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RESUMO

MORAES, R.R. Anatomia e micromorfologia foliar comparada de espécies de Rubiaceae
ocorrentes no Parque Natural Municipal do Curié de Paracambi, RJ, Brasil. 2017. 94f.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2017.

A familia Rubiaceae € uma das familias botanicas com maior nimero de espécies na
Mata Atlantica, sendo considerado um dos principais centros de dispersdo de espécies e
elevado numero de representantes endémicos. O presente trabalho tem como objetivo
comparar a anatomia, micromorfologia e histoquimica foliar de seis espécies da familia, a fim
de identificar caracteres diagndsticos adicionais a taxonomia do grupo. Foram coletadas
amostras de individuos localizadas ao longo de duas trilhas no Parque Natural Municipal do
Curio de Paracambi, Paracambi - RJ. Fragmentos de folhas foram processados e analisados de
acordo com as técnicas usuais para observacdo em microscopia Optica e microscopia
eletronica de varredura. Os dados foram submetidos a analise de agrupamento UPGMA,
utilizando o coeficiente de distancia de Jaccard para a constru¢do de dois fenogramas, um
com as seis espécies selecionadas e outro com adicdo de oito espécies descritas na literatura.
As espécies apresentaram 0s seguintes caracteres anatdbmicos comuns a familia Rubiaceae:
folha hipoestomatica, mesofilo dorsiventral, epiderme unisseriada, estdmatos paraciticos e
paralelociticos e idioblastos de cristais de oxalato de célcio. Os testes histoquimicos revelaram
presenca gotas lipidica em Amaioua intermedia, Coussarea nodosa, Rudgea minor e R.
reticulata. A andlise estatistica possibilitou a delimitacéo intrafamiliar de grupos hierarquicos.
A subfamilia Ixoroideae, representada exclusivamente pela espécie A. intermedia, diferiu da
subfamilia Rubioideae por apresentar tricomas tectores longos de superficie ornamentada. O
género Rudgea, da tribo Psychotrieae, possui similaridades morfoldgicas com representantes
da tribo Coussareeae e 0 género em questdo separou-se de Coussareeae por possuir sistema
vascular em arco aberto continuo no peciolo mediano. O género Coussarea distinguiu-se de
Faramea por apresentar feixe colateral em arco fletido na nervura principal. As espécies
foram separadas pelos tipos e superficies ornamentadas dos tricomas, estrutura do sistema
vascular, tipos e localizacdo das inclusbes minerais, e sinuosidade da parede anticlinal das
células epidérmicas. A analise comparativa dos caracteres anatbmicos foliares identificados
neste trabalho mostrou que os mesmos contribuem na delimitacdo de taxa nos diferentes
niveis hierarquicos e reiteram o sistema de classificacéo atual, proposto para a familia.

Palavras-chave: Histolocalizagdo, Inclusbes Minerais, Mata Atlantica, Microscopia Optica e

Eletrbnica, Taxonomia.



ABSTRACT

MORAES, R.R. Comparative leaf anatomy and micromorphology of Rubiaceae species
occurring in the Curié Municipal Natural Park of Paracambi, RJ, Brazil. 94f. Dissertacdo
(Mestrado em Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2017.

Rubiaceae is one of the richest families in the Atlantic Forest, which is considered an
important center of dispersion of species with a high number of endemic representatives. The
present work aims to compare the anatomy, micromorphology and leaf histochemistry of six
species of that family, and to search for additional diagnostic features to this group. Samples
were collected from individuals located along two trails in the Parque Natural Municipal do
Curio de Paracambi, Paracambi - RJ. Leaf fragments were processed and analyzed based on
usual techniques of optical and scanning electron microscopy. The data were submitted to the
UPGMA cluster analysis, using the Jaccard distance coefficient to construct two phenogram,
one with six selected species and other combining the species described in the literature. The
species presented the following anatomical features common to the Rubiaceae family:
hypoestomatic leaf, dorsiventral mesophyll, uniseriate epidermis, paracytic and paralelocytic
stomata and idioblasts of calcium oxalate crystals. Histochemical tests detected the presence
of lipid droplets in Amaioua intermedia, Coussarea nodosa, Rudgea minor and R. reticulata.
Hierarchical clustering analysis allowed an intrafamiliar delimitation. The subfamily
Ixoroideae, exclusively represented by the species A. intermedia, differed from the subfamily
Rubioideae by presenting long tector trichomes with ornamented surface. Despite the
morphological similarities between the genus Rudgea (tribe Psychotrieae) with
representatives of the tribe Coussareea, that genus differed from Coussareea by presenting the
vascular system with a central continuous opened arc in the middle region of the petiole. The
genus Coussarea differed from Faramea by presenting collateral bundle in the form of a
flattened arc of the midrib. Species have differed from each other by types and the presence or
not of ornamented surface in the trichomes, vascular system structure, types and specific
location of mineral inclusions, and sinuous of the anticlinal cell wall. The comparative
analysis of leaf anatomy in this study suggested that anatomical features have supported the
delimitation of different hierarchical levels, and have corroborated the current classification
used for that family.

Key words: Atlantic Forest, Histocalization, Mineral inclusions, Light and electronic

microscopy, Taxonomy
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1. INTRODUCAO

1.1. Mata Atlantica

A Mata Atléntica foi enquadrada como uma das areas brasileiras prioritarias para a
conservagdo da biodiversidade devido ao seu alto indice de endemismo, sendo considerada
uma das 25 areas de maior concentracdo de biodiversidade do planeta (MYERS, 2000;
STEHMANN et al., 2009). A constante degradacdo deste bioma, o levou a ser considerado a
quinta floresta mais ameacada do planeta pela organizacdo Conservation International, por
restar apenas 8 % da sua extensao original na América do Sul, situada na Argentina, Brasil e
Paraguai (BERGEN, 2011).

A partir da colonizacdo europeia, datada no final do século XVI, este bioma vem
sofrendo intensa degradacgdo, causada principalmente pela ocupacdo humana desordenada
(RIBEIRO et al., 2009). Sua area foi completamente fragmentada, e se calcula que, somando
todos os fragmentos existentes, restam apenas 22 % da area original, sendo desses 7 % de
remanescentes florestais bem conservados e 15 % provenientes de atividade de recuperacao e
regeneracdo, apesar da maior parte dessas areas ndo estarem protegidas na forma de unidade
de conservagdo (MMA, 2017).

O termo “Mata Atlantica”, desde 1993, através do decreto federal n® 750 - ratificado na
lei n® 11.428 em 2006, englobou todas as diversas fitofisionomias presentes no dominio Mata
Atlantica, como: Floresta Ombrofila Densa, Floresta Ombrofila Aberta, Floresta Ombrofila
Mista — também denominada Mata de Araucarias — Floresta Estacional Semidecidual, Floresta
Estacional Decidual, manguezais, restingas, campos de altitude, brejos interioranos e encraves
florestais do Nordeste (Fig. 1). O englobamento dessas fitofisionomias no dominio Mata
Atlantica visa favorecer a protecdo e a preservacdo desse bioma proibindo o corte, a
exploracdo e a supressdo de vegetacdo primaria ou nos estagios avancado e médio de

regeneracao deste bioma.
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Figura 1 - Mapa da distribuicdo das fitosionomias da Mata Atlantica.
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Fonte: IBGE, 2008.

Este bioma apresenta uma elevada biodiversidade gerada principalmente pelas altas
variacOes de temperatura, pluviosidade e altitude, o que acarreta no alto indice de espécies
endémicas e familias botanicas bem representativas como a familia Rubiaceae. Essa familia
apresenta boa distribuicdo nesse bioma, sendo mais abundante no estrato arbustivo (LIMA,;
GUEDES-BRUNI, 1996). Porém, a constante degradacdo das florestas afeta a distribuicdo e a
sobrevivéncia de todas as espécies, como no caso do estado do Rio de Janeiro que possui 15
espécies de Rubiaceae ameacadas de extincdo, sendo 11 dessas do bioma Mata Atlantica.
(TABARELLI; MANTOVANI, 1999; MMA, 2007; MMA, 2008; MARTINELLI; MORAES,
2013).
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A preservacdo da Mata Atlantica ndo tem importdncia apenas na protecdo da
biodiversidade, ela se faz necesséria pela importancia socioeconémica, devido ao complexo
sistema de bacias hidrograficas que possui, destacando-se os rios: Doce, Guandu, Paraiba do
Sul, Parana, Sdo Francisco e Tieté. Sendo os rios Guandu e Paraiba do Sul, primordiais para o
abastecimento hidrico nos estados do sudeste, principalmente no Rio de Janeiro, onde também
sdo utilizados para producdo de energia elétrica (LEMOS et al., 2009; GTZ, 2010).

No bioma em questdo foram identificadas 70 areas de elevada importancia para a
conservacao de espécies de plantas ameacadas de extingdo, situadas principalmente na regido
sudeste (LOYOLA et al., 2014). Nessa regido encontram-se dois dos maiores remanescentes
de Mata Atlantica do pais, preservados no Parque Natural da Serra do Bocaina e na Reserva
Biologica Federal do Tingua (GTZ, 2010). Na tentativa de conectar essas duas unidades de
conservacao federal foi criado o Corredor da Biodiversidade Tingua-Bocaina situado na area
de nove municipios: Paty do Alferes, Miguel Pereira, Mendes, Engenheiro Paulo de Frontin,
Vassouras, Barra do Pirai, Pirai, Rio Claro e Paracambi. (GTZ, 2010; FRAGA; PEREIRA,
2012).

Trés fatores tornam a restauracdo e a conservacdo dos remanescentes florestais
presentes no Corredor da Biodiversidade Tingua-Bocaina extremamente importantes; a
grande biodiversidade, as numerosas espécies endémicas, e inUmeros mananciais que
abastecem a bacia hidrografica do rio Guandu. Por este motivo, em 2005 foi elaborado o
Programa de Gestdo Bioregional Corredor de Biodiversidade Tingua-Bocaina com trés areas
estratégicas: gestdo compartilhada, conservacdo da biodiversidade e geracdo de emprego e
renda. Fato que estimulou a criacdo de novas unidades de conservacéo e o fortalecimento das
unidades ja existentes, levando a criagdo de pelo menos uma unidade de conservacdo em cada
municipio presente no corredor ecolégico, como foi o caso do Parque Natural Municipal do
Curio de Paracambi (GTZ, 2010).

1.2. Parque Natural Municipal do Curi6 de Paracambi

Diversos remanescentes de floresta atlantica estdo situados na bacia hidrografica do

rio guandu, no municipio de Paracambi, um desses fragmentos encontra-se protegido pelo
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decreto municipal n® 1001, de 29 de janeiro de 2002 e modificado pela lei municipal 921, de
30 de abril de 2009, através da criagdo do Parque Natural Municipal do Curié de Paracambi
(PNMCP), localizado na divisa com os municipios de Engenheiro Paulo de Frontin e Mendes
(Fig. 2). O Parque em questdo esta situado na sub-bacia hidrografica do Rio dos Macacos que
desemboca no Rio Ribeirdo das Lages, um dos formadores da Bacia Hidrografica do Rio
Guandu, responsavel por abastecer e gerar energia para mais de sete milhdes de pessoas no
municipio de Paracambi e na regido metropolitana do Estado do Rio de Janeiro (LEMOS et
al., 2009; GTZ, 2010).

O nome da unidade é em homenagem a ave curio (Oryzoborus angolensis Linnaeus),
de origem tupi guarani, significa “amigo do homem?”, visto que a ave tinha o habito de viver
préximo a aldeia dos indios. A mesma era bastante comum na regido, devido a presenca de
habitats ideais para a sua multiplicacdo, porém, a espécie se tornou rara no local,
consequéncia de sua demasiada captura. Uma das caracteristicas marcantes da unidade é a
grande diversidade de avifauna, mesmo reduzida ao longo do tempo (SEMADES, 2010). O
parque possui um extenso histérico de ocupacdo desde o periodo colonial do pais, iniciada
entre o final do século XVII e inicio do século XVIII, periodo do Ciclo do Ouro, conectando
Minas Gerais, Rio de Janeiro e S&o Paulo. A regido foi utilizada como local de descanso por
viajantes. E a partir do século XVIII, houve a degradacdo completa da regido pela agricultura
e pecuaria, destacando-se a producdo de cereais, café, farinha, aclcar e aguardente, nesse
periodo a area do parque natural estava inserida na fazenda Ribeirdo dos Macacos. Em 1867,
a regido foi visitada por um grupo de ingleses que ficaram deslumbrados pela beleza da regido

e seu potencial hidrico, decidindo construir um fabrica téxtil no local.

Em 23 de julho de 1870, no decreto n° 4.552, foi autorizada a constru¢do da
Companhia Téxtil do Brasil Industrial, que teve seu alvara de funcionamento assinado pela
princesa Isabel em 13 de setembro de 1871. Nos mananciais ao redor da fabrica foram
construidas barragens, e em 1875, o agude da cascata com o objetivo de abastecer a regido em
periodos de seca. Com isso, houve proibicdes no uso do solo dessa regido e o inicio da
preservacdo da vegetacdo, que pode se regenerar naturalmente desde entdo (SEMADES,
2010, SOUZA, 2011; AMORIM, 2012).
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Figura 2 - Mapa da Bacia Hidrografica do Rio Guandu.
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A localizacdo da fabrica na regido mais baixa da topografia ocorreu para aproveitar o
potencial hidroelétrico dos mananciais, que foram canalizados em direcdo a central elétrica da
fabrica. Foram feitas trilhas que permitiam acesso a tais canalizagdes, a Trilha dos Escravos e
a Trilha dos Bugios, e em seu percurso pode ser encontrado vestigios das tubulag@es e ruinas
dos aquedutos (SEMADES, 2010; SOUZA, 2011; AMORIM, 2012).

Em 1985 a fabrica foi desativada, hoje o antigo prédio da Companhia foi nomeado
como “Fabrica do Conhecimento” e abriga instituigdes como a Fundacao de Apoio a Escola
Técnica do Estado do Rio de Janeiro (FAETEC), o Instituto Superior Tecnoldgico de
Paracambi, o Instituto Federal do Rio de Janeiro (IFRJ), o Centro de Educacédo a Distancia do
Rio de Janeiro (CEDERJ), a Companhia Municipal de Balé, o Espagco Cinema e Arte, 0
nucleo da Escola de Musica Villa-Lobos, o Planetario, o Espaco da Ciéncia e uma
brinquedoteca. Além das secretarias municipais de cultura, turismo, meio ambiente e

desenvolvimento sustentavel (PMP, 2016).
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Parte da floresta em regeneracdo da Companhia Téxtil do Brasil Industrial foi
protegida no PNMCP, exatos 913.96 ha, sendo o segundo maior parque municipal do estado
do Rio de Janeiro (SEMADES, 2010; FRAGA et al., 2012). Apresenta elevada riqueza de
espécies vegetais, mas ainda nao possui 0 quantitativo de pesquisas que contemplem toda a
sua diversidade bioldgica (FRAGA et al., 2012).

Preserva um dos remanescentes de Floresta Ombrofila Densa submontana e montana,
com areas em estagio médio e avancado de sucessao ecologica, avaliado com o melhor nivel
de preservacdo do estado do Rio de Janeiro e esta situado numa das regiGes de maior
degradacdo do bioma, entre o Parque Nacional da Serra da Bocaina e a Reserva Bioldgica do
Tingua. Sua localizacdo o torna importante para a construcdo de um elo de conexdo entre 0s
fragmentos florestais do mosaico das unidades de conservacdo da Regido da Serra da Bocaina
e do Mosaico da Mata Atlantica Central Fluminense, sendo essencial para garantir o fluxo
génico neste corredor (GTZ, 2010; SEMADES, 2010; FRAGA; PEREIRA, 2012).

O Corredor de Biodiversidade Tingud-Bocaina é a parte mais degradada de um
corredor mais amplo, o Corredor da Mata Sul do Atlantico, também denominado Corredor da
Serra do Mar, importante area de interligacdo entre as florestas de Minas Gerais, do Rio de
Janeiro, de S&o Paulo e do Parana (CYSNEIROS et al., 2015). O Corredor da Serra do Mar é
um dos poucos da floresta atlantica realmente funcional para a manutencéo e conservagédo das
espécies da fauna e flora (RIBEIRO et al., 2009), por isso, a importancia do estabelecimento
de estudos cientificos em diversas areas, como ecoldgicos, floristicos, anatbmicos e
germoplasmas nessa regido visando subsidiar informacGes que possam garantir o sucesso na

preservacdo da Mata Atlantica.

1.3. Familia Rubiaceae

Rubiaceae foi descrita por Antoine Laurent de Jussieu em seu trabalho titulado
“Genera plantarum: secundum ordines naturales disposita”, em 1789, e mantida como grupo
por estudos filogenéticos (BREMER, 1996). O nome Rubiaceae €é alusivo ao género Rubia L.
guem vem do latim rubium, o qual se faz referéncia a tinta vermelha utilizada para tingir

tecidos, produzida a partir das raizes de plantas deste género (CRONQUIST, 1981).
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O valor econdmico de vérias espécies dessa familia & historicamente conhecido,
destacando Coffea arabica L., que durante um consideravel periodo da histdria do Brasil
sustentou a economia. Genipa americana L., popularmente conhecida como jenipapo,
encontrada tanto na Floresta Amazénica quanto na Mata Atlantica, tem valor medicinal e
bastante utilizado em etnias indigenas para pintura corporal e de tecidos, além da
comercializacdo de sua madeira (RIZZINI; MORS, 1995). Espécies dessa familia também
possuem consideravel valor ornamental como ixora (Ixora spp.), mussenda (Mussaenda spp.),
jasmim-do-cabo (Gardenia jasminoides J. Ellis) e pentas (Pentas lanceolada (Forsk.) Defler)
(SOUZA; LORENZI, 2012).

Sobre o aspecto ecoldgico, as Rubiaceae sdo importantes para a recuperacdo da fauna,
por atrairem grande numero de polinizadores através dos nectarios florais e estruturas
odoriferas, além de, geralmente, possuirem frutos carnosos, tornando-as uma importante fonte
de alimentos para diversos animais, desde insetos a mamiferos (CASTRO; OLIVEIRA, 2002;
NOGALES, 2005).

A familia Rubiaceae distribui-se por todo o mundo, sendo encontrados exemplares até
em regides subpolares do artico e da antartica. Mas nos trépicos é que se encontra a maior
biodiversidade, com 75 % de suas espécies ocorrendo em especial nas florestas umidas de
planicie. Mesmo assim, ndo € possivel identificar ao certo o seu centro de dispersdo
(CHIQUIERI et al., 2004; DAVIS et al., 2009).

E a quarta maior familia de Angiospermae do mundo, considerada monofilética, com
13.673 espécies distribuidas em 609 géneros (BREMER, 1996; DELPRETE; JARDIM, 2012;
THE PLANT LIST, 2013). O Brasil possui mais de 1.394 espécies (mais 1848 com variagdes
de subespécies) organizadas em 126 géneros, sendo um dos grupos taxonémicos de maior
riqueza, principalmente no bioma Mata Atlantica (CHIQUIERI et al., 2004; SOUZA;
LORENZI, 2012; DE OLIVEIRA, 2013; REFLORA, 2017).

A familia é composta por ervas, subarbustos, arbustos, arvores e, ndo muito
frequentes, lianas, trepadeiras e hemiparasitas. Suas folhas sdo simples, opostas ou
verticiladas, geralmente inteiras, com venacdo peninérvea e margem inteira. A estipula
interpeciolar € uma das caracteristicas marcantes da familia. Estas podem estar modificadas

em espinhos ou foliaceas com coléter na superficie adaxial. As flores sdo frequentemente
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heterostilicas agregadas, com prefloracdo aberta e ovario infero (supero apenas em Pagamea
Steyerm.), com presenca comum de disco nectarifero (STEVENS, 2001; BREMER;
ERIKSSON, 2009; JUDD et al., 2009; SOUZA; LORENZI, 2012).

Cabe destacar a presenca de estruturas especiais diferenciadas pelas espécies dessa
familia, como por exemplo, as domacias. Essas estruturas sdo cavidades situadas na superficie
abaxial, na intersecdo da nervura principal com as nervuras secundarias que tem como funcao
abrigar pequenos artropodes que protegem a folha de danos bidticos. A presenca ou auséncia,
além de seu tipo, sdo caracteres muito utilizados para a classificacdo e até a determinacéo de
espécies na familia Rubiaceae (METCALFE; CHALK, 1950; GOMES, 2003).

O sistema de classificacdo infrafamiliar de Rubiaceae vem sofrendo inUmeras
modificacdes. A primeira proposta é datada de 1830 por De Candolle, na qual sugeriu a
organizacdo das espécies em 13 tribos e a subdivisdo da familia em duas subfamilias
(Cinchonoideae e Coffeoideae), levando em consideracdo apenas o nimero de évulos por

l6culo.

Bremekamp (1954) propds a subdivisdo da familia em oito subfamilias, tendo como
um dos caracteres principais o tipo de apresentacdo do gréo de pélen (BREMEKAMP, 1966).
Entretanto, Verdcourt (1958) refutou parte dessa classificacdo ao analisar 104 géneros
representantes de todas as tribos aceitas pelos principais trabalhos da época, utilizando
caracteres provenientes de diversas areas de estudos, como: morfologia, anatomia,
palinologia, embriologia, fisiologia, citologia, bioguimica, distribuicdo geografica, habitat e
forma de crescimento. O autor propds uma nova organizacao das tribos em trés subfamilias:
Rubioideae, pela presenca de rafides nas folhas tricomas tectores septados e semente
albuminosa; Cinchonoideae, auséncia de rafides nas folhas, podendo apresentar outros tipos
de cristais de oxalato de calcio, sementes albuminosas e tricomas ndo septados; e
Guettardoideae, auséncia de rafides, sementes exalbuminosas ou com vestigios do albdmen
(VERDCOURT, 1958).

Robbrecht (1988) questionou a classificacdo de Verdcourt por ndo utilizar todos os
géneros existentes e a de Bremekamp por apresentar escassez de dados para o sistema

proposto, realizou uma nova revisdo na familia e sugeriu uma reorganizacao das espécies em
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39 tribos distribuidas em quatro subfamilias (Ixoroideae, Cinchonoideae, Antirheoideae e

Rubioideae).

O avanco dos estudos moleculares tem fortalecido a discussdo e sugerindo
modificagdes no sistema de classificacdo da familia (BREMER; JANSEN, 1991). Bremer
(1996) avaliou as subdivisdes propostas e as analises indicaram a existéncia das subfamilias
Cinchonoideae, Ixoroideae e Rubioideae. Nos trabalhos filogenéticos mais recentes, Bremer e
Eriksson (2009) propGem uma filogenia para a familia utilizando cinco diferentes regies do
material genético do cloroplasto (rbcL, trnT-F, rpsl6, atpB-rbcL, ndhF), que fortaleceu a
organizacio das espécies nas trés subfamilias contendo mais de 44 tribos (Fig. 3). E
importante salientar que ainda existem géneros que nao foram contemplados nas analises

moleculares o que as tornam incompletas diante da diversidade da familia em estudo.

A subfamilia Cinchonoideae é a menor subfamilia com aproximadamente 1.500
espécies, se diferencia das demais por apresentar fruto seco, alcaloides abundantes, auséncia
de iridoides e auséncia de idioblastos contendo rafides (com excecéo dos géneros Hillia Jacq.
e Hamelia Jacg.) (STEVENS, 2001; BREMER; ERIKSSON, 2009). Contém nove tribos bem
definidos pelos estudos filogenéticos recentes, predominantemente neotropicais (BREMER,;
ERIKSSON, 20009).

Santa Catarina, no sul do Brasil. Até 0 momento, foram descritas dez espécies para
esse género, sendo seis encontradas no Brasil (THE PLANT LIST, 2013; REFLORA, 2017).
Especialistas do grupo tém sinalizado a dificuldade na delimitacdo correta de algumas
espécies do género, sendo importantes estudos que possibilitem a identificacdo de caracteres
diagnosticos para este fim. (PERSSON; VARGAS, 2015). O género pode ser reconhecido por
apresentar individuos didicos, polen ménade, frutos pequenos e inflorescéncia com muitas

flores femininas.

O género Amaioua Aubl. é neotropical, estendendo-se do México até o estado de
Dentre espécies desse género, apenas Amaioua guianensis Aubl., possui valor econémico
reconhecido pela industria farmacéutica, devido as suas propriedades medicinais relacionadas
a constipacdo, espasmo menstrual e verminoses (DA SILVA, 2013; DE OLIVEIRA et al.,
2009). De Oliveira (2014) citou em seu estudo que Amaioua intermedia Mart. ex Schult. &
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Schult.f. possui uma diversidade de metabolitos secundérios, os quais ndo foram testados até

0 momento sob o ponto de vista bioldgico.

Figura 3 - Filogenia de Rubiaceae, destacando a posicdo das trés subfamilias

(Cinchonoideae, Ixoroideae e Rubioideae) e suas respectivas tribos.
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Rubioideae é a maior subfamilia em nUmero de espécies, possui distribuicdo
cosmopolita, tendo a maior concentracdo de tribos e espécies nas regibes tropical e
subtropical. Ela apresenta idioblastos contendo feixes de rafides de oxalato de calcio e
indumento com tricomas septados e articulados, iridoides e alcaloides como marcadores
quimicos e grdos de pdlen tricolpados (STEVENS, 2001; ROBBRECHT; MANEN, 2006;
BREMER; ERIKSSON, 2009; MOULY et al., 2014). Dentre as tribos mais representativas,

destaca-se Psychotrieae e Coussareeae.

Psychotrieae € a maior tribo da familia, cosmopolita, contém géneros neotropicais
como Rudgea Salisb. que englobam 133 espécies, das quais 65 sdo encontradas no Brasil
(DELPRETE; JARDIM, 2012; THE PANT LIST, 2013; TROPICOS, 2017; REFLORA,
2017). Essa tribo tem como caracteres diagnosticos a presenca de estipula dividida ou
raramente inteira, ovario geralmente bilocular com um 6vulo, frutos carnosos e sementes com
endosperma corneo (BREMER, 2000).

Rudgea Salish. € um género que apresenta estipula apendicular interpetiolar ou
intrapetiolar fundida, de formas variadas, mas nunca bifida ou triangular, geralmente
apresenta domaécia, estigma bifido, ovario bilocular uniovulado, frutos com duas sementes
sulcadas na face adaxial (ZAPPI, 2003). Espécies desse género tém sido estudadas
quimicamente por apresentarem grande diversidade de metabdlitos secundarios da classe dos
taninos, flavondides, triterpenos e saponinas com valor medicinal, como ocorre com Rudgea
viburnioides (Cham.) Benth., a qual tem diversas propriedades, entre elas diurética e
antirreumatica (VIEIRA; MARTINS, 2000; ALVES et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007;
DIAS, 2013).

No Brasil, as espécies do género Rudgea possuem similaridades morfoldgicas com
representantes dos géneros Coussarea Aubl. e Faramea Aubl. da tribo Coussareeae. O
caracter disgnostico do género basea-se no nimero de sementes por fruto. Sdo necessarios

mais estudos para melhor delimitagdo dos géneros em questdo (ZAPPI, 2003).

A tribo Coussareeae possui oito géneros nas Americas, concentrados na regido tropical
do continente. No Brasil, destacam-se, entre outros géneros, Coussarea Aubl. e Faramea
Aubl. (DELPRETE; JARDIM, 2012). Os caracteres comuns as especies da tribo sédo a

presenca de estipula inteira, ovario uni ou bilocular variando o nidmero de dvulos, polen
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tricolparado ou com dois ou quatro poros e fruto indeiscente, globoso ou elupsoide, carnoso
com pericaropo coirdceo (VERDCOURT, 1958; BREMER, 2000).

Segundo Bremer e Eriksson (2009) os géneros Coussarea Aubl. e Faramea Aubl.
formam um clado com espécies muito similares, o que tem gerado problemas de identificacéo.
Delprete (2006) cita que os principais caracteres diagnosticos para a delimitacdo desses
géneros sdo: estipula triangular ou arredondada, fruto com uma semente e corola de cor
branca em Coussarea; e estipula aristada, raramente triangular, fruto com uma ou duas

sementes e corola de cor branca ou azul em Faramea.

Coussarea possui 122 espécies, 56 no Brasil e Faramea contém 212 espécies, 90
presentes na flora brasileira (THE PANT LIST, 2013; REFLORA, 2017). Ambos 0s géneros
possuem poucos relatos de espécies com importancia econdbmica em compara¢do com 0
nimero de espécies que possuem, destacando-se Coussarea hydrangeifolia (Benth.) Mull.
Arg. com valor medicinal relacionado aos metabdlitos secundarios que apresentam atividade
antioxidante e Faramea cyanea Miill. Arg. com valor madeireiro (HAMERSKI et al., 2005;
DIAS, 2013).

Devido a similaridade morfologica desse clado, revisdes tém sido realizadas nesses
géneros para melhor delimita-los e com isso novas espécies estdo sendo descritas: Coussarea
granvillei Delprete & B.M. Boom (DELPRETE; BOOM, 1999); Faramea zamorensis Al.
Rodriguez (RODRIGUEZ, 2002); Coussarea longilaciniata Delprete, Coussarea spicata
Delprete e Faramea sessiliflra (Bremek.) Delprete (DELPRETE, 2006); Faramea atlantica J.
G. Jardim & Zappi e Faramea bicolor J. G. Jardim & Zappi (JARDIM, 2008); e Coussarea
andrei M.S. Pereira & M.R. Barbosa (PEREIRA; BARBOSA, 2009).

Gomes (2003) citou a necessidade de reavaliar algumas espécies dos géneros Faramea
e Coussarea, devido a falta de informacdes e ressalta a importancia de estudos anatémicos
visando fornecer caracteres diagndsticos que auxiliem na segregacdo das espéecies. O mesmo
observou em Coussarea nodosa (Benth.) Mull. Arg. a presenca de mindsculas e numerosas
pontuacdes translucidas por toda superficie, as domécias em fenda circular, com cripta pouco
desenvolvida e arredondada com tricomas tectores como caracteres diagndsticos importantes

para delimitacdo da espécie.
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A partir do exposto a cima, sdo objetos de estudo neste trabalho as espécies Amaioua
intermedia Mart. ex Schult. & Schult. f., Coussarea nodosa (Benth.) Mull. Arg., Faramea
multiflora A. Rich. ex DC., Faramea truncata DC., Rudgea minor (Cham.) Standl. e Rudgea
reticulata Benth. Elas foram selecionadas pela auséncia de estudos anatdmicos e por estarem
em grupos taxondmicos que necessitam de informacdes para melhor delimitagdo na

sistematica e filogenia da familia.

As espécies selecionadas tém distribuicdo bem variada. Faramea multiflora apresenta
a maior distribuicdo, indo do México ao Brasil, com excecdo de quatro estados brasileiros. Ela
esta presente no Cerrado lato sensu e na Floresta Ciliar, Floresta de Terra Firme e Floresta
Ombrofila da Floresta Amazénia e da Mata Atlantica. Amaioua intermedia é encontrada
apenas na Bolivia e Brasil, restrita aos estados onde se encontra o Cerrado (lato sensu) e Mata
Atlantica (Floresta Estacional Semidecidual). Coussarea nodosa, Faramea truncata, Rudgea
minor e Rudgea reticulata séo exclusivas da flora brasileira, endémicas do bioma Mata
Atlantica. Faramea truncata ocorre apenas em Floresta Ombrofila nos estados do Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Bahia e Ceard. Coussarea nodosa ocorre apenas em
Floresta Ombrofila do Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Bahia.
Rudgea minor ocorre na Floresta Ombrofila e Restinga do Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o
Paulo e Bahia. E Rudgea reticulata ocorre na floresta ombroéfila e Restinga do Espirito Santo,
Rio de Janeiro, leste de Minas Gerais, e sul da Bahia (THE PLANT LIST, 2013; REFLORA,
2017; TROPICQOS, 2017).

Apenas Coussarea nodosa, Rudgea reticulata e Rudgea minor foram avaliadas sobre o
risco de extingdo e atualmente ndo se encontram ameacadas. Mas, em 2007, Coussarea
nodosa e Rudgea reticulata foram consideradas vulneraveis na flora de S&o Paulo e do
Espirito Santo, respectivamente. Em 2008, Rudgea minor constava na lista de espécies com
risco de extingdo fornecida pelo Ministério do Meio Ambiente devido a falta de informacdes
para caracterizar o real risco de extingdo da mesma nos estados em que habita (CNCFLORA,
2017).
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1.4. Anatomia foliar

A folha é o 6rgdo do vegetal que apresenta maior diversidade estrutural em resposta as
variacoes ambientais (FAHN, 1982; DICKISON, 2000). As adaptacGes e aclimatacOes
impressas nesse Orgdo instigam a realizacdo de trabalhos que visam compreender o seu
desenvolvimento a fim de responder inUmeras questdes taxondmicas, sistematicas,
filogenéticas e ecoldgicas (RIO et al., 2005; BREMER; ERIKSSON, 2009; BUNAWAN et
al., 2011; MORAES et al, 2011; DELPRETE; JARDIM, 2012).

Estudos da anatomia e da ultraestrutura foliar tem ampliado a compreensao entre a
forma e a fisiologia da planta, refletindo na distribuicdo das espécies nos diferentes
microclimas de um ecossistema (BOEGER; WISNIEWSKI, 2003), e até mesmo
determinando o nivel de tolerancia a determinadas mudancas climaticas (SANT'ANNA.-
SANTOS et al., 2006).

A epiderme é um tecido de revestimento primario que permite a interacdo planta-
ambiente. Sobre a parede periclinal externa das células epidérmicas é comum a formacdo de
uma camada extracelular de origem lipidica, a cuticula. Esta é sintetizada pelas células
epidérmicas, sendo composta basicamente por cutina, cera, pectina e celulose; sua espessura
varia entre espécies e pode variar entre individuos da mesma espécie que vivem em condicGes
ambientais diferentes. Algumas espécies podem apresentar uma camada de cera sobre a
cuticula, denominada cera epicuticular, com a principal funcdo de evitar a perda de dgua para
0 ambiente (Fig. 4). Porém, a cuticula como um todo tem a funcdo também de evitar o
acumulo de agua e poeira sobre a folha, permitir a interacdo com insetos, controlar a mudanca
de temperatura, fornecer suporte mecanico, participar do processo de ativagdo de genes
especificos, proteger contra radiacdo ultravioleta e organismos patogénicos (TAFOLLA-
ARELLANO et al., 2013).

A forma de deposigéo da cera epicuticular gera padrées de ornamentagdo com alto
valor taxondmico, que os permitem ser utilizados como caracteres para determinacdo de
grupos. Accorsi (1948), por exemplo, realizou um grande estudo com 601 espécies da familia
Rubiaceae, caracterizando suas superficies foliares e estudando a influéncia do meio sobre

estas.
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Outros caracteres anatdmicos foliares contribuem consideravelmente para resolugéo de
problemas taxondmicos, permitindo até mesmo a segregacdo de espécies morfologicamente
muito semelhantes. Como foi observado para o género Simira Aubl., que teve a identificacéo
das espécies baseadas nos seguintes caracteres anatbmicos: presenga ou auséncia de tricomas,
a sinuosidade da parede anticlinal das células epidérmicas e no tipo de domacia (MORAES et
al., 2009).

A sinuosidade da parede anticlinal tem sido interpretada como uma resposta as
condi¢cdes ambientais, onde plantas que vivem em ambiente ensolarado tém a parede reta ou
similar e plantas em ambientes sombreados tem parede sinuosa ou afim (WILKINSON,
1979). Mas essa hipdtese € questionavel, como Mantovani (1995) mostra em seu estudo ao

comparar as espécies Rudgea decipiens Mull. Arg. e R. macrophylla Benth.

Figura 4 - Estrutura e composicdo da cuticula.

Ceras ’
epicuticulares— 1

Cutina e ceras
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Fonte: Adaptado de TAFOLLA-ARELLANO et al., 2013.

O peciolo também apresenta caracteres importantes para a identificacdo de taxons
(METCALFE e CHALK, 1950). Martinez-Cabrera et al. (2009) utiliza o contorno do peciolo,
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0 sistema vascular, o tipo e a distribuicdo do colénquima como caracteres importantes para

caracterizacdo de 23 espécies da tribo Hamelieae (Rubiaceae).

Metcalfe e Chalk (1950) indicam caracteres anatdbmicos diagndsticos para familia
Rubiaceae, como: folha hipoestomatica; mesofilo dorsiventral; estbmatos predominantemente

paraciticos; presenca de tricomas; cristais de oxalato de célcio do tipo réfide.

Diversos estudos da anatomia e micromorfologia foliar tém sido realizados nos
diferentes géneros de Rubiaceae, identificando significativos caracteres diagndsticos que
auxiliam na sistematica da familia, dentre os trabalhos realizados, destaca-se para 0s géneros:
Coussarea Aubl. (TAVARES; VIEIRA, 1994); Psychotria L. (GOMES et al., 1995; DA
CUNHA; VIEIRA, 1997; MORAES et al., 2011); Bathysa C. Presl (NASCIMENTO et al.,
1996; GOMES et al., 2000); Rudgea Salish. (MANTOVANI et al., 1995; MANTOVANI;
VIEIRA, 1997; LEO et al., 1997); Rustia Klotzsch (VIEIRA et al., 2001); Rondeletia L.
(KOCSIS et al., 2004); Simira Aubl. (MORAES et al., 2009); Uncaria Schreb. (GATTUSO et
al., 2004); e Posoqueria Aubl. (ARRUDA; GOMES, 2010).

Diante do exposto acima, o presente trabalho visa ampliar o conhecimento sobre a
familia Rubiaceae por meio do primeiro estudo comparativo da anatomia e micromorfologia
foliar das espécies Amaioua intermedia, Coussarea nodosa, Faramea multiflora, F. truncata,

Rudgea minor e R. reticulata.



34

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar a anatomia foliar de espécies da familia Rubiaceae, ocorrentes na Floresta
Ombrdéfila Densa montana do Parque Natural Municipal do Curié de Paracambi, a fim de
estabelecer caracteres diagnosticos para as espécies e ampliar o conhecimento sobre a familia

do ponto de vista taxondmico.

2.2. Objetivos especificos

e Descrever e comparar a anatomia e a micromorfologia foliar das espécies: Amaioua
intermedia, Coussarea nodosa, Faramea multiflora, Faramea truncata, Rudgea minor

e Rudgea reticulata.
¢ Identificar metabolitos especiais das espécies selecionadas.

e Estabelecer caracteres diagnosticos da anatomia e micromorfologia da folha que

permitam a segregacdo das espécies.

e Identificar caracteres anatdbmicos e micromorfoldgicos que agrupam as espécies em

subfamilias, tribos e géneros.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Sitio de coleta
Parque Natural Municipal do Curi6 de Paracambi (PNMCP)

O parque que possui 913,96 hectares esta localizado no municipio de Paracambi,
regido metropolitana do estado do Rio de Janeiro. Esse sitio de coleta situa-se nas seguintes
coordenadas geograficas: latitude 22°36°939"S e longitude 43°42°933"W. A fitofisionomia é
de Floresta Ombrofila Densa submontana e montana, associada a um relevo ondulado, com
elevacdes variando entre 100 m a 690 m (VELOSO, 1991; SEMADES, 2010). O clima varia
de subtropical com inverno seco e verdo quente e chuvoso nas regides montanhosas, até
tropical quente e Umido nas regides de baixadas, com precipitacio média de 1050 mm e
temperatura média anual variando de 20 °C a 27 °C (SEMADES, 2010; SOUZA, 2011,
AMORIM, 2012).

3.2. Material botanico

A selecdo das especies foi feita com base em estudos floristicos e fitossocioldgicos
realizados na trilha dos Bugios e da trilha dos Escravos no Parque Natural Municipal do Curid
de Paracambi (AMORIM, 2012). Todas as espécies pertencem a familia Rubiaceae e até o

momento ndo haviam sido estudadas sob o ponto de vista da anatomia foliar.

Foram realizadas dez expedicdes para a identificacdo, localizacdo e marcagdo dos
espécimes no periodo de outubro de 2015 a janeiro de 2017. A distribuicdo espacial dos
individuos ao longo das trilhas do Bugio e dos Escravos do PNMCP esta apresentada na
Figura 5. As exsicatas foram depositadas no herbario da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (HRJ) e no herbéario do Departamento de Botanica da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (RBR), sob os nimeros de registro indicados na Tabela 1, assim como as
respectivas alturas dos individuos, altitudes e habito. Os habitos foram determinados com
base no REFLORA (2015).
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Tabela 1 - Relacdo das espécies estudadas, registro nos herbarios da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro (HRJ) e da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (RBR), altura dos
individuos, altitudes e habito.

Espécies Numero de registro ~ Altura  Altitude Habito
L . HRJ- 12830 _y
Amaioua intermedia Aubl. RBR-39215 3-6m 376 m Arboreo
Coussarea nodosa (Benth.) HRJ- 12829 )
MalLArg. RBR-39214 2-4m 297 m Arbustivo
Faramea multiflora A. Rich. HRJ- 12832 oo
ex DC. RBR-33853 4-8m 332m Arboreo
HRJ- 12831 .
Faramea truncata DC. RBR-39213 2—4m 114 m Arbustivo
Rudgea minor (Cham.) Standl HRJ- 12827 2-4 203 Arbusti
udgea minor (Cham.) Standl. RBR-39211 —4m m rbustivo
Rudgea reticulata Benth. HRJ- 12828 3m 225 m Arbustivo

RBR-39212
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Figura 5 - Mapa da distribuicdo espacial das espécies estudadas nas trilhas dos Bugios e dos Escravos no Parque Natural Municipal do Curi6 de
Paracambi.
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3.3. Anélise anatomica

Os estudos anatomicos foram realizados em folhas completamente expandidas,
provenientes dos ramos mais baixos, das seis espécies. As folhas foram seccionadas nas
regides do peciolo distal, mediano e proximal; e na lamina foliar, ao nivel do terco médio, nas

regides da nervura principal, intercostal e bordo.

Parte do material coletado foi fixada em solugcdo de FAA 70 % (formaldeido 37 %,
acido acético glacial, etanol 70 %), no campo, mantido por 48 horas, substituido e conservado
em alcool 70 % (JOHANSEN, 1940; SASS, 1951). Posteriormente, o material fixado foi
submetido a série de desidratacdo alcodlica (70 %, 80 %, 90 % e 100 %) em intervalos de
uma hora, em cada alcool, seguido por infiltracdo em mistura de alcool 100 % e solugdo de
infiltracdo de metacrilato (Leica Historesin®) na propor¢do 1:1 por 48 horas, depois
substituido por solucdo de infiltracdo pura de metacrilato (Leica Historesin®), colocado a

véacuo por uma hora, e mantido por uma semana a 4° C para completa infiltracéo.

Posteriormente, o material foi emblocado por inclusdo em solucéo de infiltragdo mais
0 endurecedor da resina em capsulas de gelatina e colocado para polimerizar em estufa a 60
°C por uma hora. Os blocos sofreram sec¢do transversal (ST) utilizando navalhas de vidro
descartaveis no micrétomo rotativo (modelo LEICA® RM2233), com cortes de 2 um de
espessura, corado com azul de Toluidina a 1 % e observado em microscopia Optica
(O"BRIEN; MCCULLY, 1981).

Para a descricdo da epiderme foram realizadas sec¢des paradérmicas a mao livre e
dissociacdo da epiderme, na regido intercostal, em ambas a faces da lamina foliar (JENSEN,
1962). A dissociacdo da epiderme foi realizada em fragmentos de aproximadamente 1 cm?,
tanto de material fresco quanto de material fixado em FAA 70 %. As amostras foram
mantidas na mistura de propor¢do 1:1 de perdxido de hidrogénio P.A. e &cido acético P.A.,
por 48 horas a 40° C, ou até ser observada a separacdo das faces adaxial e abaxial
(FRANKLIN, 1945). Os fragmentos foram lavados em agua destilada, clarificados em
solucdo de hipocloridrico 50 %, neutralizados em agua acética 2 %, mantidos em &lcool 50 %
por 30 minutos e novamente lavados em &gua destilada para entdo serem corados em
safranina 1 % e montados em laminas semipermanentes em glicerina 50 %, observado ao
microscopio optico (FRANKLIN, 1945; JENSEN, 1962).
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Os testes histoquimicos foram realizados em material fresco e seccionados com o
microtomo de Ranvier. Foram realizados os seguintes testes para a detec¢do de: substancias
fenolicas pelo uso de Dicromato de Potassio 10 % (GABE, 1968); substancias pécticas pelo
uso do Vermelho de Ruténio (JOHANSEN, 1940); lipidios em geral pelo uso de Sudan IV e
Sudan 111 (JOHANSEN, 1940); amido pelo uso de Lugol (SASS, 1951); e lignina com
Floroglucinol (SASS, 1951). A natureza dos cristais de oxalato de calcio foi verificada, por
solubilidade em acido cloridrico e insolubilidade em &cido acético (CHAMBERLAIN, 1932).

Também foi utilizado o microscépio Optico sob luz polarizada para essa identificacao.

Todas as observacgdes e descricbes na microscopia Optica foram realizadas através do
microscopio Olympus BX41, e as imagens obtidas por meio de camera digital, modelo DFK
51AU02 — USB 2.0 The imaging Source® acoplada ao mesmo, com auxilio do software

Image-Pro® Insight 8.0 versdo para Windows.

A terminologia foi classificada de acordo com a literatura especifica (METCALFE;
CHALK, 1950; BARTHLOTT, 1981).

3.4. Analise micromorfologica

Os estudos micromorfoldgicos foram realizados nas mesmas regides foliares dos
estudos anatdmicos. No campo, o material foi fixado em solucdo aquosa 4% de
paraformaldeido, 2,5% de glutaraldeido e 0,05 M de tampéo cacodilato de sddio em pH 7,2,

mantida a vacuo por duas horas e armazenado a 4° C (DA CUNHA et al., 2000).

Para microscopia eletrénica de varredura (MEV), parte do material fixado foi
desidratada em serie alcoolica em intervalos de uma hora, repetindo trés vezes a ultima
concentracdo. Entdo, submetido a secagem pelo ponto critico com o auxilio do aparelho Leica
EM CPDO030, onde o alcool foi substituido gradativamente por gas carbdnico em estado
liquido, sob condigdes de temperatura e pressao controladas, seguido pela passagem do gas
carbénico do estado liquido para 0 gasoso.

Posteriormente, o material foi afixado em suportes proprios com auxilio de fita

adesiva de carbono para sofrer metalizacdo, adquirindo assim uma camada fina de ouro
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(20nm) no aparelno Emitech K550X Sputter Coater. As amostras foram analisadas no

microscopio eletronico de varredura EVO 40 ZEISS.

3.5. Levantamento de dados

Foi escolhido o sistema de classificacdo de Bremer e Eriksson (2009) como parametro
de comparacdo dos resultados gerados a partir do levantamento dos caracteres anatdmicos e
micromorfolégicos da folha.

O banco de dados foi construido a partir do levantamento bibliogréafico realizado com
espécies pertencentes aos mesmos géneros das espécies selecionadas do PNMCP para este
trabalho. Ao todo foi possivel comparar 14 espécies pertencentes a quatro géneros, trés tribos
e duas subfamilias (Tabela 2). Todas as espécies selecionadas para compor a base de dados
possuiam trabalhos da anatomia e micromorfologia foliar. E foi construida uma base com 94

caracteres qualitativos indicados na Tabela 3.

Tabela 2 - Relacdo das espécies utilizadas na base de dados e a sua localizacdo no sistema de
classificacdo da familia Rubiaceae.

Espécies Tribo Subfamilia Referéncias Consultadas
Amaioua intermedia Gardenieae | Ixoroideae *
Coussarea meridionalis TAVARES:; VIEIRA, 1994
Coussarea friburgensis BARROS et al., 1997
Coussarea graciliflora Coussareeae TAVARES; VIEIRA, 1994
Coussarea nodosa *
Faramea intercedens MORENO, 2010
Faramea multiflora *
Faramea truncata _— *
Rubioideae
Rudaea decipiens MANTOVANI et al., 1995;
9 P MANTOVANI: VIEIRA et al., 1997
Rudaea macroohvlla MANTOVANI et al., 1995;
g Phy S MANTOVANI: VIEIRA et al., 1997
Rudgea minor sychotrieae *
Rudgea ovalis LEO et al. 1997
Rudgea reticulata *
Rudgea tinguana LEO etal. 1997

Legenda: *, espécies descritas anatomicamente nesta dissertagao.
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Cadigo Caracteres Diagnosticos
Micromorfologia
Co1 Domécia do tipo bolsa
Co02 Domacia do tipo bolsa com tufo de pelos
C03 Domacia do tipo tufo de pelos
Co04 Doma@cia do tipo cripta com tricoma tector
C05 Estébmato com ornamentacdo do tipo estria
C06 Tricoma tector curto ornamentado
Cco7 Tricoma tector curto ndo ornamentado
C08 Tricoma tector longo ndo ornamentado
C09 Tricoma tector longo ornamentado
C10 Tricoma tector longo recobrindo as nervuras
Ci11 Ornamentac&o cuticular estriada na face adaxial
C12 Cera epicuticular em camada fendida
C13 Cera epicuticular em camada ou crosta
Cl4 Superficie lisa
Anatomia do Peciolo
C15 Contorno céncavo-convexo na regido proximal
C16 Contorno biconvexo na regido proximal
C17 Contorno plano-convexo na regido proximal
C18 Contorno biconvexo na regido mediana
C19 Contorno céncavo-convexo na regido mediana
C20 Contorno plano-convexo na regido mediana
Cc21 Projecdes acuminadas conspicuas na regido mediana
C22 Projecdes laterais arredondadas
C23 Projecdes laterais acuminadas
C24 Tricoma tector longo
C25 Tricoma tector curto
C26 Sistema vascular em arco aberto continuo na regido proximal
C27 Sistema vascular em arco aberto fletido continuo na regido proximal
C28 Sistema vascular em arco aberto fletido descontinuo na regido proximal
C29 Floema descontinuo na regido proximal
C30 Sistema vascular em arco aberto continuo com extremidade invaginada na regiéo
mediana
C31 Sistema vascular em arco aberto continuo na regido mediana
C32 Sistema vascular em arco aberto descontinuo na regido mediana
C33 Sistema vascular em arco fechado descontinuo na regido mediana
C34 Sistema vascular em arco aberto na regido distal
C35 Sistema vascular em arco fechado na regiéo distal




C36 Fibra com uma camada

C37 Bainha parénquimatica

C38 Auséncia de feixe acessorio
C39 Dois feixes acessorios

C40 Mais de dois feixes acessorios
C41 Braquiesclereides

C42 Idioblasto de rafide

C43 Fistula conspicua

C44 Bainha amilifera

C45 Flanges cuticulares

C46 Idioblasto com substancias fendlicas
Cc4a7 Cristais prismaticos

C48 Acreia cristalifera

Anatomia da lamina foliar

Nervura Principal

C49 Contorno biconvexo

C50 Contorno céncavo-convexo

C51 Contorno plano-convexo

C52 Contorno convexo-plano

C53 Contorno da face abaxial em arco

C54 Contorno da face abaxial em "V"

C55 Contorno da face abaxial em "U"

C56 Feixe em arco com extremidade invaginada
C57 Feixe vascular em arco aberto

C58 Feixe vascular em arco fechado

C59 Tricoma tector na face abaxial

C60 Esclereides

C61 Flange cuticular

C62 Parénquima fotossintetizante continuo
C63 Fistula conspicua

Regido Intercostal

C64 Parede anticlinal ondulada na face abaxial
C65 Parede anticlinal ondulada na face adaxial
C66 Parede anticlinal reta na face abaxial

C67 Parede anticlinal reta na face adaxial

C68 Parede anticlinal sinuosa na face abaxial
C69 Parede anticlinal sinuosa na face adaxial
C70 Tricoma unicelular

C71 Tricoma multicelular

C72 Tricoma com base volumosa

C73 Tricoma com base abaixo do nivel das demais células epidérmicas
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C74 Feixe vascular com bainha esclerificada

C75 Feixe vascular com bainha parenquimatica
C76 Células epidérmicas quadradas na face adaxial
C77 Células epidérmicas papilosa na face abaxial
C78 Células epidérmicas lenticulada na face abaxial
C79 Cristais prismaticos nas células epidérmicas da face adaxial
C80 Idioblasto com rafide

Ccs1l Idioblasto com drusa

C82 Cristais prismaticos no parénquima pali¢adico
C83 Reserva lipidica

C84 Parénquima clorofilado na nervura principal
C85 Parénquima paligédico irregular

Bordo

C86 Reto

Cc87 Levemente fletido

C88 Fletido

C89 Extremidade afilada

C90 Extremidade levemente afilada

Ca1 Extremidade arredondada

C92 Parénquima palicadico estendido até a extremidade
C93 Feixe vascular terminal

C94 Feixe de fibra terminal

3.6. Analise estatistica

Em um primeiro momento, para anélise de agrupamento, foram utilizados 82 caracteres

das seis espécies selecionadas no PNMCP (Anexo I). Os caracteres foram organizados em

uma matriz de presenca (1) e auséncia (0).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de agrupamento, utilizando o indice de

similaridade de Jaccard e o método pela associacdo média (UPGMA), para a construcdo do

fenograma. Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa R versdo 3.3.2 para
Windows (R CORE TEAM, 2016).

Uma segunda analise de agrupamento foi realizada, utilizando apenas 25 caracteres, de

14 espécies, que apresentaram uma uniformizacdo nas descri¢cbes da estrutura foliar e por
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tanto, possibilitando uma analise comparativa. A partir das novas analises estatisticas foi

gerado um segundo fenograma.
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4. RESULTADOS

As espécies estudadas apresentam hébito predominantemente arbustivo, sendo arboreo
em Amaioua intermedia e Faramea multiflora, e encontram-se sob condi¢des ambientas
similares. Todas possuem folhas simples, com textura coridcea, forma eliptica, margem

inteira, apice acuminado ou apiculado, a base pode ser aguda e acuminada ou atenuada.

4.1. Peciolo

Em secdo transversal, os peciolos das espécies estudadas apresentam contorno
diferenciado. Na regido proximal, Coussarea nodosa e Rudgea reticulata apresentam
contorno concavo-convexo (Figs. 7A, 9A, 11A); Amaioua intermedia, F. truncata e F.
multiflora, plano-convexo (Figs. 6A e 9A); e R. minor, biconvexa (Fig. 11A). Na regido
mediana, R. minor tem contorno plano-convexo (Fig.11D), as demais espécies estudadas
possuem contorno cdncavo-convexo. Elas também podem ser diferenciadas pelas projecdes
laterias nessa regido do peciolo: em A. intermedia sdo quadrangular (Fig. 6D); C. nodosa,
arredondadas proximas formando um angulo (Fig. 7B); F. multiflora, arredondadas (Fig. 8D);
F. truncata sé&o acuminadas (Fig. 9D); e R. reticulata sdo discretamente acuminadas (Fig.
11D). Na regido distal, as espécies mantiveram a forma (Figs. 6G, 8C, 9G, 9G e 11G), apenas
R. minor apresenta alteracdo, formando projecdes laterais delgadas com extremidades
arredondadas (Fig. 11G).

A epiderme de todas as espécies, em secdo transversal, é unisseriada e apresenta parede
periclinal externa com revestimento cuticular (Figs. 21B-D). As espécies C. nodosa, R. minor
e R. reticulata apresentam flanges cuticulares conspicuas (Fig. 21D), diferindo das espécies

do género Faramea (Fig. 21C).

Amaioua intermedia, C. nodosa e R. reticulata possuem tricomas tectores unicelulares
curtos (Figs. 22D, G e H), diferindo na estrutura e distribuicdo. Coussarea nodosa e R. minor
ndo ocorre ornamentagcdo e sdo raros (Fig. 22H), enquanto que, em A. intermedia e R.
reticulata os mesmos sdo ornamentados e abundantes (Figs. 22D e G). Amaioua intermedia

possui tambem tricomas tectores longos ornamentados, cobrindo toda a superficie do peciolo
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(Figs. 6J e K). Rudgea minor possui tricomas longos ndo ornamentados restritos a face
abaxial (Fig. 14K). As espécies F. multiflora e F. truncata ndo possuem tricomas.

Na regido cortical, adjacente a epiderme, ocorre um colénquima angular continuo
formado por quatro a sete camadas celulares (Fig. 11G). O parénquima fundamental é
constituido de células de parede priméaria delgada, isodiamétricas, com 7 a 11 camadas. Sao
encontrados idioblastos de rafides de oxalato de calcio em F. multiflora, F. truncata, R. minor
e R. reticulata (Fig. 22B); braquiesclereides agrupados ou isolados em C. nodosa, F.
multiflora, F. truncata e R. reticulata (Fig. 21F); e areia cristalifera em A. intermedia (Fig.
22A). Nas espécies C. nodosa e R. reticulata sdo observadas bainha amilifera proximo ao
sistema vascular (Fig. 21E).

O sistema vascular é do tipo colateral, em forma de arco, envolto por fibras
perivasculares com dois feixes acessorios (Figs. 6C, Fel; 7G,He l;8C,Fel; 9C, Fe I; 10C,
F e I, 11C, F e I). Na regido proximal, A. intermedia possui arco aberto acentuadamente
fletido para o interior do 6rgdo, na regido distal torna-se fechado, onde o xilema é
completamente envolvido pelo floema, circundado por uma camada de fibras perivasculares
(Figs. 7B, E e H). Coussarea nodosa, na regido proximal, contém arco aberto fletido para o
interior do 6rgdo descontinuo, formando faixas de xilema e floema, e na regido distal, os
tecidos vasculares tornam-se continuos e penetram a lamina foliar em arco fechado,

circunscrito por células parenquimaticas perivasculares (Figs. 6D-F).

Os representantes do género Faramea, na regido proximal, tem arco aberto fletido para
o interior do érgdo circundado por uma camada de fibras perivasculares (Figs. 8C e F; 9B e E)
Na regido distal, em ambas as espécies o arco torna-se fechado continuo, com floema e xilema
bem desenvolvido (Figs. 8G e 9H). Faramea multiflora diferencia de F. truncata por
apresentar parénquima medular fistuloso, com sinais de lise em algumas células
parenquimaticas na regido proximal do peciolo, intensificando até a sua formacdo completa na
regido distal (Figs. 8F e G). Rudgea minor e R. reticulata mantém o arco aberto ao longo do
peciolo, com fibras perivasculares pouco desenvolvidas (Figs. 10E, G e H; 11B, E e H).
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4.2. Lamina foliar

No terco médio, em secdo transversal, a nervura principal possui contorno plano-
convexo em A. intermedia e R. minor (Figs. 12A el3 H); biconvexo em C. nodosa, F.
multiflora e F. truncata (Fig. 12B-D); e c6ncavo-convexa em R. reticulata (Fig. 13C). O
contorno da face abaxial também permite diferenciar as espécies: C. nodosa possui formato
em arco (Fig. 12B); as do género Faramea, formato em “V” (Figs. 12C e 13AG); A.
intermedia, R. minor e R. reticulata formato em “U” (Figs. 12A, 13B e C).

Em vista transversal, as células epidérmicas mantém-se unisseriadas, diminutas e
revestidas por cuticula. Adjacente a epiderme encontram-se duas a trés camadas de
colénquima angular, em ambas as faces, seguido por parénquima fundamental com uma faixa
de celulas colapsadas sob o feixe vascular na face abaxial (Figs. 12C, D, F, 13A, B e C). Em
F. truncata, R. minor e R. reticulata sdo observados idioblastos contendo rafides de oxalato
de calcio dispersos pelo cortex (Fig. 22E). Em C. nodosa, F. multiflora, F. truncata e R.
minor o parénquima palicadico se prolonga e atravessa a nervura principal, na face adaxial, e
constiruido por trés a quatro camadas de celulas isodiamétricas (Figs. 12B e C). Em R. minor
0 parénquima palicddico mantém a mesma morfologia celular das observadas na regido
intercostal (Fig. 13B).

O sistema vascular é colateral circundado por fibras perivasculares e parénquima
cortical. As espécies R. minor e R. reticulata possuem a forma em arco (Figs. 13E e F); C.
nodosa, o floema e o xilema formam um feixe vascular aberto (Fig. 12E); A. intermedia, F.
multiflora e F. truncata, o xilema é completamente envolvido pelo floema, formando um
feixe vascular fechado, circundado por fibras perivasculares (Figs. 12D e 13D), sendo

fistuloso conspicuo em F. multiflora (Fig. 12F).

Em vista frontal, na regido da nervura principal, as superficies mantiveram o padrao
observado do peciolo: tricomas tectores longos em A. intermedia e R. minor, curtos em C.

nodosa e R. reticulata, e presenca de estrias epicuticulares no género Faramea.

Entre a regido da nervura principal e as nervuras secundarias, as espécies A. intermedia
e R. reticulata apresentam domacias do tipo tufo pelos (Figs. 14A, B, E e F) e em C. nodosa

do tipo cripta, com tricomas tectores (Figs. 14C e D).
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A epiderme, na regido intercostal, em vista frontal, apresenta diferencas nas paredes
anticlinais, sendo em: A. intermedia, sinuosa em ambas as faces (Figs. 15A e B); C. nodosa e
F. multiflora, ondulada em ambas as faces (Figs. 15C-F); F. truncata (Figs. 15G-H) e R.
reticulata, retas na face adaxial e onduladas na face abaxial (Figs. 15K-L); e R. minor, reta em
ambas as faces, com tricomas tectores de base volumosa na face abaxial (Figs. 15I-J). Os
estdbmatos, localizados apenas na face abaxial, sdo do tipo paracitico e paralelocitico com

células subsidiarias bem reduzidas, em todas as espécies (Figs. 15D, F, Je L).

A analise da superficie da regido intercostal, ao nivel do terco médio, mostra que A.
intermedia, C. nodosa e F. multiflora séo revestidas por cera epicuticular em camada ou
crosta, em ambas as faces (Figs. 16A-F); Faramea truncata, R. minor e R. reticulata
apresentam cera e camada lisa, em ambas as faces (Figs. 16G-1, 17A-D), sendo ornamentada
com estrias, na face adaxial em R. minor (Fig. 17A). Em R. reticulata sdo observadas estrias
circundado a abertura do estdmato, podendo estar paralela ou perpendicular as células-guarda
(Figs. 17E e F), diferindo das demais espécies (Figs. 16D, F, H, | e 17B).

Em secdo transversal, a epiderme é unisseriada, com parede periclinal externa espessa
revestida por cuticula. Na face adaxial, R. minor destaca-se das demais por apresentar cuticula
estriada, bem proeminente (Fig. 21B). A forma da célula em R. reticulata e A. intermedia é
quadrangular com grandes dimensdes (Figs. 18A, 19D e G), em C. nodosa, F. multiflora e F.
truncata a forma é retangular diminuta (Figs. 18D, G e 19J) e sdo comuns a visualizacdo de
cristais prismaticos de oxalato de calcio nessas células (Figs. 22C e F). Na face abaxial, as
células sdo papilosas nas espécies A. intermedia, F. multiflora e F. truncata (Figs. 18A, G, I,
19A e C; 221).

Os estbmatos, em secdo transversal, apresentam células estométicas ao nivel das demais
células epidérmicas, com parede periclinal externa espessada, evidenciando duas projecdes

cutinizadas que delimitam o ostiolo (Figs. 18C, F, I, 19C, F e I).

O mesofilo é dorsiventral, apresentando um estrato de parénquima palicadico, com
excecdo de A. intermedia que possui varia¢do de um a dois estratos (Fig. 18A), e cinco a nove
camadas de parénguima lacunoso frouxo como em C. nodosa, F. multiflora, R. minor e R.
reticulata (Figs. 18D, G, 19A, D e G), ou compactas como em A. intermedia (Fig. 18A).e em

F. truncata (Fig. 19A). Foram observadas gotas de 6leo no parénquima palicadico e lacunoso



49

de A. intermedia e R. reticulata (Fig. 21A). Os feixes vasculares séo colaterais com bainha
esclerificada em C. nodosa, F. multiflora, F. truncata, R. minor e R. reticulata (Figs. 18E, H,
19B, E e H), e com bainha parenquimatica apenas em A. intermedia (Fig. 18A). Também sao

encontrados idioblastos com drusa de oxalato de calcio em A. intermedia (Fig. 18B).

Os bordos analisados em direcdo a face abaxial sdo: reto, levemente fletido na
extremidade em A. intermedia (Fig. 20A); levemente fletido em C. nodosa, F. multiflora, F.
truncata e R. reticulata (Figs. 20B-D e F); e fletido em R. minor (Fig. 20E). A epiderme é
uniestratificada, apresentando parede periclinal adaxial mais espessa que da face abaxial. Em
C. nodosa e R. reticulata as células da epiderme abaxial tem parede periclinal externa reta
(Figs. 20B e F), diferente de A. intermedia, F. multiflora e F. truncata em que sdo papilosas
como observado na regido intercostal (Figs. 20A, C e D) e de R. minor que apresenta células
lenticulares (Fig. 20E). O parénquima palicadico se estende até a extremidade do bordo,
exceto em A. intermedia onde o parénquima fotossintetizante termina sobre o feixe vascular
terminal (Fig. 20A). Proximo a extremidade do bordo é observado feixe vascular terminal em
A. intermedia, F. multiflora e F. truncata (Figs. 20A, C e D) e na mesma posi¢do €
encontrado feixe de fibras terminais em R. minor e R. reticulata (Figs. 20E-F). O colénquima

preenche a porc¢do mais terminal do bordo, tendo de trés a sete camadas.
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Figura 6 — Anatomia e micromorfologia do peciolo de Amaioua intermedia.

Legenda: A-C. Peciolo proximal (ST). A. Contorno plano-convexo. B. Sistema vascular. C. Feixe acessorio. D-
F. Peciolo mediano (ST). D. Contorno plano-convexo. E. Sistema vascular. F. Feixe acessorio. G-I.
Peciolo distal (ST). G. Contorno plano-convexo. H. Sistema vascular. I. Feixe acessorio. J. Tricomas
tectores longos (MEV). K. Tricomas ornamentados (seta) (MEV). Barras: A, 250 yum; B, 100 um; C,
50 um; D, 250 pm; E, 300 um; F, 100 pm; G, 50 pm; H, 300 pm; I, 100 pm; J, 50 um; K, 25 pm; L,
500 pm.



Figura 7 - Anatomia do peciolo de Coussarea nodosa.
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Legenda: A-C. Peciolo com contorno concavo-convexo (ST). A. Peciolo proximal. B. Peciolo mediano. C.
Peciolo distal. D-F. Sistema vascular (ST). D. Peciolo proximal. E. Peciolo mediano. F. Peciolo
distal. G-1. Feixe acessorio (ST). G. Peciolo proximal. H. Peciolo mediano. I. Peciolo distal. J.
Braquiesclereides (ST). K. Idioblasto de rafides (ST). L. Cuticula espessa (ST), corado com
Safrablau. Barras: A-C, 300 um; D-F, 100 pm; G-H, 30 pm; I, 60 pm; J, 25 um; L, 60 pm; M, 25 um.
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Figura 8 - Anatomia do peciolo de Faramea multiflora.

Legenda: A-C. Peciolo proximal (ST). A. Vista geral, evidenciando o contorno plano-convexo. B. Sistema
vascular em arco aberto acentuadamente fletido para o interior do 6rgdo. C. Detalhe do feixe
acessorio. D-F. Peciolo mediano (ST). D. Vista geral, evidenciando o contorno plano-convexo com
projecBes arredondadas conspicuas. E. Sistema vascular em arco aberto acentuadamente fletido para o
interior do 6rgdo. F. Detalhe do feixe acessorio. G-1. Peciolo distal (ST). G. Vista geral, evidenciando
o contorno plano-convexo com projecdes arredondadas conspicuas. H. Sistema vascular em arco
fechado. 1. Detalhe do feixe acessorio. Barras: A, 300 um; B, 100 um; C, 25 um; D, 300 pum; E ,
100pm; F, 30pm; G, 100pm; H, 30pum.
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Figura 9 - Anatomia do peciolo de Faramea truncata.

Legenda: A-C. Peciolo proximal (ST). A. Vista geral, evidenciando o contorno plano-convexo. B. Sistema
vascular em arco aberto acentuadamente fletido para o interior do 6rgdo. C. Detalhe do feixe
acessorio. D-F. Peciolo mediano (ST). D. Vista geral, evidenciando o contorno plano-convexo com
projecBes acuminadas conspicuas. E. Sistema vascular em arco aberto acentuadamente fletido para o
interior do orgdo. F. Detalhe do feixe acessorio. G-1. Peciolo distal (ST). G. Vista geral, evidenciando
0 contorno plano-convexo com proje¢des acuminadas conspicuas. H. Sistema vascular em arco
fechado. I. Detalhe do feixe acessdrio. Barras: A, 250 um; B, 100 um; C, 50 um; D, 250 um; E , 100
pm; F, 25 um; G, 250 um; H, 100 pm; I, 25 pm.
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Figura 10 - Anatomia do peciolo de Rudgea minor.

Legenda: A-C. Peciolo proximal (ST). A. Vista geral, evidenciando o contorno biconvexo. B. Sistema vascular
em arco aberto. C. Detalhe do feixe acessorio. D-F. Peciolo mediano (ST). D. Vista geral,
evidenciando o contorno plano-convexo. E. Sistema vascular em arco aberto. F. Detalhe do feixe
acessorio. G-l. Peciolo distal (ST). G. Vista geral, evidenciando o contorno plano-convexo com
projecBes laterais delgadas com extremidade arredondadas. H. Sistema vascular em arco aberto. I.
Detalhe do feixe acessorio. Barras: A, 300um; B, 120 um; C, 60 um; D, 300 um; E, 120 um; F, 30
pm; G, 250 pum; H, 300 pm; I, 120 pm; J, 60 pum.
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Legenda:

A-C. Peciolo proximal (ST). A. Vista geral, evidenciando o contorno c6ncavo-convexo. B. Sistema
vascular em arco aberto. C. Detalhe do feixe acessorio. D-F. Peciolo mediano (ST). D. Vista geral,
evidenciando o contorno céncavo-convexo com projecdes discretamente acuminadas. E. Sistema
vascular em arco aberto. F. Detalhe do feixe acessorio. G-l. Peciolo distal (ST). G. Vista geral,
evidenciando o contorno plano-convexo com projec¢des laterais discretamente acuminadas. H. Sistema

vascular em arco aberto. I. Detalhe do feixe acessorio. Barras: A, 300 um; B, 120 um; C, 60 um; D,
300 um; E, 120 pum; F, 60 pum; G, 300 pm; H, 120 pm; I, 60 pm.
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Figura 12 - Anatomia da nervura principal de Amaioua intermedia, Coussarea nodosa e

Faramea multiflora.

Legenda: A. Vista geral de Amaioua intermedia com contorno plano-convexo (ST). B. Vista geral de Coussarea
nodosa com contorno biconvexo (ST). C. Vista geral de Faramea multiflora com contorno biconvexo
(ST). D. Sistema vascular fechado de A. guianenses (ST). E. Sistema vascular colateral em arco aberto
com extremidade fletida para o centro do 6rgdo de C. nodosa (ST). F. Sistema vascular fechado,
presenca de fistula de F. multiflora (ST). Barras: A-C, 250 um; D-E, 100 pym; F, 120 um.
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Figura 13 — Anatomia da nervura principal de Farmea rivularis, Rudgea minor e Rudgea
reticulata.

Legenda: A. Vista geral de F. rivularis com contorno biconvexo (ST). B. Vista geral de Rudgea minor com
contorno plano-convexo (ST). C. Vista geral de R. reticulata com contorno cdncavo-convexa (ST). D.
Sistema vascular fechado de F. rivularis (ST). E. Sistema vascular colateral em arco aberto de R.
minor (ST). F. Sistema vascular colateral em arco aberto de R. reticulata (ST). Barras: A, 250 um; B-
C, 300 pum; D-E, 120 pm; F, 60 pm.
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Figura 14 - Morfologia e micromorfologia domécias de trés espécies coletadas.

Legenda: A-B. Amaioua intermedia. A. Domacia (seta). B. Nervura principal com domacia (seta) (MEV). C-D.
Coussarea nodosa. C. Domécia (seta). D. Nervura principal com domécia (seta) (MEV). E-F. Rudgea
reticulata. E. Domacia (seta). F. Nervura principal com domécia (seta) (MEV). Barras: A, 1 mm; B,
100 pm; C, 1 mm; D, 100 pym; E, 1 mm; F, 200 pm.
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Figura 15 - Vista frontal da epiderme dissociada das espécies estudadas.

F paDL G fandBRE H
.l

Legenda: A-B. Epiderme de Amaioua intermedia. A. Face adaxial. B. Face abaxial. C-D. Epiderme de
Coussarea nodosa. C. Face adaxial. D. Face abaxial. E-F. Faramea multiflora. E. Face adaxial. F.
Face abaxial. G-H. Epiderme de Faramea truncata. G. Face adaxial. H. Face abaxial. I1-J. Epiderme
de Rudgea minor. I. Face adaxial. J. Face abaxial. K-L. Epiderme de Rudgea reticulata. K. Face
adaxial. L. Face abaxial. Barras: A-M, 50 um.
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Figura 16 - Micromorfologia da epiderme de Amaioua intermedia, Faramea multiflora e
Faramea truncata.

Legenda: A-B. Amaioua intermedia. A. Epiderme adaxial. B. Epiderme abaxial. C-D. Coussarea nodosa. C.
Epiderme adaxial. D. Epiderme abaxial. E-F. Faramea multiflora. E. Epiderme adaxial. F. Epiderme
abaxial. G-1. Faramea truncata. G. Epiderme adaxial. H. Epiderme abaxial. I. Estdbmato sem
ornamentacéo de Faramea truncata. Barras: A, 200 um; B, 40 um; C-F, 20um; G, 10 um; H, 50 pm;
I, 10 pm.
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Figura 17 — Micromorfologia da epiderme de Rudgea minor e Rudgea reticulata.

Legenda: A-B. Rudgea minor. A. Epiderme adaxial. B. Epiderme abaxial. C-F. Rudgea reticulata. C. Epiderme
adaxial. D. Epiderme abaxial. E. Estbmato com ornamentacdo estriada perpendicular & abertura. F.
Estdbmato com ornamentacao estriada paralela a abertura. Barras: A, 20 pm; B, 60 um; C, 20 um; D,
100 pm; E-F, 10 pm.
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Figura 18 — Anatomia da regido intercostal de Amaioua intermedia, Coussarea nodosa e
Faramea multiflora.

Legenda: A-C. Amaioua intermedia (ST). A. Regido intercostal evidenciando o feixe vascular secundério,
colateral e com bainha parenquimatica. B. Idioblasto cristalifero contendo drusa de oxalato de célcio.
C. Estdbmato na epiderme abaxial. D-F. Coussarea nodosa (ST). D. Regido intercostal. E. Feixe
vascular secundario, colateral e com bainha esclerificada. F. Estdbmato na epiderme abaxial. G-I.
Faramea multiflora (ST). G. Regido intercostal. H. Feixe vascular secundario, colateral e com bainha
esclerificada. I. Estdbmato na epiderme abaxial. Barras: A, 25 pum; B, 10 um; C, 50 um; D, 100 pum; E,
30 um; F, 10 pm; G, 60 um; H, 30 pum; I, 30 um.
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Figura 19 — Anatomia da regido intercostal de Faramea truncata, Rudgea minor e Rudgea
reticulata.
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Legenda: A-C. Faramea truncata (ST). A. Regido intercostal. B. Feixe vascular secundério, colateral e com
bainha esclerificada. C. Estdmato na epiderme abaxial. D-F. Rudgea minor (ST). D. Regido
intercostal. E. Feixe vascular secundério, colateral e com bainha esclerificada. F. Estbmato na
epiderme abaxial. G-1. Rudgea reticulata (ST). G. Regido intercostal. H. Feixe vascular secundario,
colateral e com bainha esclerificada. I. Estdmato na epiderme abaxial. Barras: A, 60 um; B, 30 um; C,
30 pm; D, 60 pm; E, 30 pm; F, 30 pm; G, 60 pm; H, 30 pum; I, 30 um.
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Figura 20 - Anatomia do bordo das espécies estudadas.

Legenda: A. Bordo reto de Amaioua intermedia (ST). B. Bordo levemente fletido de Coussarea nodosa (ST). C.
Bordo levemente fletido de Faramea multiflora (ST). D Bordo levemente fletido de Faramea
truncata (ST). E. Bordo fletido de Rudgea minor (ST). F. Bordo levemente fletido de Rudgea
reticulata (ST). Barras: A-D, 60 um; E, 120 um; F, 60 um.
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Figura 21 - Metabolitos especiais das espécies estudadas identificadas por testes
histoquimicos.

Legenda: A. Amaioua intermedia, reserva lipidica da regido intercostal (ST), corado com Sudan IV. B. Rudgea
minor, cuticula estriada na regido da nervura principal (ST), corado com Sudan IV. C. F. truncata,
parede periclinal com cuticula reta do peciolo mediano (ST), corado com Vermelho de Ruténio. D.
Rudgea reticulata, flange cuticular no peciolo distal (ST), corado com Sudan IV. E. Rudgea
reticulata, bainha amilifera (ST), corado com Lugol. F. Coussarea nodosa, braquiesclereides
agrupados no peciolo proximal (ST), corado com Safrablau. Barras: A, 30 um; B, 10 um; C, 10 pm;
D, 25 pum; E, 100 um; F, 25 pm.
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Figura 22 — Identificagdo de metabdlitos por testes histoquimicos e microscopia 6ptica e

microscopia eletronica de varredura.

Legenda: A. Amaioua intermedia, idioblasto com areia cristalifera, no peciolo mediano, sob luz polarizada (ST).
B. Rudgea minor, idioblasto cristalifero contendo rafide, no peciolo proximal, sob luz polarizada (ST).
C. Faramea multiflora, cristais prismaticos, na face adaxial, da regido intercostal, sob luz polarizada
(ST). D. Rudgea reticulata, tricoma tector curto no peciolo proximal (ST), corado com Lugol. E.
Rudgea reticulata, idioblasto cristalifero contendo rafide, na nervura principal (MEV). F. Faramea
truncata, cristais prismaticos na face adaxial, na regido intercostal (MEV). G. Rudgea reticulata,
tricoma tector curto ornamentado, no peciolo distal (MEV). H. C. nodosa, tricoma tector curto ndo
ornamentado, no peciolo mediano (MEV). I. Faramea multiflora, papila das células epidérmicas na
face abaxial, na regido intercostal (MEV). Barras: A, 25 um; B, 30 um; C, 10 um; D, 25 um; E, 10
pm; F, 2 um; G, 10 um; H, 10 pum; I, 10 pm.
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4.3. Analise de Agrupamento

4.3.1. Analise de Agrupamento UPGMA das seis espécies descritas

A andlise de agrupamento demosntrou que 0s caracteres anatdbmicos e
micromorfolégicos das folhas permitem a delimicdo de subfamilia (Grupo A), tribo (Grupo
B) e géneros (Grupo C e D) (Fig. 23).

O grupo A representa a subfamilia Rubioideae, constituida por espécies dos géneros
Coussarea, Faramea e Rudgea. Os caracteres anatdmicos que individualizaram essa
subfamilia foram a presenca de feixe vascular com bainha esclerificada, na regido intercostal;

e o prolongamento do parénquima pali¢adico até a extremidade do bordo.

O grupo B integra as espécies do género Rudgea que foi delimitado pela organizacéo do
sistema vascular em arco aberto continuo em toda a extensdo do peciolo e na nervura
principal; na regido intercostal sdo as células epidérmicas quadradas na face adaxial, com
superficie lisa em ambas as faces e parede anticlinal reta na face adaxial; e no bordo, a

presenca de feixe de fibra na extremidade.

O grupo C, integrado por Coussarea nodosa, Faramea multiflora e F. truncata,
constitui a tribo Coussareeae por apresentar nervura principal com contorno biconvexo e

cristais prismaticos nas células epidérmicas da face adaxial, na regido intercostal.

As espécies do género Faramea foram segregadas e formaram o grupo D, a partir dos
seguintes caracteres: sistema vascular, no peciolo, organizado em arco aberto continuo com
extremidade invaginada, na regido mediana; nervura principal, com contorno em “V”, na face

abaxial; e bordo com extremidade levemente afilada.

Amaiuoa intermedia, espécie que pertence a tribo Gardenieae e subfamilia Ixodoideae,

ficou como grupo externo das demais, nesse estudo.
As especies foram segregadas de acordo com o0s seguintes caracteres anatdmicos:

Amaioua intermedia: no peciolo, tricoma tector longo ornamentado, fibra perivascular

com uma camada e areia cristalifera; na regido intercostal, parede anticlinal sinuosa em ambas
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as faces, tricoma unicelular com base abaixo do nivel das demais células epidérmicas, feixe

vascular com bainha parenquimatica e idioblasto com drusa; e bordo reto;

Coussarea nodosa: no peciolo, domacia do tipo cripta com tricoma tector, tricoma
tector curto ndo ornamentado, sistema vascular em arco aberto fletido descontinuo na regido
proximal, sistema vascular em arco aberto descontinuo com extremidade invaginada na regido
mediana; na nervura principal, feixe em arco com extremidade invaginada; e bordo com

extremidade afilada;

Faramea multiflora: no peciolo, contorno plano-convexo na regido proximal e fistula

conspicua; e na nervura principal, fistula conspicua;
Faramea truncata: no peciolo, proje¢fes acuminadas conspicuas na regido mediana;

Rudgea minor: no peciolo, tricoma tector longo ndo ornamentado, ornamentacao
cuticular estriada na face adaxial e contorno biconvexo na regido proximal;, na regido
intercostal, parede anticlinal reta na face abaxial, tricoma com base volumosa, células

epidérmicas lenticulada na face abaxial e parénquima palicadico irregular; e bordo fletido;

Rudgea reticulata: no peciolo, floema descontinuo na regido proximal; na nervura
principal, contorno céncavo-convexo; na regido intercostal, estbmato com ornamentacdo do

tipo estria.
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Figura 23 — Analise de agrupamento UPGMA das seis espécies estudadas.
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Legenda: Fenograma gerado a partir dos 82 caracteres anatdmicos e micromorfoldgicos das espécies: Ag,
Amaioua intermedia; Cn, Coussarea nodosa; Fm, Faramea multiflora; Fr, Faramea truncata; Rr,
Rudgea reticulata. Grupo A, subfamilia Rubioideae; Grupo B, género Rudgea; Grupo C, tribo
Coussareeae; Grupo D, género Faramea.

4.3.2.Anélise de agrupamento UPGMA das 14 espécies selecionadas

A segunda andlise de agrupamento possibilitou a delimitacdo dos grupos em diferentes
niveis hierarquicos: subfamilia Rubioideae (grupo A), do género Rudgea (grupo B), da tribo
Coussareeae (grupo C), do género Faramea (grupo D) e do género Coussarea (grupo E) a
partir dos caracteres anatdmicos analisados (Anexo I1) (Fig. 24).

O sistema vascular e os apéndices epidérmicos fornecem informacdes importantes que
favorecem a segregacgdo dos diversos grupos. O grupo A representa a subfamilia Rubioideae,
que abrangeu nessa analise quatro espécies de Coussarea, trés de Faramea e seis de Rudgea.
E Amaioua intermedia (subfamilia Ixoroideae) foi segregada das demais especies por
apresentar tricoma tector longo ornamentado e tricoma com a base situada abaixo do nivel das

demais células epidérmicas.

O grupo B é formado pelas espécies do género Rudgea, que pertence a tribo
Psychotrieae. Esse grupo foi individualizado por possuir um sistema vascular em arco aberto

continuo, na regido mediana do peciolo.
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As espécies do género Rudgea possuem como caracteres principais para a sua
segregacdo, sdo eles: R. decipiens, parede anticlinal sinuosa na face adaxial e idioblasto com
drusa; R. macrophylla, tricoma tector curto ndo ornamentado e cristais prismaticos no
parénquima palicadico; R. minor, tricoma tector longo ndo ornamentado e tricoma com base
volumosa. As espécies R. ovalis, R. reticulata e R. tinguana apresentam uma combinacao de

caracteres presentes e ausentes que permitiu suas segregacdes.

A tribo Coussareeae (Grupo C) se divide em dois grupos, o grupo D, formado pelo
género Faramea, e o grupo E, pelas espécies de Coussarea. No grupo D, as espécies do
género Faramea se diferenciam, principalmente, por: em F. intercedens estar auséncia de
cristais prismaticos nas células epidérmicas da face adaxial e idioblasto com réafide; F.
multiflora possuir fistula conspicua no peciolo distal e na nervura principal; e F. truncata

apresentar parede anticlinal reta na face adaxial.

O género Coussarea foi individualizado do género Faramea por possuir feixe em arco
com extremidade invaginada na nervura principal. As espécies desse género foram segregadas
com base nos seguintes caracteres anatdmicos: C. friburgensis, parede anticlinal reta na face
adaxial; C. graciliflora, parede anticlinal sinuosa na face abaxial, cristais prisméaticos no
parénquima palicadico; C. meridionalis, feixe vascular em arco aberto na nervura principal;
C. nodosa, tricoma tector curto ndo ornamentado, sistema vascular em arco aberto
descontinuo com extremidade invaginada na regido mediana; e cristais prismaticos nas células

epidérmicas na face adaxial.
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Figura 24 — Anélise de agrupamento UPGMA das 14 espécies estudadas.
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Legenda: Fenograma gerado a partir dos 25 caracteres anatdmicos e micromorfologicos das espécies: Ag,
Amaioua intermedia; Cf, Coussarea friburgensis; Cg, Coussarea graciliflora; Cm, C. meridionalis;
Cn, Coussarea nodosa; Fi, Faramea intercedens; Fm, Faramea multiflora; Fr, Faramea truncata; Rd,
R. decipiens; Rma, R. macrophylla; Rm, R. minor; Ro, R. ovalis; Rr, Rudgea reticulata; Rt, R.
tinguana. Grupo A, subfamilia Rubioideae; Grupo B, género Rudgea; Grupo C, tribo Coussareeae;
grupo D, género Faramea; Grupo E, género Coussarea.
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5. DISCUSSAO

Os padrdes morfologicos e anatdmicos observados nas folhas das espécies estudadas
estavam de acordo com os descritos para a familia Rubiaceae: folha simples, oposta,
hipoestomaética, estbmatos paraciticos e paralelociticos, e mesofilo dorsiventral (METCALFE;
CHALK, 1950; ROBBRECHT, 1988).

O peciolo das espécies estudadas apresentou variagcbes no contorno e no sistema
vascular. Essas variaches vém sendo descritas e apresentaram alto valor taxonémico
(METCALFE; CHALK, 1950; DICKISON, 1975). No presente trabalho, o contorno do
peciolo foi um importante caracter para a segregacdo das espécies devido a sua diversidade,
como contorno cdncavo-convexo na regido proximal observado em A. intermedia, C. nodosa,
F. truncata, R. reticulata, contrapondo ao cotorno biconvexo de R. minor e plano-convexo de
F. multiflora, e 0s mesmos variaram na regido mediana e distal, fornecendo mais caracteres

diagndsticos.

O padréo de vascularizacdo do peciolo foi utilizado por Martinez-Cabrera et al. (2009)
na segregacdo de espécies. Os autores concluiram que a vascularizacdo do peciolo, frente aos
demais caracteres forneceu informacdes importantes para a segregacao dos taxons. Todas as
espécies descritas neste trabalho mantiveram o padrdo observado para a familia, a presenca
um feixe central e de dois feixes acessorios (METCALFE; CHALK, 1950). Mas o arranjo do
feixe central variou entre as espécies e contribuiu significativamente na segregacdao das
mesmas e delimitacdo dos grupos. O sistema vascular em arco aberto continuo, na regido
mediana do peciolo, delimitou o género Rudgea tanto na analise entre as seis espécies

selecionadas como em conjunto com as oito espécies descritas na literatura.

Braquiesclereides foram observados isolados ou em grupos, no peciolo, em Coussarea
nodosa, Faramea truncata e Rudgea reticulata. Tavares e Vieira (1994), ao comparar as
especies Coussarea meridionalis e C. graciliflora, observaram que a proporcao de esclereides
no peciolo estava diretamente relacionada as dimensdes foliares, mas sem desconsiderar seu

valor taxondmico.



73

Na lamina foliar, a sinuosidade da parede anticlinal das células epidérmicas foi descrita
inicialmente como uma plasticidade das folhas em resposta a luminosidade: sinuosa em
ambiente sombreado e reta em ambiente ensolarado (HUGHES, 1959; WILKINSON, 1979).
Porém, trabalhos posteriores, como o realizado por Barthlott (1981) em que foi estudada a
micromorfologia foliar de 5.000 espécies de diversas familias de espermatdfitas e de
Fontenelle et al. (1994) que estudaram a anatomia e micromorfologia foliar de 11 espécies do
género Eugenia Linnaeus (Myrtaceae), ambos concluiram que a sinuosidade pode nédo estar
relacionada a luminosidade, mas ao controle génico, tornando esse caracter de alto valor

taxondmico, sendo capaz de delimitar, desde familia até espécie.

Segundo Barthlott (1981) a analise micromorfoldgica deve levar em consideragdo
diversos caracteres, entre eles a ondulacdo da parede anticlinal, a presenca de papilas, as
ornamentacdes cuticulares e a secrecdo de cera epicuticular. Nas espécies A. intermedia, F.
multiflora e F. truncata foram observadas papilas na face abaxial, e em R. minor foram
encontradas células lenticulares. Barthlott (1981) sinalizou que existem muitos termos para
descrever a diversidade de células com parede periclinal externa convexa, entre elas
“papilas”. Porém, neste estudo o termo “papila” foi empregado para células com
espessamento e projecdo apenas da parede periclinal externa, e “células lenticulares” quando

apresentam parede periclinal externa convexa e protoplasma acompanhando essa projecéo.

Segundo Vieira e Gomes (1995) as células convexas funcionavam como lente, tendo a
funcdo principal de convergir feixes luminosos para as células do mesofilo. Essa estrutura
celular contribui para uma maior eficiéncia fotossintética, bem como pode estar relacionada a
protecdo de perda de d&gua (WILKINSON, 1979). As espécies estudadas foram encontradas no
interior da mata, onde a intensidade luminosa é baixa e umidade alta, logo, as células
convexas teriam uma relagdo mais direta a eficiéncia fotossintética. Dickinson (2000) sugeriu
que as células papilosas também podem funcionar como uma barreira mecanica aos fungos,

impedindo a penetracdo de suas hifas, devido a sua parede espessada.

Sob o ponto de vista do valor sistemético, Wilkinson (1979) sinalizou que a presenca e
a frequéncia de papilas ndo seriam caracteres diagndsticos confiaveis, visto que podem variar
com o clima e a distribuicdo geogréafica. Mas as espécies estudadas estavam no mesmo

ambiente florestal o que justificou a utilizacdo dos mesmos como ja observado em diversos
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trabalhos na familia Rubiaceae (ARRUDA; GOMES, 2010; ALEXANDRINO, 2011;
MATTOS, 2011; MORAES, 2011).

Os estdbmatos observados nas seis espécies selecionadas eram do tipo paracitico e
paralelocitico, sendo o segundo tipo mais comum, como referido para a familia (LEO et al.,
1997, TAVARES; VIEIRA, 1994, MANTOVANI et al., 1995). As folhas eram
hipoestomaticas, como encontrado na maioria das espécies da familia Rubiaceae (ACCORSI,
1947; METCALFE; CHALK, 1957). As células estomaticas estavam situadas ao mesmo nivel
das demais células epidérmicas como sinalizados nos estudos da familia em florestas
tropicais. Folhas hipoestomaticas e estdmatos ao nivel das demais células epidérmicas foram
descritas para espécies adaptadas a ambiente mesofitico, como o encontrado no interior da
Mata Atlantica (BARROS et al., 1997).

As espécies estudadas foram divididas em dois grupos em relacdo a superficie foliar: A.
intermedia, C. nodosa e F. multiflora com, superficie em crosta; e F. truncata, R. minor e R.
reticulata, com superficie lisa. Dunn et al. (1965) ao estudar 226 espécies identificaram que
espécies xerofitas tende a ter ornamentacgdo cuticular e especies mesofitas ou hidroéfitas a ter
cuticula lisa. Segundo Hallam (1970), o depdsito de cera epicuticular estava diretamente
influenciado pela luz, mas ndo altera sua composicao, tendo alto valor taxonémico devido a
sua diversidade estrutural. Estudos posteriores, como o de Wilkinson (1979) afirmaram que a
ornamentacdo cuticular é influenciada também pela temperatura, solo, umidade e altitude,
afetando a espessura e a composicdo da cuticula. As espécies F. truncata, R. minor e R.
reticulata corroboraram com esta hiptese por todas serem mesofitas e apresentavam
superficie lisa, mas as espécies do género Rudgea que eram mesofitas e possuiam
ornamentacao curticular. Rudgea minor apresentou ornamentacdo estriada na face adaxial. E
R. reticulata apresentou ornamentacdo proxima aos estdmatos, como também observado em
Psychotria nuda, no trabalho de Vieira e Gomes (1995), o que permitiu afirmar que ndo se

trata de uma caracteristica exclusiva dessa espécie.

Barthlott (1981) afirmou que a cuticula espessa e cera epicuticular fazem com que a
superficie se torne altamente hidrofébica, reduzindo o acimulo de agua, consequentemente,
diminuindo o deposito de particulas contaminantes e a proliferacdo de microrganismos. Além
de funcionar como um espelho, aumentando a reflectibilidade e diminuindo a temperatura das

folhas, por este motivo plantas xerofitas tendem a ter mais estruturas superficiais do que
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espécies mesofitas. No entanto, as seis espécies estudadas se encontravam no mesmo
ambiente de interior de floresta, sugerindo que o deposito de cera epicuticular tem mais
influéncia génica do que ambiental. como também observado no estudo da superficie foliar de
quatro espécies do género Psychotria, situadas no interior de uma remanescente de Mata
Atlantica no Estado do Rio de Janeiro (VIEIRA; GOMES, 1995).

Elevada quantidade de microrganismos foi observada na superficie foliar de todas as
especies estudadas. Dickinson (2000) relacionou a diversidade e quantidade de microbiota
epifita na superficie das folhas com as condi¢bes ambientais favoraveis encontradas no
interior da floresta tropical Umida, destacando-se a disponibilidade de nutrientes, a
luminosidade, a temperatura e a umidade. Isto justificou a ocorréncia de tal comunidade ser

recorrente nas espécies coletadas no interior da Mata Atlantica.

Os tricomas foram bastante estudados na sistematica, ecologia e evolucdo de grupos
(METCALFE; CHALK 1950). Em Rubiaceae, os tricomas tém sido utilizados como um dos
caracteres importantes na segregacdo de espécies, como por exemplo, em Rudgea decipiens e
R. macrophylla (MANTOVANI et al.,, 1995), bem como em espécies do género Simira
(MORAES et al., 2009). Foram observados dois tipos de tricoma tector - longo e curto - 0s
mesmos podem estar ornamentados ou n&o, este foi um dos caracteres importantes para
segregar as espécies estudadas, na qual Amaioua intermedia foi a Gnica espécie a apresentar
tricomas tectores longos e curtos, e ambos ornamentados, e R. minor apresentou tricoma

tector longo ndo ornamentado com base volumosa.

Diversas funcbes foram atribuidas aos tricomas, como regulacdo da transpiracdo, da
temperatura, reflexdo da luz, barreira fisica e quimica contra herbivoria e secrecdo de
substancias (DICKISON, 2000). Nas espécies estudadas os tricomas nao foram relacionados a
secrecdo de substancias. Em A. intermedia esses apéndices estavam organizados sobre a
nervura principal e as secundarias na face abaxial, e recobrindo todo o peciolo, gerando uma

barreira fisica que protegeria o sistema vascular, por exemplo, contra herbivoria.

As domécias foram definidas como estruturas que abrigam pequenos artropodes,
localizada na face abaxial das folhas, na intersecdo da nervura principal com as nervuras
secundarias (WILKINSON, 1979). Esta estrutura tem alto valor taxondmico, como sugerido

por Barros (1959) que estudou 622 espécies de Rubiaceae, das quais 86 apresentaram
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domécias de tipos diferentes. Das espécies estudadas, trés apresentaram domécias, A.
intermedia e R. reticulata o tipo tufo de pelos e C. nodosa o tipo cripta com tricomas tectores.
Essa estrutura tem sido relacionada com a protecdo contra herbivoria e agentes patogénicos
como fungos, pois os artrépodes que habitam as domécias tendem a se alimentar desses
organismos (MORAES et al.,, 2009). Mas sua funcdo ainda ndo estd completamente
entendida, como sugeriu Tilney et al. (2012) sobre uma suposta relagdo simbiética entre as
folhas e habitantes da domacia, pois foi identificado estruturas relacionadas a secre¢do de

substancias no interior da domécia de Plectroniella armata K. Schum. Robyns.

O bordo foi uma regido foliar importante para a delimitacdo dos taxons e segregacdo das
espécies descritas no Parque Natural Municipal do Curié de Paracambi. Amaioua intermedia
apresentou bordo reto, caracter importante para distingui-la das demais. O género Faramea
foi delimitado por possuir feixes vasculares terminais. Coussarea nodosa foi a Unica espécie
com extremidade afilada e R. minor com curvatura fletida. Os caracteres diagnosticos
encontrados no bordo possuem valor taxonémico reconhecido, utilizados anteriormente na
segregacdo de espécies do género Coussarea (TAVARES; VIEIRA, 1994) e Rudgea
(MANTOVANI et al., 1995; LEO et al., 1997).

Cristais de oxalato de célcio foram observados tanto no peciolo como na lamina foliar
nesse estudo. Essas inclusdes minerais tém sido consideradas um caracter importante para
identificacdo de espécies pertencentes a subfamilia Rubioideae (BREMER; ERIKSSON,
2009). Idioblastos de rafides foram observados em Faramea multiflora, F. truncata, Rudgea
minor e R. reticulata, todas pertencentes a subfamilia Rubioideae, com excecdo de C. nodosa.
Essa Ultima difere por apresentar, juntamente com F. multiflora e F. truncata, na regido
intercostal da Iamina foliar, cristais prismaticos nas células epidérmicas. Amaioua intermedia
apresentou areia cristalifera ao longo do peciolo e drusas no mesofilo, porém drusas nédo
foram descritas para a subfamilia Ixorideae, a qual a espécie pertence, apenas para
Rubioideae. O deposito de oxalato de calcio foi citado como um processo necessario para
neutralizar o excesso de oxalato do metabolismo e de armazenar calcio com a finalidade de
regular processos metabolitos, como equilibrio idnico, protecdo contra herbivoria e excesso de
calcio do solo (FRANCESCHI; HORNER, 1980).

Alguns caracteres que apresentaram diferencas entre as espécies foram desconsiderados

na andlise devido a sua plasticidade ja citada na literatura, a saber: presenca de hipoderme,
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parénquima paligadico com mais de um estrato, parénquima lacunoso com diferenca na
densidade celular. A plasticidade do nimero de estratos celulares do parénquima palicadico
foi observada na espécie A. intermedia, variando entre amostras de folhas coletadas em
periodos diferentes. O mesmo foi observado em F. intercendens, que apresentou variacao nas
camadas também do parénquima palicadico e a presenca ou auséncia de hipoderme entre
individuos da mesma espécie recorrente em areas distintas, como resposta a intensidade
luminosa (MORENO, 2010). Outros trabalhos como o de Vieira e Gomes (1992) ja
sinalizaram que o nimero de camadas do parénguima palicadico é diretamente proporcional a
intensidade luminosa. O mesmo ocorre com a espessura e densidade do parénquima lacunoso
(LARCHER, 2000).

As andlises de agrupamento permitiram a separacdo do grupo A (subfamilia
Rubioideae) da espécie A. intermedia que pertence a tribo Gardenieae, subfamilia Ixoroideae,
como grupo externo. A espécie em questdo apresentou dois tipos de impregnacdo mineral:

drusas na regido intercostal e areia cristalifera no peciolo.

Ao comparar os dois fenogramas foi possivel identificar os caracteres principais que
delimitaram a subfamilia Rubioideae (grupo A): auséncia de tricoma tector longo
ornamentado e de tricoma tector curto com base abaixo do nivel das demais células
epidérmicas. O grupo B (reune as espécies do género Rudgea) segregou do grupo C (tribo

Coussareeae) por apresentar sistema vascular em arco aberto continuo na regido mediana.

Baseado na filogenia proposta por Bremer e Eriksson (2009), os géneros Faramea
(grupo D) e Coussarea (grupo E) formam um clado. Gomes (2003) também observou a
similaridade observada entre as espécies desses géneros. O presente trabalho reinterou e
permitiu delimitar os géneros por meio da presenca de feixe em arco com extremidade

invaginada, na nervura principal, nos representantes do género Coussarea.
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CONCLUSAO

Neste estudo sdo apresentados os primeriros relatos apresentados neste estudo sobre a
anatomia, micromorfologia e histoquimica foliar de seis espécies de Rubiaceae, ocorrentes no
Parque Natural Municipal do Curi6 de Paracambi, que contribuiram para ampliar o

conhecimento e reiterar alguns aspectos da sistematica do grupo.

O estudo comparativo das folhas permitiu delimitar grupos infrafamiliraes (subfamilias,
tribos), géneros e segregacdo dessas espécies. Os caracteres considerados importantes e
utilizados para esse fim abrangem o sistema vascular e de revestimento, bem como as

inclusdes minerais.
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Cadigo

Caracteres Diagnosticos

A. intermedia

C. nodosa

F. multiflora

F. truncata

R. reticulata

R. minor

Micromorfologia

C03
Co4
C05
CO06
Cco7
Co08
C09
C10
Cl1
C13
Cl4

Domaécia do tipo tufo de pelos

Domacia do tipo cripta com tufo de pelos
Estébmato com ornamentacao do tipo estria
Tricoma tector curto ornamentado

Tricoma tector curto ndo ornamentado
Tricoma tector longo ndo ornamentado
Tricoma tector longo ornamentado

Tricoma tector longo recobrindo as nervuras
Ornamentacao cuticular estriada na face adaxial
Cera epicuticular em camada ou crosta
Superficie lisa
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Anatomia do Peciolo

C15
Cl6
C17
C19
C20
Cc21
C22
C23
C24
C25
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Cc27

C28

C29
C30

C31

C32

Contorno concavo-convexo na regiao proximal
Contorno biconvexo na regido proximal

Contorno plano-convexo na regido proximal
Contorno concavo-convexo na regido mediana
Contorno plano-convexo na regido mediana
Projecdes acuminadas conspicuas na regido mediana
Projecdes laterais arredondadas

Projecdes laterais acuminadas

Tricoma tector longo

Tricoma tector curto

Sistema vascular em arco aberto continuo na regiéo
proximal

Sistema vascular em arco aberto fletido continuo na
regido proximal

Sistema vascular em arco aberto fletido descontinuo
na regido proximal

Floema descontinuo na regido proximal

Sistema vascular em arco aberto continuo com
extremidade invaginada na regido mediana

Sistema vascular em arco aberto continuo na regiéao
mediana

Sistema vascular em arco aberto descontinuo com
extremidade invaginada na regido mediana
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Caracteres Diagnosticos

C. nodosa

F. truncata

R. reticulata

R. minor

4
5
C36
C37
C41
C42
C43
C44
C45
C48

0 Q)| cadigo

Sistema vascular em arco aberto na regido distal
Sistema vascular em arco fechado na regiéo distal

Fibra perivascular com uma camada
Bainha parenquimatica
Braquiesclereides

Idioblasto de réafide

Fistula conspicua

Bainha amilifera

Flanges cuticulares

Areia cristalifera
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Anatomia da lamina foliar

Nervura Principal

C49
C50
C51
C53
C54
C55
C56
C57
C58
C59
C61
C62
C63

Contorno biconvexo

Contorno concavo-convexo

Contorno plano-convexo

Contorno da face abaxial em arco
Contorno da face abaxial em V"'
Contorno da face abaxial em ""U"'
Feixe em arco com extremidade invaginada
Feixe vascular em arco aberto

Feixe vascular em arco fechado
Tricoma tector na face abaxial

Flange cuticular

Parénquima fotossintetizante continuo
Fistula conspicua
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Regido Intercostal

C64
C65
C66
C67
C68
C69
C70
C71
Cr2

Parede anticlinal ondulada na face abaxial
Parede anticlinal ondulada na face adaxial
Parede anticlinal reta na face abaxial
Parede anticlinal reta na face adaxial
Parede anticlinal sinuosa na face abaxial
Parede anticlinal sinuosa na face adaxial
Tricoma unicelular

Tricoma multicelular

Tricoma com base volumosa
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Caracteres Diagnosticos

C. nodosa

F. truncata

R. minor

3
4
C75
C76
C77
C78
C79

Q Q| cadigo

C80
C81
C83
C84
C85

Tricoma com base afundada

Feixe vascular com bainha esclerificada

Feixe vascular com bainha parenquimatica
Células epidérmicas quadradas na face adaxial
Células epidérmicas papilosa na face abaxial
Células epidérmicas lenticulada na face abaxial

Cristais prismaticos nas células epidérmicas da face
adaxial
Idioblasto com réafide

Idioblasto com drusa

Reserva lipidica

Parénquima clorofilado na nervura principal
Parénquima palicadico irregular
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Bordo

C86
C87
C88
C89
C90
Ca1
C92
C93
C94

Reto

Levemente fletido

Fletido

Extremidade afilada

Extremidade levemente afilada

Extremidade arredondada

Parénquima palicadico estendido até a extremidade
Feixe vascular terminal

Feixe de fibra terminal
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ANEXO B
o T § £ 3858 5§ & E 552 § k2
=2 E 35 £ £ 25 2 8 3 £ @ 2 8 §
3 Caracteres Diagnosticos € 2 2 % 3 5 5 & S E 3 2 8 5
© £ 56 &€ &8 E T E =@ T Y E
: . L S : 4 4
< G O ¢ 4 o o o
Micromorfologia
C06 Tricoma tector curto ornamentado 1 0 o0 o0 o o o o 1 0o 0 o0 1 o
CO07 Tricoma tector curto ndo ornamentado o 1. 0 0 O O O o o o o o o 1
C08 Tricoma tector longo ndo ornamentado o o o o o o0 o o o 1 o o o0 o
C09 Tricoma tector longo ornamentado 1 0 0 o0 o o o o o o o o o0 o
C10 Tricoma tector longo recobrindo as nervuras 1 0 0 O o o o o o 1 0o o0 o0 o
Anatomia do Peciolo
C31 Sistema vascular em arco aberto continuo na regidomediana 0 0 O O0 0 O 0 O0 1 1 1 1 1 1
C32 Slstema_l vascglar em arco abert_cl descor_ltlnuo com O 1. 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 o
extremidade invaginada na regido mediana
C33 Slste_ma vascular em arco fechado descontinuo na regiéo O 1 1. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o
mediana
Anatomia da lamina foliar
Nervura Principal
C56 Feixe em arco com extremidade invaginada o 1 1 1 1 O O O O O O O o o
C57 Feixe vascular em arco aberto o o 1 o 0 o0 o o 1 1 1 1 1 1
C63 Fistula conspicua o o o 0o o 1 0O O O O O o o0 o
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Cadigo

Caracteres Diagnosticos

A. intermedia

C. nodosa

C. meridionalis

C. graciliflora

C. friburgensis

F. multiflora

F. truncata

F. intercedens

R. reticulata

R. minor

R. ovalis

R. tinguana

R. decipiens

R. macrophylla

Regido Intercostal

Co64
C65
C66

ce67

C68
C69
C70
Cr1
C72

C73
C79

C80
C81
C82

Parede anticlinal ondulada na face abaxial
Parede anticlinal ondulada na face adaxial
Parede anticlinal reta na face abaxial

Parede anticlinal reta na face adaxial
Parede anticlinal sinuosa na face abaxial
Parede anticlinal sinuosa na face adaxial
Tricoma unicelular

Tricoma multicelular

Tricoma com base volumosa

Tricoma com base afundada

Cristais prismaticos nas células epidérmicas da face adaxial

Idioblasto com rafide
Idioblasto com drusa
Cristais prismaticos no parénquima palicadico
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