UFRRJ
INSTITUTO DE FLORESTAS
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AMBIENTAIS E

FLORESTAIS

DISSERTACAO

Anatomia e perfil lignoidico do lenho e das folhas de

Mollinedia schottiana (Spreng.) Perkins

Ana Paula Batalha

2005



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE FLORESTAS
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AMBIENTAIS E
FLORESTAIS

ANATOMIA E PERFIL LIGNOIiDICO DO LENHO E DA FOLHAS
DE Mollinedia schottiana (SPRENG.) PERKINS

ANA PAULA BATALHA

Sob a orientagdo do Professor
Joao Vicente Figueiredo Latorraca

e Co-Orientagio dos Professores
Heber dos Santos Abreu e
Helena Regina Pinto Lima

Dissertagdo submetida como requisito
parcial para a obten¢do do grau de Mestre
em Ciéncias no curso de Pos- Graduacdo
em Ciéncias Ambientais e Florestais, Area
de Concentracdio em Tecnologia e

Utilizagdo de Produtos Florestais

Seropédica, RJ
Setembro de 2005



581.4
B328a

Batalha, Ana Paula, 1977-

Anatomia e perfil lignoidico do lenho e das folhas de
Mollinedia schottiana (Spreng.) Perkins / Ana Paula Batalha. —
2005.

96 £. : 1il.

Orientador: Jod&o Vicente Figueiredo
Latorraca.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro,

Instituto de Florestas.
Inclui bibliografia.

1. Plantas - Anatomia - Teses. 2.
Folhas - Anatomia - Teses. 3. Madeira -
Anatomia - Teses. 4. Madeira - Quimica -
Teses. 5. Lignina - Teses. I. Latorraca,

Jodo Vicente Figueiredo. II. Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro.
Instituto de Florestas. III. Titulo.



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE FLORESTAS

CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AMBIENTAIS E
FLORESTAIS

ANA PAULA BATALHA

Dissertagdo submetida como requisito parcial para a obtencado do titulo de
Mestre em Ciéncias ao Curso de Pos-Graduacao em Ciéncias Ambientais
e Florestais, area de concentracdo em Tecnologia e Utilizacdo de Produtos

Florestais.

DISSERTACAO APROVADA EM 30/09/2005

Jodo Vicente de F. Latorraca / Prof. Dr. UFRRJ

(Orientador)

Graciela Inés Bolzon de Muiiiz / Prof. Dr* UFPR

Alexandre Monteiro de Carvalho / Prof. Dr UFRRJ



AGRADECIMENTOS

A Deus, quem me amou primeiro.

A minha familia pelo conforto, alegria e suporte emocional, no qual ndo permitiram que
o Pedro se sentisse so.

Ao André de Souza Santos pela sua preciosa contribui¢do nas coletas de campo e na
conquista desta importante etapa de minha vida.

A Angela Maria de Souza Santos. Obrigada por tudo! Sei o quanto torce pelo meu
sucesso profissional.

Ao professor Jodo Vicente de F. Latorraca por sua orientagdo ¢ tudo que lhe foi
possivel.

Ao professor Heber dos Santos Abreu a sua orientacdo e pela atencdo despendida em
Vvarios outros momentos.

A professora Helena Regina Pinto Lima a orientacio e pela amizade, que me ajudou de
forma abnegada e sem desprendimentos. Sem a sua ajuda seria muita mais dificil e os
desafios mais arduos de serem superados.

Ao Paulo Rogério e Tatiane que tornaram o meu dia-a-dia no JBRJ mais alegre e
agradavel.

A Fernanda, Fernandinha e Andréia, do Departamento de Botanica do Instituto de
Biologia da UFRRIJ, pela simpatia e amizade, no qual disponibilizaram dias seguidos na
realizacdo dos cortes anatdmicos e montagem das laminas.

A turma da anatomia do IB, Fernadinha, Fernanda, Andréia, Mariana, Monica, Tatiana,
Juliana, Rafael e Douglas, que compartilharam momentos e alegria e risos.

A Julia, Bianca e Tatiana pela companhia, amizade e incentivo.

Ao Gabriel e Wagner pela companhia, nos trabalhos de finais de semana, no
Laboratério do JBRIJ.

Aos amigos e colegas que participaram com proveitosas idéias, disposi¢des e
dedicagdes despendidas (Luciana Duque, Gilmara, Monica, Beatriz, Regina, Hulda,
Kelly, Natdlia, loly e Prof®. Alexandre Monteiro).

Aos funcionarios e professores do Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da
UFRRI pela colaboragao e incentivo.

As taxonomistas Prof* Ariane Luna Peixoto, Prof* Verdnica Perreira Leite e Prof* Inés
da Silva Santos pela identificagdo do material botanico e sugestdes.



Aos técnicos do Departamento de Produtos Florestais do Instituto de Florestas, Daniel
Chalita e Jos¢ Carlos, pelo auxilo no Laboratorio de Quimica da Madeira da UFRRJ.

Ao Laboratorio de Botanica Estrutural, do Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do
Rio de Janeiro onde foi possivel realizar todo o trabalho de anatomia do lenho.

Aos Professores Alexandre Miguel do Nacimento e Eliza Helena de Souza Faria pelo
auxilio prestado na analise estatistica do trabalho.

Aos meus colegas do curso de mestrado que compartilharam momentos de alegria
seriedade.

Ao Frauzo Coelho Mendes pelo auxilio administrativo prestado.

A desenhista Gloria Gongalves pela confecgdo das ilustragdes botanicas.
Ao Sr° Walter pelo auxilio nas coletas do material botanico.

A EMBRAPA-AGROBIOLOGIA pelo uso dos equipamentos de moagens.
A CAPES e CNPq pela bolsa concedida e auxilio financeiro.

A todos meus sinceros agradecimentos.



SUMARIO

1-INTRODUCAO GERAL.........coooiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee et serensan 1
2 -REVISAO DE LITERATURA .....coooovooeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e s s e ensann 2
2. 1. FamMilia MONIMIACEAE ...cceeveeeeeieeeeieeeeeeeeeeeee s e e e eaean 2

2. 2. Anatomia do lenho e das folhas e suas interrelagdes com paradmetros

taxonomicos, fllogenéticos € COIOZICOS .....ovuirririiririiriinieieeeee e 3

2. 3. Quimica lignoidica e suas interrelagdes com parametros ecologicos................. 6

3- AREA DE ESTUDO......coooooiiiiiieiieeiieeeesee st 12
CAPITULO I

Anatomia do lenho de Mollinedia schottiana (Spreng.) Perkins (Monimiaceae) na
Reserva Bioldgica do Tingua - RJ

RESUMO ...ttt ettt ettt e st et e esteae e st et e eseentesseensesaeensens 14
ABSTRACT ...ttt ettt sttt ettt et sat e be st et e e bt entesaeenees 15
1-INTRODUGAO .......coooooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 16
2 - MATERIAIS E METODOS.........coiiiiiiiiieiieeeeseeeseeessees st 17
2. 1. Coleta e preparo das amostras da madeira...........cceceeeveeereeneeesieesienieeeeeeeene 17

2. 2. Mensuragdes e contagens dos elementos celulares ............cceeceevieeieecieneennen. 17

2. 3. Testes NIStOQUITIIICOS ....eecveievieriieeiieiieiie et eteeieeete e et e eeeteeseesseeesseenseennes 18

2. 4. DeSCrigOes € HUSITAGOCS ... .cccvrieerieeciiieetieeeitee ettt e et e et e eetreeeveeeeareeereeeeareeenens 18

2. 5. Analise dos indices de valores ecolOZICOS........ccvrriieriieriieeiieieeieeeeeereeiee e 18

3- RESULTADOS E DISCUSSAQ ......cooouiimriiiiiieeiesissesesssessesseseesssesisssssesseees 20
3. 1. Descrigdo anatomica do lenho de Mollinedia schottiana................................. 20

3. 1. 1. Camada de CreSCIMENLO ........eecveeeereeieeieeieeeieesteesieeeteeieesteesnaeenseenseesneesnseenns 20

B L 20 VBSOS ittt et et b et et et s 21

3. 1. 3. FibrotraqueOides .......cc.eeiuieeiieiieiieiieceeeteereeeieeeveere e teeseaeeseesbeeseseesseenseenes 23

3. 1. 4. Parénquima aXial ........ccccvvieriiiiciie et erree e e esre e st esreeeere e seneesnraeenes 24

TR e TR 2 110 SRR 25



3. 2. Testes hiStOQUIMICOS ..ouvvieierieeiiieeiieerreeerreeetreestreesereeestreeseneeeeneessraeessneeennnes 25

4 - CONCLUSOES .......oooiiieeeeeeeeeeeee e 27

5- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ............ccocooooiiioiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 28

ANEXO ... e 33
CAPITULO I

Caracterizacio anatomica das folhas de sombra e de sol de Mollinedia schottiana
(Spreng.) Perkins (Monimiaceae) na Reserva Bioldgica do Tingua - RJ

RESUMUO ...ttt sttt ettt ettt ettt eie e 37
ABSTRACT ...t ettt sttt ettt st e b et e e s bt e e saeenees 38
1=INTRODUCGAO ...ttt e e eee e s s e eeeeeeeeenenes 39
2 - MATERIAIS E METODOS...........onsiviirreinreinmeseeesessssssssssssesssssssssssessssseee 40
2. 1. Testes RIStOQUIMMICOS ...cccuviieiiiiiciieeiiieeieeeeieeesree e st eereesreeesreeestreesnsaeessreeanes 40

2. 2. Preparo das amostras para microSCopia OPtiCa......cueercvererreeeirreerveesseveesveeanens 40

2. 3. Confecg@o de 1aminas SEMIPermManentes ..........cceeeveereeeseeeseereeeseeeseeeeeeeseeennes 41

2. 4. Dissociag@o das fibras e de epidermes ..........ccccceveeeeiienienieeceeeee e, 41

2. 5. Microscopia eletronica de varredura (MEV)......cocoovvviiiiiieiiinieeieeeeeeeee, 41

2. 6. Mensuragdes, contagens e analise dos elementos celulares............c.ccvenneeneee. 41

2. 7. Iustracdes € descrigOes anatOIMIUICAS .........ccuveeeereeeeiveeeirreeeireeeeireeeeireeeerreeensesenns 42
3-RESULTADOS ...ttt ettt ne s eneas 43
3. 1. Descrigao morfologica dos individuos de M. schottiana ...............ccccveeueen.... 43

3. 2. Descrigdo anatomica de M. SCAOHIANA ...............cceveeeeeeeieeeeeeeeceeeeceeeeeeennn. 46
3020 1L PECIOLO . 46
3.2, 2. LAMING fOLIAT c..oueiiiiiiiiiicicic e 47

4 - DISCUSSAO ...ttt 51

S o CONCLUSOES ..o et e et e e e e e e et e e et e s s e s eae s ese s 55



CAPITULO 111

Perfil lignoidico do lenho e das folhas de sombra e sol de Mollinedia schottiana
(Spreng.) Perkins (Monimiaceae) - RJ

RESUMO ...ttt ettt ettt ettt eae e 71
ABSTRACT ...ttt ettt ettt be e 72
1=INTRODUCGAO ...t e et e e et e e s s s eee e eenenaes 73
2- MATERIAIS E METODOS..........comiiriimriiieiinnsesssessssssssssssesssssssssssesssssneees 74
2. 1. Preparo das amMOSITAS .........cccuierierieeiieiieeiieeieereeseeeeeeeeseeseesteesssesnsesnseeseennnes 74
2. 2. Obtengao do material lignoceluldsico livre de extrativos ..........ccccevveeveneennnene 74
2. 3. Obtengdo do material livre de proteina ...........cccceeeveievieerieeiieniecieereeeee e 74
2. 4. Quantificagao da lignina insolivel nas amostras de lenho e folhas ................. 75
2. 5. Analise qualitativa da lignina .........c.ccoeeeeiiiniieiieeeeee e 75
2. 6. DAd0S €StAISTICOS ....everuriiiiiiriieierie ettt 75
3 - RESULTADOS E DISCUSSAO ..o 76
3. 1. Analise qUANTILAtIVA ....ccuvieeiiieeiieeriee e et et eereree et eesreesreneeesraeessnaeessreeannns 76
3. 2. ANAlise QUAITEALIVA ......eieiieiie ettt 76
4 - CONCLUSOES .........ootviiiiiiirieeineeiieeisseis it 78
ANEXO ...ttt ettt ettt n et n e neeneens 83
3-CONCLUSOES GERAIS ..........ccocooioiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 86
4 - SUGESTOES GERALIS........coooiiiiiiiiiiriieinceie e 86



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 - Tendéncias ecologicas e filogenéticas dos elementos de vaso ....................... 5
Figura 2 - Representacdo esquematica do fluxo de carbono através das plantas. ........... 7
Figura 3- Biossintese da [ignina. ............cceeeeeriiiiieciieiiecieeeesee et eseeseeseve e sne e 11
Figura 4 - Precursores majoritarios da lignina. ..........cocceevverieienenieninieneeeseeeeseens 9

Figura 5 - Unidades constituintes segundo suas ocorréncias da lignina em
Gimnospermae e Angiospermae e suas relativas proporcionalidades.......... 10

Figura 6 - Mapa do Rio de Janeiro, evidenciando a Reserva Bioldgica do Tingua. ..... 12

Figura 7 - Representacao da folha de M. schottiana, evidenciando os fragmentos da
lamina foliar (A) € peciolo (B). ..coocveviieiieieeee e 40

Figura 8 - Habito ¢ inflorescéncia de Mollinedia schottiana (Spreng.) Perkins.. ......... 44

Figura 9 - Detalhes das inflorescéncias e flores de M. schottiana. ............................... 45



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Reagentes utilizados e substancias identificadas nos testes histoquimicos:. 18
Tabela 2 - Valores mensurados dos elementos de vasos de M. schottiana.................... 22

Tabela 3 - Parametros ecoldgicos de M. schottiana comparados com as demais espécies

de Mollinedia estudadas. ............ccccoeeveiiiiiiiiiiiiniininineeecseeee e 23
Tabela 4 - Valores mensurados dos fibrotraqueodides de M. schottiana........................ 24
Tabela 5 - Valores mensurados do parénquima axial em M. schottiana....................... 25
Tabela 6 - Valores mensurados do parénquima radial em M. schottiana...................... 25

Tabela 7 - Testes histoquimicos realizados em 3 amostras do lenho de M. schottiana 26

Tabela 8 - Diferengas morfométricas do comprimento e largura das folhas de sombra ¢
de fOlhas de SOL.. ...eoueiiiiieiecie e 43

Tabela 9 - Testes histoquimicos realizados nas folhas de M. schottiana. ..................... 49

Tabela 10 - Diferengas entre tecidos estudados das folhas de M. schottiana (Teste de
WILCOMNSOM).. 1iiiuiiiiiiiiciiee ettt ettt e et re e e tb e e evbeestbeeesebeeeavaeessraeenes 49

Tabela 11 - Diferencas entre os tecidos estudados das folhas de M. schottiana (Teste F
dE SNEACCOT).. .eieeiieiieiieeieeie ettt ettt ettt e e et e e nreesaaessneenseensaens 50



RESUMO

BATALHA. Ana Paula. Anatomia e perfil lignoidico do lenho e da folhas de
Mollinedia schottiana (Spreng.) Perkins. Seropédica: UFRRJ, 2005, 96p.
(Dissertagdo, Mestrado em Ciéncias Ambientais e Florestais).

A associacdo da quimica com os caracteres morfologicos tem possibilitado a
compreensdo da filogenia, ecologia e taxonomia de grupos vegetais. Nesse contexto, o
objetivo do trabalho foi caracterizar a anatomia, teor € a composi¢ao quimica da lignina
do lenho e das folhas de M. schottiana. Trata-se uma espécie arbustivo-arborea,
pertencente a familia Monimiaceae, que possui ampla distribuicao na Floresta Atlantica
e vem sendo utilizada na medicina popular e na fabricagdo de pequenos objetos. Foram
selecionados 5 individuos com diametro > 20cm, ramos retos e cilindricos na Reserva
Biologica do Tingua — RJ (22° 28” e 22° 39’S e 43° 13” e 43° 34 W). Para analise
estrutural e lignoidica do lenho, foram retiradas amostras a 1,30 e 1,35 m de altura do
solo, respectivamente, e coletadas folhas de sombra e sol expandidas. A quantificagdo
da lignina, do lenho e das folhas foi feita pelo método de Klason, e a analise qualitativa
utilizando os reagentes de Maiile ¢ Wisner. A presenca de tilos com gotas lipidicas,
vasos com apéndices e parénquima apotraqueal difuso foram caracteres encontrados no
lenho que auxiliaram na distingdo da espécie. As placas de perfuracdo escalariformes
com muitas barras 20-40, a ocorréncia de pontoagdes escalariformes foram
considerados caracteres basais que corroboram o status primitivo atribuido a familia. O
indice de mesomorfia indicou que os individuos crescem em ambientes onde nao ocorre
déficit hidrico. Nas folhas de M. schottiana foram encontradas as seguintes
caracteristicas taxondmicas: tricomas tectores unicelulares curtos e longos, e
dibraqueados; parénquima colenquimatoso desenvolvido, o arranjo e localizacdo dos
idioblastos com substancias fenolicas e a presenga de grandes cristais. A exposicdo a
uma menor ou maior intensidade luminosa levou a distingdo entre as folhas de sombra e
sol, sendo que a ultima apresentou dimensdes maiores, no estrato subepidérmico, nos
parénquimas palicadico e lacunoso, na freqiiéncia estomatica e no comprimento e
espessura das fibrotraqueoides. Os testes histoquimicos revelaram unidades siringilicas
e guaiacilicas, tanto no lenho quanto nas folhas de M. schottiana. A exposi¢ao das
folhas a diferentes intensidades luminosas ndo afetou o teor de lignina na espécie
estudada. No lenho foi constatada uma proporcdo elevada dessas unidades indicando, o
habito lenhoso.

Palavras chaves: anatomia do lenho, folhas de sombra e sol, lignina.



ABSTRACT

BATALHA. Ana Paula. Mollinedia Schottiana (Spreng.) Perkins (Monimiaceae) -
anatomy and profile of the lignin in the wood and in the leaves from Tingua
Biological Reserve. Seropédica: UFRRJ, 2005, 96p. (Dissertation, Master’s
degree in Environmental and Forest Sciences).

The association between chemical and morphological characteristics has allowed the
understanding of plant taxonomic, phylogenetic and ecological aspects. This study
aimed to characterize wood and leaf anatomy of Mollinedia schottiana, as well as to
determine lignin content and chemical composition. M. schottiana is a shrubby-tree
species, belonging to the Monimiaceae family, widely distributed over the Atlantic Rain
Forest. Five trees with a DBH (diameter at breast height) > 20cm were selected, in a
lowland forest at the Tingua Biological Reserve (22°28” e 22°39* S e 43°13° e 43°34°
W), in Rio de Janeiro State. Wood samples were collected 1.30m and 1.35m from the
soil, respectively for structure and lignin analysis. Sun and shade expanded leaves were
also collected. Quantitative analysis of wood and leaf lignin was performed by the
Klason method, and qualitative analysis by using Maiile and Wisner reagents. The
presence of tyloses with lipidic compounds, vessels with appendices and a diffuse
apotracheal parenchyma in the wood supported the species characterization. The
occurrence of scalariform perforation plates with 20-40 bars, scalariform pitting, and
fibre-tracheids indicate the primitive status of M. schottiana. The Mesomorphysm index
suggests that this species grows on sites with no water deficit. M. schottiana leaves
presented the following taxonomic characteristics: both short and long two-branched
unicellular trichomes; a developed collenchymatous parenchyma; the arrangement and
location of idioblasts with phenolic compound and large crystals. Sun leaves, exposed to
higher light intensity, showed higher values for hypodermis layer; palisade parenchyma
and spongy parenchyma; length and thickness of fiber-tracheids and stomata density.
Histochemical tests revealed syringyl and guaiacyl units both in leaves and wood of M.
schottiana. There was no difference in lignin content between sun and shade leaves. The
high guaiacyl and syringyl contents support the species is rather woody.

Key- woords: anatomy, wood, shade and sun leaves and lignin



1 - INTRODUCAO GERAL

A familia Mominiaceae esta bem representada nas regides tropicais,
especialmente nas florestas da costa atlantica e da Amazonia (METCALFE & CHALK,
1950; BARROSO et al., 1978; BARROSO et al., 2001; WANDERLEY et al., 2002).
As espécies do género Mollinedia tém sido alvo de programas que incluem conservagao
e recuperagdo de areas degradadas (BARROS et al., 1997 a; BARROS et al., 2001).
Atualmente, foram realizados estudos fitoquimicos e levantamento farmacologico em
algumas espécies de Siparuna e Mollinedia (LEITAO et al., 1999; CLAROS et al.,
2000; MOREIRA & LEITAO, 2001), porém, Mollinedia schottiana (Spreng.) Perkins,
carece de informacdes sobre a anatomia do lenho ¢ da folha.

As unidades de conservagdo tornam-se locais de grande importincia para a
condugdo de projetos “in situ” e “ex situ”, pois garantem a possibilidade do
acompanhamento dos ciclos de vida das espécies, da coleta de material botanico e
acesso a fonte segura de germoplasma. A Reserva Bioldgica do Tingua abrange uma
vasta area, que se insere no estado do Rio de Janeiro, sendo uma das unidades de
conservagao mais bem preservada do estado (DIAS et al., 1992).

A anatomia vegetal tem sido usada na compreensao e consolidacdo de questdes
taxondmicas, filogenéticas e ecologicas (METCALFE & CHALK, 1985). Os fatores
ambientais, por sua vez, especialmente a luz, podem ter efeitos no desenvolvimento, do
tamanho, da espessura e da estrutura das folhas. Assim podemos denominar folhas de
sombra e sol.

Um sistema enzimatico complexo intermedia, a biossintese de precursores, cuja
atividade pode variar em condi¢des abidticas (LEWIS & SARKANEN, 1996). A
fenilalanina amonia-liase, enzima chave na rota biossintetica da lignina, pode ser
alterada principalmente pelo fator luz.

A dissertagdo estd estruturada em trés capitulos, objetivando caracterizar a
anatomia e o perfil lignoidico do lenho e das folhas de sombra e sol de M. schottiana, e
identificar as possiveis variagdes anatomicas e quimicas nas folhas quanto ao fator luz.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2. 1. Familia Monimiaceae

A familia Monimiaceae possui cerca de 30 géneros e 400 espécies, distribuidas
nas regides tropicais e subtropicais, especialmente no Hemisfério Sul, em dareas
predominantemente imidas e com influéncia oceénica, sendo centros de dispersdo, o
sudeste do Brasil e o Arquipélago Malaio (PERKINS & GILG, 1901; METCALFE &
CHALK, 1950; BARROSO et al, 1978, CRONQUIST, 1981; GENTRY, 1993;
WANDERLEY et al., 2002). Nos estudos quimicos e farmacoldgicos realizados em
espécies dessa familia foram identificados alcal6ides, flavonoides e grande quantidade
de 6leos volateis aromaticos (GARRAT, 1934; PEIXOTO, 1987; LEITAO et al., 1999;
CLAROS et al. 2000). Algumas espécies sao usadas como alimento para avifauna, na
medicina popular contra males do estdmago e outros, contribuem na arborizagdo e no
reflorestamento (SANTOS & PEIXOTO, 2001).

Segundo DALHGREN (1980) a familia Mominiaceaec estd inserida na
superordem Magnoliiflorae, na ordem Laurales. Essa superordem reune 27 familias
consideradas primitivas por apresentarem numerosos 6rgaos dispostos em espiral. Ja a
ordem Laurales engloba 7 familias, dentre elas Monimiaceae, Lauraceae ¢
Hernandiaceae, com representantes no Brasil.

THORNE (1974) subdividiu as Monimiaceac em cinco subfamilias:
Atherospermoideae, Hortonioideae, Mollinedioideaec, Monimioideae e Siparunoideae.
Posteriormente, CRONQUIST (1981) dividiu a mesma, em 4 subfamilias, excluindo
Mollinedioideae.

As Monimiaceae sdo arvores ou arbustos geralmente ramificados, com a casca
acinzentada muitas vezes aromaticas, com folhas simples e opostas, que apresentam
polimorfismos acentuado. As inflorescéncias sdo axilares, cimosas, em dicasios simples
ou compostos. As flores sdo pequenas e unissexuais. Na historia evolutiva a morfologia
floral dessa familia ¢ expressa geralmente em termos de redugdo, por exemplo, no
numero de lobos do receptaculo e no numero de estames distribuidos em séries e ainda,
em reestruturacdo como no fechamento do receptaculo das flores femininas e na
transicdo de carpelos livres para um gineceu sincarpio e infero (CORNER, 1976;
PEIXOTO & PEREIRA-MOURA, 1996; SANTOS & PEIXOTO, 2001; BARROSO et
al., 2001).

A subfamilia Monimioideae possui 26 géneros, com representantes nas regides
Paleotropical e Neotropical. No Brasil ocorrem quatro géneros, Hennecartia J. Poiss.
Macrotorus Perkins, Macropeplus Perkins e Mollinedia (Ruiz & Pav), distribuidos pelo
Sudeste, Centro Oeste ¢ Nordeste (PEIXOTO & PEREIRA-MOURA, 1996; SANTOS
& PEIXOTO, 2001; BARROSO et al., 2001).

Mollinedia é o segundo maior género da familia, com cerca de 84 espécies, que
distribuem-se no Sudeste brasileiro (PEIXOTO, 1979; BARROSO et al, 2001;
WANDERLEY et al., 2002). E um género de dificil caracterizagdo taxondmica, sendo
separado de Macropeplus e Macrotorus pelo tamanho do receptaculo das flores
femininas e o pelo tamanho dos frutos (SANTOS & PEIXOTO, 2001).

Mollinedia schottiana (Spreng.) Perkins ¢ uma espécie com ocorréncia descrita
para Floresta Atlantica, Floresta Mesofita Semidecidua e Floresta Sub-xerofita. Ocorre
em estrutura de mata primdria como em matas secunddrias ou capdes florestados, em
diferentes estadios de regeneracdo (WANDERLEY et al., 2002).



2. 2. Anatomia do lenho e das folhas e suas interrelacdes com parametros
taxonoémicos, filogenéticos e ecologicos

A anatomia da madeira vem sendo utilizada como importante instrumento na
solug@o de questdes taxondmicas (SOFFIATTI & ANGYALOSSY-ALFONSO, 1999).
Em investigacdes sistematicas alguns autores reconheceram o papel decisivo das
caracteristicas anatomicas do lenho na identificacdo e separacdo de espécies (RECORD
& HESS, 1942; METCALFE & CHALK, 1950; METCALFE & CHALK, 1985;
CARLQUIST, 1988; MATTOS-FILHO, 1990).

METCALFE & CHALK (1987) afirmaram que o estudo das estruturas
anatomicas dos vegetais permite o conhecimento das relagdes entre familias botanicas e
auxilia no conhecimento de afinidades entre espécies ou grupos infra-especificos.
HOHN (1999) estudou espécies de leguminosas no oeste da Africa e conseguiu, através
dos dados anatomicos, caracterizar a familia e delimitar as subfamilias, principalmente
Papilionoideae, e alguns géneros, porém foi dificil a identificacdo ao nivel de espécie.
CALLADO & COSTA (1997) separaram trés espécies de Beilschmiedia Ness. da
familia Lauraceae, através das caracteristicas anatdmicas, como a presenca e os tipos de
inclusdes inorganicas e células secretoras.

Os caracteres anatdomicos do lenho foram considerados ferramentas confidveis
para a identificacdo de taxons, por serem considerados pouco influenciaveis pelo
ambiente (PINHEIRO 1999). Porém, ¢ necessario reunir os dados anatdomicos aqueles
oriundos do material registrado em herbario e que tenha sido identificado por
especialista do grupo (ARAUJO & MATTOS-FILHO, 1980; METCALFE & CHALK,
1983).

A formacao de um banco de dados auxilia nas descri¢des das estruturas da
madeira (BRAZIER et al., 1961). Alguns anatomistas, com o objetivo de aprimorar os
métodos de identificagdo da madeira e otimizar o tempo utilizado para tal, elaboraram e
aperfeicoaram chaves dicotdmicas, com énfase em espécies comercializadas e espécies
de dificil separacdo anatomica (MAINIERI, 1983; MUNIZ & MARCHIORI, 1998;
NISGOSKI et al., 1998; MARCON & COSTA, 2000; OLIVEIRA et al., 2001).

O estudo da anatomia do lenho também pode ser usado na compreensdo das
relagdes filogenéticas entre distintos grupos vegetais (METCLFE & CHALK, 1983;
PINHEIRO, 1999; DICKISON, 2000). As principais estruturas consideradas sdo os
traquedides, o padrao de distribui¢ao de elementos de vasos, os tipos de pontoagdes, as
fibras, a estrutura dos raios e os tipos de substancias ergasticas.

A variagdo do comprimento dos elementos traqueais marcou o inicio dos estudos
filogenéticos do lenho (DICKISON, 2000). A especializagdo dos elementos traqueais
ocorreu em duas linhas com separagdo das fungdes (BAILEY, 1953). Uma em direcao
ao elemento de vaso com a condugdo e outra em dire¢do as fibras, com a sustentacdo
(ESAU, 1976; CUTTER, 1986).

Na seqiiéncia evolutiva, os elementos de vaso de forma longa e estreita, com
placas de perfuragdes escalariformes foram se encurtando, alargando e suas paredes
terminais obliquas passaram a transversais, com placas de perfuragdes simples. As
fibras surgiram a partir de mudangas evolutivas ocorridas numa seqiiéncia: traquedides
fibrotraqueoides, chegando a diferenciacdo das fibras libriformes (ESAU, 1976). Esse
avango filogenético se tornou unidirecional e irreversivel (METCALFE & CHALK,
1985; ESAU, 1976; DICKISON, 2000).

Os raios apresentam uma relagdo direta com as placas de perfuragdo dos
elementos de vaso. KRIBS (apud DICKISON, 2000) constatou que os elementos de



vasos que possuiam muitas barras apresentavam raios totalmente heterogéneos e os que
tinham placas de perfuracao simples, possuiam 79% de raios homogéneos.

A busca por relagcdes entre a anatomia vegetal e os fatores ambientais ndo ¢
recente (CARLQUIST, 1965; 1966, 1977, 1978, 1982, BASS, 1973; BAAS &
CARLQUIST, 1985; PRIOR & GASSON, 1990; ALVES DE PINHO et al., 1992;
VIEIRA, 1994). E conhecido que o estresse ambiental exerce influéncia seletiva no
desenvolvimento das plantas (DICKISON, 2000). O problema basico ¢ conseguir
distinguir, com seguranga, se as altera¢cdes anatdmicas sdo induzidas pelo ambiente ou
sdo controladas geneticamente (VESTAL, 1940; METCALFE & CHALK, 1985).

Diversos estudos foram feitos com o objetivo de avaliar a relacdo entre a
estrutura anatoémica e os diversos fatores ambientais. No caso especifico da madeira, foi
a partir da década de 70 que os trabalhos se tornaram mais abundantes (QUADROS,
2000).

Algumas investigagdes com enfoque ecoldgico merecem destaques: BARAJAS-
MORALES (1985) analisaram a estrutura anatomica do lenho de 54 espécies arboreas
da floresta tropical umida e floresta tropical decidua no México e encontraram
diferencas entre a coloracdo da madeira, quantidade de cristais e resinas, € nas
caracteristicas quantitativas dos elementos de vasos, essas diferencas foram relacionadas
a umidade encontrada nas florestas. LINDORF (1994) estudou o lenho de 19 espécies
de floresta tropical seca e encontrou condigdes predominantes para xeromorfia
estabelecida pelas caracteristicas quantitativas do lenho. SEGALA-ALVES &
ANGYALOSSY-ALFONSO (2000), tracaram tendéncias ecologicas relacionadas ao
clima, temperatura, umidade, altitude ¢ o tipo de vegetacdo associando aos anéis de
crescimento e elementos de vaso em 491 espécies arboreas pertencentes as cinco regioes
geograficas do territorio brasileiro.

Alguns autores observaram a ocorréncia de reducdo dos elementos de vasos e
um aumento de sua freqiiéncia de acordo com o aumento da latitude e altitude (GRAFF
& BAAS 1974; OVER et al., 1981; WILKINS & PAPASSOTIRIOU 1989; NOSHIRO
& BASS 2000; DICKISON, 2000). Essas observacdes foram sumarizadas por
WHEELER & BAAS (1991) e adaptadas por DICKSON (2000), e podem ser vistas na
Figura 1.

CARLQUIST (1977) citou a necessidade de se estudar a planta como um todo.
Assim também WERKER & FAHN (1983) corroboraram a necessidade de se integrar o
conhecimento da anatomia do lenho com demais 6rgdos da planta, especialmente folhas
e raizes. LINDORF (1997) analisando o lenho e as folhas de Sessia corymbiflora,
observou que esses o0rgdos estdo adaptados aos ambientes estudados. Ja em Clusia
criuva realizou um estudo, associando a anatomia do lenho e das raizes, e a autora
encontrou resultados quantitativos similares entre essas estruturas (QUADROS, 2000).
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Figura 1 - Tendéncias ecoldgicas e filogenéticas dos elementos de vaso ( adaptado por
DICKSON, 2000).

O crescimento e a organizacdo da lamina foliar s@o altamente influenciados por
fatores ambientais como temperatura, intensidade luminosa e a disponibilidade de agua
(ESAU, 1977; METCALFE & CHALK, 1985).

A luz solar diminui exponencialmente a medida que atravessa o dossel
multiestratificado de um ecossistema florestal. O arranjo das folhas e ramos, a
densidade foliar, e o angulo de posicdo das folhas, constituem barreiras, atenuando e/ou
filtrando a radiagdo, fortalecendo modificacdes nos vegetais (MARTINEZ-RAMOS,
1985; HOPKINS, 1995). A variagdo da luminosidade em diferentes ambientes ¢
resultante da geometria da luz, das condigdes do tempo e da hora do dia. Em funcéo
dessa intensidade luminosa sdo caracterizados alguns habitats de luz, tais como:
florestas com grandes clareiras, pequenas clareiras e florestas sombreadas (ENDLER,
1993). As folhas possuem mecanismos sofisticados que detectam essas variagdes, 0 que
reflete em seu proprio crescimento, ¢ fun¢do, bem como no desenvolvimento total da
planta (VOLKENBURGH, 1999).

Durante o desenvolvimento, a estrutura da folha difere de acordo com a
intensidade luminosa e com a qualidade de luz recebida, sendo assim, denominadas
folhas de sombra ou folhas de sol (CORMACK & GORHAM, 1953; ESAU, 1977,
DICKISON, 2000; MENEZES et al., 2003). As folhas de sol sdo normalmente menores
em tamanho, mais espessas, com uma coloracdo mais clara; apresentam o mesofilo
fortemente diferenciado, alta densidade estomatica, e uma maior quantidade de
venacdes (ESAU, 1976; RAVEN et al., 1992; TAIZ & ZEIGER, 2004).

GOULET & BELLEFLEU (1986) afirmaram que os efeitos de luz influenciam
na plasticidade foliar, alterando a espessura, area e outras caracteristicas desse Orgao.
ROCAS et al. (1996) estudaram as folhas de Alchornea triplinervia Spreng. Muell. Arg.
(Euphorbiaceae) crescidas sob diferentes regimes de luz e umidade, e constataram que a
luz afetou a espessura da lamina foliar € o nimero de camadas dos parénquimas
palicadico e lacunoso.

VASCONCELOS et al, (1998) estudando Physalis angulata L. encontrou que
alguns caracteres sdo plasticos e variam em fungdo da intensidade luminosa. ESPIRITO
SANTO & PUGIALLI (1998) estudaram a anatomia foliar de Stromanthe thalia (Vell.)



J.M.A. Braga (Marantaceae) e observaram uma maior diferenciacdo das fibras nas
folhas de sol. GOMES et al., (2000) encontraram nas folhas de quatro espécies de
Bathysa, a area foliar relativamente grande, paredes anticlinais das células epidérmicas
sinuosas com cuticula delgada, parénquima pali¢adico voltado apenas para a face
adaxial da lamina e amplos espacos celulares no mesofilo. Essas caracteristicas foram
associadas a ambientes imidos e sombreado, tipico de plantas do interior da mata.

Alguns autores conceituaram plasticidade fenotipica como sendo a capacidade
que um determinado genétipo tem de expressar diferentes fenotipos em diversos
ambientes (BRADSHADW’S 1965; SCHLICHTING, 1986; SCHEINER, 1993).
Recentemente, a plasticidade fenotipica vem sendo reconhecida como uma forma de
justificar a grande diversidade fenotipica, através da qual podemos entender como os
organismos se desenvolvem, funcionam e se relacionam com o ambiente. Com isso, 0s
individuos podem ocupar diversos ambientes, aumentado sua amplitude ecoldgica
(SULTAN, 2000).

A plasticidade morfolégica pode revelar adaptacdes proprias da planta ao
ambiente, ajustando-se funcionalmente a situacdo de estresse. Em alguns casos, as
respostas plasticas podem ser puramente fisioloégicas ou estruturais. (THOMPSON,
1991; DICKISON, 2000; SULTAN, 2000).

SMITH (1978) afirmou que Encella farinosa possui resposta plastica quando
associada a alta ou baixa radiagdo luminosa e a disponibilidade hidrica do solo. FISHER
(1986) estudou espécies de Guarea crescidas na floresta tropical em diferentes regimes
de luminosidade, e encontrou diferengas nas folhas e nos ramos. O autor afirmou que
essas caracteristicas sdo plasticas e que através delas seria possivel a caracterizagdo da
espécie.

A plasticidade fenotipica pode favorecer a aclimatacdo dos vegetais a diversos
ambientes, conferindo estabilidade, sobrevivéncia e reproducdo. Contudo essa
plasticidade devera ser avaliada e/ou determinada combinando estudos morfolégicos,
anatomicos, fisiologicos e quimicos (GOTTILEB, 1992; GOTTILEB et al., 1996;
SCARANO et al., 2002).

2. 3. Quimica lignoidica e suas interrelacdes com parametros ecologicos

O metabolismo basico e intermediario, em conjunto designado de
micromolecular primario, das plantas combina a fotossintese com a respiragdo,
formando um sistema integrado que leva a dois grandes grupos de metabdlitos: o
macromolecular primario e o macromolecular especial, conforme apresentado na Figura
2 (GOTTILEB, 1992; GOTTILEB et al., 1996). As macromoléculas primarias
compreendem entre outras as proteinas, os lipidios, os carboidratos e os dacidos
nucléicos, que sdo comuns em todo o reino vegetal, enquanto que as macromoléculas
especiais apresentam uma distribuicdo restrita, sendo muitas vezes especificas a uma
espécie vegetal (GOTTILEB et al., 1996; TAIZ & ZEIGER, 2004).

Os metabolitos especiais sdo classificados de acordo com seu padrio
biossintético, como por exemplo, substincias de biossintese simples (terpenoides) e de
biossintese mista (flavonoides). Esses metabolitos possibilitam a adaptagdo das plantas
ao seu ambiente ou favorecem a interagdo das plantas com o ambiente (GOTTILEB,
1996; HARBORNE, 1999; BOURGAUD et al., 2001; KLIEBENSTEIN, 2004).
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Figura 2 - Representacdo esquemadtica do fluxo de carbono através das plantas.
Principais tipos de reagdo: (r) = redugdo; (c) = condensag¢do; (d) = desidratacdo e (0) =
oxidagdo (GOTTILEB, 1996).

As radiacdes eletromagnéticas promoveram a ativacdo da fenilalanina amoénia-
liase. Segundo ABREU (1994) fatores externos e internos podem interferir nas
atividades enzimaticas que promovem a formacao da fenilalanina durante o processo de
lignificagdo, como por exemplo, o fator luz. A fenilalanina aménia-liase é uma enzima
chave para a sintese dos fenilpropanoides (Figura 3), que catalisa a desaminacdo da
fenilalanina para produzir o acido cindmico e muitos derivados (POLITYCRA, 1999).

Durante milhdes de anos as plantas desenvolveram um mecanismo de protegdo
contra o efeito toxico do oxigénio atmosférico em niveis elevados de concentracdo
(ABREU, 2001). A oposi¢ao a gravidade levou a formacao de elementos estruturais que
necessitam de rigidez, sendo entdo necessarios novos caminhos que levassem a
polimeros rigidos em plantas terrestres. Com a redu¢do do 4cido cindmico em alguns
grupos de vegetais, como pteridofitas, gimnospermas e angiospermas, houve a producao
de ligninas e taninos. A quimica do chiquimato (lignosa) foi acrescida a rota do acetato
(GOTTLIEB, et al., 1996; GOTTLIEB & SALATINO, 1987; GOTTLIEB, et al., 1998;
GOTTLIEB & BORIN, 1999).
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Durante milhdes de anos as plantas desenvolveram um mecanismo de protecdo
contra o efeito toxico do oxigénio atmosférico em niveis elevados de concentragdo
(ABREU, 2000). A oposi¢ao a gravidade levou a formacao de elementos estruturais que
necessitam de rigidez, sendo entdo necessarios novos caminhos que levassem a polimeros
rigidos em plantas terrestres. Com a redug¢do do &cido cindmico em alguns grupos de
vegetais, como pteridofitas, gimnospermas e angiospermas, houve a producao de ligninas e
taninos. A quimica do chiquimato (lignosa) foi acrescida a rota do acetato (GOTTLIEB, et
al, 1996; GOTTLIEB & SALATINO, 1987; GOTTLIEB, et al., 1998; GOTTLIEB &
BORIN, 1999).

As dicotiledoneas de status evolutivo intermedidrio utilizam outro caminho mais
curto da rota do chiquimato que conduz a sintese de ligninas, lignanas, flavonoéides,
alcaldides e taninos. O abandono substancial da via do chiquimato levou a utilizagao da via
do acetato, com a producdo de metabdlitos mais comuns as ordens evoluidas (GOTTLIEB,
et al., 1996; GOTTLIEB, 1987, GOTTLIEB & SALATINO, 1987, GOTTLIEB, et al.,
1998; GOTTLIEB & BORIN 1999).

A lignina ¢ um dos biopolimeros terrestre mais abundante e ocorre em
aproximadamente 30% das substancias organicas da biosfera (BOERJAN et al., 2003).
Quimicamente, essa macromolécula altamente complexa pode ser formada principalmente
por trés mondmeros diferentes que derivam do acido p-hidroxicinamico (Figura 4).
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Figura 4 - Precursores majoritarios da lignina (ABREU et al., 1999).

Nas plantas essa substancia se deposita na lamela média, parede primdaria e parede
secundaria dos elementos do xilema que promovem transporte, sustentagdo e reserva
(ESAU, 1977; CUTTER, 1986; FUKUDA, 1996).

Além de proporcionar as fungdes ja citadas, a lignina desempenha papel de
prote¢do. Sua resisténcia fisica coibe o seu consumo pelos herbivoros, como também
protege contra intempéries ambientais como fogo ou geada. Sua estabilidade quimica torna-
a relativamente indigerivel pelos animais, atuando contra agentes bidticos como fungos e
bactérias. A lignificagdao bloqueia o crescimento de patdgenos e ¢ uma reposta freqliente a
infeccdo ou lesdo (DAVIN & LEWIS, 1992; TAIZ & ZEIGER, 2004).



As unidades moleculares das ligninas diferem entre si pelo grau de metilagao
presente. A lignina do tipo H ou p-cumarilica ¢ derivada do alcool p-cumarico, a lignina
tipo G ou guaiacilica ¢ derivada do alcool coniferilico e a lignina tipo S ou siringilica ¢
derivada do alcool sinapilico (ROGERS & CAMPBEL, 2004).

A composicao da lignina varia de acordo com a espécie, o tipo celular, o estagio de
desenvolvimento do tecido (FUKUSHINA, 2001). Nas gimnospermas podemos encontrar
principalmente unidades monoméricas do tipo G sobre as unidades do tipo H, enquanto nas
angiospermas encontramos unidades do tipo G e S e baixa concentragdo de lignina tipo H.
(ALDER, 1977; DIXON, 2001). Essa ocorréncia estrutural pode ser mostrada na Figura 5.

Nas angiospermas os trés tipos de monoligndis sdo incorporados nos diferentes
estagios de desenvolvimento da parede celular. A lignificacdo se inicia na lamela média e
na camada S1, sendo depositada até originar as camadas S2 e S3, em dire¢do ao lume
celular. Essa formagdo ocorre em duas etapas: a oxidagdo horizontal caracteriza-se pela
biossintese dos monoligndis dentro do citoplasma da célula, mediado totalmente por
enzimas e a oxidacdo vertical que se caracteriza pela polimerizacdo desidrogenativa na
parede celular, sendo mediada parcialmente por enzimas (BOUDET et al., 1995; ABREU
etal, 2001).

A parede celular apresenta diferencas na sua organizagado e distribuicao nos diversos
tipos celulares, resultantes das diferentes proporcionalidades das unidades monoméricas
(FERGUS & GORING, 1970; TOLLIER et al., 1986).

Gymnospermae Angiospermae

dicotyledoneae

G>ou=S

G>H

Angiospermeae

Monocotyledoneae

HO G=H=S

Figura 5 - Unidades constituintes segundo suas ocorréncias da lignina em Gimnospermae e
Angiospermae e suas relativas proporcionalidades (ABREU et al., 1999).
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Os monomeros sao sintetizados no citoplasma, no complexo de Golgi e no reticulo
endoplasmatico, e sdo liberados para a parede celular por intermédio de vesiculas. O
processo de polimerizacdo, provavelmente, comeca em regides chamadas de sitios de
inicializa¢do, localizados em d4reas especificas da parede celular. Esses sitios sdo
construidos durante a formagao da parede na diferenciacao do xilema. Os monolignois sao
liberados na parede e difundem-se para os sitios de inicializagdo. A polimeriza¢do na
parede ocorre através da acdo da peroxidases (POX) e outras oxidases sob esses
monomeros (YER & VANER, 1991; LAUVERGEAT et al, 1995; DONALDSON, 2001;
ROGERS & CAMPBEL, 2004).

A lignina ¢ depositada sobre a da matriz de carboidratos formando interacdes
quimicas e fisicas, agindo como uma substidncia cimentante da parede celular
(DONALDSON, 2001). Os estagios de diferenciagao das células do xilema sdo organizados
em camadas estruturais, depois da completa lignificacdo ocorre a morte celular (PANSHIN
& ZEEUW, apud FUNADA et al., 2001).

A medida que ocorre a maturagdo do caule os niveis de ligninas aumentam e
acontecem mudangas em sua composicdo (JUNG et al., 1997). A quantidade de lignina
varia em diferentes camadas da parede celular, apesar da alta concentragdo na lamela média
(FERGUS & GORING, 1970; TERASHISMA, 1998; DOWNES et al. 1991).

KULLOLA et al. (2003) observaram imagens, em microscopia de confocal, que
diferenciaram o xilema de bétula (Betula pendula). Foram encontradas altas concentragdes
de unidades guaiacilicas nas paredes dos vasos e unidades siringilicas nas fibras.

Virios trabalhos tém sido feitos para explicar a estrutura da lignina e a sua
distribuicdo na parede celular, pois existe uma grande dificuldade em se apurar com
precisdo a estrutura e a formacgdo da protolignina. Além disso, as informag¢des podem ser
perdidas durante o isolamento, pelos métodos usados, que muitas vezes sdo degradativos
(YER & VANER, 1991; DIXON, 2001; FUKUSHINA, 2001).

O impacto da lignina na qualidade da madeira visando a fabricacdo da polpa
celuldsica e fabricacdo de papel, gerou um grande interesse na engenharia genética em
manipular a sua biossintese. Essas alteragdes em plantas resultaram num teor menor de
lignina ou modificagdes em sua composicio (BOUDENT er al, 1995; VAN
DOORSSELARE, 1995; HU, 1999). Estudos realizados com FEucalyptus grandis e
Eucalyptus urophylla promoveram, através de aplicagdes exdgenas de reguladores de
crescimento, alteragdes no teor de lignina (PEREIRA, 2005). Estudos em tabaco
transgénico mostraram uma redug¢do no teor de lignina em 30% (KAWAOKA &
EBUINUMA, 1999).
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3 - AREA DE ESTUDO

As coletas foram realizadas na floresta aluvial da Reserva Bioldgica do Tingua
(RELATORIO JBRIJ, 2003), localizada nas proximidades da baixada do Cantagalo e de
Boa Esperanca.

A Reserva Biologica do Tingua esté localizada no Estado do Rio de Janeiro (22° 28’
e 22°39° S e 43° 13° ¢ 43° 34> W), entre o norte da baixada fluminense e a regido serrana
(Figura 6). Distante 70 Km da cidade do Rio de Janeiro, a Reserva se insere nos municipios
de Petropolis, Miguel Pereira, Vassouras, Nova Iguacu e Duque de Caxias com a sua maior
por¢do nos dois tltimos municipios, totalizando uma area de 26000 ha (IBAMA, 1989).

O solo da érea estudada ¢ do tipo cambissolo, latossolo vermelho-escuro distrofico e
podzolico vermelho amarelo-distréfico. O clima é quente e imido de 1 a 2 meses secos,
com pluviosidade média de 2000 a 2250 mm anuais. A vegetagdo da Reserva Biologica do
Tingua ¢ do tipo Ombroéfila Densa e o relevo € acidentado, apresentando escarpas sulcadas,
em alguns trechos. (IBAMA, 1989).

pra:ie

"

Figura 6 - Mapa do Rio de Janeiro, evidenciando a Reserva Biologica do Tingua (IBAMA,
1989).
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CAPITULO 1

Anatomia do lenho de Mollinedia schottiana (Spreng.) Perkins

(Monimiaceae) na Reserva Bioldgica do Tingua - RJ
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RESUMO

Mollinedia schottiana ocorre na Floresta Atlantica, seu porte varia de 3 a 10m de altura e
sua madeira por ser flexivel serve para a producdo de barris, aro de peneiras e lenha. No
presente trabalho foi realizada a caracterizagdo anatomica do lenho de M. schottiana, com
uma abordagem taxonomica, filogenética e ecoldgica. Foram selecionados 5 individuos na
1,30 m de altura do solo, com didmetro > a 20cm, na Floresta Aluvial da Reserva Bioldgica
do Tingua — RJ. Foram realizados testes histoquimicos para identificacdo dos metabdlitos
especiais. Os dois pardmetros ecoldgicos analisados foram o indice de mesomorfia e o de
vulnerabilidade. O indice de mesomorfia indicou que a espécie se desenvolve em ambiente
com disponibilidade hidrica. Mollinedia schottiana apresentou caracteristicas comuns a
familia como: elementos de vasos com porosidade difusa, solitdrios ou multiplos de 2-5
elementos, placas de perfuracdes escalariformes; pontoacdes intervasculares areoladas
escalariformes; fibrotraqueoides septados; parénquima axial escasso; raios multisseriados e
cristais prismaticos. As placas de perfura¢do escalariformes com muitas barras de 20-40 e a
presenga de fibrotraqueodides, serviram como indicadores do status primitivo da espécie
estudada.

Palavras chaves: Mominiaceae, Mollinedia schottiana, anatomia da madeira.
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ABSTRACT

Mollinedia schottiana is a woody plant species ranging from 3 to 10m high, widely
distributed over the Atlantic Rain Forest. The flexible wood is used to manufacture casks
and screen belts, and for firewood. This study aimed the wood anatomical characterization
of Mollinedia schottiana, focusing on taxonomic, phylogenetic and ecological aspects.
Wood samples were collected from five individuals with a DBH (diameter at breast height;
1.30m from the soil) > 20cm, in a lowland forest at the Tingua Biological Reserve, in Rio de
Janeiro State. Histochemical tests were performed to identify special metabolites.
Mesomorphysm and vulnerability indices were calculated, and used as ecological
parameters. The Mesomorphysm index suggests that this species grows on sites with no
water deficit. Mollinedia schottiana presents some features common to the Monimiaceae
family, as following: vessels with diffuse-porous, either solitary or radial multiples 2-5, and
scalariform perforation plates; scalariform intervessel pits; septate fibre-tracheids; axial
parenchyma rare; multisseriate rays; and the presence of prismatic crystals. The occurrence
of scalariform perforation plates with 20-40 bars, scalariform pitting, and fibre-tracheids
indicate the primitive status of M. schottiana.

Key- words: Monimiaceae, Mollinedia schottiana, wood anatomy.
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1-INTRODUCAO

Mollinedia schottiana (Spreng.) Perkins ¢ uma espécie de floresta umida ou sub-
xerofita e integrante do sub-bosque com um porte que varia entre 3 a 10m de altura. A
madeira por ser flexivel pode ser usada na fabricacdo de pequenos objetos como barris, aro
de peneiras e como lenha, além dos frutos serem usados, como alimento para a ave-fauna
(PEIXOTO & PEREIRA-MOURA, 1996; BARROSO et al, 2001; SANTOS & PEIXOTO,
2001; WANDERLEY et al., 2002).

Os estudos anatomicos possibilitam a melhor compreensdo dos distintos grupos de
vegetais, podendo ser util na separagao de familias, géneros e até espécies (METCALFE &
CHALK, 1985; DICKISON, 2000). Em estudos filogenéticos a anatomia da madeira tem se
mostrado importante na reconstrugao da histéria evolutiva de alguns grupos ou organismos,
através da evolucdo de caracteristicas dos elementos estruturais e sua relagdo com o
desenvolvimento do vegetal (DICKISON, 2000).

A correlagdo entre a estrutura anatdmica do lenho e os pardmetros climaticos tém
sido amplamente discutidas na literatura, com maior énfase em espécies de vegetagdes
mesofitas e xerofitas (CALLADO et al., 1997; BARROS et al., 1997, BARROS et al.,
2001; SEGALA-ALVES & ANGYALOSSY-ALFONSO 2000). A disponibilidade hidrica e
a temperatura sdo os parametros climaticos que mais exercem influéncia sobre a estrutura do
xilema secundario principalmente no que se refere as dimensdes dos elementos celulares.
(BAAS & CARLQUIST 1985, BARAJAS-MORALES 1985, SEGALA-ALVES &
ANGYALOSSY-ALFONSO 2000).

Estudos anteriores realizados em algumas espécies de Mollinedia (LIMA &
GUEDES-BRUNI, 1994; CALLADO et al., 1997; BARROS et al, 2001) e a relativa
escassez de trabalhos em florestas tropicais serviu de estimulo para dar inicio a uma linha de
pesquisa. Por isso o objetivo do trabalho foi caracterizar a estrutura anatémica do lenho de
M. schottiana ocorrente na Reserva Bioldgica do Tingud, através da andlise dos aspectos
taxondmicos, filogenéticos e ecoldgicos.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2. 1. Coleta e preparo das amostras da madeira

Para as coletas, foram selecionados 5 individuos com um DAP > 20 ¢cm, com ramos
retos e cilindricos, onde foram retirados fragmentos por meio da sonda de Pressler que
continham casca, alburno e cerne.

Posteriormente, os fragmentos de madeira foram processados no Laboratorio de
Botanica Estrutural, no Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro (JBRJ) e
no Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRJ), onde foram confeccionados os corpos de prova.

Os corpos de prova passaram por um processo de amolecimento, sendo fervidos em
autoclave a pressdo de 1,5 atmosfera. Apds o amolecimento, foram seccionados em um
micrétomo de deslizamento segundo os planos, transversal, longitudinal radial e longitudinal
tangencial na espessura entre 18 — 25 um.

Para a confec¢do das laminas permanentes, as seg¢des obtidas foram clarificadas,
desidratadas e submetidas a coloracdo com safrablau (JOHANSEN, 1940; SASS, 1958;
BUKATSCH, 1972; BURGER & RICHTER, 1991).

Todos os materiais foram integrados ao acervo da Xiloteca do JBRJ (RBW) e
registrados sob os numeros 8493, 8494, 8495, 8496 e 8497/ Lam. 2191, 2192, 2193, 2194,
2195, 2196, respectivamente.

Foram montadas 1dminas semipermanentes em glicerina 50% (KRAUS & ARDUIN,
1997, STRASSBURGER, 1924) do material dissociado com a mistura de Franklin (DOP &
GAUTIE, 1909; JANE, 1956; FEDALTO et al., 1989). As coloragdes usadas foram
safranina aquosa 1% (STRASSBURGER, 1924) e safrablau (BUKATSCH, 1972) para
evidenciar os septos dos fibrotraquedides que foram descritos para a familia (METCALFE
& CHALK, 1950 e 1987; CALLADO et al, 1997).

2. 2. Mensuracoes e contagens dos elementos celulares

Foram mensuradas e contadas as seguintes varidveis anatdmicas: vasos,
fibrotraquedides, parénquima axial e radial. Para determinagdo do numero de mensuracdes
ou contagens para cada varidvel utilizou-se a equagdo 1 (BODIG & JAYNE apud LISBOA
et al, 1993), adotando-se o valor de 10% para o intervalo de confianca da média e
probabilidade de 5%. A média estimada foi obtida a partir de 25 mensuragdes ou contagens.

n= ¢ Equacio 1
2
(p- x)
onde:
n= numero de amostras;

t=valor da distribuicdo t de (t-Student);
s = desvio padrao estimado para a populacao;
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x= valor médio estimado para uma determinada varidvel de uma populagao;
p= intervalo de confianca da média.

2. 3. Testes histoquimicos

Para identificar as substancias quimicas descritas no lenho da familia e do género
(GARRAT, 1934; LEITAO et al., 1999; CLAROS et al., 2000; MOREIRA & LEITAO,
2001 e SANTOS & PEIXOTO, 2001) foram feitos testes histoquimicos, segundo os planos,
transversal, longitudinal tangencial e longitudinal radial do material “in natura” utilizando os
reagentes relacionados na Tabela 1.

Tabela 1 - Reagentes utilizados e substancias identificadas nos testes histoquimicos:

Reagentes Substéncias quimicas Referéncias
Sudan IV Lipideo, cutina e suberina FOSTER (1949)
Lugol Amido LANGERON (1949)
Acido sulfurico Cristais de oxalato de calcio JOHANSEN (1940)
Drangendorf Alcalbides EFFLAND (1977)

2. 4. Descricoes e ilustracoes

Todas as varidveis anatomicas aferidas foram utilizadas na descricio e na
interpretacdo dos dados taxonomicos, filogenéticos e ecoldgicos. Para a realizacdo das
mensuragdes e contagens utilizou-se uma camera de video acoplada ao microscopio BH 50 e
ao computador, utilizando o software Image Pro-Plus versdo 4.0 para Windows.

As descri¢des, contagens e classificagdes dos elementos celulares, obedeceram as
normas determinadas pelo IAWA (1989) e CORADIN & MUNIZ (1991). Para a anélise do
raio seguiu-se a literatura especializada (BARROS et al, 1997, BARROS et al, 2001;
CALLADO et al, 1997).

Para a realizagdo das fotomicrografias foram utilizados, o sistema de imagem citado
anteriormente e ainda o microscopio Olympus CH30, em diferentes combinagdes Opticas.

2. 5. Analise dos indices de valores ecologicos
Para estabelecer a relacdo exercida pelo ambiente sobre os caracteres anatdmicos do

lenho, foram calculados os indices de vulnerabilidade e mesomorfia doravante de V e M
estabelecidos por CARLQUIST (1975).
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O valor de V e M obedeceu as seguintes equagdes, respectivamente.

V = didmetro tangencial dos vasos
vasos / mm?>

M = V x comprimento dos elementos do vaso

Equacio 2

Equacio 3
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizagdo anatomica do lenho de M. schottiana sera apresentada a seguir,
abrangendo uma analise taxonomica, filogenética e ecologica.

3. 1. Descricao anatomica do lenho de Mollinedia schottiana

Camadas de crescimento: camada de crescimento pouco distinta, demarcada
sutilmente pelo achatamento radial das fibras e um maior espessamento das paredes no
lenho tardio (Anexo 1a).

Elementos de vaso: porosidade difusa (Anexo la), solitarios (Anexo 1b), em
arranjos radiais de 2 a 3 elementos ou multiplos de 2-5 elementos, arranjo difuso, se¢ao
angular a circular (Anexo 1b), apéndices ausentes ou presentes em uma das extremidades
(Anexo 1c), placas de perfuragdes escalariformes com 20-40 barras (Anexo 1d); pontoacdes
intervasculares opostas a escalariformes (Anexo le); pontoagdes raio-vasculares e
parénquimo-vasculares com aréola reduzida a aparentemente simples, algumas alongadas no
sentido horizontal (Anexo 1f).

Fibrotraqueoides: presentes com parede espessa (Anexo 2a).

Parénquima axial: paratraqueal escasso (raros), apotraqueal difuso variando de 2-7
células por série.

Raios: unisseriados (raros), multisseriados de 2-10 células ambos integrados, por
células eretas e quadrados nas margens e procumbentes no corpo (Anexo 2b). Ocorrem raios
fusionados (Anexo 2c¢), raios agregados (Anexo 2 d), com células envolventes (Anexo 2e).

Cristais: presentes, de oxalato de calcio (Anexo 2f).

3.1.1. Camada de crescimento

De modo geral em regides tropicais e subtropicais, os anéis de crescimento sao
considerados indistintos ou ausentes, pelo fato das condigdes climdticas serem constantes
(KOZLOWSKI, 1971). Porém, existem trabalhos com espécies tropicais arbdreas em que
foram descritos, a presenca de anéis de crescimento distintos (BARROS et al., 1997,
BARROS et al, 2001). SEGALA-ALVES & ANGYALOSSY-ALFONSO (2001)
encontraram em 48% das espécies brasileiras anéis de crescimento. Os autores associaram
esse fato ao clima ser mesotérmico, onde a sazonalidade ao longo do ano afetou a atividade
cambial, conduzindo a formagao dos anéis de crescimento.

Segundo BURGER & RICHTER (1991) a presenga de anéis de crescimento pode ser
considerada uma caracteristica propria da espécie.

Foi observado na familia Monimiaceae e em algumas espécies de Mollinedia,
camada de crescimento indistinta ou ausente (METCALFE & CHALK, 1987; CALLADO et
al., 1997). Em M. schottiana a camada de crescimento se mostrou pouco distinta, demarcada
sutilmente pelo achatamento radial das fibras e um maior espessamento das paredes no
lenho tardio (Anexola).

Os anéis de crescimento podem ser induzidos por varios fatores, como a temperatura
e a disponibilidade hidrica (BASS, 1973; ROING, 1986; BOERCHET, 1999; DICKISON,
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2000; CALLADO et al., 2001). Na Reserva Biologica do Tingud a média pluviométrica
anual e a temperatura média anual estdo em torno de 51 mm e 22°C nos meses mais secos
(abril a setembro) e 154 mm e 26 °C nos meses mais umidos, respectivamente.

3.1. 2. Vasos

A porosidade da madeira ¢ uma caracteristica suscetivel as variagdes provocadas
pelas condicdes ecologicas (BURGER & RICHTER, 1991). A porosidade difusa tem sido
encontrada com mais freqiiéncia em regides tropicais (BOREAU, 1957; BURGER &
RICHTER, 1991). LIPHSCHITZ & WAISEZ (1970) estudaram Populus euphratica em
ambientes com distintas condi¢des hidricas. No local com maior disponibilidade de agua, a
espécie apresentou porosidade difusa, enquanto que nos individuos sob condigdes hidricas
restritas foram observados anéis semiporosos (ROING, 1986). SEGALA-ALVES &
ANGYALOSSY-ALFONSO (2001) encontraram em 84% das espécies analisadas,
porosidade difusa e esta situagdo prevaleceu para as dicotiledoneas. Mollinedia schottiana
apresentou porosidade difusa (Anexola) como descrito para a familia e outras espécies do
género (METCALFE & CHALK, 1950 e 1987; CALLADO et al., 1997).

As caracteristicas quantitativas dos elementos de vaso como a freqiiéncia,
comprimento e didmetro sdo altamente influenciados pelo ambiente (METCALFE &
CHALK, 1985; BARAJAS-MORALES, 1985; WOODCOCK, 2000). Vasos menos
agrupados, largos, com menor freqiiéncia normalmente sdo encontrados em ambientes
mesofiticos (METCALFE & CHALK, 1985). J4 para os caracteres filogenéticos, sdo
considerados evoluidos elementos de vaso curtos, largos, com forma oval ou circular e
apéndices curtos (BAAS, 1973; BAAS, 1976).

Em Monimiaceae podemos encontrar vasos, solitdrios, multiplos de 4 ou mais
células, geralmente com didmetro pequeno (50-100um), longos (500-1000pum) e muito
numerosos (20-100mm”) (METCALFE & CHALK, 1950). Em M. schottiana foram
encontrados vasos solitarios ou multiplos de 2-5 elementos, didmetro pequeno (76um),
longos (940um), muitos numerosos (47/mm?) e de paredes delgadas (4pm). Os elementos de
vasos apresentam arranjos radiais de 2 a 3 elementos, se¢do angular a circular, com ou sem
apéndices em uma ou ambas extremidades. Os valores mensurados e as figuras para as
caracteristicas dos vasos sdo apresentados na Tabela 2 e no Anexo la - 1c. Nas espécies de
Mollinedia estudadas numa floresta submontana foram encontrados vasos solitarios,
multiplos de 2-4 elementos, pequenos (57-93um), longos (1131-1948um) e muitos
numerosos (22-48mm?) com paredes delgadas (2-4pum) (CALLADO et al., 1997).
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Tabela 2 - Valores mensurados dos elementos de vasos de M. schottiana

Elemento de vaso Minima  Média Miaxima Desvio

Padrao
Vasos/mm? (n° de células) 58,00 76,32 104,00 10,18
Comprimento (p1m) 398,35 940,29 1478,25 213,10
Diadmetro (pum) 29,32 49,46 73,56 9,07
Espessura da parede (um) 1,87 3,61 5,82 0,75
Pontoagoes Intervasculares Circulares (pm) 4,89 6,52 8,23 0,85
Pontoagoes Intervasculares Escalariformes (um) 17,74 27,40 42,09 6,78
Pontoagoes Raio-vasculares (pum) 3,00 17,00 29,81 6,71

As placas de perfuracdes foram apontadas como importantes caracteristicas
taxonomicas (GIRAUD, 1981). Foram descritos para o género Mollinedia, a presenga de
placas de perfuragdes escalariformes. Os elementos de vasos, que apresentam placas de
perfuragdes escalariformes, com muitas barras sdo consideradas mais primitivos que aqueles
com placas de perfuracdo simples (BASS, 1973).

Sob o ponto de vista funcional essas placas sdo consideradas desvantajosas se
comparadas com as placas simples, devido a resisténcia oferecida pelas barras ao fluxo dos
fotoassimilados (CARLQUIST, 1975; BAAS et al., 1983). Entretanto, as barras agem como
um reforco aos vasos longos, na prevengao de embolismo (BAAS et al., 1983). Em
condi¢des mésicas, as placas de perfuracdes ndo sdo fatores limitantes, por ocorrer um
grande fluxo de dgua dentro dos elementos condutores (METCALFE & CHALK, 1985).

Em algumas espécies de Mollinedia descritas na literatura foram encontradas uma
variacdo quanto ao nimero de barras nessas placas, sendo mais de 40 barras em M. gilgiana
e M. marliae, 20-40 em M. glassiovi e 20-30 barras em M. salicifolia (BARROS et al.,
1997, CALLADO et al., 1997). M. schottiana apresentou entre 20 a 40 barras em suas
placas (Anexo 1d).

As pontoagdes sao consideradas como uma caracteristica diagndstica importante na
taxonomia (METCALFE & CHALK, 1985). Em M. schottiana ocorrem pontoagdes
intervasculares areoladas, variando de escalariformes a circulares e as pontoacdes raio-
vasculares e parénquimo-vasculares com aréola reduzida algumas alongadas no sentido
horizontal (Anexo le e 1f). Os valores referentes as mensuracdes estdo apresentados na
Tabela 2.

CARLQUIST (1977) estabeleceu valores ecologicos e considerou que os indices de
mesomorfia elevado, maior que 200, se aplicariam a espécies adaptadas ao ambiente mésico;
enquanto o indice de vulnerabilidade, inferior a 1, sugere adaptacdo ao ambiente xérico.

Os valores ecologicos encontrados em M. schottiana mostraram indices de
vulnerabilidade e indices de mesomortfia (V <1 e M > 200) apresentados na T3. O valor de
M ¢ indicado para plantas de ambientes ambiente mesofiticos, apesar de apresentar indice de
vulnerabilidade menor que 1. Comparando os indices ecoldgicos da espécie estudada com 3
espécies de Mollinedia na floresta submontanha na Serra de Macaé de Cima — RJ (Tabela 3),
M. schottiana apresentou valores menores de V e M.
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VAN VLIET (1979) nao encontrou significado nesses indices para o género
Terminalia (Combretaceae), pois os mesmos foram contraditorios. OEVER et al. (1981)
estudaram espécies de Symplocos em ambientes sem restricdo hidrica e encontraram
resultados incompreensiveis quando analisaram os indices em conjunto.

A espécie Psychoria suterella estudada em uma floresta submontanha onde nao
ocorre stress hidrico, apresentou também valor de V abaixo de 1 e M acima de 200
(CALLADO et al., 1997).

CARLQUIST (1977) propds a interpretacdo para os indices associando-os com
dados sistematicos, do ambiente e da floresta em questao. CALLADO & COSTA (1997)
sugeriram cautela no uso dos indices ecologicos. Quando os indices ecoldgicos diferem do
esperado para o ambiente, pode ser especulado que exista alteragdes em outras partes do
vegetal como: a presenga de estruturas xerofiticas nas folhas, suculéncia, deciduidade,
profundo ou curto sistema radicular ¢ um fotossistema especial (LINDORF, 1994). A
espécie Sessea corymbiflora apresentou indices que indicam mesomorfia no lenho e
importantes caracteristicas xeromorficas nas folhas (LINDORF, 1997).

Tabela 3 - Parametros ecologicos de M. schottiana comparados com as demais espécies de
Mollinedia estudadas.

Vulnerabilidade Mesomorfia

Espécie
(%) (M)
M. schottiana 0,64 609,41
M. gilgiana” 3,62 5968,56
M. marliae” 1,22 1360,02
M. salicifolia” 4,43 6740,43

*Fonte: CALLADO et al., 1997.

3. 1. 3. Fibrotraquedides

METCALFE & CHALK (1950 e 1987) consideream Monimiaceae uma familia
interessante, sob o ponto de vista filogenético, por apresentar traqueoides, fibrotraquedides e
raramente fibras libriformes septadas ou ndo. Esses autores destacam a importancia da
aferi¢do das pontoacdes para a caracterizagdo morfologica dessas células. No lenho de M.
schottiana foram encontrados fibrotraqueotides longos septados (Anexo 2a), como também
sdo descritas para outras espécies do género (CALLADO ef al. 1997). As mensuragdes estao
relacionadas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Valores mensurados dos fibrotraqueoides de M. schottiana

Desvio
Fibrotraqueideos Minima Média Maxima

Padriao
Diametro (um) 2546 37,16 48,81 4,28
Lume (pm) 9,26 20,14 31,12 4,10
Comprimento (pm) 1123,60 1279,62 1769,09 271,00
Espessura da parede (um) 5,20 8,51 10,83 1,22
Pontoagoes (pum) 3,09 3,87 4,89 0,51

Fibras septadas sdo mais comuns em lenho com pouco parénquima axial
(SPACKMAN, 1949; METCALFE & CHALK, 1989). Existe uma relagdo inversa entre a
proporcao de parénquima axial e fibras septadas, caracterizando a compensacdo funcional
entre esses tipos de células (SPACKMAN, 1949; METCALFE & CHALK, 1989).
LINDOREF (1997) encontrou em S. corumbiflora fibras septadas. A autora associou esse tipo
de fibra ao armazenamento e transporte de fotoassimilados, agindo como um substituto do
parénquima axial.

3. 1. 4. Parénquima axial

Segundo METCALFE & CHALK (1985), géneros e espécies podem ser
determinados com base na estrutura parenquimatica. Em M. schottiana foi observado
parénquima apotraqueal difuso, variando de 2-7 células por série (Anexo 2a) e raro a
ocorréncia do tipo paratraqueal escasso. O parénquima axial € escasso ou muito escasso,
geralmente apotraqueal difuso na familia Monimiaceae (METCALFE & CHALK, 1987). Os
valores referentes as mensuracdes sdo apresentados na Tabela 5. Nos géneros Macrotorus e
Mollinedia foram encontrados a presenga de uma faixa de células de parénquima difuso
(METCALFE & CHALK, 1987).

Nas espécies de Beilschmiedia (Lauraceae) a distribuicdo do parénquima axial foi
utilizada na separagdo das espécies estudadas. B. brasiliensis apresentou o parénquima axial
com expansoes aliforme e confluente em séries axiais longas, podendo também ocorrer o
tipo vasicéntrico. As outras espécies estudadas apresentaram parénquima vasicéntrico,
aliforme e confluente também em faixas (CALLADO, 1993). Segundo SOFFIATI &
ANGYALOSSY-ALFONSO (1999) o tipo de parénquima foi usado na separacdo de duas
espécies de Eugenia (Myrtaceae).
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Tabela 5 - Valores mensurados do parénquima axial em M. schottiana

Desvio

Parénquima axial Minima Média Maxima Padrio

Altura da série (n° de células / série) 2,00 3,47 7,00 1,27
Altura da série (um) 179,82 375,30 917,18 136,06
Largura da faixa (pum) 6,19 11,59 20,57 2,81

3. 1. 5. Raios

Na familia Monimiaceae foram encontrados raios unisseriados € raios
multisseriados, sendo que no género Mollinedia ndo ¢ comum a presenga de raios
unisseriados, os mais comuns sao raios que variam de 7-8 células (METCALFE & CHALK,
1987). Em M. schottiana foram encontrados raios multisseriados variando de 2 a 10 células,
integrados por células eretas e quadradas nas margens, e procumbentes e quadadas no corpo
(Anexo 2b). Ocorrem raios fusionados (Anexo 2c¢), raios agregados (Anexo8d) com células
envolventes (Anexo 2e). Os valores referentes as mensuracdes sao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Valores mensurados do parénquima radial em M. schottiana

Raios multisseriados > Desvio
Minima Média Maxima
2 células Padrao
Raios/mm’ 1,00 3,18 8,00 1,30
Comprimento(pm) 204,89 907,11 3139,09 494,39
Largura (pum) 19,66 69,63 173,17 19,83
N° de células (um) 2,00 4,20 10,00 1,25

3. 2. Testes histoquimicos

As inclusdes inorganicas sdo importantes no diagnodstico taxondmicos de algumas
espécies (METCALFE & CHALK, 1989). Foram observados nas espécies M. salicifolia e
M. marliae cristais poliédricos nas células dos raios (CALLADO et al., 1997). O mesmo foi
confirmado em M. schottiana através dos testes histoquimicos (Tabela 7).

Foi descrito por METCALFE & CHALK (1987) a ocorréncia facultativa de 6leo nas
células dos raios. Em M. schottiana foi constatada a presenca de tilos, oriundo do
parénquima axial e radial contendo 6leo (Tabela 7). Tilos podem conter 6leo, substancias
fendlicas, cristais ou amido (ESAU; 1976; COSTA et al., 2004). METCALFE & CHALK
(1987) relatam a presenca de tilos em algumas espécies da sub-familia Atherospermoideae.

Os alcaldides sao, dentre os produtos naturais, as substancias mais antigas usadas
pelos homens (MALAFAIA, 2001). Ocorrem mais abundantemente em Angiospermas
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(SOURTHON & BUCHINGHAM, 1989) e para a supeordem Magnolliflorae ¢ descrita a
classe alcaldides benzilisoquinolinicos.

A familia Monimiaceae ¢ rica em apomorfinas, que tem funcao sedativa sobre o
sistema nervoso central humano (LEITAO et al., 1999). Ja foi descrito a ocorréncia de
alcaldides, moupinamide e liriodenine, no caule de M. schottiana e M. gilgiana (MOREIRA
& LEITAO, 2001). Esses alcaloides sdo importantes metabolitos especiais para essas plantas
(MOREIRA & LEITAO, 2001). Em M. schottiana foi observado a presenca de alcaldides
nas células do parénquima axial, radial e nos fibrotraqueodides através dos testes
histoquimicos (Tabela 7).

Também foram observados no parénquima axial e radial, por meio dos testes
histoquimicos, a presenca de amido e substancias fenolicas.

Tabela 7 - Testes histoquimicos realizados em 3 amostras do lenho de M. schottiana

Tecidos Parénquima radial Parénquima axial Fibrotraqueoides
Grios de amido v v -
Substancias fenolicas v v v
Alcaldides v - -
Gotas lipidicas 4 v -
Oxalato de calcio 4 - -
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4 - CONCLUSOES

. Quanto aos aspectos taxondmicos a espécie distinguiu-se por apresentar, tilos com
gotas lipidicas, vasos com apéndices, parénquima apotraqueal difuso, raios multisseriados
variando de 2-10 células, integradas por células eretas e quadrados nas margens e
procumbentes no corpo;

. Em M. schottiana foram observadas placas de perfuracao escalariformes com muitas
barras 20-40, pontoacdes escalariformes e fibrotraqueoides que corroboraram o status
primitivo atribuido a familia Monimiaceae;

. O valor encontrado com o célculo do indice de mesomorfia indicou que M.
schottiana cresce em area sem déficit hidrico.
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Anexo 1. Caracterizacio anatomica do lenho de M. schottiana. A: camada de
crescimento ([) e porosidade difusa (ST). B: elemento de vaso com tilo (=) (ST). C:
elemento de vaso com apéndices em ambas extremidades (—). D: elemento de vaso
com placas de perfuragdes escalariformes. E: pontoagdes intervasculares circulares
(=) e pontoagdes intervasculares escalariformes (—) (SLT). F: pontoagdes raio-
vasculares circulares (=) e escalariformes (—) (SLR). Barras: A=75 um. Be D =
25um. C=100 um. E e F=50um.
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Anexo 2. Lenho de Mollinedia schottiana. A: fibrotraquedides septados (—) e
parénquima apotraqueal em série (=) (SLT). B: raios heterogéneos (SLR). C: raio
fusionado (—) (SLT). D: raios em agregados (=) (SLT). E: raio com células
envolventes (—) (SLT). F: cristais prismaticos de oxalato de calcio, observados nas
células dos raios. Barras: A e B=100 um. C=75 pum. D=50 um. E ¢ F=25 um.
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CAPITULO II

Caracterizacio anatomica das folhas de sombra e de sol de

Mollinedia schottiana (Spreng.) Perkins (Monimiaceae) na Reserva

Biologica do Tingua - RJ
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RESUMO

Mollinedia schottiana ¢ uma espécie escidfita que pode ocorrer na Floresta Atlantica,
Floresta Mesofitica Semidecidua e Floresta Sub-xerofita, tanto em estrutura de mata
priméria como em matas secundarias ou capdes reflorestados. Essa espécie ¢ conhecida
como capixim ou pimenteira, sendo livremente comercializada em feiras livres, com fins
medicinais. Possui um polimorfismo acentuado principalmente, quanto as dimensdes e
consisténcia das folhas. O objetivo do trabalho ¢ analisar a organizagao estrutural das folhas
de sombra e de sol de M. schottiana, avaliando as possiveis variacdes fenotipicas nesse
taxon. O material foi coletado na Floresta Aluvial da Reserva Bioldgica do Tingua — RJ, no
interior ¢ na borda da mata. Foram mensurados a epiderme, o esclerénquima e o
parénquima, sendo submetidos a uma analise estatistica para avaliar os efeitos do fator luz.
Modificacdes conspicuas foram observadas somente na lamina foliar, resultando em
dimensdes maiores no estrato subepidérmico, no parénquima pali¢adico e no lacunoso; no
comprimento e na espessura dos fibrotraquedides e na freqiiéncia estomdtica das folhas de
sol. Para a espécie estudada destacam-se as seguintes caracteristicas com valor taxondmico:
tricomas tectores unicelulares curtos e longos, e dibraqueados; parénquima colenquimatoso
desenvolvido; o arranjo e localizagdo dos idioblastos com substancias fenolicas e a presenga
de grandes cristais.

Palavras chave: Monimiaceae, Mollinedia schottiana, anatomia foliar.
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ABSTRACT

Mollinedia schottiana is a sciophyta species that can be found in several sucessional stages
of rain, semi deciduous mesophytic and sub-xerophyte forest. Commonly known as
“capixim” or “pimenteira”, it is widely used in folk medicine. It has a marked
polymorphism, specially for leaves size and texture. This study aimed to analyze the
structure of both shade and sun leaves of Mollinedia schottiana, by evaluating phenotypic
variations. Plant materials was collected in both core and edge sections of a lowland forest
patch located in the Tingua Biological Reserve-RJ. The effects of the sunlight on epidermis,
sclerenchyma, and parenchyma characteristics were statically analyzed. Conspicuous
changes in the leaf blade were observed, as higher values for hypodermis layer; palisade
parenchyma and spongy parenchyma; length and thickness of fiber-tracheids and density
stomatic. Characteristics that showed a high taxonomic value were: both short and long two-
branched unicellular trichomes; a developed collenchymatous parenchyma; the arrangement
and location of idioblasts with phenolic compound and large crystals.

Key-words: Monimiaceae, Mollinedia schottiana, foliar anatomy
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1-INTRODUCAO

Mollinedia schottiana (Spreng) Perkins é conhecida vulgarmente como capixim
espinheira-santa, pimenteira ou gantambu-langanha, ¢ liviemente comercializada em feiras
livres, sendo usada contra os males do estdmago ¢ em banhos medicinais. Possui um
polimorfismo acentuado principalmente, quanto as dimensdes e consisténcia das folhas e
nos nimeros de estames e carpelos. Floresce de agosto a novembro e a frutificacdo ocorre de
mar¢o a maio (PEIXOTO & PEREIRA-MOURA, 1996; SANTOS & PEIXOTO, 2001,
WANDERLEY et al., 2002).

Os estudos sobre os fatores ambientais e seus efeitos no desenvolvimento dos tecidos
e orgdos das plantas t€ém sido amplamente discutidos. As variagdes mais significativas
encontradas na anatomia foliar estdo relacionadas a exposicdo das folhas a diferentes
regimes luminosos e a disponibilidade hidrica que promovem mecanismos adaptativos
(VIEIRA & MACHADO, 1992; ROCAS et al., 1996; TAIZ & ZEIGER, 2004).

Dentro de um ambiente natural, a intensidade luminosa varia quanto a duracio,
quantidade e qualidade espectral. As folhas através de seus mecanismos sofisticados
detectam essas variagdes, refletindo no proprio crescimento, na fun¢do, bem como no seu
desenvolvimento (VOGELMANN & MARTIN, 1993; VOLKENBURGH, 1999). As
variagdes podem ser tanto inter como intraespecificas, sendo que os altos niveis de
organizacdo da lamina foliar permitem a exploracao de diversos ambientes (SCARANO et
al. 2002).

Este capitulo tem como objetivo analisar a organizacdo e as peculiaridades
estruturais entre as folhas de sombra e de sol de M. schottiana, sobre o efeito da
luminosidade e ampliar o conhecimento ecologico na famila Monimiaceae.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2. 1. Testes histoquimicos

Para identificar as substincias quimicas descritas nas folhas para a familia e géneros
(GARRAT, 1934; LEITAO et al., 1999; CLAROS et al., 2000; MOREIRA & LEITAO,
2001 e SANTOS & PEIXOTO, 2001) foram feitos testes histoquimicos no material recém
coletado, usando os mesmos reagentes relacionados na Tabela 1 do capitulo anterior. As
amostras dos fragmentos, do peciolo e da lamina foliar ao nivel do ter¢o médio (Figura 9),
foram cortadas em se¢des transversais em um micréotomo de Ranvier, com o auxilio de uma
navalha.

2. 2. Preparo das amostras para microscopia optica

Foram coletados amostras de folhas de sombra e de sol totalmente expandidas a
partir do terceiro nod, dos mesmos individuos selecionados para anatomia do lenho. As
amostras foram fixadas em F.A.A. 70°GL (formaldeido, 4cido acético e alcool 70%) nas
proporgdes de 1: 1: 18 ou em alcool etilico 70°GL ainda nos locais de coleta (JOHANSEN,
1940; JENSEN, 1962).

A identificacdo taxondmica do material botanico foi realizada pela Dr* Ariane Luna
Peixoto, da Escola Nacional de Botanica Tropical, e foram depositadas no herbario do
Departamento de Botanica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) sob o
n ° RBR 14.236 e no herbario do Instituto de Pesquisas do Jardim Botanico do Rio de
Janeiro (JBRJ) sob o n° RB 408.399.

As amostras foram processadas no Departamento de Botanica do Instituto de
Biologia da UFRRJ e no Laboratorio de Botanica Estrutural do JBRJ.

Terpo apical

Tergo médio

Tergo basal

Figura 7 - Representag¢do da folha de M. schottiana, evidenciando os fragmentos da lamina
foliar (A) e peciolo (B).
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2. 3. Confeccao de laminas semipermanentes

Para andlise dos caracteres anatomicos foram confeccionadas laminas
semipermanentes dos fragmentos do peciolo e da lamina foliar ao nivel da base, terco médio
e apice (Figura 9). O material foi cortado no microtomo de Ranvier com o auxilio de uma
navalha, segundo o plano transversal e longitudinal. As amostras foram clarificadas com
hipoclorito de sodio a 50%, neutralizadas em agua acética (1:5000), lavadas em agua
destilada e coradas com safrablau (BUKATSCH, 1972). Logo em seguida, os cortes foram
montados na mistura de glicerol-agua 50% e vedados com esmalte incolor
(STRASSBURGER, 1924).

2. 4. Dissociacao das fibras e de epidermes

Para as mensuragdes e andlises dos caracteres das fibras e contagens dos estomatos
foram dissociadas fibras e epidermes da lamina foliar ao nivel do terco médio (Figura 9),
respectivamente.

Na dissociagdo das fibras foi empregada a mistura de Franklin (DOP & GAUTIE,
1909; JANE, 1956 e FELDALTO, 1989). A coloracdo usada foi a safranina aquosa 1%
(STRASSBURGER, 1924) e o safrablau (BUKATSCH, 1972) para evidenciar os septos das
fibrotraquedides (METCALFE & CHALK, 1950 e 1987; CALLADO et al., 1997).

Na dissociacdo das epidermes, foi utilizada a metodologia de OCCHIONI (1948)
coradas com safranina aquosa 1%. Em ambas as técnicas utilizadas, os fragmentos foram
montados em laminas semipermanentes com glicerina 50% (STRASSBURGER, 1924).

2. 5. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para analise mais detalhada da epiderme foliar, foram realizadas anélises em MEV.
Amostras da lamina foliar (terco médio) foram fixadas em uma solucdo de glutaraldeido
2,5%, paraformaldeido 4,0% e tampao cacodilato de so6dio 0,05 M em pH 7, 2,
permanecendo por duas horas, e em seguida foram feitas trés lavagens de uma hora em
tampao cacodilato de sodio. Para pos-fixagdo usou-se uma solucdo de tetréxido de 6smio
1% e tampdo cacodilato 0,05 M, a temperatura ambiente por duas horas. As amostras
passaram por trés lavagens de uma hora no mesmo tampao, depois foram desidratadas em
uma série crescente de acetona e submetidas ao ponto critico, utilizando CO, como liquido
de transicdo (Bal- Tec Critical Point Dryer CPD 030). Por ultimo, foram colocadas em
suportes proprios e recobertas por uma fina camada de ouro de 20nm (Bal-Tec Spriter
Coater SCD 050) e observadas ao microscopio eletronico de varredura Zeiss-DSEM 962, a
uma acelera¢do de voltagem de 20 KV.

2. 6. Mensuracdes, contagens e analise dos elementos celulares

Para cada tecido mensurado ou contado (epiderme, esclerénquima e parénquima)
utilizou-se a equagao 1 apresentada no capitulo anterior.

Todos os tecidos mensurados e contados serviram para avaliar a influéncia do fator
luz, para tanto foram aplicados o teste de Kolmogorov-Smirov, ao nivel de significancia de
5%, a fim de verificar se os mesmos possuem distribui¢do normal. E para certificar a
homogeneidade das varidncias entre as populagdes das folhas de sombra e de sol foi
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utilizado o teste F de Snedecor. As varidveis que ndo apresentaram homogeneidade foram
submetidas ao teste de Wilcoson. O teste de Wilcoson foi utilizado para comparagdo de
médias.

2. 7. llustracoes e descricdoes anatomicas

As mensuragdes, contagens, ilustracdes e fotomicrografias foram obtidas com
microscopio Olympus BH 50, acoplado em um computador, provido do sistema de
processamento de imagens, Image Pro-Plus versdo 4.0 para Windows sendo as ultimas
obtidas também no microscopio Olympus CH30 em diferentes combinagdes opticas.

Para a analise morfologica das folhas, flores masculinas e frutos dos individuos de
M. schottiana, foram feitas observagdes in locu e nas exsicatas confeccionadas. As
informagdes encontradas na descrigdo sobre as flores femininas foram obtidas da exsicata
RB 6.299 e de trabalhos especializados (PEIXOTO & PEREIRA-MOURA, 1996; SANTOS
& PEIXOTO, 2001; WANDERLEY et al., 2002).

Para a descri¢do anatomica e interpretacdo dos dados qualitativos foi utilizado como
base a folha de sombra, sendo apresentadas as diferencas das folhas de sol.
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3 - RESULTADOS

3. 1. Descricio morfoldogica dos individuos de M. schottiana

Arvore ou arbusto; 3-6 m de altura; 8-25 de DAP; copa estreita, rala ¢ de forma irregular;
caule ramificado; ramos jovens verdes, cilindricos e pilosos; ramos mais velhos
acinzentados, cilindricos e glabros. Ritidoma externamente acinzentado e internamente
avermelhado, levemente escamosa e em alguns casos lisas, coberta por manchas de liquens,
bridfitas e alguns individuos ocorreu a presenga de epifitas. Folhas ovadas, obovadas,
elipticas, as de sombra variam entre 11,20-19,94 X 3,40-7,40cm (sombra) ¢ as de sol entre
10,42-19,02 X 3,43-9,28cm (Tabela 8) terco superior serradas, crenado-serradas ou
dentadas; apice acuminado, base cuneadas; bordo com serras esparsas e suaves; coriaceas;
discolor; face adaxial glabra com nervura canaliculada, face adaxial com uma leve
pilosidadede principalmente nas nervuras, com nervura média saliente; pontuagdes
castanho-escuro a negras densas; 4-6 pares de nervuras secundarias. Peciolo canaliculado,
tomentoso principalmente no ter¢o proximal; coloracdo marrom claro a castanho escuro.
Flores com receptaculo cupuliforme ou campanulado, 3-5 mm de didmetro, lobos externos
ovados, lobos internos ovado-triangulares com apéndice curto, fimbriado, inflexo. Flores
masculinas com 20-28 estames, anteras com loculos confluentes. Flores femininas com 30-
40 carpelos podendo chegar a 130, carpelos tomentosos dispostos no receptaculo
internamente tomentoso. Frutos, verdes com coloragdo esverdeada e pilosos; seco pilosos,
coloracdo amarelo escuro a marrom claro (Figuras 8 ¢ 9).

Tabela 8 - Diferencas morfométricas do comprimento e largura das folhas de sombra e de
folhas de sol. As médias e os valores de F sdo apresentados proeminente da andlise de
variancia.

Lamina Foliar

Folhas

Comprimento (cm) Largura (cm)
Sombra 17,39 9,50
Sol 17,94 9,28
Teste F 0,23™ 0,12™

ns= ndo significativo.
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Figura 8 - Habito e inflorescéncia de Mollinedia schottiana (Spreng.) Perkins. A: ramo. B:
detalhe do bordo foliar. C: inflorescéncia masculina. D: inflorescéncia feminina.
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Figura 9 - Detalhes das inflorescéncias e flores de M. schottiana. A: inflorescéncia
masculina. B: flor masculina. C-D: flor masculina em vista lateral e frontal. E: flor
masculina dissecada longitudinalmente. F: estames. G: flor feminina. H: flor feminina
dissecada longitudinalmente. I carpelo.
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3. 2. Descricao anatomica de M. schottiana

3. 2. 1. Peciolo

O peciolo apresenta um contorno plano-convexo, em toda a sua extensdo. Em se¢ao
transversal, ao longo do peciolo, a epiderme ¢ uniestratificada, com células lenticulares e
tabulares. As células apresentam paredes periclinais externas e estratos cuticulares espessos,
revestidos por uma cuticula delgada na face adaxial, e flanges cuticulares em ambas faces.

Os tricomas tém formas variadas, sendo mais freqiientes os tectores unicelulares
longos com paredes mais espessas e lignificadas na base, e mais raros os unicelulares curtos
(Anexo lae 1b).

Na regido cortical, em secdo transversal, foi observado um parénquima
colenquimatoso junto a face adaxial com 18-21 camadas e na face abaxial com 19-22
(Anexo lc e 1d). Na folha de sol foi observada uma redugdo na face adaxial, ocorrendo de
12-16 estratos e na face abaxial de 17-19 (Anexo le 1f). Em secdo longitudinal, essas
células variam de isodiamétricas a longas, respectivamente nas faces adaxial e abaxial. As
paredes celulosicas apresentaram-se espessas € com campos primarios de pontoagdes
conspicuos (Anexo 2a e 2b).

Nesse tecido colenquimatoso ocorrem inumeros idioblastos isodiamétricos,
circundados por células dispostas em arranjo radial, em secdo transversal e longitudinal,
com conteudos variados (Anexo 2c). Os testes histoquimicos evidenciaram a presenca de
substancia fenolica de colorag@o castanha “in natura”, tornando-se vermelha ao reagir com o
safrablau, e que apresenta um aspecto denso; e de outro conteudo amarelo, positivo para
alcaldide. Esses idioblastos também sdo encontrados no floema e na medula. Muito
freqlientes, sdo os idioblastos cristaliferos formados por cristais prismaticos grandes e
solitarios e ainda pequenos grupos, todos de oxalato de calcio (Anexo 2d e 2¢) que foram
constatados através dos testes histoquimicos (Tabela 9). Os brasquiesclereideos estdo
restritos ao peciolo, encontram-se isolados ou em grupos, proximo aos feixes condutores
(Anexo 2f).

Na regido perivascular foi observada uma bainha amilifera. O sistema vascular, em
toda sua extensdo, ¢ formado por 11-12 grupos de feixes colaterais organizados em arco, que
possuem as extremidades fletidas para o centro. O floema ¢ constituido por elementos de
tubo crivado e células companheiras intercalados pelos intimeros idioblastos. O xilema
apresenta fileiras radiais com 2-10 elementos de vasos por série. O parénquima medular
também ¢ constituido por células de paredes espessas. O sistema vascular do peciolo, de
ambas as folhas, apresentou variagcdes nas dimensodes. (Anexo 3).
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3. 2. 2. Lamina foliar

Epiderme

Em vista frontal, as células epidérmicas apresentam paredes anticlinais de contornos
retos a levemente curvos, com quatro a seis lados, nas faces adaxial e abaxial (Anexo 4a-
4d).

A folha ¢ do tipo hipoestomatica, apresentando estdmatos do tipo paracitico (Anexo
4e e 4f). A densidade estomatica variou significativamente nas folhas de sombra e de sol
como mostrado na Tabela 10.

A epiderme em secdo transversal, ao longo de toda a ldmina ¢ uniestratificada, com
células de paredes periclinais externas espessas ¢ estratos cuticulares espessos e revestidos
por uma cuticula espessa, ocorrendo flanges cuticulares.

Em secdo transversal, as células epidérmicas na nervura principal apresentam
paredes periclinais externas curvas na face adaxial e tabulares na face abaxial (Anexo 5a e
5b). Ja na regido intercostal as células sdo quadradas na face adaxial e na face abaxial sdo
tabulares, permanecendo com essa forma até o 4pice (Anexo 5c - 5d). Sdo observados
tricomas tectores curtos na base foliar e dibraqueado e longos, no ter¢o médio e no apice
(Anexo 5f; 6a - 6d).

Em se¢do transversal, os estdmatos estdo localizados ao mesmo nivel das demais
células epidérmicas (Anexo 6¢). A célula estomatica na regido central apresenta o lume
circular e paredes anticlinais delgadas. A camara subestomatica atinge a quinta camada do
parénquima lacunoso. Em secao longitudinal, a célula estomatica apresenta lume estreito na
regido central e dilatado nos pélos (Anexo 6f).

Estrato subepidérmico

Na regido intercostal, ao nivel do terco basal, em sec¢do transversal, foram
observados dois estratos subepidérmicos, com células aclorofiladas de parede delgada na
face adaxial (Anexo 5c). Contudo, ao nivel do ter¢o médio, ocorre apenas um estrato na face
adaxial que se estende até o &pice. Proximo a nervura principal esse tecido se duplica
(Anexo 7e). Nas folhas de sol ocorreu um aumento significativo nas dimensdes de suas
células (Tabela 11).

Mesofilo

O mesofilo ¢ tipico de folha dorsiventral, composto por uma camada de células de
parénquima pali¢adico, uma camada de células de transicdo e 8-9 camadas de células de
parénquima lacunoso. A espessura do parénquima paligadico e do parénquima lacunoso
apresentou diferencas significativas nas folhas de sombra e sol, evidenciado na Tabela 10
(Anexo 7a e 7b).

O parénquima paligaddico possui células curtas que se tornam isodiamétricas quando
atravessam a nervura principal (Anexo 7¢). O parénquima lacunoso ¢ formado por células
lobadas, com paredes delgadas e lacunas conspicuas, onde sdo observados feixes vasculares
de pequeno de calibre (Anexo 7d).
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No mesofilo ocorrem idioblastos portadores de substancias fenolicas, principalmente
nas camadas juntas a epiderme e pequenos cristais de oxalato de calcio (Tabela 9).

O bordo encontra-se ligeiramente fletido para baixo. A epiderme, ja descrita,
apresenta tricomas unicelulares dibraqueados. O estrato subepidérmico, na face adaxial, se
estende até o colénquima angular e adquire uma forma isodiamétrica. No bordo as células
do parénquima pali¢ddico juntamente com as do parénquima lacunoso sofrem somente
redug¢do de tamanho. Idioblastos portadores de substincias fenolicas sdo encontrados no
mesofilo, no colénquima e no floema. Feixe vascular de menor calibre ocorre na
extremidade do bordo circundado por fibras (Anexo 7f).

Nervura principal

Na regido subjacente a epiderme, no ter¢o basal, sdo encontrados seis estratos de
colénquima angular junto a face adaxial, que ao atingir o ter¢o médio e o 4pice apresentam
uma redugdo, passando de quatro a unico estrato (Anexo 8d). J4 na face abaxial, o
colénquima angular apresenta nove camadas no ter¢o basal e cinco no apice (Anexo 8a e
8c). O parénquima fundamental apresenta trés camadas na face adaxial e seis na face
abaxial. Foram encontrados idioblastos com cristais poliédricos, no colénquima e no
parénquima fundamental, e com substincias fenolicas no parénquima medular, desde da
base até o apice foliar. Esses Glltimos tém a mesma forma observada no peciolo (Tabela 9).

O sistema vascular ¢ formado por um feixe colateral. Sdo observados grupos de
fibras perivasculares, voltadas para face adaxial, na base foliar. No terco médio e apical
essas fibras formam uma bainha ao redor do feixe. Em secdo longitudinal, foi confirmado
que as fibras perivasculares sdo fibrotraqueodides septados. O floema ¢ formado por seus
elementos constitutivos e idioblastos. O xilema é formado por fileiras radiais de 5-11
elementos de vasos que apresentam uma reducdo para 5 elementos por série na regido do
apice (Anexo 8b).

Nos cinco individuos analisados foram observadas variagdes na organiza¢do dos
feixes condutores, ao nivel do ter¢o médio, nas folhas de sombra e de sol. Para a descrigao
foram usadas, como referéncia, as folhas de sombra e de sol do individuo 1. Na base foliar
ocorrem dois grupos de feixes junto a face adaxial com a forma plana e um feixe central em
arco. No ter¢o médio esses 2 grupos de feixes adquirem uma disposi¢do circular proximo ao
central. No &pice ocorre apenas um unico feixe central (Anexo 8a; 8c e 8d).

Os valores encontrados para as fibrotraquedides nas folhas de sombra e sol diferiram
significativamente, com excecdo do lume celular. Nas folhas de sombra foram encontrados
fibrotraquedides com didmetros maiores e nas folhas de sol o aumento ocorreu no
comprimento ¢ na espessura da parede, sendo evidenciados na Tabela 10 e Tabela 11
(Anexo 8e e 8f).
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Tabela 9 - Testes histoquimicos realizados nas folhas de M. schottiana.

Testes histoquimicos Nervura principal Mesofilo Peciolo
Sol Sombra Sol Sombra Sol Sombra
Graos de Amido ++ ++ ++ ++ ++ ++
Lignina + + 3 3 + +
Substancias fendlicas + + + + + +
Alcaléide + + + T

Gotas lipidicas

Oxalato de Célcio + + + + + +

(+) - presenca
(- )—auséncia
Tabela 10 - Diferencas entre tecidos estudados das folhas de M. schottiana (Teste de

Wilconson). As médias e os valores de Z sdo apresentados proeminente da andlise de
variancia (F) e o teste de Wilconson.

Tecidos Folha de sombra Folha de sol Z p
PP 29,29a 36,66b  13.70° 0,000
PL 151,82a 176,596 13.52"" 0,000
EST 134,30a 157,36b  13.65" 0,000
LF 0,12a 0,13a  7,92™ 10,0525

PP = parénquima paligadico; PL = parénquima lacunoso; EST= estomatos, LF=
lume das fibras. ** = altamente significativo, ns= ndo significativo. As médias
seguidas de letras, dentro da mesma linha, ndo diferem significativamente p <

0,05.
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Tabela 11 - Diferengas entre os tecidos estudados das folhas de M. schottiana (Teste F de
Snedecor). As médias e os valores de F sdo apresentados proveniente da andlise de

variancia.

Tecidos Folha de sombra  Folha de sol F p
ES 48,93 a 66,57 b 172,66™ 0,000
CF 401,68 a 601,77 b 257,54™ 0,000
DF 0,24 a 0,18 b 102,617 0,000
EF 03a 0,53 b 242,037 0,000

ES = estrato subepidérmico, CF = comprimento das fibras; DF = didmetro das
fibras; EF = espessura da parede das fibras;** = altamente significativo, ns=
ndo significativo. As médias seguidas de letras, dentro da mesma linha, nio

diferem significativamente p < 0,05.
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4 - DISCUSSAO

As diferencas de luminosidade a que uma espécie pode ser submetida determinam
variacoes morfologicas e anatdmicas que permitem a distingao entre as chamadas folhas de
sombra ¢ sol (CORMACK & GORHAN, 1953; ESAU, 1976; STRAUSS-DEBENEDETTI
& BERLYN, 1994; RAVEN et al., 1992; DICKISON, 2000; JOFFILY, 2002; FRADE,
2003; MENEZES et al., 2003; TAIZ & ZEIGER, 2004). As folhas de M. schottiana
provenientes da Reserva Biologica do Tingud apresentaram tamanhos distintos. O grande
polimorfismo encontrado em Mollinedia schottiana corroborou as observacdes feitas em
trabalhos anteriores (PEIXOTO & PEREIRA, 1996; SANTOS & PEIXOTO, 2001;
WANDERLEY, et al., 2002). Os dados morfométricos (Tabela 8) mostraram que nao
ocorreu variacao significativa no comprimento e largura da lamina foliar entre as folhas de
sombra e sol.

Na espécie estudada, o peciolo apresenta formato plano-convexo similar ao de
Mollinedia gilgiana que apresenta uma pequena depressao na face adaxial e convexo na face
abaxial (CALLADO et al., 1997). Varios autores ressaltam que algumas caracteristicas
encontradas no peciolo sdo importantes na identificacdo dos taxons (HOWARD, 1979;
MAUSETH, 1988; JOFFILY, 2002; REIS et al., 2004). A familia Monimiaceae apresenta o
sistema vascular do peciolo em forma de U com as extremidades planas (METCALFE &
CHALK, 1950; METCALFE & CHALK, 1987). Essa caracteristica foi observada em
Mollinedia schottiana, e nas demais espécies estudadas (CALLADO et al., 1997)
destacando em M. gilgiana, que apresenta as extremidades acentuadamente curvas
(CALLADO et al., 1997).

Em M. schottiana foram encontrados somente no peciolo, braquiesclereides isolados
ou em grupos, junto aos feixes condutores. Também em Mollinedia marliae ocorrem
braquiesclereides no parénquima fundamental ao nivel mediano.

Foram encontradas nas folhas de outras familias da ordem Laurales, esclereides
isolados e em grande quantidade (RAO & DAS, 1979). JOFFILY (2002) associou uma
maior diversidade de esclereides nas espécies de Maytenus obstusifolia devido ao
sombreamento.

Segundo ESAU (1977) as células alongadas com paredes espessas associadas aos
feixes vasculares podem constituir o parénquima colenquimatoso. Esta classificagdo pode
ser aplicada ao parénquima em todas as parte da planta que se assemelhe ao colénquima.
Esse tecido também pode ser encontrado internamente ao xilema e incluso como uma bainha
que circunda todo o feixe vascular (FAHN, 1982).

Para MAUSETH (1988) o termo colénquima se refere ao tecido de localizagao
periférica e o termo colenquimatoso deve ser aplicado aqueles associados aos feixes
vasculares. SCATENA & SCREMIN-DIAS (2003) também referiram ao termo
colenquimatoso aos tecidos com certas caracteristicas de colénquima, como um
espessamento maior das paredes celulares.

O contorno da parede anticlinal estd especialmente relacionado com o ambiente em
que a planta se desenvolve (ALQUINI et al., 2004). As folhas de sombra exibem paredes
sinuosas, enquanto que as de sol se apresentam retas (ESAU, 1976). A espécie estudada
cresce no sub-bosque e apresenta, em ambas as folhas, células epidérmicas com paredes
anticlinais retas a levemente curvas. A analise em MEV mostrou em ambas faces, uma
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superficie desprovida de ornamentacdes onde as paredes periclinais das células epidérmicas
se encontravam levemente projetadas com cuticula lisa. M. gilgiana e M. marliae,
proveniente da mata atlantica de floresta submontana, apresentaram paredes anticlinais com
contorno reto a levemente curvos na face abaxial. O contorno anticlinal das paredes foram
importantes na separacdo das espécies de FEugenia, crescidas na Restinga. FEugenia
copacabanensis apresentou sinuosidade nas paredes anticlinais nas faces adaxial e abaxial,
enquanto que Eugenia maricansis € Eugenia uniflora apresentaram somente na face adaxial
(FONTENELLE et al., 1994).

Na familia Monimiaceae foram registrados estdOmatos anisocitico e paracitico,
localizados na face adaxial, com o predominio do ultimo nas subfamilias Hortonioideae,
Mollinedioideae e Siparunoideae (METCALFE & CHALK, 1987). Em M. schottiana os
estomatos sdo paraciticos, corroborando a citagdo anterior. A espécie apresentou diferencas
significativas quanto a densidade estomatica, sendo maior nas folhas de sol. FRADE (2003)
também encontrou um nimero elevado de estomatos nas folhas de sol quando estudou
Myrcia lundiana. DICKISON (2000) citou a ocorréncia de alta densidade estomatica em
folhas sob maior incidéncia luminosa. SMITH et al. (1978) observaram uma relagdo entre a
espessura foliar, o aumento do numero de estomatos na superficie adaxial de folhas expostas
e o acréscimo do suprimento dos niveis de CO, no mesofilo.

METCALFE & CHALK (1987) relataram a presenca de tricomas unicelulares, ndo
glandulares, com paredes espessas em todos os géneros descritos de Monimiaceae, com
excecdo de Macropeplus, Macrotorus, Schrameckia e Vymalos. Segundo os autores, em
Artherospermoideae todos os tricomas tém a forma de tufos e em Monimioideae podem
ocorrer dibraqueados. M. schottiana apresentou tricomas unicelulares longos e curtos no
peciolo, e longos, curtos e dibraqueados na ldmina foliar.

Alguns autores relataram que em folhas jovens de M. schottiana ocorre a presenca de
pilosidade, em ambas as faces, e quando adulta sdo esparso-pilosas até glabrescentes
(PEIXOTO & PEREIRA, 1996; SANTOS & PEIXOTO, 2001; WANDERLEY et al.,
2002). Nos individuos estudados também, foram encontrados grande pilosidade das folhas
jovens.

FAHN (1990) afirmou que grandes quantidades de tricomas t€ém fun¢do protetora,
reduzindo diretamente a transpiragdo. MAUSETH (1988) relata que os tricomas tectores
protegem contra a luz solar excessiva e quando desidratados ou mortos, suas paredes
tornam-se mais refratarias e a luz se dispersa. Tal estrutura é também uma barreira contra
insetos, pois os tricomas podm enroscar nas patas ou perfurar seu corpo.

A camada subepidérmica pode ter origem protodérmica ou no meristema
fundamental (ESAU, 1976; CUTTER, 1986). Na familia Monimiaceae esta camada tecido
denominada de hipoderme, apesar da auséncia de estudos ontogenéticos no passado
(METCALFE & CHALK, 1950). Estudos recentes, realizados em folhas de Mollinedia
oligantha indicam ter esse estrato origem protodérmica (comunica¢io pessoal'). Quando
ocorrem em folhas coridceas, a camada subepidérmica apresenta células menores com
parede celular espessa. Essa organizacdo estrutural ¢ considerada como uma protecdo ao
tecido fotossintético das folhas quando a taxa do metabolismo ¢ limitada pela luz excessiva
(FELLER, 1996). Foi observado na maioria dos géneros 1-3 camadas de células de
subepidérmicas grandes, na face adaxial (METCALFE & CHALK, 1987; MAUSETH,

' Helena Regina Pinto Lima. Professora Adjunto do Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da
UFRRIJ.
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1988). Em M. gilgiana e M. marliae ocorrem um estrato subepidérmico junto a face adaxial
(CALLADO et al., 1997). Em M. schottiana ocorrem dois estratos na base ¢ um no tergo
médio e no apice. As folhas de sol apresentam diferengas significativas nas dimensodes desse
tecido. Estudos de desenvolvimento das folhas, nas espécies de Syngonanthus mostraram
que ocorre a presenca de uma hipoderme com paredes espessas e que esse tecido esta
relacionado com o armazenamento e transporte de 4gua (SCATENA & MENEZES, 1993).

Hernandiaceae, Lauraceaec e Monimimiaceae sdo familias com representantes nos
tropicos que estdo inseridas na ordem Laurales. Essas familias apresentam a organizacao
dorsiventral (METCALFE & CHALK 1987). O mesofilo de M. schottiana apresentou a
mesma organizacdo como encontrado em outras espécies de Mollinedia (CALLADO et al.,
1997).

Uma das principais fungdes do tecido palicddico ¢ de canalizar a luz dentro da
lamina foliar (OSBORNE & RAVEN, 1986). A forma colunada do parénquima paligadico e
os espacos intercelulares do parénquima lacunoso facilitam a circulagdo e assimilacdo de
CO; (VOLGEMANN & MARTIN, 1993). Em M. schottiana (Tabela 5) os valores médios
referentes ao tamanho da célula diferiram significativamente no parénquima palicadico e
parénquima lacunoso, sendo assim maiores nas folhas de sol. Segundo CALLADO et al.,
1997 em M. gilgiana e M. marliae no sub bosque de Macaé de Cima, apresentou o
parénquima palicadico uma camada de células longas com a forma colunar, e o parénquima
lacunoso com 6-7 camadas de células conspicuas. CASTRO et al. (1998) quando estudaram
a espécie Guarea guidonea sob varias condigoes de luminosidade, encontraram na espécie
cultivada a pleno sol, o parénquima pali¢ddico com uma ou duas camadas de células,
ocupando 45% do mesofilo. J4 o parénquima lacunoso apresentou quatro a cinco camadas e
com os espacos intercelulares bem reduzidos em relagao as plantas cultivadas sob 50 e 30 %
de sombreamento. CHAZDON & KAUFMANN (1993) quando estudaram espécies de
Piper, na floresta atlantica de planicie e no Estado da Costa Rica, encontraram um aumento
na espessura do mesofilo de acordo com o gradiente de luminosidade.

Nos individuos estudados, foram observados variagdes no sistema vascular tanto nas
as folhas de sombra quanto nas folhas de sol. VASCONCELLOS et al. (1998) estudaram
clones de Physalis angulata sob diferentes condi¢cdes de luminosidade. Os autores
encontraram nas folhas de sombra uma diminui¢do xilematica, mostrando que o fator luz
exerceu influéncia sobre a expressao deste carater.

As substancias fendlicas compreendem uma classe quimica com intensa atividade
biologica, que abrange func¢do antimicrobiana, contra herbivoria e alelopatia (LARCHER,
2000). Existem relatos na literatura da ocorréncia de alcaldides e flavonoides para a familia
Monimiaceae (LEITAO et al., 1997). Para o género Mollinedia foram isolados flavonoides e
alcaldides em folhas e raizes respectivamente (LEITAO et al, 1999; MOREIRA &
LEITAO, 2000). Foi encontrado na literatura para Mollinedia schottiana a presenga de
alcaloides liriodeninas ¢ moupinamidas (BORIS et al., 2000). Os alcaldides sdo substancias
nitrogenadas encontradas em todas as partes dos vegetais, principalmente em células de
crescimento ativo, células epidérmicas e hipodérmicas, bainhas vasculares e laticideros e
tem por fun¢do defesa, detoxificacdo de substancias geradas pelo metabolismo primadrio,
reserva de nitrogénio ¢ podem atuar como inibidores de crescimento (HENRIQUES et al.,
1999).

Na espécie estudada, foram encontrados idioblastos com substancias fenolicas e
alcalodides (Tabela 9), ocorrendo em diversas regides do peciolo e da folha, principalmente
junto a face adaxial. Nas espécies de Draphnandra, Siparuna, Tambourissa e Mollinedia
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foram observadas células secretoras com diversos contetidos que apareciam como pontos
transparentes na lamina foliar, situados proximo a epiderme (METCALFE & CHALK,
1987).

A composicdo, localizagdo e o tipo de cristal sdo caracteristicas utilizadas nos
estudos taxondomicos (FAHN, 1982) e podem auxiliar no estabelecimento de grupos
infragenéricos (TROCKENBRODT & PARAMESWARAN, 1986). Em Mollinedia
schottiana ocorreram idioblastos como areias cristalinas e cristais poliédricos de oxalato de
calcio no peciolo e na lamina foliar. Segundo METCALFE & CHALK (1987) na familia
Monimiaceae ocorre grande quantidade de cristais prismaticos. Em M. marliae foram
encontrados cristais romboédricos no mesofilo (CALLADO et al, 1997). Segundo
METCALFE & CHALK, (1989) em dicotiledoneas a presenga de areias cristalinas ¢ menor
do que os cristais solitdrios e as drusas. O significado dos cristais de oxalato de calcio
durante o ciclo dos vegetais ainda ndo é conhecido, o que se sabe ¢ que a temperatura, a
concentragdo idnica e o pH podem afetar a sua ocorréncia (FRANCESCHI & HORNER,
1980; ILARSLAN et al., 1997). Estudos indicam que o oxalato de calcio ndo ¢ diretamente
produzido pela fotossintese, ele ¢ formado por precursores que utilizam a luz em sua sintese
(FRANCESCHI & HORNER, 1980).

Alguns autores citaram a presenca de fibras perivasculares em espécies de
Mollinedia (CALLADO et al, 1997). Na espécie estudada essas fibras variaram em
comprimento e espessura significativamente, sendo longas nas folhas de sombra e espessas
nas de sol. Segundo ABREU (1994), os fatores externos como a luz, interferem nas
atividades enzimadticas, promovendo a ativacdo da fenilalanina. A presenga de enzimas em
tecidos diferenciados cataliza a desaminagdo dessas substancias pela sintese de unidades
monoméricas precursoras da lignina. JENSEN (1986) e GOTTLIEB et al. (1996) referiram a
ativacao da via biossintética do acido chiquimico sob a agdo da luz.
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5 - CONCLUSOES

Os caracteres taxondmicos significativos para a diagnose da espécie foram a presenca de
tricomas tectores unicelulares curtos e longos, e dibraqueados, o parénquima
colenquimatoso desenvolvido, o arranjo e a localizacdo dos idioblastos e a presencga de
grandes cristais poliédricos;

A exposicdo a uma menor ou maior intensidade luminosa, resultou numa variagdo
estrutural, levando a distin¢ao entre as folhas de sombra e sol.

As folhas de sol apresentaram dimensdes maiores no estrato subepidérmico; nos
parénquimas pali¢adico e lacunoso; € um aumento na freqiiéncia estomadtica e no

comprimento e espessura dos fibrotraqueides.

A ativacdo da via do chiquimato pelo fator luz foi constatada pelo aumento significativo
da espessura das paredes das fibrotraqueides nas folhas de sol.
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Anexo 1: Secido transversal do peciolo mediano de M. schottiana. A: detalhe do
tricoma tector unicelular longo com a base espessada. B: detalhe do tricoma tector
curto. C: parénquima colenquimatoso junto a face adaxial nas folhas de sombra (*) D:
parénquima colenquimatoso junto a face abaxial nas folhas de sombra (*). E:
parénquima colenquimatoso junto a face adaxial nas folhas de sol. F: parénquima

colenquimatoso junto a face abaxial nas folhas de sol (*). Barras: A-D: 25um. E-F:
50m.
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Anexo 2: Peciolo mediano das folhas de sombra de M. schottiana. A:

parénquima colenquimatoso junto a face adaxial, evidenciando os campos de
pontoagdes primarios (—) (SL). B: parénquima colenquimatoso junto a face
abaxial (SL). C: idioblasto portador de substancias fenolicas e alcaldides (—)
(ST). D: areais cristalinas de oxalato de calcio (ST). E: cristais poliédricos de

oxalato de calcio (ST). F: braquiesclereides (ST). Barras: A-F: 25 pm.
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Anexo 3: Aspecto geral do sistema vascular do peciolo de Mollinedia schottiana
(ST). (A) (B) (C) peciolo da folhas de sombra. (D) (E) (F) peciolo das folhas de sol.
Tergos proximais (A) e (D). Ter¢os medianos (B) (E). Tercos distais (C) (F).
Barras: A-F =200 pm.
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Anexo 4: Vista frontal da epiderme de M. schottiana. Faces adaxial (A) e

abaxial (C) das folhas de sombra. Faces adaxial (B) e¢ abaxial (D) das folhas de
sol. E: estdmato nas folhas de sombra. F: Detalhe em MEV do estdmato e da face

abaxial das folhas de sombra. Barras: A-E: 25 um. F: 200 um.
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Anexo 5: Regido intercostal das folhas de sombra de M. schottiana (ST). A:

face adaxial da epiderme com paredes periclinais externas curvas na base foliar.
B: face abaxial da epiderme com células tabulares no ter¢o médio. C: estratos
subepidérmicos da base foliar (*). D: estrato subepidérmico (*) e parénquima
palicadico () do ter¢co médio. E: estrato subepidérmico do tergo apical (*). F:

detalhe do tricoma dibraqueado no ter¢o médio. Barras: A-F: 25 pm.
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Anexo 6: Epiderme das folhas de sombra de M. schottiana. A: MEV da face
adaxial da nervura principal com tricomas tectores unicelulares longos (*). B:
Regido da nervura principal em MEV com tricomas tectores unicelulares longos (*)
na epiderme adaxial. C: tricoma tector unicelular dibraqueado na nervura principal
(=») (ST). D: Vista frontal do tricoma tector unicelular curto. E- F: detalhe do
estomato (ST) e (SL). Barras: A-B: 200 um. C-F: 25 um.

67



Anexo 7: Regifo intercostal das folhas M. schottiana. A: mesofilo das folhas de

sombra (ST). B: mesofilo das folhas de sol (ST). C: nervura principal, evidenciado
os feixes vasculares junto a face adaxial nas folhas de sombra (=) (ST). D: Detalhe
do feixe vascular de médio calibre nas folhas de sombra (ST). E: Detalhe da regido
intercostal, evidenciando os estratos subepidérmicos (*), parénquima pali¢adico
() e parénquima lacunoso (#) nas folhas de sombra. F: Bordo foliar,
evidenciando o colénquima angular (*) parénquima pali¢adico (=) ¢ feixe vascular

(#) nas folhas de sombra. Barras: A-F: 100 pm.
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Anexo 8: Lamina foliar de M. schottiana. A: Feixe vascular da base foliar e
colénquima angular na face adaxial (*). B: Detalhe do feixe vascular principal da
base foliar (*) com idioblastos portadores de substancias fenolicas (=9). C: Sistema
vascular no terco médio. D: Sistema vascular do terco apical, evidenciando o
colénquima angular (=). E: Fibras das folhas de sombra. F: Fibras das folhas de sol.
Barras: A-D: 25 uym. E-F: 10 um.
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CAPITULO 111

Perfil lignoidico do lenho e das folhas de sombra e sol de

Mollinedia schottiana (Spreng.) Perkins (Monimiaceae) - RJ
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RESUMO

A familia Monimiaceae caracteriza-se pela presenga de alcaldides, flavonoides e grande
quantidade de Oleos essenciais. Mollinedia schottiana (Spreng.) Perkins possui ampla
distribuicdo na Floresta Atlantica, ocorrendo desde do nivel do mar at¢ 1500m de altitude.
Nas folhas da espécie estudada foram encontrados alcaloides benzilisoquinolinicos, que sao
considerados marcadores quimicos para a familia. O objetivo desse trabalho foi avaliar sob o
ponto de vista quantitativo e qualitativo o perfil lignoidico do lenho e das folhas de M.
schottiana, e ampliar o conhecimento de composi¢do da quimica lignoidica em espécies da
mata atlantica. A coleta foi realizada na Reserva Bioldgica do Tingud - RJ, na floresta
aluvial. As amostras do lenho foram retiradas a 1,35 m de altura do solo por meio da sonda
de Pressler e as amostras de folhas foram coletadas a partir do 3° e 4° nds. A quantificagdo
lignoidica foi realizada através, do método de Klason. Para as folhas foi realizada uma pré-
extragdo de proteinas. A andlise qualitativa foi através dos testes histoquimicos, com
reagentes de Maiile e Wisner, sendo as amostras pré-extraidas com acetona. O lenho
apresentou em média 28,5% de lignina, com fortes indicios de unidades siringilicas para os
elementos de vasos e fibrotraqueodides; e unidades guaiacilicas para as células do
parénquima radial, tipica de uma espécie lenhosa de angiosperma. Os teores de lignina
médios nas folhas de sombra e de sol foram, respectivamente de 4,95 e 7,71%, nao
apresentando diferencgas estatisticamente significativas. Os testes histoquimicos com folhas,
mostraram que nos elementos condutores e nos fibrotraquedides, ocorrem a presenca de
lignina siringilica, enquanto que no tecido parequimatico, houve evidéncia de lignina
guaiacilica. Neste contexto, a exposicao as folhas a uma menor ou maior luminosidade nao
afetou o teor e a composicao lignoidica da lamina foliar de M. schottiana.

Palavras chaves: M. schottiana, lignina do lenho, lignina da folha.
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ABSTRACT

Monimiaceae is family characterized by the presence of alkaloids, flavonoids and great
amount of essential oils. Mollinedia schottiana (Spreng.) Perkins is widely distributed in the
Atlantic Forest, since sea level up to 1500m of altitude. In the leaves of the studied species
find benzylisoquinoline alkaloids, that is a chemical markers for this family. The objective
of this research was to evaluate the lignin content in the xylem and leaves on quantitative
and qualitative point of view, and amplify the knowlegement on the lignification chemistry
in the Atlantic Forest species. The samples were harvest at Tingua Biological Reserve - RJ
in the alluvial forest. The wood samples were take off at 1,35 m high from the ground, by of
Pressler tool and the leaves samples were collected from 3™ 4™ nodes. The lignin
quantification was carried out by Klason method. A protein extraction was carried out in the
leaves. Histochemical test with Maiile and Wisner reagents of free acetone samples was
carried out also. The wood presented 28,5% of lignin. Vessels and fiber-tracheids elements
of xylem showed syringyl lignin presence, while in radial parenchyma guaiacyl lignin was
detected, typical of a hardwood species. The lignin content in the shadow and sun leaves
were 4.95 and 7.71 % respectively, statistically different. The histochemical tests of leaves
showed syringyl lignin presence in the conductive and fiber-tracheids elements, while in the
parenchyma cells presented guaiacyl lignin. On the context, the sun light on leaves didn't
affect the amount and lignin composition of M. schottiana.

Key - Words: M. schottiana, wood lignin, leaves lignin
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1- INTRODUCAO

Em estudos quimicos e farmacologicos nas espécies da familia Monimiaceae foi
constatadas a presenca de alcaldides, flavondides e grande quantidade de 6leos volateis
(GARRAT, 1934; LEITAO et al., 1999; CLAROS et al., 2000; SANTOS & PEIXOTO,
2001). Algumas espécies como Siparuna apiosice e Peumus boldus sio empregadas na
medicina popular (SANTOS & PEIXOTO, 2001). O género apresenta distribui¢do no
sudeste brasileiro, sendo o segundo maior género da familia com cerca de 84 espécies
(PEIXOTO, 1987; BARROSO et al., 2001; WANDERLEY et al., 2002). Em Mollinedia
schottiana (Spreng.) Perkins foram encontrados alcaldides benziquinolidicos nas folhas, que
sdo considerados marcadores quimicos para a familia (LEITAO et al., 1999; CLAROS et
al., 2000; MOREIRA & LEITAO, 2000).

A origem da evolucdo das plantas, dependeu totalmente o metabolismo dos
arilpropandides (KUBITZKI, 1987). Provavelmente, ocorreu uma progressdao evolutiva,
morfolégica e quimica, nas quais os vegetais desenvolveram sistemas radiculares para
absorc¢do e condugdo de dgua e nutrientes e produziram lignina, cutina e flavondides para a
sua protecdo (MCCLURE, 1986; LOWRY et al, 1980; SWAIN & COOPER-DUVER,
1981).

Os vegetais superiores sintetizam e acumulam grande quantidade de substincias
fenolicas, cujo papel no metabolismo vegetal ¢ principalmente a sua interagdo com o
ambiente (GOTTILEB, 1992; GOTTILEB et al., 1996; GOTTLIEB & SALATINO, 1987;
GOTTLIEB, et al., 1998; GOTTLIEB & BORIN, 1999).

Lignina ¢ a designag@o dada aos biopolimeros de estrutura tri-dimensional, altamente
complexos, encontrados em quase todas as plantas superiores, que ocorrem
predominantemente no xilema, formando um terco da biomassa lenhosa. E constituida
majoritariamente por unidades fenilpropanoidicas, originadas do acoplamento oxidativo dos
monolignois: alcool p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (WHETTEN et al., 1998;
DONALDSON, 2001; BOERJAN et al., 2003; ROGERS & CAMPBELL, 2004).

A formagdo dos precursores da lignina pode ser alterada sob condigdes abidticas
como, irradiacdo solar, umidade, nutrientes, estacdes do ano e poluentes (GARTLAN et al.,
1980; GLYPHIS & PUTTICK, 1988; MOLE & WARTEMAN 1988; JORDAN et al., 1991;
LEWIS & SARKANEN, 1996). A fenilalanina amonia-liase ¢ enzima chave para a
biossintese da lignina e pode ser afetada, principalmente, pelo fator luz (CHEN et al., 2002;
POLITYCKA, 1999; ABREU, 1994). Ja foram descritos na literatura, espécies de regides
tropicais e temperadas através da avaliacdo do teor ¢ da quantidade de lignina no lenho
(HIGUCHI, 1985; ABREU, 1992; ABREU, 1994 e AMTHOR, 2003).

Devido a escassez de trabalhos sobre a quimica lignoidica em espécies da mata
atlantica, procurou-se verificar a composicdo e o teor de lignina no lenho e nas folhas de
sombra e sol, e determinar as possiveis variagdes quimicas na espécie M. schottiana.
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2- MATERIAIS E METODOS

2. 1. Preparo das amostras

Para a andlise quimica do lenho, foram selecionados 5 individuos com um DAP > 8
cm, com ramos retos e cilindricos. As amostras foram retiradas a 1,35 m do solo, por meio
da sonda de Pressler que continham casca, alburno e cerne. Para a avaliagdo da lignina foliar
foram coletadas folhas de sombra e sol, a partir do 3° n6, dos mesmos individuos
selecionados.

As amostras de lenho e das folhas foram previamente secas ao ar e posteriormente
moidas em um micro-moinho de facas do tipo Willey 340 Modelo TE 040, na Embrapa-
CNPAB-RJ, sendo logo em seguida, passadas por um conjunto de peneiras, para
homogeneizagao.

A andlise da quimica lignoidica foi realizada no Laboratorio de Quimica da Madeira,
do Departamento de Produtos Florestais, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRR)).

2. 2. Obtencao do material lignocelulosico livre de extrativos

Todas as amostras do lenho e das folhas passaram por uma extra¢do continua em um
extrator do tipo Soxhlet, segundo a escala eliotropica: ciclo hexano, acetato de etila, e
metanol, durante 18 horas. As extragdes em agua foram feitas em uma temperatura em torno
de 75°C, repetidamente, até 5 horas para as amostras do lenho e 10 horas para as amostras de
folhas (BROWNING, 1967).

As amostras de lenho, livre de extrativos, foram colocadas em uma estufa a 105°C ¢
as de folha em uma estufa a 60°C, permanecendo até atingirem peso constante.

2. 3. Obtencao do material livre de proteina

A eliminagdo das proteinas foi realizada em ambas as amostras de folhas, a partir do
material livre de extrativos. A liberagdo dessas proteinas deve-se ao fato da ocorréncia
significativa e de sua complexac¢do com a lignina durante a fase de determinagdo da lignina
de Klasson. Utilizou-se 1 grama de amostra, em 40 ml de solu¢do de pepsina, em banho-
maria a 40 °C, durante 18 horas. Em seguida, foi filtrado em um funil de placa sinterizada
sob vécuo, lavada por duas vezes com 48 ml de dgua destilada quente e uma vez com 12,8
ml de acido sulfurico (H,SO4) 5%. A seguir, a amostra foi colocada em refluxo com 240 ml
de H,SO4 5% durante 1 hora e novamente filtrada sob vacuo, sendo apods isso, lavada na
seguinte seqiiéncia: trés vezes com 48 ml de agua destilada quente; duas vezes com 32 ml de
etanol e duas vezes com 24 ml de éter e colocadas em um dessecador com KOH durante trés
dias.

74



2. 4. Quantificacio da lignina insolivel nas amostras de lenho e folhas

A quantificagdo da lignina insoluvel foi realizada pelo método de Klasson nas
amostras de lenho e nas amostras de folhas de sombra e sol. 300 mg de cada amostra foram
maceradas, em um tubo de ensaio, com H,SO4 72%, em banho-maria a 25-30°C. Foi
utilizado um triturador mecanico, durante 10 minutos ¢ uma macera¢ao manual durante 1
hora.

O material foi transferido para um baldo e adicionado 84 ml de 4gua bideionizada
permanecendo em refluxo durante 4 horas. Em seguida, a solucao acida foi filtrada em um
cadinho de porcelana e colocada na estuda a 105 ° C até atingir peso constante. Os filtros
contendo amostras foram pesados para determinacdo da porcentagem de lignina
(EFFLAND, 1977).

2. 5. Analise qualitativa da lignina

Foram realizadas andlises qualitativas de lignina, através dos testes de cor, com
reagentes de Maiile (LIN & DENSEN, 1992) ¢ de Wiesner (ADLER et al, 1948) nas
amostras de lenho e das folhas de sombra e sol.

Para os testes de Maiile e de Wiesner foram cortados fragmentos sem nenhum
tratamento prévio, do lenho e da ldmina foliar, ao nivel do terco médio, em um micrétomo
com uma espessura de 25-30 um e 15-20 um, respectivamente.

Para o teste de Maiile, os fragmentos foram imersos em solucao de permanganato de
potassio (KMnQy) 1%, a temperatura ambiente durante 5 minutos, lavados em seguida com
agua destilada e submetidos a solu¢do de acido cloridrico (HCI) 3% até a cor passar de
marrom escuro a marrom claro. Quando necessario, adicionou-se HCl 3% para facilitar a
descarga da cor escura. A solugdo de HCI foi descartada, através da lavagem com agua
destilada. Os fragmentos foram submetidos logo em seguida a solugdo de hidroxido de
amonio (NH4OH) concentrado e montados em glicerina 50%. A coloracdo vermelho-
purpura indica a presenga de unidades siringilicas, e as unidades guaiacilicas apresentam
uma coloragdo marrom escuro a castanho.

J& para o teste de Wiesner os cortes foram submetidos a solu¢do de floroglucina 1%
em uma solu¢do de HCI 37 % e montados em glicerina 50%. A coloracdo purpura indica
presenca de lignina. As areas coradas mais intensamente indicam uma maior concentragao
de lignina.

2. 6. Dados estatisticos

Para verificar se a quantidade de lignina encontrada em ambas as amostras foliares,
apresentavam uma distribuicdo normal foi realizado o teste KOLMOGOROV-SMIRNOV,
ao nivel e significancia de 5%. E para verificar a homogeneidade das variancias estudadas
entre os individuos estudados, foi utilizado o teste F de Snedecor ao nivel de significancia de
1%.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3. 1. Analise quantitativa

Na analise do teor lignoidico do lenho, a espécie M. schottiana apresentou alto valor
(28,56%). As plantas lenhosas de maneira geral possuem alto teor de lignina, no qual podem
ocorrer variagdes entre os grupos taxonomicos (ABREU, 1994; AMTHOR, 2003). O teor de
lignina encontrado nas madeiras de espécies cultivadas nos tropicos esta em torno de 20-
36% (ABREU, 1995). Para as espécies temperadas, podemos encontrar um total de 30-34%
em monocotiledoneas e 25-28% para as dicotiledoneas (HIGUCHI, 1985).

FERGUS (1970) estudando a espécie Picea mariana encontrou altas concentragdes
de lignina na lamela média 72% e 16% na parede secundaria e nos angulos celulares da
lamela média em torno de 12%.

As mudancas na capacidade fotossintética por unidade de area resultam em ajustes
fisiologicos e bioquimicos (CHAZDON & KAUFMANN, 1993). O aumento da atividade da
fenilalanina amonia-liase pode ser induzido por fatores externos e internos (POLITYCKA,
1999).

Em folhas e ramos de plantas lenhosas podemos encontrar cerca de 2-27% de lignina
respectivamente, ja no caule, ocorre cerca de 15-36% (HIGUCHI, 1985; HUGHES &
FAHEY, 1991; POORTER & VILLAR, 1997; RAIESI, 1998). Para as folhas e raizes de
algumas plantas herbaceas pode ser encontrado de 3-5 % de lignina e no caule 4-5%
(POORTER & VILLAR, 1997).

RICHARSON (2004) estudou o teor de lignina nas folhas de sombra e sol de Picea
rubens e Abies balsamea ao longo de um gradiente de luz. O autor ndo encontrou diferengas
entre as folhas estudadas. Em M. schottiana os valores encontrados nas amostras de folhas
ndo diferiram significativamente. As folhas de sombra apresentaram valor médio de 4,95%
enquanto as de sol apresentaram 7,71%. O valor de F foi de 7,90 a um nivel de significancia
de 5%.

SARIYILDIZ & ANDERSON (2005) encontrou nas folhas de algumas
dicotiledoneas diferentes porcentagens no teor da lignina. Em Castanhe sativa, Quercus
robur ¢ Fagus slyvatca, apresentaram respectivamente, para as folhas de sombra e sol,
valores altos (0,59 e 0,26%), médios (0,39 e 0, 28%) e baixos (0,34 ¢ 0,28%). Em todos os
casos a porcentagem para as folhas de sol foi maior. Essa diferenga deve-se ao fato das
folhas de sol estarem mais expostas a radiacdo solar no dossel e por apresentarem maior
esclerificacio.

3. 2. Analise qualitativa

Nas amostras do lenho da espécie estudada foram encontradas diferengas no tipo de
lignina entre os tecidos. Pelo teste de Maiile, foi detectada, lignina guaiacilica, nos
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elementos de vasos, fibrotraqueoides e no parénquima axial, que apresentaram uma
coloracdo marrom na parede celular. J& nas células dos raios, apresentaram uma coloragao
purpura indicando a presenc¢a de lignina siringilica (Anexo 1). Pelo teste de Wiesner, foi
observado uma maior concentragdao de lignina na lamela média das células, que apresentou
uma coloragao purpura mais intensa (Anexo 1).

A maior concentragdo de lignina ocorre na lamela média, apesar de ocorrer variagao
entre as diferentes camadas das células condutoras (TERASHIMA, 1998; FERGUS &
GORING, 1970).

Segundo ABREU et al. (2003) o valor da NTLI (Numero Teorico de Ligacdes
Intermonoméricas) varia em funcdo da composi¢do das ligninas, sendo maiores nas ligninas
guaiacilicas, em relagdo a siringilica. J& a proposta que define o Indice de Flexibilidade
Molecular (IFM), aponta a lignina guaiacilica menor quando comparada a siringilica. As
células com lignina guaiacilica apresentam uma maior resisténcia as forgas de sustentagdo e
baixa flexibilidade, enquanto ocorrendo o contrario para as células com ligninas siringilicas
(ABREU et al., 2003).

Na parede secundaria dos vasos ¢ a na lamela média de uma dicotiledonea podem
ocorrer unidades do tipo guaiacilica, enquanto que na parede secundaria de fibras e células
de parénquima encontram-se unidades dos tipos guaiacilica e siringilica, com o predominio
da ultima (DONALDSON, 2001).

SAKA et al. (1982) quando estudaram lignina no lenho de Betula papyrifera
encontraram distribui¢do diferente desse metabolito. Nas camadas (S2) das fibras e nas
células dos raios houve predominio de unidade siringilica, enquanto nas camadas (S2) dos
vasos ocorreu o predominio de unidade guaiacilica. Os resultados de M. schottiana reiteram
os dados anteriores.

Nas amostras de folhas ndo houve diferenga nos tipos de lignina entre as folhas de
sombra e de sol. Ocorreu lignina do tipo siringilica, nas fibras e nos elementos traqueais, € o
tecido parequimatico apresentou lignina do tipo guaiacilica (Anexo 2). No teste de Wiesner
foi observado a presenca de lignina nos elementos traqueais e nas fibras do xilema (Figura
13).

PEARSE et al. (2005) encontraram principalmente nas folhas velhas e mais espessas
de Rhizophora mangle a presenga de lignina, distribuida por todo sistema vascular e em
alguns esclereideos.

O processo evolutivo dos precursores lignoidicos segui uma seqiiéncia biossintética,
foi observada entre os grandes grupos vegetais (Lycopodiatae, Equisetaceae, Filicate,
Pinatae, Ginkgoatae, Cycadatae, Gnetatae, Dicotiledoneas ¢ Monocotiledoneas) e também
dentro deles. A evolucdo dos organismos acompanhou o crescente teor de oxigénio em
nosso meio. Nos vegetais foi percebida a relacdo das unidades guaiacila-siringila durante o
aumento de oxigénio (GOTTLIEB, 1996). Nas pteridofitas, esta relacdo e de 99:1, passando
de 1:1 em gimnosperma ¢ 1:4 em angiosperma (FROHNE & JENSEN, 1985). As ligninas
encontradas em trés géneros de gimnospermas mais recente, apresentaram a proporcao de
unidades guaiacilica-siringilica em torno de 1:1 e 1:3, assemelhando-se a propor¢ao de
lignina nas angiospermas. Apenas o0s géneros primitivos de angiosperma, do bloco
magnoliano, carentes de vasos, mostraram propor¢des guaiacila-siringila de 1:0 a 1:1
(GOTTILEB, 1996).
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4 - CONCLUSOES

No lenho da espécie M. schottiana foi observado uma proporcao elevada de unidades
guaiacilicas e siringilicas, comuns as espécies lenhosas.

A exposi¢do das folhas a uma menor (folhas de sombra) ou maior luminosidade

(folhas de sol) ndo afetaou o teor e a composicdo lignoidica da lamina foliar de M.
schottina.
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Anexo 1. Testes histoquimicos no lenho de M. schottiana: (A) parede dos elementos
de vaso e fibrotraqueodides revelando unidades guaiacilicas (ST) (=®). (B-C) paredes
das células dos raios revelando unidades siringilicas, através do teste de Maiiler
(SLT/SLR) (=). (C-F) lamela média dos elementos estruturais com alta concentragido
de lignina através do teste de Wisner (ST/SLT/SLR) (=). Barras: A: 25 um. B-C:
50um.. D-F: 25 um.



Anexo 2 Testes hlstoqulmlcos nas folhas de M. schotttana (ST). (A- C F)

parede das fibras e dos elementos traqueais, evidenciando unidades guaiacilicas
(—). (B-D-F) presenca de lignina nas lamela média dos elementos estruturais
(—). (A-C-E) teste de Maiile. (B-D-F) teste de Wisner. Barras: A-B: 100um. C-F:
50 um.
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3 - CONCLUSOES GERAIS

Os estudos anatdmicos e quimicos contribuiram para validar o posicionamento da
espécie M. schottiana entre os taxons primitivos;

A espécie apresenta um polimorfismo foliar acentuado e os caracteres anatomicos,
possibilitaram a distingdo entre as folhas de sombra e sol;

Para a diagnose da espécie estudada foi importante a andlise conjunta dos caracteres
anatomicos do lenho e das folhas.

4 - SUGESTOES GERAIS

. Estudar a anatomia das demais espécies pertencentes a familia Monimiaceae na
Floresta Atlantica;

o Confeccionar uma chave analitica para o género Mollinedia, utilizando os caracteres
anatomicos do lenho.

. Estudar os anéis de crescimento nas espécies de Mollinedia a fim de verificar a
influéncia dos fatores ambientais sobre a atividade cambial.

. Analisar a plasticidade fenotipica da M. schottiana, em outros remanescentes da
Floresta Atlantica, por ter uma ampla distribui¢ao nas regides sudeste e sul.

. Realizar a ontogénese foliar de M. schottiana, a fim de estabelecer com precisdo a
origem do estrato subepidérmico.

. Estudar a quimica lignoidica da familia Monimiaceae, estendendo para outros tdxons
com diferentes graus evolutivos.

. Adequar a metodologia para o estudo qualitativo de ligninas em folhas.

. Correlacionar os caracteres anatomicos e lignoidicos em taxons com diferentes graus
evolutivos para ampliar o conhecimento das espécies da Floresta Atlantica.
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