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RESUMO

MARINHO, Cristina Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2008.
Caracteristicas anatdmicas, histoquimica das estruturas secretoras e ontogenia de
idioblastos da folha de Pothomorphe umbellata (L.) Miqg. (Piperaceae).
Orientadora: Marilia Contin Ventrella. Co-Orientadores: Adilson Ariza Zacaro e
Wagner Campos Otoni.

Pothomorphe umbellata, conhecida popularmente como pariparoba ou capeba, ocorre
em ambientes umidos e ¢ utilizada em quase todo o Brasil por suas propriedades medicinais.
Os objetivos desse trabalho foram conhecer a anatomia foliar de P. umbellata, realizar a
caracterizacdo histoquimica das estruturas secretoras presentes e descrever a ontogenia dos
seus idioblastos secretores. Para a caracterizacao estrutural, por¢des foliares foram fixadas em
FAAsj e estocadas em etanol 70%. Para o estudo da ontogenia dos idioblastos, primérdios
foliares e por¢des da regido mediana do limbo foliar, em diferentes fases de desenvolvimento,
foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,05M, pH 7,0. Independente do tipo
de fixador utilizado, as amostras foram desidratadas em série etilica, incluidas em metacrilato,
cortadas em microtomo rotativo com Sum de espessura, coradas com azul de toluidina e
montadas sob laminula com resina sintética. A diafanizacdo foi utilizada para o estudo de
superficie e avaliacdo da densidade de idioblastos. Para a caracterizagdo micromorfologica da
folha, amostras de primoérdios foliares e de folhas, em diferentes fases de desenvolvimento,
foram fixadas em FA A5, estocadas em etanol 70% e processadas para microscopia eletronica
de varredura. Para a analise histoquimica das estruturas secretoras, folhas frescas foram
seccionadas transversalmente em micrétomo de mesa e submetidas a diversos corantes e
reagentes. A folha de P. umbellata apresenta epiderme e cuticula delgadas, é hipoestomatica,
dorsiventral e tem tecido de sustentacao restrito as calotas de colénquima. Os idioblastos tém
secrecdo mista, os quais apresentam compostos hidrofobicos (oleorresinas) e hidrofilicos

(fenolicos e alcaloides). Nos tricomas secretores, a secre¢do ¢ composta predominantemente

de flavonoides. Nos feixes vasculares das nervuras e do peciolo sao observados elementos de



protoxilema colapsados, que acumulam mucilagem. Um grande canal mucilaginoso ¢
observado na medula do peciolo. Os idioblastos presentes na regido das nervuras de maior
calibre desenvolvem-se precocemente, tanto a partir do meristema fundamental como da
protoderme. Na regido intervenal, os idioblastos originam-se apenas a partir de iniciais da
protoderme. Em ambas as regides, as iniciais dos idioblastos se distinguem das demais células
do tecido pelo seu tamanho avantajado, citoplasma vacuolado e presenga de nucleo e nucléolo
mais conspicuos. A secre¢do do idioblasto ¢ mantida na folha desde sua origem até sua
senescéncia, 0 que sugere para essa estrutura um papel de defesa quimica ao longo de toda a
vida foliar. A falta de resisténcia mecanica nesta espécie ¢ compensada pelas defesas

quimicas, representada pelas estruturas secretoras e seus metabolitos secretados.

vi



ABSTRACT

MARINHO, Cristina Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May 2008.
Anatomical characteristics, histochemistry of the secretory structures and
ontogeny of idioblasts on the leaf of Pothomorphe umbellata (L.) Mig.
(Piperaceae). Adviser: Marilia Contin Ventrella. Co-advisers: Adilson Ariza Zacaro
and Wagner Campos Otoni.

Pothomorphe umbellata, commonly known as pariparoba or capeba, occurs in humid
environments and is used in almost entire Brazil due to its medicinal properties. The goals of
this work were to understand the leaf anatomy of P. umbellata, to perform the histochemical
characterization of the secretory structures present, and to describe the ontogeny of its
secretory idioblasts. Regarding the structural characterization, leaf portions were fixed in
FAAso and stored in 70% ethanol. In respect to the study of the idioblast’s ontogeny, leaf
primordia from the middle portions of the leaf limb, under different developmental stages,
were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.05 M phosphate buffer, pH 7.0. Independently of the
type of fixer used, the samples were dehydrated in ethylic series, included in methacrylate,
and sliced in rotary microtome with Sum of width, stained with Toluidine Blue, and mounted
in coverslip with synthetic resin. The diaphanization was used in the surface study and
assessment of the density of the idioblasts. For the leaf micromorphological characterization,
samples of leaf primordia, under different developmental stage, were fixed in FAAs, stored
in 70% ethanol, and processed for scanning electron microscopy. Concerning the
histochemical analysis of the secretory structures, fresh leaves were transversally sectioned
and submitted to several dyes and reagents. The leaf of P. umbellata presents thin epidermis
and cuticle; it is hypostomatic, dorsiventral and presents supporting tissue restricted to the
discontinuous strands of collenchyma. The idioblasts have mixed secretion, which present
hydrophobic compounds (oleoresins) and hydrophilic compounds (phenolics and alkaloids).

In the secretory trichomes, the secretion is comprised of flavonoids, predominantly. In the

vascular bundles of the veins and petiole, there are noticed collapsed elements of the
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protoxylem, which accumulate mucilage. A large mucilaginous duct is observed in the
petiole’s medulla. The idioblasts present in the region of the veins of larger caliber were
developed precociously from the fundamental meristem as well as from the protodermis. In
the interveinal region, the idioblasts are originated from initials of the protodermis. At both
regions, the idioblasts initials stand out from the other cells of the tissue by their large size,
vacuolated cytoplasm, and presence of nucleus and nucleolus more conspicuous. The
secretion of the idioblasts is kept in the leaf since the beginning until the leaf’s senescence,
what suggests to this structure a role of chemical defence along the leaf’s life. The chemical
defence, represented by the secretory structures and its secreted metabolites, compensates the

lack of mechanical resistance in this species.

viii



INTRODUCAO GERAL

A familia Piperaceae ¢ pantropical, com representantes desde herbaceos a arboéreos,
incluindo também algumas espécies epifitas (Cronquist 1981, Judd et al. 2002). A familia
consiste de cerca de 10 géneros e um niimero grande mas incerto de espécies, as quais variam
de 1400 a mais de 2000. A maioria das espécies dessa familia pertence aos géneros
Peperomia ¢ Piper; entretanto, o género Piper atualmente tem sido subdividido em varios
subgéneros por diversos autores (Cronquist 1981). No Brasil, é representada pelos géneros
Pothomorphe, Sarcorhachis, Peperomia, Piper e Ottonia, os quais abrangem um total
aproximado de 460 espécies (Barroso et al. 2004).

Com excegdo do género Symbrion, os membros dessa familia sdo distintos por
possuirem cé¢lulas secretoras com contetdos de natureza oleosa, os quais podem ser
transliicidos ou ndo. As folhas, sempre hipoestomaticas, normalmente apresentam tricomas
como pélos tectores unisseriados, pequenos pélos glandulares e glandulas peroladas
unicelulares deciduas, estando estas presentes somente no género Piper. Outras caracteristicas
anatomicas presentes nas folhas utilizadas na diagnose dessa familia sd3o: a presenca de
cristais de oxalato de célcio aciculares ou em forma de areia, hipoderme voltada para
superficie adaxial, células epidérmicas silicificadas e epiderme papilosa (Solereder 1908,
Metcalfe & Chalk 1950).

O género Pothomorphe foi estabelecido por Miquel (1840) utilizando como base as
espécies Piper umbellatum e Piper peltatum, juntamente com outras espécies descritas por
Linnaeus (1753) (Boza 1998). Em uma revisdo do género, Boza (1998) reconhece
Pothomorphe Miq. como um género distinto de Piper L. pela presenga de inflorescéncias
compostas axilares as folhas e pelo habito subarbustivo; ao contrario do género Piper, cujas
inflorescéncias sdo simples, terminais e opostas as folhas, e cujo habito ¢ arbustivo a arboreo.

No Brasil, ocorrem somente duas espécies de Pothomorphe, P. umbellata (L.) Miq. ¢ P.



peltata (L.) Miq., que se diferenciam macroscopicamente pela presenca de folhas peltadas em
P. peltata (Yuncker 1973).

Pothomorphe umbellata (figura 1), um subarbusto perene, é conhecido popularmente
como pariparoba ou capeba ¢ utilizado em quase todo o Brasil por suas propriedades
medicinais. Suas folhas e raizes sdo utilizadas na forma de chds, decotos, xaropes e
cataplasmas (Freise 1933, Moraes 1986, Lorenzi & Matos 2002). Entre as indicacdes
populares e cientificas para o uso desta espécie pode-se citar diferentes efeitos, tais como
diurético (Fouqué 1980, Moraes 1986), antiepilético (Pereira et al. 1996) e antiofidico
(Pereira et al. 1996, Mors et al. 2000). O uso da espécie também ¢ recomendado na medicina
popular para dores musculares, problemas hepaticos (Di Stasi et al. 2002), inchagos e
inflamagdes nas pernas, eripsela, filariose, febre, afec¢des das vias respiratérias, queimaduras
leves, dor de cabega, reumatismo e malaria (Lorenzi & Matos 2002).

No geral, os principios ativos encontrados em plantas medicinais ocorrem em
estruturas secretoras especializadas (Fahn 1979, Svoboda et al. 1998/1999). Estas sdo de
grande importancia na farmacognosia, podendo servir como carater diagndstico, para
confirmar ou nao a autenticidade do material vegetal (Oliveira et al. 1998). Além disso, as
estruturas secretoras constituem os sitios de producdo e, ou acimulo de principios ativos
(Fahn 1979, Mauseth 1988, Evert 2006), largamente utilizados na industria farmacéutica,
cosmética e de perfumaria.

O tipo de estrutura secretora e a sua freqliéncia também podem estar relacionados com
a quantidade e a qualidade de substancias produzidas por determinada espécie. Assim, varios
autores, mediante estudos com microscopia de luz, microscopia eletronica de varredura e de
transmissdo, aliados a testes histoquimicos, puderam associar a composi¢do quimica de
metabolitos produzidos a diferentes estruturas secretoras em diversas familias de plantas
(Zobel 1986, Platt & Thomson 1992, Ferreira & Janick 1995, Fahn & Shimony 1996,

Ascensao et al. 1997, Ascensdo et al. 1999, Kolbi & Miiller 2004, Machado et al. 2006).



Da mesma maneira, a ontogenia de estruturas secretoras pode fornecer dados para
esclarecer o processo de desenvolvimento dessas estruturas, bem como evidenciar o processo
de sintese e secrecdo dos compostos produzidos (Ascensdo & Pais 1987, Mariani et al. 1989,
Silva & Machado 1999, Monteiro et al. 2001, Ciccarelli et al. 2001, Kalachanis & Psaras
2005, Moura et al. 2005, Liang et al. 2006).

Diante do exposto, este trabalho possui como objetivos conhecer a anatomia foliar de
P. umbellata, realizar a caracterizagdo histoquimica das estruturas secretoras e verificar a
ontogenia dos seus idioblastos.

O trabalho foi redigido na forma de dois capitulos, os quais foram intitulados como:
“Aspectos anatomicos da folha de Pothomorphe umbellata (L.) Miq. (Piperaceae) e
histoquimica das estruturas secretoras” e “Ontogenia dos idioblastos secretores presentes no

limbo foliar de Pothomorphe umbellata (L.) Miq. (Piperaceae)”.

| -
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Figura 1: Individuo de P. umbellata naturalmente crescendo em ambiente sombreado.
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CAPITULO 1

Aspectos anatdmicos da folha de Pothomorphe umbellata (L.) Mig. (Piperaceae) e

histoquimica das estruturas secretoras

RESUMO - Pothomorphe umbellata, conhecida popularmente como pariparoba ou capeba, é
utilizada na medicina popular em quase todo o Brasil. Este trabalho teve como objetivos
estudar a anatomia e a micromorfologia foliar de P. umbellata e caracterizar
histoquimicamente suas estruturas secretoras. Para a caracterizagdo estrutural, por¢des da
folha foram fixadas em FAAs) e estocadas em etanol 70%, para posterior inclusdo em
metacrilato. O material, depois de cortado transversal e longitudinalmente em micrétomo
rotativo (S5um), foi corado com azul de toluidina e montado sob laminula com resina sintética.
A diafanizagdo foi utilizada para o estudo de superficie e determinacdo da densidade de
idioblastos. Para a caracterizagdo micromorfoldgica da folha, amostras foram fixadas em
FAA;, e processadas para microscopia eletronica de varredura. Para a analise histoquimica,
folhas frescas foram seccionadas transversalmente em micrétomo de mesa e os cortes foram
submetidos a diversos corantes e reagentes. A folha de P. umbellata tem epiderme e cuticula
delgadas, ¢ hipoestomatica, dorsiventral, e tem pouco tecido de sustentagdo, restrito as calotas
de colénquima. Os idioblastos apresentam secrecdo mista, formada por compostos
hidrofébicos (oleorresinas) e hidrofilicos (fendlicos e alcaldides). Nos tricomas secretores, a
secrecdo ¢ composta de flavondides. Nos feixes vasculares das nervuras e do peciolo sdo
observados elementos do protoxilema colapsados, que acumulam mucilagem. Um grande
canal mucilaginoso ¢ observado na medula do peciolo. A falta de resisténcia mecéanica nesta
espécie ¢ compensada pelas defesas quimicas, representada pelas estruturas secretoras e suas

secrecdes, o que, provavelmente, justifica sua diversa atividade terapéutica.



ABSTRACT — Anatomical aspects of the leaf of Pothomorphe umbellata (L.) Mig.
(Piperaceae) and histochemistry of the secretory structures. Pothomorphe umbellata,
commonly known as pariparoba or capeba, is used in the popular medicine in almost entire
Brazil. This work aimed at the study of the leaf anatomy and micromorphology of P.
umbellata and characterization of its secretory structures. Regarding the structural
characterization, leaf portions were fixed in FAAs, and stored in placed in 70% ethanol for
further inclusion in methacrylate. The material, after transversally and longitudinally sliced (5
um wide) in rotary microtome, it was stained with Toluidine Blue and mounted under
coverslip with synthetic resin. The diaphanization was used for the surface study and
determination of the density of the idioblasts. Concerning the morphological characterization
of the leaf, samples where fixed in FAAs( and processed for scanning electron microscopy. In
respect to the histochemical analysis, fresh leaves were transversally sectioned and the slices
were submitted to several dyes and reagents. The leaf of P. umbellata presents thin epidermis
and cuticle, it is hypostomatic, dorsiventral, and has little supporting tissue, restricted to the
discontinuous strands of collenchyma. The idioblasts present mixed secretion, composed of
hydrophobic compounds (oleoresins) and hydrophilic compounds (phenolics and alkaloids).
In the secretory trichomes, the secretion is composed of flavonoids. In the vascular bundles of
the veins and petiole, there are noticed collapsed elements of the protoxylem, which
accumulate mucilage. A large mucilaginous duct is noticed in the petiole’s medulla. The
absence of mechanical resistance in this species is compensated by the chemical defences,
represented by the secretory structures and their secretions, what, probably, justifies its

several therapeutic uses.



Introducao

O género Pothomorphe foi estabelecido por Miquel (1840) utilizando como base as
espécies Piper umbellatum e Piper peltatum, juntamente com outras espécies descritas por
Linnaeus (1753) (Boza 1998). No Brasil, ocorrem somente duas espécies de Pothomorphe, P.
umbellata (L.) Miq. e P. peltata (L.) Migq., as quais diferenciam-se macroscopicamente pela
presenca de folhas peltadas em P. peltata (Yuncker 1973).

Pothomorphe umbellata (L.) Miq. é um subarbusto ereto, perene e¢ mede, quando
adulto, de 1 a 1,5m de altura por 2,5 a 3,5cm de didmetro na base (Moraes et al. 1985, Moraes
1986, Lorenzi & Matos 2002). As folhas, de consisténcia membranacea, sdo arredondadas,
rugosas, com margens lisas, apice subagudo e base cordiforme. Os limbos foliares, salpicados
de pontos translucidos granulosos, medem de 20 a 25 cm de largura por 18 a 20 cm de
comprimento. O peciolo ¢ sulcado longitudinalmente terminando em bainha alargada, que
envolve o n6 (Moraes1986/1987, Yuncker 1973). Nativa de quase todo o Brasil, a espécie
ocorre principalmente em locais umidos, sombreados e ricos de humus, desde a Amazodnia até
a regido sul do Brasil (Moraes 1986).

Conhecida popularmente como pariparoba ou capeba, P. umbellata é utilizada em
quase todo o Brasil por suas propriedades medicinais. Suas folhas e raizes sdo utilizadas na
forma de chas, decotos, xaropes e cataplasmas (Freise 1933, Moraes 1986, Lorenzi & Matos
2002). Entre as indicacdes populares e cientificas para o uso desta espécie pode-se citar
diferentes efeitos, tais como diurético (Fouqué 1980, Moraes 1986), antiepilético (Pereira et
al. 1996) ¢ antiofidico (Pereira et al. 1996, Mors et al. 2000). O uso da espécie também ¢
recomendado na medicina popular para dores musculares, problemas hepaticos (Di Stasi et al.
2002), inchagos e inflamag¢des nas pernas, eripsela, filariose, febre, afeccdes das vias
respiratorias, queimaduras leves, dor de cabega, reumatismo e maléria (Lorenzi & Matos

2002).



Vérios estudos farmacoldgicos ja confirmaram algumas de suas propriedades
medicinais. Ensaios realizados com ratos e in vitro confirmam que suas folhas apresentam
atividade antimalarica tanto sobre o Plasmodium berghei (Amorim et al. 1988, Ferreira-da-
Cruz et al. 2000) como sobre o P. falciparum (Adami et al. 1998, Atindehou et al. 2004).
Também foi comprovado que as folhas de P. umbellata tém grande potencial no tratamento
contra a doengca do sono, a qual é desencadeada pelo parasita Trypanossoma brucei
rhodesiense (Atindehou et al. 2004). Outros estudos demonstraram que as folhas dessa
espécie apresentam atividade contra a Leishmania amazonensis, um dos agentes causadores
da leishmaniose, além de possuirem atividades antifingicas (Braga et al. 2007). As
propriedades antiinflamatorias e analgésicas das folhas da P. umbellata também ja foram
comprovadas, reforcando seu uso popular no tratamento de desordens inflamatorias (Perazzo
et al. 2005).

Os principios ativos das plantas medicinais, geralmente sdo encontrados nas secregdes
de estruturas secretoras especializadas (Fahn 1979, Svoboda et al. 1998/1999). Estas
estruturas secretoras sdo de grande importidncia na farmacognosia, podendo servir como
carater diagnoéstico, confirmando ou ndo a autenticidade do material vegetal (Oliveira et al.
1998). Além desse aspecto, as estruturas secretoras constituem os sitios de producio e, ou
acimulo de principios ativos (Fahn 1979, Mauseth 1988, Evert 2006), os quais sao
largamente utilizados na industria farmacéutica, cosmética e de perfumaria.

Entretanto, o tipo de estrutura secretora e a sua freqiiéncia podem estar relacionados
com a quantidade e a qualidade de substancias produzidas em uma determinada espécie.
Assim, varios autores, mediante estudos com microscopia de luz, microscopia eletronica de
varredura e de transmissdo, aliados a testes histoquimicos, puderam associar a composi¢ao
quimica da secrecdo a diferentes estruturas secretoras em diversas familias de plantas (Platt &
Thomson 1992, Ferreira & Janick 1995, Fahn & Shimony 1996, Ascensdo et al. 1997,

Ascensao et al. 1999, Moraes 1999, Kolbi & Miiller 2004, Machado et al. 2006).
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Assim como outras plantas consideradas medicinais, P. umbellata apresenta estruturas
secretoras que produzem e acumulam principios ativos. Ha relatos de quatro tipos de
estruturas secretoras presentes nas folhas de P. umbellata: tricomas secretores, glandulas
peroladas, canais e idioblastos. Nesta espécie, os idioblastos estdo presentes em todo o corpo
vegetativo (Moraes et al. 1985, Moraes et al. 1986/1987). Entretanto, trabalhos detalhados
relacionados a histoquimica dessas estruturas nao foram encontrados na literatura.

De acordo com a literatura, ndo ha consenso sobre a anatomia da folha de P. umbellata
(Moraes et al. 1986/1987, Moraes 1999), pois algumas contradi¢des sdo encontradas,
principalmente no que diz respeito a localizagdo e distribuicdo dos tricomas tectores e
ocorréncia de glandulas peroladas. Além disso, a descri¢do dos idioblastos presentes na folha
dessa espécie necessita ser melhor detalhada, como afirma Moraes (1999) ao comparar a
anatomia foliar de Pothomorphe peltata e P. umbellata.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivos estudar a anatomia ¢ a
micromorfologia foliar de P. umbellata e caracterizar histoquimicamente as estruturas

secretoras presentes.

Material e Métodos

Material vegetal

Mudas de 30 a 60cm de altura de Pothomorphe umbellata (L.) Miq. foram coletadas
de uma area de cultivo de plantas medicinais localizada no bairro Violeira em Vigosa, Minas
Gerais e transplantadas para vasos plasticos contendo terra e areia numa proporc¢ao de 3:1. As
mudas foram mantidas sob sombrite com 35% de cobertura na Unidade de Crescimento de
Plantas (UCP) do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), em Vigosa, Minas Gerais. O material testemunho foi herborizado e depositado no

Herbario da Universidade Federal de Vicosa, com a referéncia VIC 30.218.
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Microscopia de luz

Para a caracterizacdo anatomica da folha completamente expandida, amostras da
regido mediana do limbo e das regides basal, mediana e apical do peciolo correspondentes a
folha do terceiro né foram fixadas em FAAsy) por 48 horas e estocadas em etanol 70%
(Johansen 1940), para posterior inclusdo em metacrilato (Historesin — Leica), de acordo com
as recomendagdes do fabricante. O material emblocado foi cortado transversal e
longitudinalmente em micrétomo rotativo com Sum de espessura, e corado com azul de
toluidina (O’Brien et al. 1964) para metacromasia ¢ montado sob laminula com resina
sintética (Permount). Para se verificar a presenca de tricomas e glandulas caducas, folhas
jovens e primordios foliares também foram processados pela mesma metodologia.

Para o estudo das células epidérmicas e determinagdo da densidade de idioblastos
presentes no limbo, folhas expandidas foram diafanizadas, coradas com violeta cristal 1%,
desidratadas em série alcoolica/xildlica crescente € montadas em resina sintética (Permount).
A densidade dos idioblastos foi determinada em cadmara clara, utilizando-se objetiva 10. Para
cada repeti¢io (n = 3), foi considerada a média de 10 campos de lmm?” cada.

Para os testes histoquimicos, amostras frescas da regido mediana do limbo foliar e do
peciolo foram seccionadas em micrétomo de mesa. As se¢des transversais foram submetidas a
diferentes corantes e reagentes: sudan III (Johansen 1940), sudan vermelho escarlate
(Brundrett et al. 1991) e sudan black B (Pearse 1980) para lipidios totais, sulfato azul do Nilo
(Cain 1947) para lipidios 4cidos e neutros, tetroxido de 6smio (Ganter & Jollés 1969/1970)
para lipidios insaturados, reagente de Nadi (David & Carde 1964) para oleos essenciais e
oleorresinas, tricloreto de antiménio (Hardman & Sofowora 1972, Mace et al. 1974) para
esteroides, acido sulftrico (Geissman & Griffin 1971) e reagdo modificada de Abraham
(Caniato et al. 1989) para lactonas sesquiterpénicas, 2,4-dinitrofenilhidrazina (Ganter & Jollés
1969/1970) para terpendides com grupo carbonilo, cloreto de ferro III (Johansen 1940) e

dicromato de potassio (Gabe 1968) para compostos fenolicos gerais, vanilina cloridrica (Mace
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& Howell 1974) para taninos, floroglucina (Jensen 1962) para ligninas, reagente de Wagner
(Furr & Mahlberg 1981) e reagente de Dittmar (Furr & Mahlberg 1981) para alcaloides, 4cido
periddico/ reagente de Schiff (Maia 1979) para polissacarideos neutros, reagente de Lugol
(Johansen 1940) para amido, vermelho de Ruténio (Johansen 1940) para substancias pécticas,
azul de Alciano (Pearse 1980) para mucopolissacarideos acidos, xylidine ponceau (Vidal
1977) para proteinas totais. Cortes de material incluido em metacrilato também foram
utilizados nos testes histoquimicos nos canais.

O estudo de microscopia de luz e a obtengdo 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 Laboratério de
Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da UFV.

Para o estudo em microscopia de fluorescéncia, o material foi tratado com cloreto de
aluminio e acetato neutro de chumbo (Charriére-Ladreix 1976) para identificacdo de
flavondides. A andlise foi realizada com um microscopio de epifluorescéncia (modelo BX60,
Olympus Optical) equipado com filtro UV (WU: 330-385nm), espelho dicrdico (400nm) e
filtro de barreira (420nm), do Laboratorio de Citogenética do Departamento de Biologia Geral
da UFV. A autofluorescéncia foi conduzida utilizando-se o mesmo equipamento.

Para a documentagdo das glandulas peroladas, a superficie de folhas em diferentes
fases de desenvolvimento foi observada em microscopio estereoscopio (modelo Stemi 2000 —
C, Zeiss) do Laboratério de Anatomia Vegetal da UFV. As imagens correspondentes foram

obtidas utilizando-se uma camera fotografica digital (modelo D-535, Olympus Optical).
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Microscopia eletrdnica de varredura

Para a caracterizagdo micromorfologica da folha de P. umbellata, amostras de 0,25cm’
da regido mediana das folhas foram fixadas em FAAs, por 48 horas e estocadas em etanol
70% (Johansen 1940). As amostras foram desidratadas em série etanolica crescente e levadas
a secagem em ponto critico de CO,, utilizando-se equipamento apropriado (modelo CPD 020,
Bal-Tec). Apds a montagem das amostras nos suportes metalicos com fita dupla-face,
realizou-se a deposi¢do metalica com ouro em metalizador (modelo FDU 010, Bal-Tec). A
analise e a captura de imagens foram realizadas com microscopio eletronico de varredura
(modelo LEO 1430 VP, Zeiss), do Nucleo de Microscopia ¢ Microanalise (NMM) da UFV.

Para a avaliagdo da presenca de tricomas e glandulas caducas, folhas em diferentes
fases de desenvolvimento foram fixadas e processadas para microscopia eletronica de

varredura conforme a metodologia ja descrita.

Resultados

Caracterizacdo anatémica da folha

A folha de P. umbellata, em sua face adaxial, ¢ composta por células de paredes retas,
enquanto que em sua face abaxial essas células apresentam paredes anticlinais sinuosas
(figura 1A, C). As células dessa regido ndo apresentam nenhum tipo de espessamento, seja de
parede ou cuticula. Os estomatos estdo localizados no mesmo nivel das demais células
epidérmicas e observados somente na face abaxial (figura 1C, D, 2A). As células subsidiarias
variam em numero, de trés a cinco células por estdmato, sendo que o padrao mais comum ¢é o
tetracitico (figura 1C).

Especialmente nas regides proximas as nervuras, observam-se tricomas tectores
unisseriados pluricelulares, os quais apresentam cuticula estriada (figura 1E, F). Apesar de
ocorrerem em maior niimero em dire¢do as nervuras, esses tricomas apresentam um padrao

similar de distribuig¢do em ambas as faces da folha de P. umbellata. Tricomas secretores,
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caracterizados por apresentar uma célula basal inserida na epiderme, um pedicelo curto
unicelular e uma célula apical saculiforme paralela a epiderme, também estdo presentes em
ambas as faces da folha (figura 1G, H). Glandulas peroladas foram observadas principalmente
sobre a superficie abaxial da folha. Essas glandulas apresentam um tamanho consideravel,
sendo facilmente observadas sob vista desarmada (figura 11).

O mesofilo ¢ dorsiventral, constituido por uma unica camada de células do
parénquima pali¢adico e trés a quatro camadas de células do parénquima lacunoso (figura 2A,
C). Ha a presenca de uma camada de células aclorofiladas voltada para a face abaxial da
folha, em todo o limbo (figura 2A), e também voltada para a face adaxial nas regides
préoximas a nervura mediana (figura 2E). Estudos ontogénicos demonstram que essa camada
se origina de células do meristema fundamental (dados nao publicados), e portanto pode ser
classificada como hipoderme. Cristais aciculares de oxalato de célcio sdo observados ao longo
de todo o limbo foliar, principalmente no interior da hipoderme (figura 2A, B).

Os idioblastos ocorrem tanto na face adaxial como abaxial, entre as células
epidérmicas da regido intervenal e, nas preparagdes coradas com azul de toluidina,
apresentam conteudo corado de verde (figura 2A, C). Os idioblastos alojam-se em uma leve
depressdo ou em mesmo nivel das células vizinhas, e sdo circundados por células epidérmicas
alongadas, dispostas radialmente em forma de roseta (figura 1B, D). Os idioblastos sdo
volumosos, tém formato esférico a ovalado e preenchem uma d&rea consideravel do
parénquima clorofiliano (figura 2A, C, D). A distribuicdo dos idioblastos no limbo foliar
expandido ¢ uniforme ¢ com densidade média de 49 idioblastos.mm™.

Na regido das nervuras de primeira ordem, a epiderme apresenta as mesmas
caracteristicas descritas na regido intervenal, entretanto, suas células apresentam-se menores.
Nessa regido, também sdo observados tricomas saculiformes e uma grande quantidade de
tricomas tectores (figura 1E). Na regido subepidérmica, observa-se colénquima do tipo

angular nas duas faces da folha (figura 2E, F). O feixe vascular ¢ caracterizado como colateral
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aberto (figura 2G). Nessa regido sdo observados elementos do protoxilema colapsados, que
acumulam secrecdo (figura 2H). Idioblastos semelhantes aqueles observados na regido
intervenal também sdo observados entre as células epidérmicas e no parénquima das nervuras
(figura 2E, F).

Independente da regido do peciolo considerada (base, meio ou &pice), os tricomas
tectores e secretores assemelham-se aos descritos para o limbo foliar e as células epidérmicas
do peciolo s3o semelhantes as células epidérmicas da nervura mediana (figura 3B), onde
poucos estomatos podem ser observados. O parénquima cortical constitui-se de células
isodiamétricas, cujo tamanho aumenta na direcdo do parénquima medular. Na regido cortical
do peciolo, observam-se calotas de colénquima angular, as quais se situam em posi¢ao oposta
aos feixes vasculares colaterais (figura 3A, B). Os feixes vasculares estdo dispostos em dois
circulos, um interno composto de 13 feixes e um externo composto de 10 feixes vasculares
aproximadamente. Elementos de protoxilema colapsados repletos de secre¢do sdo observados
nos feixes vasculares (figura 3D, E). Um grande canal secretor ocorre na regido medular do
peciolo (figura 3A, F). Idioblastos podem ser observados ao longo de todo o parénquima de
preenchimento (figura 3C). Cristais aciculares também estao distribuidos pelo parénquima de

preenchimento da nervura mediana e do peciolo.

Caracterizacdo histoquimica

As estruturas secretoras presentes na folha de P. umbellata, seja na regido intervenal,
na nervura de primeira ordem ou no peciolo, apresentam reagdes semelhantes aos testes
histoquimicos realizados. As sec¢des transversais de folhas frescas, ndo submetidas a nenhum
tipo de corante ou reagente, apresentam idioblastos preenchidos com secregdo translicida de
aspecto oleoso, a qual, com o passar do tempo, torna-se amarela-ouro a alaranjada (figura 4A,
B). Ja os tricomas saculiformes apresentam uma pequena quantidade de secrecdo translucida

no material in vivo (figura 4K).
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O conteudo dos idioblastos de P. umbellata ¢ rico em lipidios (tabela 1), corados de
alaranjado, vermelho e negro pelo sudan III, sudan vermelho escarlate e sudan black B,
respectivamente (figura 4C). Na secre¢do destas estruturas predominam os lipidios neutros,
corados de vermelho pelo azul do Nilo, e lipidios insaturados, corados de negro pelo tetroxido
de 6smio (figura 4D, E). Parte do material lipidico caracteriza-se como acidos resinicos,
indicado pela coloragdo avermelhada produzida pelo reagente de Nadi (figura 4F). A secre¢ao
de alguns idioblastos apresenta coloragdo arroxeada quando submetidos ao reagente de Nadi,
indicando mistura de resinas e 6leos essenciais, embora idioblastos com predominio de acidos
resinicos sejam mais abundantes.

Compostos fendlicos estdo presentes na secrecao dos idioblastos (tabela 1), adquirindo
coloragdo negra com a aplicacdio do cloreto férrico (figura 4G). Ao microscopio de
fluorescéncia, a secrecdo dos idioblastos apresenta autofluorescéncia azulada, confirmando a
presenga de compostos fenolicos (figura 4H). Considerando esta classe de compostos, a
presenga de flavondides ¢ identificada na secrecdo pelo uso dos fluorocromos cloreto de
aluminio e acetato neutro de chumbo, com emissdo de fluorescéncia secundaria verde intenso
(figura 41). Alcaldides também sdo detectados na secrecdo (tabela 1), como indica a coloragao
castanho avermelhada dos idioblastos com o uso dos reagentes de Wagner e de Dittmar
(figura 4J).

A secrecdo dos tricomas saculiformes, apesar de ndo ter reagido positivamente aos
testes para compostos fenodlicos em luz visivel (tabela 1), quando observada em luz
ultravioleta, apresenta autofluorescéncia azulada, tipica da presenca de fendlicos (figura 4L).
Além disso, a utilizagdo de cloreto de aluminio e acetato neutro de chumbo induz o
aparecimento de fluorescéncia secundaria esverdeada da secrecdo (figura 4M), tipica da
presenca de flavonoides.

A presenga de mucilagem foi confirmada no interior de elementos de protoxilema

colapsados e no canal do peciolo, os quais apresentam reagao positiva, quando submetidos aos
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testes histoquimicos do PAS e do vermelho de ruténio (tabela 1). Adicionalmente, os
elementos de protoxilema adquirem coloragdo rosada quando submetidos ao azul de toluidina
(figura 2H, 3D, E), o que confirma o resultado dos testes histoquimicos.

Infelizmente, ndo foi possivel relatar a histoquimica das glandulas peroladas, uma vez
que essas estruturas sdo escassas na folha de P. umbellata, além de ndo manterem sua

integridade fisica quando cortadas em micrétomo de mesa.

Tabela 1: Caracterizac@o histoquimica dos idioblastos, tricomas e canais secretores presentes

na folha de P. umbellata.

Tricoma Canal

Grupo de compostos Reagente/ corante Idioblasto ;
saculiforme  secretor

Sudan (I1I e vermelho escarlate) + - -
Sudan black B
Sulfato de azul do Nilo
Tetroxido de 6smio

Lipidios

++ + +
1

Reagente de Nadi

Tricloreto de antimonio - - -

Terpendides Acido sulfrico - - -
Reagdo modificada de Abraham - - -
2,4-dinitrofenilhidrazina

Cloreto de ferro 111
Dicromato de potassio
Cloreto de aluminio
Acetato neutro de chumbo
Vanilina cloridrica - - -

Floroglucina - - -

+ 4+ + +
+ 4+
1

Compostos fendlicos

Reagente de Wagner

Alcaléid :
caoiaes Reagente de Dittmar - -

+ +
1
1

Acido periédico/ reagente de
Schiff (PAS)
Carboidratos Reagente de Lugol - - -
Vermelho de Ruténio - - +
Azul de Alciano - - -

Proteinas Xylidine ponceau (XP) - - -

+, presenca; -, auséncia.
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Figura 1: Fotomicrografias (A, C, H, 1) e eletromicrografias de varredura (B, D-G) de segoes
paradérmicas (A-G, I) ¢ transversal (H) do limbo foliar de P. umbellata. A, B, epiderme
adaxial. C, D, epiderme abaxial. E, F, tricomas tectores sobre nervura na face abaxial. G, H,
tricomas secretores na epiderme abaxial (G) e adaxial (H). I, glandula perolada sobre a
epiderme abaxial. Es, estomato; Gp, glandula perolada; Id, idioblasto; N, nervura; Ts, tricoma
secretor; Tt, tricoma tector. Barra: A, C, 50um; B, 20um; D, 30um; E, 40um; F, G, H, 10um;
I, 500um.
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de varredura (B-D) de segoes
transversais (A, C, E-H) e paradérmicas (B, D) do limbo foliar de P. umbellata. A, C, aspecto
geral da regido intervenal. B, detalhe de células da hipoderme. D, interior da regido intervenal,
préxima aos idioblastos voltados para a face abaxial. E, aspecto geral de uma nervura de
primeira ordem. F, detalhe da figura anterior. G, feixe vascular de uma nervura de primeira
ordem. H, elementos de protoxilema colapsados com secrecdo. Ca, cristais aciculares; Co,
colénquima; Eab, epiderme abaxial; Ead, epiderme adaxial; Es, estdmato; F, floema; Fv, feixe
vascular; H, hipoderme; Id, idioblasto; P, parénquima lacunoso; Pp, parénquima pali¢adico;
Px, elementos de protoxilema; Tt, tricoma tector; X, xilema. Barra: A, G, 50um; B, F, 100pum;
C, D, H, 30um; E, 250um; F, 100pum.
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Figura 3: Fotomicrografias de se¢des transversais (A-D, F) e longitudinal (E) da regido
apical do peciolo de P. umbellata. A, aspecto geral do peciolo. B, detalhe da regido cortical do
peciolo. C, detalhe do idioblasto com secre¢do. D, E, elementos de protoxilema colapsados
com secrecdo. F, canal de mucilagem presente na regido medular do peciolo. Cm, canal de
mucilagem; Co, colénquima; Fv, feixe vascular; Id, idioblasto; Px, elementos de protoxilema;
Tt, tricoma tector; X, xilema. Barra: A, 600um; B, D, E, 50um; C, 20um; F, 100um.
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Figura 4: Testes histoquimicos realizados em segdes transversais do limbo foliar de P.
umbellata. A, idioblasto com secrec¢do naturalmente translicida. B, idioblasto com secre¢ao
oxidada. C, idioblasto com lipidios corados de vermelho pelo sudan escarlate. D, idioblasto
com lipidios neutros corados de vermelho pelo azul do Nilo. E, idioblasto com lipidios
insaturados corados de negro pelo tetroxido de 6smio. F, idioblasto com resinas coradas de
vermelho pelo reagente de Nadi. G, idioblasto com fenoélicos corados de negro pelo cloreto
férrico. H, idioblasto com autofluorescéncia azulada sob luz UV. I, idioblasto com
flavonodides exibindo fluorescéncia verde com cloreto de aluminio sob luz UV. J, idioblasto
com alcaldides corados de castanho avermelhado pelo reagente de Wagner. K, tricoma
secretor ndo submetido a reagentes. L, tricoma secretor com autofluorescéncia azulada sob
luz UV. M, tricoma secretor com flavonoides exibindo fluorescéncia verde com acetato
neutro de chumbo sob luz UV. Barra: 20um.
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Discussao

Caracterizacdo anatémica da folha

Os resultados deste trabalho relatam a maior concentragdao de tricomas tectores sobre
as nervuras de P. umbellata, o que corrobora o trabalho de Moraes et al. (1986/1987).
Entretanto, ao comparar os dados de Pothomorphe peltata com P. umbellata, Moraes (1999)
enfatiza a distribui¢do uniforme destes tricomas tectores no limbo foliar de P. umbellata,
independente da regido analisada. Tricomas tectores concentrados sobre as nervuras sao
comuns em varias piperaceas, como Pothomorphe peltata (Moraes 1999) Piper aduncum
(Vianna & Akisue 1997), Piper regnellii var. pallescens (Pessini et al. 2003), Piper
diospyrifolium (Souza et al. 2004) e Piper gaudichaudianum (Albiero et al. 2005b).

A localizagdo dos estOmatos na face abaxial do limbo de P. umbellata é uma
caracteristica que diferencia esta espécie de P. peltata, que ¢ anfiestomatica (Moraes 1999).
Também foi relatado em varias espécies do género Piper e Peperomia a presenca de folhas
dorsiventrais e hipoestomaticas, sendo estas caracteristicas comuns em espécies de Piperaceae
(Johnson 1914, Murty 1960, Dasgupta & Datta 1980, Vianna & Akisue 1997, Pessini et al.
2003, Takemori et al. 2003, Souza et al. 2004, Albiero et al. 2005a, Albiero et al. 2005b,
Albiero et al. 2006). Entretanto, na literatura, ha registros de folhas anfiestomaticas para
algumas espécies da familia (Metcalfe & Chalk 1950, Murty 1960, Moraes 1999). A
determina¢do da presenca e do arranjo das células subsididrias ndo concorda com as
descri¢des de Solereder (1908) e Metcalfe & Chalk (1950) para a familia Piperaceae, pois os
autores referem-se a esses estomatos como sendo anisociticos e, no presente trabalho foi
constatado que os estdmatos de P. umbellata sdo predominantemente tetraciticos.

De acordo com Moraes et al. (1986/1987), existem trés tipos de tricomas secretores
nas folhas de P. umbellata, caracterizados por: a) uma célula secretora globosa e pedicelo

unisseriado tricelular; b) uma unica célula secretora séssil; e c¢) tricoma fusiforme, sem
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especificagdo de sua morfologia. De acordo com a proposta para a classificagdo dos tricomas
de Solereder (1908) e Metcalfe & Chalk (1950), somente o tricoma do tipo saculiforme foi
observado em toda a regidao do limbo foliar de P. umbellata. P. peltata também apresenta
apenas tricomas saculiformes, os quais foram denominados por Moraes (1999) como tricomas
em forma de biruta. Entretanto, esses tricomas sdo raros nas folhas expandidas de P.
umbellata.

Uma possivel explicagdo para a diferenca entre os resultados ¢ o fato de Moraes et al.
(1986/1987) terem utilizado apenas cortes transversais em microscopia de luz para descrever
os tricomas secretores. Dessa forma, diferentes secdes de um mesmo tricoma poderiam ter
ocasionado uma interpretagdo equivocada. No presente trabalho, a analise da superficie foliar
ao MEV permitiu a visualizagdo tridimensional dos tricomas secretores de P. umbellata,
assegurando a presen¢a de somente um padrao morfoldgico de tricoma secretor nas folhas.

Além dos tricomas saculiformes, enormes glandulas peroladas foram observadas na
superficie da folha de P. umbellata, o que corrobora a observagdo do professor doutor Elder
Antonio Sousa e Paiva, da Universidade Federal de Minas Gerais (comunicagdo pessoal). As
glandulas peroladas sdo referidas por Solereder (1908) e Metcalfe & Chalk (1950) para a
familia Piperaceae como estruturas secretoras reluzentes, formadas de uma Unica e grande
célula com uma base estreita inserida na epiderme. Essas glandulas sdo comuns no género
Piper e geralmente ocorrem temporariamente, em especial, nas folhas jovens ainda enroladas
pela estipula, quando presente (Moraes 1999, Silva & Machado 1999). Entretanto, em P.
umbellata as glandulas peroladas foram visualizadas principalmente no limbo foliar
expandido.

Virios trabalhos classicos de anatomia vegetal relatam que a presenga de hipoderme
nas folhas das piperaceas ¢ comum (Solereder 1908, Metcalfe & Chalk 1950, Murty 1960).
Entretanto, trabalhos recentes vém confirmando que varias espécies dessa familia, como as

espécies do género Peperomia apresentam uma epiderme multisseriada, € ndo uma hipoderme
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(Kaul 1977, Mauseth 1988, Gibeaut & Thomson 1989, Fahn 1990, Takemori et al. 2003,
Evert 2006). Dessa forma, nos trabalhos mais atuais de anatomia relacionados ao género
Piper, ha a descricdo de uma camada aclorofilada abaixo da epiderme e ndo de uma
hipoderme, pois alguns desses estudos ndo apresentam uma investigagdo ontogénica de suas
folhas (Pessini et al. 2003, Souza 2004, Albiero et al. 2005a, Albiero et al. 2005b, Albiero
2006).

De acordo com estudos ontogénicos (dados nao publicados), a regido intervenal de P.
umbellata apresenta hipoderme em ambas as faces da folha. Enquanto a hipoderme abaxial é
continua por todo o limbo, a adaxial restringe-se as regides proximas as nervuras de maior
calibre. Esta caracteristica também pode ser utilizada na diferenciacdo das espécies de
Pothomorphe brasileiras, uma vez que P. peltata ndo apresenta epiderme multipla e nem
hipoderme (Moraes 1999).

Os idioblastos encontrados na folha de P. umbellata ja foram relatados em todo o
corpo vegetativo desta espécie e também de P. peltata (Moraes et al. 1986/1987, Moraes
1999), e a presenca dessas estruturas ¢ utilizada na distin¢do da familia Piperaceae (Cronquist
1981, Judd et al. 2002). Em P. peltata, os idioblastos projetam-se a partir da superficie
adaxial da folha e sdo circundados por células epidérmicas alongadas, dispostas radialmente
em forma de roseta (Moraes 1999). P. umbellata também apresenta o mesmo padrido de
células epidérmicas alongadas em forma de roseta, entretanto, os idioblastos ndo se projetam a
partir da superficie da folha, mas estdo alojados em uma depressdo ou ao mesmo nivel das
células epidérmicas.

Como descrito em Piper betle (Dasgupta & Datta 1980) ¢ Pothomorphe peltata
(Moraes 1999), no peciolo de P. umbellata ha, também, a ocorréncia de um grande canal na
regido medular. De acordo com Solereder (1908), a presenga de canais de mucilagem de
origem lisigena no género Piper ¢ restrita ao eixo da planta e variam em nimero na regido da

medula. Em P. umbellata, o canal presente na medula do peciolo possivelmente apresenta
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origem lisigena, como sugerido por Solereder (1908). No entanto, estudos ontogénicos devem
ser realizados para confirmar a origem desse canal.

Caracteristicas do peciolo de P. umbellata, como a presenca de tricomas tectores e
calotas de colénquima angular, opostas aos feixes vasculares colaterais, também foram
observadas em outras espécies de Piperaceae (Dasgupta & Datta 1980, Vianna & Akisue
1997, Moraes 1999, Pessini et al. 2003, Albiero et al. 2005a, Albiero et al. 2005b, Albiero et
al. 2000).

A ocorréncia de cristais aciculares nos tecidos foliares de P. umbellata corrobora as
descri¢des de Solereder (1908) e Metcalfe & Chalk (1950) para a familia Piperaceae.
Entretanto, outros tipos de cristais, como cristais prismaticos ¢ em forma de areia também
podem ocorrer em piperaceas, tais como Piper aduncum, P. diospyrifolium, P. crassinervium
e Peperomia dahlstedtii (Vianna & Akisue 1997, Souza et al. 2004, Albiero et al. 2005a). A
presenga de cristais ¢ uma caracteristica importante na morfodiagnose de drogas vegetais,
uma vez que a forma dos cristais, sua freqiiéncia e localizacdo servem para identificar as
diferentes espécies de plantas (Franceschi & Horner Jr. 1980, Prychid & Ruddal 1999,
Franceschi & Nakata 2005), at¢ mesmo no caso de espécies medicinais que, na maioria das
vezes, ja sdo comercializadas pulverizadas (Oliveira et al. 1998, Simdes et al. 2003).

A folha de P. umbellata ¢ mecanicamente muito delicada, com tecido de sustentacdo
restrito a calotas de colénquima, sem fibras ou esclereides que confiram resisténcia mecanica.
As células ordinérias da epiderme t€m paredes e cuticula delgadas, que ndo impedem a perda
excessiva de dgua em condi¢des adversas. Assim, a manuten¢do da turgidez celular e da
forma da folha depende diretamente do suprimento de 4gua do substrato. As plantas adaptadas
a ambientes sem restrigdes de dgua normalmente apresentam caracteristicas semelhantes as
citadas (Metcalfe & Chalk 1989, Fahn 1990). Como P. umbellata ¢ tipica de ambientes
umidos e sombreados (Moraes 1986), pode-se concluir que sua anatomia foliar estd

diretamente relacionada com seu ambiente natural.
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Caracterizacao histoquimica

A secrecdo translucida presente nos idioblastos de folhas frescas e recém-seccionadas,
torna-se amarelada e até mesmo alaranjada alguns minutos apos o seccionamento. Isto ocorre,
provavelmente, devido a oxidagdo da secrecdo, e essa coloragdo deve ser considerada na
avaliac¢ao dos resultados dos testes histoquimicos.

Os testes histoquimicos aplicados nas folhas de P. umbellata demonstram que a
natureza da secrecdo dos idioblastos é mista e complexa, formada por compostos hidrofobicos
(lipidios neutros, lipidios insaturados e oleorresinas) e hidrofilicos (fendlicos e alcaldides). A
diversidade de compostos que forma a secre¢do ¢ relatada em diversas estruturas secretoras
(Platt & Thomson 1992, Ascenséo et al. 1997, Ascensao et al. 1999, Silva e Machado 1999,
Ciccarelli 2001, Machado et al. 2006).

A presenca de idioblastos oleiferos ¢ frequentemente citada na literatura para as
Piperaceae (Solereder 1908, Metcalfe & Chalk 1950, Cronquist 1981, Judd et al. 2002).
Entretanto, estudos detalhados sobre a histoquimica da secrecdo destes idioblastos em
Piperaceae inexistem na literatura. Quando presentes, esses trabalhos de histoquimica relatam
as classes de compostos para as partes da planta, como limbo, peciolo, caule e raiz, nao
detalhando a descricdo dos compostos presentes nas diferentes estruturas secretoras
observadas (Dasgupta & Datta 1980, Pessini et al. 2003, Braga et al. 2007).

Além de possuirem idioblastos oleiferos, as piperaceas também caracterizam-se por
apresentar trés outros tipos de estruturas secretoras: canais ou células mucilaginosas e
tricomas (Johnson 1914, Murty 1960, Dasgupta & Datta 1980, Moraes et al. 1986/1987,
Vianna & Akisue 1997, Moraes 1999, Silva e Machado 1999, Souza et al. 2004, Albiero et al.
2005, Albiero et al. 2006). O uso de testes histoquimicos na especificagdo da composi¢ao da

secrecdo produzida pelas diferentes estruturas secretoras ¢ importante, uma vez que podem
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ocorrer variagdes na classe de compostos produzidos (Ascensao et al. 1999, Silva & Machado
1999, Ciccarelli 2001, Sant’ Anna-Santos et al. 2006, Jacomassi et al. 2007).

Apesar do reagente de Nadi ter evidenciado predominio de resinas na secrecdo dos
idioblastos de P. umbellata, também foi observada a presenga de Oleos essenciais nessas
estruturas, o que corrobora os trabalhos de Martins et al. (1998) e Luz et al. (1999), os quais
analisaram a quantidade e a composi¢ao do o6leo essencial desta espécie. A mistura de acidos
resinicos e 6leos essenciais em uma determinada estrutura secretora ¢ classificada por Tyler et
al. (1988) como oleorresina. As resinas internas podem apresentar diferentes fun¢des em
diferentes plantas, no entanto essas fungdes, na maioria das vezes, sdo somente especulativas.
Podem atuar na defesa contra patégenos, protegendo fisicamente as injurias da invasdo de
microrganismos e insetos parasitas (McNair 1930, Dell & McComb 1978). Ja os Oleos
essenciais sao bastante reconhecidos na literatura por sua atividade antimicrobiana (Alma et
al. 2003, Govinden-Soulange et al. 2004, Baser et al. 2006, Lee et al. 2007, Cheng et al.
2007). Portanto, as atividades antifungicas e antibacterianas de P. umbellata podem, pelo
menos em parte, estar relacionadas com a presenca de 6leos essenciais em suas folhas.

Além de o6leos essenciais, as resinas podem conter outras substancias, como por
exemplo flavonodides e substancias graxas, em diferentes proporc¢des (Dell & McComb 1978).
Os testes histoquimicos realizados indicaram a presenga de flavondides em meio aos acidos
resinicos nos idioblastos de P. umbellata. Esses compostos exibem fungdes essenciais para as
plantas, como prote¢do contra a radiacdo ultravioleta, além de apresentarem propriedades
antimicrobianas e anti-herbivoras (Harbone 1993, Pourcel et al. 2006). Dessa forma, as
propriedades fotoprotetoras, antibacterianas e antifingicas ja comprovadas nessa espécie
(Adami et al. 1998, Amorim et al. 1988, Ferreira-da-Cruz et al. 2000, Ropke et al. 2003,
Atindehou et al. 2004, Ropke et al. 2005, Ropke et al. 2006, Braga et al. 2007), podem

também estar relacionadas com a presenga de flavonodides.
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Alcaldides ja relatados para a espécie (Simoes et al. 2003, Braga et al. 2007), também
foram detectados na secrecdo dos idioblastos. Na literatura, muitos alcaldides sdo descritos
como téxicos e, geralmente, atuam na defesa contra parasitas e herbivoros, além de
apresentarem efeitos alelopaticos (Robinson 1974, Levitt et al. 1984, Harbone 1993, Adler
2000). Esses compostos, quando em quantidades suficientes, sdo também toxicos aos
humanos, entretanto, em pequenas doses, muitos sdo farmacologicamente uteis (Tyler et al.
1988, Simdes et al. 2003).

Braga et al. (2007), ao estudarem as atividades anti-leishmaniose ¢ antifingicas de
algumas plantas medicinais brasileiras, concluiram que a presenca de flavonodides e alcaloides
nas folhas de P. umbellata esta fortemente relacionada a sua atividade contra a Leishmania
amazonensis e, principalmente, a sua propriedade antifungica.

Alguns estudos fitoquimicos realizados nas folhas de P. umbellata também
registraram a presenga de sitosterol (esterdide) em seu extrato cru (Kijjoa et al. 1980, Mors et
al. 2000, Braga et al. 2007). Mors et al. (2000) pressupdem que as propriedades antiofidicas
dessa espécie se devem a presenca de sitosterol nesta espécie. No entanto, os testes
histoquimicos realizados ndo detectaram a presenga de esterdides em qualquer parte da folha.
Esse fato pode estar relacionado a pequena quantidade desse composto presente no secretado,
que pode ser ndo detectavel pelo teste utilizado.

As propriedades antiofidicas de P. umbellata também podem estar relacionadas a
presencga de flavondides nessa planta, uma vez que essa molécula apresenta versatilidade para
se ligar a polimeros bioldgicos (Mors et al. 2000, Pourcel et al. 2006). De fato, os flavonoides
tém a capacidade de inibir fosfolipases A,, um importante componente presente no veneno de
cobras (Mors et al. 2000).

Assim como os idioblastos, os tricomas saculiformes de P. umbellata apresentaram
reacdo positiva para flavonoides em luz ultravioleta (UV). Embora os testes para a deteccao

de fenois em luz visivel tenham resultados negativos nesses tricomas, ndo se pode concluir
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que esses compostos ndo facam parte do secretado. Devido a instabilidade dos flavondides
(Pourcel 2006), essa molécula é, na maioria das vezes, ndo detectavel, exceto em microscopia
de fluorescéncia. Um exemplo deste mesmo tipo de situagdo pode ser verificado no trabalho
de Sant’Anna-Santos et al. (2006), os quais realizaram a analise histoquimica dos ductos
secretores do caule de Spondias dulcis. A secre¢ao dos idioblastos apresentou reagdo positiva
ao teste para fenois, quando analisados sob luz visivel e luz UV, o que pode estar relacionado
a grande quantidade desse composto nessas estruturas.

Algumas plantas apresentam estruturas e tecidos internos que secretam mucilagem,
tais como canais, cavidades, idioblastos e parénquimas. Existem muitas fun¢des atribuidas
para a mucilagem presente no interior das plantas, no entanto, a maioria ¢ especulativa. Foi
relatado que algumas plantas suculentas apresentam parénquima secretor de mucilagem como
uma estratégia de resisténcia a seca (Fahn 1979, Castro & Machado 2003). Experimentos
realizados com coniferas comprovaram a atividade da mucilagem na manutenc¢do do potencial
hidrico dessas espécies ao longo das estagdes (Distelbarth & Kull 1985). Portanto, o canal de
mucilagem presente em P. umbellata pode estar relacionado ao acimulo de agua, a qual
parece ser fundamental para a manuten¢do da estrutura foliar nessa espécie. Essa teoria ¢
suportada pelo fato dessa planta apresentar uma folha consideravelmente grande, mesmo com

a falta de tecidos mecanicos na mesma.

Conclusodes

A anatomia foliar de P. umbellata indica que a folha ¢ mecanicamente muito fragil, e a
defesa da planta ¢ prioritariamente quimica, haja vista a grande quantidade de estruturas
secretoras e metabolitos secretados, como oleorresinas, fendlicos e alcaldides. A grande
variedade de metabdlitos identificados nas estruturas secretoras pode estar relacionada as

diversas atividades terapéuticas atribuidas a espécie.
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CAPITULO 2

Ontogenia dos idioblastos secretores presentes no limbo foliar de Pothomorphe umbellata

(L.) Mig. (Piperaceae)

RESUMO - Este trabalho teve como objetivo caracterizar a ontogenia dos idioblastos
presentes no limbo foliar de P. umbellata, uma planta utilizada popular e cientificamente
pelas suas propriedades medicinais. Para a anélise da ontogenia dos idioblastos, primérdios
foliares e porgdes da regido mediana do limbo foliar em diferentes fases de desenvolvimento,
foram fixados em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,05M. As amostras foram
desidratadas em série etilica e incluidas em metacrilato. O material, cortado transversal e
longitudinalmente em micr6tomo rotativo com Sum de espessura, foi corado com azul de
toluidina ¢ montado sob laminula com resina sintética. Para a identificacdo de lipidios e
mucilagens nos idioblastos em diferentes fases de desenvolvimento, parte do material cortado
foi submetido ao sudan escarlate ¢ vermelho de Ruténio. Para a caracterizacao dos idioblastos,
folhas completamente expandidas foram diafanizadas e amostras de folhas em diferentes
estddios de desenvolvimento foram fixadas em FAAs) e processadas para microscopia
eletronica de varredura. Os idioblastos presentes na regido das nervuras de maior calibre
desenvolvem-se a partir do meristema fundamental e da protoderme, mais precocemente que
na regido intervenal, onde o desenvolvimento dos idioblastos ocorre apenas a partir de iniciais
da protoderme. Em ambas as regides as iniciais dos idioblastos sdo distinguiveis pelo aumento
de tamanho, pela presenca de pequenos vacuolos e nicleo e nucléolo conspicuos. A secre¢ao
do idioblasto ¢ observada na folha desde sua origem até sua senescéncia, 0 que sugere para

essa estrutura um papel de defesa quimica ao longo de toda a vida foliar.
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ABSTRACT - Ontogeny of the secretory idioblasts present in the leaf limb of
Pothomorphe umbellata (L.) Miq. (Piperaceae). This work had as goals the characterization
of the ontogeny of the idioblasts present in the leaf limb of P. umbellata — a plant popularly
and scientifically used due to its medicinal properties. With regard to the analysis of ontogeny
of the idioblasts, leaf primordia and portions of the leaf limb under different developmental
stages were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.05 M phosphate buffer. The samples were
dehydrated in ethylic series and included in methacrylate. The material after transversally and
longitudinally sliced in rotary microtome (5 pm wide) was stained with Toluidine Blue and
mounted under coverslip with synthetic resin. Concerning the identification of lipids and
mucilages in idioblasts under different developmental stages, part of the sliced material was
submitted to Sudan Scarlet and Ruthenium Red. For the characterization of idioblasts,
completely expanded leaves were diaphanized and samples of the leaves under different
developmental stages were fixed in FAAsy) and processed for the scanning electron
microscopy. The idioblasts present in the region of the veins of greater caliber were developed
from the fundamental meristem and from the protoderm, more precociously from the
interveinal region, where the development of the idioblast occurs only from initials of the
protoderm. In both regions, the idioblasts initials are noticeable due to the increase of size,
presence of little vacuoles and nucleus and nucleolus conspicuous. The secretion of the
idioblast is observed in the leaf since its origin until its senescence, what suggests that this

structure has a chemical defence role along the leaf’s life.
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Introducao

A familia Piperaceae ¢ caracterizada por apresentar idioblastos secretores de 6leos
essenciais e alcaldides (Solereder 1908, Metcalfe & Chalk 1950, Cronquist 1981, Judd et al.
2002). Os idioblastos sdo células que se distinguem das demais células do tecido, seja pela
forma, tamanho ou contetido. Podem conter grande variedade de substancias, tais como 6leos,
resinas, mucilagens, gomas, taninos e cristais (Mauseth 1988, Fahn 1990, Evert 2006).

Os idioblastos oleiferos diferem das células adjacentes pelo seu tamanho avantajado e
pela presenga de gotas de 6leo (Bakker & Gerritsen 1990, Evert 2006). O local inicial de
deposicdo do oleo ¢ definido através da formagdo de protuberancias na parede celular do
idioblasto. Essas protuberancias muitas vezes apresentam a forma de uma cupula e ocorrem
em pontos fixos da parede da célula. A parede de um idioblasto maduro, secretor de 6leo,
normalmente consiste de trés camadas: a) uma camada celuldsica externa (parede primaria);
b) uma camada intermediaria suberizada; e c) uma camada celuldsica interna (parede
terciaria), que geralmente da origem a cupula (Maron & Fahn 1979, Platt-Aloia et al. 1983,
Mariani et al. 1989, Bakker & Gerritsen 1990, Bakker et al. 1991, Platt & Thomson 1992).

Outras estruturas secretoras comuns nas piperaceas, principalmente nos géneros Piper
e Pothomorphe, sdo os tricomas secretores ¢ os canais de mucilagem (Dasgupta & Datta
1980, Mohandas & Shah 1982, Vianna & Akisue 1997, Moraes 1999, Silva & Machado 1999,
Pessini et al. 2003, Souza et al. 2004, Albiero et al. 2005a, Albiero et al. 2005b, Albiero et al.
2006). De acordo com Solereder (1908), os canais de mucilagem presentes na familia
originam-se a partir de processos lisigenos.

Pothomorphe umbellata ¢ um subarbusto ereto, perene e nativo de quase todo o Brasil,
tipico de locais imidos, sombreados e ricos de hiimus, e que ocorre desde a Amazonia até a
regido Sul do Brasil (Moraes et al. 1985, Moraes 1986, Lorenzi & Matos 2002). Nessa

espécie, os tricomas secretores ocorrem nas folhas e sdo caracterizados por apresentar uma
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célula basal inserida na epiderme, um pedicelo curto unicelular ¢ uma célula apical
saculiforme paralela a epiderme (Solereder 1908, Metcalfe & Chalk 1950). Idioblastos
secretores de oleorresina também ja foram relatados para todo o corpo vegetativo dessa
espécie, enquanto que os canais de mucilagem estdo presentes apenas no caule e no peciolo
(Moraes et al. 1985, Moraes et al. 1986/ 1987).

A presenca de estruturas secretoras em P. umbellata pode estar relacionada ao seu uso
popular e cientifico como fitoterapico (Fouqué 1980, Moraes 1986, Pereira et al. 1996, Mors
et al. 2000, Lorenzi & Matos 2002, Di Stasi et al. 2002), uma vez que os principios ativos
encontrados em plantas medicinais geralmente ocorrem em estruturas secretoras
especializadas (Fahn 1979, Svoboda et al. 1998/ 1999). No entanto, apesar de ja ter sido
relatada nesta espécie a presenca de tricomas, idioblastos e canais secretores, nenhum estudo
relacionado a sua ontogenia foi realizado.

A andlise da ontogenia de estruturas secretoras pode fornecer dados para esclarecer
seu processo de desenvolvimento e sintese da secre¢ao (Ascensdo & Pais 1987, Mariani et al.
1989, Silva & Machado 1999, Monteiro et al. 2001, Ciccarelli et al. 2001, Kalachanis &
Psaras 2005, Moura et al. 2005, Liang et al. 2006). Como os idioblastos sdo as estruturas
secretoras mais abundantes em P. umbellata, o objetivo desse trabalho foi realizar o estudo
anatomico dos idioblastos do limbo foliar, com a finalidade de esclarecer sua origem e

desenvolvimento.
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Material e Métodos

Mudas de 30 a 60 centimetros de altura de P. umbellata foram coletadas de uma area
de cultivo de plantas medicinais localizada no Sitio Violeira em Vigosa, Minas Gerais e
transplantadas para vasos plasticos contendo terra e areia numa propor¢do de 3:1. As mudas
foram cultivadas sob sombrite com 35% de cobertura, na Unidade de Crescimento de Plantas
(UCP) do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em
Vigosa, Minas Gerais. O material testemunho foi herborizado e depositado no Herbario da

Universidade Federal de Vigosa com a inscri¢ao VIC 30.218.

Microscopia de luz (ML)

A andlise da ontogenia dos idioblastos secretores foi realizada no Laboratorio de
Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da UFV. As amostras, primordios
foliares e porgdes da regido mediana do limbo foliar em diferentes fases de desenvolvimento,
foram fixadas em glutaraldeido 2,5%, em tampao fosfato 0,05M, por 24 horas, a temperatura
ambiente, e lavadas no mesmo tampao por trés vezes, 10 minutos cada. As amostras foram
desidratadas em série etilica crescente e incluidas em metacrilato (Historesin — Leica), de
acordo com as recomendagoes do fabricante. O material emblocado foi seccionado transversal
e longitudinalmente em micrétomo rotativo com Sum de espessura, corado com azul de
toluidina (O’Brien et al. 1964) para metacromasia ¢ montado sob laminula com resina
sintética (Permount).

Para a localizagdo de lipidios, pectinas e mucilagens nos idioblastos em diferentes
fases de desenvolvimento, parte do material cortado em micrétomo rotativo foi submetido ao
Sudan escarlate (Brundrett et al. 1991) e ao vermelho de Ruténio (Johansen 1940) ¢ montado

sob laminula com gelatina glicerinada.
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Para a caracterizacdo dos idioblastos completamente desenvolvidos, amostras de
folhas expandidas foram diafanizadas, coradas com violeta cristal 1%, desidratadas em série
alcoolica/ xilolica crescente e montadas em resina sintética. Para a caracterizacao da secregao,
quanto ao aspecto e coloracdo, folhas frescas foram cortadas em microtomo de mesa e
montadas diretamente em glicerina 50%.

A observacdo ¢ a obtencdo das imagens das se¢des transversais, longitudinais e das
folhas diafanizadas de P. umbellata em diferentes fases de desenvolvimento foram feitas em
fotomicroscopio (modelo AX70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japan), com sistema U-
PHOTO, acoplado a uma camera fotografica digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0,
Diagnostic Instruments Inc., New York, USA) e a um microcomputador com o programa de
captura de imagens Spot Basic, do Laboratorio de Anatomia Vegetal do Departamento de

Biologia Vegetal da UFV.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Amostras de primoérdios foliares e da regido mediana de folhas de P. umbellata, de
aproximadamente 0,25cm?, em diferentes estadios de desenvolvimento, foram fixadas em
FAAs), por 48 horas e estocadas em etanol 70% (Johansen 1940). As amostras foram
desidratadas em série etandlica crescente e levadas a secagem em ponto critico de CO,,
utilizando-se equipamento apropriado (modelo CPD 020, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein).
Apds a montagem das amostras em suportes metalicos com fita dupla-face, realizou-se a
deposicdo metdlica com ouro em metalizador (modelo FDU 010, Bal-Tec, Balzers,
Liechtenstein). A observacdo e a captura de imagens foram realizadas em microscopio
eletronico de varredura (modelo LEO 1430 VP, Zeiss, Cambridge, Inglaterra) do Nucleo de

Microscopia e Microanalise (NMM) da UFV, Vigosa, Minas Gerais.
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Resultados

As folhas de P. umbellata originam-se dos meristemas apicais da parte aérea
localizados nos apices dos caules e nas axilas das folhas adultas. Os meristemas, assim como
os primoérdios foliares, sdo envolvidos por uma estipula, a qual ja apresenta tecidos
relativamente bem diferenciados, inclusive idioblastos (figura 1A). Com a expansao foliar, a
estipula ¢ rompida e cai. Os primordios foliares sdo enrolados longitudinalmente (prefoliagao
convoluta) e a regido das nervuras de maior calibre apresenta-se em estadio mais avangado de
diferenciag¢do que as regides intervenais (figura 1B), inclusive em relacdo a diferenciacdo dos
idioblastos. Independentemente da regido considerada, o processo de diferenciacdo dos
tricomas secretores € tectores a partir da protoderme ¢é bastante precoce quando comparado ao
processo de desenvolvimento dos demais tipos celulares.

Na regido das nervuras de maior calibre, as iniciais dos idioblastos localizam-se tanto
no meristema fundamental como na protoderme, e sdo inicialmente distinguiveis pelo
aumento de tamanho, pela presenga de pequenos vacuolos e niicleo e nucléolo conspicuos
(figura 2A). Pelo teste com Sudan ¢ possivel constatar que a sintese de lipidios j& ocorre no
citoplasma dos idioblastos em inicio de desenvolvimento (figura 2I). Posteriormente, a célula
inicial se expande mais, e a coalescéncia dos numerosos vacuolos contribui para a formagao
de um grande vacuolo e isto promove a compressao do citoplasma e do nticleo contra a parede
celular (figura 2B, C). Em uma fase posterior, o nticleo ¢ desintegrado e ocorre deposicao de
material com coloragdo rosada no interior do vacuolo (figura 2D). Até esta fase as células
adjacentes ao idioblasto ainda mantém caracteristicas meristematicas, como citoplasma denso
e nucleo e nucléolo conspicuos. Quando o idioblasto alcanga a maxima expansdo do seu
volume, o citoplasma se torna desorganizado e com aspecto alveolar (figura 2E). Nesta fase,
as células adjacentes ao idioblasto ja estdo diferenciadas. A deposi¢do de material aumenta no

interior do vacuolo e ¢ possivel detectar um ou mais locais de contato desse material a parede
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celular (figura 2E). Ao contrario do material depositado no vacuolo, os lipidios inicialmente
se mantém no citoplasma, rodeando o grande vactolo (figura 2J). Posteriormente, ocorre
fracionamento do material depositado no vactolo (conteudo rosa), inicio da deposi¢cdo de
fenolicos (conteudo esverdeado) (figura 2F) e a expansdo do material lipidico no idioblasto
(figura 2K). Quando o idioblasto encontra-se completamente desenvolvido, ndo mais se
observa o material rosa no interior da célula (figura 2G). Por outro lado, o interior dos
idioblastos ja se mostra repleto de lipidios (figura 2L). Nas folhas senescentes (folhas
amareladas), a secre¢do contida nos idioblastos retrai-se, sendo possivel observar o provavel
local de ligagdo da cavidade de secre¢do a parede celular do idioblasto (figura 2H).

Antes da disting@o das células iniciais dos idioblastos, a regido intervenal é composta
por uma uUnica camada de células protodérmicas, quatro camadas de células do meristema
fundamental e pequenos corddes procambiais (figura 1C). Em se¢do transversal, as células da
protoderme e do meristema fundamental sdo quadrangulares e apresentam nucleos grandes.

Na regido intervenal, os idioblastos voltados para a face abaxial da folha diferenciam-
se precocemente (figura 1D). Nessa regido, as iniciais dos idioblastos originam-se a partir da
protoderme, e distinguem-se das demais células do tecido pelo seu tamanho avantajado,
citoplasma vacuolado e presenca de nucleo e nucléolo mais conspicuos (figura 3A). Nesse
estadio, as células protodérmicas estdo alongadas verticalmente, trés camadas de células do
meristema fundamental ainda sdo pouco diferenciadas, e uma quarta camada de células
maiores € mais vacuoladas voltadas para a face abaxial, caracteriza o inicio da diferenciagdo
da hipoderme (figura 1D). A expansdo das iniciais ocorre, a principio, pelo aumento do
nimero e tamanho dos vacuolos (figura 3B, C). O crescimento dos idioblastos € intrusivo,
pois as células iniciais crescem em direcdo ao parénquima clorofiliano (figura 3A-C).
Posteriormente, os vactiolos coalescem formando um grande vactolo central, que promove a
compressdo do citoplasma contra a parede celular. (figura 3E). Nessa fase, j4 é possivel

perceber a deposi¢do de material com coloragdo rosada no interior do vacuolo, o qual parece
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estar conectado com a parede periclinal externa do idioblasto (figura 3E). Ao longo do
desenvolvimento dos idioblastos, hd o espessamento da parede periclinal externa dessas
células (figura 3C, E), a qual se apresenta rica em pectinas, como demonstra sua coloragao
rosada com o vermelho de Ruténio (figura 3D). Quando a célula inicia a secrecao de fendlicos
(contetido esverdeado), ndo ¢ mais detectado o material rosa no interior do vactolo (figura
3F), nem o espessamento de pectina. Os idioblastos ja se apresentam repletos de secregdo
mesmo quando os demais tecidos foliares ainda encontram-se pouco diferenciados,
principalmente o parénquima clorofiliano (figura 1E). Porém, nesse estadio, essas células
encontram-se ainda em expansao (figura 3G). No idioblasto completamente diferenciado, o
citoplasma desaparece e a secrecdo ocupa todo o volume celular (figura 3H). Neste estadio os
tecidos foliares ja estdo completamente diferenciados, ainda que a folha esteja em processo de
expansao (figura 1F). Os idioblastos de folhas ja senescentes (folhas amareladas), apresentam
retragdo do material secretado e, ocasionalmente, o rompimento da parede periclinal externa.
Similar aos idioblastos da regido das nervuras, o teste com Sudan revelou que nos idioblastos
da regido intervenal os lipidios inicialmente localizam-se no citoplasma, rodeando o(s)
vacuolo(s) (figura 31, J). Posteriormente, ocorre a expansdo do material lipidico (figura 3K),
ocupando todo o volume celular (figura 3L).

Na regido das nervuras de maior calibre, os idioblastos concentram-se no parénquima
fundamental e entre as células epidérmicas; na regido intervenal, estes ocorrem apenas entre
as células epidérmicas e podem alcancar grandes propor¢des do parénquima paligadico ou
lacunoso (figura 1F, 4B-D). Na superficie foliar, essas células encontram-se circundadas por
células epidérmicas alongadas em forma de roseta e podem estar alojadas em uma depressao
ou ao mesmo nivel das células vizinhas (figura 4A, B). No material in vivo, a secre¢do do
idioblasto ¢ transliicida e de aspecto oleoso (figura 4E). Tricomas tectores e secretores sao
observados na folha completamente expandida, mas em quantidades menores do que nas

folhas em expansao (figura 4F).
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Figura 1: Fotomicrografias de se¢des longitudinais (A) e transversais (B-F) de primoérdios
foliares e folhas em diferentes fases de desenvolvimento de P. umbellata. A, meristema apical
de parte aérea envolto pela estipula. B, primodrdio foliar evidenciando a diferenciagdo precoce
das nervuras de maior calibre. C, primordio foliar com desenvolvimento de tricomas tectores
e secretores. D, primordio foliar com o desenvolvimento inicial dos idioblastos voltados para
a face abaxial. E, folha em expansdo com idioblastos quase completamente desenvolvidos em
meio ao parénquima clorofiliano ainda em processo de diferenciacdo. F, folha completamente
expandida com idioblastos voltados para a face adaxial e abaxial. Cp, corddes procambiais;
Es, estomato; Est, estipula; Ga, gema axilar; H, hipoderme; Ma, meristema apical do caule;
Id, idioblasto; P, protoderme; Pf, primoérdio foliar; Pl, parénquima lacunoso; Pp, parénquima
palicadico; Ts, tricoma secretor; Tt, tricoma tector. Barra: A, 300um; B, 400pum; C-F, 50um.
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Figura 2: Fotomicrografias de se¢des transversais dos idioblastos das nervuras de primeira
ordem de folhas de P. umbellata em diferentes fases de desenvolvimento. A-H, coloragdo
com azul de toluidina; I-L, coloracdo com Sudan escarlate. A, idioblasto em sua fase inicial
de desenvolvimento, com nucleo e nucléolo conspicuos e pequenos vacuolos. B, C, idioblasto
evidenciando o crescimento do vacuolo com a conseqiiente compressdo do nucleo e
citoplasma contra a parede celular. D, E, idioblasto evidenciando o citoplasma completamente
degradado e a deposi¢do de material com coloragdo rosada no interior do vacuolo. F,
idioblasto evidenciando o fracionamento do material depositado no vacuolo (contetido rosa) e
o inicio da deposi¢do de fendlicos (conteido esverdeado). G, idioblasto totalmente
diferenciado e repleto de secregdo. H, idioblasto em folhas senescentes com retragdo de
secrecdo. |, idioblasto correspondente a figura A, evidenciando o citoplasma repleto de
lipidios. J, idioblasto correspondente as figuras B-E, com lipidios em torno do vacutolo. K,
idioblasto correspondente a figura F, evidenciando a célula quase repleta de lipidios. L,
idioblasto correspondente a figura G, com seu interior repleto de lipidios. Seta, provavel
regido da ctpula. Barra: A-D, I-J, 10um; E-H, K-L, 20um.
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Figura 3: Fotomicrografias de se¢des transversais dos idioblastos da regido intervenal de
folhas de P. umbellata em diferentes fases de desenvolvimento. A-C, E-H, coloragdo com
azul de toluidina; D, coloragdo com vermelho de Ruténio; I-L, colora¢do com Sudan
escarlate. A, idioblasto em sua fase inicial de desenvolvimento. B, C, idioblasto evidenciando
o crescimento intrusivo em meio as células do parénquima clorofiliano. D, idioblasto
correspondente as figuras B e C, com a parede periclinal externa rica em pectinas coradas de
rosa. E, idioblasto com citoplasma completamente degradado e com material rosado no
interior do vacuolo. F, idioblasto evidenciando o inicio da deposicao de fenolicos (conteudo
esverdeado). G, idioblasto quase completamente diferenciado com secrecdo e restos de
citoplasma. H, idioblasto diferenciado repleto de secrecdo. |, idioblasto correspondente a
figura C, evidenciando o citoplasma repleto de lipidios. J, idioblasto correspondente as
figuras E, com lipidios em torno do vacuolo. K, idioblasto correspondente a figura F,
evidenciando a célula quase repleta de lipidios. L, idioblasto correspondente a figura H, com
seu interior repleto de lipidios. Seta, provavel regido da ciipula. Barra: A-L, 20pum.
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Figura 4: Eletromicrografias de varredura (A, B, D, F) e fotomicrografias (C, E) de se¢des
paradérmicas (A, C, D, F) e transversais (B, E) de folhas de P. umbellata completamente
expandidas. A, detalhe do idioblasto e das células epidérmicas que o circundam. B, aspecto
geral da folha na regido intervenal. C, idioblastos na regido do parénquima palicadico. D,
idioblastos na regiao do parénquima lacunoso. E, aspecto geral da folha in vivo, com secregdo
transltiicida e oleosa. F, tricomas completamente diferenciados. Es, estomato; Id, idioblasto;
Pl, parénquima lacunoso; Pp, parénquima pali¢cadico, S, secre¢do; Ts, tricoma secretor; Tt,
tricoma tector. Barra: A, F, 10 um; B, C, E, 30um; D, 20pum.
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Discussao

A partir dos resultados desse trabalho foi possivel constatar que os tricomas de P.
umbellata se desenvolvem antes de qualquer outro tecido foliar. O desenvolvimento precoce
de tricomas nos primoérdios foliares ja € bem registrado na literatura em diversas espécies
vegetais (Dayanandan & Kaufman 1976, Ascensdao & Pais 1987, Silva & Machado 1999,
Monteiro et al. 2001, Moura et al. 2005).

Viarios estudos relacionados a ontogenia de idioblastos produtores de 6leo relatam a
origem dessas estruturas a partir do meristema fundamental (Scott et al. 1963, West 1969,
Tucker 1976, Maron & Fahn 1979, Platt-Aloia et al. 1983, Postek & Tucker 1983, Mariani et
al. 1989, Bakker & Gerritsen 1990, Bakker et al. 1991, Moura et al. 2005). Os idioblastos
presentes nas folhas P. umbellata desenvolvem-se tanto do meristema fundamental como da
protoderme. A origem de idioblastos oleiferos a partir da protoderme ja foi registrada em
Houttuynia cordata (Ni et al. 2007), no entanto, ¢ desconhecida a situacdo de origem distinta
dessas estruturas.

Outro aspecto peculiar no desenvolvimento dos idioblastos de P. umbellata é que, na
regido intervenal, estas células apresentam um padrdo de desenvolvimento que envolve o
crescimento intrusivo em dire¢do ao meristema fundamental. Embora esse padrio de
desenvolvimento tenha sido observado em Saururus Cernuus, o crescimento intrusivo dos
idioblastos observado nessa planta ocorre de forma contraria ao processo observado nos
idioblastos de P. umbellata, ou seja, ocorre do meristema fundamental para a protoderme
(Tucker 1976). Outra diferenca sobre o crescimento intrusivo observado nestas duas espécies,
¢ que em S. cernuus ha uma retragdo da parte do idioblasto voltada para a hipoderme,
enquanto que em P. umbellata ndo ha nenhum tipo de retragao.

No presente trabalho, assim como em outros trabalhos sobre a ontogenia de idioblastos

com microscopia de luz (West 1969, Tucker 1976, Ni et al. 2007), as iniciais dos idioblastos
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sdo precocemente reconheciveis dado seu tamanho avantajado, o citoplasma vacuolado e a
presenga de nucleo e nucléolo conspicuos. O padrdo de desenvolvimento dos idioblastos em
P. umbellata também ¢ semelhante ao padrdo observado em varias espécies, tal como nas
lenhosas do complexo Ranaliano estudadas por West (1969). Entretanto, ao contrario do
trabalho de West (1969), nos idioblastos de P. umbellata ndo foi possivel observar
nitidamente a cupula, apesar de ter sido constatado que tanto o citoplasma quanto a secre¢ao
dessas células parecem estar conectados a parede celular, assim como observado em Saururus
cernuus (Tucker 1976). Outro aspecto que leva a sugestdo da presenga de uma cupula nos
idioblastos de P. umbellata, ¢ o espessamento da parede periclinal externa dos idioblastos da
regido intervenal, cuja natureza quimica revelou-se rica em pectinas.

A clpula é uma projecdo da parede celular do idioblasto, através da qual se
desenvolve a cavidade onde sera depositado o 6leo (Bakker & Gerritsen 1990, Evert 2006).
Em microscopia de luz, essa estrutura ¢ de dificil observagdo. A microscopia eletronica de
transmissdo ¢ a técnica mais apropriada para o estudo da cupula, da parede celular e da
cavidade de secrecdo dos idioblastos. Estudos ultra-estruturais afirmam que a parede do
idioblasto geralmente ¢ composta de trés camadas: uma externa celuldsica, uma intermedidria
suberizada e outra interna, celuldsica, a partir da qual a ctipula ¢ formada (Maron & Fahn
1979, Platt-Aloia et al. 1983, Mariani et al. 1989, Bakker & Gerritsen 1990, Bakker et al.
1991, Platt & Thomson 1992).

Contudo, existem trabalhos ultra-estruturais que relatam a auséncia da camada interna
celuldsica e da cupula em idioblastos (Postek & Tucker 1983). Portanto, apesar dos estudos
com microscopia de luz sugerirem que nos idioblastos de P. umbellata talvez ocorra a
formac¢ao da cupula, ainda € necessario um estudo ultra-estrutural para confirmar a hipotese
da presenga dessa estrutura e da parede terciaria nos idioblastos desta espécie.

A presenca da camada intermedidria suberizada foi observada por varios autores

mediante analise com microscopia de luz, através do uso de reagentes como o Sudan III e IV
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(Scott et al. 1963) e com a microscopia eletronica de transmissao (Scott et al. 1963, Maron &
Fahn 1979, Platt-Aloia et al. 1983, Mariani et al. 1989, Bakker & Gerritsen 1990, Bakker et
al. 1991). O estudo histoquimico com o Sudan ndo detectou essa camada suberizada nos
idioblastos em P. umbellata, assim como em Saururus cernuus (Tucker 1976), em varias
lenhosas do complexo Ranaliano (West 1969) e em Magnolia grandiflora (Postek & Tucker
1983). No entanto, com exce¢ao dos estudos realizados com M. grandiflora, em todas essas
outras espécies ainda ndo foram realizados estudos com microscopia eletronica de transmissao
para confirmar a presenca dessa camada suberizada. Em M. grandiflora, a camada suberizada
¢ observada somente em alguns idioblastos e em algumas partes da parede celular (Postek &
Tucker 1983).

Segundo alguns autores (Maron & Fahn 1979, Platt-Aloia et al. 1983), os
plasmodesmos que conectam os idioblastos a outros tipos celulares sdo obstruidos ao longo de
seu desenvolvimento e esta obstrugao parece estar relacionada com a deposi¢ao da camada de
suberina e da camada terciaria sobre sua parede celular. Dessa forma, o idioblasto, selado,
perde sua capacidade de trocas com as células vizinhas e ¢ fadado a morte. Esse fato também
pode estar relacionado ao isolamento do contetido do idioblasto, o qual algumas vezes pode
ser toxico para a propria planta.

Com as coloragdes e os testes histoquimicos realizados nos idioblastos de P.
umbellata, ndo foi possivel determinar a natureza quimica do material rosado depositado no
vacuolo dessas células. O que se pode afirmar, ¢ que esse deposito ndo se trata de lipidios,
mucilagens ou fendlicos e que a sintese desse material ¢ discreta e representa apenas uma fase
transitoria, ocorrendo durante o processo de diferenciagdo dos idioblastos.

Entretanto, os lipidios foram bem marcados nos idioblastos desta espécie pelo uso do
Sudan escarlate. Nos idioblastos P. umbellata foi observado que os lipidios inicialmente se
localizam no citoplasma, e, em seguida, vao ocupando o interior do grande vactiolo formado

até preencherem todo o volume celular. Alguns estudos relatam que os lipidios, depois de
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sintetizados por diversas organelas citoplasmaticas, sdo prontamente depositados entre a
membrana plasmatica e a parede celular do idioblasto, sendo essa regido denominada de
espaco extraplasmatico (Maron & Fahn 1979, Bakker & Gerritsen 1990). Em P. umbellata, o
local final de deposi¢do dos lipidios foi denominado de vactolo e ndo de espago
extraplasmatico, uma vez que esse ultimo é caracterizado pela presenca da ctpula. No
entanto, estudos de microscopia eletronica de transmissdo devem ser realizados a fim de
determinar se essa regido se trata de um grande vacuolo ou de um espago extraplasmatico.

Como os idioblastos de P. umbellata completam seu desenvolvimento antes das outras
células do mesofilo, sua ontogenia ndo pode ser correlacionada com a diferenciagdo das
demais células e tecidos de suas folhas. Esse fato ¢ comum em outras espécies, tais como
Persea americana (Scott et al. 1963, Platt-Aloia 1983), Laurus nobilis (Maron & Fahn 1979),
Magnolia grandiflora (Postek & Tucker 1983), Liriodendron tulipifera (Mariani et al. 1989) e
Annona muricata (Bakker & Gerritsen 1990), cujos idioblastos ndo seguem os estadios
ontogénicos de seus respectivos 0rgaos.

O processo de lise dos idioblastos ja foi registrado por West (1969) em Magnolia
virginiana e em outras lenhosas do complexo Ranaliano. Em M. virginiana, a lise dos
idioblastos e das células adjacentes ocorre nos estadios iniciais de desenvolvimento, a qual
resulta na formacdo de uma cavidade na folha adulta. Em P. umbellata ndo ha lise dos
idioblastos e a secre¢do permanece até a senescéncia da folha, ndo havendo liberacdo para o
ambiente.

Alguns trabalhos relacionam a presenca de idioblastos a defesa quimica nas folhas em
diferentes fases de desenvolvimento (Lersten & Curtis 1998, Moura et al. 2005, Ni et al.
2007). Como os idioblastos de P. umbellata apresentam secre¢do desde a folha meristematica
até a senescente, pode-se sugerir que essas estruturas tenham um papel de defesa quimica

contra herbivoros e patdogenos ao longo de toda a vida da folha.
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Conclusodes

A origem dos idioblastos no limbo foliar de P. umbellata pode ocorrer tanto da
protoderme como do meristema fundamental nas nervuras e, exclusivamente, da protoderme
na regido intervenal do limbo. O desenvolvimento dessa estrutura secretora ocorre
precocemente nos primordios foliares, e a diferenciagdo ndo ¢ sincronizada com a
diferencia¢do das demais células e tecidos foliares. Apesar da origem precoce, a secrecao no
idioblasto ¢ mantida até a senescéncia foliar, o que sugere para essa estrutura um papel de
prote¢do da folha ao longo de toda sua vida.

A despeito da observacdo de uma conexao do citoplasma e do secretado com a parede
celular do idioblasto, estudos de microscopia eletronica de transmissdo ainda sdo necessarios
para confirmar a presenca das trés camadas na parede celular e da cupula, bem como para

determinar os processos de sintese e acumulo do secretado.
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CONCLUSOES GERAIS

A anatomia ¢ histoquimica da folha de P. umbellata indicam que esse orgdo ¢
mecanicamente muito fragil, e a defesa da planta é prioritariamente quimica, haja vista a
grande quantidade de estruturas secretoras ¢ metabolitos secretados. A grande variedade de
metabolitos identificados nas estruturas secretoras pode estar relacionada as diversas
atividades terapéuticas atribuidas a espécie.

Com os estudos ontogénicos foi possivel determinar que a origem dos idioblastos no
limbo foliar de P. umbellata ¢ distinta, se originando da protoderme e do meristema
fundamental nas nervuras e exclusivamente da protoderme na regido intervenal. O
desenvolvimento dessa estrutura secretora ocorre precocemente nos primoérdios foliares,
sendo que sua diferenciacdo ndo € sincronizada com a diferenciagdo das demais células e
tecidos do mesofilo. Apesar da origem precoce, a secrecdo no idioblasto ¢ mantida até a
senescéncia foliar, o que sugere para essa estrutura um papel de protecdo da folha ao longo de
toda sua vida.

Entretanto, estudos de microscopia eletronica de transmissdo devem ser realizados nos
idioblastos em diferentes fases de desenvolvimento a fim de conhecer sua ultra-estrutura e

determinar os processos de sintese e secrecao dos metabolitos secundarios produzidos.
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