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RESUMO

Espinheira-santa € uma planta conhecida na medicina popular por suas
propriedades tonicas e balsdmicas. Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reiss (Celastraceae) é a
verdadeira espinheira-santa, entretanto, duas outras espécies, Sorocea bonplandii Baillon
(Moraceae) e Zollernia ilicifolia Vog. (Leguminosae Papilionoideae), sdo frequentemente
confundidas, no Sul do Brasil, devido a semelhanca morfoldgica das folhas. O conhecimento
morfo-anatdmico das folhas pode contribuir com a identificacdo taxondmica das trés espécies,
fator indispensavel para pesquisas referentes ao uso fitoterapico e ao controle de qualidade. O
estudo foi realizado em microscopia 6ptica, usando material fresco e fixado em glutaraldeido
2,5%, desidratado em série etilica e incluido em hidroximetacrilato ou parafina. Para as
analises em microscopio eletrénico de varredura algumas amostras, depois de desidratadas em
série etilica, foram imersas em HMDS para total secagem. Foram feitos cortes paradérmicos e
transversais na regido média da lamina foliar e transversais e longitudinais no peciolo. Testes
histoquimicos foram empregados para identificacdo da natureza quimica das estruturas. A
folha de M. ilicifolia é do tipo oblonga estreita, com &pice atenuado, enquanto a de S.
bonplandii é obovada oblongolanceolada, com apice acuminado, e a de Z. ilicifolia é eliptica
estreita, com &pice obtuso. Outras caracteristicas morfoldgicas da lamina foliar como: angulo
de divergéncia das nervuras secundarias, angulo de origem das nervuras terciarias, as
terminacBes de nervuras e as aréolas, também podem ser utilizadas como ferramentas para
diferenciacdo taxonémica. De modo a complementar a caracterizacdo morfo-anatdmica das
folhas, foram feitas as seguintes analises quantitativas: determinacdo de indice estomatico,
medidas de espessura de membrana cuticular e do mesofilo. Nas trés espécies as folhas sdo
dorsiventrais e hipoestoméaticas. O mesofilo é constituido de parénquimas palicadico e
esponjoso, mas apenas Z. ilicifolia apresenta hipoderme na face adaxial. Os estdmatos sdo do
tipo paracitico em M. ilicifolia e Z. ilicifolia e do tipo anomocitico em S. bonplandii.
Tricomas ocorrem em Z. ilicifolia e em S. bonplandii, ndo tendo sido encontrados em M.
ilicifolia. Destaca-se, ainda, apenas em S. bonplandii, a presenca de vasos laticiferos
predominantemente associados ao floema. A abertura glandular do dente de M. ilicifolia
possui tricomas, enquanto as de S. bonplandii e Z. ilicifolia sdo glabras. A forma e disposicao
dos tecidos na nervura central, no bordo e no peciolo apresentam caracteristicas distintas nas
trés espécies. Os resultados revelaram que algumas caracteristicas morfo-anatdmicas da

lamina foliar e do peciolo podem ser utilizadas na distin¢do entre as trés espécies.



INTRODUCAO

Maytenus ilicifolia Mart. (Celastraceae), popularmente chamada de espinheira-
santa, € uma planta nativa do Brasil e largamente cultivada na regido Sul, bem como em
Minas Gerais e S&o0 Paulo. E um arbusto de até 3 metros de altura, com folhas alternas
persistentes, simples, glabras, coriaceas, oblongas a oblongolanceoladas, apice espinhoso,
margem dentada espinhosa. Suas flores sdo pequenas e estdo dispostas em fasciculos axilares.
Seu fruto é uma cépsula verde ou vermelha (Gupta, 1995).

E conhecida na medicina popular por suas propriedades tbnicas e balsamicas.
Conforme Simdes et al. (1995), suas folhas sdo utilizadas popularmente como antiasmatica,
anticonceptiva, em tumores estomacais e contra ressaca alcodlica (uso interno); como
antisséptica em feridas e Ulceras (uso externo). De acordo com revisdes feitas por estes
autores, estudos quimicos e farmacoldgicos revelam propriedades medicinais da espécie.

Devido a crescente busca do mercado por ervas medicinais e pela desordenada
extracdo das mesmas, Maytenus ilicifolia esta em perigo de extin¢do (Pavan-Fruehauf, 2000).
De acordo com Reis (1996), o que poucos sabem é que na falta das ervas corretas, muitos
colhem plantas parecidas e vendem-nas como se fossem plantas originais. E 0 que acontece
hoje com a espinheira-santa, muito confundida no Sul do Brasil devido a semelhanca
morfologica das folhas, com duas outras espécies sem propriedades farmacologicas
conhecidas, Sorocea bonplandii Baillon (Moraceae) e Zollernia ilicifolia Vog. (Leguminosae
Papilionidae).

Estudos fitoterapicos, conforme Simdes e colaboradores (1999), costumam ser
divididos em etapas sequenciais: etapa botanica, relacionada a identificacdo do material de
estudo; etapa farmacéutica, etapa de ensaios bioldgicos pré-clinicos e etapa clinica. Sendo
que, a primeira etapa, selecdo do material testado, como ressaltam estes autores, é essencial
para garantir a uniformidade e a estabilidade do produto a ser utilizado durante todo ensaio.
Evans (1996) enfatiza que quando a planta medicinal oferece dificuldades ja na fase
preliminar, todo estudo fica comprometido, sendo comum a confusdo botanica entre espécies
afins.

Para a identificacdo das espécies é aconselhavel a presenca de flores e/ou frutos; a
falta dessas estruturas pode induzir ao erro ou dificultar extremamente o trabalho do botanico.
O mesmo nome popular pode significar diferentes espécies. Na caracterizagdo de uma
espéecie, para sua determinacdo ou identificacdo, usualmente inicia-se por observar as
estruturas macroscépicas. Nas andlises de rotina sdo necesséarios conhecimentos basicos de

botéanica, disponibilidade de literatura especializada e, preferencialmente, de material para
1



comparacdo, tais como amostras auténticas, desenhos ou fotos. Os critérios devem basear-se
na descricdo dos elementos caracteristicos da espécie, sendo, geralmente, desnecessaria a
descricdo botanica completa. Para tal, conforme Evans (1996), é essencial o estabelecimento
de estruturas que permitam a diferenciacdo entre a espécie medicinal ou farmacopéica e
espécies freqiientemente encontradas como adulterantes.

O processo de identificacdo constitui-se em um dos objetivos basicos da
taxonomia vegetal e uma das ferramentas mais utilizadas nesse processo é a chave
diagnostica. As chaves fornecem uma descricdo das plantas, mostrando caracteres
diagndsticos essenciais, por meio dos quais os tdxons podem ser identificados. A escolha
desses caracteres é de fundamental importancia na elaboracdo da chave e a presenca desses é
essencial para a identificacdo. Assim, 0 uso de caracteristicas vegetativas como elementos
diagnosticos para espécimes vegetais tém sido considerados cada vez mais relevantes no
processo de identificacdo, em especial daquelas relacionadas a forma das partes constituintes
do vegetal. Embora a forma ha muito tempo seja aceita como elemento importante no estudo
taxondmico, a sua aplicacdo ndo tem sido explorada em todo seu potencial, devido a
dificuldade inerente de sua descri¢cdo e comparacao.

Caracteres diagndsticos, relativos as folhas, permitem a deteccdo de
contaminantes ou substitutos, sendo de grande relevancia as caracteristicas da lamina foliar,
tais como, composic¢do (simples ou pinada/palmada), incisdo (pinada ou palmada), forma,
venacao, margem, apice, base, superficie e textura (Evans, 1989). Aspectos relacionados a
forma da lamina, principalmente a forma do apice e da base, tém sido consideradas como de
potencial taxonémico, através da utilizacdo de termos padronizados (Dickinson et al., 1987).
Dentre os trabalhos que tratam da venagdo de folhas, como ferramenta de identificacdo
taxonémica, destacam-se os elaborados por Hickey (1973, 1979), Melville (1969, 1976) e
Rizzini (1977), os quais incluem descrigdo qualitativa do curso das nervuras, da localizagéo
do ponto de insercdo e da terminacdo, do comprimento relativo e da espessura, medidas dos
angulos de insercéo, além de classificar as folhas segundo determinados padrfes. Embora as
nervuras e 0s padrdes de venacdo possam ser influenciados por fatores ambientais, o padrao
basico de venacdo ndo varia muito dentro de uma Unica espécie, 0 que o torna valioso
taxonomicamente (Kéhler, 1993 - apud Roth et al., 1995).

Diversos trabalhos tém comprovado a importancia dos caracteres microscopicos,
relativos as caracteristicas histologicas das folhas, na distincdo de espécies semelhantes
macroscopicamente. Vattimo (1975) apresenta uma chave para identificacdo das espécies de
Aniba (Lauraceae), baseada nos dados anatdmicos obtidos apds uma série de trabalhos

iniciados em 1968. Olowokudejo (1987) atribui valor taxondmico as caracteristicas
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anatémicas do peciolo de Biscutella (Cruciferae), para distin¢do entre espécies do género, as
quais apresentam grande semelhanca na morfologia foliar, 0 mesmo é constatado para
espécies de Ocotea - Lauraceae (Santos & Oliveira, 1995). Em Poaceae, a anatomia foliar tem
sido considerada, ha muito tempo, como ferramenta de grande relevancia, assim, por
exemplo, espécies de Spartina podem ser facilmente reconhecidas, mesmo na auséncia de
material fértil (Santos & Almeida, 2000).

Muitas vezes também é preconizada a realizagdo de reaces histoquimicas, as
quais permitem a caracterizacdo de certos grupos de constituintes quimicos auxiliares na
identificacdo das estruturas microscépicas (Evans, 1996).

Na literatura, poucas informacdes tém sido registradas sobre a morfo-anatomia de
Maytenus ilicifolia Mart., Sorocea bonplandii Baillon e Zollernia ilicifolia Vog.

Metcalfe & Chalk (1957), ao fazer ampla revisdo sobre estudos anatbmicos em
familias de dicotiledéneas, mencionam dados referentes a estes trés géneros. Salientam,
entretanto, que nas espécies do género Maytenus (Celastraceae) ha variacfes, tais como:
folhas dorsiventrais ou isobilateriais; epiderme contendo células com cristais escassos ou em
grande quantidade; estdbmatos em uma ou em ambas faces da folha; idioblastos
esclerenquimatosos presentes em algumas espécies. Alquini & Takemori (2000) registram
caracteristicas anatdémicas das folhas de M.ilicifolia, incluindo dados sobre epiderme,
nervuras, mesofilo e peciolo. Mais escassas sdo as informacdes referentes a Zollernia
(Leguminosae Papilionoideae). Metcalfe & Chalk (op.cit.), citam a ocorréncia de estbmatos
do tipo paracitico e a presenca de hipoderme em algumas espécies deste género. Para Sorocea
(Moraceae), estes autores, registram cristais na epiderme das folhas, mas ndo referem
laticiferos neste 6rgao, embora os citem para cértex primario, floema primario e secundario,
periciclo e medula de caules jovens. Esau (1959) refere que moraceas podem apresentar
cistdlitos e laticiferos nas folhas, porém ndo menciona o género Sorocea.

Entretanto, informacdes isoladas e nao especificas, ndo possibilitam a compara¢édo
entre as espécies em questdo. Neste sentido, alguns pesquisadores tém buscado investigar
caracteristicas que permitam a distincdo entre as espécies frequentemente confundidas com a
verdadeira espinheira-santa. Sousa e colaboradores (1999) realizaram estudos morfo-
anatdmicos com folhas de espécies conhecidas como espinheira-santa no Estado de Minas
Gerais, Maytenus ilicifolia, com propriedades analgésicas e cicatrizantes, e Sorocea
guillerminiana, sem propriedades terapéuticas conhecidas, utilizada devido a sua semelhanca
morfologica com a primeira. As diferengas anatémicas das folhas dessas espécies, de acordo
com estes autores, mostraram-se Uteis na diferenciacdo do material utilizado como

fitoterapico. Alberton e colaboradores (1999), analisaram caracteristicas epidérmicas a partir
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de folhas pulverizadas de amostras comerciais de espinheira-santa, concluindo que o formato
das células epidérmicas e das células-guarda pode auxiliar na identificacdo de Zollernia
ilicifolia nas amostras, mas encontraram dificuldades em diferenciar Maytenus ilicifolia e
Sorocea bonplandii. Machado & Santos (2000), em estudo preliminar com estas trés espécies
conhecidas como espinheira-santa, observaram que algumas caracteristicas anatémicas
poderiam possibilitar a distingdo e que a confirmacdo destes dados, bem como analise mais
acurada, em investigacdo amostral mais significativa, seria valiosa na identificacdo
taxondmica.

Assim, estudo comparativo da morfo-anatomia das folhas de trés espécies
conhecidas como espinheira-santa no Sul do Brasil, Maytenus ilicifolia Mart.(verdadeira),
Sorocea bonplandii Baillon e Zollernia ilicifolia Vog., incluindo descricdo detalhada da
histologia e do padrdo de venacdo, podera contribuir com dados que possibilitem a
identificacdo taxondmica de amostras constituidas apenas de folhas ou mesmo de fragmentos

destas.



OBJETIVOS

Objetivos gerais

Caracterizar a morfo-anatomia das folhas de Maytenus ilicifolia (verdadeira
espinheira-santa), visando a distincdo destas trés espécies a partir de folhas ou fragmentos

destas.
Objetivos especificos

* Descrever, com base na analise em microscopia optica, as caracteristicas da epiderme
(para esta também em Microscopia Eletrdnica de Varredura), da nervura mediana,
mesofilo e bordo da lamina foliar e do peciolo das folhas de Maytenus ilicifolia Mart.,
Sorocea bonplandii Baillon e Zollernia ilicifolia Vog.

* Documentar a estrutura morfo-anatdmica das trés espécies.

* Buscar identificar a natureza quimica, através de testes histoquimicos, de
componentes celulares e extracelulares (parede celular e inclusdes vacuolares).

* Classificar as folhas das trés espécies quanto as caracteristicas morfoldgicas: forma da
lamina e bordo foliar e padrdo de nervacéo.

* Comparar as caracteristicas morfo-anatbmicas que possam auxiliar na determinacao
taxonébmica das trés espécies visando a distincdo entre elas, a partir de folhas ou

fragmentos dessas.



MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas para o estudo, as folhas de trés espécies: Maytenus ilicifolia
Mart. (verdadeira espinheira-santa) e de Sorocea bonplandii Baillon e Zollernia ilicifolia
Vog. (espécies freglientemente confundidas com a espinheira-santa).

As coletas foram realizadas nos meses de marco, julho e outubro em individuos
previamente identificados, em periodo fértil, ocorrentes na Grande Florianopolis e
proximidades.

Parte do material coletado foi mantida sob refrigeracdo, para observacGes ‘in
vivo’ e realizacdo de testes histoquimicos. Para analise histoquimica, foram feitas seccfes a
méo-livre, com auxilio de ldamina de barbear. Como material de apoio foi utilizado isopor
(Quintas, 1963). Para montagem das laminas semipermanentes usou-se gelatina-glicerinada
(Kaiser, 1880 — apud Kraus & Arduin, 1997). Foram utilizados diversos testes histoquimicos:
azul de toluidina (Gahan, 1984), o reativo de Steimetz, original (Costa, 1982) e modificado
(Lima, 1963) para identificacdo de suberina, lignina, cutina, celulose, mucilagem, amido e
tanino; sudan IV (Costa, op.cit.) para deteccdo de secrecdes (6leos, cutina); fenol/6leo de
cravo/balsamo do Canada para identificacdo de silica (Johansen, 1940); fluoroglucina/ HCI
(Costa, op.cit.) para deteccdo de lignina; acidos cloridrico, sulfirico e acético (Evans, 1989)
para deteccdo da natureza quimica dos cristais.

Algumas folhas coletadas seguiram diretamente para um processo de desidratacdo
em estufa, a 40°C. Este material serviu para estudos da morfologia da lamina foliar, incluindo
dados sobre padrdes de nervacdo e caracteristicas do bordo e apice da folha. As folhas
desidratadas foram diafanizadas em Hipoclorito de Sodio (Johansen, 1940), lavadas em agua,
coradas com safranina, seguindo por desidratacdo em série etilica e passagem por xilol, sendo
entdo feita a montagem entre laminas de vidro, com uso de balsamo do Canada sintético.

Parte do material coletado foi fixado em glutaraldeido 2,5% em tampé&o fosfato de
sodio 0,1M, em pH 7,2 e conservado também em etanol 70°GL, processo que permite melhor
qualidade de fixacdo, servindo para preparacdo de laminas permanentes e de amostras para
microscopia eletronica de varredura. Para isso foram usadas pequenas porcdes de laminas
foliares, com cerca de 3 mm de largura x 3 mm de comprimento, e de peciolo, com cerca de 3
mm de comprimento. Algumas folhas inteiras foram fixadas em FAA 50° GL por 24 horas
(Johansen, 1940) e conservadas em etanol 70° GL, servindo como reserva de amostras,

utilizada apenas quando esgotadas aquelas melhor preservadas.



Laminas permanentes foram preparadas seguindo os métodos tradicionais de
desidratacdo em série gradual crescente etilica, passagem em xilol e inclusdo em parafina
(Johansen, 1940). O material emblocado, lamina foliar e peciolo, foi seccionado
transversalmente em micrétomo de rotagdo E. Zimermann-Leipizig, em 15 um de espessura.
Para aderéncia das secc¢des sobre a lamina foi utilizado o adesivo de Bissing (Bissing, 1974).
O material foi corado com safranina/fast-green e montado entre lamina-laminula com balsamo
do Canada sintético. Também foram feitas l&minas permanentes seguindo os procedimentos
de desidratacdo em serie gradual etilica e posterior infiltracdo em hidroxietilmetacrilato
(Jung’s Historesin). Este processo possibilita seccionamento com menor espessura, sendo que
do material em estudo foram feitas sec¢cbes com 9 um de espessura. O seccionamento foi
também em micrétomo de rota¢do E. Zimermann-Leipizig. As laminas foram coradas com
Giemsa (Lillie, 1965). Devido a dificuldade de infiltracdo, nos dois procedimentos referidos,
as pecas foram mantidas em etilenodiamina 10% (Carlquist, 1982) por 6 dias, para
amolecimento das estruturas, antes de iniciar o processo de desidrata¢do. Pelo mesmo motivo,
foi substituida a série etilica por butilica no processo de desidratacdo, para o material a ser
emblocado em parafina. Procedimentos que se mostraram mais adequados.

Para cada parametro investigado, foram analisadas 5 folhas, totalmente
expandidas (3° a 6° ng), de pelo menos 3 individuos de cada espécie. As analises
microscopicas das folhas foram concentradas no terco médio da lamina foliar, com énfase as
caracteristicas estruturais da epiderme, mesofilo, nervura mediana, bordo e porcdo média do
peciolo. Foram feitas sec¢bes paradérmicas, transversais e longitudinais nas laminas foliares e
transversais e longitudinais nos peciolos das folhas das 3 espécies.

As analises foram feitas em microscopio éptico, marca Carl Zeiss — Jena , modelo
Loboval 4, no Laboratério de Anatomia Vegetal da UFSC. Para o registro de imagens foram
realizadas representacdes esquematicas com auxilio de camara clara acoplada ao referido
microscopio e fotomicrografias feitas em microscopio Olympus BH2, equipado com
fotoautomatico, no Laboratorio de Citologia da UFSC.

Algumas amostras conservadas também em etanol 70°GL, foram desidratadas em
série gradual etilica até 100° GL. Posteriormente, as amostras foram imersas em HMDS
(Hexametildesilazane) durante 30 minutos, em capela com exaustdo, a seguir o HMDS foi
pipetado e as amostras mantidas em capela até total secagem. Este procedimento evita o
colapso de estruturas, como método substitutivo de ponto critico de CO, (Bozzola & Russel,
1991). As amostras secas foram colocadas sobre suportes de aluminio, com auxilio de fita de

carbono dupla face. O material foi coberto com 20 nm de ouro, em metalizador marca Baltec,



modelo SCDO005. A investigacdo e documentacdo foram efetivadas em Microscopio
Eletrdnico de Varredura, marca Phillips, modelo XL30, pertencente ao Laboratério de
Materiais da UFSC. As imagens foram escaneadas para posterior identificacdo das estruturas
e reproducao.

De modo a complementar a caracterizacdo morfo-anatdomica das folhas, foram
feitas as seguintes andlises quantitativas: determinacdo de indice estomatico, medidas de
espessura de membrana cuticular e mesofilo. O indice estomatico foi calculado pela equacao
n=(NE/NC+NE) x 100, onde NE: nimero de estdmatos por area e NC: numero de células
epidérmicas na mesma area (Wilkinson, 1979). O namero minimo amostral foi calculado pela
equacdo n=(ts%).d?% onde t é dado pela tabela de Student (considerando n-1, para
significancia de 0,05), s é o desvio padrdo e d é igual a E/100 x média, onde E=10 para 10%
de probabilidade, valor considerado satisfatério. O nimero minimo amostral determinado
para os diferentes parametros morfométricos sdo apresentados na Tabela 1. Para comparacao
entre os valores médios obtidos foi usada analise de variancia seguida de teste de Tuckey,
através do programa computacional Statgraphics (1993). A membrana cuticular e mesofilo
foram medidos com o auxilio da camara clara acoplada ao microscopio déptico, com as

devidas conversoes.

Tabela 1. Nimero minimo amostral dos parametros morfométricos analisados nas laminas

foliares de Maytenus ilicifolia, Sorocea bonplandii e Zollernia ilicifolia.

Parametros morfométricos M. ilicifolia  S. bonplandii  Z. ilicifolia
Espessura da membrana cuticular (Anexo 1) 30 28 9
NUmero de estomatos por mm? (Anexo 2) 8 14 15
Numero de células epidérmicas da face 16 17 13

abaxial por mm? (Anexo 3)

Espessura do mesofilo (Anexo 4) 1 7 4



RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Morfologia Foliar

Caracteristicas morfoldgicas sdo facilmente observadas e sdo de uso pratico nas
chaves e descri¢cdes taxonémicas (Judd et al., 1999). Diversos trabalhos tém apresentado
propostas para descricdo morfologica das folhas de angiospermas (Hickey, 1973, 1979;
Melville, 1969, 1976 e Rizzini, 1977), entre 0s quais destaca-se o de Hickey (1979), por ser
especifico para dicotiledéneas e ser mais minucioso na avaliagdo das caracteristicas.
Conforme a classificacdo deste autor, evidenciam-se aspectos distintos na morfologia foliar
de Maytenus ilicifolia, Sorocea bonplandii e Zollernia ilicifolia (Tab. 2).

Optou-se por dar maior énfase aos aspectos que mostram caracteristicas distintas
nas trés espécies. Entre estas caracteristicas estdo: a forma da Iamina foliar, a forma do &pice,
o0 angulo de divergéncia das nervuras secundarias, o angulo de origem das nervuras terciarias,
as terminages de nervuras e as aréolas. Dickinson et al. (1987) salienta que, desde que sejam
utilizados termos padronizados, aspectos relacionados a forma da lamina foliar, especialmente
do &pice e da base, podem ter consideravel importancia taxonémica. Judd et al. (1999)
também referem-se a necessidade do uso de termos bem definidos na descri¢cdo morfologica.

Macroscopicamente, a analise geral da forma da Iamina foliar, bem como do &pice
dessas, mostra evidentes distingbes: M. ilicifolia com lamina oblonga estreita e apice
atenuado (Fig. la, 1b); S. bonplandii com ldmina obovada oblongolanceolada e &pice
acuminado (Fig. 1c, 1d); e Z. ilicifolia com lamina eliptica estreita e apice obtuso (Fig. 1e,
1f). M. ilicifolia ainda pode ser reconhecida pela textura coriacea, quando comparada com S.
bonplandii e Z. ilicifolia caracterizadas por textura subcoridcea. Comparando as imagens da
Figura 1 constata-se que a face abaxial apresenta-se mais clara e opaca do que a face adaxial,
destacando-se ainda o aspecto mais brilhante da face adaxial da folha de M. ilicifolia, em
relagdo as outras duas espécies. Estas aparéncias refletem diretamente as caracteristicas
teciduais que constituem cada uma das espécies, como serad adiante referido. Cabe ressaltar,
ainda, que a distancia entre os dentes nas margens foliares, como pode ser evidenciado na
Figura 1, é maior em S. bonplandii, menor em Z. ilicifolia e intermediaria em M. ilicifolia. No
entanto, essa caracteristica, embora bastante frequente, ndo pode ser utilizada como

ferramenta para distincdo entre as trés espécies, pois ndo se mantém constante.



A nervacdo € uma outra caracteristica macroscopica que se mostra Gtil na
diferenciacdo entre as espécies em estudo. As nervuras e os padrdes de nervacdo podem ser
influenciados pelo ambiente, entretanto o padrdo basico de nervacdo, numa mesma espécie,
ndo se altera muito, sendo de valor taxonémico (Kéhler, 1993 - apud Roth et al., 1995).

O angulo de divergéncia das nervuras secundarias (Tab. 2, Fig. 2) € distinto nas
trés espécies, sendo que o menor ocorre em M. ilicifolia. Essa espécie, também distingue-se
das demais pelas caracteristicas do curso das nervuras secundarias, que seguem, a partir da
nervura primaria, diretamente até o bordo da lamina foliar (comparar Fig. 2a com Fig. 2b e
2c), razdo que inclui as folhas de M. ilicifolia no tipo de nervagdo craspedddroma simples.
Nas outras duas espécies as nervuras secundarias encurvam-se abruptamente antes de atingir
o bordo foliar (Fig. 2b, 2c), caracterizando suas folhas no tipo de nervacdo craspedédroma
semicraspedodroma. Com relacdo aos angulos formados pelas nervuras terciarias, em relacédo
a nervura secundaria de origem, M. ilicifolia e S. bonplandii (Fig. 2d, 2e) distinguem-se de Z.
ilicifolia (Fig. 2f), sendo agudos e retos, respectivamente.

As terminagdes de nervuras ou sdo livres ou ocasionalmente atravessam a aréola
conectando-se com nervuras de mesma ordem. Percebe-se distingdo quanto a esse aspecto nas
trés espécies em estudo (Fig. 3a, 3b, 3c; Tab. 2). S. bonplandii apresenta raras terminacgdes
livres e quando essas estdo presentes nao sdo ramificadas. M. ilicifolia e Zollernia possuem as
terminagOes de nervuras ramificadas, mas diferem na quantidade de ramificagdes, sendo que
em M. ilicifolia as terminacdes de nervuras sdo pouco ramificadas, dicotomizando-se duas a
trés vezes, e em Zollernia sdo bastante ramificadas, dicotomizando-se mais de quatro vezes.

Pequenas areas com nervuras de ordens superiores interligadas constituem as
aréolas, as quais apresentam-se com forma distinta em M. ilicifolia (Fig. 3a, 3d), irregular
tendendo a um aspecto triangular, quando comparadas com aquelas em S. bonplandii (Fig. 3b,
3e) e em Z. ilicifolia (Fig. 3c, 3f), formando figuras com cinco ou mais lados. Embora as trés
espéecies enquadram-se no tamanho medio € bastante evidente a ocorréncia de aréolas

menores em M. ilicifolia, mais amplas em Z. ilicifolia e intermediarias em S. bonplandii.
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Tabela 2. Classificacdo das folhas de Maytenus ilicifolia, Sorocea bonplandii e Zollernia

ilicifolia, com base nas caracteristicas da lamina foliar, do peciolo e dos padrdes de nervacao,

segundo Hickey (1979).

1.0rganizacgao da folha
2. Forma da folha

2.1. simetria

A- lamina inteira

2.2. Forma

A- lamina

B- Apice
C- Base

3. Forma da margem da

folha
4. Textura da folha

5. Posic¢éo de glandulas

6. Peciolo

7. Tipos de nervacao

8. Nervuras primarias
A- tamanho

B- curso

9. Nervuras secundarias
A- angulo de

divergéncia

o3}
1

variacdes no angulo

C

D- curso

espessura relativa

E- nervura
intersecundaria

10. Nervuras terciarias
A
B- padréo
C

angulo de origem

arranjo

11. Nervacdo de ordens

Maytenus ilicifolia

simples

simétrica

oblonga estreita

atenuado

truncada

serreada
coriacea
marginal (nos dentes) e
apical
normal
pinada, craspedédroma,

simples

robusta

direto, ndo-ramificado

estreito < 45°

divergente
quase uniforme
moderada

direto e ramificado

simples

agudo
reticulado, ortogonal
predominantemente

alternado

Sorocea bonplandii

simples

simétrica

obovada
oblongolanceolada
acuminado

truncada

serreada
subcoricea
marginal (nos dentes) e
apical
normal
pinada, craspedédroma,

semicraspedddroma

moderada

direto, ndo-ramificado

largo, entre 65-80°

divergente
guase uniforme
moderada
encurvado abruptamente

e ramificado

simples

agudo
reticulado, ortogonal
predominantemente

alternado

Zollernia ilicifolia

simples

simétrica

eliptica estreita

obtuso

truncada

serreada
subcoriacea
marginal (nos dentes) e
apical
normal
pinada, craspedddroma,

semicraspedddroma

moderada

direto, ndo-ramificado

moderado, entre 45-65°

divergente
guase uniforme
moderada
encurvado abruptamente

e ramificado

simples

reto
reticulado, ortogonal
predominantemente

alternado
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superiores

A- Resolucéo

B- Nervuras de 4?
ordem
B1- tamanho
B2-curso
C- Nervuras de 5°
ordem
C1- tamanho
C2- curso
D- Ultima nervacao

marginal

12. Terminag0es de
nervuras

13. Aréola

A- Desenvolvimento

B- Arranjo

C- Forma

D- Tamanho
Elementos da arqui-
tetura do dente
marginal
A- glandularidade’
B- terminacéo do dente
C- configuragéo da
nervura principal do
dente
C1- curso da nervura

C2- origem da nervura

formam um reticulo no
qual ndo podem ser

distinguidas ordens de

formam um reticulo no
qual ndo podem ser

distinguidas ordens de

formam um reticulo no
qual ndo podem ser

distinguidas ordens de

nervuras nervuras nervuras
fino fino fino
ortogonal ortogonal ortogonal
fino fino fino
ortogonal ortogonal ortogonal
fimbriada arqueada Fimbriada

(correndo junto com a

margem)

(correndo junto com a

margem)

pouco ramificada

(2 a 3 vezes)

imperfeito

a0 acaso
irregular tendendo a

triangular

médio (1 — 0,3 mm)

muito ramificada

(mais de 4 vezes)
imperfeito
ao acaso

pentagonal a poligonal

médio (1 — 0,3 mm)

simples linear

imperfeito
ao acaso

pentagonal a poligonal

médio (1 — 0,3 mm)

glandular, escuro

espinhoso

excéntrico

direta

glandular, escuro

espinhoso

excéntrico

direta

glandular, escuro

espinhoso

excéntrico

direta

! Hickey (1979) considera como estruturas glandulares: nectarios, hidatédios, glandulas taniferas, etc. No caso
das trés espécies em estudo constata-se a presenca de hidatodios.
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2. Anatomia Foliar

2.1. Lamina foliar

2.1.1. Caracterizacdo geral

As folhas de Maytenus ilicifolia, Sorocea bonplandii e Zollernia ilicifolia s&o

dorsiventrais e hipoestomaticas.

2.1.2. Epiderme

A epiderme nas trés espécies € uniestratificada, o que pode ser constatado em
corte transversal (Fig. 4). Em vista frontal, as paredes anticlinais das células epidérmicas (Fig.
5) sdo retas em M. ilicifolia e em Z. ilicifolia, enquanto em S. bonplandii sdo sinuosas.

Diversos estudos tém considerado as conformagdes das paredes anticlinais com
valor taxonémico, como utilizado, por exemplo, por Kasapligil (1951) para distinguir Laurus
e Umbellularia (Lauraceae). Mas sua utilizacdo, para tal fim, deve ser feita com cautela, pois
fatores ambientais podem intervir nessa caracteristica. Brenner (1900) - apud Napp- Zinn,
1983, refere-se a influéncia da umidade como determinante de maior ondulagdo. Watson
(1942) considera a reducéo de luz como fator decisivo para aumentar a ondulagdo. Napp-Zinn
(1974, 1984) ressalta que diversas pesquisas tém demostrado a variacdo intraespecifica das
caracteristicas da epiderme, com tendéncia ao aumento de sinuosidade sob condi¢des de
menor irradiacdo solar. Santos (1988) constata diferencas no padrdo em quatro espécies de
Ocotea (Lauraceae), constatando, entretanto, que em duas espécies, habitualmente mais
expostas ao sol, as paredes anticlinais sdo retas, enquanto em outras duas, de interior de mata,
mais sombreadas, as paredes sdo sinuosas. Estas informacBes mostram-se relevantes,
considerando o ambiente em que se encontram os individuos em estudo. S. bonplandii,
espécie provida de paredes anticlinais sinuosas, localizava-se sempre em ambientes
sombreados, enquanto M. ilicifolia e Z. ilicifolia, espécies com paredes anticlinais retas,
estavam sob maior intensidade luminosa. Parecem ser estes os ambientes preferenciais para as
espécies, tendo em vista que ndo foi encontrado nenhum individuo de S. bonplandii exposto a
luz ou de M. ilicifolia ou Z. ilicifolia em local sombreado. Porém, ndo pode ser descartada a
possibilidade de alguma alteracdo no padrdo da epiderme, caso os individuos encontram-se
em outro tipo de ambiente. Mas, é pouco provavel que o efeito do ambiente sobre o padrédo da
epiderme fosse tdo acentuado a ponto de tornar as paredes retas de M. ilicifolia e Z. ilicifolia
sinuosas como em S. bonplandii, ou eliminar totalmente a sinuosidade de S. bonplandii.

Campos de pontoacao primaria sdo bem evidentes, em vista frontal, apenas em M.

ilicifolia (Fig. 5a).
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Na epiderme de S. bonplandii ocorrem pequenos cistolitos (Fig. 4c), estruturas
referidas por Esau (1959) para o género. O tipo de cistolito pode variar em diferentes espécies
de um género (Dickison, 2000).

Utilizando azul de toluidina constata-se que M. ilicifolia e S. bonplandii reagem
metacromaticamente, apresentando cor magenta (Fig. 5b, 5d), denotando natureza bésica, e Z.
ilicifolia mostra reacdo ortocromatica, corando de azul (Fig. 5f), indicando natureza &cida.

Tricomas ocorrem em S. bonplandii apenas na face abaxial da lamina foliar, sendo
aglandulares (Fig. 6a), nas regies costais, e glandulares (Fig. 6b), nas regides intercostais,
esses Ultimos com 4apice globoso constituido por quatro células secretoras. Caracteristicas
similares sdo referidas, por Sousa et al. (1999), para S. guillerminiana. Em Z. ilicifolia, na
lamina foliar, os tricomas geralmente sdo caducos, pois na maioria das vezes constata-se
apenas a presenca da base destes entre as outras celulas da epiderme. Embora o presente
estudo concentrou-se na analise de folhas adultas, observa¢cdes em folhas muito jovens
revelaram intensa pilosidade — tricomas aglandulares — em ambas faces da lamina foliar. No
peciolo de Z. ilicifolia, estdo presentes tricomas aglandulares. Nenhum tipo de tricoma foi
encontrado em M. ilicifolia, o que também é citado por Sousa et al. (1999) para a espécie.

Cristais estdo presentes nas células de varios tecidos nas folhas das trés espécies,
diferindo na forma e quantidade. Solereder (1908) cita a importancia dos tipos e a localizacédo
dos cristais para classificagdo taxonomica. Em M. ilicifolia (Fig. 4a, 5a e7), eles aparecem na
forma de prismas e réafides, sdo pequenos e abundantes na epiderme, mas alguns ocorrem
também nas células dos parénquimas palicadico e esponjoso. Em S. bonplandii e Z. ilicifolia,
eles aparecem na forma prismatica e sdo maiores que os encontrados em M. ilicifolia. Nestas
espécies, em amostras de apenas uma das coletas foram evidenciados nas células epidérmicas,
comumente sdo encontrados nas células que contornam os feixes vasculares (Fig. 3e, 3f). Em
S. bonplandii, sdo ainda encontrados na forma de drusas, sempre em células préximas aos
laticiferos. A natureza quimica dos cristais, presentes nas trés espécies, foi elucidada com
testes histoquimicos propostos por Evans (1989). Quando submetidos a acdo do A&cido
cloridrico, os cristais nas trés espécies, independente da forma, dissolveram por completo.
Quando submetidos a agdo do acido sulfurico apresentaram-se na forma de rafides, devido a
formacdo de novo composto quimico, sulfato de célcio. Deste modo, foi possivel diagnosticar
que os cristais sdo de oxalato de célcio.

O termo membrana cuticular, ¢ proposto por Holloway (1981), como mais
adequado que o termo cuticula, pois na maioria das plantas esta constituida por varias

camadas. A membrana cuticular, que reveste as células epidérmicas, identificada através de
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reacdo com Sudan, é distinta nas trés espécies, sendo mais espessa em M. ilicifolia que em S.
bonplandii e Z. ilicifolia (Tab. 3).

Tabela 3. Espessura média da membrana cuticular, em pum, das folhas de Maytenus ilicifolia,

Sorocea bonplandii e Zollernia ilicifolia.

M. ilicifolia S. bonplandii Z. ilicifolia

Espessura média da
membrana cuticular (um) 10a 2,2¢C 3.8b

Nota: n= 30. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significaticas entre as
médias, ao nivel de 0,05 de probabilidade pelo teste de Tuckey.

A deposicdo de ceras foi observada em ambas faces da epiderme, em microscépio
eletrbnico de varredura, nas trés espécies: em M. ilicifolia apresenta-se como pelicula
homogénea (Fig. 7, 8a, 8b, 9a, 9b); em S. bonplandii estd em forma de placas (Fig. 8c, 9c,
9d); e em Z. ilicifolia mostra-se como pelicula homogénea, porém ocorrem deposicGes
superficiais isoladas com formas irregulares (Fig. 8d, 8e, 9e, 9f).

Os estdbmatos sdo do tipo paracitico em M. ilicifolia (Fig. 5b) e Z. ilicifolia (Fig.
5f) e do tipo anomocitico em S. bonplandii (Fig. 5d). Em vista frontal, ao redor dos estdmatos
de Z. ilicifolia (Fig. 5f) destacam-se células, de numero ndo definido, que se coram
diferencialmente das outras células epidérmicas e similar as células subsidiarias, fato que leva
a possibilidade de também serem subsidiarias, confirmacdo sé possivel por investigacdo da
origem ontogenetica. Assim, se faz necessario um estudo ontogenético destas células para
averiguacdo de um possivel estébmato ciclocitico. Em M. ilicifolia (Fig. 4b, 9a, 9b) os
estdmatos estdo aprofundados em relacdo as demais células epidérmicas, embora as células-
guardas, pequenas e estreitas localizem-se superiormente. J& em S. bonplandii (Fig. 4d, 9c,
9d) e Z. ilicifolia (Fig. 4f, 9e, 9f) os estdmatos salientam-se na superficie da epiderme,
principalmente as células-guarda.

A Tabela 4 apresenta os valores médios de estdmatos por mm?, do niimero de
células epidérmicas da face abaxial por mm? e do indice estomético, para as trés espécies.
Nesta evidencia-se que a densidade estomatica média € maior em S. bonplandii, intermediaria
em Z. ilicifolia e menor em M. ilicifolia. O mesmo ocorre com relagdo ao indice estomatico.
As variacbes na densidade estomatica sdo estatisticamente significativas entre as trés

espécies.
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Tabela 4. Nimero médio de estomatos e de células epidérmicas da face abaxial, por mm?, e

indice estomatico das folhas de Maytenus ilicifolia, Sorocea bonplandii e Zollernia ilicifolia.

M. ilicifolia S. bonplandii Z. ilicifolia
NGmero médio de estomatos / mm?
280 c 458 a 372b
Numero médio de células
epidérmicas da face abaxial / mm? L 2 AU

indice Estomatico ‘ 13,8 17,8 15,3

Nota: n= 30. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significaticas entre as
médias, ao nivel de 0,05 de probabilidade pelo teste de Tuckey.

Apesar de ndo estar nos objetivos deste trabalho, foram analisadas, em
Microscopia Eletrénica de Varredura, amostras contidas em sachés de cha de “espinheira-
santa”, vendidos comercialmente. Comparando os resultados obtidos no presente estudo com
as imagens destas amostras, constatou-se que nem sempre essas correspondiam a M. ilicifolia,
sendo provavelmente algumas de S. bonplandii e outras de Z. ilicifolia. Assim, por exemplo,
verifica-se que a Figura 10a (amostra de cha) mostra caracteristicas similares as observadas
na Figura 9a (M. ilicifolia), ambas correspondendo a vista frontal da face abaxial de M.
ilicifolia. Porém, o mesmo ndo se verifica comparando a Figura 10b (outra amostra de cha)
com a Figura 9a (M. ilicifolia), mas constata-se que é similar a Figura 9c (Z. ilicifolia). A
Figura 10c (amostra de chd) mostra detalhes de ceras epicuticulares na face adaxial, as quais
apresentam-se em forma de escamas. Analisando os resultados obtidos e ilustrados na Figura
8, constata-se que apenas na Figura 8c a cera apresenta este aspecto. Portanto, as
caracteristicas da amostra ilustrada na Figura 10c sdo similares as caracteristicas encontradas
em S. bonplandii e ndo as observadas em M. ilicifolia. No entanto, cabe ressaltar que sdo

sempre necessarias diversas observacdes para se obter um resultado confiavel.

2.1.3. Mesofilo

O mesofilo das trés espécies é constituido por parénguimas palicadico e esponjoso

(Fig. 11, 12). Em M. ilicifolia o parénquima pali¢adico apresenta-se com dois a trés estratos
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celulares (Fig. 11a, 12a), como também constatado por Souza et al. (1999) e Alquini &
Takemori (2000), enquanto em S. bonplandii (Fig. 11b, 12b) e Z. ilicifolia (Fig. 11c, 12c)
apresenta-se com um a dois estratos celulares. No mesofilo de Z. ilicifolia destaca-se, na face
adaxial, um evidente estrato subepidérmico de células aclorofiladas (Fig. 11c, 12c), o qual é
referido por Metcalfe & Chalk (1957), para o género Zollernia, como hipoderme.

Os valores médios da espessura do mesofilo sdo apresentados na Tabela 5. Nesta
constata-se que o mesofilo em M. ilicifolia € bem mais espesso do que em S. bonplandii e Z.
ilicifolia. A diferenca entre as espessuras do mesofilo dessas trés espécies € estatisticamente
significativa.

Segundo Metcalfe & Chalk (1957), a proporcao do tecido assimilador € maior em
xerdéfitas. Assim, os resultados obtidos quanto a espessura do mesofilo pode também estar
associado a localizacdo dos individuos, M. ilicifolia e Z. ilicifolia encontram-se mais expostos

ao sol e S. bonplandii em ambiente mais sombreado.

Tabela 5. Espessura média do mesofilo, em um, de folhas de Maytenus ilicifolia, Sorocea

bonplandii e Zollernia ilicifolia.

M. ilicifolia S. bonplandii Z. ilicifolia

Espessura média do mesofilo 251,03 121,35 155,77

Nota: n = 30. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significaticas entre as
médias, ao nivel de 0,05 de probabilidade pelo teste de Tuckey.

2.1.4. Nervura Mediana

Aspectos morfo-anatdmicos gerais e alguns detalhes das nervuras medianas séo
ilustrados nas Figuras 13 e 14. E visivel a distingdo da nervura mediana, em vista transversal,

nas trés espécies quanto ao seu formato geral (Fig. 13a, 13c, 13e e 14a, 14c, 14e). Em M.
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ilicifolia a nervura mediana, apresenta ambas as faces convexas, sendo bastante acentuada na
face adaxial e mais atenuada na face abaxial (Fig. 13a, 14a), como também observado por
Alquini & Takemori (2000). Em S. bonplandii, mostra-se com a face adaxial concava e a face
abaxial com acentuada convexidade (Fig. 13c e 14c). Em Z. ilicifolia, ambas faces sdo
convexas, porém a abaxial é mais saliente (Fig. 13e e 14e).

O sistema vascular na nervura mediana, em corte transversal, apresenta-se, nas
trés espécies, lembrando o tipo de feixe concéntrico. Entretanto, em M. ilicifolia o feixe
vascular é interrompido centralmente na face adaxial (Fig. 13a) e nas outras duas espécies, S.
bonplandii (Fig. 13b) e Z. ilicifolia (Fig. 13c), ocorre um feixe em forma de “U”, na face
abaxial, e outro feixe plano, em posicédo inversa, na face adaxial. Destaca-se ainda, a forma do
feixe abaxial que em Z. ilicifolia é mais aberto que em S. bonplandii possibilitando uma
regido mais ampla de parénquima medular.

O sistema vascular em M. ilicifolia e em Z. ilicifolia é contornado por um anel
continuo de fibras, 0 mesmo ndo ocorre em S. bonplandii. Nessa espécie, as fibras contornam
externamente o feixe vascular abaxial, acompanhando a forma de “U”, e algumas fibras
eventualmente ocorrem na face adaxial junto ao floema.

Em M. ilicifolia, na face adaxial, o clorénquima é continuo com o parénguima
palicadico do mesofilo, embora sem apresentar a forma em palicada (Fig. 13b). Em S.
bonplandii, o parénquima palicadico modifica a forma, como na espécie anterior, mas é
interrompido na porc¢éo central. O clorénquima em Z. ilicifolia envolve todo anel de fibras ao
redor do sistema vascular, mantendo-se na face adaxial continuo com o parénquima
palicadico.

O tecido colenquimatico, em M. ilicifolia, esta reduzido a uma faixa estreita na
face abaxial, sendo do tipo anelar, e raras células na face adaxial. Ampla faixa de colénquima
observa-se, na face abaxial, em S. bonplandii e Z. ilicifolia, porém na primeira é do tipo
anelar (Fig. 13d, 14d) e na segunda do tipo angular (Fig. 14f). Nessas duas espécies também
ocorre coléngquima sob a epiderme, na face adaxial.

Cristais de oxalato de calcio estdo presentes nos tecidos parenquimaticos e
colenquimaticos que contornam o sistema vascular, externamente as fibras. Em folhas
diafanizadas, é claramente evidenciada a presenca destes cristais acompanhando as nervuras,
em S. bonplandii (Fig. 3e) e em Z. ilicifolia (Fig. 3f). Wu (1997) cita a presenca de uma
bainha com cristais em Moraceae, sem especificar se 0 género seria Sorocea.

E importante destacar, ainda, em S. bonplandii ocorrem vasos laticiferos (Fig.
13f), do tipo nédo articulado e ramificado. Localizam-se na nervura mediana, associados ao

floema, ou entre células do colénquima e/ou parénquima. Laticiferos ndo-articulados s&o
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citados por Topper & J. Koek-Noorman (1980) e Esau (1959) para a familia Moraceae. A
utilizacdo de Sudan, reagindo com o latex, assumindo a cor vermelha, possibilitou evidenciar

a presenca de 6leo no mesmo (Fig. 13f).
2.1.6. Bordo

Comparando as secc¢Bes transversais dos bordos foliares das trés espécies (Fig.
15), verifica-se que: em M. ilicifolia o bordo é mais elevado na face adaxial, recurvando-se
levemente na face abaxial; em S. bonplandii apresenta forma arredondada tendendo a afilada
na extremidade; e em Z. ilicifolia tem um formato arredondado, mais uniforme que nas outras
duas espécies.

O bordo foliar de M. ilicifolia tem uma grande quantidade de fibras envolvendo
uma pequena nervura (Fig. 15a). Entre as células epidérmicas e as fibras ocorrem 5 a 6
camadas de células de clorénquima, ndo diferenciado em parénquimas palicadico e esponjoso.
As celulas epidérmicas que envolvem o bordo diferenciam-se daquelas do mesofilo, por
serem papilosas. Em S. bonplandii (Fig. 15b), o bordo possui, sob a epiderme, cerca de 3
camadas de clorénquima, ndo diferenciado em parénquimas pali¢adico e esponjoso, e mais no
centro do bordo uma pequena gquantidade de fibras. Assim como em M. ilicifolia, o bordo em
Z. ilicifolia (Fig. 15c) apresenta uma pequena nervura. O bordo diferencia-se, nessa espécie
comparado com as outras duas, por suas fibras ocuparem um espa¢o muito maior e, ainda, por
ocorrerem raras celulas clorenquimaticas, uma ou duas camadas, sob a epiderme.

O bordo foliar das trés espécies € ornamentado com dentes como pode ser
observado na Figura 1. Os dentes (Fig. 16a) das trés espécies sdo glandulares, como ja foi
citado na Tabela 2, o que pode ser comprovado pelo fato do xilema se estender até o apice do
dente (Fig. 16b, 16¢, 16d). M. ilicifolia (Fig. 16e) possui tricomas ao redor da abertura
glandular, distinguindo-se de S. bonplandii (Fig. 16f) e de Z. ilicifolia (Fig. 16g) as quais

apresentam abertura glandular glabra.
2.2. Peciolo

A morfo-anatomia geral e alguns detalhes anatémicos dos peciolos de M.
ilicifolia, S. bonplandii e Z. ilicifolia sdo ilustrados na Figura 17. Algumas caracteristicas do
peciolo sdo bem distintas nas trés espécies, tendo assim, um importante valor taxonémico.

Em secgdo transversal da regido mediana, o peciolo de M. ilicifolia (Fig. 17a), na
face adaxial, tem duas expansdes laterais, como registra Alquini & Takemori (2000), para
essa espécie. A face adaxial tem a forma levemente céncava, acentuada principalmente

devido a presenca das expansdes laterais, e a face abaxial & convexa, com contorno uniforme.
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O peciolo de S. bonplandii (Fig. 17b), possui ambas as faces convexas, mostrando um aspecto
quase cilindrico, com contorno levemente ondulado. Em Z. ilicifolia (Fig. 17¢), a face adaxial
é concava e a face abaxial é convexa.

O sistema vascular de M. ilicifolia (Fig. 17a), em corte transversal, apresenta-se
em forma de anel, um pouco achatado na face adaxial, constituido por xilema interno e
floema externo, envolto por corddes isolados de fibras. O peciolo de S. bonplandii (Fig. 17b)
possui feixes vasculares colaterais dispostos em espiral, delimitados externamente por fibras.
Em Z. ilicifolia (Fig. 17c), o sistema vascular tem xilema interno e floema externo, similar ao
de M. ilicifolia, porém claramente distinto pela profunda concavidade da face adaxial e uma
delimitacdo externa continua de fibras.

O cortex de M. ilicifolia é constituido por células parenquimaticas e entre essas
destacam-se, ainda, células pétreas (Fig. 17d) e muitos compostos fendlicos. Alquini &
Takemori (2000) também referem a presenca dos compostos fendlicos no peciolo desta
espécie. Em S. bonplandii um parénquima colenquimatoso (Fig. 17e) preenche o cortex. No
cortex do peciolo de Z. ilicifolia ha grande concentracdo de células contendo compostos
fenolicos (Fig. 17f), principalmente na por¢do média, quando visto em corte transversal.

Tricomas aglandulares sdo freqtientes no peciolo de Z. ilicifolia.
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CONCLUSOES

Algumas caracteristicas da morfo-anatomia da lamina foliar e do peciolo de M.
ilicifolia, S. bonplandii e Z. ilicifolia, mostram-se bastante distintas podendo ser utilizadas
como ferramentas para o reconhecimento de amostras de folhas inteiras e, em alguns casos,
mesmo fragmentadas.

Com relacdo a morfologia da lamina foliar, as caracteristicas que merecem maior
destaque sdo: a forma da lamina foliar, a forma do &pice, o angulo de divergéncia das
nervuras secundarias e as terminacgdes de nervuras (Tab. 6).

As caracteristicas anatdbmicas que possibilitam a diferenciacio das trés espécies
sdo: epiderme, mesofilo, nervura mediana, bordo e peciolo (Tab. 6).

Na epiderme, em vista frontal, as paredes anticlinais, em ambas as faces, sdo
sinuosas em S. bonplandii e retas em M. ilicifolia e Z. ilicifolia. Além disso, apenas em M.
ilicifolia os campos de pontoacdo primaria sao visiveis.

Em vista frontal, da face abaxial da epiderme, pode-se distinguir as trés espécies
pelas caracteristicas de seus estdbmatos. Em M. ilicifolia e Z. ilicifolia os estdmatos séo
paraciticos, enquanto em S. bonplandii sdo anomociticos. Em Z. ilicifolia destaca-se, ainda,
células epidérmicas que contornam os estdbmatos, corando-se diferencialmente das outras
células epidérmicas, quando submetidas ao corante azul de toluidina.

A deposicao de ceras, em ambas as faces, € distinta para as trés espécies, fato que
sO pode ser constatado em microscopia eletrénica de varredura. Em M. ilcifolia e Z. ilicifolia,
as ceras apresentam-se com aspecto liso e homogéneo, porém na Gltima ocorrem deposicBes
superficiais isoladas com formas irregulares. Em S. bonplandii as ceras formam placas.

Em M. ilicifolia, as folhas sdo glabras, porém nas outras duas espécies ocorrem
tricomas. Esses sdo do tipo aglandular ou glandulares nas laminas foliares de S. bonplandii e
somente do tipo aglandular em Z. ilicifolia, presentes na lamina foliar e no peciolo.

Cristais de oxalato de célcio apresentam-se sob diferentes formas e quantidade nas
trés espécies. Em M. ilicifolia, sdo abundantes na epiderme e aparecem em forma de rafides e
pequenos prismas. Em S. bonplandii e Z. ilicifolia mostram-se na forma de grandes prismas e
localizam-se nas células em torno das nervuras, formando uma bainha. Em S. bonplandii
estdo também em forma de drusas, sempre proximos aos laticiferos.

O mesofilo, nas trés espécies, pode ser diferenciado pela quantidade de estratos de
parénquima palicadico, mas a caracteristica que permite reconhecer Z. ilicifolia, quando

comparada com as outras duas espécies, € a presenca de uma hipoderme na face adaxial.
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Na nervura mediana, o formato geral, visto em corte transversal, € um dos
caracteres mais marcantes. Em M. ilicifolia ambas as faces sdo convexas, sendo bastante
acentuada na face adaxial e mais atenuada na face abaxial; em S. bonplandii, a face adaxial é
concava e a face abaxial tem acentuada convexidade; enquanto em Z. ilicifolia, ambas faces
sdo convexas, porém a abaxial é mais saliente. Quanto ao tecido colenquimético, em M.
ilicifolia, estd reduzido a uma faixa estreita na face abaxial, sendo do tipo anelar, e raras
células na face adaxial. Ampla faixa de colénquima observa-se, na face abaxial, em S.
bonplandii e Z. ilicifolia, porém na primeira é do tipo anelar e na segunda do tipo angular.
Nessas duas espécies também ocorre colénquima sob a epiderme, na face adaxial. E
importante destacar, ainda, que somente em S. bonplandii ocorrem vasos laticiferos.

O bordo foliar de M. ilicifolia e Z. ilicifolia tem uma grande quantidade de fibras
envolvendo uma pequena nervura, enquanto em S. bonplandii uma pequena quantidade de
fibras se encontra no centro do bordo, sem tecido condutor. Z. ilicifolia diferencia-se de M.
ilicifolia por suas fibras serem predominantes em relacdo aos outros tecidos encontrados no
bordo.

Algumas caracteristicas do peciolo sdo bem distintas nas trés espécies. Em seccao
transversal, o peciolo de M. ilicifolia tem, na face adaxial, duas expansoes laterais e forma
levemente concava, acentuada principalmente devido as expansdes laterais, e na face abaxial
tem forma convexa, com contorno uniforme. O peciolo de S. bonplandii possui ambas as
faces convexas, mostrando um aspecto quase cilindrico, com contorno levemente ondulado.
Em Z. ilicifolia, a face adaxial é cdncava e a face abaxial é convexa. A distribuicdo dos
tecidos vasculares, bem como das fibras que os contornam, quando vistos em corte transversal
do peciolo, também merecem atencdo considerdvel como carater para identificacdo
taxonémica. O sistema vascular de M. ilicifolia apresenta-se em forma de anel, um pouco
achatado na face adaxial, constituido por xilema interno e floema externo, envolto por
corddes isolados de fibras. O peciolo de S. bonplandii possui feixes vasculares colaterais
dispostos em espiral, delimitados externamente por fibras. Em Z. ilicifolia, o sistema vascular
tem xilema interno e floema externo, similar ao de M. ilicifolia, porém claramente distinto
pela profunda concavidade na face adaxial e uma delimitacdo externa continua de fibras. O
cortex, em M. ilicifolia, é constituido por células parenquimaticas e entre essas destacam-se,
ainda, células pétreas e muitos compostos fendlicos, embora estes compostos também estejam
presentes em Z.ilicifolia. Em S. bonplandii, o preenchimento do cortex é feito por parénquima

colenquimatoso.

Tabela 6. Sintese das conclusoes.
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Forma da lamina foliar

Forma do apice

Angulo de divergéncia

das nervuras secundarias
Terminagdes de nervuras

Epiderme (vista frontal)
Paredes anticlinais (MO)
Campos primarios de
pontoacao (MO)
Estébmatos (MO)

Ceras epicuticulares
(MEV)
Tricomas

Cristais (oxalato de Ca)
Localizagdo

Forma

Mesofilo

Parénquima palicadico
Hipoderme

Nervura mediana
(corte transversal)
Face adaxial

Face abaxial
Colénquima

Laticiferos

Bordo

Peciolo

(seccao transversal)

Face adaxial

Face abaxial

Sistema vascular

Cortex

Maytenus ilicifolia
Oblonga estreita

Atenuado
Estreito < 45°

Pouco ramificada
(2 a 3 vezes)

Retas

Visiveis
Paracitico

Lisa e homogénea

Ausentes

Abundantes na epiderme

Rafides ou pequenos
prismas

2 a 3 estratos
Ausente

Convexa (acentuada)
Convexa (atenuada)
Reduzido na face
abaxial, do tipo anelar
Ausentes

Pequena nervura envolta
por algumas fibras

Levemente concava com
duas expansdes laterais
Convexa com contorno

uniforme

Tecidos vasculares
formam um anel,
achatado na face adaxial
e contornado por corddes
isolados de fibras
Preenchido por
parénquima, destaca-se a
presenca de células
pétreas e compostos
fendlicos

Sorocea bonplandii
Obovada
oblongolanceolada
Acuminado
Largo, entre 65-80°

Muito ramificada
(mais de 4 vezes)

Retas

Indistintos
Anomociticos

Formando placas

Glandulares e
aglandulares, na lamina

Contornando nervuras

Drusas ou grandes
prismas

2 estratos
Ausente

Concava
Convexa (acentuada)
Amplo na face abaxial,
do tipo anelar
Presentes, do tipo néo-
articulado ramificado
Sem tecido condutor
fibras em pequena
quantidade

Convexa, levemente
ondulada
Convexa, levemente
ondulada

Feixes vasculares
colaterais dispostos em
espiral delimitados
externamente por fibras

Preenchido por
parénquima
colenquimatoso

Zollernia ilicifolia
Eliptica estreita

Obtuso
Moderado, entre 45-65°

Simples linear

Sinuosas

Indistintos
Paracitico
(circundados por células
diferenciadas)

Lisa e algumas formas
isoladas e irregulares
Aglandulares na lamina e
no peciolo

Contornando nervuras,
préximos aos laticiferos
Grandes prismas

2 estratos
Presente

Convexa (atenuada)
Convexa (acentuada)
Amplo na face abaxial,
do tipo angular
Ausentes

Pequena nervura
esclerénquima (fibras) é
o tecido predominante

Cbncava

Convexa

Tecidos vasculares
delimitados externamente
por corddo continuo de
fibras

Preenchido por células
parenquimaticas,
destaca-se a presenca de
compostos fendlicos
acumulados na regido
média do cdrtex
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Figura 1. Aspectos gerais das folhas de: a,b. Maytenus ilicifolia; c,d. Sorocea bonplandii;

e,f. Zollernia ilicifolia.Vista de: a,c,e. face adaxial; b,d,f. face abaxial.
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Figura 2. RepresentacGes esquematicas, detalhando nervuras das laminas foliares
de: a,d. Maytenus ilicifolia; b,e. Sorocea bonplandii; c,f. Zollernia ilicifolia.
Legenda: a- angulo de divergéncia; 1°, 2°, 3° — ordens de nervuras.
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Figura 3. Detalhes, em MO, de aréolas formadas pelas nervuras nas folhas de: a,b. Maytenus
ilicifolia; c,d. Sorocea bonplandii; e(f.  Zollernia ilicifolia; a,c,e. representacfes
esquematicas; b,d,f. fotomicrografias. Setas indicam as bases das termina¢6es de nervuras.
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Figura 4. Cortes transversais das laminas foliares de: a,b. Maytenus ilicifolia; c,d. Sorocea
bonplandii; e,f. Zollernia ilicifolia. Legenda: aba- face abaxial, ada- face adaxial, cr- cristal,
ct- cistolito, e- epiderme, es- estdbmato, hp- hipoderme.

31



Figura 5. Vistas frontais, em MO, das laminas foliares de: a,b. Maytenus ilicifolia; c,d.
Sorocea bonplandii; e,f. Zollernia ilicifolia; a,c,e. representacGes esquematicas da face
adaxial; b,d,f. fotomicrografias da face abaxial (setas indicam os estématos). Legenda: cp-
campos primarios de pontoacao, cr- cristais.
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Figura 6. Detalhes, em corte transversal, da face abaxial de Sorocea
bonplandii, destacando os tricomas: a. tricoma aglandular na nervura mediana,
b. tricoma glandular no mesofilo.

WccV  Spot Mag_
200kV 650 1000x SE 11.1 Maytenus ilicifolia

Figura 7. Corte transversal da epiderme, na face adaxial da folha de Maytenus
ilicifolia, destacando a membrana cuticular e a camada de cera depositada
sobre esta. A seta indica um cristal prismatico. Legenda: cc- camada de cera;
fad- face adaxial; mc- membrana cuticular; ppe- parede periclinal externa.
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Figura 8. Vistas, em MEV, da superficie adaxial das folhas de: a,b. Maytenus ilicifolia; c.

Sorocea bonplandii; d,e. Zollernia ilicifolia.
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Figura 9. Vistas, em MEV, da superficie abaxial das folhas de: a,b. Maytenus ilicifolia; c,d.
Sorocea bonplandii; e,f. Zollernia ilicifolia. Aspectos: a,c,e. gerais; b,d,f. de detalhes dos

estdmatos.
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folhas, de sachés

Figura 10.
Vistas frontais,
em MEV, de
epiderme de
fragmentos de

de cha de
“espinheira-
santa”, vendidos
comercialmente.
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Figura 11. Cortes transversais, em
MO, evidenciando epiderme e tecidos
do mesofilo nas laminas foliares de: a.
Maytenus ilicifolia; b. Sorocea
bonplandii; c. Zollernia ilicifolia.
Legenda: e- epiderme; h- hipoderme;
pe- parénquima  esponjoso;  pp-
parénquima palicadico. Seta indica
cristal.
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Figura 12. Cortes
transversais, em
MEV, evidenciando
epiderme e tecidos
do mesofilo nas
I&minas foliares de:
a. M. ilicifolia; b.
S. bonplandii; c. Z.
ilicifolia. Legenda:
e-epiderme; fab-
face abaxial; fad-
face adaxial; h-
hipoderme; pe-
parénquima
esponjoso e pp-
parénquima
palicadico.
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Figura 13. Cortes transversais, em MO, das nervuras medianas de folhas de: a,b.
Maytenus ilicifolia; c,d,f. Sorocea bonplandii; e. Zollernia ilicifolia. Aspectos: a,c,e.
gerais; b,d,f. de detalhes. Legenda: cl- clorénquima, co- colénquima, fab- face abaxial,
fad- face adaxial, fb- fibras, fl- floema, It- laticifero, x- xilema.
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Figura 14. Cortes transversais, em MEV, das nervuras medianas de folhas de: a,b.
Maytenus ilicifolia; c,d. Sorocea bonplandii; e,f. Zollernia ilicifolia. Aspectos: a,c,e. gerais;
b,d,f. de detalhes dos tecidos na face abaxial. Legenda: co- colénquima, fab- face abaxial,
fad- face adaxial, fb- fibras, fl- floema, x- xilema.
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Figura 15. Cortes
transversais, em MO,
dos bordos foliares de:

a. Maytenus ilicifolia; b.

Sorocea bonplandii; c.
Zollernia ilicifolia.
Legenda: e — epiderme;
cl — clorénquima; fb —
fibras; fv — feixe
vascular.
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Figura 16. Imagens, em MEV, de dentes dos bordos de: a,b,e. Maytenus ilicifolia; c,f.
Sorocea bonplandii; d,g. Zollernia ilicifolia. Aspectos: a. gerais; b,c,d. cortes transverso-
longitudinais de apices de dentes; e,f,g. de vistas frontais dos apices dos dentes. Legenda:

tr- tricoma, x- xilema.
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cortes transversais dos peciolos das
folhas de: a,b. Maytenus ilicifolia; c,d.
Sorocea bonplandii; e,(f. Zollernia
ilicifolia. Aspectos: a,c,e. gerais; b,d,f.
de detalnes do cértex. Legenda: cf-
compostos fendlicos; co- colénquima;
cp- célula pétrea; fab- face abaxial; fad-
face adaxial; fb- fibras; fl- floema; tr-
tricnma* ¥- vilema
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