas.
Os indices de vulnerabilidade e mesomorfia do lenho indicam que os espécimes
estudados estdo adaptados as condi¢des mésicas da Serra do Brigadeiro. Os coléteres,
geralmente, sdo do tipo padrdo, mas também foram observados coléteres bifurcados,
descritos anteriormente, apenas para Apocynaceae ¢ reportados pela primeira vez em
Rubiaceae. Comecam a secretar com a expansao dos primoérdios foliares, mantendo-se
funcionais até a senescéncia. As estipulas sdo caducas, caem com a expansao das folhas
jovens e os coléteres nessa fase secam e murcham. A origem dos coléteres ¢ mista,
envolvendo a protoderme, o procdmbio e o meristema fundamental. Em todas as
amostras analisadas, os testes histoquimicos detectaram polissacarideos, pectinas,

compostos fenodlicos e proteinas.
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ABSTRACT

COELHO, Victor Peganha de Miranda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
february, 2009. Anatomy of stem (bark and wood), leaf and colleter of Bathysa
cuspidata (St. Hil.) Hook. f. (RUBIACEAE). Adviser: Marilia Contin Ventrella.
Co-advisers: Jodo Paulo Viana Leite and Ana Marcia Macedo Ladeira Carvalho.
Bathysa (Rubiaceae), along with other plants with bitter bark of red or yellow color,

used as tonic and febrifuge are known as false Quina. In Brazil, Bathysa cuspidata (St.

Hil.) Hook. f. is popularly known as "quina do mato" (quina of the fields) and the stem

bark is used in folk medicine for stomach and liver ailments and healing. This work

contributes with information on anatomy and histochemistry of stem (bark and wood),
leaf and colleters present in the vegetative shoot apices. The study was carried out in the

Serra do Brigadeiro State Park (PESB), in the municipality of Araponga, Minas Gerais.

Structural analysis of samples was performed using usual techniques of light and

scanning electron microscopy. Histochemical analysis of fresh samples was carried out

using different stains and reagents. The middle region of the primary vein has the
central medullary bundle with conspicuous rotation on its axis, which is a consistent
anatomical characteristic for B. cuspidata identification. The histochemical study
showed similarity among metabolites of interest found in leaves and stem bark,
particularly phenolic compounds, which makes the leaf a potential source of bioactive
metabolites in this species. The wood was classified as type II wood in Rubiaceae,
which is mainly characterized by septate libriform fibers. Vulnerability indexes and
wood mesomorphy indicate that the studied specimens are adapted to the mesic
conditions prevailing in the Brigadeiro Range. The colleters, in general, were of the
standard type, but bifurcated colleters were also observed as previously described only
in Apocynaceae and here reported for the first time in Rubiaceae. Colleters start to
secrete with the expansion of the leaf primordia and remain functional until leaf
senescence. Stipules are deciduous, falling with the expansion of young leaves and the
colleters dry and wilt in this phase. Colleter origin is mixed, involving the protoderm,
the procambium and ground meristem. The histochemical tests detected

polysaccharides, pectins, phenolic compounds and proteins in all samples.
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INTRODUCAO GERAL

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da
populagdo mundial que mora em paises em desenvolvimento depende essencialmente de
plantas para cuidado médico primario (Akerele 1993). As plantas medicinais sdo
amplamente distribuidas pelo mundo, sendo os paises tropicais, como o Brasil, seus
principais centros de diversidade. Atualmente, profissionais de saude e pesquisadores
demonstram interesse na investigagdo das plantas medicinais visando a obtencdo de
modelos moleculares para sintese de novas substancias ativas, desenvolvimento de
fitofArmacos (substancias ativas purificadas) e de fitoterapicos padronizados. Para isso,
se faz necessario o embasamento técnico-cientifico no intuito de se avaliar a eficacia e
os possiveis riscos das plantas em uso, o que envolve estudos botanicos, quimicos,
farmacoldgicos e toxicoldgicos, além de técnicas de controle de qualidade, no caso da
comercializacdo de plantas como drogas vegetais.

Extratos e formas farmacéuticas derivadas requerem analises mais sofisticadas,
principalmente quando contém misturas de drogas vegetais. Nesse caso a autenticidade
do produto ¢ dada exclusivamente pela sua composicdo quimica. Na andlise de
matérias-primas in natura ou drogas vegetais os procedimentos sdo mais simples, sendo
as adulteragdes e as contaminagdes os problemas mais encontrados. Eles sdo
decorrentes, em grande parte, da atual forma de exploracdo das plantas medicinais e da
falta de controle de qualidade. De um modo geral, sdo utilizadas plantas silvestres, de
acordo com as necessidades dos laboratorios, sem épocas ou locais definidos de coleta.
Um outro fato que contribui para isso ¢ a utilizacdo da denominagdo popular, tanto na
comercializacdo quanto na aquisicdo da matéria-prima. Os nomes populares das plantas
sdo muitas vezes regionais, variando de um lugar para outro. E também comum,
diferentes espécies vegetais apresentarem a mesma denominagdo regional ou uma Unica
espécie ter diferentes denominagdes populares. Além disso, algumas espécies sao
morfologicamente semelhantes, diferenciando-se apenas por detalhes que, dependendo
do profissional envolvido, torna-se muito dificil a identificagdo. E imprescindivel,
portanto, que todo o material adquirido pelos laboratérios seja analisado por
profissionais capacitados, atestando a autenticidade e a qualidade da matéria-prima
(Farias et al. 1985).

A familia Rubiaceae, com aproximadamente 611 géneros e cerca de 13.200
espécies (World Checklist of Rubiaceae 2008), ¢ a maior em nimero de espécies da
ordem Gentianales. Destaca-se como uma das maiores familias das Angiospermas,

ocupando o quarto lugar em diversidade, perdendo apenas para Asteraceae, Orchidaceae
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e Fabaceae (Mabberley 1997). Atualmente estd subdividida em duas subfamilias:
Cinchonoideae e Rubioideae, caracterizadas quimicamente pela presenga de alcaldides
indolicos e antraquinonas, respectivamente (Robbrecht e Manen 2006).

Algumas espécies de Rubiaceae possuem grande importancia econdmica, sendo
usadas como fonte de alimento (Coffea arabica L. ¢ Genipa americana L.), como
ornamentais (espécies dos géneros Ixora, Mussaenda e Gardenia) ¢ também na
industria farmacéutica, ao exemplo da Cinchona pubescens Vahl, produtora de quinina,
alcaldide empregado no tratamento da malaria (Coelho et al. 2006). Da casca do caule e
da raiz de espécies de Cinchona sdo extraidos mais de vinte alcaldides, dentre os quais
dois pares de diastereoisdmeros, quinina ¢ quinidina, cinchonina e cinchonidina, tém
atividade antimalarica (Da Silva et al. 2005). No século XIX, no intuito de se obter
novas fontes de quinina um grande numero de “quinologistas” foi enviado da Europa
para a América do Sul para procurar espécies do género Cinchona e muitos taxons
relacionados (falsas quinas) (Delprete 1997).

Espécies do género Bathysa, juntamente com as plantas que possuem cascas
amargas de coloracdo avermelhada ou amarela, usadas como toénicas ou febrifugas sao
conhecidas como falsas quinas. Estas diferem das verdadeiras quinas por ndo possuirem
uma porcentagem minima do quinino prevista pelo cédigo farmacéutico (Cunha 1937).

Bathysa pertence a tribo Rondeleticae, subfamilia Cinchonoideac, a mesma
subfamilia das tradicionais “quinas” historicamente usadas contra malaria. Atualmente
possui 15 espécies de arvores, arvoretas e arbustos exclusivamente neotropicais,
ocorrendo sempre em formagdes florestais em altitudes entre 600-800(1100) m. O caule
¢ ereto de casca parda, castanho-acinzentada ou avermelhada. Os ramos podem ser
cilindricos ou tetrdgonos, glabros ou pilosos, com estrias longitudinais e lenticelas
esparsas ¢ longitudinalmente alongadas. As folhas sdo decussadas, ovadas, obovadas,
oblanceoladas ou elipticas, chegando até cerca de 1 m de comprimento. As estipulas
das folhas em desenvolvimento possuem coléteres que secretam mucilagem (Germano-
Filho 1999).

No Brasil, existe registro de sete espécies: B. australis (A. St.-Hil.) Benth. &
Hook. f., B. cuspidata (St. Hil.) Hook. f., B. gymnocarpa K. Schum., B. mendoncaei K.
Schum., B. nicholsonii K. Schum., B. stipulata (Vell.) J. Presl ¢ B. sylvestrae Germano-
Filho & M. Gomes, todas exclusivamente de Floresta Atlantica das regides sudeste e sul
do pais. No Estado de Minas Gerais existem quatro espécies de Bathysa: B. australis, B.
cuspidata, B. nicholsonii e B. stipulata (Germano-Filho 1999). Dentre as espécies do

género, escolheu-se B. cuspidata como objeto de estudo, pois tem sido citada em



levantamentos etnobotanicos por ter a casca do caule usada como tonica, febrifuga, para
doencas do estobmago, figado e como cicatrizante (Botsaris 2007, Leite et al. 2008).

Somando-se a este fato, ndo foram encontrados estudos anatémicos com a casca
do caule de nenhuma espécie do género Bathysa, bem como os estudos sobre anatomia
foliar carecem de maior detalhamento (Nascimento et al. 1996, Gomes et al. 2000).
Desde a década de 70, tém sido realizados varios estudos com anatomia da madeira e
com coléteres na familia Rubiaceae (Koek-Noorman 1970, Koek-Noorman 1972, Koek-
Noorman e Hogeweg 1974, Koek-Noorman e Puff 1983, Lersten 1974a, 1974b, 1975).
O interesse nessa area continua até os dias atuais, pois tem gerado informagdes valiosas,
bem como implicagdes na sistematica da familia (Ceccantini e Angyalossy-Alfonso
2000, Jansen et al. 2002, Ceccantini e Iwasaki 2002, Luchi 2003, Froufe et al. 2005,
Thomas 1991, Barreiro e Machado 2007).

O objetivo do presente estudo ¢ caracterizar anatOmica e histoquimicamente o
caule (casca ¢ lenho), as folhas e os coléteres de B. cuspidata, fornecendo subsidios para
a validacdo da espécie como medicinal, para o controle de qualidade e a identificacdo da
droga vegetal. A histolocalizagdo dos principais grupos de compostos naturais, que
possivelmente estdo ligados as propriedades quimico-farmacologicas atribuidas a
espécie, auxiliard estudos futuros na area de produtos naturais e sintéticos bioativos em
Rubiaceae, bem como configura passo importante para indicagdo da folha como
farmacogeno substituto da casca.

O trabalho foi redigido na forma de trés capitulos, intitulados: “Anatomia da
folha e casca do caule de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. (Rubiaceae)”, “Anatomia
do lenho do caule de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. (Rubiaceae)” ¢ “Coléteres em
Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f (Rubiaceae): estrutura, desenvolvimento e

histoquimica”.
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CAPITULO 1

Anatomia da folha e casca do caule de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f.

(Rubiaceae)

RESUMO - No Brasil, Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. ¢ conhecida popularmente
como “quina-do-mato” e tem a casca do caule usada na medicina popular como tonica,
febrifuga, para doencas do estomago, figado e como cicatrizante. Este trabalho teve
como objetivo a caracterizagdo anatomica e histoquimica da folha e casca do caule de B.
cuspidata de modo a subsidiar a correta identificagdo da droga vegetal, além de
identificar os principais sitios de acimulo dos metaboélitos de interesse em busca de
semelhancas entre a folha e a casca do caule. Para caracterizacdo anatdmica, amostras
da casca do caule e folhas foram fixadas em FAAsy e em formalina 4% em sulfato
ferroso 10% por 48 horas, sendo estocadas em etanol 70% e incluidas em metacrilato.
Foram obtidas sec¢des transversais e paradérmicas (folha) e transversais e longitudinais
tangenciais e radiais (casca) em microtomo rotativo (Sum), posteriormente coradas com
azul de toluidina e montadas com resina sintética. Para o estudo da venacgdo ¢ das
células epidérmicas, folhas frescas foram diafanizadas. A técnica de dissociagao de
epiderme foi aplicada para complementar a andlise do tecido epidérmico. Realizou-se o
macerado da casca para o estudo de elementos dissociados. Para a caracterizagdo
micromorfoldgica da folha, amostras foram fixadas em FAAs, e processadas de acordo
com técnicas usuais em microscopia eletronica de varredura. Para a andlise
histoquimica, folhas frescas e cascas congeladas foram seccionadas transversalmente
em micrétomo de mesa e submetidas a diversos corantes e reagentes. O estudo
anatomico de B. cuspidata revelou que as folhas e casca do caule seguem as
caracteristicas gerais da familia Rubiaceae reportadas na literatura. A regido medial da
nervura principal possui o feixe medular central com as margens fletidas para o centro e
rotagdo conspicua em seu eixo, sendo apontado como o cardter anatdmico mais
consistente para identificacdo de B. cuspidata, a partir de material estéril ou até mesmo
fragmentos de folhas. O estudo histoquimico demonstrou que existe semelhanca entre
os metabolitos de interesse encontrados nas folhas e na casca do caule, principalmente
em relacdo aos compostos de natureza fendlica, o que torna a folha um potencial
farmacogeno nessa espécie. Os dados obtidos podem servir ndo sé para procedimentos
de identificacdo que garantem a utilizagdo da matéria-prima apropriada, mas também

para adequacao aos padrdes de controle de qualidade.



Introducao

Bathysa possui 15 espécies de arvores, arvoretas ¢ arbustos exclusivamente
neotropicais, ocorrendo sempre em formagdes florestais em altitudes entre 600-
800(1100) metros (Germano-Filho 1999). Pertence a tribo Rondeletieae, subfamilia
Cinchonoideae, a mesma subfamilia das tradicionais “quinas” historicamente usadas
contra maldria.

Espécies do género Bathysa, juntamente com as plantas que possuem cascas
amargas de coloragcdo avermelhada ou amarela, usadas como tonicas ou febrifugas, sdo
conhecidas como falsas quinas. Estas diferem das verdadeiras quinas por ndo
apresentarem uma quantidade minima do quinino prevista pelo cédigo farmacéutico
(Cunha 1937).

Bathysa cuspidata ¢ conhecida popularmente como “quina”, “quina-do-mato” ¢
“quina-cinzenta”. Alguns levantamentos etnobotanicos tém citado a casca do caule
como tonica, febrifuga, para doengas do estomago, figado e como cicatrizante (Botsaris
2007, Leite et al. 2008). O extrato etandlico das cascas do caule de B. cuspidata possui
alcaloides e cumarinas. Triterpenos, esteroides, flavondides e taninos foram encontrados
tanto nas folhas como na casca do caule desta espécie. A casca do caule de B. cuspidata
destaca-se por apresentar um alto teor de proantocianidinas (3,79%) dentro de um total
de polifenois (5,87%) (Nunes 2008). O extrato etandlico e a fragdo diclorometanica das
folhas dessa espécie também possuem importancia quimico-farmacologica, tendo
registro de atividade antinociceptiva e antiinflamatéria (Vanderlinde et al. 2001).

Atualmente existe uma preocupagdo ambiental quanto ao emprego de cascas no
preparo de medicagdes, cuja coleta indiscriminada pode levar ao risco de extingdo de
espécies. Dessa forma, faz-se importante avaliar a atividade bioldgica de outro
farmacogeno (parte da planta empregada para o preparo da droga vegetal), como as
folhas. Caso esses apresentem composi¢do fitoquimica semelhante a casca, bem como
seguranga ¢ eficadcia comparavel, poder-se-ia utilizar preferencialmente as folhas no
preparo dos medicamentos, uma vez que se trata de material vegetal de maior
renovagdo, o que contribuiria para o manejo sustentavel das espécies (Nunes 2008).
Além da preocupacdo ambiental, estudos farmacognosticos de espécies usadas na
medicina tradicional ou popular que possam vir a ser industrialmente importantes sao
imprescindiveis, pois estes irdo garantir a utilizagdo da matéria-prima apropriada, como
também a adequagdo do farmacdgeno aos padrdes de controle de qualidade exigidos
pela legislacdo. No Brasil, a regulamentacdo para a comercializa¢do de fitoterapicos ¢

regida por legislagdo especifica, como as portarias da Vigilancia Sanitaria e por
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monografias para algumas espécies vegetais, que contém critérios definidos para
identidade, pureza e teor de constituintes quimicos. Embora se tenha parametros
especificos para a producao e comércio de fitoterapicos, a fraude e a ma qualidade tém
preocupado profissionais da area de saude, e a comunidade cientifica. A auséncia de
qualidade, a adulteragdo e a incorreta utilizacdo, interferem na eficicia e até mesmo na
seguranca do produto (De Melo et al. 2004).

Nao foram encontrados estudos anatdmicos com a casca do caule de espécies de
Bathysa, bem como os estudos sobre anatomia foliar (Nascimento et al. 1996, Gomes et
al. 2000) ndo apontam claramente que caracteristicas diagnosticas devem ser usadas
para o reconhecimento das espécies. Este trabalho teve como objetivo caracterizar a
folha e a casca do caule de Bathysa cuspidata, dando subsidios para a validagdo da
espécie como medicinal, bem como o controle de qualidade e a identificagdo da droga
vegetal. Tendo em vista o potencial uso da folha como farmacdgeno investigou-se as

similaridades histoquimicas entre folha e casca.

Material e Métodos

Material vegetal e local de coleta

Foram coletadas folhas do 2° ao 5° ndés e cascas a altura do peito de trés
individuos adultos localizados na propriedade de “Seu Dico” no entorno do Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB), préximo ao Pico do Boné (20° 43° 00,0”” S e
42° 29’ 10,8 W, 1.200 m altura), municipio de Araponga, Minas Gerais. A licenca
para a realizacdo de coleta de material vegetal no entorno de unidade de conservagao foi
expedida pelo Instituto Estadual de Floresta (UC 073/07). A vegetagdo florestal
existente na Serra do Brigadeiro é caracterizada como Floresta Estacional Semidecidual
e Floresta Ombroéfila Densa (Veloso et al. 1991). O clima da regiao ¢ do tipo Cwy de
Kopen — mesotérmico, com verdes frescos e chuvosos e invernos frios e secos. A
temperatura média anual ¢ de 18°C e a precipitagdo média anual ¢ de cerca de 1.300
mm. Os tipos de solo predominantes sdo: Latossolo Vermelho-Amarelo, Latossolo
Vermelho-Amarelo Himico, Cambissolos e Litossolos (Engevix 1995). As amostras
coletadas no PESB foram divididas em quatro partes: (1) constituida de ramos foi
herborizada e posteriormente depositada como material testemunho no Herbario VIC da
UFV, em Vigosa, MG, sob o numero de registro VIC 21.445; (2) constituida de folhas e

cascas, foi fixada na area de estudo para caracterizagdo estrutural; (3) constituida apenas



de cascas foi congelada a -17°C para testes histoquimicos; e (4) constituida de mudas de
20 a 40 cm coletadas nas imediagdes dos individuos amostrados. As mudas foram
transplantadas para vasos plasticos com aproximadamente 3,5 litros, contendo substrato
do local de coleta. Os vasos foram mantidos no Horto Botanico do Departamento de
Biologia Vegetal, sob sombrite com 50% de cobertura, e regadas com agua a cada dois

dias para posterior realizacao dos testes histoquimicos.

Microscopia de luz

Para caracterizagdo anatomica, por¢des de folhas totalmente expandidas (regides
basal, medial e apical do limbo e do peciolo) e cascas foram fixadas em FAAs, ou
formalina 4% em sulfato ferroso 10% por 48 horas, sendo estocadas em etanol 70%
(Johansen 1940). Posteriormente, procedeu-se desidratagdo em série etilica crescente e
inclusdo em metacrilato (Historesin, Leica) de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Secgdes transversais e longitudinais da folha e da casca foram obtidas em
micrétomo rotativo de avanco automatico (RM 2155, Leica), com Sum de espessura,
coradas com azul de toluidina (O’Brien et al. 1964) para metacromasia, secas a
temperatura ambiente ¢ montadas em resina sintética (Permount). O estudo da venagdo
e das células epidérmicas, foi realizado a partir de técnicas de diafanizacao, utilizando-
se hidréxido de sédio 10% por duas horas e hipoclorito de sodio 20% até clarificagdo
completa, intercalados por lavagens em agua corrente. Para coloracdo utilizou-se
safranina 1% em etanol 50%, seguida de desidratagdo em série etandlica/xilolica
crescente e montagem em verniz vitral (Acrilex™). A técnica de dissociagio de epiderme
foi aplicada para complementar a analise do tecido epidérmico, utilizando-se a solugdo
de Jeffrey (Johansen 1940), violeta cristal 1% aquoso ou safranina 1% em etanol 50%
como coloragdao e montagem em agua glicerinada 1:1 (v/v). Os cristais foram detectados
pela birrefringéncia sob luz polarizada. Para a maceragdo da casca, pequenos
fragmentos foram colocados em tubos de ensaio com peréxido de oxigénio 30% e acido
acético glacial 1:1 (v/v), em estufa a 60°C durante 24-48h. Posteriormente, o material
foi lavado em 4gua corrente, corado com azul de astra aquoso 1% (Roeser 1972) e
montado em agua glicerinada 1:1 (v/v).

Para os testes histoquimicos, amostras frescas da regido medial do limbo, assim
como amostras de cascas previamente congeladas foram seccionadas transversalmente
em microtomo de mesa. As se¢des foram submetidas a diferentes corantes e reagentes:

sudan vermelho escarlate (Brundrett et al. 1991) e sudan black B (Pearse 1980) para
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lipidios totais; sulfato azul do Nilo (Cain 1947) para lipidios acidos e neutros; reagente
de Nadi (David e Carde 1964) para 6leos essenciais e oleorresinas; tricloreto de
antimonio (Hardman e Sofowora 1972, Mace et al. 1974) para esterdides; acido
sulfurico (Geissman e Griffin 1971) para lactonas sesquiterpénicas; 2,4-
dinitrofenilhidrazina (Ganter e Jollés 1969) para terpendides com grupo carbonilo;
cloreto de ferro III (Johansen 1940) e dicromato de potassio (Gabe 1968) para
compostos fenolicos; vanilina cloridrica (Mace e Howell 1974) para taninos;
floroglucina (Jensen 1962) para ligninas; reagente de Wagner (Furr e Mahlberg 1981) e
reagente de Dittmar (Furr e Mahlberg 1981) para alcaldides; acido periddico/reagente
de Schiff (Maia 1979) para polissacarideos neutros; reagente de Lugol (Johansen 1940)
para amido; vermelho de Ruténio (Johansen 1940) para substancias pécticas e xylidine
ponceau (Vidal 1970) para proteinas. Sec¢des de material incluido em metacrilato
também foram utilizadas nos testes histoquimicos para amido, polissacarideos neutros,
substancias pécticas e proteinas.

O estudo de microscopia de luz e a obtencdo das imagens foram feitos em
microscopio de luz (modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-photo,
acoplado a camera fotografica digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic
Instruments Inc.) e microcomputador com o programa de captura de imagens Spot
Basic, do Laboratorio de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da
UFV.

Para determinagdo do grau de xeromorfismo ou mesomorfismo realizou-se a
analise micromorfométrica do limbo baseando-se nos dados apresentados por Boeger et
al. (2004) para espécies de Floresta Atlantica. As medi¢des foram feitas a partir da
regido medial da lamina foliar. Foram capturadas oito imagens ao acaso da regido
intervenal, onde se procederam trés medi¢des de cada parametro em software Image-Pro
Plus 4.1 para Windows® (Media Cybernetics Silver Spring, MD, USA). Quando
presente, a camada subepidérmica foi mensurada junto com a epiderme da face adaxial.
Os resultados das biometrias sdo apresentados da seguinte forma: (valor minimo) -
média - (valor maximo) + desvio padrao.

Para determinagdo da coloracdo externa e interna da casca do caule utilizou-se

escala de cor Munsell Soil Color Charts.
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Microscopia eletrdnica de varredura

Para a caracterizagdo micromorfologica, folhas e cascas, fixadas em FAAsy por
48 horas e estocadas em etanol 70% (Johansen 1940), foram subdivididas em amostras
de O,ZSCm2 . Posteriormente, foram desidratadas em série etanolica crescente e levadas a
secagem em ponto critico de CO,, utilizando-se equipamento apropriado (modelo CPD
020, Bal-Tec). Ap6s a montagem das amostras nos suportes metalicos com fita dupla-
face, realizou-se a deposi¢ao metalica com ouro em metalizador (modelo FDU 010, Bal-
Tec). A andlise e a captura de imagens foram realizadas com microscépio eletronico de
varredura (modelo LEO 1430 VP, Zeiss), do Nucleo de Microscopia e Microanalise

(NMM) da UFV.

Resultados

Folha

Morfologia e padréo de venacgdo

Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. possui folhas adultas de formato obovado a
eliptico, apice cuspidado, base cuneiforme, cerca de 50 cm de comprimento e 30 cm de
largura, discolores, macias ao toque, com nervuras verde-claras impressas na face
adaxial e proeminentes na face abaxial (Figura 1A-C). O padrao de venacao ¢ do tipo
camptodromo-broquidédromo, com nervura de primeira ordem reta ndo ramificada. As
nervuras de segunda ordem possuem angulo de divergéncia agudo moderado no éapice
(45-65°), agudo moderado a reto no meio [65-95°(100°)] e agudo amplo na base (65-
80°). Essas se curvam levemente para cima até as proximidades da margem, onde
sofrem curvatura abrupta formando um angulo reto, no ponto de inser¢do com as
nervuras de segunda ordem supra-adjacentes (Figura 1A). Nesse ponto, arcos menores
formados por nervuras de terceira ¢ quarta ordem vao se formando até atingirem a
margem (Figura 1E). As nervuras intersecundarias se projetam muito pouco na regiao
intercostal, bifurcando-se para se unirem com as nervuras de terceira e segunda ordem
(Figura 1D). As nervuras de terceira ordem sdo percurrentes, simples, furcadas, retas ou
sinuosas. As nervuras de quarta e quinta ordem apresentam padrdo de ramificagdo

aleatdrio com areolagdo imperfeita (figura 1D,E).
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Figura 1A-D. Morfologia e venagao foliar de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. A.
Padrao de venagdo camptodromo-broquidodromo. B. Face adaxial. C. Face abaxial. D.
Detalhe da regido da nervura principal. E. Detalhe da margem. Barra: A=4 cm; Be C
=15cm;DeE=1cm.
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Limbo

A superficie foliar apresenta cuticula lisa nas duas faces da folha (Figura
2A,B,E). As células epidérmicas comuns, em vista frontal, sdo poligonais de paredes
anticlinais retas a levemente sinuosas em ambas as faces (Figura 2C-D). Os estdmatos
sdo do tipo paracitico ou paralelocitico, restritos apenas a face abaxial (Figura 2D,E).
Tricomas do tipo tector, pluricelulares (4-8 células), unisseriados, lignificados e com
parede celular rugosa (Figuras 2B,C,G,H; 3D) estdo presentes em ambas as faces,
apresentando maior densidade na face abaxial (Figura 2F). A base do tricoma apresenta-
se rodeada por 7-13 células comuns dispostas radialmente a maneira de uma roseta
(Figura 2A-C). Em vista transversal, a face adaxial apresenta cuticula delgada que
recobre células epidérmicas de paredes espessadas, com formato arredondado a
retangular nas regides intervenais e menores com formato arredondado ou alongado
verticalmente nas regides das nervuras (Figura 3A,C,F). Na face abaxial as células
epidérmicas possuem formato semelhante as da face adaxial, ainda que menos
volumosas (ver tabela 1) e algumas sejam tabulares (Figura 3E). Os estdmatos estdo no
mesmo nivel ou acima das demais células epidérmicas. Apresentam células guardas
com cristas que guarnecem o ostiolo, formando uma cadmara epiestomatica (Figura 3B).
A base do tricoma ¢ provida de pontoagdes e se projeta por entre as células do mesofilo

(Figura 3E).
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Figura 2A-F. Superficie foliar de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. A-C. Face
adaxial, com tricomas tectores cujas células da base se dispdem em roseta (cabega de
seta). D e E. Face abaxial com estdmatos paraciticos (seta preta) e paralelociticos (seta
branca). F. Aspecto geral da distribuicao e densidade de tricomas no limbo. G. Detalhe
da ornamentagdo dos tricomas. H. Birrefringéncia dos tricomas e dos idioblastos
cristaliferos presentes no mesofilo. Barra: A, Ee G =20 um; B e C =100 um; D = 50
pum; F e H=300 um.
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O mesofilo ¢ heterogéneo do tipo dorsiventral, com 1-3 camadas de células
subepidérmicas aclorofiladas com paredes espessadas, em geral restritas a face adaxial
nas nervuras. O parénquima paligddico € frouxo, unisseriado, formado por células
longas (Figura 3A). O parénquima lacunoso possui cerca de 5 camadas de células de
formato variado, com tendéncia a braciforme, distribuidas de modo espacado e
irregular, formando anastomoses, conferindo um aspecto miceliforme ao tecido (Figura
3A,H). Idioblastos cristaliferos contendo areia cristalina podem se apresentar isolados
ou aos pares ao longo do parénquima lacunoso ou na interface dos parénquimas
paligadico e lacunoso (Figuras 2H; 3A,G,H).

O bordo ¢ revoluto, tendo o feixe vascular mais distal, provido de extensdo de
bainha, como o ponto que caracteriza seu inicio. A partir desse ponto em direcdo a
margem, o parénquima palicaddico possui células menos alongadas e o parénquima
lacunoso espacos intercelulares menores. Na regido mais distal do bordo, préximo a
margem, o mesofilo tem aspecto homogéneo, caracterizado por células parenquimaticas
de formato arredondado, parede espessada e tamanho variado, sendo as mais externas
maiores. Nessa regido podem ocorrer feixes vasculares de pequeno calibre, estomatos e
tricomas (Figura 3C).

O sistema vascular do limbo ¢ formado por feixes colaterais, mas difere em grau
de complexidade de acordo com a magnitude da nervura. A nervura principal tem
contorno plano-convexo, na base e convexo-convexo, no meio e dpice, sendo mais
proeminente na face abaxial (Figura 4A). As células epidérmicas sdo arredondadas,
pouco volumosas, recobertas por cuticula delgada. Ocorre colénquima do tipo angular
variando de 3-8 camadas de células, dependendo da por¢cao amostrada (Figura 4B). As
células parenquimaticas da regido cortical e medular sdo arredondadas, com varios
idioblastos contendo areia cristalina (Figura 4C-F). O sistema vascular ¢ formado por
duas séries de feixes: uma mais externa, formando um cilindro que pode ser continuo ou
apresentar pequenas descontinuidades preenchidas por parénquima, e uma mais interna,
formada por feixes medulares livres, sendo um deles central (Figura 4A,C,D,F). Feixes
acessorios menores, em numero variavel, sdo encontrados na por¢do adaxial do cortex
(Figura 4A,E). Fibras perivasculares guarnecem o floema (Figura 4D). O feixe central
da regiao medial da nervura principal apresenta as margens fletidas para o centro € uma
rotagdo de até 60° no seu eixo quando comparado com as porgdes basal e apical (Figura

4A,D).
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As nervuras de segunda ordem apresentam padrao semelhante ao encontrado na
nervura principal, exceto pelo seu sistema vascular que ¢ constituido de apenas um feixe
vascular central levemente arqueado. As nervuras de ordem superior estdo envoltas por
uma bainha parenquimatica lignificada, que pode se estender até uma ou ambas as
faces, comunicando os feixes vasculares a uma camada subepidérmica, restrita a essa
regido do limbo. As células da extensao de bainha também sao lignificadas, porém com
limen reduzido e parede mais espessa, sendo as da face adaxial formadas por 1-3

fileiras de células (Figura 3A,C,E,F).
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Figura 3A-H. Sec¢des transversais (A-G) e paradérmica (H) da regido intervenal ¢ do
bordo de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. A. Limbo com estdmato em detalhe (B).
C. Bordo foliar. D. Tricoma tector. E. Nervura, com base do tricoma provida de
pontoacdes (cabega de seta). F. Reacdo positiva da floroglucina para detec¢do de
lignina, onde a bainha e sua extensdo coraram-se de vermelho. G. Birrefringéncia dos
idioblastos cristaliferos. H. Detalhe do parénquima lacunoso, com aspecto miceliforme
conferido por células braciformes (cb). Bainha do feixe (ba); extensdo de bainha (ex);
idioblasto cristalifero (seta). Barra: A, C-H = 100 pum; B = 30 pm.
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Figura 4A-F. Secgoes transversais da nervura principal do limbo de Bathysa cuspidata
(St. Hil.) Hook. f. A. De cima para baixo, regides apical, medial e basal, mostrando os
feixes acessorios (seta). B. Epiderme (ep) e colénquima do tipo angular (cl). C. Feixe
medular central da regido basal. D. Feixe medular central da regido medial. E. Detalhe
dos feixes acessorios. F. Sistema vascular da regido apical, com células de conteudo

fenolico (cf). Fibras (fi); floema (f1); xilema (xi). Barra: A =250 um; B-F = 100 pm.
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Tabela 1: Analise quantitativa do limbo de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f.

Tecido Espessura em pm Proporc¢éo em %
Epiderme, face adaxial (23.4)-31.1-(39.8) £ 6.2 18
Parénquima paligadico (48.7)-53.5-(55.7) £ 2.8 31

Parénquima lacunoso (54.3)-72.3-(89.5) £ 15.2 42
Epiderme, face abaxial (12.7)-15.7-(20.0) £ 2.4 9
Limbo (141.3)-172.6-(199.7) £ 22.3 100

Peciolo

O peciolo possui contorno plano-convexo, independente da por¢do amostrada
(Figura 5A). A epiderme ¢ unisseriada com células arredondadas, pouco volumosas e
cuticula delgada. O tecido de sustentacdo ¢ formado por colénquima do tipo angular
variando de 5-15 camadas continuas (Figura 5A,B). As regides cortical e medular sdao
constituidas de células parenquimaticas isodiamétricas organizadas de modo a formar
espagos vazios dando um aspecto aerenquimatoso ao tecido (Figura 5C). O sistema
vascular segue o padrdo descrito para nervura principal, porém o feixe central das
regides medial e apical tem angulo de rotacdo menor, com cerca de 30° (Figura 5A,D).
Feixes acessorios circulares, em numero de 4-5, podem ser encontrados no cortex
formando uma linha em direcdo a face adaxial (Figura 5A,E,F). Idioblastos contendo

areia cristalina podem ser encontrados no cortex e na medula (Figura 5C,E,F).
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Figura 5A-F. Secg¢des transversais do peciolo de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f.
A. De cima para baixo, regides apical, medial e basal, mostrando os feixes acessorios
(seta). B. Epiderme (ep), colénquima do tipo angular (cl) e parénquima (pa). C. Regido
do cortex, com aspecto aerenquimatoso. D. Feixe medular central da regido apical. E.
Feixe cortical acessorio, com idioblasto cristalifero (seta). F. Equivalente a E sob luz
polarizada. Xilema (xi); floema (fl). Barra: A =3 mm; B-F =200 pum.
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Histoquimica da folha

O limbo quando nao submetido aos reagentes possui as células da epiderme
translucidas e os parénquimas pali¢ddico e lacunoso com células esverdeadas devido a
presenga de clorofila (Figura 6A). Dos testes histoquimicos aplicados nas folhas de
Bathysa cuspidata (ver tabela 2), ocorreram reagdes positivas apenas para compostos
fendlicos. As células epidérmicas da face adaxial e do parénquima palicadico coram de
castanho quando submetidas ao dicromato de potassio, sendo essa a reagdo positiva para
conteudo fendlico (Figura 6B-C). O floema nas nervuras ¢ no peciolo encontra-se
entremeado com células de conteudo fendlico, evidenciadas pelo cloreto férrico (Figura

6D), dicromato de potassio e formalina em sulfato ferroso.

Figura 6A-D. Histoquimica da folha de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. A. Limbo
ndo submetido aos reagentes. B-D. Limbo com reag¢do positiva para compostos
fenolicos. B. Epiderme da face adaxial corada de castanho escuro pelo dicromato de
potassio. C. Células parenquimadticas coradas de castanho escuro pelo dicromato de
potassio. D. Células do floema na nervura principal coradas de negro pelo cloreto
férrico (seta). Barra: A e B=100 um; C e D =50 pm.
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Casca do caule

Caracteristicas gerais

A casca do caule tem cheiro herborio. Externamente, é estriada, de cor cinza
escuro avermelhado, recoberta por liquens e bridfitas. Internamente € lisa, de cor rosa
(Figura 7A-B). Quando exposta ao ambiente oxida-se rapidamente adquirindo uma

coloracdo avermelhada internamente.

Anatomia

Casca composta por floema secundario, regido cortical e ritidoma persistente,
constituido de 3-4 peridermes, bem desenvolvidas, conferindo aspecto ondulado a casca
(Figura 7C). Periderme: suber formado por 5-10 camadas de células, sendo a feloderme
pouco desenvolvida com 1 a 2 camadas de células, muitas vezes indistintas do felogénio
(Figura 7C,D). Células parenquimaticas com contetido fenodlico e mais raramente
esclereides podem ser encontradas na periderme (Figura 7D). Cdrtex: formado por
células parenquimaticas, de parede primdria delgada, alongadas no sentido tangencial,
geralmente com conteudo fendlico (Figura 7E). Varios esclereides de diferentes
formatos estdo distribuidos isoladamente ou formando agrupamentos nessa regido
(Figura 7E-I). Floema secundario: nao estratificado, sistema axial organizado em cones
formados por elementos condutores guarnecidos por esclereides e células esclerificadas
(Figura 8A). As células esclerificadas se diferenciam préoximo a regido cambial,
entremeadas com os elementos condutores do floema. (Figura 8B,F). Elementos de tubo
crivado: possuem placa crivada simples, obliqua ¢ areas crivadas laterais (Figura 8D,E).
Estdo isolados ou em grupos de dois ou mais, em geral associados a uma célula
companheira, porém podem apresentar mais de uma ou dois elementos de tubo crivado
vizinhos compartilharem a mesma célula companheira (Figura 8C). Parénquima axial:
células geralmente com conteudo fendlico, de parede primaria delgada, formato
arredondado e distribui¢ao difusa (Figura 8C). Raio: heterocelulares, multisseriados,
com 2-12 células de largura. Apresentam percurso retilineo, sofrendo dilatacdo a
medida que se distanciam do cambio (Figura 8A-B, 9A-D). E comum a presenca de
graos de amido e areia cristalina nas c€lulas de parénquima, seja no cortex, parénquima

axial ou radial.
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Figura 7A-1. Aspecto geral (A e B), secgoes transversais (C-E) e macerado (F-I) da
casca do caule de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. A. Regido externa da casca. B.
Regido interna da casca. C. Ritidoma com sucessivos felogénios (%). D. Detalhe de C,
mostrando o felogénio (seta) e as células esclerificadas no suber (%). D. Esclereides
(es). F-1. Variacao no formato dos esclereides. Barra: A ¢ B =6 cm; C-E = 100 pm, F-I
=50 pm.
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Figura 8A-J. Seccdes transversais (A-C), longitudinais tangenciais (D-E) e macerado
(F) da casca do caule de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. A. Floema secundario em
forma de cone (pontilhado). B. Regido cambial com células esclerificadas (). C.
Detalhe do floema secundario, mostrando o parénquima axial (seta) e células
companheiras (cc). D. Elemento de tubo crivado, mostrando as placas crivadas (seta). E.
Elemento de tubo crivado com dareas crivadas laterais (seta). F. Células esclerificadas
isoladas. Cambio (ca); células com conteudo fendlico (cf); xilema (xi). Barra: A-D =
100 um; E =25 pm; F =50 pum.

Histoquimica da casca

A casca do caule quando ndo submetida a nenhum reagente possui células em
geral translucidas, raramente apresentando coloracdo alaranjada (Figura 9A). Dos testes
histoquimicos aplicados na casca do caule Bathysa cuspidata (ver tabela 2), ocorreram
reagOes positivas para compostos fendlicos e taninos. Esses compostos estdo presentes

principalmente no parénquima axial, radial e cortical (Figura 9B-D).
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Figura 9A-D. Secg¢des transversais da casca do caule de Bathysa cuspidata (St. Hil.)
Hook. f. A. Casca nao submetida aos reagentes. B-C. Reagao positiva para compostos
fenolicos. B. Células parenquimaticas do floema coradas de castanho escuro pelo
dicromato de potassio. C. Células parenquimaticas do floema coradas de negro pelo
cloreto férrico. D. Células parenquimaticas do floema com taninos corados de vermelho
pela vanilina cloridrica. Barra: A-D = 100 um.
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Tabela 2: Dados comparativos da histoquimica da folha e casca do caule de Bathysa
cuspidata. (+) presenca; (-) auséncia.

Grupo de compostos Reagente/corante Folha Casca
Sudan escarlate - -
Lipidios Sudan black B - -
Sulfato de azul do Nilo - -
Reagente de Nadi - -

Tricloreto de antimdnio - -
Acido sulfiirico - -
2.,4-dinitrofenilhidrazina - -
Cloreto de ferro II1 +
Dicromato de potassio +
Compostos fenolicos  Formalina em sulfato ferroso +
Vanilina clorhidrica -
Floroglucina +
Reagente de Wagner - -
Reagente de Dittmar - -
Acido periodico/ reagente de
Schiff (PAS)
Reagente de Lugol - +
Vermelho de Ruténio - -
Proteinas Xylidine Ponceau (XP) - -

Terpenoides

Alcaloides

Carboidratos

Discussao

A presenga de cuticula lisa, epiderme de paredes retas e tricomas providos de
ornamentacgdes verrucosas, foram encontrados em outras espécies de Rubiaceae, tal
como apresentado por Salatino et al. (1986), Nascimento et al. (1996) e Oliveira et al.
(2003) para micromorfologia foliar de Tocoyena formosa, B. stipulata e Melanopsidium
nigrum, respectivamente.

A regido medial da nervura principal, em B. cuspidata, possui o feixe medular
central com as margens fletidas para o centro e rotagdo conspicua em seu eixo. Gomes
et al. (2000), em seu estudo com quatro espécies do género, dentre elas B. cuspidata,
ndo faz men¢do a essa caracteristica do feixe medular central da nervura principal nas
espécies estudadas. Sugere-se aqui, que esse seja o carater anatdmico mais consistente
para identifica¢ao de B. cuspidata, a partir de material estéril ou até mesmo fragmentos
de folhas, visto que as outras espécies do género (Nascimento et al. 1996, Gomes et al.
2000), bem como mais de 30 espécies de Rubiaceae consultadas na literatura ndo
apresentam essa caracteristica (Vieira 1986, 1986/88, Da Cunha e Vieira 1993/97,
Vieira et al. 1992, Nunes et al. 1994, Tavares e Vieira, 1994, Gomes et al. 1995,
Nascimento et al. 1996, Assis e Giulietti 1999, Pereira et al. 2003, Alves et al. 2004,
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Gattuso et al. 2004, Kocsis et al., 2004, Coelho et al. 2006). Os feixes vasculares podem
ou nao apresentar fibras guarnecendo o floema, dependendo do estadio de
desenvolvimento da folha. O xilema de alguns feixes da série interna, quando bem
desenvolvido, chega a se unir com o xilema dos feixes da série externa, dando a falsa
impressao de um feixe bicolateral.

Nas folhas de B. cuspidata ndo foram encontrados esclereides, sendo o papel de
suporte mecanico desempenhado pelo colénquima, fibras e sistema vascular. Verificou-
se também que o parénquima lacunoso do limbo e o parénquima fundamental da
nervura principal e do peciolo possuem grandes espagos intercelulares a maneira de um
acrénquima. As folhas de B. cuspidata sdo muito grandes (cerca de 1 metro de
comprimento) e se concentram nas extremidades dos ramos. Tal fato pode estar
relacionado com esse aspecto aerenquimatoso dos parénquimas, que possivelmente
contribui para diminuir o peso especifico das folhas, como observado por Pereira et al.
(2003) para Palicourea longepedunculata (Rubiaceae).

De modo geral, o estudo anatomico de B. cuspidata revelou que folhas
hipoestomaticas, epiderme com células de paredes retas, estdmatos paraciticos, mesofilo
dorsiventral e sistema vascular colateral refletem as caracteristicas da familia
Rubiaceae, citadas por Solereder (1908), Accorsi (1947) e Metcalfe e Chalk (1950).
Entretanto, varias caracteristicas observadas nas folhas podem estar associadas com as
condi¢des ambientais em que essas plantas vivem.

Germano-Filho (1999) classifica o indumento de B. cuspidata como velutino,
caracterizado por Rizzini (1977) como de pilosidade densa, ereto, recordando sensagdo
de veludo. Essa grande densidade de tricomas pode ser interpretada como um
mecanismo de defesa ou resisténcia a predadores, parasitas ou patdgenos. Entretanto,
essa grande densidade de tricomas aumentaria muito a superficie de contato da folha
com o ambiente, propiciando grande perda de agua (Johnson 1975). O local de estudo
possui alta pluviosidade e baixa disponibilidade de luz, o que favoreceria uma menor
perda de agua por transpiragdo. Contudo, em B. cuspidata, a menor perda de agua por
transpiragdo pode estar sendo influenciada pela lignificagdo encontrada nas paredes
celulares dos tricomas.

A ocorréncia de apice acuminado relaciona-se com as folhas de plantas que
habitam o subosque, onde hd um elevado grau de umidade (Roth 1984, Turner 2001),
como na Floresta Ombrofila Densa. Este apice tem a funcdo de drenar a agua da

superficie foliar acelerando a secagem da folha e conseqiientemente evitando o
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estabelecimento de organismos epifilos (Dean e Smith 1978, Pyykko 1979, Roth 1984,
Turner 2001).

Coutinho (1962) relata que folhas hipoestomaticas sdo usuais em Florestas
Tropicais, ressaltando que tal caracteristica pode contribuir para protecdo contra a
obliteracdo das fendas estomaticas pela flora epifitica (e.g. fungos, musgos, hepaticas),
que constantemente recobre a face adaxial de espécies florestais. Em campo pdde-se
perceber que uma grande quantidade de fungos recobre a face adaxial de muitas folhas
de B. cuspidata, constatacdo também relatada para B. stipulata por Nascimento et al.
(1996).

Folhas que se desenvolvem em ambientes com menor disponibilidade de luz,
como os subosques de florestas ombroéfilas, tendem a apresentar caracteristicas
morfologicas como maiores areas foliares € menor espessura da lamina foliar e estas
caracteristicas sdo interpretadas como estratégias para maior captagdo de luz difusa que
se propaga no interior das formagdes florestais (Givnish 1988). O mesofilo de B.
cuspidata apresenta caracteristicas semelhantes as apontadas para plantas de sombra por
Taiz e Zeiger (2004). Os dados quantitativos do limbo de B. cuspidata estdo de acordo
com os apresentados por Boeger et al. (2004) para espécies com caracteristicas
mesomorficas de Floresta Atlantica (ver tabela 1).

O estudo anatdmico da casca do caule de B. cuspidata revelou que periderme
com ritidoma e feloderme pouco desenvolvida, raios heterocelulares, multisseriados,
elementos de tubo crivado com placas crivadas simples, obliquas, presenca de areia
cristalina e grdos de amido estdo de acordo com as observagdes de Gattuso et al. (2004)
para as cascas de Uncaria (Rubiaceae).

E comum a presenca de esclerénquima no floema secundario de B. cuspidata.
Algumas células desse tecido sdo alongadas como uma fibra, porém, diferem das fibras
por serem curtas com lume reduzido, paredes muito espessadas formando lamelas
conceéntricas, providas de pontoacdes conspicuas, simples e ramificadas. Estas células
esclerificadas nao se encaixam em nenhuma das defini¢oes de fibras nem esclereides de
acordo com Evert (2006). Este tipo de célula ja foi descrito no floema secundario de
Styrax camporum como células esclerificadas (Machado et al. 2005). O mesmo termo
foi usado para estrutura similar encontrada na casca do caule de Buchenavia e
Terminalia (Combretaceae) (Angyalossy-Alfonso e Richter 1991) ¢ Delarbrea
paradoxa (Araliaceae) (Kolalite et al. 2003).

Segundo Machado et al. (2005), as células esclerificadas se diferenciam proximo

ao cambio no floema condutor, sendo a principal diferenca entre as células
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esclerificadas e os esclereides relacionada ao periodo em que sdo formados. Esses
mesmos autores ressaltaram que as células esclerificadas estdo completamente
diferenciadas proximo ao cdmbio enquanto os esclereides se desenvolvem nas zonas de
dilatacdo tendo origem nas células de parénquima ja diferenciadas, portanto, t€m origem
secundaria. As células esclerificadas encontradas em B. cuspidata sdao semelhantes as
células esclerificadas de Styrax camporum descritas por Machado et al. (2005).

O floema de B. cuspidata ¢ caracterizado por possuir sistema axial formando
cones alternados com os raios. Segundo Evert (2006), s6 uma pequena faixa junto ao
cambio ¢ constituida de floema condutor. A por¢do condutora do floema consiste de
elementos de tubo crivado ativos, por onde ha o transporte de fotoassimilados,
hormdnios, substancias sinalizadoras, entre outras (Van Bel 2003). No floema ndo
condutor, como a terminologia ja diz, ndo ha mais transporte devido a perda da fun¢do
de seus elementos de tubo crivado. Tal classificacdo segue a proposta de Evert (2006),
que questiona o uso dos termos “floema nao colapsado” e “floema colapsado” adotado
como sindnimo de floema condutor e ndo condutor, visto que os termos colapsado e ndo
colapsado se referem somente aos elementos condutores, ndo levando em consideragdo
a existéncia das células parenquimaticas axiais, integras e funcionais. Sabe-se ainda que
a perda da conducgao ocorre anteriormente ao colapso do elemento de tubo crivado. Em
B. cuspidata varios elementos de tubo crivado ndo colapsados, com placas crivadas
integras, foram encontrados na regido do cone, distante do cambio vascular, entretanto,
ndo foi possivel afirmar se esses elementos sao condutores ou nao.

Contudo, a dilatagdo dos raios assumindo configuracdo de cunha, que sofre
fusdo na regido proxima ao inicio do cortex, tal como observado em B. cuspidata é
apontada como um dos eventos concomitantes com o inicio da perda de fun¢do dos
elementos condutores (Evert 2006). Esse processo de dilatagdo se da por divisdes
anticlinais ¢ alongamento das células no sentido tangencial. Evert (2006) relata que a
dilatagdo dos raios ocorre para acomodac¢ao do aumento em circunferéncia do tronco,
com aumento radial e tangencial das células parenquimaticas radiais e axiais, e até
mesmo a divisdo destas.

Nao foram encontrados dados sobre a anatomia da casca do caule de espécies de
Bathysa, sendo impossivel fazer comparagdes com os resultados aqui apresentados.
Entretanto, sugerem-se como caracteristicas importantes para identificagdo da espécie a
partir de cascas do caule: (i) aspecto externo e interno da casca; (ii) o padrao geral da
periderme, em destaque a presencga de ritidoma; (iii) presenga de uma regido cortical

remanescente, com inumeros esclereides; (iv) sistema axial do floema secundario
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formando cones, com elementos condutores guarnecidos por células esclerificadas e
esclereides; e (v) presenga de compostos fendlicos como taninos nas células
parenquimaticas da regido cortical e parénquimas do floema.

Em estudo com o extrato etanodlico das folhas e casca, Nunes (2008) verificou
através de cromatografia de camada delgada de silica gel (CCD) que Bathysa cuspidata
possui alcaldides, cumarinas, triterpenos, esterdides, flavonoides e taninos.

Apenas os metabdlitos de natureza fendlica como taninos, foram detectados
através da histoquimica em células parenquimaticas da casca de B. cuspidata. Nas
folhas, apenas compostos fenolicos gerais foram observados na face adaxial da
epiderme, no parénquima paligadico e parénquima do floema na nervura principal e no
peciolo. Provavelmente os outros metabdlitos reportados por Nunes (2008) e
identificados a partir do extrato etanolico de B. cuspidata como alcaldides, cumarinas e
terpenos, ndo tenham sido detectados pela histoquimica devido a restrigdes da técnica,
pois segundo a mesma autora, esses tiveram rendimento menor que os metabolitos de
natureza fendlica, sendo a CCD mais sensivel na detec¢do de pequenas quantidades de
substancias.

A comercializagdo de Bathysa cuspidata ndo ¢ feita através de extratos ou
tinturas, e sim de material vegetal seco, estabilizado e rasurado, assim denominado de
droga vegetal. Desta forma, torna-se possivel a identificagdo da espécie a partir da
propria droga vegetal, desde que haja informacgdes para realizacdo de tal procedimento.
Apesar das caracteristicas citadas acima serem marcantes para o reconhecimento da
espécie, ¢ prudente mencionar que o estudo tem abrangéncia regional e variagdes

podem ser encontradas em individuos de regides diferentes.

Conclusdes

Os dados obtidos nesse estudo podem servir ndo s6 para procedimentos de
identificacdo que garantem a utilizagao da matéria-prima apropriada, mas também para
adequacdo aos padrdes de controle de qualidade. O carater anatdmico mais consistente
para identificacdo de B. cuspidata a partir de material estéril ou até mesmo fragmentos
de folhas ¢ a rotag@o conspicua do feixe medular central na regido medial da nervura
principal. Também s3o listadas algumas caracteristicas relevantes para o
reconhecimento da casca do caule. O estudo histoquimico demonstrou que existe
semelhanca entre os metabolitos de interesse encontrados nas folhas e na casca do caule,
principalmente em relagdo aos compostos de natureza fenolica, o que torna a folha um

potencial farmacogeno nessa espécie.
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CAPITULO 2

Anatomia do lenho do caule de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. (Rubiaceae)

RESUMO - O presente trabalho vem contribuir com informagdes sobre a anatomia do
lenho do caule de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. (Rubiaceae), coletada em
Floresta Atlantica, no Municipio de Araponga, Estado de Minas Gerais (20° 43’ 00,0’
S ¢42°29’ 10,8 W, 1.200 m altura). Trés individuos de B. cuspidata foram coletados
e processados de acordo com técnicas usuais de microscopia de luz e eletronica de
varredura. O lenho de B. cuspidata, quando fresco, ¢ amarelo e tem cheiro herbal.
Quando seco, possui textura fina, coloragdo variando de amarelo avermelhado a marrom
escuro, brilhosidade moderada, cheiro imperceptivel e moderada resisténcia ao corte.
Caracteriza-se anatomicamente como sendo do tipo II de lenho em Rubiaceae,
constituido de fibras libriformes septadas, parénquima axial ausente, vasos multiplos ou
solitarios e raios largos (2-4 células ou mais) com margem formada por poucas camadas
de células eretas e quadradas. As placas de perfuragdo sdo simples, intermedidrias entre
simples e esclariforme ou mais raramente de formato incomum (em oito, piriforme). As
pontoagdes intervasculares sdo alternas, areoladas e guarnecidas. Os indices de
vulnerabilidade e de mesomorfia indicam que os trés espécimes estudados estdo

adaptados as condigdes mésicas da Serra do Brigadeiro.
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Introducao

A familia Rubiaceae, com aproximadamente 611 gé€neros e cerca 13.200
espécies (World Checklist of Rubiaceae 2008), ¢ a maior em niimero de espécies dentro
da ordem Gentianales e destaca-se como uma das maiores familias das Angiospermas,
ocupando o quarto lugar em diversidade, perdendo apenas para Asteraceae, Orchidaceae
e Fabaceac (Mabberley 1997). Robbrecht ¢ Manen (2006), baseados em dados
moleculares (rbcL, rps16, trnL-trnF e atpB-rbcLl), reconstruiram a filogenia da familia e
apresentaram uma nova classificacdo para Rubiaceae, propondo apenas duas
subfamilias, Cinchonoideae e Rubioideae.

Bathysa possui 15 espécies de arvores, arvoretas ¢ arbustos exclusivamente
neotropicais, ocorrendo sempre em formagdes florestais em altitudes entre 600-
800(1100) metros (Germano-Filho 1999). Pertence a tribo Rondeletieae, subfamilia
Cinchonoideae, a mesma subfamilia das tradicionais “quinas” historicamente usadas
contra malaria. No Brasil, existe registro de sete espécies: B. australis (A. St.-Hil.)
Benth. & Hook. f., B. cuspidata (St. Hil.) Hook. f., B. gymnocarpa K. Schum., B.
mendoncgaei K. Schum., B. nicholsonii K. Schum., B. stipulata (Vell.) J. Presl ¢ B.
sylvestrae Germano-Filho & M. Gomes, todas exclusivamente de Floresta Atlantica das
regides sudeste e sul do pais. B. cuspidata, uma das espécies conhecida popularmente
como “quina”, “quina-do-mato” e “quina-cinzenta”, tem a casca do caule usada na
medicina popular como tdnica, febrifuga, para doencas do estdbmago e figado
(Germano-Filho 1999, Botsaris 2007) e como cicatrizante pela populagdo do Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB) e seu entorno (Leite et al. 2008).

Mais de 80% dos géneros da familia Rubiaceae sdo constituidos
predominantemente por espécies lenhosas (Robbrecht 1988). Estudos recentes
demonstram a importincia da anatomia da madeira dentro da familia e do género
Bathysa. Ceccantini e Angyalossy-Alfonso (2000) estudaram a morfologia e tamanho
das células perfuradas do raio em Bathysa meridionalis (sinénimo de B. australis) e
comparam suas caracteristicas com as células do raio e elementos de vaso vizinhos;
Jansen et al. (2002) fazem uma extensa revisdo sobre a anatomia da madeira aplicada a
sistemdtica em Rubiaceae; Luchi (2003) relata a ocorréncia de placas de perfuracdo
incomuns em B. nicholsonii, destacando sua ocorréncia em uma familia que possui
quase que exclusivamente placas de perfuracao simples; Froufe et al. (2005, dados nao
publicados), estudaram a aptidao de espécies dos géneros Bathysa e Coussarea para a

produgdo de papel.
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Tendo em vista a importancia de estudos com anatomia da madeira na familia
Rubiaceae, o presente trabalho visa contribuir com informagdes sobre a anatomia do
lenho do caule de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. (Rubiaceae) e relaciona algumas
dessas caracteristicas com provaveis adaptagdes ecoldgicas da espécie no ambiente de

Floresta Atlantica.

Material e Métodos

Material vegetal e local de coleta

O estudo foi conduzido na propriedade de “Seu Dico” no entorno do Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB), préoximo ao Pico do Boné (20° 43° 00,0 S e
42° 29’ 10,8> W, 1.200 m altura), municipio de Araponga, Minas Gerais. A licenca
para a realizacdo de coleta de material vegetal no entorno de unidade de conservagao foi
expedida pelo Instituto Estadual de Floresta (UC 073/07). A vegetagao florestal
existente na Serra do Brigadeiro € caracterizada como Floresta Estacional Semidecidual
e Floresta Ombrofila Densa (Veloso et al. 1991). O clima da regido ¢ do tipo Cwy de
Koépen — mesotérmico, com verdes frescos e chuvosos e invernos frios e secos. A
temperatura média anual ¢ de 18°C e a precipitagdo média anual é de cerca de 1.300
mm. Os tipos de solo predominantes sdo: Latossolo Vermelho-Amarelo, Latossolo
Vermelho-Amarelo Himico, Cambissolos e Litossolos (Engevix 1995).

Foram coletadas amostras de trés individuos adultos (ver tabela 1), de uma
mesma populagdo, a altura do peito (AP), na regido do caule antes da primeira
ramificacdo. As amostras coletadas no PESB foram divididas em duas partes: (1)
constituida de ramos, foi herborizada e posteriormente depositada como material
testemunho no Herbario VIC da UFV, em Vicosa, MG, sob o numero de registro VIC
21.445; (2) constituida de lenho do caule, foi fixada com FAA7, ainda na area de
estudo, permanecendo no fixador sob vacuo durante cinco dias, sendo posteriormente

conservada em etanol 70%.

Tabela 1: Informagdes gerais sobre os individuos de Bathysa cuspidata amostrados.

Individuo  Altura(m) AP (cm)* CAP (cm)**  Localizagao

Pesb 1 7 122 41 Borda da mata
Pesb 2 10 126 47 Interior da mata
Pesb 3 7 115 38 Interior da mata

(*) AP = altura aproximada do peito; (**) CAP = circunferéncia a altura do peito.
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Microscopia de luz

Parte das amostras de lenho foi processada no Laboratério de Propriedades
Fisicas e Mecanicas da Madeira do Departamento de Engenharia Florestal da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os corpos de prova foram adequadamente
orientados nos planos transversal, tangencial e radial, conforme recomendagdes do
COPANT (1974). Seccdes com 15-25 um de espessura, foram obtidas em microtomo de
deslize (SM 2000R, Leica), clarificadas em hipoclorito de s6dio 50% e coradas com
safranina aquosa 1% (Bukatsch 1972) ou violeta cristal 1% aquoso, desidratadas em

série etandlica/acetato de butila, ¢ montadas em ldminas permanentes com resina

sintética (Entellan®).

Outra parte foi processada no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia Vegetal da UFV. Corpos de prova com 3 mm” devidamente
orientados nos trés planos (transversal, longitudinal tangencial e radial), foram
amolecidos durante cerca de 25 dias em etilenodiamina 40% (Carlquist 1982,
modificado), lavados em agua por 3 vezes durante 5 minutos, desidratados em série
etilica crescente e incluidos em metacrilato (Historesin, Leica) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Seccdes dos trés planos de corte foram obtidas em
micrétomo rotativo de avango automdtico (RM 2155, Leica) com Sum de espessura,
utilizando-se navalhas de vidro. As laminas foram coradas com azul de toluidina 0,05%
(O’Brien et al. 1964), durante 30 minutos, lavadas rapidamente em 4agua,
sequencialmente coradas com azul de toluidina 0,12% em boérax 5% (Kraus e Arduin
1997) durante 3 minutos e algumas ldminas foram posteriormente coradas com lugol
(Johansen, 1940) diluido (1:3), durante cerca de 1 minuto, para a deteccdo de amido.
Para confec¢do de laminas permanentes utilizou-se resina sintética (Permount). Para o
estudo de material dissociado pequenos fragmentos foram colocados em tubos de ensaio
com perdxido de oxigénio 30% e acido acético glacial 1:1 (v/v), em estufa a 60°C
durante 48-72h. Posteriormente, o material foi lavado em agua corrente, corado com
azul de astra aquoso 1% (Roeser 1972) e montado em agua glicerinada 1:1 (v/v).

As descricdes anatdmicas e analises quantitativas do lenho seguiram as
recomendacdes da Associagdo Internacional dos Anatomistas de Madeira (IAWA
committe 1989). As imagens foram registradas em microscopio de luz (modelo AX70
TRF, Olympus Optical) equipado com sistema U-photo acoplado a camera fotografica
digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e
microcomputador com o programa de captura de imagens Spot Basic. As mensuragdes
foram realizadas com software Image-Pro Plus 4.1 para Windows® (Media Cybernetics
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Silver Spring, MD, USA) ou em microscépio de luz (Olympus CBA) acoplado a camara
clara. Foram realizadas 30 medidas de cada parametro (ver tabelas 2,3 e 4) para cada
repeticdo (individuo), perfazendo um total de 90 medidas. Parte do material foi
fotografado em microscopio estereoscopico (Olympus, SZH-ILLK), com camera
analogica acoplada (Olympus, Winding C-35 AD-4). Também foram calculados os
indices de vulnerabilidade (v = diametro dos elementos de vaso/freqiiéncia de vasos) e

de mesomorfia (m = v X comprimento dos elementos de vaso) (Carquist 1977).

Microscopia eletrdnica de varredura

Os corpos de prova apos seccionamento em micrétomo de deslize em diferentes
planos (transversal, longitudinal tangencial e radial) e material macerado foram secos a
temperatura ambiente e fixados em suportes metalicos (stubs) com fita adesiva dupla-
face. Apds a metalizacdo com ouro (20 nm) em equipamento apropriado (Balzers SCA
010), as amostras foram analisadas e fotografadas em microscopio eletronico de
varredura (LEO 1430VP) a 15-20 kV do Nucleo de Microscopia € Microanalise (NMM)
da UFV.

Resultados

Caracteristicas gerais

O lenho de Bathysa cuspidata, quando fresco, ¢ amarelo e tem cheiro herbal
(Figura 1A). Os corpos de prova apds cozimento, seccionamento e secagem em
temperatura ambiente, possuem textura fina, coloracdo variando de amarelo
avermelhado a marrom escuro, brilhosidade moderada, cheiro imperceptivel e moderada

resisténcia ao corte (Figura 1A; 4A,C).

Anatomia do lenho

Lenho com de porosidade difusa, camadas de crescimento ndo distinguiveis e
vasos ndo visiveis a vista desarmada (Figura 1A-B). Poros/Vasos: formato e tamanhos
variados (Figura 3A), geralmente de contorno anguloso, solitarios, geminados ou mais
comumente formando agrupamentos em linha radial ou em cachos com 4-6 células
podendo chegar até¢ 15 células (Figura 1B,I); placas de perfuragdo simples ou
intermediarias entre simples e esclariforme (Figura 1C-E); algumas placas tém formato
incomum (em oito, piriforme) (Figura 1F-H) e outras ocorrem nas laterais dos vasos

(Figura 1L-M); apéndices presentes ou nao, ocorrendo em uma ou em ambas as
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extremidades dos elementos de vaso (Figura 1J; 3A); tilos ausentes (Figura 1B,]).
Pontoagdes: intervasculares, alternas, areoladas, guarnecidas (Figura 2A-C); raio-
vasculares, simples. Fibras: septadas, curtas, com formatos variados, paredes delgadas,
podem apresentar bifurcagdes em uma ou ambas as extremidades (Figura 3B-C);
pontoacdes fusiformes, simples (Figura 2D). Parénquima axial: ausente ou escasso
(Figura 1B,I,M; 4B,E). Raio: altos, heterocelulares, uni ou multisseriados com até oito
células de largura, corpo do raio formado por células procumbentes e margem formada
por até trés camadas de células quadradas e trés camadas de células eretas (Figura 4A-
D). Conteudos organicos: graos de amido e compostos fendlicos no parénquima radial e
apenas graos de amido no lume das fibras septadas (Figura 4E-F). Os dados
quantitativos do lenho do caule de Bathysa cuspidata estdo sumarizados nas tabelas 2,3
e 4.
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Figura 1A-M. Sec¢des transversais (A-B e 1), macerado (C-H e J-L) e seccdo
longitudinal tangencial (M) do lenho de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. A. Corpo
de prova com coloragdo amarronzada. B. Porosidade difusa com camadas de
crescimento ndo distinguiveis. C-H. Variagdo em numero e forma das placas de
perfuragdo. 1. Vasos solitarios, geminados ou agrupados. J. Apéndice. L-M. Placas de
perfuracdo laterais (setas). Barra: A e B=30 um; C, E, Ge H= 100 um; D e F = 30
pm; [ =300 um, J-M = 100 pum.
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Figura 2A-D. Pontoagdes dos elementos de vaso (A-C) e fibras (D) do lenho de
Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. A-C. Pontoagdes alternas guarnecidas. B. Face
externa do vaso. C. Face interna do vaso. D. Pontoagdes simples em forma de fuso.

Barra: A=30 um; B=2 pm; C=6 pm; D = 10 pm.




Figura 3A-C. Macerado do lenho de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. A. Variagdes
na forma ¢ tamanho dos elementos de vaso. B. Varia¢des na forma e tamanho das fibras
septadas. C. Detalhes das fibras septadas com extremidades bifurcadas. Barra: A-C =
100 pum.
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Figura 4A-F. Secgoes longitudinais tangenciais (A-B e E) e longitudinais radiais (C-D
e F) do lenho de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f. A e B. Raios multisseriados. C e
D. Corpo do raio formado por células procumbentes e margem formada de células
quadradas e eretas. E. Detalhe do raio. F. Detalhe do parénquima radial com graos de
amido. Conteudo fenolico (cf); graos de amido (ga). Barra: A e C =250 um; Be D =
350 um; E =100 pm; F = 20 pm.
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Tabela 2: Caracteristicas anatdmicas quantitativas ((valor minimo)-média-(valor maximo) + desvio padrdo) dos elementos de vaso do lenho de caule
de Bathysa cuspidata. v = indice de vulnerabilidade; m = indice de mesomorfia.

Individuo - ; Vaso . )
Comprimento (im) Diametro (um) Freqiiéncia (n. mm”) \ m
Peshb 1 (724,5)-1060,6-(1469,4) = 210,1  (22,4)-62,3-(100,0) = 20,3 (55,0)-59,2-(66,0) + 4,2 1,0 1060,6
Pesb 2 (729,9)-1230,8-(1699,9) + 2324 (18,6)-64,9-(99,2) + 21,7 (29,0)-37,2-(43,0) + 5,6 1,7 20923
Pesb 3 (699,4)-1174,7-(1509,8) + 222,1 (25,3)-64,8-(99,2) + 15,0 (34,0)-42,1-(48,0) = 5,5 1,5 1762,0
Média (699,4)-1155,4-(1699,9) + 230,5  (18,6)-64,0-(100,0) + 19,0 (29,0)-45,8-(66,0) + 11,0 1,3 1502,0

Tabela 3: Caracteristicas anatdmicas quantitativas ((valor minimo)-média-(valor maximo) + desvio padrao) das fibras septadas do lenho de caule de
Bathysa cuspidata.

Individuo

Pesb 1
Pesb 2
Pesb 3
Média

Fibras

septadas

Comprimento (pm)
(886,5)-1369,8-(1824,3) + 263,3

(623,6)-1524,6-(2139,2) + 313,8
(1099,8)-1578,1-(2249,1) + 317,4
(623,6)-1490,8-(2249,1) + 308.8

Lume (um)
(8,6)-21,4-(34,1) + 4,9

(19,1)-27,8-(42,5) + 5,8
(15,3)-27,8-(38,3) + 5,2
(8,6)-25,7-(42,5) + 6,0

Espessura da parede (um)
(3,8)-7,2-(10,1) = 1,4

(3,5)-6,9-(10,9) + 1,9
(4,3)-6,2-(8,6) + 1,5
(3,5)-6,8-(10,9) + 1,6

Tabela 4: Caracteristicas anatdmicas quantitativas ((valor minimo)-média-(valor maximo) + desvio padrao) dos raios do lenho de caule de Bathysa

cuspidata.

Individuo

Raios multisseriados

Raios unisseriados

Largura

ne de células

espessura (pm)

Altura (um)

Freqiiéncia (n. mm™)

Altura (um)

Freqiiéncia (n. mm™)

Pesb 1
Pesb 2
Pesb 3
Média

(2)-4.1-8) * 1,6
(2)-4,2-(6) = 0,9
(2)-4,0-(6) = 1,1
(2)-4,1-8) £ 1,2

(35,7)-63,0(107,1) £ 22,3
(35,7)-77,3-(142,8) + 29,7
(35,7)-67,8-(107.1) £ 21,6
(35,7)-69,4-(142,8) £ 253

(462,2)-1109,4-(2000) + 349,1
(607,1)-1364,2-(2642,8) + 478.8
(607,1)-1427,3-(2357,1) = 572.5
(462,2)-1300,3-(2642,8) + 490,2

(4)-5,6-(9) 2,0
4)-52-(7)+£ 13
4)-54-() £ 1,1
4)-54-9) 14

(169,0)-699,9-(1056,3) + 201,8
(140,8)-618,2-(1126,7) + 251,1
(281,6)-630,9-(1183,0) + 176,1
(140,8)-647,6-(1183,0) + 212.3

(2)-4,6-(7) £ 1,9
(5)-7,2-(10) + 1,7
(3)-4,6-(6) = 1,1

(2)-5,4-(10) + 1,9

47



Discussao

A estrutura anatomica qualitativa e quantitativa do lenho do caule de Bathysa
cuspidata reflete as caracteristicas gerais da familia Rubiaceae, citadas por Solereder
(1908), Metcalfe e Chalk (1950) e Jansen et al. (2002).

Baseado em uma série de estudos em anatomia da madeira realizados nos anos
setenta, Koek-Noorman (1977) concluiu que existem dois tipos principais de xilema
secundario em Rubiaceae. Cada tipo tem estreita relacio com o tipo de fibra
apresentado, que por sua vez tem estreita relagdo com outras caracteristicas do lenho em
Rubiaceae. Jansen et al. (2002) sumarizam as caracteristicas peculiares de cada tipo de
lenho estabelecido por Koek-Noorman (1977) e atribuem importancia taxondmica para
cada um deles. O lenho do tipo I apresenta fibro-traqueides, parénquima axial presente,
vasos geralmente solitarios e raios estreitos com margem unisseriada. O lenho do tipo II
apresenta fibras libriformes septadas, parénquima axial ausente, vasos multiplos ou
solitarios e raios largos (2-4 células ou mais) com margem formada por poucas camadas
de células eretas e quadradas.

Os caracteres anatomicos observados em B. cuspidata apoiam a inclusdo da
espécie no grupo que possui lenho do tipo II na familia Rubiaceae. Tradicionalmente,
Bathysa tem sido incluido na tribo Rondeleticae (Robbrecht 1988, Delprete 1999).
Segundo Jansen et al. (2002), essa circunscri¢do de Rondeletieae adotada por Robbrecht
(1988) e Delprete (1999) apresenta os tipos I e II de lenho. Por outro lado pode-se
atribuir uma maior homogeneidade a estrutura do lenho de Rondeleticae quando
adotada a circunscricao baseada em dados moleculares proposta por Rova et al. (2002).
O xilema secundario de Rondeletieae sensu Rova et al. (2002) parece ser caracterizado
pelo lenho do tipo I e os géneros que apresentam o tipo II de lenho (Bathysa, Elaeagia,
Macbrideina, Simira e Warszewiczia) necessitam ser excluidos da tribo (Jansen et al.
2002). Esses mesmos autores sugerem que todos esses géneros deveriam ser incluidos
em um grande complexo Calycophylleae, Condamineeae, Simireaec e Hippotideae
(Ixoroideae). Mais recentemente Robbercht e Manen (2006) reconstruiram a filogenia
da familia Rubiaceae, incluindo Bathysa, Elaeagia, Macbrideina, Simira e
Warszewiczia no complexo Calycophylleae, Condamineeae, Simireae e Hippotideae
(Cal/Con) corroborando com Jansen et al. (2002). De acordo Robbercht e Manen (2006)
esse complexo por eles denominado de alianga Cal/Con pertencente ao clado Ixoridinae
I da supertribo Ixoridinae, subfamilia Cinchonoideae.

Vasos com agrupamento predominantemente multiplo e com agrupamento

multiplo e solitario foram encontrados em 17 e 76%, respectivamente, de 686 espécimes
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estudados em diferentes climas, regides e tipos vegetacionais do Brasil. Os vasos com
arranjo predominantemente multiplo sdo mais comuns na regido sudeste € em florestas
semi-deciduas (Alves e Angyalossy-Alfonso 2000). Esses dois tipos de agrupamento
(multiplo e solitario) foram observados em B. cuspidata, sendo os agrupamentos
multiplos mais comuns.

Placas de perfuragdo do tipo simples sdo comuns em Rubiaceae (Jansen et al.
2002). Entretanto, a ocorréncia de placas de perfuracdo atipicas foi observada em B.
cuspidata e também relatada para Bathysa nicholsonii (Luchi 2003). Em B. cuspidata as
placas de perfura¢do atipicas sdo mais raras, predominando placas de perfuracao
simples ou multiplas (intermediarias entre simples e escalariformes). Placas de
perfuragdo multiplas, formadas por mais de uma abertura, sio comuns em espécies
tropicais de montanhas altas e de climas temperados e mesotérmicos moderados,
caracterizados por baixas temperaturas durante o inverno (Evert 2006).

As pontoagdes guarnecidas foram registradas em varias familias de
Angiospermas, sendo um carater constante, quando presente. O valor taxondmico desse
carater foi avaliado por Bailey (1933), na andlise de 152 familias, onde 25 possuem
pontoacdes guarnecidas e em apenas quatro delas esse carater ¢ inconstante, podendo
estar presente ou ausente. Jansen et al. (2001), estudando a presenca e a importancia das
pontoagdes guarnecidas na sistematica das eudicotiledoneas, observaram que estas
caracterizam as ordens Myrtales e Gentianales sensu APG, sendo esta ultima a ordem a
qual a familia Rubiaceae estd incluida (APG II 2003). Pontoagdes intervasculares
alternas com guarnigdes, como observadas em B. cuspidata, sdo comuns em Rubiaceae
(Jansen et al. 2002) e tém sido interpretadas como tendo valor adaptativo, pois atuariam
evitando a cavitagdo e embolia (Jansen et al. 1998).

Fibras septadas sdo amplamente distribuidas em eudicotiledoneas e bastante
comuns em madeiras de espécies tropicais. Geralmente, retém o protoplasto, tendo a
funcdo de estocagem de material de reserva (amido). A retengdo do protoplasto pelas
fibras ¢ uma indicacdo de avango evolutivo (Evert 2006). Conteudos organicos como
amido e compostos fendlicos encontrados no parénquima e apenas amido encontrado
nas fibras de B. cuspidata sdo descritos na literatura para o lenho de muitas espécies
(Butterfield 1976, Evert 2006). Da mesma forma, a presenga de fibras com terminagdes
bifurcadas de formatos variados, observadas no lenho do caule de B. cuspidata, ¢
igualmente relatada para o lenho de raiz e caule de Lipia salviifolia (Verbenaceac)

(Goulart e Marcati 2008) e de Clusia criuva Camb. (Clusiaceae) (Esemann-Quadros
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2001). Estas variagdes nas extremidades da fibra sdo oriundas do crescimento intrusivo
(Evert 2006).

Em campo pode-se perceber que a populacdo onde foram coletados os
individuos amostrados, tinha a propagacdo vegetativa como forma eficaz de reproducao.
Desta forma, ¢ de se esperar que a baixa variabilidade genética, propiciada por essa
forma de reprodugdo, dentro dessa populagdo, trouxesse uma uniformidade entre os
caracteres quantitativos, confirmada na amostragem realizada para B. cuspidata (ver
tabelas 2, 3 e 4). A partir dos indices de vulnerabilidade (v) e mesomorfia (m) pode-se
inferir que os espécimes estudados estdo adaptados as condi¢des mésicas da Serra do
Brigadeiro, ja4 que os valores estdo dentro dos limites para espécies com caracteristicas

mesomorficas (1,0-2,5 (v) e > 200 (m)) determinados por Carlquist (1977).

Conclusdes
De acordo com as caracteristicas anatomicas do lenho, Bathysa cuspidata deve
ser incluida no grupo que possui lenho do tipo II na familia Rubiaceae. A partir dos
indices de vulnerabilidade e mesomorfia pode-se inferir que os espécimes estudados

estdo adaptados as condi¢des mésicas da Serra do Brigadeiro.
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CAPITULO 3

Coléteres em Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f (Rubiaceae): estrutura,

desenvolvimento e histoquimica

RESUMO - Este trabalho descreve a estrutura, o desenvolvimento e a histoquimica dos
coléteres presentes em apices vegetativos de Bathysa cuspidata (St. Hil.) Hook. f, uma
espécie de Rubiaceae nativa de Floresta Atlantica e utilizada popularmente por suas
propriedades medicinais. As amostras foram preparadas segundo técnicas usuais em
microscopia de luz e eletronica de varredura. Testes histoquimicos foram feitos com
material recém coletado seccionado em micrétomo de mesa e com material incluido em
metacrilato. Nesta espécie, os coléteres geralmente sao do tipo padrao, formados por um
corpo principal e um pedinculo curto. O corpo principal ¢ constituido de um eixo axial
central, ndo secretor e por um epitélio secretor cujas células estdo dispostas em pali¢ada.
Também foram observados coléteres bifurcados, descritos anteriormente, apenas para
Apocynaceae e reportados pela primeira vez em Rubiaceae. Os coléteres estao ligados a
face interna das estipulas, se distribuem de forma aleatéria circundando as folhas
jovens, primoérdios foliares e meristema, que se acham recobertos por uma secre¢ao
incolor e brilhosa de natureza mucilaginosa. Comegam a secretar muito cedo,
concomitante com a expansdo dos primordios foliares, mantendo-se funcionais até a
senescéncia. As estipulas sdo caducas, caem com a expansao das folhas jovens e os
coléteres nessa fase secam e murcham. Nao foram observadas evidéncias de poros ou
ruptura da cuticula. A origem dos coléteres ¢ mista, envolvendo a protoderme,
procambio e o meristema fundamental. Em todas as amostras analisadas, os testes

histoquimicos detectaram polissacarideos, pectinas, compostos fenolicos e proteinas.
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Introducao

Os coléteres estdo presentes em cerca de 60 familias de Angiospermas, sendo
Rubiaceae uma das mais bem estudadas (Lersten 1974a, 1974b, 1975, Thomas 1991,
Barreiro e Machado 2007). Alguns autores (Fahn 1979, Thomas 1991, Paiva ¢ Machado
2006, Barreiro e Machado 2007) tém usado o termo coléter para estruturas secretoras
encontradas na superficie adaxial de o6rgdos vegetativos e/ou reprodutivos jovens, que
produzem uma secrecdo pegajosa, formada por mucilagem ou uma mistura de
mucilagem e terpenos, a qual ¢ atribuida a func¢do de lubrificar e proteger meristemas e
orgaos em desenvolvimento contra dessecacao, herbivoros e patogenos.

As folhas em desenvolvimento das espécies de Bathysa estdo envoltas por
estipulas providas de coléteres que secretam mucilagem (Germano-Filho 1999). Em B.
australis a mucilagem produzida pelos coléteres encontrados nos apices vegetativos ¢é
usada na medicina popular como cicatrizante (Leoni 1995).

Bathysa nicholsonii ¢ a unica espécie do género com dados ja publicados para
anatomia dos coléteres, onde ha registro de coléteres do tipo padrio que contém
proteinas com atividade antifungica em sua secrecao (Miguel et al. 2006). Outras duas
espécies em que os coléteres ja foram estudados, mas os dados ainda nao foram
publicados sdao B. gymnocarpa ¢ B. stipulata (Miguel et al. 2003, dados ndo
publicados).

Bathysa cuspidata, chamada de “quina-do-mato” ou “quina-cinzenta” possui a
casca do caule usada na medicina popular como tonica, febrifuga, para doengas do
estdmago, figado e como cicatrizante (Germano-Filho 1999, Botsaris 2007, Leite et al.
2008).

Diante da importancia medicinal de Bathysa cuspidata, do uso do exsudado dos
coléteres de outras espécies de Bathysa na medicina popular ¢ em ensaios bioldgicos, o
presente estudo teve por objetivo caracterizar a estrutura, desenvolvimento e secrecao

dos coléteres de Bathysa cuspidata.

55



Material e Métodos

Material vegetal e local de coleta

Foram coletados ramos contendo d&pices vegetativos de trés individuos
localizados na propriedade de “Seu Dico”, no entorno do Parque Estadual da Serra do
Brigadeiro (PESB), proximo ao Pico do Boné (20° 43” 00,0”” S e 42° 29’ 10,8 W,
1.200 m altura), municipio de Araponga, Minas Gerais. A licenga para a realizagdo de
coleta de material vegetal no entorno de unidade de conservacdo foi expedida pelo
Instituto Estadual de Floresta (UC 073/07). As amostras coletadas no PESB foram
divididas em trés partes: (1) ramos férteis herborizados e posteriormente depositados
como material testemunho no Herbario VIC da Universidade Federal de Vigosa (UFV),
em Vicosa, MG, sob o nlimero de registro VIC 21.445; (2) constituida apenas de apices,
fixados na area de estudo para caracterizacdo estrutural; e (3) amostras usadas para
realizagao de testes histoquimicos, constituidas de mudas de 20 a 40cm (contendo
apices vegetativos). As mudas foram transplantadas para vasos plésticos de 3,5 litros,
com substrato do local de coleta, posteriormente mantidas no Horto Botanico do
Departamento de Biologia Vegetal, sob sombrite com 50% de cobertura, ¢ regadas com

agua a cada dois dias.

Microscopia de luz

Para o estudo anatomico dos coléteres, as amostras de apices vegetativos em
diferentes estadios de desenvolvimento foram fixadas em FAAs, por 48 horas (Johansen
1940) ou solugdo de glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de sodio 0,05M por 24
horas. As amostras fixadas em glutaraldeido foram lavadas em solucdo tampao fosfato
de sodio 0,05M por 3 vezes, 15 minutos cada. Todo material fixado foi estocado em
etanol 70% e posteriormente desidratado em série etilica crescente, incluido em
metacrilato (Historesin, Leica) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Secgdes
transversais e longitudinais foram obtidas em microétomo rotativo de avanco automatico
(RM 2155, Leica), com Sum de espessura, coradas com azul de toluidina (O’Brien et al.
1964) para metacromasia, secas a temperatura ambiente e montadas com resina sintética
(Permount).

Para detectar as principais classes de metabolitos foram realizados testes
histoquimicos com amostras frescas, seccionadas em micrétomo de mesa. As segdes
transversais dos apices vegetativos foram submetidas a diferentes corantes e reagentes:

sudan vermelho escarlate (Brundrett et al. 1991) e sudan black B (Pearse 1980) para
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lipidios totais; floroglucina (Jensen 1962) para ligninas; xylidine ponceau (Vidal 1970)
para proteinas, acido periddico/reagente de Schiff (Maia 1979) para polissacarideos
neutros; reagente de Lugol (Johansen 1940) para amido, vermelho de Ruténio (Johansen
1940) e corifosfina (Ueda e Yoshioka 1976) para substancias pécticas. Parte do material
incluido em metacrilato foi reservada para realizagdo de testes histoquimicos para
lipidios, polissacarideos neutros, amido, substancias pécticas e proteinas. Tratamento
controle foi conduzido simultaneamente para cada teste, segundo indicado pelos autores
acima referidos.

As imagens digitalizadas foram obtidas em microscopio de luz (modelo AX70
TRF, Olympus Optical) com sistema U-PHOTO, acoplado a camera fotografica digital
(modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e microcomputador com
o programa de captura de imagens Spot Basic. A anélise com fluorocromos (corifosfina)
foi realizada no mesmo equipamento, utilizando o sistema de epifluorescéncia com
filtro UV (WU: 340-380nm), espelho dicréico (400nm) e filtro de barreira (420nm), do
Laboratorio de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da UFV. Parte
do material foi fotografado em microscépio estereoscopico (Olympus, SZH-ILLK), com

camera analogica acoplada (Olympus, Winding C-35 AD-4) do mesmo laboratério.

Microscopia eletronica de varredura

Para a caracterizacdo micromorfologica, apices vegetativos foram fixados em
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,05M por 24 horas. Posteriormente, foram
desidratados em série etanolica crescente e levados a secagem em ponto critico de CO,,
utilizando-se equipamento CPD 020, Bal-Tec. Ap6s a montagem das amostras nos
suportes metalicos com fita dupla-face, realizou-se a deposi¢ao metdlica com ouro em
metalizador (modelo FDU 010, Bal-Tec). A andlise e a captura de imagens foram
realizadas com microscépio eletronico de varredura (MEV) LEO 1430 VP, Zeiss, do

Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) da UFV.

Resultados
O apice vegetativo, no periodo do brotamento, ¢ protegido por estipulas verde-
claras intumescidas, densamente pilosas externamente (Figura 1A,B). De fora para
dentro, os elementos que compdem o apice vegetativo se organizam da seguinte forma:
estipulas, coléteres, folhas jovens, primérdios foliares e o meristema no centro (Figura
1C-F). Os coléteres estdo ligados a face interna das estipulas, se distribuem de forma

aleatodria, circundando todas as estruturas mais internas que se acham recobertas por

57



uma secre¢ao incolor e brilhosa. Quando exposta ao ambiente a secrecdo oxida-se
rapidamente, adquirindo uma coloragdo que vai de esbranquigada, palha at¢é marrom
claro (Figura 1B). Os coléteres comegam a secretar muito cedo, concomitante com a
expansdo dos primordios foliares, e o exsudado cobre completamente as estruturas em
desenvolvimento (Figura 1B,E).

Os coléteres de Bathysa cuspidata siao do tipo padrdo (Figura 2A) ou mais
raramente bifurcados (Figura 2B,C). Os do tipo padrdo caracterizam-se por um corpo
principal, formado por um eixo axial parenquimatico ndo secretor provido de tragos
vasculares, rodeado pelo epitélio secretor em paligada, unisseriado ou bisseriado em
algumas regides, sobre um pedanculo curto (Figura 2A,D,E; 5B). Os bifurcados sao
semelhantes aos do tipo padrdo, exceto pela separagdo na porgao apical (Figura 2 B,C).
As células parenquimatosas do eixo axial sdo alongadas axialmente com nucleo e
nucléolo conspicuos, citoplasma escasso e vactolos volumosos (Figura 2A,E). As
células do epitélio t€ém citoplasma denso, nucleo e nucléolo conspicuos, apresentando,
muitas vezes, espacos entre as células cheios de secrecdo (Figura 2A,E; 3A,B). Todo o
coléter ¢é recoberto por uma cuticula uniformemente espessada que ndo apresenta
evidéncias de rompimento ou poros (Figura 2D,E; 5A). No apice dos coléteres, em
microscopia de luz, pode-se observar o destacamento da cuticula da parede celular,
resultando em um amplo espago subcuticular preenchido pela secre¢do mucilaginosa
(Figura 2D,E). Nessa mesma regido, ¢ freqiiente a presenca de estruturas semelhantes a
pequenas bolhas, observadas apenas em microscopia eletronica de varredura (Figura
5A).

Os coléteres de Bathysa cuspidata mostraram reagdo positiva para
polissacarideos, pectinas (Figura 3A,B), proteinas (Figura 3C,D) e compostos fendlicos
(Figura 3E) (ver tabela 1). Os fenolicos foram encontrados nas células do eixo axial e do
epitélio secretor, cujo conteido foi corado de verde pelo azul de toluidina. Os
polissacarideos e pectinas foram encontrados principalmente nas células do epitélio
secretor. A presenca de proteinas foi registrada em material resinado e a fresco,
principalmente nas células do epitélio secretor, embora tenha apresentado rea¢do mais
evidente na secre¢ao externa presente em material fresco (Figura 3D).

A formagdo dos coléteres em B. cuspidata tem envolvimento da protoderme
(epitélio secretor), meristema fundamental (eixo axial parenquimatico) e procambio
(tragos vasculares). O primérdio dos coléteres caracteriza-se por uma pequena
protuberancia formada de protoderme e meristema fundamental subepidérmico. As

células da protoderme possuem citoplasma mais denso que as demais, sao visualmente
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distintas por serem alongadas verticalmente e sofrerem divisdes anticlinais. As células
do meristema fundamental tém citoplasma menos denso, sdo isodiamétricas e sofrem
divisdes em diferentes planos (Figura 4A). Com a continuagao das divisdes celulares em
ambos os tecidos essa protuberancia se desenvolve assumindo forma de ctpula (Figura
4B). Apos essa fase, ocorre uma constrigdo na base conferindo um aspecto de
pedinculo a essa regido, porém o eixo axial e epitélio secretor ainda ndo estdo
totalmente diferenciados (Figura 4C). Ao longo do desenvolvimento de alguns
coléteres, ocorreu uma diferenciagdo assimétrica das células do epitélio secretor (Figura
4D). Durante a diferenciacdo do corpo principal, as células do epitélio secretor
alongam-se assumindo arranjo de palicada e sofrem varias divisdes anticlinais. A
expansdo do eixo axial ¢ resultante do alongamento vertical e de varias divisdes peri e
anticlinais de suas células. Algumas cé¢lulas do epitélio secretor podem sofrer divisdes
periclinais, formando regides bisseriadas. As células do pedunculo sofrem divisdes
anticlinais ndo assumindo caracteristicas muito distintas das células da epiderme (Figura
4E). Nessa fase pode-se perceber a diferencia¢do de tragos vasculares (Figura 5B). O
coléter maduro ¢ marcado pelo amplo desenvolvimento do eixo axial e do epitélio
secretor. Também se verificou assimetria no epitélio secretor de alguns coléteres quando
maduros (Figura 4F). Os coléteres entram em senescéncia ainda antes da abertura das
estipulas, com as folhas jovens em expansdo e essa fase ¢ marcada pela mudanca
gradual na coloragdo original dos coléteres para tons de marrom. Essa mudanca
acontece do épice para base e a presenga de mucilagem ainda pode ser constatada
(Figura 5C). Com a expansdo das folhas jovens, as estipulas se abrem, expondo as
folhas ao ambiente, o que resulta no ressecamento dos coléteres, bem como do
exsudado, sendo comum a escassez ou auséncia de secrecdo liquida nessa fase.

Posteriormente, os coléteres murcham, adquirem coloracdo marrom escuro e as

estipulas caem (Figura 5D).
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Figura 1A-F. Apices vegetativos de Bathysa cuspidata. A. Por¢do apical do ramo com
estipulas (seta). B. Estipulas abertas evidenciando o acimulo de secrecao esbranquigada
e brilhosa (st). C. Meristema (me) e folhas jovens (fj) circundados por coléteres (co) em
material fixado. D. Coléteres em material fresco. E. Seccdo longitudinal do apice
vegetativo, mostrando o acimulo de secrecao mucilaginosa corada de roxo pelo azul de
toluidina (setas). E. Sec¢do transversal do apice vegetativo mostrando os coléteres
circundando as folhas jovens e o meristema. Barra: A-B = 10 mm; C-D = 1 mm; E-F =
200 pm.
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Figura 2A-E. Coléteres de Bathysa cuspidata. A. Coléter do tipo padrdo, mostrando as
células parenquimaticas do eixo axial (cp) e as células epidérmicas (ce). B. Coléter
bifurcado em material fixado (seta). C. Seccao transversal do coléter bifurcado (seta) e
do tipo padrdo. D-E. Seccdo longitudinal do coléter do tipo padrao mostrando a cuticula
e o espago subcuticular (seta), respectivamente. Barra: A-C = 100 um; D-E = 50 pm.
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Figura 3A-E. Caracterizacao histoquimica dos coléteres de Bathysa cuspidata. Seccdes
transversais (A-C) e longitudinais (D-E). A. Epitélio secretor e secre¢dao externa (seta)
corados de rosa pelo vermelho de ruténio indicando a presenca de pectinas. B. Epitélio
secretor e secrecdo externa (seta) com pectinas exibindo fluorescéncia amarela sob luz
UV. C. Coléter corado de vermelho pelo Xylidine Ponceau (XP) indicando a presenca
de proteinas. D. Secre¢do externa (seta) corada de vermelho pelo XP. E. Células do
epitélio secretor e do eixo axial com contetido fenolico corados de verde pelo azul de
toluidina (seta). Barra: A-D =30 um; E = 100 um.
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Figura 4A-F. Desenvolvimento dos coléteres em Bathysa cuspidata. A. Fase inicial,
mostrando a protuberdncia que corresponde ao primordio dos coléteres. B.
Desenvolvimento do primordio dos coléteres em forma de cupula. C. Desenvolvimento
do primérdio com constri¢ao na base, mas ainda sem tecidos diferenciados. D. Coléter
com diferenciacdo assimétrica do epitélio secretor. E. Diferenciacdo do corpo principal.
F. Coléter maduro. Barra: A-F = 50 pum.
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Tabela 1: Caracterizagdo histoquimica dos coléteres de Bathysa cuspidata.

Grupo de compostos Reagente/ corante Cor Reacao
Lipidios Sudan escarlate - -
Sudan black B - -
Compostos fendlicos Azul de toluidina Verde +
Acido periodico/ reagente de Schiff (PAS) Rosa +
Carboidratos Reagente de Lugo% i i
Vermelho de Ruténio Rosa +
Corifosfina Amarelo +
Proteinas Xylidine Ponceau (XP) Vermelho +

semelhantes a bolhas (cabeca de seta). B. Tragos vasculares (cabega de seta).
Coléteres em senescéncia (seta). D. Coléteres murchos. Barra: A-B = 30 um; C = 10
mm; D =300 um.

Discussao

A terminologia tradicionalmente usada para caracterizar os coléteres
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Figura 5A-D. Coléteres de Bathysa cuspidata. A. Apice do coléter com estruturas

C.

foi

introduzida por Lersten (1974a, 1974b) a partir de estudos com a familia Rubiaceae.
Segundo esse autor existe um tipo mais comum de coléter chamado de padrdo e

derivagdes a partir desse tipo. Thomas (1991) cita as sete morfologias diferentes



encontradas em Rubiaceae, assim denominadas: padrdo, padrdo reduzido, intermediario,
dendroide, escova, alado e filiforme.

Com a ampliagdo de tdxons em estudo verificou-se que nem sempre a
terminologia existente era adequada para descrever as novas formas encontradas. Desde
entdo, novos tipos vem sendo criados, como os tipos: séssil, lacrimiforme e
trocleariforme descritos para familia Turneraceae por Gonzalez (1998). Simoes et al.
(2006) também propdem uma classificacdo para os coléteres calicinais de Apocynaceae,
sendo estes divididos em bifurcados, laminares e sésseis. Os coléteres bifurcados das
Apocynaceae sdo idénticos aos do tipo padrdo, se diferenciando destes apenas pela
divisdo da metade superior do corpo principal. Ocorrem em duas espécies de
Mandevilla com menor freqiiéncia que os do tipo padrdo e provavelmente se originaram
deles através do processo de separacdo celular. O resultado dessa separacdo do corpo
principal do coléter do tipo padrao para se tornar um coléter bifurcado € interpretada por
Simdes et al. (2006) como um incremento na area do epitélio secretor.

A maioria dos coléteres de Bathysa cuspidata se encaixa no tipo padrao descrito
por Lersten (1974a, 1974b) e os coléteres bifurcados seguem o mesmo padrdo descrito
acima para os coléteres bifurcados de espécies de Mandevilla (Simdes et al. 2006). Os
coléteres bifurcados de B. cuspidata estdo sendo citados pela primeira vez na familia
Rubiaceae.

Coléteres vascularizados tém sido reportados em Strophanthus e Funtumia
(Woodson e Moore 1938), Holarrhena, Vallaris e Wrightia (Rao ¢ Ganguli 1963),
Aganosoma (Dave et al. 1987) e em Bathysa (Miguel et al. 2006).

Em B. cuspidata, foram encontrados tragos vasculares formados apenas de
xilema, também relatados para coléteres de Nerium e Aganosma, e tidos como passo
evolutivo entre os coléteres de Apocynaceae (Thomas 1991).

A vascularizagdo dos coléteres sempre estd conectada com o 6rgdo onde estdo
ligados (Thomas 1991). Carlquist (1969) propde que a vascularizagao de uma estrutura
¢ diretamente proporcional ao seu tamanho. Entretanto, em espécies de Mandevilla,
independente do tamanho, os coléteres podem ou ndo ser vascularizados e a presenga de
vascularizagdo parece depender da proximidade dessas estruturas com o0s tragos
vasculares do orgdo onde estdo ligados (Apezzato-da-Gloria e Estelita 2000). Em
Gardenia, os feixes vasculares da estipula e do calice sdo encontrados muito perto dos
coléteres, mas nunca encontrados inteiramente dentro dessas estruturas (Dave et al.

1988). Os coléteres de B. cuspidata estdo ligados a face adaxial das estipulas, tendo
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quase sempre um feixe vascular logo abaixo, corroborando os dados de Apezzato-da-
Gloria e Estelita (2000) e Dave et al. (1988).

O desenvolvimento dos coléteres em B. cuspidata segue o mesmo padrdo
verificado em espécies de Mandevilla (Apezzato-da-Gloria e Estelita 2000), Caryocar
brasiliense (Paiva e Machado 2006) e Turnera (Gonzalez 1998), sendo considerados
emergeéncias, pois tanto a protoderme quanto o meristema fundamental subepidérmico
tém participagdo em sua formacdo. Algumas divisdes periclinais do epitélio secretor
formando regides bisseriadas que também foram observadas em Coffea (Patel ¢ Zaveri
1975), Roupelia (Thomas et al. 1989) e Turnera (Gonzalez 1998).

Os espagos intercelulares repletos de secrecao observados no epitélio secretor
dos coléteres de B. cuspidata podem estar envolvidos com processos de dissolucdo da
lamela média e conseqiiente aceleragdo do processo de secre¢do. A dissolucao da lamela
média ao longo das paredes radiais do epitélio secretor, com a formagdo de espagos
intercelulares e liberagdao do produto de secrecao dentro desses espacos ¢ relatada para
espécies de Mandevilla e Plumeria (Mohan e Inamdar 1986, Apezzato-da-Gloria e
Estelita 2000) e, de acordo com Dave et al. (1988), a formagao dessa abertura acelera o
processo de secrecao.

Alguns trabalhos reportam que a secrecdo dos coléteres € liberada por ruptura da
cuticula (Horner e Lersten 1968, Thomas e Dave 1989). Em B. cuspidata observou-se
que o distendimento da cuticula forma um espago subcuticular de armazenamento do
secretado, entretanto, ndo foi observado o rompimento ou poros na cuticula. O
rompimento da cuticula também nao foi observado em Bathysa nicholsonii por Miguel
et al. (2000).

Segundo Germano-Filho (1999), as estipulas de B. cuspidata sdo caducas, unidas
entre si, caindo logo que os primordios foliares se expandem. Esse mesmo autor
também relata que, quando as folhas jovens se expandem os coléteres secam, caem e
sdo substituidos por tricomas multicelulares ndo secretores. No presente estudo,
verificou-se que a face interna das estipulas ndo possui tricomas. Os tricomas presentes
sdo foliares, se diferenciam primeiro na face abaxial, ainda nos primdrdios foliares, e
posteriormente na face adaxial, ja na fase de folha jovem. Os tricomas da face abaxial se
entremeiam com os coléteres mais proximos, porém nao se observou a substituicdo de
coléteres por tricomas. As estipulas encontram-se fechadas no momento mais
susceptivel do desenvolvimento das folhas e o inicio do processo de senescéncia dos
coléteres ocorre antes da abertura das estipulas e, conseqiiente, antes da exposicao das

folhas jovens ao ambiente. Tal fato denota que o papel de protecao do meristema e de
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orgaos em desenvolvimento atribuido aos coléteres (Thomas 1991, Fahn 1979, Evert
2006, Paiva e Machado 2006) talvez também aconteca para esta espécie, entretanto, sao
necessarios estudos mais especificos que demonstrem tal relacao.

Nao se verificaram mudancas evidentes no formato ou estrutura dos coléteres de
B. cuspidata no inicio do processo de senescéncia, sendo essa fase marcada pela
mudanca na coloragao original dos coléteres para tons de marrom, ainda com a presenga
de secrecdo recobrindo o meristema e folhas em desenvolvimento. Apds essa fase, a
secrecdo ¢ escassa ou ausente, as estipulas se abrem, os coléteres adquirem uma
coloragdo marrom escuro ¢ murcham, com posterior queda das estipulas. Essa mudanca
na coloracdo original dos coléteres foi igualmente relatada para diferentes espécies e
est4 relacionada com a parada da atividade secretora e inicio do processo de senescéncia
(Tomas 1991, Apezzato-da-Gloria e Estelita 2000, Barreiro e Machado 2007).

Segundo Thomas (1991), o exsudado do coléter pode ter natureza mucilaginosa
ou resinosa € conter proteinas, carboidratos ou ambos. Dos testes histoquimicos
realizados nos coléteres de B. cuspidata foi possivel detectar a presenga de compostos
fenolicos, polissacarideos, pectinas e proteinas. A presenca dessas substancias isoladas
ou em misturas complexas foi igualmente detectada em coléteres de diversas espécies
(Horner e Lersten 1968, Thomas e Dave 1989, Thomas et al. 1989, Thomas e Dave
1990, Apezzato-da-Gloria e Estelita 2000, Klein et al. 2004). Esse tipo de secregao,
formada por mucilagem contendo proteinas, também foi registrada para Bathysa
nicholsonii e tem sido amplamente relatada para coléteres de varias outras espécies

(Fahn 1979, Thomas 1991, Evert 2006).

Conclusoes

Os coléteres bifurcados encontrados em B. cuspidata, conhecidos apenas das
Apocynaceae, estdo sendo descritos pela primeira vez para familia Rubiaceae e
possivelmente ocorrem em outros taxons da familia. Nao foram observados poros,
fendas ou rompimento da cuticula. Contudo pode-se observar o acimulo de secre¢do no
espaco subcuticular, sendo necessarios estudos de ultra-estrutura para elucidagdo do
processo de liberacdo da secreg@o pelos coléteres. Sugere-se também a investigacao das
atividades biologicas da secre¢ao dos coléteres de B. cuspidata, tal como realizado em

Bathysa nicholsonii.
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