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RESUMO

THADEO, Marcela, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2007. Anatomia
foliar de espécies de Flacourtiaceae (Sleumer 1980). Orientadora: Renata Maria
Strozi Alves Meira. Co-Orientadores: Aristéa Alves Azevedo e Jodo Marcos de
Aradjo.

N&o existe consenso quanto a organizacao taxondmica das Flacourtiaceae e na
literatura o assunto é pouco enfatizado, pois sdo escassos 0s trabalhos de revisao
taxonémica realizados. Diversos autores ressaltam a intima relacdo entre a familia
Flacourtiaceae e a Salicaceae. Numerosas sdo as familias de plantas com representantes
medicinais, destacando-se, entre elas, a Flacourtiaceae, principalmente 0s géneros
Casearia e Carpotroche. Extensivas investigacdes tém enfatizado as propriedades
terapéuticas das espécies de Casearia, propriedades estas relacionadas com compostos
secretados por estruturas especializadas presentes nas folhas. O estudo da composi¢édo
quimica do material secretado pelas estruturas secretoras, juntamente com a anatomia
dessas estruturas, pode contribuir para a compreensdo do exato papel e da funcdo do
produto secretado para a planta, além de poder ser um componente importante para as
avaliacOes taxonémicas. Considerando a importancia da anatomia como subsidio para a
taxonomia, dados sobre a familia sdo fundamentais para auxiliar na elucidacdo dos
problemas taxonémicos. Este trabalho teve como objetivos: caracterizar
anatomicamente as folhas de espécies de Abatia, Banara, Carpotroche, Casearia,
Prockia e Xylosma ocorrentes em fragmentos florestais da Zona da Mata de Minas
Gerais e avaliar a importancia dos caracteres anatdbmicos como subsidio para a
identificacdo das espécies; caracterizar anatbmica e histoquimicamente as estruturas
secretoras que ocorrem nas folhas de Prockia crucis e Casearia decandra;
correlacionando com a composic¢ao quimica do produto secretado pela primeira espécie
citada; descrever a micromorfologia e anatomia das glandulas secretoras de Prockia
crucis. Folhas de representantes dos géneros Abatia, Banara, Carpotroche, Casearia,
Prockia e Xylosma foram coletadas em trés fragmentos florestais do municipio de
Vigosa (MG) e num campo de altitude no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro
(MG), e submetidos a técnicas usuais em anatomia vegetal, sendo Casearia decandra e
Prockia crucis submetidas a testes histoquimicos. Foram descritas anatomicamente
onze espécies, ressaltando-se as diferencas e semelhancas entre as mesmas. Neste

trabalho foi possivel constatar alguns caracteres que podem agir de forma unificadora



para a familia Flacourtiaceae e a Salicaceae: presenca do dente salicoide, tricomas
simples unicelulares e ndo ramificados, tricomas multicelulares e ramificados,
estdbmatos braquiparaciticos, crescimento secundario no peciolo, abundancia de cristais,
sistema vascular colateral e em forma de arco na nervura mediana, mesofilo dorsiventral
e esclerénquima acompanhando os feixes. Os estudos anatdmicos feitos nas espécies de
Flacourtiaceae demonstraram que a anatomia foliar pode fornecer dados para auxiliar na
taxonomia da familia, tanto a nivel genérico como especifico. O sistema secretor de C.
decandra é composto por ductos e cavidades dispersos pela lamina foliar e peciolo, e
por idioblastos presentes nos tecidos vasculares, parénquima cortical da nervura
mediana e no parénquima palicadico. Os ductos encontram-se distribuidos no
parénquima cortical da nervura e possuem continuidade nesta mesma regido do peciolo.
No mesofilo existem numerosas cavidades com localizacdo subepidérmica ou
distribuidas na interface do parénquima palicadico com o lacunoso. Detectaram-se
substancias lipofilicas e hidrofilicas, evidenciando lipidios do tipo 6leo-resina nos
ductos e cavidades, e compostos fendlicos do tipo tanino nos idioblastos e no
parénquima. Nao foram detectados alcaldides, polissacarideos e proteinas. Este trabalho
relatou a presenca de ductos e cavidades para 0 género Casearia. Os testes
histoquimicos confirmam a complexidade do secretado, além de indicar tecidos
fundamentais como sitios de sintese e/ou acuimulo de compostos fendlicos. Na secrecao
das estruturas secretoras de Prockia crucis foram detectadas frutose, glicose e sacarose
e a concentracdo de acucares equivale a 49,6% do total do secretado. As glandulas
foram identificadas como nectarios extraflorais (NEFs), sendo esse o primeiro relato da
sua presenca para o género. O néctar produzido possui alto valor energético. Os NEFs
ocorrem nas regifes basais e marginais da folha, sdo sésseis, circulares e com uma
concavidade central. A epiderme que recobre a concavidade é secretora,
uniestratificada, formando uma palicada de células que reagiram fortemente ao Reativo
de Schiff e ao Xilidine Ponceau, evidenciando polissacarideos neutros e proteinas,
respectivamente. O parénquima nectarifero possui algumas células com citoplasma
granuloso que reagiram ao teste para compostos fendlicos. Esse parénquima é
interrompido pelas extensdes vasculares que se ramificam. O desenvolvimento dos
nectarios se inicia muito precocemente, ja nos primérdios foliares do meristema apical,
estando totalmente diferenciado em folhas ainda em expansdo. Devido a sua
similaridade com os dentes salicdides presentes em Populus e Salix, sugere-se que tais

clados sejam proximos filogeneticamente.
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ABSTRACT

THADEO, Marcela, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa; april of 2007. Foliar
anatomy from species of Flacourtiaceae (Sleumer 1980). Adviser: Renata Maria
Strozi Alves Meira. Co-Advisers: Aristéa Alves Azevedo and Jodo Marcos de
Aradjo.

There is no agreement regarding the taxonomic organization of the Flacourtiaceae
and the theme is not emphasized in the literature, since there is a lack of taxonomic
studies on this family. Several authors point out the close relationship between the
families Flacourtiaceae and Salicaceae. Numerous families of plants have members with
medicinal uses, standing out among them the Flacourtiaceae, mainly the genera
Casearia and Carpotroche. Extensive investigations have emphasized the therapeutic
properties of Casearia species related with compounds secreted by specialized
structures in the leaves. The study of the chemical composition of secretory products
together with anatomic studies of secretory structures can contribute to understand the
role and function of these products in the plant, besides being an important component
for taxonomic evaluations. Considering the importance of anatomy as subsidy for
taxonomy, family data are fundamental to elucidate taxonomic problems. The
objectives of this work were to characterize anatomically leaves of Abatia, Banara,
Carpotroche, Casearia, Prockia and Xylosma species occurring in forest fragments of
Zona da Mata - Minas Gerais and to evaluate the importance of anatomical characters
for species identification; to characterize anatomical and histochemically secretory
structures present in leaves of Prockia crucis and Casearia decandra, correlating with
the chemical composition of the product secreted by the former; to describe the
micromorphology and anatomy of Prockia crucis secretory glands. Leaves of members
of the genera Abatia, Banara, Carpotroche, Casearia, Prockia and Xylosma were
collected from three forest fragments in the municipality of Vigosa (MG) and from an
altitude field in the Serra do Brigadeiro State Park (MG) and subjected to usual
techniques used in plant anatomy. Casearia decandra and Prockia crucis were also
histochemically tested. Eleven species were anatomically described, giving emphasis on
their differences and similarities. In this work, it was possible to confirm some unifying
characters for the families Flacourtiaceae and Salicaceae such as the presence of
salicoid leaf teeth, simple unbranched unicellular trichomes, branched multicellular

trichomes, brachyparacitic stomata, secondary growth of the petiole, crystal abundance,
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collateral and arch-shaped vascular system at the midrib, dorsiventral mesophyll and
sclerenchyma accompanying the bundles. The anatomic studies carried out on
Flacourtiaceae species demonstrated that leaf anatomy can provide data to assist in the
family taxonomy, at both generic and specific levels. The secretory system of C.
decandra consists of ducts and cavities dispersed on the leaf lamina and petiole and
idioblasts present in the vascular tissues, cortical parenchyma of the midrib and in the
palisade parenchyma. The ducts are distributed in the cortical parenchyma of the rib and
continue in this same region of the petiole. In the mesophyll there are numerous cavities
in the subepidermic layer or distributed in the interface between the palisade and spongy
parenchyma. Lipophilic and hydrophilic substances were detected, confirming oil-resin
lipids within ducts and cavities, and phenolic compounds, of the tannin type, within
idioblasts and parenchyma. Alkaloids, polysaccharides and proteins were not detected.
This work reported the presence of ducts and cavities for the genus Casearia.
Histochemical tests confirm the secretory product complexity, besides indicating
fundamental tissues such as sites of synthesis and/or accumulation of phenolic
compounds. Fructose, glucose and sucrose were detected in the product of secretory
structures of Prockia cruces, with sugar concentration being 49.6% of the total
secretory product. Glands were identified as extrafloral nectaries (EFNs), which is the
first report of their presence in the genus. The produced nectar has a high energy value.
EFNs occur in the basal and marginal regions of the leaf, they are sessile, circular and
have a central concavity. The epidermis covering the concavity is secretory,
unistratified, forming a palisade layer of cells that reacted strongly positively after
staining with Schiff’s reagent and Xylidine Ponceau, confirming neutral
polysaccharides and proteins, respectively. The nectary parenchyma presented cells
with granular cytoplasm that reacted to the test for phenolic compounds. This
parenchyma is interrupted by vascular extensions which ramify. The development of
nectaries begins very early, in the leaf primordiums of the apical meristem, being totally
differentiated in the expanding leaves. Due to their similarity with the salicoid leaf teeth

present in Populus and Salix, it is suggested that such clades are phylogenetically close.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os primeiros taxonomistas, como De Candolle (1824), Endlicher (1839) e Lindley
(1853), trataram muitas das tribos da moderna Flacourtiaceae como ordens separadas, as
quais sdo equivalentes ao conceito atual de familia. Gradualmente, os géneros dessas
familias e outros géneros foram sendo agrupados por taxonomistas como Clos (1855,
1857) e Bentham & Hooker (1862), até que a familia Bixaceae de Bailon (1875) fosse
estabelecida. Em 1894, Walburg propds a segregacdo do complexo Bixa (isto €, aqueles
géneros geralmente conhecidos como pertencentes ao conceito moderno de Bixaceae e
Cochlospermaceae) do resto dos géneros flacourtiaceos. Desde Walburg até os tempos
atuais, essa segregacdo é seguida.

A familia Flacourtiaceae, como conhecida nos dias atuais, € composta por plantas
lenhosas, de distribuicdo pantropical e de dificil diagnose no campo devido a sua
morfologia floral extremamente heterogénea. Nenhuma outra familia possui uma
circunscrigdo tdo varidvel e controversa (Chase et al. 2002). Apesar desses problemas, que
acometem cerca de 20% da familia, a circunscri¢do da porcao restante das Flacourtiaceae
permanece mais ou menos constante desde 1925 (Gilg 1925, Hutchinson 1967, Lemke
1988, Sleumer 1954, 1980, Takhtajan 1997). As principais areas de discordancia referem-
se a incluséo das tribos Abatieae e Paropsieae (freqiientemente referidas como pertencentes
a Passifloraceae) e Prockieae (tratada como membro das Tiliaceae), e uma diversidade de
géneros pertencentes a familias pequenas, com um ou dois géneros, por exemplo,
Aphloiaceae Takht. (Aphloia), Berberidopsidaceae (Veldk.) Takht. (Berberidopsis e
Streptothamnus), Muntingiaceae C. Bayer, M. W. Chase & M. F. Fay (Muntingia e
Dicraspidia) e Lacistemataceae Mart. (Lacistema e Lozania).

A sinopse mais recente para a familia foi elaborada por Takhtajan (1997), que
apresenta uma descricdo concisa da familia, incluindo caracteristicas morfoldgicas,
anatdmicas e fitoquimicas, mas ndo menciona a lista completa dos géneros para cada tribo
nem as caracteristicas das mesmas. As classificacfes de Lemke, Sleumer e Hutchinson sdo
bastante similares as de Takhtajan, em termos de circunscricdo da familia e distribuicdo
das tribos (Tabela 1).



Tabela 1 — Classificacdo supragenérica das Flacourtiaceae de acordo com Sleumer (1980),
comparada com aquela proposta por Lemke (1988), Hutchinson (1967) e Takhtajan (1997). Todos
o0s géneros que foram incluidos em alguma das quatro classificacdes foram citados. Géneros nao
listados receberam um traco (-). Vale ressaltar que muitos géneros ndo foram listados por Sleumer,

pois ele trabalhou somente com 0s géneros neotropicais. Outras familias que ndo Flacourticeae



Continuagéo

Género Sleumer Lemke Hutchinson Takhtajan
Lacistema Lacistemeae (Lacistemataceae) (Lacistemataceae) (Lacistemataceae)
Laetia Casearieae Casearieae Casearieae -
Lindackeria Oncobeae Oncobeae Oncobeae Oncobeae
Lozania Lacistemeae (Lacistemataceae) (Lacistemataceae) (Lacistemataceae)
Ludia - Flacourtieae Flacourtieae Flacourtieae
Lunania Casearieae Casearieae Casearieae Casearieae
Macrohasseltia Prockieae Prockieae - -
Mayna Oncobeae Oncobeae Oncobeae Oncobeae
Mocquerysia - Scolopieae Scolopieae Scolopieae
Neopringlea - Homalieae Flacourtieae -
Neoptychocarpus Casearieae Casearieae Casearieae -
Neosprucea Prockieae Prockieae (Tiliaceae) -
Nisa - Homalieae Homalieae -
Olmediella Flacourtieae Flacourtieae Flacourtieae Flacourtieae
Oncaba - Oncobeae Oncobeae Oncobeae
Ophiobotrys - Casearieae Casearieae -
Osmelia - Casearieae Casearieae Casearieae
Pangium - Pangieae Pangieae Pangieae
Peterodendron - Oncobeae Oncobeae -
Phyllobotryon - Scolopieae Scolopieae Scolopieae
Phylloclinium - Scolopieae Scolopieae Scolopieae
Pineda Prockieae Prockieae Banareae -
Pleuranthodendron Prockieae Prockieae - -
Poggea - Oncobeae Oncobeae Oncobeae
Poliothyrsis - Flacourtieae Flacourtieae Flacourtieae
Priamosia Flacourtieae Flacourtieae Flacourtieae Flacourtieae
Prockia* Prockieae Prockieae (Tiliaceae) Prockieae
Prockiopsis - Oncobeae Oncobeae Oncobeae
Pseudoscolopia - Scolopieae Scolopieae Scolopieae
Pseudosmelia - Casearieae Casearieae -
Rawsonia - Erythrospermeae Berberidopsideae Erythrospermeae
Ryania - Casearieae Casearieae -
Ryparosa - Pangieae Pangieae Pangieae
Sabouraea - (Portulacaceae) Scolopieae -
Samyda Casearieae Casearieae Casearieae Casearieae
Scaphocalix - Pangieae Pangieae Pangieae
Scolopia - Scolopieae Scolopieae Scolopieae
Scottelia - Erythrospermeae Berberidopsideae Erythrospermeae
Streptothamnus - Berberidopsideae Berberidopsideae  (Berberidopsidaceae)
Synandrina - Casearieae Flacourtieae -
Taraktogenos - Pangieae Pangieae Pangieae
Tetrathylacium Casearieae Casearieae Casearieae -
Tisonia - Flacourtieae Flacourtieae Flacourtieae
Trichadenia - Pangieae Pangieae Pangieae
Trimeria - Homalieae Banareae -
Xylosma* Flacourtieae Flacourtieae Flacourtieae Flacourtieae
Xylotheca - Oncobeae Oncobeae Oncobeae
Zuelania Casearieae Casearieae Casearieae -

Com base na comparacdo da morfologia, anatomia da madeira, palinologia e

fitoquimica, Lemke (1988) subdividiu as tribos de Flacourtiaceae em trés grupos

informais: (i) Berberidopsideae, Erythrospermeae, Oncobeae e Pangieae; (ii) Homalieae,

Scolopieae e Prockieae; e (iii) Flacourtieae, Casearieae e Bembicieae. Judd (1997)

reconheceu

somente dois grupos feneticamente distintos:

(i) Berberidopsideae,



Erythrospermeae, Oncobeae e Pangieae; e (ii) Homalieae, Scolopieae, Prockieae,
Flacourtieae, Casearieae e Bembicieae. Ja Chase et al. (2002) desmembrou a familia em
duas familias: (i) Salicaceae (Homalieae, Scolopieae, Prockieae, Abatieae, Flacourtieae,
Samydeae e Bembicieae, mais a tribo Saliceae); e (ii) Achariaceae (Erythrospermeae,
Lindackerieae e Pangieae, mais a tribo Acharieae). A tribo Berberidopsideae tornou-se
uma familia a parte. As tribos Samydeae e Lindackerieae correspondem as tribos
Casearieae e Oncobeae, respectivamente.

Bernhard & Endress (1999) demonstraram que a sequéncia de iniciagdo dos
estames corrobora a divisdo em dois grupos, geralmente correspondendo a distribuicéo de
glicosideos ciclopentendides / &cidos graxos ciclopentenis versus alcaloides e outros
compostos (Spencer & Seigler 1985). Nandi et al. (1998) concluiram que a distribuicédo
dos dentes salicdides dentre os representantes da familia também corrobora essa divisao.

Uma intima relagdo entre as familias Flacourtiaceae e Salicaceae, refletida na
presenca comum do dente salicoide e de compostos fenolicos do tipo salicina, foi

inicialmente proposta por Hallier (1908, 1912) e depois confirmada por Meeuse (1975).

2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

1. Caracterizar anatomicamente as folhas de espécies de Abatia, Banara,
Carpotroche, Casearia, Prockia e Xylosma ocorrentes em fragmentos florestais da Zona da
Mata de Minas Gerais € em um campo de altitude no Parque Estadual da Serra do
Brigadeiro e avaliar a importancia dos caracteres anatdbmicos como subsidio para a
identificacdo das espécies;

2. Caracterizar anatbmica e histoquimicamente as estruturas secretoras que ocorrem
nas folhas de Prockia crucis e Casearia decandra; correlacionando com a composicao
quimica do produto secretado pela primeira espécie citada;

3. Descrever a micromorfologia e anatomia das glandulas secretoras de Prockia
crucis;

4. Descrever as principais etapas no desenvolvimento das glandulas secretoras de

Prockia crucis.



4. ORGANIZACAO DA TESE

O presente trabalho encontra-se organizado sob a forma de artigos cientificos, como
disposto nas normas de redacdo de teses da Universidade Federal de Vigosa. Cada artigo
segue a formatacdo da revista a que sera submetido.

O primeiro artigo € referente a anatomia aplicada a taxonomia da familia
Flacourtiaceae, e se encontra nas normas da revista Nordic Journal of Botany. Os dois
ultimos artigos sdo referentes as estruturas secretoras ocorrentes em alguns representantes
de Flacourtiaceae. O segundo artigo esta nas normas da Revista Brasileira de Botanica e o

terceiro nas normas da Annals of Botany.
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RESUMO - N&o existe consenso quanto a organizacao taxondmica das Flacourtiaceae e
na literatura o assunto & pouco enfatizado, pois sd@o escassos 0s trabalhos de revisao
taxonémica realizados. Diversos autores ressaltam a intima relacdo de seus representantes
com os representantes da familia Salicaceae. Considerando a importancia da anatomia
como subsidio para a taxonomia, dados sobre a familia sdo fundamentais para auxiliar na
elucidagdo dos problemas taxonomicos. Folhas de representantes dos géneros Abatia,
Banara, Carpotroche, Casearia, Prockia e Xylosma foram coletadas em trés fragmentos
florestais do municipio de Vigosa (MG) e em um campo de altitude no Parque Estadual da
Serra do Brigadeiro (MG) e submetidos a técnicas usuais em anatomia vegetal. Foram
descritas anatomicamente onze espécies, ressaltando-se as diferencas e semelhancas entre
as mesmas. Neste trabalho foi possivel constatar que alguns caracteres podem atuar de
forma unificadora para as Flacourtiaceae e Salicaceae: presenca do dente salicide,
tricomas simples unicelulares e ndo ramificados, tricomas multicelulares e ramificados,
estdbmatos braquiparaciticos, crescimento secundario no peciolo, abundancia de cristais,
sistema vascular colateral e em forma de arco na nervura mediana, mesofilo dorsiventral e
esclerénquima acompanhando os feixes. Os estudos anatdmicos feitos nas espécies de
Flacourtiaceae demonstraram que a anatomia foliar pode fornecer dados para auxiliar na
taxonomia da familia, tanto a nivel genérico como especifico, e a associacdo de alguns

caracteres se mostrou fundamental para a separacdo das espécies estudadas.

Palavras-Chave: Abatia, Banara, Carpotroche, Casearia, Prockia, Xylosma, Salicaceae,

anatomia aplicada a taxonomia.



ABSTRACT - Foliar anatomy from species of Flacourtiaceae (Sleumer 1980). There
is no agreement regarding the taxonomic organization of the Flacourtiaceae and the theme
is not emphasized in the literature, since there is a lack of taxonomic studies. Several
authors point out the close relationship with the members of the Salicaceae family.
Considering the importance of anatomy as subsidy for taxonomy, family data are
fundamental to elucidate taxonomic problems. Leaves of members of the genera Abatia,

Banara, Carpotroche, Casearia, Prockia and 5.545 0 TDO Trcdp
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INTRODUCAO

N&o existe consenso quanto a organizagdo taxonémica da familia Flacourtiaceae e
percebe-se, na literatura, que o assunto € polémico embora pouco enfatizado, pois sdo
escassos 0s trabalhos de revisdo taxondmica realizados. A situacdo taxondmica das
Flacourtiaceae é confusa principalmente porque seus caracteres unificadores sao
compartilhados por muitas outras familias (por ex.: placentacdo parietal, ovario supero e
unilocular, fruto com trés valvas do tipo baga ou capsula) (Chase et al. 2002).

Com o intuito de esclarecer os padrdes de variacdo dentro da familia Flacourtiaceae
e entre as familias relacionadas diversos aspectos foram investigados, tais como:
morfologia externa (Hutching 1967, Sleumer 1954, 1975, 1980, Lemke 1983, 1987a,
1987b, 1988), anatomia do eixo vegetativo (Metcalfe & Chalk 1950, Metcalfe 1952, Miller
1975, Golycheva 1975, Baas 1984, Klucking 1992), anatomia e desenvolvimento floral
(van Heel 1977), anatomia e morfologia da semente (Duke 1969), palinologia (Schaeffer
1972, Keating 1973, 1975, Krishnan 1981), numero e estrutura dos cromossomos
(Mukherjee 1975, Raven 1975, Morawetz 1981, Krishnan 1986), caracterizacdo quimica
dos compostos do metabolismo secundéario (Rehfeldt et al. 1980, Spencer & Seigler 1985)
e biologia molecular (APG 1998, Nandi et al. 1998, Chase et al. 2002). Apesar dos
esforgos, a familia ainda permanece incerta, tanto a sua delimitagdo quanto a sua afinidade
com outros clados .

De acordo com Miller (1975), as Flacourtiaceae, como uma familia, representam
uma ficcdo, constituindo-se em um grupo heterogéneo com tribos mais ou menos
homogéneas, o que tem dificultado a sua organizacdo sistematica em clados, especialmente
em niveis hierarquicos superiores. Varios géneros de afinidade incerta tém sido alocados
na familia, o que torna a sua delimitacdo ainda mais problemética. Até o respeitado

boténico Pittier acreditava na utilizacdo das Flacourtiaceae como um receptéculo para
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todas aquelas coisas que ndo se conheciam, dizendo inclusive que “quando em duvida,
coloque em Flacourtiaceae” (Williams 1965).

A familia Flacourtiaceae ganhou uma reputacdo de taxonomicamente confusa e de
dificil reconhecimento no campo (Sleumer 1954), principalmente pelo reduzido tamanho
das flores de muitos géneros, sendo facilmente confundida, em uma andlise a vista
desarmada no campo, com as flores de representantes de Euphorbiaceae e Celastraceae
(Chase et al. 2002) e Simplocaceae e Aquifoliaceae (Roseli B. Torres - comunicagao
pessoal), gerando incertezas nas listagens dos levantamentos floristicos realizados.

Cronquist (1981) salientou que a familia Flacourtiaceae é considerada como a mais
arcaica dentro da ordem Violales, representando um elo entre 0s grupos que possuem
placentacdo parietal. A monofilia das Violales, como vinha sendo definida, foi
extremamente questionada, pois o Unico carater potencialmente sinapomorfico para a
ordem era a presenca de ovario unilocular com duas ou mais placentas parietais. Esta é
uma caracteristica claramente homoplésica dentre as dicotileddneas tricolpadas (Judd
1997). Reforcando estes questionamentos, analises cladisticas preliminares sugeriram que
as Violales constituem um grupo polifilético (Chase et al. 1993, Chase & Swensen 1995).

A partir de uma andlise filogenética molecular baseada nas seqiiéncias rbcL do
DNA plastidial, a familia Flacourtiaceae foi desmembrada em duas familias, Salicaceae e
Achariaceae (Chase et al. 2002). A maior parte de seus representantes foi englobada dentro
de Salicaceae, no clado das Eurosideas I, ordem Malpighiales, juntamente com os géneros
Salix e Populus. As caracteristicas unificadoras dos representantes dessa familia sdo a
presenca de dentes foliares unicos, chamados dentes salicoides, auséncia de glicosideos
cianogénicos e presenca de compostos fendlicos do tipo salicina. As tribos
Erythrospermeae (Ahernia, Dasylepsis, Erythrospermum, Rawsonia e Scottellia),

Oncobeae (Buchnerodendron, Caloncoba, Camptostylus, Carpotroche, Grandidiera,
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Lindackeria, Mayna, Pterodendron, Poggea, Prockiopsis e Xylotheca) e Pangieae
(Baileyoxylon, Chiangiodendron,Chlorocarpa, Eleutherandra, Gynocardia, Hydnocarpus,
Kiggelaria, Pangium, Ryparosa, Scaphocalyx e Trichadenia) foram realocadas na familia
Achariaceae, no clado das Eurosideas I, ordem Malpighiales, juntamente com 0s géneros
Acharia, Ceratiosicyos e Guthrieae. Os representantes dessa familia apresentam
glicosideos cianogénicos e auséncia de dentes salicoides. Entretanto, o estudo filogenético
foi baseado em um reduzido ndmero de géneros e espécies, ndo sendo esta nova
cirscuscri¢ao universalmente aceita.

No presente estudo, serd adotada a classificacdo proposta por Sleumer (1980), pois
trata-se de um trabalho sistematico de revisdo taxondmica. Neste, Flacourtiaceae foi
organizada em 7 tribos (Oncobeae, Abatieae, Homalieae, Prockieae, Flacourtieae,
Lacistemeae e Casearieae), com 880 espécies, distribuidas em 86 géneros. A grande
maioria dos géneros tem reduzido nimero de espécies, excetuando-se Casearia, Homalium
e Xylosma que, juntos, perfazem quase metade do nimero de espécies da familia (Lemke
1988). A familia esta distribuida pelas Américas, Africa, Asia, Malésia, Australia e nas
ilhas do Pacifico (Klein & Sleumer 1984). No Neotropico ocorrem 32 géneros, com cerca
de 280 espécies (Klein & Sleumer 1984) e, para o Brasil, sdo mencionados 19 géneros e,
aproximadamente, 92 espécies (Barroso et al. 2002). Nos fragmentos florestais da regido
da Zona da Mata Mineira e em um campo de altitude no Parque Estadual da Serra do
Brigadeiro foram amostradas espécies pertencentes aos géneros Abatia, Banara,
Carpotroche, Casearia, Prockia e Xylosma (Silva et al. 2000, Caiafa 2002, Campos 2002,
Irsigler 2002, Meira-Neto & Martins 2002, Ferreira Jr. 2005).

Os estudos de morfologia e anatomia foliar sdo, reconhecidamente, ferramentas
para a taxonomia (Solereder 1908, Metcalfe & Chalk 1950, 1979, 1983). As caracteristicas

anatomicas, principalmente as foliares, em muitos casos, sdo de utilidade para elucidar
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problemas taxonémicos em diversas familias de plantas (Lersten & Curtis 1994, Moraes &
Paoli 1999, Scatena et al. 1999, Kong 2001, Alves et al. 2002, Sartori & Tozzi 2002).
Considerando a importancia da anatomia como subsidio para a taxonomia, dados
sobre a familia Flacourtiaceae sdo fundamentais para auxiliar na elucidacéo dos problemas
taxonémicos expostos, além da possibilidade da indicacdo de caracteres que poderdo
auxiliar na identificacdo de amostras estéreis. Portanto, este trabalho teve como objetivos:
(1) caracterizar anatomicamente as folhas de espécies de Abatia, Banara, Carpotroche,
Casearia, Prockia e Xylosma (pertencentes as tribos Abatieae, Prockieae, Oncobeae,
Casearieae, Prockieae e Flacourtieae, respectivamente), ocorrentes em fragmentos
florestais da Zona da Mata de Minas Gerais, (2) avaliar a importancia dos caracteres
anatdbmicos como subsidio para a identificacdo das espécies, (3) elaborar uma chave de
identificacdo para as espécies da Zona da Mata Mineira e (4) ampliar os conhecimentos

sobre a anatomia foliar da familia.

MATERIAIS E METODOS
Folhas de Abatia americana (Gardner) Eichler, Banara brasiliensis (Schott) Benth.,
Carpotroche brasiliensis (Raddi) Endl., Casearia arborea (Rich.) Urb., C. decandra Jacq.,
C. gossypiosperma Brig, C. obliqua Spreng., C. sylvestris Swartz, C. ulmifolia Vahl ex
Vent, Prockia crucis P. Browne ex L. e Xylosma prockia (Turcz.) Turcz. foram coletadas
em trés fragmentos florestais no municipio de Vigosa (Mata da Silvicultura, Mata da
Biologia e Mata do Seu Nico) e em um campo de altitude no Parque Estadual da Serra do

Brigadeiro, todos na Zona da Mata de Minas Gerais.

A Mata da Silvicultura, um fragmento florestal de 17ha situado em altitudes entre
670 e 730m, é resultante de regeneracdo natural (Meira-Neto & Martins 2002). Foi

adquirida pela Universidade Federal de Vicosa em 1936 e, desde entdo, encontra-se
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protegida de cortes e extracdo de madeira (Mariscal-Flores 1993), sendo a vegetacdo do

tipo Floresta Estacional Semidecidual Montana (Veloso et al. 1991).

A Mata da Biologia faz parte de um continuo florestal com 75ha e esta situada em
altitude de 650m, tendo sido desmatada em 1922 para o plantio de café. Desde 1926,
quando da fundacdo da Escola Superior de Agricultura e Veterinaria (ESAV), hoje
Universidade Federal de Vigosa (UFV), essa mata tem sido protegida permanentemente,
estando em processo de regeneracdo natural desde aquela década (Silva et al. 2000), sendo
a vegetacao do tipo Floresta Estacional Semidecidual Montana (Veloso et al. 1991).

A Mata do Seu Nico esta localizada em uma propriedade particular chamada Sitio
Bom Sucesso, distando aproximadamente 5km do Campus da UFV. De toda a propriedade,
apenas um trecho de um vale foi mantido como remanescente florestal, sendo a vegetagéo
do tipo Floresta Estacional Semidecidual Montana (Veloso et al. 1991). A éarea florestal €
de, aproximadamente, 35ha, sendo que o nlcleo possui uma estrutura muito bem
conservada, sem sinais evidentes de perturbacdo causada por retirada de madeira ou pela
ocorréncia de fogo. A altitude é de 750m e o fragmento esta situado nas proximidades da
Mata do Paraiso, maior fragmento florestal da regido de Vigosa e de propriedade da UFV.

O Parque Estadual da Serra do Brigadeiro esta situado no conjunto do Macico da
Mantiqueira, ocupando uma area de 13.210ha e abrangendo os municipios de Araponga,
Divino, Ervalia, Fervedouro, Pedra Bonita, Miradouro, Muriaé e Sericita (Minas Gerais
1996 apud Paula 1998). A vegetagdo constitui-se de Floresta Estacional Semidecidual
(Veloso et al. 1991). A Serra das Cabecas localiza-se a 5km da sede do Parque, no
municipio de Araponga, sendo constituida de trés pequenas sub-serras, sendo que a
conhecida como “totem deitado” foi o local de coleta do material botanico. Este cume esta

localizado a 1722m de altitude e possui uma area de aproximadamente 6 ha, composta pela
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tipologia vegetal Campo de Altitude, bem como de uma formacéo transicional entre esta
tipologia e a Floresta Estacional Semidecidual Altimontana.

O material testemunha foi herborizado e incorporado ao acervo do Herbario VIC da
Universidade Federal de Vigosa. Foram utilizadas também folhas de exsicatas provenientes
do acervo deste herbario, tendo sido na sua totalidade identificadas por especialista. Os
espécimes utilizados no estudo, bem como a sua procedéncia e n° VIC, estdo listados
abaixo. Parte das amostras foi coletada em campo e fixada para as analises anatémicas e
parte foi retirada das exsicatas depositadas no herbario. Os espécimes coletados em campo
foram incorporados ao acervo do herbario quando encontravam-se férteis.

Espécimes fixados — Abatia americana (Gardner) Eichler — Brasil, MG, Araponga, Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB), Serra das Trés Cabecas, Totem deitado. Col.: G. Valente. Banara
brasiliensis (Schott) Benth. - Brasil, MG, Vicosa, Sitio Bom Sucesso, Mata do Seu Nico. Cols.: M. Thadeo e
R.M.S.A. Meira. Carpotroche brasiliensis (Raddi) Endl.- Brasil, MG, Vicosa, Campus da UFV, Mata da
Silvicultura. Cols.: JJA.A.M. Neto e G. Valente (VIC 20.172). Carpotroche brasiliensis (Raddi) Endl.-
Brasil, MG, Vicosa, Campus da UFV, Mata da Biologia. Col.: W.G.F. Jr. Casearia arborea (Rich.) Urb. -
Brasil, MG, Vicosa, Campus da UFV, Mata da Biologia. Col.: W.G.F. Jr. Casearia arborea (Rich.) Urb. -
Brasil, MG, Vigosa, Campus da UFV, Mata da Silvicultura. Cols.: J.A.A.M. Neto e G. Valente (VIC 20.173).
Casearia decandra Jacq. - Brasil, MG, Vicosa, Campus da UFV, Mata da Silvicultura. Cols.: J.A.A.M. Neto
e G. Valente (VIC 20.174). Casearia decandra Jacq. - Brasil, MG, Vicosa, Campus da UFV, Mata da
Biologia. Col.: W.G.F. Jr (VIC 18.684). Casearia decandra Jacq. - Brasil, MG, Vicosa, Campus da UFV,
Mata da Biologia. Col.: W.G.F. Jr (VIC 18.685). Casearia decandra Jacqg. - Brasil, MG, Vigosa, Campus da
UFV, Mata da Biologia. Col.: W.G.F. Jr (VIC 18.686). Casearia gossypiosperma Briquet - Brasil, MG,
Vigcosa, Campus da UFV, Mata da Biologia. Col.: W.G.F. Jr. Casearia sylvestris Swartz - Brasil, MG,
Vicosa, Campus da UFV, Mata da Silvicultura. Cols.: J.A.A.M. Neto e G. Valente (VIC 20.176). Casearia
ulmifolia Vahl ex Ventenat - Brasil, MG, Vicosa, Campus da UFV, Mata da Silvicultura. Cols.: J.A.A.M.
Neto e G. Valente (VIC 20.177). Prockia crucis P. Browne ex L. - Brasil, MG, Vigosa, Sitio Bom Sucesso,
Mata do Seu Nico. Cols.: M. Thadeo e R.M.S.A. Meira. Prockia crucis P. Browne ex L. - Brasil, MG,
Vigosa, Campus da UFV, Mata da Silvicultura. Cols.: J.A.A.M. Neto e G. Valente. Xylosma prockia (Turcz.)
Turcz. - Brasil, MG, Vicosa, Campus da UFV, Mata da Silvicultura. Cols.: J.A.A.M. Neto e G. Valente.
Xylosma prockia (Turcz.) Turcz. - Brasil, MG, Vigosa, Campus da UFV, Mata da Biologia. Col.: W.G.F. Jr
(VIC 30.834). Xylosma prockia (Turcz.) Turcz. - Brasil, MG, Vicosa, Campus da UFV, Mata da Biologia.
Col.: W.G.F. Jr.

Espécimes herborizados: Abatia americana (Gardner) Eichler — Brasil, MG, Araponga,
Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB), Serra das Trés Cabecas. Col.: G.Valente, R.S.A.Meira,
A.Caiafa & F.M.Martins (VIC 28.209). Abatia americana (Gardner) Eichler — Brasil, MG, Araponga, Parque
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Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB), Serra das Trés Cabecas, Totem deitado. Col.: G. Valente & R.S.A.
Meira (VIC 28.211). Abatia americana (Gardner) Eichler — Brasil, MG, Estrada Ponte Nova Mariana km 19.
Cols.: M.V. Faria, M.F. Soares & M. Garcia (VIC 9.234). Carpotroche brasiliensis (Raddi) Endl.- Brasil,
MG, Vicosa, Campus da UFV, Jardim Botanico. Cols.: W.P. Lopes, A. Paula e A.C. Sevilha (VIC 17.014).
Casearia arborea (Rich.) Urb. - Brasil, MG, Vigosa, Campus da UFV, Mata da Biologia. Cols.: A.F. Silva e
N.R.L. Fontes (VIC 12.990). Casearia arborea (Rich.) Urb. - Brasil, MG, Nova Lima, estrada de S&o
Sebastido de Aguas Claras. Cols.: R.P. Martins, T.M. Levinjohn e A.F. Silva (VIC 6.820). Casearia
decandra Jacq. - Brasil, MG, Vicosa, Campus da UFV, Mata da Biologia. Cols.: A.F. Silva e N.R.L. Fontes
(VIC 12.988). Casearia gossypiosperma Briquet - Brasil, MG, Vigosa, Campus da UFV, Jardim Botanico.
Cols.: W.P. Lopes, A. Paula e A.C. Sevilha (VIC 17.013). Casearia obliqua Spreng. - Brasil, MG, Vicosa,
Campus da UFV, Mata da Biologia. Cols.: A.F. Silva e N.R.L. Fontes (VIC 12.987). Casearia sylvestris
Swartz - Brasil, MG, Vicosa, Campus da UFV, Jardim Boténico. Cols.: J.C.S. Leite e A.A. Frinhani (VIC
12.850). Casearia sylvestris Swartz - Brasil, MG, Vicosa, Campus da UFV, Dendrologia. Cols.: W.N. Vidal
(VIC 10.162). Casearia ulmifolia Vahl ex Ventenat - Brasil, MG, Vicosa, Campus da UFV, Mata da
Biologia. Cols.: A.F. Silva e N.R.L. Fontes (VIC 13.077). Casearia ulmifolia Vahl ex Ventenat - Brasil, MG,
Vicosa, Campus da UFV, Mata da Biologia. Col.: E.P. Campos (VIC 30.151). Prockia crucis P. Browne ex
L. - Brasil, MG, Ponte Nova, Estacdo Experimental da EPAMIG. Col.: L.B. Rocha (VIC 11.372). Xylosma
prockia (Turcz.) Turcz. - Brasil, MG, Vigosa, Campus da UFV, Jardim Botanico. Cols.: W.P. Lopes, A.
Paula e A.C. Sevilha (VIC 17.079).

Para analise anatbmica, em microscopia de luz, amostras da regido mediana da
lamina foliar (nervura mediana, margem, regido entre a margem e a nervura mediana e
dentes marginais) e do peciolo (regido apical, mediana e basal) de folhas totalmente
expandidas foram fixadas em FAAsq por 24 horas sob vacuo e ap0s esse periodo estocadas
em etanol 70% (Johansen 1940). Posteriormente, foram desidratadas em série etilica e
incluidas em metacrilato (Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha).

Sempre que possivel, no minimo, trés individuos de cada taxon foram analisados.
Para os individuos arbéreos foram coletadas diversas folhas provenientes dos ramos mais
baixos, cerca de trés ramos por individuo. Para os individuos arbustivos, a metodologia de
coleta foi semelhante, embora ndo haja necessidade da preocupacdo com a localizacdo do
ramo, uma vez que todos possuem alturas semelhantes e encontram-se submetidos a
semelhantes condi¢Bes de luminosidade. Nos espécimes herborizados a coleta do material

seguiu como critério para a selecdo das folhas o tamanho, escolhendo-se aquelas de
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tamanho médio, e o estado de preservacdo do material. O material herborizado foi
submetido ao processo de reversao de herborizacdo (Smith & Smith 1942), desidratado em
série etilica crescente até 95% e incluido em metacrilato (Meira & Martins 2003).

Todas as amostras incluidas em metacrilato foram cortadas transversal e
longitudinalmente, em um micrétomo rotativo de avanco automatico (modelo RM2155,
Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA), utilizando-se navalhas de aco descartaveis. Os
cortes, de 6um de espessura, foram corados com Azul de Toluidina pH 4,0 por
aproximadamente 8 minutos (O’Brien & McCully 1981) para caracterizacao estrutural.

Para descrever os caracteres de superficie, fragmentos foliares foram dissociados
utilizando-se acido nitrico e acido crémico, segundo metodologia de Jensen (1962) e
corados com Azul de Astra por 5 minutos e Fucsina Bésica por 5 segundos (Kraus et al.
1998). Para a andlise dos padrdes de venacdo, as folhas foram diafanizadas utilizando-se
solucdo de hidroxido de sodio 10% e hipoclorito 20%, intercaladas por sucessivas lavagens
em agua destilada (Johansen 1940, modificado) e coradas com safranina (1% solucédo

alcoolica) por 20 minutos.

As laminas foram montadas com resina sintética (Permount, Fisher) ou gelatina
glicerinada. As observacdes e a documentacdo fotografica foram realizadas em
microscopio de luz (modelo AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japdo) equipado com
sistema U-Photo. Os diagramas foram efetuados em microscépio de luz (modelo CBA,
Olympus Optical, Téquio, Japao) acoplado a uma camara clara.

Para descrever a arquitetura da folha foi utilizada a terminologia proposta por
Hickey (1973) e Hickey & Wolfe (1975), para descrever os padrfes cuticulares e para 0s
estdmatos a de Dilcher (1974), e para os padrdes de vascularizacdo da nervura mediana e
do peciolo a de Dickison (2000).

Amostras da margem foliar foram analisadas ao microscopio eletrénico de
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varredura, a fim de se avaliar a micromorfologia dos dentes marginais; para tal foram
fixadas em solucdo contendo 2,5% de glutaraldeido e 4% de paraformaldeido em tampéo
cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2 (Karnovsky 1965, modificado), por 48 horas, e pos-
fixadas, por 18 horas, em tetroxido de ésmio a 1% preparado no mesmo tampéao (Bozzola
& Russel 1992). Apods a fixacdo, estas amostras foram lavadas na mesma solucao tampéo,
sendo, entdo desidratadas em série etilica e levadas a secagem ao ponto critico (Bozzola &
Russel 1992), utilizando-se equipamento CPD020 da Balzers. Apds a montagem do
material nos suportes, procedeu-se a deposicdo metalica com ouro (Bozzola & Russel
1992), utilizando-se equipamento Sputter Coater FDU 010 da Balzers, e a investigacéo e
documentacdo do material em microscopio eletrénico de varredura (Leo 1430VP, Zeiss,
Heidelberg, Alemanha).

Para expressar graficamente as semelhancgas entre as espécies fez-se uma andlise
comparativa de alguns caracteres anatomicos foliares (Tabelas 1 a 4) baseados na presenca
ou auséncia utilizando-se distancia euclidiana (Sneath & Sokal 1973). As relacdes foram
interpretadas por métodos de agrupamentos por algoritmos de médias ndo ponderadas

(UPGMA), utilizando-se o programa MVSP (Multi-Variate Statistical Package).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As onze espécies de Flacourtiaceae estudadas apresentam folhas simples, com
margens denteadas (Figs. 1 a 12). Segundo Hickey & Wolfe (1975), o tipo de dente
marginal presente nas folhas das dicotileddneas é um carater muito estavel, constituindo-se
em ferramenta bastante interessante para a taxonomia.

Diversos autores ressaltaram a presenca do dente do tipo tedide e seu derivado
salicOide dentre as Flacourtiaceae (Hickey & Wolfe 1975, Judd 1997, Bernhard & Endress
1999, Chase et al. 2002). Os dentes tedides possuem a nervura mediana do dente em
direcdo ao apice, que se encontra encapuzado por uma seta opaca decidua. J& nos dentes
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salicOides a seta é retida como uma calosidade esférica escura, que nao é opaca nem
decidua e se encontra fusionada ao apice do dente (Hickey & Wolfe 1975, Hickey 1973).

Nas espécies analisadas foi possivel detectar dentes tedides em Carpotroche
brasiliensis e nas espécies de Casearia (Figs. 1 a 8) e dentes salicoides em Abatia
americana, Banara brasiliensis, Prockia crucis (Fig. 9) e Xylosma prockia (Figs. 10 a 12).
Cada dente teodide é vascularizado por um feixe central (Figs. 2 e 8), enquanto os dentes
salicdides possuem uma vascularizacdo intensa formada pela fusdo e ramificacdo de
diversos feixes (Fig. 9). O tipo de dente mostrou-se importante taxonomicamente, uma vez
que a presenca do dente salicdide € um forte indicio de que a planta pertence ou a familia
Flacourtiaceae ou Salicaceae stricto sensu, Unicas familias aonde o caréater ja foi relatado.
Podemos também inferir que o género Casearia possui uma localizacdo basal dentro da
familia, uma vez que, segundo Hickey & Wolfe (1975), dos dentes tedides é que derivaram
os salicoides.

Através de observacOes estruturais foi possivel constatar que os dentes tedides
mostraram-se semelhantes a hidatddios (Fig. 4). Hidatddios sdao aberturas na superficie da
planta, especialmente folhas, por onde liquido, ao invés de vapor d’agua, é secretado. Esse
liquido constitui-se principalmente de &gua, mas é comum a presenca de ions dissolvidos, e
0 processo pelo qual essa agua € secretada recebe o nome de gutacdo (Fahn 1979). As
estruturas aqui observadas possuem um suprimento vascular constituido exclusivamente de
terminacBes xilematicas e poros aqliferos, ndo sendo possivel constatar a presenca de
bainha nem de epitema (Fig. 4).

J& os dentes salicoides mostraram-se semelhantes a nectarios extraflorais (Thadeo
et al. — enviado para publicacdo). Possuem epiderme secretora uniestratificada recobrindo
a concavidade, formando uma palicada de células, parénquima secretor (Fig. 11) e

extensdes vasculares que, por vezes, se ramificam (Fig. 9) até a epiderme secretora.
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Para as Salicaceae stricto sensu, hidatodios e nectarios extraflorais,
anatomicamente muito semelhantes aos descritos neste trabalho para Flacourtiaceae, ja
foram descritos para espécies de Populus (Curtis & Lersten 1974, 1978).

Quanto ao padrdo de venacdo, observou-se que em dez das espécies estudadas o
padrdo de venacéo foliar tende para o camptédromo-broquidédromo, onde as nervuras de
segunda ordem se anastomosam, desde a base da folha, e formam uma série de arcos
proximos ao bordo (Figs. 13 a 17). Dependendo do angulo de fechamento, os arcos
broquidédromos podem ser mais ou menos proeminentes; em geral, S0 mais proeminentes
no apice da folha, onde formam lacos de ordem superior. JA& em Banara brasiliensis e
Prockia crucis, o padrdo é misto acrédromo-broquidédromo, onde existem cerca de duas
nervuras secundarias basais que tendem ao padrdo acrédromo até o terco médio da folha,
quando, entdo, se unem a outras nervuras formando arcos broquidédromos.

Os padroes de venacdo anteriormente descritos para as Flacourtiaceae foram pinado
com nervuras laterais semicraspeddédromas, broquidédromas ou eucamptdédromas e
palmado com as nervuras laterais convergindo, sendo este ultimo de ocorréncia comum na
tribo Prockieae (Judd 1997). Os padrdes visualizados nas espécies em estudo estdo de
acordo com a literatura, inclusive o padrdo palmado foi também um carater que permitiu o
agrupamento dos representantes da tribo Prockieae estudadas (Banara brasiliensis e
Prockia crucis).

Nas espécies estudadas foi possivel identificar dois grupos quanto ao padrdo de
nervacdo Ultima marginal: as espécies de Casearia apresentam o padrdo incompleto, com
terminacgOes vasculares livres nas proximidades da margem foliar (Figs. 13 a 16), enquanto
nos outros géneros as terminacgdes sdo formadas por uma série de arcos de onde podem se
originar nervuras de menor porte (Fig. 17). As nervuras de terceira ordem possuem um

padrdo ramificado transverso, as ramificagdes orientadas ao longo da érea intercostal (Fig.
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18), e junto com as de ordem superior determinam aréolas imperfeitas, de formato irregular
e distribuidas ao acaso (Figs. 19, 21 e 24). As terminagdes vasculares, representadas por
traqueides e esclerénquima, podem ser ramificadas (Figs. 20 e 22) ou ndo (Fig. 23).
Embora o padrdo de venacdo foliar se mostre bastante uniforme nas espécies estudadas,
determinados aspectos podem predominar numa tribo ou outra. Por exemplo, todos 0s
representantes da tribo Casearieae possuem venagdo Ultima marginal incompleta, enquanto
esse padrdo € em arcos nas espécies pertencentes as outras tribos.

Embora vérios autores utilizem a venacdo foliar para fins taxonémicos e/ou
caracterizacdo das espécies (Cardoso & Sajo 2006, Reis et al. 2004, Moraes & Paoli 1999),
esta caracteristica deve ser considerada com parcimdnia. Dilcher (1974), em uma revisdo
sobre 0 uso taxondmico e ecolégico da venacdo e dos padrdes cuticulares de folhas,
incluindo desde estudos com espécies fdsseis até plantas atuais, salienta que folhas de um
mesmo género e espécie podem exibir densidades diferentes de microvenagdo, na
dependéncia de certos fatores ambientais, levantando sérias ddvidas quanto a utilizacdo do
tamanho de aréolas e padrdes de ramificacbes de vénulas para fins taxonémicos.

Os estdbmatos, de um modo geral, estdo restritos a superficie abaxial (Figs. 25, 28,
31, 34, 38, 40, 42 e 45), sdo do tipo braquiparacitico (Figs. 27, 33, 37 e 44), e estdo
nivelados com as demais células epidérmicas (Figs. 47, 50, 51, 54, 56, 59, 60 e 61). As
Unicas espécies que ndo seguiram esse padrdao foram Carpotroche brasiliensis,
apresentando estdmatos anomociticos (Fig. 30), e Casearia ulmifolia, com estbmatos em
ambas as superficies embora mais abundantes na abaxial (Figs. 45, 46, 60 a 62). Vale
ressaltar que além do tipo braquiparacitico predominante, foram também observados
estdbmatos paraciticos tipicos e também tipologias intermediarias entre esses dois tipos,

embora em propor¢ao mais reduzida.
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A presenca de estdbmatos paraciticos e anomociticos ja foi relatada para a familia
por diversos autores (Solereder 1908, Metcalfe & Chalk 1950, Merida & Medina 1967,
Judd 1997). Van Cotthem (1970) ressaltou que os estdbmatos do tipo paraciticos necessitam
de uma observacdo mais cautelosa, pois notou que por vezes eles podem ndo estar
totalmente circundados, em um ou em ambos o0s pdlos, pelas células epidérmicas
ordinarias. Ou seja, as células subsidiarias ndo se tocam nos polos do estdbmato. Dilcher
(1974) propds entdo o termo braquiparacitico para tais estdmatos. A ocorréncia
concomitante de estbmatos paraciticos, braquiparaciticos e tipologias intermediarias ja foi
relatada para representantes das Magnoliaceae (Baranova 1972).

Em vista frontal, as células epidérmicas variaram bastante quanto ao contorno.
Algumas espécies apresentaram células da superficie adaxial com contorno reto (Abatia
americana, Banara brasiliensis — Fig. 26, Casearia arborea — Fig. 39, C. decandra - Fig.
41, C. gossypiosperma, C. obliqua, C. sylvestris — Fig. 43 e C. ulmifolia — Fig. 46), outras
com contorno sinuoso (Carpotroche brasiliensis — Fig. 29 e Xylosma prockia — Fig. 35)
enquanto Prockia crucis ndo se enquadrou em nenhum dos dois grupos, apresentando
células com contorno reto a levemente sinuoso (Fig. 32). Para a superficie abaxial também
ocorreu variagdo, contorno reto em Abatia americana, Banara brasiliensis — Fig. 25,
Casearia decandra — Fig. 40, C. gossypiosperma e C. sylvestris — Fig. 42; contorno
sinuoso em Carpotroche brasiliensis — Fig. 28, Casearia arborea — Fig. 38, Prockia crucis
— Fig. 31 e Xylosma prockia — Fig. 34; e contorno reto a levemente sinuoso em Casearia
obliqua e C. ulmifolia (Fig. 45). As células epidérmicas que revestem as nervuras
apresentam-se alongadas e com paredes anticlinais retas (Figs. 31, 34, 38 e 46).

A sinuosidade das paredes epidérmicas esta ligada a funcdo mecénica que aumenta
a rigidez das células evitando o colapso de parede, devido a escassez de dgua (Haberlandt,

1928). Pyykkd (1979) observou maior sinuosidade nas paredes das células epidérmicas de
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folhas de estratos arbdreos inferiores enquanto as folhas de estratos superiores possuiam
paredes retas, admitindo portanto, a possibilidade de correlacdo entre a sinuosidade das
paredes das células epidérmicas e a intensidade luminosa a qual a folha esta submetida.

A cuticula, de modo geral, é lisa e delgada. Exce¢des foram Banara brasiliensis
(Figs. 49 e 50) e Casearia decandra, com cuticula espessa na face adaxial, e Xylosma
prockia, com cuticula estriada (Figs. 36 e 53).

Tricomas tectores unicelulares e ndo ramificados, de tamanhos variados e paredes
espessadas (Figs. 31, 32 e 48), por vezes com a extremidade curvada formando um gancho
(Fig. 42), possuem ampla distribuicdo tanto na superficie da lamina quanto na do peciolo
das espécies estudadas. Esses tricomas estdo localizados tanto na superficie adaxial quanto
abaxial da folha e preferencialmente nos locais que recobrem as nervuras e na superficie
abaxial. Em C. arborea, concomitantemente aos tricomas unicelulares e ndo ramificados,
ocorrem tricomas pluricelulares ramificados, apresentando de duas a trés células (Figs. 38
e 58). Abatia americana e Casearia arborea, baseando-se somente em andlise visual,
foram as espécies mais pilosas.

Em Carpotroche brasiliensis e Xylosma prockia as células epidérmicas ordinérias
estdo intercaladas com células epidérmicas solitarias ou em grupos de duas a quatro células
pequenas e de contorno circular que contém cristais (Fig. 37). Esses cristais ocorrem
principalmente nas células epidérmicas que revestem as nervuras (Fig. 34), sendo do tipo
drusas (Fig. 52) em C. brasiliensis e monocristais (Fig. 54) em X. prockia.

A presenca de cristais epidérmicos para Xylosma foi relatada por Solereder (1908)
como uma caracteristica de grande valor no reconhecimento de material estéril. Metcalfe &
Chalk (1950), além da presenca dos cristais epidérmicos em Xylosma, também relataram a
sua existéncia no género Casearia, caracteristica que ndo foi confirmada neste trabalho.

Vale ressaltar que 0 género Casearia possui distribuicdo pantropical, portanto os autores
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podem ter analisado espécies diferentes das analisadas no presente trabalho, justificando
assim as diferencas encontradas nos resultados obtidos.

Somente Abatia americana apresentou hipoderme, variando de um a dois estratos
de células (Fig. 47). As demais espeécies estudadas apresentaram epiderme unisseriada sem

a presenca de camadas subepidérmicas. Vale ressaltar que a denominagdo de hipoderme
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As células epidermicas de todas as espécies estudadas possuem um formato tabular
tipico, excetuando-se as regides marginais e as nervuras medianas e de menor calibre,
aonde as células apresentaram carater papiloso.

Caracteristicas epidérmicas tém sido taxonomicamente Uteis em diversas familias
de dicotiledbneas, incluindo, entre outras, as Celastraceae (Den Hartog & Baas 1978),
Euphorbiaceae (Raju & Rao 1977) e Magnoliaceae (Baranova 1972). Em diferentes
condigdes ecoldgicas, o tamanho das células, a freqliéncia de estdbmatos e de tricomas e a
configuracdo das paredes anticlinais podem variar, enquanto o posicionamento e
orientacdo dos estdmatos, a morfologia dos tricomas e o tipo de estdmato sdo caracteres
menos varidveis. Entretanto, quando muitos caracteres epidérmicos sdo considerados em
conjunto, com um melhor entendimento da sua variabilidade, eles podem tornar-se
extremamente Uteis, por vezes essenciais, para a taxonomia das angiospermas (Dilcher
1974). Para as espécies de Flacourtiaceae estudadas, algumas caracteristicas epidérmicas
tiveram carater diagnostico: a presenca de idioblastos cristaliferos na epiderme em
Xylosma prockia e Carpotroche brasiliensis, a presenga de estdmatos anomociticos em
Carpotroche brasiliensis e de cuticula estriada em Xylosma prockia, facilitando portanto a
identificacdo dessas espécies.

O mesofilo € dorsiventral, exibindo claramente uma diferenciacdo entre o
parénquima palicadico e o lacunoso (Figs. 47, 50, 51, 52, 54, 56, 57, 60 a 62). No
parénquima palicadico as células sdo alongadas, justapostas e de espessura uniforme,
sendo interrompidas apenas na regido da nervura mediana. Esse tecido apresenta-se
unisseriado em Carpotroche brasiliensis (Fig. 52), com uma a duas camadas de células em
Abatia americana (Fig. 47), Casearia arborea (Fig. 57) e C. ulmifolia (Figs. 60 a 62), e
com duas camadas de células em Banara brasiliensis (Fig. 50), Casearia decandra, C.

gossypiosperma, C. obliqua, C. sylvestris, Prockia crucis (Fig. 56) e Xylosma prockia (Fig.
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54). O parénquima lacunoso, de modo geral, possui um arranjo frouxo, com abundantes
espacos intercelulares, e pode ocupar de dois tercos a metade do mesofilo.

A espessura da lamina, bem como a disposicdo e nimero de camadas dos tecidos
fotossintéticos foliares, constituem-se em caracteres muito plasticos, sendo influenciados
pela umidade do ar e do solo, pela temperatura e disponibilidade luminosa, como indicam
os estudos comparativos de folhas de sol e de sombra de uma mesma espécie (Larcher
2000).

Ductos e cavidades secretoras estdo presentes em todas as espécies de Casearia
estudadas. Em seccdo transversal da nervura mediana, ductos encontram-se distribuidos
irregularmente no parénquima fundamental, localizados tanto na superficie abaxial quanto
na adaxial (Figs. 69, 64 e 72), sendo esta caracterizacdo confirmada pelo IGmen alongado
observado nos cortes longitudinais (Fig. 71). No mesofilo e na regido préxima a margem
existem numerosas cavidades com localizacdo subepidérmica (Fig. 57) ou distribuidas na
interface do parénquima pali¢adico com o lacunoso (Figs. 57 e 62). Em C. arborea e C.
sylvestris, existem ductos dispersos na regido do floema (Figs. 64B e 64E, 69 e 70). Com
excecdo de C. ulmifolia, que apresenta as cavidades do mesofilo dispersas somente na
interface dos parénquimas palicadico e lacunoso (Fig. 62), todas as outras espécies as
apresentam dispersas no mesofilo (Fig. 57).

Os tipos de estruturas secretoras encontradas no presente trabalho e a posi¢édo que
ocupam nos 6rgdos foliares tém valor diagndstico para Casearia, tanto em nivel genérico
quanto especifico (Tabs. 2, 3 e 4). Segundo Fahn (1979), as estruturas secretoras
apresentam uma grande variacdo na morfologia, anatomia, funcéo, posicdo que ocupam e
tipo de substancia que secretam. O estudo da anatomia dessas estruturas pode ser um
componente importante para as avaliagdes taxondmicas (Solereder 1908, Metcalfe &

Chalk 1950). Investigando plantas xeromorficas do leste da Patagbnia, Pyykkd (1966)
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concluiu que as estruturas secretoras tém significado taxonémico, sendo mais
caracteristicas em certas familias e géneros do que em grupos ecoldgicos.

Idioblastos cristaliferos contendo drusas e monocristais estdo abundantemente
dispersos pela lamina (Figs. 22, 51 e 56), inclusive na regido do floema. A Unica espécie
que ndo apresentou idioblastos cristaliferos foi Abatia americana, e em Xylosma prockia,
apesar de serem muito abundantes, ocorrem apenas monocristais (Fig. 23). Esses cristais,
em muitas das espécies, encontram-se nas células que estdo associadas aos feixes
vasculares formando uma bainha cristalifera (Figs. 49 e 55), e podem também ser
encontrados dentro de elementos de sustentacdo do tecido esclerenquimatico. Fato
semelhante foi descrito por Barcock & Quimby (1962), quando observaram cristais
preenchendo completamente os braquiesclereides presentes na casca de Casearia
sylvestris.

Na nervura mediana o sistema vascular esta constituido por xilema em posi¢cdo
adaxial e floema abaxial, em forma de arco plano (Figs. 63B, 63E, 64, 69, 70 e 73), com
esclerénquima tanto na face adaxial quanto abaxial (Figs. 63B, 63E, 64A-C, 64E, 64F, 69,
73 e 74). A Unica espécie em que o esclerénquima ndo estava presente foi Casearia
obliqua (Fig. 64D). Nas nervuras das folhas mais amplas o sistema vascular forma um
cilindro, pois, em adicéo ao feixe vascular em forma de arco existe um segundo feixe com
orientagdo inversa. Esse padrdo ocorreu em Abatia americana (Fig. 63A) e em
Carpotroche brasiliensis (Fig. 63C). Em Prockia crucis o feixe apresentou um padréo
intermediério entre o encontrado em A. americana e C. brasiliensis, 0 arco apresentou as
extremidades invaginadas (Fig. 63D). As células esclerenquimaticas que acompanham a
nervura mediana, na maioria dos casos, sdo fibras (Figs. 69, 70, 73 e 74), mas podem

ocorrer também alguns braquiesclereides. Os feixes vasculares das nervuras de menor
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calibre seguem 0 mesmo padrdo apresentado para a nervura mediana e sdo acompanhados
por calotas de fibras tanto na face adaxial como na abaxial (Figs. 49, 52 e 53).

Em algumas espécies, no floema da nervura mediana (Figs. 63B-D, 63F, 69 e 70) e
do peciolo (Figs. 66A, 66D, 67A, 67C-F, 75, 76 e 77), ocorrem diversos idioblastos de
coloracgéo esverdeada (quando corados com Azul de Toluidina), o que indica a presenca de
compostos fenolicos. Esses idioblastos também se encontram dispersos no parénquima
fundamental do peciolo (Figs. 67A, 67D, 67E, 67G e 75) e, por vezes, no Xxilema (Figs.
64A-C, 67A-D, 67F e 77).

Nas camadas subepidérmicas da regido da nervura mediana, do peciolo e da
margem foliar ocorre colénquima como um carater constante em todas as espécies
analisadas (Figs. 4, 69, 75 e 80).

A anatomia do peciolo fornece, freqlientemente, subsidios para a identificacdo de
determinados taxa, sendo que a porc¢do distal do peciolo é a mais significativa em termos
taxondmicos (Howard 1979). A forma e a anatomia do peciolo variaram muito pouco da
regido distal para a proximal em todas as espécies analisadas de Flacourtiaceae.

De um modo geral, os peciolos das esp
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floema abaxial, em forma de arco com as extremidades levemente fletidas e que contém
esclerénquima preferencialmente na face abaxial (Figs. 66B, 67, 75, 77 e 80). Inclusive,
nas folhas mais amplas, o sistema vascular também forma um cilindro, como visualizado
em Abatia americana (Fig. 66A), Carpotroche brasiliensis (Fig. 66C) e Prockia crucis
(Fig. 66D). O esclerénquima ndo estava presente em Abatia americana (Fig. 66A),
Casearia gossypiosperma (Figs. 67D e 77) e Casearia obliqua (Figs. 67E e 76). As células
esclerenquimaticas, assim como na nervura mediana, na maioria dos casos, sao fibras, mas
podem ocorrer também alguns braquiesclereides.

Cambio vascular encontra-se presente em todas as espécies estudadas (Fig. 76), e
em alguns cortes de espécies de Casearia foi possivel visualizar a formacdo de uma
periderme nas aletas adaxiais do peciolo (Fig. 75). Esse cambio pode originar uma
estrutura secundaria no feixe vascular, dando origem, em alguns casos, a um érgdo com
crescimento secundario, como visto para o peciolo de Casearia decandra (Fig. 67B).
Existem muitos relatos da atividade cambial em folhas de gimnospermas (Mauseth 1988),
mas para as dicotiledoneas esses relatos mostram-se mais restritos (Shtromberg 1959,
Teixeira & Gabrielli 2006).

A semelhanca do que ja foi descrito para a lamina, cristais foram observados na
epiderme do peciolo (Fig. 79). Apenas em Abatia americana ndo foram observados cristais
no parénquima fundamental nem no floema do peciolo, entretanto esta foi a Unica espécie
em que foram observados estdmatos na epiderme do peciolo.

Os caracteres anatdbmicos do sistema vascular podem fornecer dados importantes
para serem aplicados na taxonomia (Metcalfe & Chalk 1979). No presente trabalho, o
sistema vascular, tanto da nervura mediana quanto do peciolo, forneceu dados valiosos que

foram de fundamental importancia para a separagdo das espécies.
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Neste trabalho foram descritas anatomicamente onze espécies de Flacourtiaceae,

com énfase nos caracteres semelhantes e distintos. Diversos caracteres anatdmicos eram de

ocorréncia comum entre as espécies, enquanto outros estavam restritos a algumas delas,

mostrando, assim, que séo de valor taxonémico tanto em nivel genérico quanto especifico.

Baseando-se nesses caracteres foi elaborada uma chave de identificacdo para as espécies

ocorrentes na Zona da Mata Mineira.

EaliE

o

Chave de identificacdo para as espécies de Flacourtiaceae ocorrentes na Zona da

Mata Mineira baseada em caracteres anatdmicos foliares

Margem da lamina com dente tEOIAE ........c.ccveveeieiieie e 2
Margem da lamina com dente SAHCOIAR .........ccccevveieiiiiie s 8

Estruturas secretoras internas (ductos e cavidades) ausentes; epiderme com
idioblastos cristaliferos (drusas); estbmatos anomociticos; nervura ultima marginal
em arcos; feixe vascular da nervura mediana em cilindro medulado .............cccoceveennens
................................................................................................. Carpotroche brasiliensis
Estruturas secretoras internas (ductos e cavidades) presentes; epiderme sem
idioblastos cristaliferos; estdbmatos predominantemente braquiparaciticos; nervura
altima marginal incompleta; feixe vascular da nervura mediana em arco plano ......... 3

Folhas anfiestomaticas; cavidades do mesofilo localizadas na interface do parénquima

palicadico e parénquima laCunOS0.........cccuevveiereeieeie e ee e Casearia ulmifolia
Folhas hipoestomaéticas; cavidades dispersas no mesofilo .........ccccocevevirinieicininne. 4
DUCEOS NO TIOBMA ... e e 5
DUCt0S NO FIOBMA AUSENTES ......cviiviiiiiieie e 7
Cavidades dispersas pela lamina, mais densas nos bordos.................. Casearia obliqua
Cavidades dispersas pela lamina ... s 6
Tricomas tectores pluricelulares ramificados ...........cccccevviiiiennnnne Casearia arborea
Tricomas tectores unicelulares e ndo ramificados .............cccceeveenee. Casearia sylvestris
Feixe vascular do peciolo com esclerénquima .........ccccccoeeveveivennnnn Casearia decandra
Feixe vascular do peciolo sem esclerénquima ...................... Casearia gossypiosperma
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10. Vascularizacdo em arco plano na nervura mediana; vascularizacdo em arco com as
extremidades fletidas N0 Peciolo .........ccccovvviiieiiiiiicice e Banara brasiliensis
10. Vascularizacdo em arco com as extremidades invaginadas e com feixes acessorios na
nervura mediana; vascularizacéo em cilindro medulado no peciolo ...... Prockia crucis

Nas Tabelas 1 a 4 foram sumarizados os resultados quanto ao padrdo de venacao,
caracteres epidérmicos, da lamina e do peciolo das folhas das espécies de Flacourtiaceae,
visando uma comparacgdo entre os clados estudados. A analise de agrupamento feita com
base nestes caracteres (Fig. 81) demonstra que, a excec¢dao de Abatia americana que foi a
Unica espécie que ndo se agrupou com as demais, a morfologia externa, associada aos
caracteres de anatomia foliar, separa as espécies estudadas em dois grupos bem definidos:
0 primeiro constituido pelas espécies do género Casearia e um segundo reunindo Xylosma
prockia, Banara brasiliensis, Prockia crucis e Carpotroche brasiliensis (Fig. 81). Vale
ressaltar que Banara brasiliensis e Prockia crucis formaram um grupo menor, fato que
corrobora a abordagem taxondmica que retne esses dois géneros em uma mesma tribo
(Chase et al. 2002).

Abatia americana pertence a tribo Abatieae, tribo esta que tem sido questionada
como um clado da familia Flacourtiaceae. Alguns autores sugerem que 0s representantes
dessa tribo sejam melhor alocados dentro da familia Passifloraceae (Lemke 1988,
Takhtajan 1997). Entretanto, com base nos dados de biologia molecular, Chase et al.
(2002) concluiram que a tribo pertence a familia Flacourtiaceae e esta intimamente
relacionada com a tribo Prockieae. Os resultados obtidos no presente trabalho néo
corroboram a abordagem baseada em dados moleculares, pois a espécie estudada foi a
Unica avaliada que ficou isolada. 1sso sugere que estudos envolvendo um maior nimero de
espécies, além de uma maior namero de caracteres, devam ser realizados.

O género Carpotroche (pertencente a tribo Oncobeae), de acordo com o0s dados de
biologia molecular (Chase et al. 2002), foi realocado na familia Achariaceae. No presente

estudo, C. brasiliensis apareceu intimamente relacionada com os representantes da tribo
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Prockieae. Embora nao tenham sido analisadas espécies pertencente a familia Achariaceae
strictu sensu, e tampouco avaliada a presenca dos glicosideos cianogénicos caracteristicos
da tribo, os resultados sobre a anatomia apresentados no presente estudo reforcam a
necessidade de uma reviséo taxonomica.

Apesar das espécies de Casearia apresentarem grande variacdo morfologica entre 0s
individuos de uma mesma espécie e algumas espécies serem muito semelhantes
vegetativamente, é possivel destacar caracteres anatdbmicos que sdo constantes em nivel
genérico e caracteres que possibilitam a correta identificacdo das espécies.

As relacBes taxondmicas da familia Flacourtiaceae sdo bastante controversas.
Diversos autores ressaltam a intima relacdo entre Flacourtiaceae e Salicaceae (Metcalfe &
Chalk 1950, Hickey & Wolfe 1975, Meeuse 1975, Miller 1975, Cronquist 1988, Leskinen
& Alstrom-Rapaport 1999, Azuma et al. 2000, Chase et al. 2002). Neste trabalho foram
identificados caracteres que corroboram a proximidade entre esses clados, tais como: a
presenca do dente salicdide, tricomas simples unicelulares e ndo ramificados, estdmatos
braquiparaciticos, crescimento secundario no peciolo, abundéncia de cristais, feixes
colaterais e em forma de arco na nervura mediana, mesofilo dorsiventral e esclerénquima
acompanhando os feixes.

Os estudos anatdmicos feitos nas espécies de Flacourtiaceae permitem concluir: 1. a
anatomia foliar pode fornecer dados para auxiliar na taxonomia da familia, tanto em nivel
genérico quanto especifico; 2. a analise de espécimes provenientes de localidades distintas
é de fundamental importancia para que se possa levar em consideracdo a variagdo que
ocorre na estrutura anatdmica determinada pelas condi¢Ges ambientais; 3. a associacéo de
alguns caracteres; como o tipo de venacdo Ultima marginal, dente marginal, estruturas

secretoras, padrBes cuticulares, presenca de hipoderme e de cristais epidérmicos, tipo de
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tricomas e padrdes de vascularizacdo; se mostrou fundamental para a separacdo das

especies estudadas.
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Tabela 1 — Analise comparativa dos caracteres de venacédo das folhas de espécies de Flacourtiaceae ocorrentes na Zona da Mata Mineira.

Padrao de venacéo Venacgdo Ultima marginal Venacdao terciaria Dente marginal
Abatia americana camptodromo-broquidédromo em arcos muito transversa salicéide
Banara brasiliensis acrédromo-broquidédromo em arcos transversa salicoide
Carpotroche brasiliensis camptédromo-broquidédromo em arcos transversa tedide
Casearia arborea camptédromo-broquidédromo incompleta muito transversa tedide
C. decandra camptédromo-broquidédromo incompleta transversa tedide
C. gossypiosperma camptédromo-broquidédromo incompleta transversa tedide
C. obliqua camptédromo-broquidédromo incompleta transversa tedide
C. sylvestris camptédromo-broquidédromo incompleta transversa tedide
C. ulmifolia camptodromo-broquidédromo incompleta transversa tedide
Prockia crucis acrodromo-broquidédromo em arcos fracamente transversa salicéide

Xylosma prockia camptodromo-broquidédromo em arcos fracamente transversa salicéide




Tabela 2 — Analise comparativa dos caracteres epidérmicos da lamina das folhas de espécies de Flacourtiaceae ocorrentes na Zona da Mata Mineira.

Contorno da

Contorno da

Localizacdo Ids na . R . . epiderme epiderme Altura das células .
N . Tipo de estdmato Tipo de tricoma . . S Cuticula
dos estdmatos  epiderme adaxial em abaxial em epidérmicas
vista frontal vista frontal
. " . s unicelular ndo . . .
. . hipoestomatica - braquiparacitico . reta reta adaxial > abaxial lisa
Abatia americana ramificado
. - . o unicelular ndo . . .
e hipoestomatica - braquiparacitico L reta reta adaxial > abaxial lisa
Banara brasiliensis ramificado
. " -, unicelular ndo . . . . .
Carpotroche hipoestomaética D anomocitico L sinuosa sinuosa adaxial > abaxial lisa
L ramificado
brasiliensis
unicelular ndo
. . - . . ramificado e : : ; :
Casearia arborea hipoestomética - braquiparacitico pluricelular reta sinuosa adaxial > abaxial lisa
ramificado
. - . s unicelular ndo . . .
C. decandra hipoestomatica - braquiparacitico L reta reta adaxial > abaxial lisa
ramificado
C. gossypiosperma . " . s unicelular ndo . . .
gossypiosp hipoestomatica - braquiparacitico o reta reta adaxial = abaxial lisa
ramificado
unicelular ndo retaa
C. obliqua hipoestomatica - braquiparacitico ramificado reta levemente adaxial > abaxial lisa
sinuosa
. . " . . unicelular ndo . . .
C. sylvestris hipoestomética - braquiparacitico - reta reta adaxial > abaxial lisa
ramificado
unicelular ndo retaa
C. ulmifolia anfiestomatica - braquiparacitico ramificado reta levemente adaxial = abaxial lisa
sinuosa
. . . " . . unicelular ndo reta a levemente . . . .
Prockia crucis hipoestomatica - braquiparacitico L . sinuosa adaxial > abaxial lisa
ramificado sinuosa
Xylosma prockia . " . . unicelular ndo . . . . .
y P hipoestomatica M braquiparacitico sinuosa sinuosa adaxial > abaxial estriada

ramificado

Abreviacdes: D = drusas, Ids = idioblastos cristaliferos, M = monocristais, + = presenca, - = auséncia.



Tabela 3 — Analise comparativa dos caracteres da lamina das folhas de espécies de Flacourtiaceae ocorrentes na Zona da Mata Mineira.

Camadas Ductose  Localizagéo
HD Ids do Extens&o do Formatoda  Esclerénquima Vascularizacdo cavidades das
- lacunoso margem na NM da NM secretoras cavidades
palicadico X
mes  flo mes flo no mesofilo
Abatia americana + - - la?2 172 dp plana + cilindro - -
mesofilo medulado -
Banara brasiliensis - D D 2 213 dp plana + arco plano - - -
mesofilo
Carpo_troqhe i DM D/M 1 2/3 d_o plana + cilindro i i i
brasiliensis mesofilo medulado
: 2/3 do .
Casearia arborea - D/M DIM la2 . revoluta + arco plano + + dispersas
mesofilo
C. decandra - D/M DI/IM 2 12 dp revoluta + arco plano + - dispersas
mesofilo
. 2/3 do i
C. gossypiosperma - D/M DI/IM 2 . lana + arco plano + - dispersas
gossyplosp mesofilo P P P
C. obliqua - D/M DIM 2 172 d_o plana - arco plano + - dispersas
mesofilo
C. sylvestris - D/M DIM 2 213 d_o revoluta + arco plano + + dispersas
mesofilo
interface
C. ulmifolia - D/M DIM la2 1/2 d_o plana + arco plano + - _er]tr_e
mesofilo pali¢adico e
lacunoso
arco com
213 do extremidades
Prockia crucis - D/M DIM 2 . plana + invaginadas e - - -
mesofilo ;
feixes
acessorios
Xylosma prockia - M M 2 2/3 d_o levemente + arco plano - - -
mesofilo revoluta

Abreviagdes: mes = mesofilo, flo = floema, HD = hipoderme; Ids = idioblastos; NM = nervura mediana, D = drusas, M = monocristais, + = presenga, - =

auséncia.



Tabela 4 — Analise comparativa dos caracteres do peciolo das folhas de espécies de Flacourtiaceae ocorrentes na Zona da Mata Mineira.

Ductos e
Idioblastos cristaliferos Crescimento cavidades
Estdmatos P Esclerénquima Vascularizagéo secretoras
secundario
epiderme cortex floema cértex  floema

Abatia americana : - - +- cambio - cilindro medulado - -
L o arco com extremidades

Banara brasiliensis - D/M D/M - cambio + fletidas - -
o o cilindro medulado com

Carpotroche brasiliensis D D/IM D/IM - cambio + feixes acessorios - -
] o arco com extremidades

Casearia arborea - D/IM D/M - cambio + levemente fletidas + +
arco com extremidades

C. decandra - D/M D/IM - + + levemente fletidas/ + -

cilindro medulado

. o arco com extremidades

C. gossypiosperma - D/M D/M - cambio - levemente fletidas + -
. o arco com extremidades

C. obliqua - - D - cambio - levemente fletidas + +
. o arco com extremidades

C. sylvestris - D/IM D/M - cambio + levemente fletidas + +
o o arco com extremidades

C. ulmifolia - - D/IM - cambio + levemente fletidas + -

Prockia crucis - D/M D/M - cambio + cilindro medulado - -

Xylosma prockia M D/IM M - cambio + arco plano - -

Abreviagdes: D = drusas, M = monocristais, + = presenca, - = auséncia, +/- = presenca em alguns individuos e auséncia em outros.
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Thadeo et al. — Anatomia e histoquimica de Casearia decandra.
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RESUMO - Extensivas investigacdes tém enfatizado as propriedades terapéuticas das
especies de Casearia, propriedades estas relacionadas com compostos secretados por
estruturas especializadas presentes nas folhas. Portanto, objetivou-se caracterizar
anatdbmica e histoquimicamente as estruturas secretoras presentes nas folhas de C.
decandra. O material foi coletado em populagdes naturais da Mata da Biologia (Zona da
Mata de MG - Vigosa). As folhas foram fixadas em FAAs, e processadas conforme
metodologia usual para obtencdo de laminario permanente, sendo os cortes corados com
Azul de Toluidina pH 4,0 para caracterizacdo estrutural, com Xilidine Ponceau para
proteinas totais e Reativo de Schiff para polissacarideos neutros. Os demais testes
histoquimicos foram aplicados & amostras frescas seccionadas transversal e
longitudinalmente. O sistema secretor de C. decandra é composto por ductos e cavidades
dispersos pela ldmina foliar e peciolo, e por idioblastos presentes nos tecidos vasculares,
parénquima cortical da nervura mediana e no parénquima palicadico. Os ductos
encontram-se distribuidos no parénquima cortical da nervura e possuem continuidade nesta
mesma regido do peciolo. No mesofilo existem numerosas cavidades com localizagdo
subepidérmica ou distribuidas na interface do parénquima palicadico com o lacunoso.
Detectaram-se substancias lipofilicas e hidrofilicas, evidenciando lipidios do tipo 6leo-
resina nos ductos e cavidades, e compostos fendlicos do tipo tanino nos idioblastos e no
parénquima. Nao foram detectados alcaldides, polissacarideos e proteinas como produtos
de secrecdo. Este trabalho relatou a presenca de ductos e cavidades para 0 género
Casearia. Os testes histoquimicos confirmam a complexidade do secretado, além de

indicar tecidos fundamentais como sitios de sintese e/ou acimulo de compostos fendlicos.

Palavras-chave: cavidades, ductos, idioblastos e estruturas secretoras.
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ABSTRACT - Anatomy and histochemistry of secretory structures from the leaf of
Casearia decandra Jacq. (Flacourtiaceae). Extensive investigations have emphasized the
therapeutic properties of Casearia species related with compounds secreted by specialized
structures in the leaves. Therefore, the objective of this study was to characterize
anatomical and histochemically the secretory structures present in leaves of C. decandra.
Material was collected from natural populations of Mata da Biologia (Zona da Mata de
MG - Vigosa). Leaves were fixed in FAAsy and subjected to usual methodology to obtain
permanent slides. The sections were stained with Toluidine Blue pH 4 for structural
characterization, with Xylidine Ponceau for total protein and Schiff’s reagent for neutral
polysaccharides. The other histochemical tests were applied to transversally and
logitudinally sectioned fresh samples. The secretory system of C. decandra consists of
ducts and cavities dispersed on the leaf lamina and petiole and idioblasts present in the
vascular tissues, cortical parenchyma of the midrib and in the palisade parenchyma. The
ducts are distributed in the cortical parenchyma of the rib and continue in this same region
of the petiole. In the mesophyll there are numerous cavities in the subepidermic layer or
distributed in the interface between the palisade and spongy parenchyma. Lipophilic and
hydrophilic substances were detected, confirming oil-resin lipids within ducts and cavities,
and phenolic compounds, of the tannin type, within idioblasts and parenchyma. Alkaloids,
polysaccharides and proteins were not detected as secretory products. This work reported
the presence of ducts and cavities for the genus Casearia. Histochemical tests confirm the
secretory product complexity, besides indicating fundamental tissues such as sites of

synthesis and/or accumulation of phenolic compounds.

Keywords: cavity, ducts, idioblasts and secretory structures.
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INTRODUCAO

Numerosas sdo as familias de plantas com representantes medicinais, destacando-
se, entre elas, a Flacourtiaceae (Absy & Scavone 1973). Casearia Jacq. € um dos maiores
géneros da familia, com cerca de 180 espécies arbdreas distribuidas pela regido

neotropical, Africa, Malasia, Austrélia e ilhas do Pacifico
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chamados de casearinas; entretanto ndo se conhece o sitio de secrecdo e/ou armazenamento
destes compostos lipidicos.

Nas descri¢fes taxondmicas para 0 género € comum a utilizacdo de termos como
pontos translucidos, pontuagdes transparentes, tracos transparentes ou glandulas nas folhas
(Sleumer 1980, Klein & Sleumer 1984, Torres & Yamamoto 1986, Chase et al. 2002). A
caracterizacdo de tais estruturas é de fundamental importancia, pois nem sempre existe
uma correspondéncia da observacdo morfolégica com a estrutural (Lersten & Curtis 1996,
Lersten & Beaman 1998).

Sdo citadas propriedades medicinais apenas para duas espécies do género, Casearia
decandra e C. sylvestris (Lofgren 1894, Correa & Pena 1931, Siqueira 1981), sendo C.
sylvestris a Unica espécie incluida na Farmacopéia Brasileira (Silva 1926) e que apresenta
estudos amplos relacionados a folha (Absy & Scavone 1973), a grande maioria deles
direcionados para sua natureza fitoquimica (Silva & Bauer 1970, Silva et al. 1988).
Considerando que tais propriedades fitoquimicas estdo relacionadas com as estruturas
secretoras presentes nas folhas, uma investigagdo mais completa e minuciosa faz-se
necessaria, principalmente para a espécie C. decandra que ndo apresenta relato de estudos
na literatura. O estudo da natureza quimica do material secretado, juntamente com a
anatomia dessas estruturas, pode contribuir para a compreensdo do exato papel dessas
estruturas, bem como a funcdo do produto secretado para a planta. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar anatdbmica e histoquimicamente as estruturas secretoras

presentes nas folhas de C. decandra.

MATERIAIS E METODOS

Folhas de C. decandra Jacq. foram coletadas em quatro plantas nativas em um

continuo florestal de 75ha presente no municipio de Vigcosa-MG e de propriedade da
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Universidade Federal de Vicosa (UFV), denominada Mata da Biologia. As plantas
encontravam-se na localidade conhecida como “trilha do Saud”. Material testemunha foi
herborizado e incorporado ao acervo do Herbario VIC da UFV sob os nimeros 18.684,
18.685, 18.686 € 18.687.

Para analise anatbmica em microscopia de luz, amostras da lamina (nervura
mediana, margem, regido entre a margem e a nervura mediana) e do peciolo (regido apical,
mediana e basal) de folhas totalmente expandidas foram fixadas em FAAsy, por 24 horas,
sob véacuo e apos esse periodo estocadas em etanol 70% (Johansen 1940). Posteriormente,
foram desidratadas em serie etilica e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica
Instruments, Heidelberg, Alemanha), sendo o0s cortes paradérmicos, transversais e
longitudinais feitos com um micrétomo rotativo de avanco automatico (modelo RM2155,
Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA) utilizando-se navalhas de ago descartaveis. Os
cortes foram corados com Azul de Toluidina pH 4,0 por 8 minutos para caracterizagéo
estrutural (O’Brien & McCully 1981), com Xilidine Ponceau (XP) para proteinas totais
(O’Brien & McCully 1981) e PAS para polissacarideos neutros (Maia 1979).

Os demais testes histoquimicos foram aplicados em cortes de amostras frescas
seccionadas transversal e longitudinalmente utilizando-se um micrétomo de mesa (modelo
LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e Importacdo LTDA, Belo Horizonte, Brasil). As
principais classes de metabdlitos presentes no material foram investigadas usando os testes
histoquimicos conforme a Tabela 1, sendo as secc¢Oes controle realizadas simultaneamente
aos testes histoquimicos, utilizando-se procedimento padrao.

Fragmentos de folhas adultas foram submetidos & diafanizagdo, utilizando-se
solucdo de hidréxido de sédio 10% e hipoclorito 20% (Johansen 1940, modificado), e

corados com safranina (1% solucéo alcodlica).

As laminas foram montadas com resina sintética (Permount) ou gelatina
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glicerinada. As observacdes e a documentacdo fotogréfica foram realizadas em um

microscopio de luz (modelo AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japdo) equipado com

sistema U-Photo.

Tabela 1. Metodologias utilizadas para a detec¢do das principais classes de metabolitos nos cortes

das folhas de Casearia decandra.

Grupo Teste Referéncias
de metabdlito aplicado
Lipidios Totais Sudan Vermelho (Pearse 1980)
Escarlate

Lipidios Acidos e

Lipidios Neutros

Acidos Graxos

Sulfato Azul do Nilo

Acetato de Cobre e
Acido Rubianico

(Cain 1947)

(Ganter & Jollés 1969)

Oleos essenciais
e Oleo-resinas
Lactonas
Sesquiterpénicas

Terpendides

Reagente de Nadi

Acido Sulfdrico

(David & Carde 1964)

(Geissmen & Griffin 1971)

Compostos Fendlicos

Dicromato de Potassio

Vanilina Cloridrica
Floroglucinol

(Gabe 1968)

(Mace & Howell 1974)
(Johansen 1940)

Reagente de Wagner

(Furr & Mahlberg 1981)

Xilidine Ponceau

(O’Brien & McCully 1981)

Compostos Gerais
Fendlicos Taninos
Lignina
Alcaloides
Proteinas
Polissacarideos
. ; Neutros
Polissacarideos Amido
Pectinas

PAS

Lugol
Vermelho de Ruténio
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No presente trabalho verificou-se que em seccdo transversal da nervura mediana 0s
ductos encontram-se distribuidos irregularmente no parénquima fundamental, localizados
tanto voltados para a superficie abaxial quanto adaxial (Fig. 1). O lumen alongado
observado nos cortes longitudinais (Figs. 2 e 3) justifica a caracterizacdo da estrutura
secretora como um ducto. De acordo com Fahn (1979), ductos sdo estruturas constituidas
por um epitélio secretor que delimita um espaco intercelular alongado. Esses ductos
possuem continuidade na regido do peciolo, com ampla distribuicdo no parénquima
cortical, e algumas vezes ocupando posicao subepidérmica (Fig. 12).

No mesofilo e na regido proxima a margem existem numerosas cavidades com
localizacdo subepidérmica (Fig. 7) ou distribuidas na interface do parénquima palicadico
com o lacunoso (Figs. 4-6). Essas estruturas tiveram o formato do limen variando de
isodiamétrico (Figs. 5 e 6) a levemente alongado (Figs. 9 e 10) e, portanto, serdo aqui
denominadas de cavidades propriamente ditas para aquelas de lumen isodiamétrico e
cavidades tubulares para as de limen alongado no eixo paralelo a superficie. Essa
terminologia estd de acordo com o proposto por Lersten & Curtis (1986) quando
descreveram 0s espacgos secretores internos de Eupatorium rugosum (Asteraceae). Tais
autores descreveram para 0 género, além das cavidades secretoras bicelulares, um segundo
tipo de cavidade que sempre estava associada aos tecidos vasculares. Pelo fato de tais
cavidades permanecerem discretamente alongadas na maturidade, os autores resolveram
denominé-las de cavidades tubulares a fim de distingui-las dos ductos, uma vez que séo
consideravelmente menores que o0s ductos e obviamente maiores que cavidades
propriamente ditas.

Cavidades ja foram relatadas, por Metcalfe & Chalk (1950), para a familia
Flacourtiaceae e para C. sylvestris existe relato da ocorréncia de ductos nos 6rgaos

reprodutivos e vegetativos (Absy & Scavone 1973). Os resultados aqui encontrados
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diferem, pelo menos em parte, dagqueles encontrados em C. sylvestris, na qual ha relato da
presenca de ductos no floema (Absy & Scavone 1973) e em C. decandra 0s mesmos nao
foram observados. Cabe ressaltar que ambas sdo utilizadas na medicina popular e
apresentam-se muito semelhantes vegetativamente, portanto a presenca desses ductos no
floema pode ser utilizada como um marcador taxondmico para a diferenciacdo das
espécies. E importante lembrar também que no estudo de Absy & Scavone (1973) ndo
foram feitos cortes longitudinais nem diafanizacédo da folha, fato que, em parte, explica o
fato dos autores denominarem as estruturas secretoras presentes apenas de ductos.

Todos os ductos e cavidades existentes na folha de C. decandra possuem, em
seccdo transversal, lumen isodiamétrico circundado por epitélio unisseriado, ndo sendo
observadas células no interior do limen (Figs. 1, 6, 8 e 13). As células epiteliais possuem
formato tabular com vacuolo proeminente (Fig. 13), e, por vezes, € possivel a visualiza¢do
do ndcleo, que é esférico (Figs. 2, 3 e 8). Essas caracteristicas citol6gicas das células
epiteliais sdo comuns para ductos e cavidades presentes em outras familias, como
Asteraceae (Monteiro et al. 1995) e Anacardiaceae (Machado & Carmello-Guerreiro
2001).

Os ductos e cavidades sdo distribuidos irregularmente dentre as aréolas, alguns
solitarios (Fig. 5), outros lado a lado (Fig. 4), e sua ocorréncia é comum proxima a bainha
do feixe (Figs. 4, 5, 10 e 11). Alguns autores relataram ocorréncia semelhante, ressaltando
que 0s mesmos parecem se originar a partir das células da bainha do feixe (Curtis &
Lersten 1986, Lersten & Curtis 1986). A parede interna das células epiteliais tem uma
aparéncia mais delgada quando comparada com as demais (Figs. 6, 8 e 13) e tornam-se
invisiveis quando as folhas sdo submetidas a diafanizacdo (ndo documentado), como
também verificado por Curtis & Lersten (1986), em Eupatorium rugosum. Tais autores

concluiram que o procedimento dissolve as paredes internas do epitélio dos ductos e
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cavidades, e através de microscopia de fluorescéncia constataram que essas paredes s@o
compostas de calose.

A lamina foliar, nas amostras frescas, apresenta coloracdo esverdeada na regido do
mesofilo (Fig. 14), pela presenca de parénquima clorofiliano, e podem-se observar gotas
translucidas de material secretado no lumen dos reservatorios (Figs. 15 e 16), que séo
removidas durante o processamento das amostras.

A reacdo com Sudan Escarlate evidenciou substancias lipofilicas no limen dos
ductos e cavidades (Figs. 17 e 18), bem como algumas goticulas no epitélio dos mesmos
(Fig. 18). Testes complementares, com Azul do Nilo (Fig. 19), detectaram que tais lipidios
sdo de natureza neutra (tipico para 6leo e resina). Como apresentaram coloracao azul, azul-
arroxeado e roxo quando submetidos ao Reagente de Nadi, conclui-se que o secretado é
6leo-resina (Figs. 20, 22 e 23). Em alguns cortes a reacdo demonstrou presenca apenas de
6leo (Fig. 21), o que pode ser devido a variagdes no estadio funcional das células epiteliais
das cavidades. Os controles ndo reagiram com nenhum dos reagentes para compostos
lipofilicos.

Embora os testes histoquimicos ndo possam identificar inequivocamente as
principais classes de metabolitos secundérios, eles podem ser (teis para um estudo
preliminar da localizagdo da secre¢do nas estruturas secretoras (Ascensdo & Pais 1988).
Tomando-se todas as precaugdes necessarias para a interpretacdo histoquimica dos
resultados, podemos assumir que os ductos e cavidades de C. decandra contém 6leo-resina
cujos componentes principais sdo terpendides (6leos essenciais e acidos resiniferos). Esses
resultados sdo consistentes com o que ja foi relatado para outra espécie do género, C.
sylvestris, onde as estruturas secretoras sdo caracterizadas como glandulas esquizdgenas de
6leo essencial (Absy & Scavone 1973). No entanto, o Unico teste histoquimico efetuado

pelos autores foi Sudan 1V, mas foram realizadas anélises quimicas de extratos foliares,
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que identificaram a presenca de 6leos. Os 6leos essenciais sdo amplamente citados para C.
sylvestris como fonte de diterpendides denominados casearinas, supostamente as
responsaveis pelas suas propriedades medicinais (Oberlies et al. 2002).

A deteccdo de secretados exclusivamente no epitélio ou no limen, bem como a sua
ocorréncia em menor proporcao nestes sitios, pode ser indicativo de eventos ciclicos de
secrecdo (Sant’Anna-Santos et al. 2006). O reaparecimento de compostos lipofilicos ap6s a
sua eliminacdo tem sido relatado (Schwab et al. 1969), sugerindo que a liberacdo de
exsudados segue uma sequiiéncia ciclica e complexa. Nair et al. (1983) observaram, na
ultra-estrutura caulinar de Anacardium occidentale, que a ocorréncia de um grande numero
de vesiculas no citoplasma das células do epitélio secretor, em alguns ductos, e sua menor
ocorréncia em outros, seria um indicio da existéncia de fases distintas de secrecao.

Testes realizados para detectar compostos fendlicos evidenciaram a presenca destas
substancias no mesofilo, especialmente na regido do parénquima palicadico, e em
idioblastos presentes na nervura mediana, tanto no floema, xilema, quanto no parénquima
cortical, sendo confirmada a natureza tanifera pelo teste com vanilina cloridrica (Fig. 24).
Os compostos fendlicos sdo considerados substancias de efeito adstringente, sendo que o
tanino é conhecido pela sua a¢ao contra herbivoros e patdgenos (Koptur 1992). Os fenois
atuam também na protecdo das estruturas celulares contra o excesso de radiacdo
ultravioleta e na manutencédo da integridade do protoplasto em situacdes de estresse hidrico
(Taiz e Zeiger 2004).

Detectaram-se substancias lipofilicas e hidrofilicas na folha, evidenciando lipidios e
compostos fendlicos, respectivamente. Ndo foram detectados alcaléides, polissacarideos e
proteinas como constituintes de secretados.

As plantas sdo fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos,

podendo inclusive servir como modelos para a sintese de farmacos. Apesar dos avangos
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nas pesquisas que indicam novas fontes naturais de produtos biologicamente ativos, apenas
15 a 17% das plantas foram investigadas quanto ao seu potencial farmacoldgico (Simdes et
al. 2001). Dentre as Flacourtiaceae que apresentam propriedades farmacoldgicas
conhecidas e utilizadas sdo citadas espécies dos géneros Casearia (L6fgren 1894, Correa
& Pena 1931, Siqueira 1981) e Carpotroche (Kuhlmann 1928, Spencer et al. 1982). Sao
muitas as espécies de Casearia, algumas delas vegetativamente muito semelhantes,
portanto, a certificacdo da identidade taxondmica € indispensavel para a certificagdo do
produto fitoterapico. Uma ferramenta que vem se mostrando Util no controle de qualidade
de fitoterapicos é a avaliacdo anatdbmica de fragmentos vegetais. Assim, o estabelecimento
de parametros anatdbmicos para distin¢do de espécies é de suma importancia. O potencial
farmacologico da familia deve ser avaliado, pois sdo muitas as espécies ainda
desconhecidas quanto a essa perspectiva, sendo a caracteriza¢do anatémica e histoquimica
passos importantes para a identificacdo destas espécies potencialmente interessantes, além
de indicar os sitios de secrecdo e/ou acimulo dos produtos biologicamente ativos.

Este trabalho relata a presenca concomitante de ductos e cavidades para o género
Casearia. Os resultados confirmam a complexidade do secretado dos ductos e cavidades,
além de indicar tecidos fundamentais como sitios de sintese e/ou acimulo de compostos

fendlicos.
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RESUMO - O estudo da composicdo quimica do material secretado pelas estruturas
secretoras, juntamente com a anatomia dessas estruturas, pode contribuir para a
compreensdo do exato papel e da funcéo do produto secretado para a planta, além de poder
ser um componente importante para as avaliagbes taxonémicas. Assim, 0s objetivos do
trabalho foram avaliar anatomicamente a origem e o desenvolvimento das estruturas
secretoras de Prockia crucis, bem como analisar histoquimicamente e quimicamente 0
exsudado produzido pelas glandulas. Folhas em diferentes estadios de desenvolvimento
foram coletadas em um fragmento de Floresta Estacional Semi-Decidual Montana (Vigosa
—MG) e submetidas as técnicas usuais em anatomia vegetal e a testes histoquimicos. Foram
detectadas frutose, glicose e sacarose na secre¢do e a concentragdo de agucares equivale a
49,6% do total do secretado. As glandulas foram identificadas como nectarios extraflorais
(NEFs), sendo esse o primeiro relato da sua presenca para o género. O néctar produzido
possui alto valor energético. Os NEFs ocorrem nas regifes basais e marginais da folha, séo
sésseis, circulares e com uma concavidade central. A epiderme que recobre a concavidade
é secretora, uniestratificada, formando uma palicada de células que reagiram fortemente ao
PAS e ao Xilidine Ponceau, evidenciando polissacarideos neutros e proteinas totais,
respectivamente. O parénquima nectarifero possui algumas células com citoplasma
granuloso que reagiram ao teste para compostos fendlicos. Esse parénquima é interrompido
pelas extensdes vasculares que se ramificam até a epiderme secretora. O desenvolvimento
dos nectérios se inicia muito precocemente, ja nos primdrdios foliares do meristema apical,
estando totalmente diferenciado em folhas ainda em expansdo. Devido a sua similaridade
com os dentes salicdides presentes em Populus e Salix, sugere-se que tais clados sejam
préximos filogeneticamente.

Palavras-chave: Flacourtiaceae, Salicaceae, nectarios extraflorais, ontogenia, quimica da

secrecao.
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ABSTRACT - Anatomic and histochemistry caracterization from foliar glands of
Prockia crucis P. Browne Ex. L. The study of the chemical composition of the material
secreted by secretory structures and anatomy of this structures may contribute to a better
understanding of its precise role and functions, being an important component for
taxonomic evaluations as well. Thus, the objectives of this work were to anatomically
evaluate the origin and development of the secretory structures of Prockia crucis and
histochemically and chemically analyze the exudates produced by the glands. Leaves at
different stages of development were collected in a fragment of a Montane Semi-Decidual
Seasonal Forest (Vigosa —MG) and submitted to the standard plant anatomy techniques and
to histochemical tests. Fructose, glucose and sucrose were detected in the secretion with
sugar concentration amounting to 49.6% of the total secreted. The glands were identified
as extrafloral nectaries (EFNSs), this being the first report of their presence for the genus.
The nectar produced is of high energy value. The EFNs are sessile, globular glands
occurring on the basal and marginal regions of the leaf, with a central concavity. The
epidermis surrounding the concavity is secretory, unistratified, forming a palisade that
reacted strongly to PAS and Xylidine Ponceau, evidencing total carbohydrates and
proteins, respectively. The nectariferous parenchyma contains some cells with granulous
cytoplasm that reacted to the phenolic compound test. This parenchyma is interrupted by
vascular extensions ramifying up to the secretory epidermis. Nectary development initiated
very early, at the leaves primordium of the shoot apical meristem, being totally
differentiated on expanding leaves. Due to its similarity with the salicoid teeth present in

Populus and Salix, such taxa are suggested to be phylogenetically close.

Keywords: Flacourtiaceae, Salicaceae, extrafloral nectaries, ontogeny, chemistry of

secretion.
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INTRODUCAO

A familia Flacourtiaceae, de acordo com Cronquist (1968), apresenta os caracteres
mais primitivos dentro da ordem Violales. No sistema filogenético de classificacdo (APG,
1998; Chase et al., 2002) Flacourtiaceae foi desmembrada em duas familias, Salicaceae e
Achariaceae, com a maior parte de seus representantes em Salicaceae, no clado das
Eurosideas |, ordem Malpighiales. As caracteristicas unificadoras dos representantes de
Salicaceae lato sensu sdo os dentes foliares unicos, denominados salicoides, e compostos
fendlicos do tipo salicina (Chase et al., 2002).

De acordo com Sleumer (1980), a familia Flacourtiaceae € constituida por 7 tribos,
86 géneros e cerca de 900 espécies, distribuidas nas Américas, Africa, Asia, Malasia,
Austrélia e nas ilhas do Pacifico. Na América ocorrem 32 géneros, com cerca de 300
espécies neotropicais (Klein e Sleumer, 1984) e no Brasil, sdo citados 19 géneros e,
aproximadamente, 90 espécies (Barroso et al., 2002).

Prockia compreende duas espécies: Prockia flava Karsten, restrita & Venezuela, e
Prockia crucis P. Browne ex. L., distribuida por toda a América Central e do Sul, nas
regides tropical e subtropical. Séo arbustos ou arvoretas cujas folhas tém bordas glandular-
serreadas e na base normalmente apresentam duas glandulas localizadas em alturas
diferentes (Klein e Sleumer, 1984).

As estruturas secretoras apresentam uma grande variagdo na morfologia, anatomia,
funcdo, posicdo que ocupam e tipo de substancia que secretam. O estudo da composicéo
quimica do material secretado, juntamente com a anatomia dessas estruturas, pode
contribuir para a compreensdo do exato papel e da fungdo do produto secretado para a
planta (Fahn, 1979), além de poder ser um componente importante para as avaliagcdes
taxonodmicas (Solereder, 1908; Metcalfe e Chalk, 1979). A diversidade de estruturas

secretoras registradas em Flacourtiaceae é elevada e, em muitos casos, a denominacéo de
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glandula é adotada num contexto de reconhecer que a estrutura € secretora sem, contudo,
caracteriza-la. Nas descri¢fes taxondmicas € comum a utilizacdo de termos como dentes
salicoides e margens glandulares (Sleumer, 1980; Klein e Sleumer, 1984; Chase et al.,
2002). A caracterizacao de tais estruturas é de fundamental importancia, pois nem sempre
existe uma correspondéncia da observacdo morfoldgica com a estrutural (Lersten e Curtis,
1996).

As glandulas presentes nas folhas de P. crucis apresentam-se topogréfica e
morfologicamente semelhantes a nectérios extraflorais e aos dentes salicdides. Nectérios
sdo estruturas secretoras de néctar, uma solucdo composta, basicamente, por glicose,
frutose e sacarose, nas mais variadas concentragGes. O néctar pode conter ainda maltose,
rafinose, melobiose, mucilagem, aminodcidos, proteinas, acidos organicos, ions, fosfatos,
vitaminas, compostos fendlicos, oxidases e tirosinases (Fahn, 1979; Baker e Baker, 1983).
Além disso, a composicao do néctar pode variar substancialmente, dependendo da posi¢cdo
e do tipo de nectario (Roshchina e Roshchina, 1993).

As primeiras propostas sobre o valor adaptativo dos nectarios extraflorais (NEFs)
sugerem que tais estruturas sejam responsaveis pela secrecdo do excesso de
fotoassimilados (Mound, 1962), ndo trazendo necessariamente nenhuma vantagem
adaptativa para a espécie vegetal. Entretanto, ndo ha consenso quanto a essa hipotese, uma
vez que um numero crescente de trabalhos e evidéncias sugere uma funcdo protecionista
para os NEFs. O néctar produzido seria um recurso disponibilizado para visitantes,
especialmente formigas de comportamento agressivo, que garantiriam protecdo a planta.
Os visitantes atuariam como um efetivo agente contra a herbivoria, permitindo um maior
sucesso adaptativo a planta (Roshchina e Roshchina, 1993; Morellato e Oliveira, 1994).

Os objetivos do presente trabalho foram caracterizar a estrutura e o

desenvolvimento das glandulas da folha de P. crucis, bem como analisar quimicamente o
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exsudado produzido. Esta caracterizacdo € crucial para abordagens filogenéticas,
especialmente quanto a proximidade entre os clados Flacourtiaceae e Salicaceae stricto

Sensu.

MATERIAL E METODOS

Folhas de Prockia crucis foram coletadas em trés plantas nativas de um fragmento
de Floresta Estacional Semidecidual Montana (Veloso et al., 1991), localizado no Sitio
Bom Sucesso (Vigosa-MG). Essa mata estd em uma propriedade particular que dista
aproximadamente 5 km do Campus da Universidade Federal de Vicosa (UFV). De toda a
propriedade, apenas um trecho de um vale de aproximadamente 35 ha foi mantido como
remanescente florestal. A altitude é de 750 m e o fragmento esta situado nas proximidades
da Mata do Paraiso, maior fragmento florestal da regido de Vigosa e de propriedade da
UFV. Material testemunha encontra-se depositado no Herbario da Universidade Federal de
Vicosa, sob o numero VIC 17.167.

Para o estudo de ontogenia das glandulas de P. crucis, amostras foram coletadas
segundo o estadio de desenvolvimento da folha: Estadio | (primérdios foliares no apice
caulinar), Estadio Il (folhas do 1° nd), Estadio 11l (folhas do 2° n0), Estadio IV (folhas do
3° no), Estadio V (folhas do 4° n6) e Estadio VI (folhas do 5° nd), fixadas em FAAsy por
24 horas ou em solucdo de sulfato ferroso em formalina para deteccdo de compostos
fenolicos por 48 horas, e estocadas em etanol 70% (Johansen, 1940). As amostras fixadas
em FAAs, foram desidratadas em série etilica e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica
Instruments, Heidelberg, Alemanha). Os cortes (transversais e longitudinais de 6 — 8 um de
espessura) foram obtidos em microtomo rotativo de avanco automatico (modelo RM2155,
Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA), com utilizacdo de navalhas de ago descartaveis

e corados com Azul de Toluidina pH 4,0 por 8 minutos (O’Brien e McCully, 1981) para
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caracterizagdo estrutural, com Xilidine Ponceau (XP) (O’Brien e McCully, 1981) e
Comassie Brilhant Blue (Fisher, 1968) para proteinas totais, Vermelho de Ruténio para
substancias pécticas (Johansen, 1940) e PAS para polissacarideos neutros (Maia, 1979).

Os demais testes foram aplicados somente em amostras frescas das glandulas
adultas (estddios V e VI) seccionadas transversalmente, utilizando-se micrétomo de
congelamento (modelo CM1850, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA) ou micrétomo
de mesa (modelo LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e Importacdo LTDA, Belo
Horizonte, Brasil). As classes de metabdlitos investigadas e os testes empregados nas
amostras frescas encontram-se descritos na Tabela 1. Sec¢bes controle foram realizadas

simultaneamente, segundo recomendagdes da literatura (Tabela 1).

Tabela 1 — Metodologias utilizadas para detectar as principais classes de metabélitos em amostras
frescas.

Compostos Em Luz Visivel Referéncias
Lipidios Totais Sudan IV (Pearse, 1980)
Oleos essenciais e Oleos- Reagente de NADI (David e Carde, 1964)
Lr?;:]?:a Floroglucinol (Johansen, 1940)
Alcaléides Reagente de Dragendorff ~ (Svendsen e Verpoorte, 1983)
Amido Lugol (Jensen, 1962)

As laminas foram montadas com resina sintética (Permount) ou gelatina
glicerinada. As observacbes e a documentacdo fotografica foram realizadas em
microscopio de luz (modelo AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japdo) equipado com
sistema U-Photo.

Fragmentos de folhas adultas (estadios V e VI) foram submetidos a diafanizacao,
utilizando-se solucdo de hidréxido de sédio 10% e hipoclorito 20% (Johansen, 1940,
modificado), corados com safranina (1% solucdo alcodlica) e montados com gelatina

glicerinada.
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Amostras da margem foliar foram fixadas em solucdo contendo 2,5% de
glutaraldeido e 4% de paraformaldeido, em tampédo cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2
(Karnovsky, 1965, modificado), por 48 horas, e pds-fixadas por 18 horas, em tetréxido de
0smio a 1% preparado no mesmo tampéao; foram lavadas no mesmo tampao, desidratadas e
estocadas em etanol 70%. Apos desidratacdo em série etilica, as amostras foram secas ao
ponto critico, utilizando-se equipamento apropriado (modelo CPD020, Bal-Tec, Balzers,
Liechtenstein), montadas nos suportes e recobertas com ouro (Bozzola e Russel, 1992) em
metalizador (modelo FDUO10, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). A investigacdo e a
documentacdo foram realizadas em um microscopio eletrdnico de varredura (modelo
JSMT200, Jeol Co., Tokyo, Japdo) pertencente ao Nucleo de Microscopia e Microanalise
da UFV.

Para a deteccdo de agucares, amostras do exsudado foram obtidas diretamente das
glandulas, por meio de um tubo capilar. Ramos coletados foram levados ao laboratorio e
mantidos em recipientes contendo agua de torneira, visando intensificar a quantidade de
exsudado produzido. Apds a coleta, a secrecdo foi acondicionada em freezer dentro de
tubos eppendorf e, posteriormente, analisada no laboratério de Quimica Organica do
Departamento de Quimica da UFV. O secretado foi dissolvido em agua purificada, e
submetido a HPLC (modelo LC — 6AD, Shimadzu, Osaka, Japdo) com detector RID,
coluna Techspherene NH; (250 mm x 4,6 mm di; 5 um) e pré coluna Techspherene NH,
(20 mm x 4,6 mm di; 5 pm). A fase movel utilizada foi acetonitrila: agua purificada
(70:30v/v), sendo o seu fluxo de 1 ml / min. Com o objetivo de construir a curva de
calibracdo, foram injetadas aliquotas de 10, 20 e 30 ul de uma solucdo contendo padrdes de
frutose, glicose e sacarose a 1,2 mg / ml. Finalmente, foram injetados 2 pl da solugéo

obtida através da diluicdo da secrecdo em 2 pl de agua (branco) (Meyer, 1994). A secre¢do
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foi classificada quanto ao teor de acucar conforme classificacdo proposta por Baker e
Baker (1983).
RESULTADOS

A concentracdo de agUcares na secrecdo de Prockia crucis equivale a 49,6% do
total do secretado, sendo 12,4% de frutose; 16,2% de glicose e 21% de sacarose. Desta
forma, a secrecdo corresponde a néctar e a estrutura deve ser classificada como nectério. O
valor da relacdo dissacarideo/monossacarideo é de 0,73 ([sacarose]/[frutose] + [glicose]),
sendo o néctar reconhecido como bastante energético e classificado como “sacarose-rico”.

Os NEFs ocorrem em diferentes posi¢cdes da folha; na insercdo do peciolo com a
lamina foliar se observa uma projecédo voltada para a superficie abaxial (NEF basal — Figs.
1A e B) e em toda a margem foliar, no apice dos dentes (Figs. 1C, 1D, 1E e 1F). Tais
estruturas secretoras sao sesseis, globosas, apresentam uma concavidade central e secretam
um liquido viscoso e translicido (Fig. 1F). A vista desarmada apresentam coloragdo verde-
escuro brilhante. Os NEFs basais apresentam-se maiores que os marginais, e geralmente
encontram-se solitarios, por vezes aos pares.

O NEF é intensamente vascularizado por nervuras laterais que confluem para a
margem (Fig. 2A), destacando-se nesta regido uma grande quantidade de cristais de
oxalato de célcio do tipo drusa. Os nectarios mostram um bordo elevado que circunda uma
concavidade de superficie irregular, sendo que nas adjacéncias do nectario estdo presentes
tricomas tectores (Figs. 2B e 2C). A cuticula, tanto do bordo quanto da cavidade, é lisa e
pode, em alguns locais, apresentar-se rompida (Fig. 2D).

Anatomicamente os NEFs sdo semelhantes, apesar de os basais serem maiores que
os marginais (Figs. 1B e 1F). Possuem epiderme secretora uniestratificada em palicada, de
celulas altas e colunares, com citoplasma denso (Figs. 3A, 3B e 3C), que reagiram

fortemente ao PAS e ao XP e Comassie Brilhant Blue, evidenciando carboidratos totais e
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proteinas (Figs. 4A, 4B, 4E e 4F). As paredes anticlinais e a periclinal interna sdo delgadas
e de natureza pecto-celulosica, evidenciadas pelo Vermelho de Ruténio (Fig. 4C). A parede
periclinal externa é mais espessa, evidenciada pela diferenca de coloracdo produzida pelo
Vermelho de Ruténio (Fig. 4D).

A cuticula é espessa e foi evidenciada atravées de reacdo com Sudan 1V (Figs. 5C e
5D). Em algumas secc¢des a cuticula mostrou-se descolada da parede, originando pequenos
espacos onde se acumula a secrecdo (Figs. 4A, 4B e 4C).

O parénquima nectarifero subepidérmico é formado por véarias camadas de células
poligonais e aclorofiladas, com nucleos periféricos, nucléolo evidente e vacuolo
proeminente (Figs. 3A, 3B e 3C), ndo reagindo aos testes aplicados (Figs. 4 e 5). Inclusdes
cristaliferas do tipo drusa (Figs. 3B, 3C e 5C) sdo abundantes nesta regido. Entremeadas a
esse tipo celular descrito acima ocorrem células com citoplasma granuloso densamente
corado em verde pelo Azul de Toluidina (Figs. 3A, 3B e 3C), que reagiu para a presenca de
compostos fendlicos (Figs. 5A e 5B). Essas células granulosas nem sempre sdo contiguas
na superficie abaxial da folha, interrompidas pelas extensdes vasculares que se ramificam
(Figs. 3B e 3C).

Feixes vasculares chegam até a margem foliar onde se localiza o nectario, com
terminacBes vasculares constituidas de xilema e floema chegando até a epiderme secretora
em proporcdes aproximadamente iguais (Figs. 3B e 3C).

Os resultados dos testes histoquimicos estdo sumarizados na Tabela 2. Foram
detectadas substancias hidrofilicas (polissacarideos neutros, proteinas e compostos
fendlicos) e lipofilicas (lipidios). Nao foram detectados alcal6ides e amido. Pequenas gotas
no citoplasma das células da epiderme, da face adaxial, reagiram ao Sudan IV (Figs. 5C e

5D) e ao Reagente de Nadi.
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Tabela 2 — Resultado dos testes histoquimicos nos NEFs de Prockia crucis.

Grupo Orgéo Nectério extrafloral
de Epidermeem  Parénquima  Epiderme
Compostos Teste palicada nectarifero adaxial

Lipidios
Totais Sudan IV +
Terpeno!des Reagente de Nadi - - +
(6leo-resina)

. Sulfato ferroso” - + -
Compostos Fendlicos . L

Floroglucinol (lignina) - - -

Alcalbides Reagente de Draggendorf - - -
Polissacarideos PAS + i i
Neutros
Amido Lugol - - -

Substancias Pécticas Vermelho de Ruténio - - -

. . Xilidine Ponceau
Proteinas Totais Comassie Brilhant Blue * i ]

Abreviagdes: * fixador / + (reag&o positiva) / - (reacdo negativa).

O desenvolvimento do nectario basal é sincronizado com o marginal e ao longo da
margem também ocorre sincronia, tal fato iniciado muito precocemente ja nos primoérdios
foliares recém formados (Fig. 6A). O primeiro estadio de desenvolvimento (estadio 1) foi
reconhecido como uma regido mais dilatada na margem do primérdio (Fig. 6B), o qual se
caracteriza por apresentar: lamina foliar em formato cilindrico; um Udnico cordédo
procambial em sua porgdo central, envolvido pelo meristema fundamental, e células
protodérmicas com formato tabular, citoplasma denso e nucleo volumoso (Fig. 6C). No
meristema fundamental se destacam algumas células em inicio de diferenciacdo que
coraram fortemente de verde pelo Azul de Toluidina. A formacdo do nectério envolve a
atividade de células meristematicas da protoderme, do meristema fundamental e do
procambio.

Na margem do primérdio foliar (estadio 1), um conjunto de células da protoderme,
apos sofrer seguidas divisdes anticlinais, destaca-se pelo maior volume e por apresentar
nacleo mais evidente que as demais, caracterizando o estadio inicial de desenvolvimento

da glandula (Figs. 6B e 6C). Nos estadios posteriores (estadios I e 11), estas células passam
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por um processo de diferenciacdo e assumem um formato colunar e aspecto secretor (Figs.
6D e 6E). As células protodérmicas adjacentes a estas continuam a se dividir
anticlinalmente e as suas derivadas sofrem 0 mesmo processo de expansao descrito para as
anteriores (Figs. 6F e 6G). Este evento é continuo e assim, as células protodérmicas da
margem foliar se diferenciam sequiencialmente do centro para a periferia do nectario em
formagéo.

E interessante notar que as paredes periclinais externas da epiderme secretora do
nectério sdo espessas, sendo tal caracteristica ainda mais marcante nos estadios iniciais (I e
I1) do desenvolvimento (Figs. 6E e 6G).

No estadio Il (Figs. 6F e 6G), a partir do meristema fundamental inicia-se a
diferenciacdo de dois tipos de células parenquimaticas distintas: uma que dard origem a
células poligonais e aclorofiladas, com nicleos periféricos, nucléolo evidente, vacuolo
proeminente e citoplasma denso; e outro, composto de células com citoplasma granuloso
densamente corado em verde pelo Azul de Toluidina.

Nos primordios foliares, o sistema vascular é constituido por um dnico cordao
procambial, ainda sem ramificaces até as por¢Ges marginais (Figs. 6B e 6D). Durante o
desenvolvimento do nectario ndo ocorre a diferenciacdo de um sistema vascular proprio,
sendo sua irrigacdo realizada por ramificacdes do xilema e floema foliares que, a partir do
estadio I11, sdo observadas chegando até o parénquima nectarifero.

Nas fases iniciais do seu desenvolvimento, a folha encontra-se enrolada e o
nectério, apesar de totalmente formado ainda ndo estd exposto (Figs. 7A-D). Com a
expansdao da lamina foliar ocorre o seu desenrolamento e 0 nectario assume a posi¢do
ventral caracteristica (Fig. 3A).

No estddio IV o nectario encontra-se totalmente formado e identificado por uma

epiderme secretora em pali¢ada caracteristica do nectério adulto (Figs. 7C e 7D).
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DISCUSSAO

A deteccdo de glicose, frutose e sacarose nas glandulas de P. crucis permite
caracteriza-las como NEFs. A elevada concentracéo total de acucares para os NEFs, como
ja constatado em outras plantas como algodoeiro (61,7%) e mamona (74%), pode ser
resultante dos NEFs serem mais expostos que 0s nectarios florais e sujeitos a uma
evaporacao adicional. As altas concentracGes de aclcares podem também auxiliar numa
defesa indireta, uma vez que aumentariam a visitacdo e o tempo de permanéncia das
formigas. Além disso, o néctar extrafloral concentrado torna-se viscoso e evita a sua
utilizacdo por visitantes indesejaveis, como alguns Lepidoptera, cujas peg¢as bucais exigem

néctares com baixa concentracdo de agucares (Wackers et al., 2001).

A distribuicdo dos nectarios extraflorais corresponde aquela descrita na literatura
para as glandulas marginais de P. crucis. Embora Klein e Sleumer (1984) tenham descrito
a espécie como possuidora de duas glandulas basais localizadas em alturas diferentes, em
muitas das folhas observadas foi constatado apenas um nectéario basal.

A andlise morfoldgica e micromorfoldgica dos nectarios da margem e da base foliar
mostraram que sao estruturas semelhantes, enquadrando-se no tipo séssil e achatado
(Flachnektarien), segundo a classificacdo de Zimmermann (1932).

Os nectérios de P. crucis sdo estruturalmente bem organizados. Nectarios foliares
com organizagao anatémica similar, com algumas variagdes estruturais, foram descritos em
espécies de Acanthaceae (McDade e Turner, 1997), Euphorbiaceae (Freitas et al., 2001),
Rosaceae (Dorscy e Weiss, 1920), Salicaceae (Curtis e Lersten, 1974, 1978, 1980) e
Verbenaceae (Padma Rao e Ramayya, 1992).

No sistema de Cronquist (1968), Flacourtiaceae e Salicaceae sdo duas familias
proximas. O registro de NEFs em Prockia € inédito. Existe relato da presenca de nectarios

extraflorais tanto em Populus quanto em Salix, os Unicos géneros da familia Salicaceae.
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Em Populus (Curtis e Lersten, 1974, 1978) e Salix (Curtis e Lersten, 1980), foram também
registradas glandulas de resina, sendo que para algumas espécies, ha relato de secrecao
apenas de néctar ou de resina e para outras, tanto de néctar quanto de resina. Em Populus, é
possivel que ocorra facilmente uma transicao entre a secre¢do de resina e de néctar (Curtis
e Lersten, 1978). A similaridade anatdmica das estruturas de Salicaceae e de P. crucis €
enorme, constituindo-se em mais uma evidéncia da proximidade filogenética entre esses
clados.

Cristais de oxalato de calcio em nectarios extraflorais, como observado em P.
crucis, sdo comuns em diversos grupos taxonémicos (Metcalfe e Chalk, 1979; Elias, 1983;
Paiva e Machado, 2006). Estes cristais podem estar relacionados com o metabolismo do
floema (Elias e Gelband, 1977), que é a principal fonte dos precursores do néctar (Fahn,
2000). A imobilizacdo de célcio na regido floeméatica é uma estratégia que pode ser
explicada pelo fato do transporte de sacarose, principal componente do néctar de P. crucis,
envolver a atividade de ATPases, as quais podem ser inibidas pela presenca de fons Ca**
(Leonard e Hodges, 1980).

A eliminacéo da secrecdo, temporariamente acumulada em espacos subcuticulares,
pode ocorrer via poros cuticulares, rompimento da cuticula ou em regides onde exista uma
maior permeabilidade da cuticula, como descrito em outros tipos de nectarios e tricomas
secretores (Fahn, 1979). No caso de P. crucis foi possivel constatar um acumulo da
secrecdo entre a cuticula e as paredes das células da epiderme secretora, bem como
possiveis fendas na cuticula, sendo provavel que o néctar seja liberado por ruptura da
cuticula.

Nectarios vascularizados, como os de P. crucis, sdo, segundo Elias et al. (1975),
altamente especializados, permanecendo ativos somente por um curto periodo de tempo,

geralmente algumas semanas, quando as folhas estdo em processo final de expanséo. O
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nectario de P. crucis permanece protegido durante todo o seu desenvolvimento, ficando
exposto apenas na sua maturidade, quando provavelmente o processo de secregéo ja estava
em curso.

Os testes histoquimicos detectaram substancias consideradas nutricionalmente
importantes a diversas classes de visitantes, como acuUcares, proteinas e lipidios (Baker e
Baker, 1990). Acredita-se que muitas das proteinas detectadas no néctar sao,
provavelmente, enziméticas (Baker e Baker, 1982). Em 1973, Baker e Baker constataram
que muitos néctares contém lipidios (cerca de 30% das amostras por eles analisadas). Sabe-
se que os lipidios do tipo 6leos essenciais agem contra a perda excessiva de agua e
aumento da temperatura (Harbone, 1993), além de funcionar atraindo ou repelindo
visitantes (Rodriguez et al., 1984).

E comum a ocorréncia de taninos nas células parenquimaticas proximas as células
secretoras dos nectarios (Elias, 1983). Os compostos fendélicos, como detectados nos NEFs
de P. crucis, podem restringir o ataque por herbivoros e patégenos (Koptur, 1992), e atuar
na protecdo das células contra o excesso de radiacdo ultravioleta, bem como na
manutencdo da integridade do protoplasto em situacfes de estresse hidrico (Taiz e Zeiger,
2004). Em nectérios extraflorais de Hymenaea stigonocarpa, Paiva e Machado (2006)
descrevem uma camada de células (endoderme), que estabelece uma linha diviséria entre o
tecido secretor e a regido vascularizada e o mesofilo, na qual € comum o acumulo de
compostos fendlicos, e sugere que esta atuaria impedindo o refluxo de néctar e
direcionando sua liberagdo para o meio externo. Entretanto, em P. crucis tal caracteristica
néo foi observada.

Esse é o primeiro relato da presenca de NEFs para o género Prockia, sendo o néctar
produzido com alto valor energético. O desenvolvimento do nectario € precoce, estando a

estrutura totalmente formada e ativa em folhas ainda em expansdo. Devido a similaridade
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dos NEFs presentes em P. crucis com os dentes salicdides das espéecies de Populus e Salix,

esta caracteristica é mais uma evidéncia da proximidade filogenética entre os clados.

AGRADECIMENTOS
Os autores agradecem a técnica Claudia Alencar Vanetti, pela colaboracdo na
captura de imagens digitais ao microscopio eletrénico de varredura, e ao Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico pela concessdo da bolsa de
iniciacdo cientifica e a Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior pela

bolsa de doutorado.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

APG: The Angiosperm Phylogeny Group. 1998. An ordinal classification for the families of
flowering plants. Annals of the Missouri Botanical Garden 85: 531-553.

Baker HG, Baker 1. 1990. The predictive value of nectar chemistry to the recognition of pollinator

type. Israel Journal of Botany 39: 157-166.

Baker HG, Baker I. 1983. A brief historical review of the chemistry of floral nectar. In: Bentley
BL, Elias TS, eds. The Biology of Nectaries. New York: Columbia University Press, 126-152.

Baker HG, Baker 1. 1982. Some chemical constituents of floral nectars of Erythrina in relation to
pollinators and systematics. In: Heywood VH, ed. Taxonomy and Ecology. New York: Academic
Press, 243-264.

Baker HG, Baker 1. 1973. Some anthecological aspects of the evolution of nectar-producing

flowers, particularly amino acid production in nectar. Allertonia 3: 25-37.

Barroso GM, Peixoto AL, Ichaso CLF, Guimardes EF, Costa CG. 2002. Sistematica das
angiospermas do Brasil. Vol. 1. 22 ed. Vigosa: Editora UFV.

Bozzola JJ, Russel LD. 1992. Electron microscopy. Boston: Jones and Bartlett Publishers.

Chase MW, Zmarzty S, Lledé MD, Wurdack K, Swensen SM, Fay MF. 2002. When in doubt,
put it in Flacourtiaceae: a molecular phylogenetic analysis based on plastid rbcL DNA sequences.
Kew Bulletin 57: 141-181.

Cronquist A. 1968. The evolution and classification of flowering plants. Boston: Houghton

Misslin.

97



Curtis JD, Lersten NR. 1974. Morphology, seasonal variation, and function of resin glands on

buds and leaves of Populus deltoides (Salicaceae). American Journal of Botany 61: 835-845.

Curtis JD, Lersten NR. 1978. Heterophylly in Populus grandidentata (Salicaceae) with emphasis

on resin glands and extrafloral nectaries. American Journal of Botany 65: 1003-1010.

Curtis JD, Lersten NR. 1980. Morphology and anatomy of resin glands in Salix lucida
(Salicaceae). American Journal of Botany 67: 1289-1296.

David R, Carde JP. 1964. Coloration différentielle dés inclusions lipidique et terpeniques dés
pseudophylles du Pin maritime au moyen du reactif Nadi. Compte-Rendu de I’Académie des Sciences
de Paris 258: 1338-1340.

Dorscy MJ, Weiss F. 1920. Petiolar glands in the plum. Botanical Gazette 69: 391-406.

Elias TS. 1983. Extrafloral nectaries: their structure and distribution. In: Bentley BL, Elias TS, eds.
The Biology of Nectaries. New York: Columbia University Press, 174-203.

Elias TS, Gelband H. 1977. Morphology, anatomy and relationship of extrafloral nectaries and

hydathodes in two species of Impatiens (Balsaminaceae). Botanical Gazette 138: 206-212.

Elias TS, Rozich WR, Newcombe L. 1975. The foliar and floral nectaries of Turnera ulmifolia L.

American Journal of Botany 62: 570-576.

Fahn A. 2000. Structure and function of secretory cells. Advances in Botanical Research 31: 37-
75.

Fahn A. 1979. Secretory tissues in plants. London: Academic Press.

Fisher DB. 1968. Protein staining of ribboned Epon sections for light microscopy. Histochemie 16:
92-96.

Freitas L, Bernardello G, Galetto L, Paoli AAS. 2001. Nectaries and reproductive biology of

Croton sarcopetalus (Euphorbiaceae). Botanical Journal of the Linnean Society 136: 267-277.
Harbone JB. 1993. Ecological Biochemistry. 4™ ed. London: London Academic.

Jensen WA. 1962. Botanical histochemistry: principles and practice. San Francisco: W. H.

Freeman & Co.
Johansen DA. 1940. Plant microtechnique. New York: Mc Graw-Hill Book Co. Inc.

Karnovsky MJ. 1965. A formaldehyde-glutaraldehyde fixative of high osmolality for use in
electron microscopy. Journal of Cell Biology 27: 137-138.

Klein RM, Sleumer HO. 1984. Flacourtiaceas. In: Reitz R, ed. Flora ilustrada Catarinense. Itajai:

Herbario Barbosa Rodrigues, 1-96.

98



Koptur S. 1992. Extrafloral nectary-mediated interations between insects and plants. In: Bernays
E, ed. Insect-plant interations. Vol. IV. Boca Raton: CRC Press, 82-129.

Leonard RT, Hodges TK. 1980. The plasma membrane. In: Stumpf PK, Conn EE, eds. The
Biochemistry of Plants. New York: Academic Press, 163-181.

Lersten NR, Curtis JD. 1996. Survey of leaf anatomy, especially secretory structures, of tribe

Caesalpinieae (Leguminosae, Caesalpinioideae). Plant Systematics and Evolution 200: 21-39.
Maia V. 1979. Técnica histologica. Séo Paulo: Atheneu.

McDade LA, Turner MD. 1997. Structure and development of bracteal nectary glands in

Aphelandra (Acanthaceae). American Journal of Botany 84: 1-15.

Metcalfe CR, Chalk L. 1979. Anatomy of the dicotyledons: systematic anatomy of leaf and stem

with a brief history of the subject. Vol.I. 2" ed. Oxford: Clarendon Press.

Meyer, VR. 1994. Practical High-Performance Liquid Chromatography. 2nd. John Wiley & Sons,
Inc.: Chichester, England.

Morellato LPC, Oliveira PS. 1994. Extrafloral nectaries in the tropical tree Guarea macrophylla
(Meliaceae). Canadian Journal of Botany 72: 157-160.

Mound LA. 1962. Extrafloral nectarines of cotton and their secretions. The Empire Cotton
Growing Review 39: 254-261.

O’Brien TP, McCully ME. 1981. The study of plant structure principles and selected methods.
Melbourne: Termarcarphi Pty. Ltda.

Padma Rao PP, Ramayya N. 1992. Structure and distribution of extrafloral nectaries (EFN) in

Clerodendrum L. (Verbenaceae). Journal of Indian Institute of Science 72: 131-137.

Paiva EAS, Machado SR. 2006. Ontogénese, anatomia e ultra-estrutura dos nectarios extraflorais
de Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne (Fabaceae — Caesalpinioideae). Acta Botanica
Brasilica 20: 471-482.

Pearse AGE. 1980. Histochemistry theoretical and applied, V. 1. 4" ed. Edinburgh: Churchill

Livingston.

Rodriguez E, Healey PL, Menta I. 1984. Biology and chemistry of plant trichomes. New York:

Plenum.

Roshchina VV, Roshchina VD. 1993. The excretory function of higher plants. Berlin: Springer-
Verlag.

Sleumer H. 1980. Flacourtiaceae. Monograph number 22. In: Flora Neotropica 22. Nova York:
The New York Botanical Garden.

Solereder H. 1908. Systematic anatomy of the dicotyledons. Vol. Il. Oxford: Clarendon Press.

99



Svendsen AB, Verpoorte R. 1983. Chromatography of alkaloids. New York: Elsevier Scientific
Publishing Company.

Taiz L, Zeiger E. 2004. Metabdlitos secundarios e defesa vegetal. In: Taiz L, Zeiger E, eds. Trad.
Santarém, E. R. et al. Fisiologia vegetal. Porto Alegre: Artmed, 309-334.

Velozo HP, Rangel Filho AL, Lima JCA. 1991. Classifica¢cdo da vegetacdo brasileira, adaptada
a um sistema universal. Rio de Janeiro: IBGE, Departamento de Recursos Naturais e Estudos

Ambientais.

Wackers FL, Zuber D, Wunderlin R, Keller F. 2001. The effect of herbivory on temporal and

spatial dynamics of foliar nectar production in cotton and castor. Annals of Botany 87: 365-370.

Zimmerman J. 1932. Uber die extrafloralen nektarien der Angiospermen. Beihefte zum
Botanischen Centralblatt 49: 99-196.

100



101



102



T

.-; ' / LY ‘ IJ‘,
AL X e )
LS TR Eac T Lo 5 &

N » - » T A 5, - : ﬂ
-‘ ~ ’Fﬁi“"—rﬁ?‘%\ ‘ "" ﬁ‘ A) bl '.lf% (LI et

40

103



104



1’4

paan . WS NS

s 230 L1m ED i C ﬁ—-ﬁ&n . o e

105



106



107



5. CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho foi possivel constatar alguns caracteres que podem agir de forma
unificadora para as familias Flacourtiaceae e Salicaceae: presenca do dente salicoide,
tricomas simples unicelulares e nao ramificados e pluricelulares ramificados, estdmatos
braquiparaciticos, crescimento secundario no peciolo, abundancia de cristais, sistema
vascular em forma de arco na nervura mediana, mesofilo dorsiventral e esclerénquima
acompanhando os feixes.

Os estudos anatdmicos feitos nas espécies de Flacourtiaceae demonstraram que a
anatomia foliar pode fornecer dados para auxiliar na taxonomia da familia, tanto a nivel
genérico quanto especifico. A analise de especimes provenientes de localidades distintas €
de fundamental importancia para que se possa levar em consideracéo a variacdo que ocorre
na estrutura anatdmica determinada pelas condi¢cdes ambientais. A associacdo de alguns
caracteres; como o tipo de venacao ultima marginal, dente marginal, estruturas secretoras,
padrdes cuticulares, presenca de hipoderme e de cristais epidérmicos, tipo de tricomas e
padroes de vascularizacdo; se mostrou fundamental para a separacdo das espécies
estudadas.

Este trabalho relatou a presenca de ductos e cavidades para o0 género Casearia. Os
testes histoquimicos confirmam a complexidade do secretado, além de indicar tecidos
fundamentais como sitios de sintese e/ou acumulo de compostos fenolicos.

O desenvolvimento dos nectarios de Prockia crucis se inicia muito precocemente,
ja nos primordios foliares do meristema apical, estando totalmente diferenciado em folhas
ainda em expansdo. Devido a sua similaridade com os dentes salicoides presentes em

Populus e Salix, sugere-se que tais clados sejam proximos filogeneticamente.
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Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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