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RESUMO

SANTOS, R. C. S. L. 2019. Anatomia, histoquimica e arquitetura foliar de Chrysophyllum
rufum Mart. (Sapotaceae) ocorrente no semidrido baiano. 57 p. Dissertacdo (Mestrado em
Recursos Genéticos Vegetais) — Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Feira de
Santana, BA, 2019.

Sapotaceae é uma familia de arvores e arbustos pantropicais, com grande diversidade na América
do Sul, se destacando economicamente na alimentacdo, na medicina popular e na industria
madeireira. De acordo com a classificacdo mais recente, a familia é subdividida em trés
subfamilias, Sarcospermatoideae, Sapotoideae e Chrysophylloideae, sendo esta Gltima composta
por 25 géneros. Chrysophyllum L. é o segundo maior género de Chrysophylloideae, com 81
espécies neotropicais. No Brasil estd representado por 31 espécies ocorrendo nas diversas
formacgdes vegetais, das quais 14 espécies sdo endémicas. Dentre as espécies endémicas,
Chrysophyllum rufum Mart. ocorre em formacdes florestais do semiarido baiano, sendo
representado por individuos que podem atingir até 20m de altura, caracterizados pelo indumento
ferrugineo na face abaxial das folhas e nas sépalas, e flores pequenas esverdeadas. Devido a
caréncia de estudos morfoanatbmicos para a familia, objetivou-se caracterizar as folhas de
Chrysophyllum rufum através de estudos anatémicos, histoquimicos e da arquitetura foliar, a fim
de contribuir para a correta identificacdo da espécie e a obtencdo de subsidios para estudos mais
especificos. O estudo foi realizado com folhas adultas coletadas em municipios inseridos no
semiérido baiano. Sec¢des transversais do peciolo e da lamina foliar foram obtidas através de
cortes a mao livre, e tratados de acordo com a bibliografia especifica. Os testes histoquimicos
detectaram amido, lignina, compostos fendlicos, acucares redutores, cristais de oxalato de calcio,
mucopolissacarideos, pectinas e mucilagens. Nas andlises anatdmicas, foi possivel verificar o
formato do peciolo, presenga de tricomas malpiguiaceos, tipos de estdmatos, mesofilo
dorsiventral, cristais de oxalato de célcio e laticiferos. O padrdo de venacdo foi avaliado apos
diafanizacdo, sendo constante em todas as amostras e compativel com o descrito para a familia.

Os estudos realizados visam fornecer elementos suficientes para subsidiar outras pesquisas.

Palavras-chave: Chrysophylloideae. Folha. Morfologia. Compostos secundarios. VVenacao.



ABSTRACT

SANTOS, R. C. S. L. 2019. Anatomy, histochemistry and leaf architecture of Chrysophyllum
rufum Mart. (Sapotaceae) in the Bahia semiarid region. 57 p. Master’s thesis (Master in Plant
Genetic Resources) — Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana, BA,
2019.

Sapotaceae is a family of pantropical trees and shrubs, with great diversity in South America,
being economically prominent in food, folk medicine and the timber industry. According to the
most recent classification, the family is subdivided into three subfamilies, Sarcospermatoideae,
Sapotoideae and Chrysophylloideae, the latter being composed of 25 genera. Chrysophyllum L. is
the second largest genus of Chrysophylloideae, with 81 neotropical species. In Brazil it is
represented by 31 species occurring in the various plant formations, of which 14 species are
endemic. Among the endemic species, Chrysophyllum rufum Mart. occurs in forest formations of
the Bahian semi - arid, being represented by individuals that can reach up to 20m in height,
characterized by the rusty dress on the abaxial face of the leaves and sepals, and small greenish
flowers. Due to the lack of morpho-anatomical studies for the family, the objective was to
characterize the leaves of Chrysophyllum rufum through anatomical, histochemical and foliar
architecture studies, in order to contribute to the correct identification of the species and the
obtaining of subsidies for more specific studies. The study was carried out with adult leaves
collected in municipalities inserted in the Bahian semi - arid region. Cross sections of the petiole
and leaf blade were obtained through free hand cuts and treated according to the specific
bibliography. Histochemical tests detected starch, lignin, phenolic compounds, reducing sugars,
calcium oxalate crystals, mucopolysaccharides, pectins and mucilages. In the anatomical
analyzes, it was possible to verify the shape of the petiole, presence of malpiguiaceous trichomes,
types of stomata, dorsiventral mesophyll, calcium oxalate crystals and laticifers. The venation
pattern was evaluated after diaphanization, being constant in all samples and compatible with that
described for the family. The studies carried out aim to provide sufficient elements to support

other research.

Key words: Chrysophylloideae. Leaf. Morphology. Secondary compounds. Venation.
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INTRODUCAO GERAL

O Semiérido brasileiro é composto por 1.262 municipios dos estados do Maranh&o,
Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas
Gerais. Ocupa 12% do territério nacional, considerando a delimitacdo atual divulgada na
Resolugdo 115, de 23 de novembro de 2017, da SUDENE (E..., 2015). Os critérios para
delimitacdo do Semiérido foram a precipitacdo pluviométrica média anual igual ou inferior a
800 mm; o indice de Aridez de Thornthwaite igual ou inferior a 0,50° e o percentual diario de
déficit hidrico igual ou superior a 60%, considerando todos os dias do ano (IBGE, 2018).

O estado da Bahia contém 278 municipios dentro do semiarido, de acordo a Resolugdo
115/2017, publicada pela SUDENE (E..., 2015). Do ponto de vista climatico, a regido
semiarida é marcada por ciclos de estiagens prolongadas anualmente ou plurianualmente.
Chove em média trés meses no ano e, durante os outros nove, hd pouca ou nenhuma
precipitacdo. CompilacGes de estudos floristicos na regido Nordeste apontam para cerca de
5.000 espécies vegetais distribuidas em pelo menos 150 familias botanicas (PEREZ-MARIN et
al., 2013).

Sapotaceae € uma familia de arvores e arbustos pantropicais de tamanho médio
contendo cerca de 1.250 espécies, que vem aumentando constantemente (PENNINGTON,
1991; GOVAERTS et al., 2001; ARMSTRONG, 2010). E uma familia com predominio em
mata Umida de planicie, com alguns géneros bem representados em savanas € em zonas
semiaridas (PENNINGTON, 1990). A familia fornece produtos com importancia econémica
como o latex para gutta percha e goma de mascar, madeira valiosa, e muitas frutas comestiveis.
Dentre seus principais géneros, destacam-se Pouteria Aubl. e Chrysophyllum L., com
aproximadamente 330 e 81 especies, respectivamente, distribuidas em sua grande maioria nos
Neotropicos (PENNINGTON 1991; SWENSON & ANDERBERG, 2005). No Brasil, as
espécies de Sapotaceae se apresentam como arvores de médio a grande porte ou arbustos,
latescentes, polinizadas por insetos e passaros — algumas espécies com antese noturna sdo
polinizadas por morcegos e mariposas (BAWA, 1990; PENNINGTON, 1990), e dispersadas
por passaros, macacos, morcegos, marsupiais, peixes e pequenos roedores (PENNINGTON,
1990).
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Chrysophyllum L. é o segundo maior género de Sapotaceae com 81 espécies distribuidas
em sua maioria na regido neotropical. Pertence a subfamilia Chrysophylloideae, que é o maior
agrupamento dentro da familia, composto por 25 géneros e 660 espécies aproximadamente
(LIMA, 2016). Para o Brasil, sdo documentadas 31 espécies de Chrysophyllum L. (com 9
subespécies e 14 espécies endémicas), apresentando ampla distribuicdo (Centro-Oeste, Nordeste,
Norte, Sudeste e Sul) e registros para os diferentes dominios fitogeograficos (Caatinga, Cerrado,
Floresta Amazonica e Floresta Atlantica). O género esta representado no estado da Bahia por 12
espeécies, ocorrendo em biomas como o cerrado, a caatinga e fragmentos de mata imersos nestes
ambientes (CARNEIRO et al., 2015). O género foi proposto por Lineu (1753) na obra “Species
Plantarum”, e sua descri¢do foi baseada em Chrysophyllum cainito L., sendo caracterizado por
folhas alternas, pecioladas, ovadas, face adaxial glabra e abaxial tomentosa, fruto arredondado,
liso, arroxeado quando maduro (LIMA, 2016).

Chrysophyllum rufum Mart. é uma espécie arbustiva ou de arvores de pequeno porte que
podem alcancar até 20 metros de altura, caracterizada pelo indumento dourado-ferrugineo na face
abaxial das folhas, com flores pequenas medindo de 2 a 3 mm, sépalas esverdeadas com tricomas
ferrugineos e pétalas delicadas branco-esverdeadas (LIMA et al., 2017) .

O estudo taxondémico mais recente para a familia Sapotaceae é o trabalho de Swenson e
Anderberg (2005) que com base em dados moleculares sugere uma divisdo infrafamiliar,
esclarecendo relacbes filogenéticas entre os géneros. Faria et al. (2017) realizaram um estudo
para investigar as relacdes filogenéticas das Chrysophylloideae Neotropicais baseados em dados
moleculares, no qual propem uma hipdtese filogenética para Chrysophylloideae Neotropical
confirmando o polifiletismo de Chrysophyllum e Pouteria.

Na literatura existem trabalhos para a familia que abordam como tema principalmente a
qguimica e a fitoquimica (SILVA, 2007; OLIVEIRA et al., 2014; COSTA, 2014; ARAUJO
NETO, 2009; SANTOS JUNIOR, 2014), com finalidade de identificar os compostos fendlicos e
as substancias que sdo os principios ativos desta familia. Em se tratando do género
Chrysophyllum L., sdo encontrados dados na literatura principalmente para as especies
Chrsysophyllum cainito L., Chrysophyllum flexuosum Mart. e Chrysophyllum gonocarpum (Mart.
& Eichler ex Miq.) Engl. Para C. cainito, o trabalho de Luo, Basile & Kennelly (2002)
verificouum alto potencial antioxidante nos frutos desta espécie, para C. flexuosum, foi verificada

a presenca de substancias com atividade antioxidante em potencial (MARQUI, 2007); a casca de
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C. gonocarpum foi utilizada para isolar e identificar substancias ativas contra um fungo de gréos
de café (SANTOS JUNIOR, 2014). Baseado nesses estudos com espécies pertencentes ao género
Chrysophyllum, supde-se que C. rufum também apresente compostos com algumas destas
propriedades citadas.

Estudos sobre a morfologia interna s&o muito importantes, pois os dados obtidos
atraves das pesquisas poderdo ser utilizados como subsidios em trabalhos que visem entender
e esquematizar o funcionamento e estrutura da planta a partir de sua organizacdo. A anatomia
é particularmente Gtil para a identificacdo taxondmica de partes separadas de plantas, como
folhas, raizes, caules, frutos ou sementes de plantas vivas ou fossilizadas. Os dados
anatdmicos sdo facilmente aplicados para melhorar a classificagdo e com frequéncia podem ser
utilizados para realizar identificacbes (CUTLER; BOTHA & STEVENSON, 2011). A
arquitetura foliar também tem se mostrado uma ferramenta muito Util para a delimitacdo de
espécies, complementando dados sistematicos. Hickey (1973) publicou uma classificacdo
padronizando a arquitetura foliar e narrou que essa era uma ferramenta praticamente
inexplorada devido a crenca na plasticidade das caracteristicas foliares. Porém é uma técnica
que contribui positivamente em varios ambitos dos estudos boténicos. O objetivo da
histoquimica é localizar in situ os principais grupos quimicos que ocorrem nos tecidos
(FIGUEIREDO et al, 2007).

Em se tratando de estudos morfoldgicos e anatémicos para a familia, podemos citar,
além das obras classicas de Solereder (1908) e Metcalfe & Chalk (1972), os estudos de Costa
(2006) sobre a anatomia da madeira de espécies americanas de Sapotaceae; Monteiro et al.
(2007) sobre anatomia foliar das espécies de Pouteria Aubl. do Rio de Janeiro; Almeida Junior
et al. (2012) sobre anatomia foliar das espécies de Manilkara Adans. do nordeste brasileiro; e
Lima et al. (2019) sobre a morfoanatomia do género monoespecifico Diploon Cronquist. Até o
momento, somente um estudo de cunho morfoldgico foi realizado para Chrysophyllum rufum,
Lima et al. (2017), que fez a caracterizagdo morfoldgica do fruto, da plantula e da semente
desta espécie afim de dar suporte para pesquisas de cunho ecoldgico. Estudos com enfoque
anatdmico e sobre a arquitetura foliar ainda séo escassos.

Devido a falta de estudos sobre esta espécie, existe uma auséncia de dados sobre o seu
atual estado de conservacgdo, que somado ao aumento da antropizagdo nas areas de ocorréncia

desta espécie intensifica o risco de extingdo da mesma. Desta maneira, os objetivos deste
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trabalho foram caracterizar anatdbmica e histoquimicamente as folhas de Chysophyllum rufum,
além de analisar a morfologia interna das folhas através da arquitetura.
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ANATOMIA, HISTOQUIMICA E ARQUITETURA FOLIAR DE Chrysophyllum
rufum Mart. (SAPOTACEAE) OCORRENTE NO SEMIARIDO BAIANO*

Santos, R.C.S.L.2, Carneiro, C.E.2

Resumo

A caracterizacdo das folhas de Chrysophyllum rufum Mart. visa ampliar a base de dados sobre
a espécie para que pesquisas futuras possam ser realizadas. Assim, o objetivo desse trabalho
foi descrever anatdmica e histoquimicamente as folhas de C. rufum, e analisar seu padrao de
venacdo. O material examinado foi coletado em municipios pertencentes ao semiarido do
estado da Bahia e através das técnicas realizadas foi possivel observar a deposic¢do de cera na
superficie foliar, as caracteristicas das células epidérmicas, a disposicdo dos tecidos
parenquimaticos no mesofilo, os tipos de estdmatos, feixe vascular central, laticiferos, bainhas
de células esclerenquimaticas e a presenca de compostos provenientes do metabolismo da
planta (agUcares, amido, lipidios, compostos fendlicos e outros), além de visualizar através de
técnica de diafanizacdo a arquitetura da folha, podendo classificar a venacdo de acordo com a

bibliografia especifica.

Palavras-Chave: Chrysophylloideae, micromorfologia, compostos quimicos, venacao.
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ABSTRACT

Anatomy, histochemistry and leaf architecture of Chrysophyllum rufum Mart.
(Sapotaceae) in the Bahia semiarid region. The characterization of the leaves of
Chrysophyllum rufum Mart. aims to broaden the species database so that future research can
be carried out. Thus, the objective of this work was to describe anatomically and
histochemically the leaves of C. rufum, and to analyze its venation pattern. The material
examined was collected in municipalities belonging to the semi - arid state of Bahia and
through the techniques it was possible to observe the wax deposition on the leaf surface, the
characteristics of the epidermal cells, the arrangement of the parenchyma tissues in the
mesophyll, the types of stomata, and the presence of compounds derived from plant
metabolism (sugars, starch, lipids, phenolic compounds and others), as well as visualizing the
leaf architecture through a diaphanization technique, which can classify the venation of
according to the specific bibliography.

Key words: Chrysophylloideae, micromorphology, chemical compounds, venation.
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Introducéo

O semiérido brasileiro é considerado a regido arida mais habitada do mundo. A
formacdo vegetal presente nessa regido é a Caatinga, bioma exclusivamente brasileiro.
Contudo, a pressdo antropica sobre esse bioma vem se intensificando ao longo dos anos,
principalmente, a partir do corte indiscriminado de espécies arbdreas nativas (Drumond et al.,
2008). O termo semiarido envolve uma referéncia climatica, que marca uma caracteristica do
ecossistema desta regido, que € o indice de pluviosidade baixa, isto €, menor de 800mm ao
ano. O periodo de chuva também se restringe a trés ou quatro meses durante o ano. Além
disso, existe um indice de insolacdo grande, tendo sol quase todos os dias do ano. A
temperatura varia entre 23°C e 27°C. O solo desta regido € rochoso, arenoso e raso, que
somado ao clima da regido € apontado por estudiosos como propenso a desertificacdo.
(Middleton e Thomas, 1992). Para a regido do Semidrido, os principais tipos de vegetacdo sao
a caatinga, as florestas estacionais, 0s campos rupestres e o cerrado. Esses tipos de vegetagédo
podem ser caracterizados por diferentes conjuntos de grupos taxondmicos de angiospermas. A
flora do cerrado e de florestas estacionais representa a continuidade das floras do Brasil
Central e da Regido Sudeste, respectivamente. No entanto, as floras da caatinga e dos campos
rupestres apresentam muitos elementos nativos ( Silva et al, 2003).

Dentre as familias que compdem a flora da Bahia, Sapotaceae esta representada por
arvores, arbustos e subarbustos, com 235 especies distribuidas em 12 géneros (Carneiro et al.,
2017). Sapotaceae pertence ao clado da Ordem Ericales sensu APG IV (2016), juntamente
com as familias Ericaceae Juss., Ebenaceae Girke, Symplocaceae Desf., entre outras.
Atualmente sdo estabelecidas trés subfamilias para Sapotaceae, com base em dados
moleculares combinados a caracteres morfoldgicos (Anderberg e Swenson, 2003; Smedmark
et al., 2006), sdo elas: Chrysophylloideae, Sapotoideae e Sarcospermatoideae.

Chrysophylloideae ocorre predominantemente na América do Sul e Australasia,
Sapotoideae na Africa e Asia, e Sarcospermatoideae € restrita & Asia (Swenson e Anderberg,
2005; Swenson et al., 2013). Chrysophylloideae é considerado o maior agrupamento em
Sapotaceae com aproximadamente 600 espécies e 28 géneros, e com maior numero de
representantes nos Neotropicos (Swenson e Anderberg, 2005; Swenson et al., 2007). Dentre
0S géneros desse agrupamento, estd Chrysophyllum L. que € o segundo maior género de
Sapotaceae, com aproximadamente 81 espécies distribuidas nos Neotropicos. As espécies
deste género se apresentam em forma de arvores ou arbustos, com estipulas ausentes, folhas
espacadas, geralmente alternas, venacdo eucamptédroma ou broquidédroma, com nervuras

terciarias paralelas as secundarias e descendo da margem, inflorescéncia axilar em fasciculos,
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flores uni ou bissexuais, raramente solitarias, fruto com (1-) muitas sementes, lateralmente
comprimidas, testa lisa e brilhante, e embrido vertical (Pennington, 1990).

No Brasil, Chrysophyllum L. esta representado por 32 espécies, sendo que 12 delas
ocorrem no estado da Bahia (Faria et al., 2019), dentre elas esta Chrysophyllum rufum Mart.
Também conhecido como murici-de-tabuleiro no estado da Bahia (Carneiro et al., 2015), esta
€ uma espécie arbustiva ou de arvores de pequeno porte que podem atingir até 20 metros de
altura, caracterizada pelo indumento ferrugineo na face abaxial das folhas, apresentando essa
superficie muito aveludada-tomentosa com tricomas castanhos-avermelhados, flores
pequenas, sépalas verdes e delicadas, e pétalas branco-esverdeadas. Os frutos sdo do tipo
bacoide, obovdides a globosos, com uma ou duas sementes funcionais por fruto. As sementes
sdo obovadas, hilo com forma variando de transversal eliptica a transversal oblonga
(Pennington, 1990; Lima et al., 2017).

Segundo a lista de espécies indicadoras dos estagios sucessionais de vegetacdo de
restinga para o estado da Bahia, Resolugdo n®437/2012 publicada pelo Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA), Chrysophyllum rufum € encontrada nos estagios médio e
avancado de regeneracdo no processo de transicdo de floresta de restinga para outra tipologia
vegetacional. E apesar de ocorrer em varios estados das regifes nordeste e sudeste, em
dominios como caatinga, mata atlantica e cerrado, ainda existem diversos obstaculos para
manutencdo da espécie, como, por exemplo, seu nome ndo consta na lista vermelha da flora
do Brasil (Lima et al., 2017).

H& poucos estudos com foco em anatomia foliar para a familia Sapotaceae, com
destaque para o de Almeida Jr. et al. (2012), no qual os autores caracterizam e descrevem a
anatomia foliar de espécies de Manilkara Adans. que ocorrem no nordeste do Brasil;
Monteiro et al. (2007a) que realizaram um estudo taxonémico e anatdbmico com espécies de
Pouteria Aubl. do Rio de Janeiro; e 0o mais recente trabalho € o de Lima et al. (2019), que
apresenta uma caracterizagdo morfoanatomica das folhas do género Diploon Cronquist.

Dentre a literatura disponivel, estudos com foco na taxonomia, morfologia ou
anatomia de Chrysophyllum L. sdo escassos, sendo encontrados o de Lima et al. (2017) que
caracterizou morfologicamente o fruto, a semente e a plantula de Chrysophyllum rufum Mart.;
e 0 de Mbagwu, lyama & Ikpo (2013) que traz uma comparacdo das caracteristicas dos
peciolos entre as espécies Chrysophyllum albidum, C. cainito e C. subnudum, sistematizando
a descricdo de cada uma delas.

A presente pesquisa teve como objetivo a analise da morfologia interna das folhas de

Chrysophyllum rufum, a identificacdo de substancias ergasticas e dos compostos provenientes
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do metabolismo secundério presente nesse 6rgdo, assim como a caracterizacdo da sua

arquitetura foliar.

Material e Métodos

Material examinado: BRASIL, BAHIA, Alagoinhas, UNEB-Campus 11, 17/08/2018,
Santos, R.C.S.L., s/n° (HUEFS 243785)". BRASIL, BAHIA, Coracéo de Maria, Estrada para
Retiro, 22/09/2009, Franca, F., s/n° (HUEFS 20622). BRASIL, BAHIA, Feira de Santana,
Campus Universidade Estadual de Feira de Santana, 24/09/2018, Santos, R.C.S.L., s/n°
(HUEFS 244201)". BRASIL, BAHIA, Jacobina, 25/08/1980, Orlandi, R.P. s/n° (HUEFS
15300). BRASIL, BAHIA, Maracas, Fazenda Juliana, 23/04/2002, Souza, E.R. de s/n°
(HUEFS 59633). BRASIL, BAHIA, Morro do Chapéu, BA 052, 19/03/2019, Santos,
R.C.S.L., s/n°® (HUEFS 250360)".

Os estudos morfologicos e anatdmicos foram realizados no Laboratorio de
Micromorfologia Vegetal (LAMIV) da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

Anatomia
Folhas maduras totalmente expandidas, colhidas a partir do 3° nd, foram utilizadas. Destas
utilizou-se o peciolo e a lamina foliar — dividida em base, regido mediana, apice e bordo.
Apbs a coleta as folhas foram fixadas em FAA 70 (Johansen, 1940) e em formalina neutra
tamponada - FNT (Lillie, 1965), e conservadas em etanol 70% até o processamento (Kraus &
Arduin, 1997). Folhas herborizadas provenientes do acervo do Herbario da Universidade
Estadual de Feira de Santana (HUEFS) também foram utilizadas para ampliar a amostragem,
as quais foram submetidas a reidratacdo em agua destilada com gotas de glicerina sob fervura,
em seguida submergidas em solucdo de hidroxido de potassio 2% para distensdo celular
(Smith & Smith, 1942) e estocadas em etanol 70% (Kraus & Arduin, 1997).

Para o estudo anatdmico, uma parte do material foi cortado - com auxilio de ldamina de
barbear - a méo livre, clarificado com hipoclorito de sédio comercial, corado com azul de
astra e safranina (Bukatsch, 1972), ou azul de alcian e safranina (Luque et al., 1996), e
montado entre lamina e laminula com glicerina 50% vedada com esmalte incolor; a outra
parte foi submetido a técnica de Jeffrey para dissociacdo da epiderme (Kraus & Arduin,
1997). Os dados métricos (tamanho das células e espessura da cuticula) foram obtidos em

microscopio de luz e tratados estatisticamente. A quantidade de estdmatos foi estabelecida de

* Material utilizado nos testes histoquimicos
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acordo com Laboriau et al. (1961) com modificagdes, por meio de contagens em laminas da
epiderme sob microscopio de luz Zeiss Primo Star com ocular micrométrica devidamente
aferida. Foram contadas 12 areas aleatdrias para cada espécime analisado, sendo quatro areas
na regido basal, quatro na regido mediana e quatro no apice foliar. A contagem dos tricomas
foi feita a partir das cicatrizes encontradas nas Iaminas epidérmicas, seguindo 0 mesmo
padrdo da contagem de estdbmatos. As amostras foram analisadas em microscopio Zeiss Primo
Star, e as imagens foram obtidas com auxilio de cdmera Leica ICC50 W acoplada ao
microscopio Leica DM500. A terminologia utilizada para as descricdes anatémicas foi
baseada em Metcalfe & Chalk (1983), Howard (1979), e Theobald et al. (1979).

Para o estudo em microscopia eletronica de varredura (MEV), realizado no Instituto
Goncgalo Moniz, Fundacdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ — Bahia), foram utilizadas amostras
secas da regido mediana da lamina foliar, as quais foram coladas em stubs com fita de
carbono dupla face, cobertas com uma fina camada de ouro 18k em metalizador Denton
Vacuum Desk 1V, e analisadas em microscopio JEOL JSM-6390LV.

Arquitetura foliar

A analise da arquitetura foliar de Chrysophyllum rufum Mart. foi realizada através da
técnica de Foster (Macédo, 1997), no qual a folha fresca foi previamente submetida a fervura
em alcool etilico 70% por alguns minutos, em manta aquecedora, para remocao da clorofila.
Em seguida, a amostra foi colocada em placa de Petri com hipoclorito de sddio comercial até
a completa clarificacdo, sendo lavada posteriormente com agua destilada por 12 horas, e
submersa em hidrato de cloral por no minimo 24 horas. A coloracdo foi realizada com
safranina 1%, ou fucsina bésica etandlica segundo Shobe & Lersten (1967 apud Kraus &
Arduin 1997), e em seguida foram mantidas em placas de vidro com glicerina 50% (Kraus &
Arduin, 1997). As estruturas foram analisadas e fotografadas em estereomicroscépio com
camera acoplada Leica EZ4 W e em estereomicroscépio Leica SBAPO com camera Leica
EC3. A descricdo da morfologia foliar e classificacdo da venacao foliar de C. rufum seguiram
0s padrdes preconizados por Ellis et al. (2009) e Hickey (1973).

Histoquimica

Para os estudos de histoquimica foram utilizadas sec¢Oes transversais a mao livre do
peciolo e da regido mediana da lamina foliar, as quais foram submetidas a diferentes corantes
e reagentes, listados no quadro 1. Testes foram realizados para a detecgdo de compostos

lipidicos, fendlicos, polissacarideos e a natureza dos cristais. As rea¢fes histoquimicas foram
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analisadas de acordo bibliografia utilizada e fotografadas em microscépio Leica DM500 com
camera acoplada Leica ICC50 W.

Quadro 1: Grupos de metabolitos, reagentes e autores das metodologias utilizadas nos testes

histoquimicos.

Grupos de metabdlitos celulares Reagentes Referéncias

Acucares redutores Fehling (Purvis et al., 1964) Kraus e Arduin, 1997

Hidratos de carbono

Amido )
. ] Lugol (Foster, 1949) Kraus e Arduin, 1997
Polissacarideos &cidos ] o
Azul de Alcian (Pearse, 1980) Figueiredo et al., 2007
L Sudan Il (Sass, 1951) Kraus e Arduin, 1997
Lipidios ]
Sudan IV (Gerlach, 1984) Kraus e Arduin, 1997
Acido cloridrico 10% (Chamberlain, 1932,

. Kraus e Arduin, 1997
) modificado)
Oxalato de calcio o o
Acido nitrico 10% (Jeffrey apud Johansen, )
Kraus e Arduin, 1997

1940)

Substéncias fendlicas

. . Cloreto férrico 10% (Johansen, 1940) Kraus e Arduin, 1997
Compostos fendlicos gerais ) ) o

Dicromato de potéassio (Gabe, 1968) Figueiredo et al., 2007
Lignina Cloreto de zinco iodado (Jensen, 1962) Kraus e Arduin, 1997
Floroglucinol acidificado (Johansen, 1940) Figueiredo et al., 2007

Substancias pécticas
Pectinas e mucilagens Vermelho de ruténio (Johansen, 1940) Figueiredo et al., 2007
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Resultados

Anatomia

A figura 1 (A-D) ilustra as caracteristicas da superficie foliar de Chrysophyllum rufum
Mart. em microscopia de luz e a figura 2 (A-D) em microscopia eletronica de varredura. A
Figura 3 (A-H) apresenta se¢des transversais do peciolo e lamina foliar em microscopia de
luz.

A lamina foliar, em vista frontal, apresenta uma ornamentacao estriada na face adaxial,
onde a epiderme € constituida por células costais de formato retangular com paredes
anticlinais lisas (Figura 1A), e celulas intercostais poligonais com paredes anticlinais
sinuosas, que medem 1,39-1,77 x 2,89-3,6 um, ocupando uma &rea de aproximadamente
1.211+197,2 um células por mm? (Figura 1B); ja na face abaxial, as células epidérmicas
costais sdo retangulares com contorno sinuoso (Figura 1C), e as células intercostais sdo
poligonais com paredes anticlinais muito sinuosas, medindo 1,10-1,18 x 2,08 -3,04 pum
(Figura 1D). A face abaxial possui em média 1.422,4+103,3 um células epidérmicas por mm?.
A cuticula apresenta impregnacdo de cera e outros compostos lipofilicos na face adaxial
(Figura 2A) e exibe estrias com orientagdo transversal, em relacdo ao ostiolo, sobre as células
ao redor dos estomatos (Figura 2B).

Em vista transversal, a epiderme é unisseriada com apenas um estrato de celulas e
homogénea (Figura 3A). Ndo foram observados idioblastos na epiderme. A cuticula, na face
adaxial, apresenta-se espessa, medindo 0,58-1,08 um de espessura; na face abaxial € menos
espessa, medindo 0,33-0,83 um (Figura 3B).

As folhas sdo hipoestomaticas (Figuras 1D; 2C) e os estbmatos sdo do tipo anisocitico
(Figura 1D) e encontram-se no mesmo nivel das demais células epidérmicas (Figura 3D). O
tamanho dos estdbmatos pode atingir uma média de 2,12 ym x 1,17 um, e o comprimento do
ostiolo 1,39 um em média. A face abaxial possui em média 593+5,9 estbmatos por mm2.

Tricomas tectores unicelulares do tipo malpiguiaceo, com peddnculo curto e brago
longo em forma de “T”, estdo presentes na face abaxial (Figura 2D), sendo encontrados em
média 777,2+8,0 tricomas por mmz2. Na base dos tricomas podemos encontrar de trés a oito
células epidérmicas de formato quadrangular com paredes anticlinais retas (Figura 1B). Na
face adaxial existem cicatrizes de tricomas muito esparsas (Figura 1A-B), indicando que
houve a presenca deles nesta superficie em algum momento do desenvolvimento foliar; estas

cicatrizes mudam a classificagdo da folha para glabrescente.
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O mesofilo € dorsiventral, apresentando duas camadas de parénquima paligadico e oito
camadas de parénquima esponjoso (Figura 3F). As células do parénquima palicadico sdo
retangulares e justapostas, com comprimento cerca de 3 vezes a largura (Figura 3E). Em vista
frontal, as céelulas do parénquima esponjoso tém formato irregular, e em vista longitudinal as
células apresentam formato braciforme com espacos intercelulares (Figura 3F). A lamina
foliar apresenta células de esclerénquima, do tipo fibras esclerenquimaticas, associadas ao
feixe vascular; estes Ultimos encontram-se imersos no mesofilo, com formato irregular. Foi
identificada a presenca de laticiferos e idioblastos com reserva de substancias lipidicas e latex,
dispersos no mesofilo geralmente no parénquima palicadico.

O feixe vascular, em sec¢éo transversal, apresenta formato de arco fechado, sendo a
nervura central mais proeminente na face abaxial; as células epidérmicas tém as mesmas
caracteristicas da lamina foliar. O parénquima palicadico aparece de maneira descontinua,
com células em formato arredondado (Figura 3C). A regido cortical da face adaxial apresenta
trés estratos de células de colénquima angular; na face abaxial o colénquima angular esta
disposto em apenas um estrato (Figura 3B ). A medula do feixe vascular é circundada por um
cinturdo descontinuo de fibras de esclerénquima (Figura 3C). Idioblastos com cristais de
oxalato de calcio estdo presentes no cortex e na medula da nervura central.

O bordo das folhas ¢ fletido (Figura 3G), possui células epidérmicas quadrangulares
que adquirem formato retangular na extremidade, com dois estratos de parénquima palicadico
de células justapostas, sendo a primeira camada com células maiores que a segunda camada.
O parénguima esponjoso possui oito estratos de células esparsas, globosas e braciformes. Na
extremidade do bordo, em secdo transversal, as células do parénquima pali¢adico tornam-se
arredondadas. No bordo, sdo encontrados vestigios de feixe vasculares, laticiferos, idioblastos
e cuticula espessa com flanges (Figura 3H).

O peciolo possui formato plano-convexo, cuticula espessa, camada de células
epidérmicas uniestratificada, com paredes anticlinais retas, possui trés estratos de colénquima
abaixo da epiderme, medula parenquimatica (Figura 3A). O feixe vascular dos peciolos possui
variacdo entre feixe vascular fechado e aberto com xilema interno e floema voltado para a
periferia (Figura 3B). Laticiferos sdo notados no centro do feixe vascular, e idioblastos com

cristais estdo dispostos no cortex.
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Histoquimica

As figuras 4 (A-F), 5 (A-F), 6 (A-F) e 7 (A-H) ilustram os resultados obtidos através
de testes histoquimicos realizados no peciolo e na regido mediana da lamina foliar.

A caracterizacdo histoquimica de Chrysophyllum rufum evidenciou a presenca de
compostos derivados do metabolismo secundério, apresentados nas tabelas 1 e 2,
respectivamente.

A cuticula é mais espessa na face adaxial da folha, porém nédo foi notada uma maior
impregnacdo de compostos nesta superficie devido a sua espessura. Foram encontradas gotas
de lipidios nas células isoladas dos tecidos parenquiméticos (Figura 5A;D). Algumas
substancias citoplasmaticas presentes nas células da epiderme adaxial e do parénquima
palicadico reagiram ao sudan Il e sudan IV (Figura 5A;B;D).

As bainhas esclerenquimaticas das nervuras foliares sdo lignificadas. Em termos
gerais, a lignificacdo € mais evidente no terco méedio da folha em relagdo ao peciolo (Tabela
1, Figura 7G; Figura 5B).

O amido foi encontrado principalmente nas células parenquimaticas (Figura 7E;F). No
peciolo, as células com alto estoque de amido formam uma bainha amilifera em torno do feixe
vascular (Figura 5C). Outros polissacarideos também foram evidenciados em células
parenquimaticas do peciolo (Figura 4F) e na regido mediana da lamina foliar (Figura 6F).

Os acUcares redutores foram evidenciados nas células do mesofilo, tanto no peciolo
como no terco médio da lamina foliar (Tabela 2, Figura 4E; Figura 6D).

Substancias pécticas como mucilagens e pectinas foram observadas como composicao
da lamela média tanto no peciolo quanto no terco médio foliar (Figura 5E-F; Figura 7H).

Os compostos fendlicos foram encontrados em tecidos como parénquima e
colénquima no peciolo (Figura 4A-B); ja na regido mediana da lamina foliar foram detectados
no parénquima e no xilema em diferentes quantidades (Figura 6C; Figura 6E). Os taninos
apareceram em células isoladas do mesofilo, células do parénquima palicadico, e
impregnando a cuticula (Tabelas 1, 2; Figura 4C; Figura 6A-B).

Os testes com acido cloridrico 10% para identificar a natureza dos cristais encontrados
em meio as células de parénquima, colénquima e esclerénquima, detectaram a presenca
cristais prismaticos de oxalato de calcio (Figura 4D; Figura 7C).

Os tricomas ndo apresentaram nenhuma reacdo com a realizagdo dos testes

histoquimicos (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1: Identificacdo de compostos secundarios no peciolo de Chrysophyllum rufum Mart.

por meio de testes histoquimicos.

Tecido/Estrutura Compostos

) o Aclcares  Mucilagens Compostos  Oxalato
Amido Lignina Lipidios

redutores Pectinas fenolicos de Caélcio
Tricomas - - - - - - -
Cuticula - - + - - + .
Parénquima + - + + + + +
Colénquima - - - + + + +
Esclerénquima - - - - - - ¥
Floema - - - - - - .
Xilema - + - - - - -

- reagdo negativa para o composto; + reacdo positiva para 0 composto

Tabela 2: Identificagdo de compostos secundarios na regido mediana da folha de Chrysophyllum

rufum Mart. por meio de testes histoquimicos

Tecido/Estrutura Compostos

] o o Acucares  Mucilagens Compostos  Oxalato de
Amido Lignina Lipideos

redutores Pectinas fenolicos Calcio
Tricomas - - - - - - -
Cuticula - - + - - + -
Parénquima + - + + + + +
Colénquima - - - + + - +
Esclerénquima - + - - - - +
Floema + - - - - - -
Xilema + + - - - + -

-reacdo negativa para o composto; + reacdo positiva para 0 composto
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Arquitetura foliar

A figura 8 (A-D) ilustra a folha de Chrysophyllum rufum Mart. e a figura 9 (A-H)
apresenta o resultado da diafanizacao foliar.

Chrysophyllum rufum apresenta folhas simples e inteiras, discolores com superficie
adaxial verde e superficie abaxial de cor marrom ferrugem, textura coriacea e a filotaxia é
alterna (Figura 8A;C). As folhas sdo oblongas, tém &pices acuminados, base em formato
decorrente, margens inteiras e ndo apresentam glandulas no limbo (Figura 8B). Tricomas
malpiguiaceos recobrem toda a epiderme da superficie abaxial da folha (Figura 8D). O
tamanho variou entre 5,2 — 8,4 cm compr. e 2,5 — 3,6 cm larg.

As folhas possuem venacao do tipo broquidédroma e com nervura primaria de orientacéo
reta, geralmente afundada na superficie superior da lamina foliar (Figura 9A). Possui de oito a
dez pares de nervuras secundarias que se originam da nervura primaria de maneira alternada,
em aproximadamente 90° de angulo (Figura 9E). Da base para o apice, as nervuras
secundarias se mostram num calibre menor que a veia principal, e as intersecundarias sdo
ainda menores em calibre, apresentando angulos de 90° em relacdo as nervuras secundarias e
principal (Figura 9H; 9B). Estas nervuras intersecundarias sdo paralelas as nervuras
secundérias (Figura 9C).

As nervuras tercidrias apresentam um calibre bem menor, e ddo origem as venagdes
quaternérias e intramarginais (Figura 9D). A venacdo varia desde paralelas subjacentes a
secundarias, com aspecto estriado horizontalmente sem ramificacdes (Figura 9G), até
venacOes dicotbmicas ramificadas, que formam aréolas, provenientes da venacao quaternaria

e de ordem superior (Figura 9F).
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Discusséo

Os caracteres morfoanatdmicos (lamina foliar bifacial, nimero variavel de estratos do
tecido palicadico, tecido lacunoso com grandes espacos intercelulares, cuticula abaxial
ornamentada, epiderme composta de células com paredes anticlinais retas ou sinuosas,
estdbmatos normalmente dos tipos anomociticos e paraciticos, que raramente estdo presentes
acima do nivel da epiderme, e fibras esclerenquimatosas no mesofilo) que foram descritos por
autores (Solereder, 1908; Metcalfe & Chalk, 1950; Pennington, 1990; Monteiro et al., 2007a;
Almeida Jr. et al., 2012; Lima et al., 2019) como caracteristicas diagnosticas para Sapotaceae
foram observados nas folhas de Chrysophyllum rufum. A presenca de laticiferos e tricomas
malpiguiaceos juntos € carater anatbmico que permite o facil reconhecimento de qualquer
membro da familia, mesmo quando em estagios estéreis (Solereder 1908, Metcalfe e Chalk
1950, Monteiro et al. 2007b, Almeida-Jr et al. 2012).

O estudo do tecido de revestimento das folhas de Chrysophyllum rufum possibilitou a
verificacdo de uma cutinizacdo das paredes externas das células da face adaxial, que também
é visivel na face abaxial, porém, com dificuldade devido a quantidade de tricomas. Solereder
(1908) e Metcalfe e Chalk (1972) citaram que na face abaxial a cuticula exibe uma
ornamentacdo granulada ou estriada, especialmente em espécies do género Pouteria Aubl, em
Chrysophyllum rufum a ornamentacdo estriada é observada na face adaxial. A presenca de
ceras e espessura da cuticula corroboram com informagfes de Esau (1974) sobre o fator de
reducdo da perda de agua realizada pela cuticula, camadas cutinizadas e a cera superficial. A
espessa camada de cera na superficie foliar pode ser um sintoma da frequente falta de &gua no
solo caracterizando como um carater xeromdrfico da planta (Fahn, 1990). Essa condi¢do pode
estar diretamente relacionada a reducdo da perda de agua pela folha, ja que a planta se
encontra inserida num ambiente arido.

Solereder (1908) descreveu que o0s estdbmatos em Sapotaceae geralmente encontram-se
no mesmo nivel das células epidérmicas, e que essa caracteristica esta relacionada a projecéao
da cuticula sobre as células guardas. Tal caracteristica foi observada em Chrysophyllum
rufum, principalmente através de microscopia eletrénica de varredura.

O mesofilo dorsiventral corrobora com a descricdo de Metcalfe e Chalk (1972) para a
familia, e com Monteiro et al. (2007a), Almeida-Jr. et al. (2012) e Lima et al. (2019) para os
géneros Pouteria Aubl., Manilkara Adans. e Diploon Cronquist respectivamente. As duas
camadas de parénquima pali¢adico, observadas em C. rufum, também foram observadas por
Lima et al. (2019) em Diploon cuspidatum, porém uma das camadas € composta por células

de formato retangular em vista lateral.
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De acordo com Pennington (1990), Chrysophyllum rufum possui folhas glabras na face
adaxial. Entretanto, nesse estudo foi possivel observar cicatrizes de tricomas nesta superficie,
e uma grande quantidade de tricomas na face abaxial, 0 que é considerado com um caracter
diagnostico da espécie. Os tricomas, do tipo malpiguiaceo, com bracos longos, de diferentes
tamanhos, e pedinculo curto, também foram visualizados em Diploon cuspidatum por Lima
et al. (2019). Pennington (1990) cita para a familia que o indumento pode ser persistente ou
deciduo, apresentando diferentes densidades nas faces adaxial e abaxial da folha, o que
corrobora com as caracteristicas observadas na face abaxial da espécie estudada. A
quantidade de tricomas pode ser explicada pelo ambiente onde esté inserido o individuo, pois
devido as condigdes climaticas (climas quentes e secos, principalmente) a planta utiliza os
tricomas para controlar a perda excessiva de agua, ou que 0s tricomas mortos formam
camadas protetoras evitando a evaporacdo excessiva (Shields, 1950)

Em Sapotaceae, os laticiferos geralmente estdo distribuidos na regido da nervura
central, podendo ser encontrados também no mesofilo e peciolo. Estdo dispostos em fileiras
longitudinais e sdo preenchidos com substancias resinosas, muitas vezes acompanhados de
cristais de oxalato de célcio e amido (Solereder 1908, Metcalfe e Chalk 1950, Metcalfe &
Chalk 1983, Monteiro et al. 2007a). Em Chrysophyllum, Pouteria e Manilkara, os laticiferos
podem ser observados ao longo dos feixes vasculares das nervuras, imersos no mesofilo ou
ainda nas regides corticais e medulares da lamina foliar, respectivamente (Solereder 1908,
Metcalfe & Chalk 1950, Monteiro et al. 2007a, Almeida-Jr et al. 2012). Considerada como
caracteristica diagnostica para a familia, a presenca dos laticiferos em Chrysophyllum rufum
esta de acordo com a literatura, sendo encontrados principalmente na regido do feixe vascular
central.

Solereder (1908) e Metcalfe e Chalk (1950) citam que a ocorréncia de muitas células
ricas em cristais prismaticos solitarios ou aglomerados é uma boa caracteristica diagndstica
para Sapotaceae, especialmente quando se combina com as outras caracteristicas ja descritas
para a espécie. Idioblastos com cristais presentes no parénquima palicadico sdo importantes
para a delimitacdo taxondmica de Pouteria e de Pradosia Liais, segundo Solereder (1908) e
Monteiro et al. (2007a). Em Chrysophyllum rufum, os cristais de oxalato de céalcio estdo
distribuidos, em sua maioria, na regido cortical da nervura principal. Lima et al. (2019)
observaram a presenca de cristais prismaticos grandes dispersos na regido da nervura central e
no peciolo de folhas de Diploon cuspidatum, estes estdo localizados com maior frequéncia nas
primeiras camadas subepidérmica do peciolo, o que ndo é observado em Chrysophyllum

rufum.
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O peciolo de Sapotaceae foi descrito por Metcalfe e Chalk (1950) apresentando oito
formas, dentre elas como plano-convexo com feixe vascular também nesse formato. Géneros
como Diploon Cronquist, Pouteria Aubl. e Manilkara Adans. também apresentam espécies
em que o peciolo tem essa forma, variando em algumas caracteristicas, como por exemplo
presenca de feixes acessorios (Lima et al. 2019, Monteiro et al. 2007a, Almeida-Jr et al.
2012). Em Chrysophyllum rufum, é possivel observar esse formato no peciolo e feixe vascular
com medula parenquimatica, e circundado por fibras esclerenquimaticas, corroborando com
Pennington (1990) e Solereder (1908).

Os resultados apontam que a anatomia foliar possui grande importancia tanto para a
caracterizagdo anatdmica quanto para as bases taxondmicas, ja que permite a identificacdo de
caracteristicas consideradas importantes para a delimitacdo da espécie. E, pelo fato da familia
se destacar devido a sua importancia econémica, servindo de matéria-prima para diversos
produtos, foram realizados testes histoquimicos a fim de identificar os compostos presentes
nas folhas de Chrysophyllum rufum.

As estruturas secretoras externas se subdividem em tricomas ou papilas, tricomas
glandulares (glandulas), nectarios, hidatodios e estigmas; enquanto as estruturas de secre¢do
interna sdo representadas pelas células secretoras (de 6leo e mucilaginosas), cavidades
secretoras e laticiferos (sistema de tecido laticifero). Em Sapotaceae, encontram-se as
seguintes estruturas e células de compostos ergasticos: tricomas, idioblastos (cristaliferos e
oleiferos, células de 6leo) e laticiferos articulados (Monteiro et al. 2007b).

Os compostos quimicos que compdem as plantas, segundo Poser e Mentz (2001),
estdo divididos em compostos originarios do metabolismo primario ou do metabolismo
secundario; o metabolismo priméario envolve os metab6litos ou macromoléculas essenciais,
com funcgbes vitais bem definidas (lipidios, protideos, glicidios). Metabolitos secundarios
diferem qualitativa e quantitativamente de uma espécie para outra. Muitos compostos tém a
capacidade de influenciar na polinizagdo, dispersdo de frutos em sementes, e em funcdes de
suporte estrutural das plantas (Santos et al., 2009).

Em frutos de Manilkara zapota e nas folhas de Manilkara hexandra, compostos fendlicos
exercem atividade antioxidante (Baky et al. 2016). Em Chrysophyllum rufum a presenca
destes compostos pode ser observada tanto no tecido do parénguima quanto no colénquima e
xilema.

As reacOes para lipidios foram positivas em Chrysophyllum rufum, tanto na cuticula
quanto em idioblastos oleiferos no feixe vascular central, que sdo células que possuem

conteudo variavel quanto ao tipo de o6leos presentes (Dickison, 2000). Os lipidios sé&o
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considerados eficientes na prevencdo da perda excessiva de agua e na resisténcia a doencas,
além de estar na composicdo das membranas das células (Menezes et al., 2003; Taiz &
Zeiger, 2004).

Dickison (2000) classificou os laticiferos como células especializadas que contém um
fluido hidratado e viscoso que é exsudado pelas células quanto estas sofrem algum tipo de
injuria. Em Chrysophyllum rufum estes encontram-se dispostos no interior feixe vascular
central do peciolo.

A literatura mostra que o padrdo de venacdo foliar fornece informacgfes que variam
entre espécies e géneros de Sapotaceae (Lima et al., 2019), e que este é importante para a
distin¢do taxonémica das espécies (Ellis et al., 2009). A descri¢do de Pennington (1990) para
a familia traz forma, organizacdo e curso de nervuras primarias a quaternarias, além da
ramificacao e areolacdo. A analise morfologica de Chrysophyllum rufum mostra um padrdo de
venacgdo broquidédroma que esta de acordo com o descrito para a familia (Pennington, 1990).
A veia priméria, segundo Hickey (1973), é o ponto de partida para a identificacdo correta das
outras nervuras, geralmente é mais espessa podendo emergir do peciolo, e esse padrdo foi o
observado em Chrysophyllum rufum. As nervuras secundarias se originam diretamente da
veia principal, formando um suporte estrutural para a l[&mina foliar. J& as nervuras terciarias,
muitas vezes paralelas as secundarias, podem formar um tecido caracterizado pelo calibre,
orientagéo, espacamento e curso das nervuras em relacdo as outras e a folha inteira. Em geral
as nervuras primarias e secundarias sdo as principais nervuras da folha, e as terciarias fazem
parte do tecido do sistema de nervuras, porém a sua regularidade varia muito e pode ser
descrita em termos de “hierarquia foliar” (Ellis et al., 2009; Hickey, 1973).

Os resultados deste trabalho relatam a presenca de compostos primarios e secundarios,
ressaltando a importancia de testes mais especificos para a identificacdo de possiveis
potenciais desta espécie, indicando assim 0s compostos biologicamente ativos.

O presente estudo contribuiu para que a descricdo anatdmica, histoquimica e da
arquitetura de Chrysophyllum rufum possa ser utilizada como auxilio na identificagdo da
espécie, visando que este conjunto de informacges pertinentes a familia Sapotaceae seja uteis

para estudos taxonémicos e morfoanatémicos.

35



Consideracoes finais

Os resultados anatémicos, histoquimicos e de arquitetura demonstraram que foi
possivel realizar a caracterizacdo das folhas Chrysophyllum rufum, que apresentou caracteres
comuns a familia Sapotaceae e representantes dela.

Caracteristicas anatémicas diagnosticas da familia foram confirmadas na espécie,
assim como os resultados histoquimicos e da arquitetura mostraram que existe ainda a
necessidade de estudos mais aprofundados para as classes de metabolitos encontrados e

outros, além de uma maior determinacdo do padrdo de venacao foliar.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1: Superficie foliar de Chrysophyllum rufum Mart. em vista frontal sob microscépio éptico. A-B
Epiderme adaxial, mostrando células epidérmicas (ce) de paredes mais sinuosas, cicatrizes de tricomas (ct) e
células costais (cc). C-D: Epiderme da face abaxial mostrando células da nervura (cn), células intercostais (ci),

estdmatos (es) do tipo anisocitico e cicatrizes de tricomas (ct). Barra: Figs A-D =50 um

Figura 2 - Eletromicrografias de varredura de Chrysophyllum rufum Mart. em vista frontal. A-B.
Superficie adaxial apresenta grande quantidade de deposicéo de cera (ce) e ornamentacdes em forma de estrias
(est). C-D. Superficie abaxial mostrando estdmatos (es), ornamentacdes estriadas (est) e tricoma (tr) do tipo

malpiguiaceo. Barra: Fig A= 200 um; B=5 pm; Fig C= 10 um; Fig D= 100 pm.

Figura 3 - SecGes transversais da folha de Chrysophyllum rufum Mart. A. Peciolo com o sistema
vascular em arco fechado (svf), idioblastos (id) e laticiferos (lat). B. Detalhe da regido central do peciolo, com
feixe vascular aberto (fva), floema externo (fl) e xilema interno (xI). C. Regido da nervura principal da lamina
foliar mostrando cinturdo de células de esclerénquima (escl) ao redor do feixe vascular (fv), células de
colénquima (col) abaixo da epiderme. D. Regido do mesofilo mostrando feixe vascular (fv) imerso nos
parénquimas paligadico (pp) e esponjoso (pe), destaque em quadrado vermelho para a cAmara subestomatica. E-
F. Mesofilo dorsiventral, mostrando cuticula pouco espessa (cut), camada uniestratificada de células epidérmicas
(ce), parénquima palicadico (pp) e parénquima esponjoso (pe), tricomas (tr) malphiguidceos na face abaxial. G.
Bordo foliar fletido, com tricomas na face abaxial (tr). H. Extremidade do bordo foliar mostrando flanges na
cuticula (fcut), células do parénquima pali¢adico arredondadas (ppa). Barra: Fig A= 500 um; Figs B,C, E, G =
200 um; Figs D, F, H =50 um.

Figura 4 — Reagbes histoquimicas em peciolo de Chrysophyllum rufum Mart. A. Cloreto férrico 10%.
B. Dicromato de potéssio. C. Cloreto de zinco. D. Etanol 100%. E. Fehling. F. Azul de alcian. Barra = 500 um.

Figura 5 —Reagdes histoquimicas em peciolo de Chrysophyllum rufum Mart. A. Sudan Ill. B.
Floroglucina acidificada. C. Lugol. D. Sudan 1V. E. Vermelho de ruténio 0,2%. F. Destaque para mucilagem

corada em secdo transversal do peciolo. Barra = 500 um

Figura 6 — Reaces histoquimicas na regido mediana da lamina foliar de Chrysophyllum rufum Mart. A.
Cloreto de zinco. B. Regido do mesofilo em reagéo ao Cloreto de zinco. C. Dicromato de potassio. D. Fehling. E.

Cloreto férrico 10%. F. Azul de alcian. Barra = 200 pm.

Figura 7- Reagdes histoquimicas na regido mediana da lamina foliar de Chrysophyllum rufum Mart. A.
Sudan I11. B. Regido do mesofilo mostrando a reacdo do Sudan 111 na cuticula. C. Etanol 100%. D. Sudan IV. E.
Lugol, deposito de amido no parénquima pali¢adico. F. Lugol, presenga de amido no mesofilo. G. Floroglucina.
H. Vermelho de ruténio 0,2%. Barra = 200 pm.
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Figura 8- Folhas de Chrysophyllum rufum Mart. A-B. Superficie adaxial mostrando o ramo e as
inflorescéncias e a folha inteira de cor verde. C-D. Superficie abaxial mostrando o ramo com flores e
inflorescéncia e a folha inteira, destacando a coloracdo ferruginea consequente da grande quantidade de

tricomas. Barra = 2 cm

Figura 9- Folhas diafanizadas de Chrysophyllum rufum Mart. A. Folha simples, camptddroma do tipo
broquidédroma, com a nervura primaria (np) de orientacdo reta. B. Apice foliar mostrando nervuras de menor
calibre proximas a extremidade. C-D. Venacdo secundaria broquidédroma, com nervuras marginais (nm) e
intersecundarias (is). E-G. Detalhe do terco médio da folha mostrando nervuras terciarias (nt) formando aréolas

(ar). H. Inicio da nervura primaria na base da lamina foliar (np). Barra = Fig F-G= 1mm; Figs A-E, H=2mm.
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