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“Todo jardim comega com
uma historia de amor.
Antes que qualquer arvore
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e nem passeia por eles”.

Rubem Alves

“E ai eu me acerquei de amigos. Amigos, cada um
com sua especialidade: uns de voar, outros de
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temperanca... e juntos saimos a procura de Paz.”
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RESUMO

Desde os tempos mais remotos as plantas sédo utilizadas pela populacdo para fins
terapéuticos. No Brasil sdo constantes os relatos deste uso, por isso, sdo cada vez
maiores 0s incentivos a pesquisa a estas espécies e as politicas de utilizacdo de plantas
medicinais. Entretanto, a maioria das espécies vegetais comumente utilizadas é exética
enquanto as espécies nativas sdo pouco conhecidas. A espécie nativa Schinus
terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida por aroeira € conhecida por combater
processos inflamatérios, agir como cicatrizante, expectorante, antidiarréico e também por
sua atividade antimicrobiana. A literatura informa a ocorréncia de inUmeros metabdlitos
polares e apolares na espécie os quais séo atribuidos as atividades biolégicas. Em virtude
da utilizacdo predominante da casca da espécie e da possibilidade de traumas a planta
durante a coleta inadequada deste 6rgéo, o presente trabalho propde estudar as fases do
desenvolvimento morfo-anatdmico da folha de S. terebinthifolius, acompanhando a
ocorréncia de compostos lipofilicos e fendlicos visando contribuir para o melhor
conhecimento da espécie e para a qualidade de drogas vegetais decorrentes. Os
resultados revelaram significativas modificacbes morfo-anatbmicas durante o0
desenvolvimento da folha como a intensa pubescéncia das folhas no inicio do
desenvolvimento enquanto as folhas adultas sdo descritas como glabras pela literatura, a
lignificagdo da folha e o aparecimento de tecido colenquimético na margem na fase final
do desenvolvimento, além da presenc¢a de compostos fendlico e lipofilicos nas diferentes
fases do desenvolvimento foliar. A partir deste estudo se tem maior conhecimento morfo-
anatdmico diagnostico da espécie e se agrega conhecimento ao perfil farmacogndstico

possibilitando o uso das folhas como insumo farmacéutico.

Palavras-chaves: Schinus, ontogenia foliar, histoquimica, anatomia.



ABSTRACT

Since ancient times plants are used by people as therapeutical agents. In Brazil there are
constant reports of this use so it is more common to have encouragement to researches of
these species and politics related to medicinal plants. However the majority of the
commonly used vegetal species is exotic meanwhile native species are little known. The
native species Schinus terebinthifolius Raddi, popularly named aroeira is used against
inflammation, wounds, expectorant, diarrhea and also anti-microbial activity. Literature
informs the occurrence of countless polar and non-polar metabolites of this species which
are related to the biological activities. Because of main utilization of barks and possibility of
traumas due to inadequate gathering of this organ, present study aims to evaluate the
phases of morpho-anatomical development of leaves from S. terebinthifolius,
accompanying the occurrence of lipophilic and phenolic compounds contributing to better
knowledge of the species and to quality of the derived herbal drugs. Results revealed
significative morpho-anatomical modifications during leaf development like densely leaf
pubescence in the beginning of the development while adult leaves are described in the
literature as devoided of trichomes, lignification of the leaf and appearance of
collenchimatic tissue in the margin occurring at the final phase of development, besides
presence of phenolic and lipophilic compounds at different phases of the leaf
development. From this study on, we have more morpho-anatomical knowledge that
contributes to the diagnosis of the species and it aggregates knowledge to the
pharmacognostic profile making possible the use of leaves as pharmaceutical raw

material.

Keywords: Schinus, leaf ontogeny, histochemistry, anatomy.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui vasta biodiversidade e se encontra sob grande avanco tecno-
cientifico, aprimorando técnicas e equipamentos necessarios para aquisicdo de
conhecimentos mais completos e aprofundados; muito dessa tecnologia tem sido utilizada
no estudo das plantas (FARMACOPEIA, 2010).

As espécies vegetais sao utilizadas para inimeras finalidades, boa parte delas
destinadas a fins terapéuticos no tratamento de doencas e na melhoria da qualidade de
vida. Esse uso ocorre mundialmente desde os tempos mais remotos. Devido a
observacéo da eficacia terapéutica de algumas espécies é crescente o interesse do meio
cientifico e industrial pelo conhecimento dos vegetais (FENNER et al., 2006; BADKE et
al., 2011).

Observando essa realidade devemos considerar algumas vertentes: 0 namero
crescente de doencas que tem acometido a populacdo e a auséncia de medicamentos
realmente eficazes a alguns tratamentos; assim como a falta de recursos de saulde a
alguns grupos populacionais do Brasil e do mundo. Assim, nos deparamos com O
interesse crescente por novos farmacos oriundos da flora, e pela utilizagdo substanciada
de plantas para fins terapéuticos (VEIGA Jr, 2008; GUERRA et al., 2010).

Em 2010, foi lancada a 5% edicdo da Farmacopéia Brasileira, e numa revisdo e
reavaliacdo de todas as edicGes anteriores, esta propde uma atencao especial a utilizacdo
de espécies vegetais para fins medicinais, com a observacdo de que se fazem
necessarios esforcos urgentes para proteger a biodiversidade nacional e validar o uso
terapéutico das plantas com potencial farmacolégico.

Entretanto, € necessario ressaltar o cuidado na utilizacdo dessa forma alternativa
de tratamento, seja substituindo ou complementando o tratamento quimico-sintético,
devido as possiveis reacdes adversas que podem ocorrer pela auséncia de conhecimento
sobre a espécie vegetal ou, ainda, devido as possiveis interacbes medicamentosas entre
fitoterapicos e medicamentos sintéticos (CORDEIRO et al., 2005; CANTON & ONOFRE,
2010).

Em virtude disso, é fundamental que pesquisas com plantas tenham &ambito
multidisciplinar (biologia, farmacia, quimica, medicina, empresas, industrias) visando o
desenvolvimento de fitoterapicos, com garantias de eficacia, seguranca e qualidade
(MACIEL et al., 2002, FARMACOPEIA, 2010).
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A integracdo multidisciplinar conduz a um caminho promissor e eficaz para
descobertas de novos medicamentos e, previamente, viabiliza de modo seguro o uso das
plantas medicinais, ja amplamente utilizadas na medicina tradicional de varios estados
brasileiros (OLIVEIRA et al., 2010; SOUZA-MOREIRA et al., 2010).

Entretanto, a maioria das plantas comercializadas e utilizadas pela populacao
brasileira pertence a espécies exoticas, introduzidas e aclimatadas. Assim, as plantas
medicinais nativas s&o pouco conhecidas e constituem um fascinante assunto de
pesquisa académica e de desenvolvimento.

Uma espécie tropical amplamente distribuida no Brasil, Argentina e Paraguai é
Schinus terebinthifolius Raddi que apresenta a casca do tronco utilizada pelas populacées
tradicionais no tratamento de inflamacgdes, Ulceras, ferimentos, hematomas e gripes
(GUERRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010). Por isso, este trabalho propde o estudo
das folhas desta espécie vegetal de modo que acrescente a ciéncia das plantas dados
relevantes a identificacdo e validacdo da espécie medicinal de uso terapéutico

amplamente disseminado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A familia Anacardiaceae, pertencente a ordem Sapindales, é representada por
aproximadamente 80 géneros e cerca de 600 espécies pantropicais, poucas distribuidas
nas regides temperadas. Muitas dessas espécies sao conhecidas pelos saborosos frutos
(caju, manga, entre outros), pelas plantas produtoras de boa madeira ou de substancias
usadas na industria e na medicina (JOLY, 1976; BARROSO et al., 1991; SOUZA &
LORENZI, 2005).

O género Schinus L. € um grupo monofilético que possue cerca de 30 espécies e
pode ser distinguido dos demais por apresentar caracteres como: receptaculo floral ndo-
hipantoide, geralmente com disco carnoso, aneliforme ou cupuliforme. As folhas deste
género sado compostas imparipinadas com foliolos de disposi¢do oposta, sem estipulas ou
com estas deciduas, a flores pequenas brancas ou amarelo-esverdeadas de simetria
radial, diclamideas, pentameras com pétalas livres; cinco estames, apenas um estame
férti e os demais modificados em estaminddios; com corola imbricada, anteras
dorsiventrais e ovario supero com um l6culo coroado por trés estiletes de base conivente
e com um ovulo apical. Fruto do tipo drupa globosa (JOLY, 1976; BARROSO et al., 1991;
BARROSO et al., 1999; LORENZI, 2000; SOUZA & LORENZI, 2005; JUDD et al., 2008).

A espécie Schinus terebinthifolius conhecida popularmente como aroeira, aroeira-
branca, aroeira-mansa, cambui, coracdo-de-bugre, aroeira-vermelha, aroeira-do-campo,
fruto-de-sabia, aroeira-pimenteira, entre outros, €é originaria da América do Sul,
especialmente do Brasil, Paraguai e Argentina (LORENZI, 2000; LORENZI & MATOS,
2002; DEGASPARI et al., 2005; SOUZA & LORENZI, 2005).

Os representantes desta espécie sdo arboreos, com 5-15 m de altura, de copa
larga, tronco tortuoso com 30 a 60 cm de didmetro, o qual possui casca grossa fissurada.
As folhas sdo compostas imparipinadas com 3 a 11 pares de foliolos elipticos-oblongos
de margens dentadas nervuras claras, os quais medem de 1 a 12 cm de comprimento e 1
a 5 cm de largura, e possuem superficies superiores verde-escuras e inferiores verdes
claras; as folhas tém como detalhes principais, a raque e o peciolo alados tipicos. As
flores sdo pequenas, brancas ou amarelo-esverdeadas, de simetria radial, diclamideas,
dispostas em paniculas piramidais, com sépalas e pétalas pentameras; o florescimento
ocorre principalmente durante os meses de setembro a janeiro, sdo arométicas e
meliferas, sendo muito atrativas as abelhas. Os frutos se desenvolvem normalmente entre

janeiro a julho; sdo pequenos, do tipo drupa, globéide com cerca de 5 mm de diametro,
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aromatico, adocicado, brilhante, de cor vermelha quando maduros e reunidos em cachos
pendentes; apresentam polpa avermelhada e comestivel, tornando a aroeira muito
procurada e preferida pela avifauna (JOLY, 1976; LORENZI, 2000; LORENZI & MATOS,
2002; SOUZA & LORENZI, 2005; SCALON et al., 2006).

Relatos da literatura etnobotanica sugerem para fins terapéuticos o uso das
cascas de S. terebinthifolius para combater processos inflamatérios como artrite
reumatdide, gota, feridas, asma, psoriase, além de Ulcera, problemas respiratorios,
diarréia, doencas de pele e tumores (JAIN et al., 1995; LORENZI & MATOS, 2002,
DEGASPARI et al., 2005).

Essas indicacfes populares puderam ser comprovadas por andlises que indicam
acOes cicatrizante, expectorante, antidiarréica, antioxidante, antitumoral e no tratamento
de doencas do sistema urinario, além da atividade antimicrobiana para fungos e bactérias
(LORENZI & MATOS, 2002; DEGASPARI et al., 2005; LIMA et al., 2006; SALVI-JUNIOR,
2009; GUNDIDZA, 2009; SILVA et al., 2010).

Devido a comprovada potencialidade farmacéutica dos constituintes da casca
desta espécie dois medicamentos existentes no mercado brasileiro, um anti-Ulcerogénico
e outro antibacteriano, tém principios ativos oriundos de substancias extraidas da casca
de S. terebinthifolius (MONTEIRO, 2011).

Do ponto de vista ecolégico e morfo-fisioloégico a retirada da casca feita de forma
inadequada pode comprometer o desenvolvimento e o0 estabelecimento da planta
(arvore). Entdo, se torna interessante a investigacdo da possibilidade de substituicdo da
casca por Orgdos vegetais alternativos como folhas, flores e frutos com a mesma
finalidade, embora n&o existam informagBes cientificas consistentes para essa
substituicao.

Neste contexto, Salvi-Junior (2009) apresenta resultados promissores quanto a
indicagdo do uso das folhas de S. terebinthifolius para fins farmacéuticos relatando a
existéncia de compostos como fendis e substancias lipofilicas comumente utilizados na
indUstria farmacéutica por apresentarem atividade bioldgica.

Muitos testes auxiliam a deteccdo e identificagcdo dos metabdlitos sintetizados
pelas plantas, entre eles estdo os testes histoquimicos e fitoquimicos. Estudos
fitoquimicos realizados com S. terebinthifolius registraram a ocorréncia de taninos,
flavonoides, biflavonoides, esteroides, triterpenos, &cidos triterpénicos, antraquinonas,
saponinas e Oleo essencial constituido de mono e sesquiterpenos nos diferentes 6rgaos
da espécie (LORENZI & MATOS, 2002; SOUZA & LORENZI, 2005; LIMA et al., 2006;



15

CERUKS et al., 2007; EL-MASSRY et al., 2009; BENDAOUD et al., 2010; SILVA et al.,
2010).

Em estudos histoquimicos com folhas de S. terebinthifolius, Salvi Junior (2009)
registrou a ocorréncia de classes de compostos polares e apolares corroborando os
estudos fitoquimicos existentes na literatura. Sendo mais representativos 0s compostos
fendlicos totais e taninos, bem como compostos lipofilicos.

Silva et al. (2011), seguindo o0 mesmo raciocinio, mostraram que para
Myracrodruon urundeuva (Anacardiaceae) conhecida popularmente como aroeira-do-
sertdo, os testes histoquimicos encontraram grande variedade de compostos lipofilicos,
fendis, taninos e alcaldides, os quais podem exercer atividade biolégica comprovada
(DEGASPARI et al., 2005; CERUKS et al., 2007; CARLINI et al., 2010), além de
auxiliarem a caracterizacdo da espécie principalmente quando associados a estudos
morfo-anatémicos.

Considerando-se que a espécie S. terebinthifolius comumente conhecida por
aroeira é popularmente homdénima de outras espécies vegetais (SILVA et al., 2011) é
importante que seja identificada corretamente, principalmente através de caracteres
acessiveis a populacdo, de modo que se evitem possiveis equivocos na utilizacdo de
espécies inadequadas. Desse modo, é fundamental que os estudos morfo-anatdémicos
sejam realizados e disseminados a populagdo através dos centros educacionais, meios
de comunicacdo e programas de entretenimento com formas préticas e interativas de
modo que o telespectador colocar em pratica no dia a dia, além da distribuicdo de mudas
para ge a populagdo tenha contato direto e freqlente com estas espécies vegetais,
auxiliando assim, o conhecimento e a utilizacdo correta das espécies medicinais.

Duarte et al. (2009) comparou a anatomia foliar de Myracrodruon urundeuva e
Schinus terebinthifolius e concluiu que as espécies possuem caracteres anatdbmicos
facilmente reconheciveis que podem ser aplicados numa distincdo microscépica entre
espécies.

Com este mesmo propésito outros trabalhos estudaram as espécies de
Anacardiaceae, Schinus longifolia (PERROTTA & ARAMBARRI, 2004), S. molle
(CASTRO, 2009), S. terebinthifolius (MACHADO & CARMELLO-GUERREIRO, 2001;
CARMELLO-GUERREIRO & PAOLI, 2002; DUARTE et al., 2006; LACCHIA &
CARMELLO-GUERREIRO, 2009) e encontraram caracteres comuns as espécies como
epiderme uniestratificada, colénquima na margem foliolar, enquanto hipoderme e ductor é

um carater que difere as espécies por se apresentarem em maior ou menor nimero. S.
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molle apresenta hipoderme uniestratificada em ambas as faces foliolares, ducto na
margem foliolar terminada em colénquima; S. longifolia n&o apresenta hipoderme e na
nervura central se encontra apenas um ou nenhum ducto secretor e S. terebinthifolius
apresenta hipoderme com um a dois estratos exclusivamente na face adaxial e ductos
secretores espalhados por todo o mesofilo inclusive na nervura central.

Outros trabalhos sobre morfo-anatomia de espécies vegetais foram realizados
envolvendo Erythroxylum (Erythroxylaceae) (BIERAS & SAJO, 2004), a espécie Ocotea
puberula (FARAGO, 2005), e algumas espécies de ipé (SILVA et al., 2009),
demonstrando que caracteristicas anatdmicas utilizadas em conjunto podem auxiliar na
identificac@o das espécie, e por vezes, até auxiliar na delimitacdo taxonémica.

O estudo do desenvolvimento foliar permite conhecer e caracterizar espécies
vegetais, principalmente, aquelas de interesse medicinal que requerem protecdo e
cuidados ambientais. Esse tipo de estudo é mais freqliente na area da pesquisa basica
em Botéanica, onde seu valor reside no amplo saber; porém, quando aplicado a area da
Farmacia pode contribuir para estudos de qualidade de drogas vegetais e padronizacao
de extratos.

O processo de desenvolvimento foliar compreende as etapas de formacdo de
primordios foliares a partir do tecido meristematico do apice caulinar, seguidas pelas
etapas de diferenciacdo das células e formacdo dos tecidos da folha adulta (6rgéo
expandido e fisiologicamente ativo). Para efeitos didaticos, a ontogenia foliar pode ser
dividida nos seguintes estadios: iniciacdo do primérdio, diferenciacdo inicial,
desenvolvimento do eixo, origem da l&mina e histogénese dos tecidos da lamina
(GIROLAMI, 1954; ESAU, 1974; FAHN, 1990; BECK, 2005; MENEZES et al, 2006;
EVERT , 2006; MIGUEL et al., 2007).

MISHRA et al. (2006) avaliaram o quanto os estadios de desenvolvimento foliar
podem influenciar a biosintese, mostraram que 0 conteddo de compostos
fotossintetizantes e lipofilicos apresentam rapido decréscimo paralelamente a expanséo
foliar, sendo observado os melhores niveis destes compostos nos estadio intermediarios
do desenvolvimento foliar.

Assim, pretende-se com o presente trabalho identificar durante os principais
estadios de desenvolvimento da folha de S. terebinthifolius a presenca dos compostos
fendlicos e lipofilicos, indicados como os mais representativos nas folhas da espécie
criando alternativas para o melhor aproveitamento na extragcdo destes metabdlitos
sintetizados pela espécie quando do uso das folhas para fins medicinais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Analisar a possibilidade de utilizagdo das folhas de S. terebinthifolius em
substituicho a casca verificando a ocorréncia das classes de compostos mais
representativas para a espécie e potencialmente ativos nos principais estadios do
desenvolvimento foliar.

3.2. Objetivos especificos

e Descrever a morfo-anatomia da folha de S. terebinthifolius nos principais
estadios de desenvolvimento;
e Avaliar a ocorréncia de compostos fendlicos e lipofilicos nos principais

estadios de desenvolvimento da folha de S. terebinthifolius.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencéo do material botanico

Para este trabalho foram obtidos apices e ramos caulinares com 0s primeiros nos
e entrenos e folhas de S. terebinthifolius em diferentes estadios de desenvolvimento. O
material foi coletado de dois exemplares diferentes, um situado no Horto de Plantas
Medicinais e Toéxicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Campus de
Araraquara (coordenadas 21° 48' 53.7” S e 48° 12' 07.6” W com altitude de 656 metros) e
outro na Fazenda Experimental Lageado, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, UNESP,
Campus de Botucatu (coordenadas 22° 50' 42,3' S e 48° 25' 59" W com altitude de 790
metros). Em laboratorio, nas amostras de ambos os exemplares executou-se a selecao do
material vegetal ordenando os principais estadios de desenvolvimento foliar, considerados
para este trabalho, de acordo com o surgimento no apice caulinar (Figura 1).
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Apds o registro de imagens, fez-se necessario para as analises a separacao de
partes da folha dos estadios intermediario e avancados de desenvolvimento: no estadio
intermediario, de inicio da histogénese, a folha foi separada em: foliolos (neste caso,
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somente foi utilizado o foliolo terminal), raque e peciolo; e para os estadios finais de
maturacdo fez-se necessario uma subsequente subdivisdo da folha. Do foliolo terminal
foram separadas as regides do apice foliolar, terco médio central com nervura central do
foliolo, terco médio marginal do foliolo e base foliolar. Além da separacdo da raque e
peciolo.

Posteriormente procedeu-se a fixacdo com solucdo de glutaraldeido (2,5%) e
formaldeido (4%) em tampao fosfato 0,1M pH 7,3 (KARNOVSKY, 1965), por imersao em
condicao de vacuo e temperatura ambiente, durante 24 horas. Em seguida realizou-se a
lavagem do material em etanol 50% armazenamento em etanol 70%. Ramos férteis dos
referidos exemplares foram coletados e devidamente preparados para a confeccdo de
exsicatas, as quais foram depositadas no Herbarium Rioclarense sob os nimeros de
tombo HRCB 51.668 e HRCB 51.669 para os ramos coletados em Araraquara, SP e
HRCB 55.585 para ramos coletados em Botucatu, SP.

4.2. Estudo morfolégico de superficie

Para a andlise morfoldgica de S. terebinthifolius foi realizado exame de superficie
por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) conduzido no Nuicleo de Apoio a
Pesquisa/Microscopia Eletrénica aplicada a Pesquisa Agropecuéria da Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz, USP, Campus de Piracicaba.

Para o estudo de microscopia eletrénica de varredura parte do material fixado e
acondicionado em etanol 70% foi submetida a desidratacdo etandlica gradativa até alcool
absoluto, e em seguida conduzida a secagem em ponto critico de CO, em aparelho
Balzers CPD 030. Apés esta etapa as subamostras foram afixadas em suportes metalicos
(stubs), sobre fita adesiva de carbono e cobertas com ouro em metalizador BAL-TEC SCD
050 Sputter Coater.

As observacdes foram efetuadas em um Microscépio Eletrénico de Varredura
Zeiss LEO 435 VP, com as escalas das eletromicrografias impressas diretamente nas

imagens capturadas.
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4.3. Estudos anatdbmicos e histoquimicos

Os estudos anatdbmicos e histoquimicos deste trabalho foram realizados no
Laboratério de Botanica do Departamento de Principios Ativos Naturais e Toxicologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, UNESP.

Para a analise anatbmica parte do material caulinar fixado (item 4.1) foi conduzido
aos procedimentos de inclusdo em parafina (Paraplast®) observando-se as
recomendacgdes de Kraus e Arduin (1997).

Seccdes transversais e longitudinais (8 a 10 ym de espessura) foram obtidas em
micrétomo rotativo, afixadas em laminas de vidro e submetidas a coloracdo com azul de
toluidina 0,05% em tampéo fosfato pH 6,8 (KRAUS & ARDUIN, 1997), sobre as seccdes
depositou-se resina sintética Permount® e laminula.

Com o auxilio de microscopio de luz acoplado a sistema de captura de imagens
(Zeiss Lab.Al1 AxioVision Rel4.8) procedeu-se o estudo anatdmico com o registro digital
das imagens com as escalas sob as mesmas condicdes Opticas.

No presente trabalho foi realizada analise histoquimica para deteccdo de fendis e
compostos lipofilicos, pois, Salvi Junior (2009) em trabalho anterior aponta estes
compostos como 0s mais representativos para S. terebinthifolius.

Os testes foram realizados nas folhas de S. terebinthifolius em diferentes estadios
de desenvolvimento, onde seccfes anatdbmicas de material fresco obtidas a méo foram
submetidas a Sudan Il (JOHANSEN, 1940) para a deteccdo de compostos lipofilicos e a
solucdo etandlica de cloreto férrico 3% (NORTHEN, 1936) para a deteccdo de compostos
fendlicos.

Como controle para identificacdo das referidas substancias, parte das seccoes a
mao foram tratadas com solucdo comercial de hipoclorito de so6dio (maximo 2% de cloro
ativo) por 15 minutos, seguida de 3 banhos consecutivos em agua destilada e por 5
minutos em cada solvente da série etandlica 25%, 50%, 75% e 100% e cetbnica (50% em
etanol e 100%), seguida de reidratacao gradual (LEWINSOHN et al., 1998).

Como contra-prova a deteccao de compostos fendlicos nas seccdes feitas a mao
foram realizados testes de reacdo e controle (lavagem em hipoclorito de sddio por 5
minutos) em seccdes isentas de parafina (lAminas permanentes) que apds examinadas
foram fotomicrografados com auxilio de microscopio de luz acoplado a sistema de captura

de imagens (Zeiss Lab.Al AxioVision Rel4.8).
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5. RESULTADOS

5.1. Descrigdo morfo-anatdbmica

No primeiro estddio de desenvolvimento da folha de Schinus terebinthifolius
selecionado para este trabalho foi possivel observar nas sec¢des longitudinais do apice
meristematico a tlnica bisseriada e o corpo multisseriado (Figura 2A). Ocorrem nestes
estratos celulares sucessivas divisdes periclinais e anticlinais que propiciam a formacéo
de protuberancias laterais ao meristema, caracterizando os primérdios foliares (Figura 2B)

gue se desenvolvem originando as folhas.

O tecido meristemético de revestimento do primérdio foliar € a protoderme da qual
se origina a epiderme ja com tricomas em formacao (Figura 2B) e os estratos celulares
internos a protoderme formardo os tecidos fundamentais; observam-se os corddes
procambiais complementando a organizacao tecidual do primérdio (Figura 3C).

Neste momento do desenvolvimento estdo formados os trés sistemas teciduais:
dérmico, fundamental e vascular, no primdrdio foliar, o qual mesmo em estadio inicial de
desenvolvimento ja apresenta uma orientacdo dorsiventral, proximal-distal e lateral
(Figura 3A). A espécie S. terebinthifolius apresenta o desenvolvimento foliar orientado
pelo sistema vascular derivado do procambio caulinar (Figura 3C).
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Seccdes transversais do apice caulinar nos dois primeiros estadios de
desenvolvimento escolhidos para este estudo mostram nos tragos foliares o
desenvolvimento de feixes vasculares acompanhados por ductos secretores, em
formacgéo, compondo subsequencialmente o arranjo anatémico do eixo raque-peciolo das
novas folhas (Figuras 4A-4D); os foliolos se originam do tecido meristematico nas

margens destas folhas (Figura 4E).
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O apice caulinar apresenta os tecidos dispostos concentricamente por epiderme
uniestratificada, 10 a 20 estratos de células parenquimaticas que compde o cortex
juntamente com ductos secretores, acompanhados por uma faixa de tecido vascular
integrado a medula parenquimatica centralizada (Figura 4B). Alguns ductos secretores
podem ser encontrados inseridos ao parénquima medular e sempre associados a tecido
vascular (Figura 4B). A disposicdo tecidual descrita para o apice caulinar orienta a
organizagdo tecidual do peciolo, raque e nervura central dos foliolos nos diferentes
estadios do desenvolvimento foliar.

A partir do 4pice caulinar os tracos foliares sdo sequenciados de acordo com a
formacdo das folhas no eixo caulinar (Figuras 4C e 4D). As primeiras folhas formadas
correspondem as folhas mais velhas, de desenvolvimento mais adiantado, que se
apresentam mais basais no eixo caulinar caracterizando o desenvolvimento acropeto para
a espécie em estudo.

O desenvolvimento do eixo foliar precede ao do foliolo e lamina, formando um
cone diminuto que em S. terebinthifolius apresenta o lado adaxial semi-achatado e o lado
abaxial saliente, regido de desenvolvimento da futura nervura central (Figuras 4C-4E).

Assim, as unidades (folhas compostas) se desenvolvem em separado passando
cada uma pelos estadios de desenvolvimento semelhantes aos de uma folha simples,
porém com a formacdo de foliolos. Essas unidades independentes se desenvolvem
simultaneamente as gemas axilares correspondentes (Figuras 3B, 3C e 4C).

No terceiro estaddio de desenvolvimento da folha de S. terebinthifolius selecionado
para o presente estudo observamos o adiantado desenvolvimento do eixo da folha. A
folha mais basal e mais externa no eixo caulinar se desenvolve longitudinalmente e
distancia-se do 4&pice caulinar. Este desenvolvimento do eixo foliar constitui o
desenvolvimento da raque e peciolo, promove espacamento dos entrends foliolares,
crescimento das alas da raque e desenvolvimento da folha como uma unidade
independente do apice caulinar (Figuras 1C).

Os foliolos se desenvolvem a partir da atividade dos meristemas marginais
adaxiais (Figura 4F) do eixo da folha jovem em ordem basipeta (Figuras 5B e 5C). A partir
do crescimento do eixo dos foliolos (Figuras 4E e 5B) observa-se a disposi¢do oposta
(Figuras 1C a 1E e 5B) dos foliolos laterais na raque; enquanto, o foliolo terminal se
desenvolve do apice do eixo foliar (Figuras 1D, 5B e 5C), configurando a folha
imparipinada caracteristica da espécie em estudo (Figuras 1C a 1E).

ApOs a lateralizagdo da folha o desenvolvimento segue com a expanséo das
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laminas foliolares (Figuras 1C e 6), resultado da atividade meristematica diferencial das

margens do eixo dos foliolos (Figuras 4F e 5C).
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Em folhas pecioladas como é o caso de S. terebinthifolius, o desenvolvimento
longitudinal da folha ocorre simultaneamente a expansao da raque (Figuras 5A, 5B e 7A),
enquanto o desenvolvimento longitudinal do peciolo ocorre posteriormente e a partir da
porcdo basal do eixo foliar (Figuras 3C, 5E, 7A e 7B).

O quarto estadio de desenvolvimento da folha de S. terebinthifolius selecionado
para este trabalho mostra que com o desenvolvimento do eixo longitudinal da folha e a
expansdo da lamina foliolar se inicia o processo de histogénese dos tecidos do mesofilo
(Figura 6).

Neste processo observam-se algumas alteragcbes anatdbmicas. Durante o
desenvolvimento do eixo da lamina foliolar o tecido que compde o mesofilo em expansao
se apresenta indiferenciado, com aparéncia de meristematico (Figura 6B). Neste estadio é
possivel visualizar o inicio da formacédo de ductos secretores, 0s quais estarao associados
a feixes vasculares de nervuras de menores calibres, sendo formados posteriormente aos
ductos da nervura central do foliolo, bem como do eixo raque-peciolo (Figuras 6C-6E).

Os ductos secretores sé&o encontrados nos diferentes estadios de desenvolvimento
foliar selecionados para este estudo possuindo origem esquizolisigena, a partir de
divisbes de um grupo de células e o afastamento de células circunvizinhas a uma dada
regido onde se forma o limen revestido por células epiteliais de parede celular fina, com
citoplasma denso e contetdo fendlico (Figuras 6C-5E), que podem se romper para liberar
o exsudato (Figura 6E).

Estes ductos sdo circunvizinhos de inimeros idioblastos cristaliferos contendo
drusas de oxalato de calcio (Figuras 5D) e idioblastos fendlicos (Figuras 4 e 6). As células
epiteliais dos ductos estao cercadas pelos tecidos meristematicos do mesofilo (Figuras
6E).

No inicio da diferenciacdo dos tecidos do mesofilo se observa o aumento do
ndamero de células em todas as dire¢cBes e o alongamento das células proporcionando
maior nitidez na visualizag&o dos limites das camadas celulares (Figura 6B).

O primeiro conjunto de células a se diferenciar no mesofilo € um estrato adjacente
a epiderme adaxial, a hipoderme (Figuras 6A e 6B), se apresentando a partir deste
estadio, entdo, com um a dois estratos celulares com idioblastos fendlicos frequentes
(Figuras 7A-7C, 8A e 8B).

Todo o processo de histogénese € acompanhado pelo continuo desenvolvimento

longitudinal do eixo foliar e dos foliolos e expansao das laminas foliolares.



29



30



31

Nos quatro primeiros estadios de desenvolvimento selecionado para este trabalho
a andlise de superficie é comprometida pela grande quantidade de tricomas tectores e

glandulares (Figura 9). Devido a intensa ocorréncia desta estrutura epidérmica é evidente

Figura 9 - Eletromicrografias do apice caulinar e da folha jovem de S. terebinthifolius. A. Apice caulinar
com duas folhas jovens, com foliolos formados, envolvendo folhas em formacgéo e o meristema apical.
B. Apice caulinar (ponta de seta) e folha jovem (seta branca) em fase de desenvolvido longitudinal
originando uma lateralizagdo do eixo caulinar. C. Foliolo terminal da folha jovem com lamina em
expanséao. D. Detalhe dos tricomas tectores e glandulares presentes na superficie da folha. Tricomas
tectores ornamentados com papilas e tricomas glandulares pedunculados. E. Raque da folha jovem. F.
Peciolo dafolha jovem. Barras: 20um ( F); 30um (A, C, E); 36um (B); 50um (D).
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a obstrucado da visao da superficie e do entendimento da conformacédo do apice caulinar e
os estadios da formagéao foliar.

Neste estudo € possivel observar parte da formacdo dos tricomas (Figura 2B).
Esses apéndices epidérmicos estao presentes em grande quantidade nos estadios iniciais
do desenvolvimento foliar de S. terebinthifolius (Figuras 3A, 3C, 4A, 4E, 5 e 9). No entanto
se tornam escassos com a expansao foliar (Figuras 6, 7 e 8).

As folhas jovens de S. terebinthifolius se encontram aglomeradas no apice
caulinar. As folhas mais externas e mais basais no eixo caulinar se formam anteriormente,
envolvem as folhas mais internas que por sua vez envolvem o0 apice meristematico
(Figuras 1A-1C, 9A e 9B).

Apesar da falta de clareza em se observar a superficie do apice caulinar da
espécie estudada, é evidente a disposicado das folhas no eixo caulinar. Uma folha por né
num desenvolvimento acrépeto, no qual as folhas mais basais do eixo caulinar
apresentam um desenvolvimento anterior as folhas mais apicais (Figuras 1C, 9A e 9B).
Sendo possivel sugerir que as folhas de S. terebinthifolius apresentam uma filotaxia
alterna espiralada.

Todo esse processo é perceptivel, porém sem observacao nitida de detalhes ou
mudancas exatas e precisas da superficie entre os estadios de desenvolvimento devido a
ocorréncia profusa dos tricomas (Figuras 9A-9D).

No quarto estadio foi possivel observar a reducdo parcial da quantidade de
tricomas na superficie do material vegetal, principalmente, do peciolo foliar e raque
(Figuras 9E e 9F).

A sequéncia do desenvolvimento foliar conduz aos estadios mais adiantados de
maturacdo. No quinto estadio de desenvolvimento da folha de S. terebinthifolius
selecionado para este estudo, estadio de pré-maturacéo, sequencialmente a formacao da
hipoderme no mesofilo foliolar, observamos as células subjacentes se alongarem e
diferenciarem em células do parénquima palicadico, com um a dois estratos celulares,
enquanto o espacamento das células subjacentes ao parénquima palicadico origina o
parénquima lacunoso (Figuras 6B, 7A e 7B) promovendo a expansdo em espessura da
l[amina foliolar.

No sexto estadio de desenvolvimento da folha de S. terebinthifolius selecionado
para este estudo, estddio adulto, todos os tecidos do mesofilo foliolar estédo

completamente formados e desenvolvidos (Figura 8).
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As epidermes uniestratificadas recobertas por cuticula possuem tricomas tectores
e glandulares bem espacados, o mesofilo hipoestomético (Figuras 8A e 10B, 10D)
compreende uma hipoderme de uni a biestratificada voltada para a face adaxial com
conteudo fendlico; subjacente a hipoderme se encontra o parénquima palicadico com um
a dois estratos celulares, e associados a este tecido se apresenta o paréngquima lacunoso
(Figuras 7A a 7C e 8A a 8C).

Figura 10 - Eletromicrografia de folha adulta de S. terebinthifolius. A. Apice agudo do foliolo terminal.
Detalhe da face adaxial. B. Detalhe dos estdmatos da face abaxial do foliolo terminal. C. Margem do
foliolo terminal (asterisco). Detalhe para o tricoma glandular (seta branca) na face abaxial. D. Face
abaxial da raque. Detalhe para os estdmatos e tricoma tector. E. Face abaxial da base do foliolo. Detalhe
para os tricomas na regido da nervura central. F. Peciolo da folha com predominancia de tricomas na face
adaxial (asterisco). Barras: 10um (B), 20um (C); 30um (F); 55um (E); 60um (D); 110um (A).

As margens dos foliolos possuem organizacéo tecidual semelhante a do mesofilo,
encerradas por tecido colenquimatico (Figuras 7A e 8A). Entre os parénquimas palicadico
e lacunoso se observam dispersos por todo o mesofilo foliolar (Figuras 7C, 8A e 8B),
inclusive préximo as margens, ductos secretores sempre associados a feixes vasculares.

No estddio adulto, a folha se apresenta completamente desenvolvida. A
organizacdo tecidual de todas as regidbes acompanha a organizacdo descrita para o
estadio anterior, exceto pela presenca de tecido esclerenquimético no cortex do peciolo
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(Figura 8G e 8H), este tecido lignificado confere a folha maior rigidez em relacdo aos
estadios anteriores do desenvolvimento.

Observa-se em todos os estadios do desenvolvimento foliar de S. terebinthifolius
gue o peciolo, a raque e as nervuras centrais dos foliolos seguem a disposicéo tecidual
do caule (Figuras 5, 6, 7 e 8). A nervura central se apresenta concava na face abaxial e
saliente na face adaxial (Figuras 6F, 7D e 8C). O peciolo arredondado epiderme papilosa
recoberta por cuticula com tricomas tectores e glandulares dispersos, cértex composto
por 5 a 15 estratos de células colenquimaticas, 3 a 12 estratos de células parenquimaticas
intercaladas a medula através de uma regiao de ligacdo onde estéo estruturas secretoras
acompanhadas de feixes vasculares colaterais (Figuras 6G, 7F, 8G e 8H). A raque, no
entanto, se difere do peciolo principalmente pela presenca de alas laterais (Figuras 7E e
8F).

Na analise morfologica de superficie dos estadios de pré-maturacdo e adulto da
folha de S. terebinthifolius sdo observadas alteracdes morfolégicas devidas a expansao
geral da folha: o desenvolvimento longitudinal da raque, peciolo e foliolos bem como a
expansao lateral destes até o estadio adulto completamente maduro da folha. Ambas as
superficies foliolares apresentam cuticula estriada evidente (Figura 10A), estdomatos
presentes exclusivamente na face abaxial (Figura 10B), tricomas tectores unicelulares, de
ponta aguda, ornamentados com papilas (Figuras 9D e 10C), tricomas glandulares
procumbentes pedunculados com cabeca ovalada (Figuras 9D e 10C).

Entretanto, nestes estadios mais avancados de maturacdo da folha da espécie é
possivel observar a reducao evidente e significativa da presenca de tricomas na superficie
das folhas de S. terebinthifolius (Figuras 7 e 8). Os tricomas permanecem, mas em
guantidade significativamente menor, sendo observados tricomas tectores e glandulares
dispersos por toda a folha e encontrados em maior concentracdo nas regides da nervura
central (Figura 10E), raque (Figura 7E) e peciolo (Figuras 7F e 8G).

A tabela 1 apresenta uma sintese das principais diferengas morfo-anatdmicas
encontradas entre os estadios do desenvolvimento foliar de S. terebinthifolius.
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Tabela 1: Principais caracteres morfo-anatbmicos presentes na folha de S. terebinthifolius

nos principais estadios de desenvolvimento.

Andlise Morfolégica de

Estadios de desenvolvimento .
Superficie

Andlise Anatdbmica

Crescimento e desenvolvimento
do apice caulinar, do eixo foliar,
dos foliolos e peciolo.

Primérdios foliares
e folhas jovens

Superficie densamente
pubescente com tricomas
tectores e glandulares.

Tunica bisseriada e corpo
multisseriado do apice
meristematico

Tracos foliares lateralizados
a partir do 4pice caulinar

Formacéo do foliolo a partir
da margem do eixo foliar

Desenvolvimento da lamina
do foliolo a partir da
margem

Expanséo da lamina foliolar e
continuo desenvolvimento do

i . eixo foliar.
Pré-Maturacéo

Tricomas tectores e glandulares
espagados

Diferenciagdo de hipoderme

Diferenciacédo dos
parénquimas paligadico e
lacunoso

Eixo foliar e lamina foliolar
plenamente desenvolvidos e
expandidos
Adulto

Tricomas tectores e glandulares
espacgados

Margem do foliolo
colenquimatica

Calota de esclerénquima no
peciolo

5.2. Estudo histoquimico

Durantes todos os estadios de desenvolvimento foliar da espécie S. terebinthifolius

pode ser observada a ocorréncia concomitante de compostos fendlicos e lipofilicos

(Figuras 11, 12 e 13).
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Nos tecidos constituintes dos primérdios foliares e folhas jovens é possivel
observar a presenca de compostos fenolicos e lipofilicos na epiderme foliar, parénquima
fundamental, tecido vascular, e nos ductos secretores incluindo a epiderme secretora e

células parenquimaticas que compdem a bainha da estrutura secretora (Figura 11).
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No quarto estadio de desenvolvimento analisado da folha de S. terebinthifolius
observa-se a presenca de compostos fendélicos em todos os tecidos do mesofilo foliolar,
nas células epiteliais e adjacentes dos ductos secretores e mais dispersos no parénquima
fundamental da nervura central (Figura 12).

Enquanto, os compostos lipofilicos podem ser observados na epiderme, no
parénquima clorofiliano, no limen, células epiteliais e adjacentes dos ductos secretores;
estando mais dispersos, mas também presentes na hipodeme e no parénquima
fundamental da nervura central (Figura 12).

J& nos estadios finais do desenvolvimento foliar, estadios de pré-maturacdo e
adulto do desenvolvimento foliar os compostos fendlicos ocorrem dispersos pelos tecidos
em idioblastos; sdo encontrados na epiderme, hipoderme, parénquimas do mesofilo e nas
células epiteliais e adjacentes dos ductos secretores (Figuras 13B,13C e13D). Na nervura
central, estdo dispersos por todos os tecidos no interior de idioblastos (Figura 13B).

Enquanto, os compostos lipofilicos ocorrem nos tecidos parenquimaticos do
mesofilo, no Iimen e células epiteliais e adjacentes dos ductos secretores (Figuras 13E
13F) e mais discretamente na epiderme e hipoderme do mesofilo e nos tecidos da nervura
central (Figuras 13E 13F).

Assim, a distribuicdo dos compostos fenodlicos e lipofilicos nos tecidos nos
principais estadios de desenvolvimento da folha de S. terebinthifolius pode ser encontrada
de acordo com a Tabela 2.



Tabela 2: Distribuicdo dos compostos fendlicos e lipofilicos
estadios de desenvolvimento foliar de S. terebinthifolius.

nos tecidos dos principais
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Estadios de desenvolvimento Compostos fenoélicos Compostos lipofilicos
Epiderme Epiderme
Primérdios foliares Parénquima fundamental Parénquima fundamental
e folhas jovens Tecido floematico Tecido floematico

Ductos secretores

Ductos secretores

Epiderme
Hipoderme
Parénquima clorofiliano
Ductos secretores

Intermediario

Epiderme
Parénquima clorofiliano
Ductos secretores

Epiderme
Hipoderme

Pré-maturacéo Parénquimas pali¢cadico
e Adulto e lacunoso

Ductos secretores
Nervura Central (idioblastos)

Parénquimas palicadico
e lacunoso
Ductos secretores
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6. DISCUSSAO

6.1. Descri¢cdo morfo-anatdmica

Embora seja dificil determinar com exatiddo os limites entre as fases que
compdem o crescimento e desenvolvimento das plantas sabe-se que estes processos sao
controlados por fatores genéticos e fisioldgicos independentes, integrados ao organismo
vegetal (FOSTER 1952; BECK 2005; EVERT 2006).

Neste trabalho pode-se ver que S. terebinthifolius segue o padrédo de
desenvolvimento foliar observado para a maioria das plantas. As angiospermas em geral
apresentam a formacdo de primoérdios foliares como protuberancias laterais ao apice
meristematico (GIROLAMI 1954; BIERAS & SAJO 2004), tendo a protoderme como tecido
meristematico de revestimento do primordio foliar. Enquanto os estratos celulares
subjacentes se compdem de meristema fundamental e procAmbio como na maioria das
espécies vegetais (HARA 1957; EVERT 2006).

A orientacdo dorsiventral, proximal-distal e lateral observada desde o inicio da
formacdo o primdrdio foliar foi descrita por Emery et al. (2003) para Arabidopsis. Da
mesma forma, a literatura mostra que cada espécie possui um padrdo de venacdo
especifico que orienta o desenvolvimento foliar (FOSTER, 1952; BECK, 2005; McKOWN
& DENGLER, 2010). Novas folhas de modo geral se formam a partir de tracos foliares
orientados pelo procambio caulinar (FOSTER, 1952; MAKSYMOWYCH & ERICKSON,
1960; DICKISON, 1999; BECK, 2005; McKOWN & DENGLER, 2010).

Apesar da falta de clareza em se observar a superficie do apice caulinar de S.
terebinthifolius devido a profusa presenca dos apéndices epidérmicos é evidente a
sequéncia de formacdo das folhas no eixo caulinar. Uma folha por n6é num
desenvolvimento acrépeto, no qual as folhas mais basais do eixo caulinar apresentam um
desenvolvimento anterior as folhas mais apicais. Sendo possivel sugerir que as folhas de
S. terebinthifolius apresentam uma filotaxia alterna (CUTTER, 2006; BECK, 2005; EVERT,
2006).

A terminologia acrépeto e basipeto sdo utilizadas para designar padrdes de
morfogénese dos foliolos de espécies de folhas compostas (STEIN & JOHNSON, 1987),
além de caracterizar a disposicao foliar durante o desenvolvimento e até na diferenciacéo
dos tecidos (VENNING, 1948; MAKSYMOWYCH, 1959) ou maturacédo da folha (BECK,
2005).
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Entretanto caracteres filotaticos ndo permitem identificacdo de espécies uma vez
gue mais de um padrdo pode ocorrer dentro de uma mesma espécie devido a alta
vulnerabilidade da filotaxia a fatores externos como fotoperiodo, taxas de crescimento
além de fatores genético e hormonais (CUTTER, 2006; BECK, 2005).

As unidades foliares (folhas compostas) apresentam desenvolvimento
independente como o de uma folha simples, porém com a formagéo de foliolos (FOSTER,
1952; ESAU, 1974; FAHN, 1990; DICKISON, 2000).

As nervuras dos foliolos se originam dos meristemas marginais do eixo foliar em
crescimento (FOSTER, 1952; FAHN, 1990; BECK, 2005) em ordem basipeta,
corroborando com o padrdo de desenvolvimento encontrado na literatura (HARA, 1957;
FAHN, 1990; BECK, 2005), e que pode ser observado em Carya (FOSTER, 1935). Da
mesma forma o desenvolvimento da lamina foliolar é resultado da atividade meristemética
diferencial das margens do eixo dos foliolos (FAHN, 1990; BECK, 2005).

O desenvolvimento peciolar posteriormente ao desenvolvimento longitudinal da
folha e dos foliolos e a partir da porcdo basal do eixo foliar € descrito para a maioria das
Angiospermas (BECK, 2005).

Anteriormente ao desenvolvimento do eixo foliar, ndo é possivel determinar com
exatidao a estrutura externa da folha; os primérdios, escamas foliares, o desenvolvimento
de gemas axilares, nem o inicio da formacdo dos foliolos de S. terebinthifolius.
Diferentemente, a analise morfologica de superficie do inicio da ontogenia foliar das
espécies Saraca indica e Saraca bijuga (Leguminosae) evidencia claramente o apice
caulinar, as estipulas, gemas axilares, primérdios foliares, escamas foliares e detalhes da
formacé&o dos foliolos (STEIN & JOHNSON, 1987).

Ductos secretores sdo observados nas folhas de S. terebinthifolius desde os
estadios iniciais do desenvolvimento foliar. E sdo consideradas caracteres de valor
diagnéstico na familia Anacardiaceae por estarem sempre presentes nos representantes
da familia (METCALFE & CHALK, 1950; CONQUIST, 1981).

Em Anacardiaceae os ductos podem ser encontrados associados a tecido vascular
(VENNING, 1948; SANT'ANNA-SANTOS, 2006; LACCHIA & CARMELLO-GUERREIRO,
2009) como ao floema em Lannea coromandelica (VENKAIAH, 1992) , arranjados em
circulos concéntricos no floema secundario em Anacardium occidentale (NAIR et al.,
1983), Semecarpus anacardium (BHATT & RAM, 1992) e na margem foliolar de Schinus
molle (Castro, 2009), na medula em algumas espécies (SANT'ANNA-SANTOS, 2006;
LACCHIA & CARMELLO-GUERREIRO, 2009), nos feixes vasculares das folhas
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(DUARTE et al., 2006) e também nos frutos de S. terebinthifolius (MACHADO &
CARMELLO-GUERREIRO, 2001; CARMELLO-GUERREIRO & PAOLI, 2002).

De modo geral a origem do lumen dessas estruturas secretoras pode ocorrer de
trés modos diferentes: (1) esquizégena, divisdes celulares e afastamento das paredes
celulares de células vizinhas sem desintegracdo das células, formando uma cavidade
central; (2) lisigena, degradacao da paredes celulares por lise causada pelas enzimas das
proprias células; e (3) esquizolisigena, associacdo dos dois modos anteriores, ocorrem
divisbes de algumas células e lise de outras associadas com o afastamento de células
circunvizinhas que tornam-se colapsadas. As células secretoras compreendem as células
gue revestem e estdo diretamente em contato com o limen durante sua formacao
(ENGLER, 1896; VENNING, 1948; FAHN,1990; BHATT & RAM, 1992; VENKAIAH, 1992;
MACHADO & CARMELLO-GUERREIRO, 2001; BECK,2005; EVERT,2006). Entretanto,
0S mecanismos envolvidos na estimulagédo da desintegracéo celular e formacéo de novos
ductos sdo desconhecidos (VENNING, 1948; EVERT, 2006).

A origem dos ductos secretores na familia Anacardiaceae diverge os estudiosos,
assim, Lacchia e Carmello-Guerreiro (2009) concluiram que o tipo de processo de
formacdo dos canais ndo € um caréter unificador da familia Anacardiaceae, pois pode
variar entre os diferentes individuos e 6rgdos de uma mesma espécie.

Para S. terebinthifolius os ductos em frutos estdo descritas como de origem
esquizolisigena (MACHADO & CARMELLO-GUERREIRO, 2001). E também pode ser
descrito como de origem esquizolisigena no presente estudo com folhas; uma vez que, é
possivel observar divisdes celulares e o afastamento de células circunvizinhas de uma
dada regido formando uma cavidade central revestida por células epiteliais de parede
celular fina, com citoplasma denso e contetdo fendlico que se rompem para a liberacao
da secrecdo corroborando com a definicdo de origem esquizolisigena descrita por Evert
(2006).

A presenca de uma ou mais camadas de idioblastos cristaliferos ao redor dos
ductos secretores é uma caracteristica encontrada também no pericarpo de frutos de S.
terebinthifolius (CARMELLO-GUERREIRO & PAOLI, 2002). Assim como 0s cristais
prismaticos e drusas dispersos por todo o mesofilo também séo caracteristicos de outras
espécies de Schinus (PERROTTA & ARAMBARRI 2004; CASTRO 2009).

Assim como a origem destas estruturas secretoras € indefinida e pode variar
dentro da familia, a forma de secre¢do também pode ocorrer de duas formas principais:
(1) o modo de liberagdo da secrecdo conhecido como hol6crino, no qual ocorre a
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desintegracao de células epiteliais liberando a secrecao e resquicios celulares no lume; e
(2) o mecanismo de secre¢cdo merdcrino, no qual a secre¢do é liberada sem rompimento
das células secretoras; este segundo pode ser especificado como écrino, cuja secrecao é
liberada por transporte ativo como moléculas individuais através da membrana, ou
granuldcrino, o qual associa o transporte ativo de substancias em vesiculas que se
fundem a membrana celular (FAHN,1990; EVERT, 2006).

No presente estudo € possivel observar o mecanismo holdcrino, entretanto o
mecanismo écrino também ja foi descritos para a familia Anacardiaceae, podendo-se
detectar inclusive a ocorréncia dos processos concomitantemente (NAIR et al., 1983;
BHATT & MORAM RAM, 1992; VENKAIAH, 1992; MACHADO & CARMELLO-
GUERREIRO, 2001; SANT'ANNA-SANTOS et al.,, 2006; LACCHIA & CARMELLO-
GUERREIRO, 2009). Estudos com outras familias apresentaram condicdes semelhantes
(ASCENSAO et al., 1999; LOTOCKA & OSINSKA, 2010; PIMENTEL et al., 2011).

Idioblastos s&@o células com funcdo de armazenar substéncias especificas, no
caso, substancias fendlicas e sais que formam cristais, que ocorrem dispersos por todos
os tecidos, ao redor dos ductos secretores e nos tecidos vasculares como descrito para a
familia (METCALFE & CHALK, 1950) e se mantém durante todo o desenvolvimento foliar
de S. terebinthifolius.

Os tricomas presentes nas folhas de S. terebinthifolius se apresentam em todos os
estadios de desenvolvimento estudados. Estes apéndices epidérmicos exercem funcdes
fundamentais, protegendo a planta dos riscos a exposi¢cdo da radiacdo solar, atraindo
polinizadores, inibindo parasitas, mas, também proporcionando o aumento da umidade do
ar proximo a superficie do 6rgdo e, portanto reduzindo a temperatura interna e a
transpiracéo (EVERT, 2006; ASCENSAO et al., 1999; PARE & TUMLINSON, 1999).

A formacédo dos tricomas varia de acordo com a complexidade da estrutura final.
Em geral, os tricomas se formam a partir de uma célula protodérmica que se torna
saliente, se alonga e se divide. Os tricomas unicelulares desenvolvem um grande vacuolo
na base, enquanto as organelas estdo dispersas. Os tricomas glandulares a célula
protodérmica se divide e alonga desenvolvendo o pedunculo e a cabeca (EVERT, 2006).

Nos estadios finais do desenvolvimento foliar de S. terebinthifolius se observa a
reducdo significativa deste apéndice epidérmico por toda a superficie. Com base nos
trabalhos de Lotocka e Osinska (2010) e Pimentel et al. (2011), é possivel sugerir que 0s
tricomas nao tenham sido descartados da epiderme, mas, que as células epidérmicas

tenham se desenvolvido por meio de sucessivas divisbes celulares expandindo a
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superficie da folha sem a formacédo de novos tricomas, sendo considerados assim 0s
tricomas originais espacados por toda a superficie da folha.

O inicio da génese dos tecidos da folha de S. terebinthifolius com o aumento do
namero de células em todas as direcdes e alongamento das células proporcionando maior
nitidez na visualizacdo dos limites das camadas celulares. O primeiro conjunto de células
a se diferenciar origina a hipoderme, a partir da expansdo de estratos celulares
meristematicos do mesofilo adjacentes a epiderme adaxial, sendo, portanto, derivado do
tecido fundamental (FAHN, 1990; BECK, 2005; EVERT, 2006).

Sequencialmente a formacdo da hipoderme a histogénese prossegue com a
diferenciacdo das células subjacentes em células do parénquima palicadico juntamente
com a formacao de espacos intercelulares que originam o parénquima lacunoso.

A ordem de diferenciacdo dos tecidos foliares de S. terebinthifolius corrobora o
processo geral de histogénese dos tecidos foliares apresentado pela literatura, iniciado
sempre a partir do alongamento das futuras células empalicadas, o parénquima lacunoso
se divide com menor freqliéncia, permanecendo isodiamétrico, enquanto as células
epidérmicas crescem em plano paradérmico (ISEBRANDS & LARSON, 1973;
ESAU,1974; BIERAS & SAJO, 2004).

Os tecidos do mescofilo foliolar estdo completamente formados e desenvolvidos,
com as epidermes uniestratificadas recobertas por cuticula com tricomas tectores e
glandulares bem espacados, mas presentes em ambas as faces, o mesofilo
hipoestomatico com estdmatos anomociticos (DUARTE et al., 2006; SALVI-JUNIOR,
2009) com uma hipoderme de uni a biestratificada voltada para a face adaxial com
contetdo fendlico; subjacente a hipoderme se encontra o parénquima palicadico com um
a dois estratos celulares, e associados a este tecido se apresenta o parénquima lacunoso.
Entre os parénquimas palicadico e lacunoso estdo inseridos os ductos secretores
associados ao tecido vascular.

No estadio adulto do desenvolvimento foliar de S. terebinthifolius foram
observados caracteres como colénquima na margem dos foliolos presente também nas
folhas de Schinus molle (Castro, 2009). Além de tecido esclerenquimatico no cortex
peciolar.

O conjunto de caracteres morfo-anatdmicos descritos para folhas de S.
terebinthifolius pode ser utilizado para identificar e diferenciar espécies do mesmo taxon

ou familia. Duarte et al. (2009) comparou a anatomia foliar de S. terebinthifolius e
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Myracrodruon urundeuva e concluiu que existe a possibilidade de distincdo entre as

espécies a partir destes caracteres.

6.2. Estudo histoquimico

Os compostos fendlicos protegem as plantas contra a agéo deletéria das radiacdes
ultra-violeta (ASCENSAO et al., 1999; DEGASPARI, 2005) e contra o ataque de
herbivoros (DEGASPARI, 2005; EVERT, 2006). S&o conhecidos por sua acio
antioxidante e comumente apresentam atividade antimicrobiana (DEGASPARI, 2005).
Compostos lipofilicos exercem uma variedade de fungbes (ALMA et al., 2004; EVERT,
2006 ), e os conhecidos oleos fixos da cuticula constituem uma importante barreira a
perda de agua pela superficie. Oleos essenciais e Oleo-resinas como substancias
aromaticas, podem ser atrativas a polinizadores e possuem comprovada acdo contra
microorganismos (ALMA et al., 2004).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para detectar essas substancias
biologicamente ativas. Uma das técnicas mais simples e comuns s&do 0s testes
histoquimicos que detectam a presenca de substancias nos tecidos e sdo utilizados,
principalmente, em triagens preliminares em vegetais de interesse farmacoldgico.

Os resultados desses testes viabilizam uma busca mais aprofundada e refinada de
substancias farmacologicamente ativas a partir da utilizacdo de técnicas mais complexas
e robustas de prospeccéo destas substancias.

Utilizando-se de técnicas histoquimicas, muitos trabalhos tém detectado a
presenca de substancias hidrofilicas e lipofilicas nos diferentes tecidos vegetais, sejam
dispersas pelo mesocarpo, mesofilo ou em estruturas secretoras (SANT'ANNA-SANTOS
et al., 2006; LACCHIA & CARMELLO-GUERREIRO, 2009; PIMENTEL et al., 2011).

Assim como a analise histoquimica realizada na busca de compostos fendlicos e
lipofilicos nos principais estadios de desenvolvimento da folha de S. terebinthifolius
revelou a presencga destes compostos nos diferentes tecidos foliares em todos os estadios
de desenvolvimento analisados. Estando predominantemente presentes oS compostos
lipofilicos nos ductos secretores, enquanto os compostos fendlicos sdo encontrados
dispersos em idioblastos por todos os tecidos foliares inclusive nas células secretoras dos
ductos.

Lotocka e Osinska, (2010) sugerem que o acumulo de substancias fendlicas no
género Hypericum (Hypericaceae) possa exibir um padréo de distribuicdo nos tecidos
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vegetais. Nas folhas estas substancias sao acumuladas nos estratos celulares adaxiais
como epiderme e parénquima pali¢adico, enquanto nas pétalas os fendis se acumulam
em estratos celulares abaxiais. Além de detectarem que estruturas secretoras como
canais e cavidades normalmente apresentam conteudo lipidico, enquanto a presenca de
conteudo fendlico é predominante em idioblastos (LOTOCKA & OSINSKA, 2010).

Luthra (2007) comprovou a presenca de compostos lipofilicos nos tecidos foliares
de Cybompogon flexuosus e aponta como relevancia deste conhecimento o interesse
comercial por estes compostos, uma vez que sao largamente utilizados pelas indUstrias
de cosmeético, perfumarias, farmacéutica, pela comprovada atividade antimicrobiana
(SHIMIZU, 2006).
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7. CONCLUSOES

O presente trabalho apresenta esclarecimentos quanto aos principais estadios de

desenvolvimento foliar de S. terebinthifolius, evidencia as mudancas existentes entre eles;

sugerindo que:

a formagdo intensa de tricomas na superficie foliar ocorre nos estadios
iniciais do desenvolvimento foliar;

os tricomas, a medida do desenvolvimento foliar, sdo espagados sobre a
superficie e permanecem assim no estadio adulto da folha;

a partir do tecido procambial do caule ocorre a orientacdo do
desenvolvimento foliar;

a formacéo e o desenvolvimento de ductos secretores desde os estadios
iniciais do desenvolvimento foliar, e sempre associados ao tecido vascular;
o desenvolvimento das folhas da espécie, acrépeto, determina a filotaxia
alterna das folhas;

ha um desenvolvimento basipeto dos foliolos;

ha ocorréncia de idioblastos fendlicos e cristaliferos dispersos pelos tecidos
durante todo o desenvolvimento foliar;

0s ductos secretores possuem origem esquizolisigena;

a diferenciagdo da epiderme ocorre durante os estadios iniciais de
desenvolvimento foliar sendo determinada nas fases primordiais;

a histogénese do mesofilo foliolar acompanha a expansdo da lamina,
iniciando-se no estadio intermediario de desenvolvimento;

a hipoderme é a primeira caracteristica anatbmica a se diferenciar no
mesofilo foliolar, apés a diferenciacdo da epiderme, apresentando intensa
ocorréncia de idioblastos fendlicos desde o inicio do desenvolvimento;

o parénquima clorofiliano € diferenciado em palicadico partindo dos
estratos celulares subjacentes a hipoderme e, o inicio do espacamento das
células do parénquima lacunoso ocorre no estadio final do
desenvolvimento;

a diferenciacdo do esclerénquima do peciolo e do colénquima da margem

foliolar se da no estadio final do desenvolvimento foliar;
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e compostos fendlicos e lipofilicos ocorrem em todos os estaddios do
desenvolvimento foliar, possibilitando a extragdo destes compostos

potencialmente em todas as fases do desenvolvimento.

A descricdo morfo-anatdmica observada neste trabalho possibilita a distingdo da
espécie estudada se comparada com outras espécies vegetais e a deteccdo dos
compostos fendlicos e lipofilicos nos principais estadios de desenvolvimento foliar de S.
terebinthifolius e contribui para o esclarecimento com relacdo ao uso das folhas em
substituicdo a casca para fins medicinais agregando conhecimento a planta como insumo
farmacéutico.

Entretanto, algumas pontuacGes com relacdo aos mecanismos genéticos
envolvidos no desenvolvimento foliar da espécie ainda se fazem necessarias, por isso,
sugerem-se estudos ontogenéticos para folhas de S. terebinthifolius com marcadores
moleculares de modo a agregar mais conhecimento a espécie vegetal, considerando os

resultados obtidos neste trabalho.
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