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RESUMO

MATTOS, Karina Lucas Barbosa Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de
2011. Anatomia foliar aplicada a taxonomia em Rubiaceae Jusrientadora: Renata
Maria Strozi Alves Meira. Coorientadores: Aristéa Alves Azevedo e Zefa Valdivina Pereira.

As Rubiaceae incluem cerca de 660 géneros e 11.150 espécies, incluidas nas
subfamilias Cinchonoideae e Rubioideae. No Brasil, é representada por 18 tribos, 101 géneros
e aproximadamente 1000 espécies, distribuidas por diversas formacdes vegetacionais, com
expressiva ocorréncia na Mata Atlantica. Dada a riqueza de espécies de Rubiaceae listada na
Reserva Florestal Mata do Paraiso (RFMP), aos problemas taxondmicos relacionados a
delimitacdo de géneros, tribos e subfamilia e a importancia da anatomia como ferramenta
para a taxonomia, o presente trabalho tem por objetivos gerais identificar caracteres
anatdbmicos foliares que possam auxiliar na taxonomia e no reconhecimento das relacdes
filogenéticas de Rubiaceae, incluindo a caracterizacdo anatdbmica e micromorfoldgica dos
coléteres foliares de alguns representantes. Foram analisadas folhas, incluindo a regido
mediana da lamina foliar (nervura mediana e margem) totalmente expandida e do peciolo
(regido mediana), de 30 espécies de Rubiaceae, distribuidas em 7 tribos e 12 géneros,
coletadas na RFMP. Procedeu-se também a caracterizacdo morfoanatémica e histoquimica
dos coléteres de 10 espécies incluidas em 4 géneros de Rubiaceae. As amostras foram
submetidas as técnicas usuais de anatomia vegetal e os dados anatébmicos obtidos foram
submetidos as andlises numéricas multivariadas. Os caracteres anatdbmicos considerados
importantes taxonomicamente foram: presenca de epiderme bisseriada, papilas, presenca de
tricomas unicelulares e multicelulares, estdmatos paraciticos e paralelociticos, presenca de
coléteres, domacias e variacbes no padréo de areolacéo da folha e na conformacéo do sistema
vascular do peciolo. Diversas caracteristicas apresentaram valor diagnostico Uteis na
diferenciacdo e reconhecimento das espécies na RFMP. As andlises fenéticas confirmam a
formacdo de pequenos grupos no nivel de tribo (Spermacoceae, Cinchoneae, Cossareae,
Coccocypseleae, Psychotrieae) e de género (Borreria, Diodella, Coccocypselum)sé anali
de componentes principais reuniu as espécies em 3 supertribos: Psychotriidinae, Rubiidinae e
Cinchonidinae. Os coléteres se encontram distribuidos na superficie adaxial das estipulas,
ocorrendo também nos primérdios foliares de Palicourea marcgravii € no apice da estipula de
Chiococca alba. Foram observados 3 tipos de coléteres: padrao, padrao bifurcado e padréao

curto. A estrutura geral dos coléteres consiste de um eixo central parenquimatico multicelular
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e uma epiderme secretora em palicada, sendo estas alongadas ou cubdides em toda extensdo
do coléter. As células epidérmicas possuem cuticula e paredes delgadas, nucleos conspicuos,
deslocados para a regido equatorial ou basal e citoplasma abundante. Espacos intercelulares
ocorrem com frequéncia entre as células epidérmica€.ddba, Coussarea triflora, C.
verticillata e Psychotria sessilis. Idioblastos cristaliferos contendo rafides ocorrem no eixo
central parenquimético dos coléteres de todas as espécies de Rubioideae. Areia cristalina
ocorre apenas em C. alba (Cinchonoideae). Tragcos vasculares foram observados no eixo
central parenquimatico de P. longepedunculata e de P. marcgravii. Nas amostras analisadas,
a reacdo positiva aos testes histoquimicos demonstrou que a secrecdo € de natureza
mucilaginosa e protéica. A posicao, a variacdo tipologica, a presenca de vascularizacdo, a
presenca e o tipo de cristal de oxalato de calcio sdo caracteristicas importantes para os estudos
de taxonomia e filogenia em Rubiaceae. Os estudos anatbémicos realizados nas espécies de
Rubiaceae reforcam a importancia dos caracteres anatbmicos como ferramenta adicional para
subsidiar estudos taxonO6micos e filogenéticos na familia, bem como ampliam os

conhecimentos anatémicos em nivel genérico e especifico.
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ABSTRACT

MATTOS, Karina Lucas Barbosa Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vicaga20t1.
Leaf anatomy applied to the taxonomy of Rubiaceae Jusédviser: Renata Maria Strozi
Alves Meira.Co-advisers: Aristéa Alves Azevedo and Zefa Valdivina Pereira.

Rubiaceae comprise about 660 genera and 11,150 species, within the subfamilies
Cinchonoideae and Rubioideae. In Brazil, it is represented by 18 tribes, 101 genera and
approximately 1000 species, distributed among different vegetation formations, with a large
occurrence in the Atlantic Forest. Because of the high species richness of Rubiaceae in Mata
do Paraiso Forest Reserve (RFMP), the problems related to taxonomic delimitation of genera,
tribes and subfamilies and the importance of anatomy as a tool for taxonomy, this study
aimed to identify anatomical leaf characters to aid in taxonomy and phylogeny of Rubiaceae.
Anatomical and micromorphological characteristics of leaf colleters were also recorded from
a number of representatives. Leaves were examined, including the middle region of fully
expanded leaf blades (midrib and margin) and petiole (middle third) of 30 Rubiaceae species,
distributed in 7 tribes and 12 genera collected in the RFMP. Studies on morphology, anatomy
and histochemistry of colleters were also carried out in 10 species belonging to four genera of
Rubiaceae. The samples were processed by usual plant anatomy techniques and anatomical
data was analyzed by multivariate numerical techniques. Taxonomically important
anatomical characters considered were: presence of biseriate epidermis, papillae, presence of
unicellular and multicellular trichomes, paracytic and parallelocytic stomata, presence of
colleters, domatia and variations in the pattern of leaf areolation and conformation of the
petiole vascular system. Several useful characteristics had diagnostic value in the
differentiation and recognition of the species in RFMP. Phenetic analysis confirmed the
formation of small groups at the tribe level (Spermacoceae, Cinchoneae, Cossareae,
Coccocypseleae, Psychotrieae) and genus (Borreria, Diodella, Coccocypselum). The
principal component analysis grouped the species into three supertribes: Psychotriidinae,
Rubiidinae and Cinchonidinae. Colleters occur on the adaxial surface of stipules, on leaf
primordia of Palicourea maracgravii and also at stipule apices of Chiococca alba. Three
types of colleters were indentified: standard, bifurcated standard and reduced standard. The
general structure of colleters consists of a central axis and a parenchymatoudlutartice
palisade secretory epidermis, which are cuboidal or elongated to the full extent of the colleter.
The cuticle and epidermal cells have thin walls, conspicuous nuclei displaced to the
equatorial or basal region and abundant cytoplasm. Intercellular spaces often occur between
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the epidermal cells of C. alba, Coussarea triflora, C. verticillata and Psychatsiasse
Cristals idioblasts containing raphides occur in the parenchyma of the central axis of colleters
in all Rubioideae species. Crystalline sand is present only in C. alba (Cinchonoideae).
Vascular traces were present in the parenchymatous central axis of P. longepedunculata and
P. maracgravii. The positive reaction to histochemical tests showed that the secretion consists
of mucilaginous and protein substances in the samples analyzed. The position, the typological
variation, vascularity, the presence and type of calcium oxalate crystals are important
characteristics for the study of taxonomy and phylogeny of Rubiaceae. The anatomical
studies in Rubiaceae species here performed reinforce the importance of anatomical
characters as an additional tool to support taxonomic and phylogenetic studies in the family,

as well as extend the anatomic knowledge at generic and specific levels.



1. INTRODUCAO GERAL

Rubiaceae é a maior familia dentre as Gentianales, com cerca de 660 géneros e
aproximadamente 11.150 espécies, incluidas nas subfamilias Cinchonoideae e Rubioideae
(Robbrecht & Manen 2006).

As Rubiaceae séo biologicamente e morfologicamente diversas, com diferentes
formas de vida e de sistemas reprodutivos (Bremer 1996). As formas de vida incluem ervas
perenes ou anuais, lianas, arbustos, subarbustos, arvores de grande, médio ou pequeno porte
(Barroso et al. 1991; Bremer 1996), entretanto, predomina o habito arbéreo, em cerca de 80%
dos géneros (Robbrecht 1988). Ocorrem principalmente nas regides tropicais e subtropicais,
atingindo também as regides temperadas e frias da Europa e norte do Canada (Judd et al.
1999). No Brasil, esta representado por 18 tribos, 101 géneros e aproximadamente 1010
espécies, de ocorréncia comum na Mata Atlantica (Barroso et al. 1991; Lombardi &
Goncalves 2000; Martin-Gajardo & Morellato 2003

A familia Rubiaceae € conhecida pela importancia econémica (Coffea), ornamental
(Gardenia, Hamelia, Randia, Rondeletia, Ixora) (Simdes et al. 2001) e pela presenca de
alcaléides com atividade téxica para diversos animais (ex. Palicourea maragiRvii
juruana) e de importancia farmacoldgica, tais como a emetina, isolada de Psychotria
ipecacuanha, com a tividade emética e amebicida; quinidina (Cinchona), usada como
antiarritmico e quinina (Cinchona), utilizada no tratamento da malaria (Fronhne & Pfander
2009.

Rubiaceae é considerada por muitos sistematas como um grupo natural e
monofilético, facilmente circunscrita (Verdcourt 1958; Bremekamp 1966; Bremer & Jansen
1991). Entretanto, existem ainda muitos problemas de classificacdo intrafamiliar,

especialmente quanto a delimitacdo em nivel de subfamilia (Robbrecht & Manen 2006), de



tribo (Bremekamp 1966; Robbrechet 1988; Bremer & Jansen 1991; Robbrecht & Manen
2006) e de género (Bacigalupo & Cabral 1996). Tais problemas de delimitacdo séo
dificultados principalmente devido a necessidade de amostras férteis para se ter certeza da
identidade taxondmica das plantas coletadas em campo. Como exemplo, Paleourea
Psychotria, quando em fase vegetativa, sdo morfologicamente dificeis de serem distinguidos,
nao existindo consenso quanto as caracteristicas mais adequadas para separacao destes dois
géneros (Taylor 1989, 1996). Em Palicourea, as espécies apresentam ramos vegetativos e
frutos muito semelhantes, sendo necessario a andlise de flores em antese para o
reconhecimento seguro da identidade das espécies (Taylor 1997).

Os estudos de morfologia e anatomia foliar aplicados a taxonomia tém demonstrado o
valor dos caracteres foliares como ferramenta para a taxonomia, sendo utilizados para
elucidar problemas taxondémicos em diversas familias de plantas (Andrés-Hernandez &
Terrazas 2006; Araujo et al. 2010; Dianne et al. 2003; Mentink & Bass 1992). Os dados
anatdbmicos também podem ser utilizados para indicar tendéncias evolutivas e relacdes
filogenéticas entre os taxons (Metcalfe & Chalk 1979). Em Rubiaceae, caracteres anatdmicos
e micromorfolégicos da lamina foliar com significados taxonémicos tém sido estudados em
Coussarea (Tavares & Vieira 1994), Psychotria (Da Cunha & Vieira 1997; Gomes et al.
1995), Bathysa (Nascimento et al. 1996), Rudgea (Mantovani & Vieira 1997; Leo et al.
1997), Rondeletia (Kocsis et al. 2004), Simira (Moraes et al. 2009) e Hamelieae (Martinez-
Cabrera et al. 2009).

As espécies de Rubiaceae sdo caracterizadas por folhas simples e opostas com
estipulas interpeciolares. As folhas apresentam estématos do tipo paracitico ou paralelocitico,
cristais de oxalato de calcio, mesofilo geralmente dorsiventral, sendo freqiente a ocorréncia
de domécias e de estruturas secretoras denominadas coléteres (Solereder 1908; Lersten

1974b; Davis & Rakotonasolo 2003; Kocsis et al. 2004; Martinez-Cabrera et al. 2009).



Coléteres foram descritos oatiglmente como “glandular shaggy hairs” (Solereder
1908) e sdo glandulas encontradas na superficie adaxial de 6rgdos reprodutivos e/ou
vegetativos jovens de um grande numero de familias de angiospermas (Thomas 1991). Séo
frequentemente citados para as Gentianales, que inclui as familias Rubiaceae, Apqcynaceae
Gentianaceae e Loganiaceae de acordo com o sistema APG Ill (2009). Tais estruturas
secretam mucilagem (Fahn 1979; Thomas 1991) ou uma mistura de mucilagem e substancias
lipofilicas (Fahn 1979) e, desta forma, estdo relacionadas com a protecdo de meristemas e
orgados em desenvolvimento, lubrificando e protegendo contra a dessecacdo e/ou contra o

ataque de herbivoros e patdégenos (Fahn 1979; Thomas 1991).

Na familia Rubiaceae, os coléteres estdo presentes na superficie ou nha margem das
estipulas (Lersten 1974a; Thomas 1991), no célice (Robbrecht 1987; Dave et al. 1988),
bracteas, bractéolas e corola (Thomas & Dave 1989). Tais estruturas tém relevante
importancia taxondmica e filogenética para as Gentianales, em funcdo das variacdes na sua
morfologia, distribuicdo e numero (Lersten 1974 a, b; Scatolin Rio et al. 2002; Schwarz &

Furlan 2002; Simdes et al. 2006).

Como os coléteres sdo encontrados em partes vegetativas, estes podem ser
confundidos com nectarios extraflorais, pois exibem semelhancas quanto a estrutura e
distribuicdo. Entretanto, os coléteres secretam mucilagem que séo polissacarideos complexos
enquanto os nectarios secretam néctar que corresponde a uma solucdo de glicose, frutose e
sacarose (Fahn 1979). Assim, os principais componentes do material secretado devem ser
identificados, por meio de andlises quimicas e/ou histoquimicas, para se caracterizar com
seguranca o tipo de estrutura secretora.

A Reserva Florestal Mata do Paraiso € uma area de preservacdo ambiental

administrada pelo departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigosa,

no municipio de Vigosa, Zona da Mata do estado de Minas Gerais. A floresta primaria
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existente na reserva foi substituida, sucessivamente, pelo cultivo de café e pastagem (Volpato
1994). A partir da década de 50, com o abandono das culturas, iniciou-se 0 processo de
regeneracao, encontrando-se hoje em diversos estadios sucessionais de desenvolvimento
(Leal-Filho 1992). Nesta unidade de conservacdo tém sido desenvolvidos diversos trabalhos
de pesquisa, dentre eles, os de levantamento floristico (Ferreira et al. 2009) e de biologia
reprodutiva (Lelis 2008; Fonseca 2009; Bessa et al. 2010; Duarte-Silva et al. 2010). A riqueza
de espécies de Rubiaceae foi registrada em um levantamento floristico, onde foi elaborada
uma listagem de espécies ocorrentes na RFMP (Pereira et al. 2006). Tal fato demonstra a

importancia deste taxon nesta unidade de conservacao ambiental.



2. OBJETIVOS

Geral
Identificar caracteres anatdomicos foliares que possam auxiliar na taxonomia, incluindo
a caracterizacao anatémica e micromorfolégica dos coléteres foliares de alguns representantes

da familia.

Especificos

1. Caracterizar anatomicamente as folhas de 30 espécies incluidas nos géneros
Borreria, Chiococca, Coccocypselum, Coussarea, Coutarea, Diodella, Faramea, Galium,
Mitracarpus, Palicourea, Psychotria, Richardi®udgea ocorrentes na Reserva Florestal
Mata do Paraiso (RFMP), identificando caracteres anatdmicos uUteis para a taxonomia e

subsidios para a filogenia da familia.

2. Elaborar uma chave dicotdmica de caracteres anatémicos que possa servir para o

reconhecimento de exemplares vegetativos de Rubiaceae da RFMP

3. Comparar as espécies estudadas por meio de analises numéricas multivariadas

tomando por base a listagem de caracteristicas anatdmicas observadas.

4. Caracterizar morfoanatomicamente e histoquimicamente coléteres de 10 espécies,

incluidos em 4 géneros de Rubiaceae ocorrentes na RFMP.



3. ORGANIZACAO DA TESE

O presente trabalho encontra-se organizado em capitulos, como disposto nas normas
de redacédo de teses da Universidade Federal de Vicosa.

O primeiro capitulo é referente a anatomia foliar de espécies de Rubiaceae como
ferramenta adicional a taxonomia. O segundo capitulo é referente aos coléteres estipulares de

espécies de Rubiaceae.
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ANATOMIA FOLIAR DE ESPECIES DE RUBIACEAE JUSS. OCORRENTES EM

FLORESTA ATLANTICA COMO FERRAMENTA ADICIONAL A TAXONOMIA
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RESUMO

MATTOS, Karina Lucas Barbosa Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de
2011. Anatomia foliar de espécies de Rubiaceae Juss. ocorrente em Floresta Atlantica
como ferramenta adicional a taxonomiaOrientadora: Renata Mariar8ti Alves Meira.
Coorientadores: Aristéa Alves Azevedo e Zefa Valdivina Pereira.

As Rubiaceae estdo representadas por cerca de 660 géneros e aproximadamente
11.150 espécies, incluidas nas subfamilias Cinchonoideae e Rubioideae. O presente trabalho
teve como objetivos caracterizar a anatomia foliar de 30 espécies de Rubiaceae, distribuidas
em 7 tribos e 13 géneros, coletadas na Reserva Florestal Mata do Paviis(RFMP);
indicar caracteres anatomicos de utilidade para a taxonomia do grupo e elaborar uma chave
para identificacdo dos téxons utilizando caracteres anatdbmicos. Para a caracterizagao
estrutural, as amostras coletadas em campo e provenientes de material herborizado foram
processadas conforme metodologia usual em anatomia vegetal. Métodos estatisticos
multivariados, como analises de componentes principais (PCA) e de agrupamento (UPGMA),
foram conduzidos com base nos caracteres anatdomicos aplicados. Os caracteres anatdmicos
considerados importantes taxonomicamente foram: presenca de epiderme bisseriada, papilas,
presenca de tricomas unicelulares e multicelulares, estbmatos paraciticos e paralelociticos,
presenca de coléteres, domacias e variagbes no padrdo de areolacdo da folha e na
conformacdo do sistema vascular do peciolo. Diversas caracteristicas apresentaram valor
diagnéstico Uteis na diferenciacdo e reconhecimento das espécies na RFMP. As analises
fenéticas confirmam a formacdo de pequenos grupos no nivel de tribo (Spermacoceae,
Cinchoneae, Cossareae, Coccocypseleae, Psychotrieae) e de género (Borreria, Diodella
Coccocypselum). A analise de componentes principais reuniu as espécies em 3 supertribos:
Psychotriidinae, Rubiidinae e Cinchonidinae. Estes resultados reforcam a importancia dos
caracteres anatbmicos como ferramenta (til para subsidiar estudos taxonémicos e
filogenéticos em Rubiaceae, bem como ampliam os conhecimentos anatdmicos em nivel

genérico e especifico.
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ABSTRACT

MATTOS, Karina Lucas Barbosa Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vicaga2011.
Leaf anatomy as an additional tool to the taxonomy of Rubiaceae Juss. species occurring
in the Atlantic Forest. Adviser: Renata Maria Strozi Alves Meira. Co-advisers: Aristéa
Alves Azevedo and Zefa Valdivina Pereira.

The Rubiaceae family is represented by about 660 genera and approximately 11,150
species, including the subfamilies Cinchonoideae and Rubioideae. This study aimed to
characterize the leaf anatomy of 30 species of Rubiaceae, distributed in 7 tribes and 13 genera
collected in the Reserva Florestal Mata do Paraiso - MG (RFMP); indicate anatomical
characters useful for taxonomy of the group and provide a key for the identification of taxa
using anatomical characters. For the structural characterization, samples collected in the field
and from herbarium specimens were processed by usual plant anatomy techniques.
Multivariate statistical methods such as principal component analysis (PCA) and cluster
analysis (UPGMA) were performed based on the anatomical characters measured.
Taxonomically important anatomical characters considered were: presence of biseriate
epidermis, papillae, presence of unicellular and multicellular trichomes, paracytic and
parallelocytic stomata, presence of colleters, domatia and variations in the pattern of leaf
areolation and conformation of the petiole vascular system. Several useful characteristics had
diagnostic value in the differentiation and recognition of the species in RFMP. Phenetic
analysis confirmed the formation of small groups at the tribe level (Spermacoceae,
Cinchoneae, Cossareae, Coccocypseleae, Psychotrieae) and genus (Borreria, Diodella,
Coccocypselum). The principal component analysis grouped the species into three
supertribes: Psychotriidinae, Rubiidinae and Cinchonidinae. These results emphasize the
importance of anatomical characters as a useful tool to provide support to taxonomic and
phylogenetic studies in Rubiaceae, as well as deepen the anatomical knowledge at the generic

and specific level.
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1. INTRODUCAO

Rubiaceae é a maior familia dentre as Gentianales, com cerca de 660 géneros e
aproximadamente 11.150 espécies (Robbrecht & Manen 2006). Embora Rubiaceae seja
considerada como um grupo natural e monofilético, facilmente circunscrita (Verdcourt 1958;
Bremekamp 1966; Bremer & Jansen 1991), ainda existem muitos problemas de delimitacédo
em nivel de subfamilia, de tribo e de género (Bremekamp 1966; Robbrechet 1988; Bremer &
Jansen 1991; Bacigalupo & Cabral 1996; Robbrecht & Manen 2006). Tais problemas de
delimitacdo séo dificultados principalmente devido a necessidade de amostras férteis para se
ter certeza da identidade taxonO6mica das plantas coletas em campo. Muitos géneros de
Rubiaceae, tais como PalicoureaPsychotria, sdo morfologicamente dificeis de serem
distinguidos, ndo existindo consenso quanto as caracteristicas mais adequadas para separacao
destes géneros (Taylor 1989, 1996). As espécies de Palicourea apresentam ramos vegetativos
e frutos muito semelhantes, sendo necessaria a analise de flores em antese para o
reconhecimento seguro da identidade destas (Taylor 1997).

A partir do sistema de classificacdo de Robbrecht (1988) que propbs quatro
subfamilias (Antirheoideae, Cinchonoideae, Ixoroideae e Rubioideae) para Rubiaceae, varios
sistemas de classificacdes baseados em dados morfolégicos e/ou moleculares tem abordado a
classificacdo dos niveis hierarquicos inferiores de Rubiaceae, como subfamilia (Bremer 1996,
Robbrecht & Manen 2006), tribo (Rova et al. 2002) e género (Nepokroeff et. al. 1999). De
acordo com estudos recentes de filogenia, baseados em dados moleculares, morfolégicos e
caracteres anatomicos, foram reconhecidas apenas duas subfamilias: Cinchonoideae e
Rubioideae (Robbrecht & Manen 2006), e quatro supertribos (Ixoridinae, Cinchonidinae,

Psychotriidinae e Rubiidinae).
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Os estudos de morfologia e anatomia foliar aplicados a taxonomia tém demonstrado o
valor dos caracteres foliares como ferramenta para a taxonomia, sendo utilizados para
elucidar problemas taxonémicos em diverkamilias de plantas (Mentink & Bass 1992;
Dianne et al. 2003; Andrés-Hernandez & Terrazas 2006; Araujo et al. 2010). Os dados
anatdbmicos também podem ser utilizados para indicar tendéncias evolutivas e relacdes
filogenéticas entre os taxons (Metcalfe & Chalk 1979). Em Rubiaceae, caracteres anatdmicos
e micromorfolégicos da lamina foliar com significados taxonémicos tém sido estudados em
Coussarea (Tavares & Vieira 1994), Psychotria (Da Cunha & Vieira 1997; Gomes et al.
1995, Moraes et al. 20},1Bathysa (Nascimento et al. 1996), Rudgea (Mantovani & Vieira
1997; Leo et al. 1997), Rondeletia (Kocsis et al. 2004), Simira (Moraes et al. 2009) e em
representantes da tribo Hamelieae (Martinez-Cabrera et al. 2009).

As Rubiaceae sado biologicamente e morfologicamente diversas, com diferentes
formas de vida e de sistemas reprodutivos (Bremer 1996). No Brasil, esta representada por 18
tribos, 101 géneros e aproximadamente 1010 espécies, sendo comum sua ocorréncia na Mata
Atlantica (Barroso et al. 1991; Lombardi @oncalves 2000; Martin-Gajardo & Morellato
2003; Pereira et al. 2006). Na Reserva Florestal Mata do paraiso, uma unidade de
conservacao que faz parte dos dominios da floresta Atlantica, administrada pela Universidade
Federal de Vicosa-MG, foram amostrados 13 géneros compreendendo 30 espécies de
Rubiaceae (Pereira et al. 2006). Tal fato refor¢ca a importancia deste taxon nesta unidade de
conservacao ambiental.

O presente estudo tem como objetivos: (1) caracterizar anatomicamente as folhas de
30 espécies incluidas nos génerBerreria, Chiococca, Coccocypselum, Coussarea,
Coutarea, Diodella, Faramea, Galium, Mitracarpus, Palicourea, Psychotria, Richardia
Rudgea ocorrentes na Reserva Florestal Mata do Paraiso (RFMP), identificando caracteres

anatdmicos Uteis para a taxonomia e subsidios para a filogenia da familia. (2) elaborar uma
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chave dicotbmica de caracteres anatdmicos que possa servir para o reconhecimento de
exemplares vegetativos de Rubiaceae da RFMP e (3) comparar as espécies estudadas por
meio de analises numéricas multivariadas tomando por base a listagem de caracteristicas

anatbmicas observadas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo e amostras coletadas

A Reserva Florestal Mata do Paraiso (RFMP) abrange uma area de 194,36ha, tendo
como coordenadas 20°45" S, 42°55° W e altitude média de 690m (Leal-Filhh A992
vegetacao natural da Reserva faz parte dos dominios da floresta Atlantica (Rizzini 1992) e
trata-se de um fragmento de Floresta Estacional Semidecidual Submontana (Veloso et al.
1991).

A partir da listagem das espécies amostradas no levantamento floristico de Rubiaceae
ocorrentes na RFMP (Pereira et al. 2006), a maioria delas foi selecionada para o estudo
totalizando 30 espécies incluidas em sete tribos e 13 géneros. Foram realizadas cinco
expedicdes ao campo com o objetivo de recoletar as espécies visando a fixacdo de amostra
para os estudos anatdomicos. Para as analises anatdomicas, foram amostradas folhas de pelo
menos trés individuos de cada espécie. Das exsicatas depositadas no Herbario VIC da
Universidade Federal de Vigcosa, foram retiradas amostras de folhas totalmente expandidas das
espécies que nao foram localizadas para recoleta em campo. A listagem das espécies, as

informacdes sobre o habito e sobre o local de coleta encontram-se organizados na Tabela 1.

2.2. Processamento das amostras

As folhas provenientes de exsicatas foram submetidas ao processo de reversdo de
herborizacdo (Smith & Smith 1942) e estocadas em etanol 70%. Das espécies coletadas em
campo foram retirados fragmentos de folhas totalmente expandidas e fixadas em FAA
(formaldeido, acido acético glacial, etanol 50%, 1:1: 18, pbr)48 horas e estocadas em
etanol 70% (Johansen 1940). Tanto das plantas herborizadas quanto das fixadas foram

retiradas amostras da regido mediana da lamina foliar (nervura mediana e margem) e do
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peciolo (regido mediana).

As anpstras foramdesidratadas em série etilica e incluidas em metacrilato
(Historesin, Leica Instruments). Seccdes transversais foram obtidas em micrétomo rotativo de
avanco automatico (modelo RM2155, Leica Microsystems Inc.), com utilizacdo de navalhas
de vidro descartaveis. Os cortes (bA7 de espessura) foram corados com Azul de Toluidina

pH 4,0 O’Brien & McCully 1981) e as laminas montadas com resina sintética (Permount).

Para descrever os caracteres de superficie (tipo e posicdo de estdmato, tipo de
tricoma), de acordo com Metcalfe & Chalk (1979), fragmentos foliares foram dissociados
utilizando-se acido nitrico e acido crémico (Jensen 1962). Para a analise dos padrbes de
venacao, de acordo com Ellis et al. (2009), as folhas foram diafanizadas utilizando-se solucéo
de hidréxido de sédio 10% e hipoclorito de sédio 20% por 2 a 24 horas, intercaladas por
sucessivas lavagens em agua destilada (Johansen 1940, modificado). Todos o0s materiais
dissociados e diafanizados foram desidratados em série etilica e corados com safranina (1%
solucdo alcodlica) (Johansen 1940, modificado) ou fucsina (0,1% solucdo alcodlica)
(Johansen 1940, modificadeas laminas montadas com resina sintética (Permount).

As observacdes e a documentacdo fotografica do lamindrio permanente e
semipermanente foram realizadas em microscopio de luz (modelo AX70TRF, Olympus
Optical) equipado com sistema U-Photo e com camara digital aclopada (modelo Spot
Insightcolour 3.2.0, Diagnostic instruments inc., New York, USA), do laboratério de anatomia

Vegetal da UFV.

2.3. Andlises fenéticas
As 30 espécies de Rubiaceae foram comparadas entre si, de acordo com as
caracteristicas estruturais foliares analisadis c@racteristicas), mediante uma matre d

presenca/auséndf@iabela 2). A matriz foi inicialmente digitada no programa Microsoft Excel
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e posteriormente exportada para o progrdaORD versdo 5.10. Métodos estatisticos
multivariados como analises de componentes principais (PCA) e de agrupamento (cluster
aralises) foram conduzidas para a série de dados. O fenograma foi construido através do
algoritmo de agrupamento UPGMA utilizandoimdice de Sorensen’s, de Jacardi e de

distancia Euclidiana.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacdo Anatémica
3.1.1 Lamina Foliar

Em vista frontal, o contorno da parede anticlinal das células epidérmicas € reto a
levemente ondulado em ambas as faces (FigB)LAa maioria das espécies (Tabela 3), ja,
contorno sinuoso em ambas as faces, foi verificado apenas em Borreria verticillatee&outa
hexandra, Coussarea triflora (Figs. 1C-D), Faramea multiflora, Galium hipocarpmsn (Fi
1E+) e Mitracarpus frigidus.

A epidermeé unisseriada em todas as espécies (Figs. 2AERCom excecao de
Psychotria conjugends?. hastisepaleae P. vellosiana (Fig. 2C), que apresentam epiderme
bisseriada ndo continuas células epidérmicas sao volumosas na maioria das espécies (Figs
2A-D, 3A-F) e apresentam em seccles transversal formato quadrangularA#&g. o2
retangulan3D). Foram observadas diferencas na altura das células epidérmicas entre as faces
adaxial e abaxial (Tabela 3). As células da superficie adaxial geralmente s&ezksamais
altas que as da abaxial (Figs. 2A-[@xcetuando-se Coccocypselum krauseanum, Faramea
multifiora, P. cephalantha, P. conjugens, P. hastisepala (Fig. 5A) e Richardia brasiliensis
gue apresentaram epiderme de ambas as faces da folha com tamanhos semelhantes. Em
Borreria (Fig. 3A, 3B), C. lanceolatum, Palicourea marcgravii (Fig. 3€) &nerior a
epiderme da face adaxial é papilosa.

A cuticula € ornamentada, tanto na face adaxial como na abaxial, em 14 das 30
espécies estudadas (Tabela 3), como em Palicourea longepedunculata (Fig. 3D), sendo lisa
nas demais espécies (Tabela 1), como registrado para Chiococca alba (Fig. 3E) e Psychotria

myriantha (Fig. 3F).
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Tricomas tectores unicelulares (Fig. 4A) e\ou multicelulares (Figs. 4B-E) de tamanhos
variados e paredes espessadas ocorrem na lamina e no peciolo das espécies estudadas (Tabela
4). Tricomas com a extremidade curvada formando um gancho foi verificado apenas em
Coccocypselum lanceolatum (Figs. 4B e 4C). De modo geral, os tricomas estdo localizados
tanto na superficie adaxial quanto abaxial da folha, muitas vezes, em nimero maior na regiao
da nervura mediana. Visualmente, Psychotria vellosiabadanceolatum (Fig. B) foram as
espécies mais pilosas. Folhas glabras ocorrem nas seguintes espécies: Chiocgcca alba
Coussarea triflora, Coussarea verticillata, Coccocypselum krausgaaummea multiflora,
Palicourea marcgravii, P. longipeduncula®acephalanthaR . hastisepalaR. myriantha P.
nuda, P. subspathulafd,sesdis e Rudgea lanceolata.

Os estomatos, de um modo geral, estao restritos a superficie abaxial folha (Figs. 2D).
Estdbmatos em ambas as faces foi verificao Rubieae e Spermacoceae (exceto em
Mitracarpus Frigidus) (Fig. 2D), sendo que na face adaxial a quantidade de estdbmatos é
menor quando comparada com a face abaxial. O tipo de estdbmato mais freqlente entre os
géneros é o paraciti¢big. 1D e 1F). Estdmatos paracitiemparalelociticos (Fig. 1B) foram
verificadosem Psychotria cephalanth®, nuda,P.tenerior,P. vellosiana, sendo o paracitico
sempre predominante.

Hipoderme foi verificada apenas em Coussarea verticilata (Fig. 5C), cujas células
apresentam paredes anticlinais e periclinais espessadas, séo aclorofiladas e com dimensdes
maiores que aquelas das células epidérmicas.

As espécies estudadas apresentam mesofilo dorsiventral (Figs. 5A-E), exceto em
Diodella teres, que é isobilateral (Fig. 5F). Variacdes foram observadas quanto a proporgao
do parénquima palicadico em relacdo ao mesofilo (Tabel® $arénquima palicadico é
formado por células alongadas (3 a 4 vezes mais alta que larga) (Figs. 5A, 5B e 5F), por

células curtas (até duas vezes mais alta que larga) (Figs. 5Cae 5por células curtas
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com formato conico. (Figs. 5E). Pode ser continuo (Fig. 6A) ou nao (Fig. 6Byifa oa

nervura mediana. Presenca de parénquima palicadico com células coletoras ocorre em
Borreria eryngioides, Galium hipocarpium, Psychotria conjugdhs,hastisepala,P.
myriantha,P. nuda,P. subspathulata P. tenerior (Fig. 5B). No parénquima lacunoso foram
observados trés tipos de arranjos celulares (Tabela 5): arranjo frouxo com abundantes espacos
intercelulares (Fig. 5A), arranjo compacto (Fig. 2E) e arranjo compacto cujas células
apresentam formato alongado e se orientam paralelamente a superficie foliar (Figs)5C e 5D

Cristais de oxalato do célcio ocorrem nos tecidos parenquimaticos da lamina foliar
(Figs. &, 7A-E) e do peciolo (Fig. ), sendo um carater comum a todas as espécies
analisadas (Tabela 4). As rafides foram observadas nditoed® maioria das espécies (Fig.
7A), sendo quem sete espécies de PsychotrianePalicourea marcgravii, além das rafides,
ocorrem estiléides (Fig. 7B)A ocorréncia de estiléides atravessando o mesofilo .de P
marcgravii € uma das caracteristicas anatémicas que a distingue de P. longepedunculata.
Drusas e rafides ocorrem em idioblastos das trés espécies de Borreria (Figs. 7C eidD). Are
cristalina ocorrem idioblastos de Chiococca alba (Fidge)& Coutarea hexandra.

Nas proximidades dos feixes vasculares da nervura mediana foram observadas células
esclerificadas em varias espécies (Tabela 5), como em Psychotria conjugens (Fi§..6C) e
vellosiana (Fig. 60)Nas camadas subepidérmicas da nervura mediana ocorre colénquima
como um carater constante em todas as espécies analisadas.

Nervura mediana pronunciada em ambas as faces ocorre em 19 espécies (Tabela 5)
enquanto em oito espécies esta se apresentou pronunciada apenas na face abaxial (Tabela 5)
A nervura mediana € pouco proeminente apenas em Galium hipocarpium, Richardia
brasiliensi R. grandiflora.

As nervuras laterais sdo envoltas por bainha parenquiméatica aclorofilada (Fig. 6E)

(Tabela 6), exceto enCoccocypselum hasslerianum cujas ceélulas da bainha contém
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cloroplastos (Fig6F), ou por células esclerificadas, observada apenas em Rudgea lanceolata
(Fig. 6G). Extensbes de bainha foram observadas nas nervuras laterais de maior calibre

apenas em Coutarea hexandra (Fig. 6H).

A margem foliar apresenta epiderme unisseriada recoberta por cuticula lisa ou
ornamentada. Margem foliar com células de parede espessada (Fig. 8A) ocorre na maioria das
espécies (Tabela 5). O parénquima palicadico atinge a margem foliar em Coutarea hexandra
e Diodella teres (Fig. 8B) e idioblastos cristaliferos ocorrem com freqiiéncia na margem de
Borreria capitata Palicourea marcgravii.

Domécias sao encontradas na face abaxial da lamina foliar posicionadas nas axilas da
nervura median& das nervuras lateraisendo do tipo “tufo de tricomas” em Psychotria
vellosiana (Fig. 8C)e do “tipo saco” em Coussarea triflora, Faramea multifloeaP.
subsphatulata (Fig. 82)“em fenda” em Rudgea lanceolata.

Coléteres estipulares ocorrem em todas as espécies analisadas (Tabela 6), ja, coléteres
distribuidos na insercéo da estipelao apice das estipulas foi verificado em Chiococca alba
e distribuidos na face adaxial das estipulas e nos primordios foliares em Palicourea
marcgravii.

Para todas as 30 espécies analisadas, o padrdo de venacgéo € do tipo Camptédromo-
Broquidédromo, onde as nervuras de segunda ordem se anastomosam e formam uma série de
arcos préoximos ao bordo. Aréolas moderadamente desenvolvidas com ramificagfes
dicotbmicas ocorrem apenas em Rudgea lanceolata (tipo 1) (Fig. 9A) e aréolas
moderadamente desenvolvidas com traqueides terminais alargados apenas em Chiococca alba
(tipo 1) (Fig. 9B). Aréolas pobremente desenvolvidas com ramificagdes dicotdmicas (tipo Ill)
(Fig. 9C) e aréolas pobremente desenvolvidas com traqueides terminais alargados (tipo V)

(Fig. 9D) foram observasna maioria das espécies estudadas (Tabela 6
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3.1.2 Sistema vascular do peciolo

Em seccdo transversal, os peciolos das espécies estudadas sao cilindricos ou
semicilindricos, exceto nas espécies de Borreria, Diodella teres, Galium hipogarpium
Mitracarpus frigidus e nas espécies Riegharda, que apresentam folhas subsésseis ou

sésseis.

O sistema vascular do peciolo €é colateral e apresenta cambio vascular na maioria das
espécies. A organizacdo do sistema vascular foi a caracteristica que mais variou (Tabela 6)
sendo possivel reconhecer 6 tipos (Fig. 10)Arco aberto observadem Coccocypseleae,
Psychotria tenerior B. vellosiana 2. Arco aberto com 2 a 4 feixes acessorios em Chiococca
alba, Palicourea marcgraw, sessilisP. subspathulataR. hygrophiloidesP. myriantha e
Rudgea lanceolat&: Arco aberto com extremidades invaginadas, 2 a 4 feixes acessorios em
Cossareae; Cinchonede, hastisepala4. Arco em “V” com extremidades invaginadas e 2
feixes acessorios apenasmn P. nuda 5. Arco em “U” com 2 feixes acessorios em P.

longepedunculata . conjugens.6. Arco fechado apenas & cephalantha.

3.2 Chave de identificacdo das espécies de Rubiaceae da Reserva Florestal Mata do

Paraiso, MG, baseada em caracteres morfoanatdmicos foliares

1. Folhas subsésseis ou sésseis, idioblastos com réafides e/ou drusas no mesofilo ..................... 2
1’. Folhas pecioladas, idioblastos com areia cristalina, rafides e /ou estiléides no mesofilo ...22

2. Cristais do tipo areia cristalina eXxCluSIVamMENLE ...........cccouuiiiiii i 3
2’. Cristais do tipo rafide € /ou eStIOIAE .......cevvvririiiiiiiiiie e 4

3. Coléteres distribuidos somente na base das estipulas; parénquima palicadico estendido até a
margem foliar; células epidérmicas da face adaxial até 2 vezes mais volumosas que as da

ADAXIAL ... e Coutarea hexandra
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3’. Coléteres distribuidos na base e no apice das estipulas; parénquima palicadico ndo

estendido até a margem foliar, células epidérmicas da face adaxial e abaxial com volumes

SEMEINANES. ......ooiiiiiie e Chiococca alba

4. Epiderme bisseriada NA0 CONTINUA .........ccoeeeiiiiiiiieeecee e e e e e e eeaes 5
4’. EpIderme UNISSEIIAA ...vuvueeueiiiies ettt e e e ettt e et e e e e e e e e e e e e e eennnnrnnnee 7

5. Presenca de domaécias tipo “tufo de tricomas”............eeeiiiiiiiineneennnn. Psychotria vellosiana

5’. Auséncia de domacias tipo “tufo de tricomaS™ ........oiviviiiiiiiiieii e 6

6. Sistema vascular do peciolo em arco com extremidades invaginadas com 2 a 4 feixes
acessorios; parénquima lacunoso com células de arranjo frouxo Psychatria hastisepala

6’. Sistema vascular do peciolo em “U” com 2 a 4 feixes acessorios; parénquima lacunoso

com células de arranjo compacto e dispostas paralelamente a supEyihietria conjugens

7. Estdmatos paraciticos € paraleloCitiCOS ..........coovviiiiiiiiiiiiiie e 8
7°. Estomatos exclusivamente ParacitiCOS ............eeiiieiiiiiiiiiieee i 10
8. Células epidérmicas da face adaxial papilosas; cuticula ornamen®ayahatria tenerior
8’.Células epidérmicas da face adaxial ndo papilosas; cuticula lisa ..........cccceeeeeiieeeiiiiiiiiiiiinnnn, 9

9. Células epidérmicas da face adaxial e abaxial com volumes semelhantes; células da
epiderme com contorno reto a levemente ondulado em ambas as faces em vista
FIONTALL ... Psychotria cephalantha

9’. Células epidérmicas da face adaxial até 2 vezes mais volumosas que as da abaxial; células

da epiderme com contorno reto a levemente ondulado na face adaxial e sinuoso na face
ADAXIAL ... Psychotria nuda
10.Sistema vascular do peciolo em arco aberto com 2 a 4 feixes
oo ST 0] 01 SOOI 11

10° Sistema vascular do peciolo em arco aberto, sem feixes acessorios ou em “V” ou em

11. Aréolas moderadamente desenvolvidas com ramificacbes dicotdmicas, presenca de

domacias “em fenda’..........ccceeiiiiiiiieee e Rudgea lanceolata
11°.Aréolas pobremente desenvolvidas, auséncia de domaécias “em
FBIAA™ ...t 12

12. Coléteres distribuidos na base das estipulas e nos primérdios foliares; parénquima
palicadico formado por células alongadas (3 a 4 vezes mais alta que

= T o = ) S Ralicourea marcgravii

12°. Coléteres distribuidos somente na base das estipulas; parénquima pali¢adico formado por

células curtas (até duas vezes mais alta que |arga)...........oooeoieiiiiiiiiiiiiie e 13



13. Células da epiderme com contorno reto a levemente ondulado em ambas as faces em vista
frontal; parénquima paligadico continuo na nervura Mediana............ccooovueieieeeeniiiiiieeeeeeeeens 14
13°. Células da epiderme com contorno reto a levemente ondulado na face adaxial e sinuoso

na face  abaxial; parénquima  palicadico nao  continuo na  nervura
(01T o (=T g b= H PP PPPPPPPPPPPPPP Psychotria sessilis

14. Parénquima pali¢adico alcanca 1/3 do mesofilo; cuticula lisa. Rsychotria myriantha

14’ Parénquima pali¢adico alcanca 2/3 do mesofilo; cuticula ornamentada............................ 15
15.Tricomas tectores ausentes; presenca de coléteres tipo padrao bifurcado, células coletoras
NO PAICATICO. ... ..eveiiiieiiiiiiieie e Psychotria hygrophiloides

15’ Tricomas tectores unicelulares, presenca de coléteres tipo padréo nédo bifurcado, auséncia
células coletoras no paliGadiCo................evuvviiiiiiiiieeeeeceeeeeeeins Psychotria subspathulata

16. Sistema vascular do peciolo em arco aberto ou em “V”, parénquima lacunoso com células

de arranjo compacto e paralelas a superficie; parénquima palicadico formado por células
oW = L PP 17
16°. Sistema vascular do peciolo em “U”, parénquima lacunoso com arranjo frouxo;
parénquima palicadico formado por células alongadas (3 a 4 vezes mais alta que larga)
coléteres persistentes na superficie da estipula e visiveis a vista desarmada...............ccccccvvvvnneee.
............................................................................................ Ralicourea longepedunculata

17. Sistema vascular do peciolo em arco aberto, sem feixes assesSOrioS........ccceeeeeieeeeeeeeeeennn.. 18
17°. Sistema vascular do peciolo em “V” com extremidades invaginadas com 2 a 4 feixes

oo 1S 0] 10 1 USSP 20
18. Nervuras laterais envoltas por bainha parenquimatica com cloroplastos ..........ccccccoecuveeeeennn.
............................................................................................ Coccocypselum hasslerianum

18’. Nervuras laterais envoltas por bainha parenquimética sem cloroplastos.............cccccee..... 19

19. Tricomas tectores multicelulares em ganglaoénquima palicadico formado por células
alongadas (3 a 4 vezes mais alta que lapgayenca das células epidérmicas da face adaxial
PAPIOSAS. ...t Caccocypselum lanceolatum

19°. Tricomas tectores ausentes; parénquima palicadico formado apenas por células curtas e

com formato piramidal; auséncia das células epidérmicas da face adaxial

PAPIIOSAS. ... ittt Caccocypselum krauseanum
20. Presenca de hipoderme ..........ccoooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e Coussarea verticillata
20°. Auséncia de hIPOAEIME .........coviriiiiiiiiiiiis e s 21

21. Parénquima palicddico alcanca 1/4 do mesofilo; presenca de domacias tipo

oY (6] 0 1SR Faramea multiflora
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21°’. Parénquima paligadico alcanca 1/3 do mesofilo; auséncia de domacias tipo

1= (60 1 SRR Coussarea triflora

22. MESOfIl0 AOISIVENTIAL .....ceiiiiiiiiie et r e e e e e e aaeeas 23
227, MeSOfilo 1SODIIAtEral ... .uvvuueeiiiiiiee e e e e ee e e e e e e e e e e e e e eeaaaaaees Diodella teres

23. Folhas hipoeStOMALICAS ........ccoovvviiiieeiiiiieee e Mitracarpus frigidus

237, FOIhas anfleStOMATICAS . .uuuiieruneeerieeeeti e eeete e e e et e e e et e e e aa e e e aa e e saa e e e eaan e e easn e e enaneeeennnaeennnns 24

24. Nervura mediana pronunciada apenas na face abaxial, células epidérmicas da face adaxial

=T 0 [0 17= LT 25
24’ Nervura mediana pouco proeminente, células epidérmicas da face adaxial ndo
[SF2T 01 [0 1= L T TP PP PPPPPPPP 28
25. Parénquima palicadico alcanga 1/3 do mesofilo...........covuuviiiiiiiiiiiieeeeee 26
25’. Parénquima palicadico alcanga 2/3 do mesofilo........cceeveuvieeciiiiciiiieiieeeee e 27

26. Células com contorno sinuoso em ambas as faces da epiderme Borreria. verticillata

26’. Células da epiderme com contorno reto a levemente ondulado na face adaxial e sinuoso

Na face abaxial..............uuuiiiiiiiiiiiii Borreria latifolia
27.Cuticula ornamentada; palicadico com células coletoras........... Borreria eryngioides
27°. Cuticula lisa; parénquima paravenal.............ccccceeveevieeieneeieeeeereeeeeeenns Borreria capitata

28. Células da epiderme com contorno reto a levemente ondulado em ambas as faces em vista
LLC 2] = | 29
28’. Cé¢lulas com contorno sinuoso em ambas as faces da epiderme em vista
FIONTAL. ... Galium hypocarpium

29. Ceélulas da epiderme da face adaxial até 2 vezes mais volumosas que as da abaxial;
cuticula ornamentada ... Richardia grandiflora

29’. Células epidérmicas da face adaxial e abaxial com volumes semelhantes, cuticula

DS B ettt Richardia brasiliensis
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3.3 Analise Fenética

A andlise fenética entre as espécies resultou em um dendograma (Fig. 11) onde grupos
e subgrupos podem ser reconhecidos. O grupo A é formado por espécies da tribo Rubieae e
Spermacoceae, 0 grupo B é formado pela espécie da tribo Cinchoneae e o grupo C por
espécies das tribos Chiococceae, Cossareae, Coccocypseleae e Psychotrieae. As
caracteristicas que sustentam a formacao desses grandes grupos- dalia8 sésseis ou
subsésseis, tricomas tectores multicelulares, parénquima palicadico formado por células
alongadas, aréolas moderadamente desenvolvidas com traqueides terminais alargados; B
nervuras laterais de maior porte com extensdo de bainha, idioblastos com areia cristalina; C
folhas pecioladas, mesofilo dorsiventral, nervura proeminente em ambas as faces, folhas
hipoestomaticas.

No agrupamento A, dois subgrupos principais, D e E podem ser reconhecidos. O
subgrupo D é formado por espécies com idioblastos com drusas e rafides, nervura mediana
pronunciada apenas na face abaxial e parénquima palicadico ndo continuo na nervura
mediana. O subgrupo E é definido por espécies com idioblastos com rafides, nervuras laterais
envoltas por bainha parenquimatica e parénquima palicadico alcancando %2 do mesofilo. Dois
agrupamentos menores sao formados a partir de D. O agrupamento F é formado apenas por
espécies de Borreria, reunidas por células epidérmicas da face adaxial papilosas e folhas
anfiestomaticas. O agrupamento G é formado apenas por Diodella teres, caracterizada pela
presenca de mesofilo isobilateral.

No agrupamento C, trés subgrupos principais, H, K e M podem ser reconhecidos. O
subgrupo H compreende 11 espécies reunidas pelas seguintes caracteristicas: parénquima
lacunoso com células alongadas de arranjo compacto e paralelo a superficie, estdmatos

paraciticos, idioblastos com rafides, exceto Chiococca alba, margem foliar com células de
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parede espessada. O subgrupo K compreende oito espécies da tribo Psychotrieae com
idioblastos com réfides e estildides no mesofilo, parénquima lacunoso com células alongadas

de arranjo compacto e paralelas a superficie, nervuras laterais envoltas por bainha

parenquimatica e o subgrupo M relne 2 espécies com parénquima lacunoso com células de
arranjo frouxo.

Dentro do subgrupo H, podem ser reconhecidos dois subgrupos menores, | e J. O
subgrupo | retne espécies da tribo Cossareae, sustentadas pelas seguintes caracteristicas:
parénquima palicadico formado por células curtas, parénquima palicadico ndo continuo na
nervura mediana e sistema vascular do peciolo em arco aberto com extremidades invaginadas
com 2 a 4 feixes acessorios. O subgrupo J reune espécies da tribo Coccocypseleae por
apresentarem cuticula lisa, sistema vascular do peciolo em arco aberto, aréolas pobremente
desenvolvidas com ramificagGes dicotdmicas, parénquima palicadico ndo continuo na nervura
mediana, caracteristica compartilhada com o subgrupo |. Dentro do subgrupo K pode ser
reconhecido um subgrupo L que relne espécies por células epidérmicas da face a@axial até
vezes mais volumosas que as da abaxial.

A andlise de componentes principais (PCA) resultou em ggatpms (Fig. 12): um
grupo formado por espécies de Rubioideae basais (Cossareae e Coccocypseleae) e por
espécies da supertribo Psychotriidinae (Psychotrieae), um grupo formado pela espécie da
supertribo Rubiidinae | (Rubieae), um grupo formado por espécies da supertribo Rubiidinae Il

(Spermacoceae) e outro grupo formado por espécies da supertribo Cinchdhidinae
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Tabela 1. Lista das espécies de Rubiaceae estudadas com os ntimeros de registro do herbério VIC da Universidade Federal de Vigosa, o hbito e o local de coleta

N°de

Subfamilia Tribo Espécie régiiin Habito Local de coleta
R i Cinchoneae |Coufarea hexandra (Jacq.) K. Schum 31.858  Arvore Trilha do aceiro
Cinchonoideae |[— - = = =—[Chiococea alba (L.) Hichc 31856 Arbusio Trilha principal
Coussarea triflora Mull.Arg 32.648  Arbusto Interior da mata
Cossareae Coussarea verticillata Mull.Arg 31.946  Arvore Trilha principal
Faramea multiflora A. Rich 32.635  Arbusto Interior da mata
Coccocypselum hasslerianum Chodat 31.857  Ervaperene Trilha principal
Coccocypseleae |Coccocypselum krauseanum Standl 32,649  Ervaprostada Trilha principal
Coccocypselum lanceolatum (Ruiz & Pav.) Pers  32.637  Ervaperene Interior da mata
Palicourea longepedunculata Gardner 31.859  Arbusto Trilha principal
Palicourea marcgravii A. St.-Hill 32.634  Arbusto Na parte mais umida do aceiro
Psychotria cephalantha (Mull.Arg.) Standl 26.962* Arbusto Interior da mata
Psychotria conjugens Mull Arg 31.863  Arbusto Interior da mata
Psychotria hastisepala Mull. Arg 32.644  Arbusto Interior da mata
Psychotria hygrophiloides Benth 32.651 Ervaperene Trilha principal
Psychotrieae  |Psychotria myriantha Mull. Arg 32.645  Arbusto Interior da mata
i 5 Psychotria nuda (Cham. & Schitdl.) Wawra 31.861  Arbusto Interior da mata
Rubioideae Psychotria sessilis Vell 32.643  Arbusto Trilha principal e interior da mata
Psychotria subspathulata (Mull.Arg) C.M. Taylor 32.650  Arbusto Interior da mata
Psychotria tenerior (Charm.) Mull. Arg 32.633  Arbusto Interior da mata
Psychotria vellosiana Benth 32.653  Arbusto Interior da mata
Rudgea lanceolata (Schltdl. & Cham.) Benth 26.960*  Arbusto Interior da mata
Rubieae Galium hypocarpium (L.) Endl. EX Griseb 32.642  Ervaperene Irilha do aceiro
Borreria capitata (Ruiz & Pav.) DC 26.610% Erva anual Trilha do aceiro
Borreria eryngioides Cham. Et Schiltdl 26.611* Ervaperene Trilha do aceiro
Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum 26.612* Erva anual Trilha do aceiro
Borreria verticillata (L.) G.Mey) 26.615* Ervaperene Interior da mata e trilha do aceiro
Spermacoceae | pjogeilq teres (Walter) Small 32.636 Ervaanual  Trilha do aceiro
Richardia brasiliensis Gomes 32.632  Ervaanual Trilha do aceiro
Richardia grandiflora (Cham. &Schitdl.) Steud 32.631  Ervaanual Trilha do aceiro
Mitracarpus frigidus (Willd ex roelm. & Schitdl.) 26.794* Erva perene  Trilha do aceiro
*Material herborizado
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Tabela 2. Matriz de presenga (1) e auséncia dos caracteres anatdmicos em 30 espécies de Rubiaceae da Reserva Florestal Mata do Paraiso

Caracteristicas avaliadas

Epiderme unisseriada

Epiderme bisseriada ndo continua

Células da epiderme com contorno reto a levemente ondulado em ambas as faces em vista frontal

Células da epiderme com contorno reto a levemente ondulado na face adaxial e sinuoso na face abaxial

Células com contorno sinuoso em ambas as faces da epiderme em vista frontal
Paredes anticlinais das células epidérmicas da face adaxial com numerosas dobras
Cuticula lisa

Cuticula ornamentada

Células epidérmicas da face adaxial papilosas

Células epidérmicas da face adaxial até 2 vezes mais volumosas que as da abaxial
Células epidérmicas da face adaxial e abaxial com volumes semelhantes

Folhas hipoestomaticas

Folhas anfiestomaticas

Estématos paraciticos

Estématos paraciticos ¢ paralelociticos

Tricomas tectores unicelulares

Tricomas tectores multicetulares

Lamina foliar glabra

Hipoderme

Idioblastos com rafides

Idioblastos com rafides e estildides no mesofilo

Idioblastos com drusas e rafides no mesofilo

Idioblastos com areia cristalina no mesofilo

Mesofilo dorsiventral

Mesofilo isobilateral

Parénquima paligadico formado por células alongadas (3 a 4 vezes mais alta que larga)
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Caracteristicas avaliadas

Parénquima pali¢adico formado por células curtas (até duas vezes mais alta que larga)
Parénquima paligadico formado apenas por células curtas ¢ com formato piramidal
Parénquima paligadico alcanga 1/2 do mesofilo

Parénquima paligadico alcanga 1/3 do mesofilo

Parénquima paligadico alcanga 2/3 do mesofilo

Parénquima paligadico alcanga 1/4 do mesofilo

Parénquima lacunoso com células de arranjo frouxo

Parénquima lacunoso com células de arranjo compacto

Parénquima lacunoso com células de arranjo compacto e paralelas a superficie
Paligadico com células coletoras

Parénquima paravenal

Margem foliar com parénquima paligadico

Margem foliar com células de parede espessada

Parénquima pali¢adico ndo continuo na nervura mediana

Células esclerificadas no floema da nervura mediana

Nervura mediana pronunciada em ambas as faces

Nervura mediana pronunciada apenas na face abaxial

Nervura mediana pouco proeminente

Nervuras laterais envoltas por bainha parenquimatica

Nervuras laterais envoltas por bainha parenquimatica com cloroplastos
Nervuras laterais de maior porte com extensdo de bainha

Nervuras laterais envoltas por fibras

Folhas subsésseis ou sésseis

Sistema vascular do peciolo em arco aberto

Sistema vascular do peciolo em arco aberto com 2 a 4 feixes acessorios

Sistema vascular do peciolo em arco com extremidades invaginadas 2 a 4 feixes acessorios

Sistema vascular do peciolo em “V” e extremidades invaginadas com 2 a 4 feixes acessorios

sgs::ssgﬁaﬁgiﬁsaﬁssg:EzEaezgy;
000001 10000010000 O0O0OO0CI1 011100000
000000O0CI1100000000CO0O0COOT11000O0O0O0O0OQ0
¢co0000000010101101010100011 1110
00110111 1010000101 000111000000
1 1000000000O0CO0OCO0OO0CO0OOOO0OO0OO0OO0O0OOO0O0O0
0 00100000001 00000O0C1000000O0O0CGO0O0T1
0.0000000O0OOODCOOOOGCIOOO0OTI100DODO0O0OOO0OOO0O0
00000O0ODO0OO0O0OOODOCOOTLOOOCODOOODOOOOOTILITI1O0
1111111111111 100111011T1T1T1T1100°71
01 0000C0O00OCO0OO0OO0OI1 00001101101 10000
100000000001 O0O0OO0O0OOOOOOOOOOOOO0O0
00 00000O0OO0OT1TT1O0O0OO0OO0ODOOOO0OOO0OOOOOOOOO0
o1r111r11r11100111101111111111111
111111111111 101110000O0O0T10T1O0T1T1F0
000010000C0O0O0OO0OO0OOC1O0O1100101000O0GO0O0°1
0000111111 101001171 1111111 11100°71
11 1100000001001 00O0O00O0O0CO0OO0OOGOO0O0DO0O0
0000000OO0COOCODOOTIOOODOCOOO0OOOODOOOTI1T1O0
111111101111 111111111111111110
00000O0OO0OT100CO0O0OO0OOOGCOOOOOOOOOCOO0OOOO0OO0
00000000O0ODO0OT1O0O0O0OO0COOOOOO0OOOO0OOOOO0O0O0
0000O0O00O0COO0COOOOOOOOOOOOOOGOOOO0O01
111100000001 011000000O0O0O0OCOOTILIT1O0
0 0000111 000000O0O0OO0O0OO0O0OOO0CO0OTI1 1000
00 0100000000O0O0O0O100O0O1 101100001
0 0011 0001010000001 00000O0O0O0O0O0
0 0O000O0CO0O0COOO0OOCODOOOOOOO0OTILIO0OOO0OO0OO0OO0O0

33



Caracteristicas avaliadas = g
Sistema vascular do peciolo em "U" com 2 a 4 feixes acessorios 0 0 0 0
Sistema vascular do peciolo em arco fechado 0 0 0 0
Aréolas pobremente desenvolvidas com ramificagdes dicotdmicas 0 1 1 0
Aréolas moderadamente desenvolvidas com traqueides terminais alargados 11110010001 1011100010000000T110
Coléteres distribuidos apenas na face adaxial das estipulas rir1o01r111 1011110t
Coléteres distribuidos na face adaxial das estipulas ¢ no apice das estipulas 000010000000000000O0O0O0CO0O000O0O0O0O0O
Coléteres distribuidos na face adaxial das estipulas ¢ nos primoérdios foliares 00000000000000001000000000000O0O0
Domacias tipo “tufo de tricomas™ 0O00000CO0ODO0DODO0OCOOO0OODOO0OO0O0DOOOOOOTI OO0O0
Domacias tipo "sacos" 0000010000001 00000O0CO0O0OCOOO0O100000O0
Domacias "em fenda" O00000000O0O0CO0OCOOODOOOGCOOOOO0OCOOO0O0O0O0T1

Abreviaturas: Abreviaturas; Boc- Borreria capitata ; Boe- Borreria eryngioides , Bol- Borreria latifolia ; Bov- Borreria verticilata; Cha- Chiococca alba ; Cot- Coussarea triflora;, Cov- Coussarea verticillata
Cch- Coccocypselum hasslerianum ; Cck- Coccocypselum k , Cel- Coceocypselum I I ; Coh- Coutarea hexandra , Dit- Diodella teres , Fam- Faramea multiflora ; Gah- Galium hypocarpium
Mif- Mitracarpus frigidus ; Pal- Palicourea longeped lata ; Pam- Pali marcgravii ; Pce- Psychotria cephalantha , Pco- Psychotria conjugens , Pha- Psychotria hastisepala ; Phy- Psychotria
hygrophiloides ;, Pmy- Psychotria myriantha , Pnu- Psychotria nuda ; Pse- Psychotria sessilis ; Psu- Psychotria subspathulata ; Pte- Psychotria tenerior ; Pve- Psychotria vellosiana ; Rib- Richardia brasiliensis ;

Rig- Richardia grandiflora ; Rul- Rudgea lanceolata .
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Tabela 3. Caracteristicas anatomicas da epiderme de espécies de Rubiaceae

g g g _E g
@ @ E o = s 2 = E 2% k]
£ gs £ bl = = g8 «E2
3 5 g 52 < £ < 32 = Bz S S E
3 3£ S & e g5 283 23 =
] s gz 2= E5 . s S 3 285 SEZ
2 < v 7 % gz & El E = E > & E e
S = = - 8 & E = E E g
< L = > = = = a2 N o 2 o
= = = = T E 2 = S S @ = RO 1
@ = e E o B = 8.8 = o= s e T =
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= g9 £3 g E 3 R SR
) s E 23 2= == =2 E =252
< (3~ (3] =2 = EN- D
= = &= 3 T Rz =
& O O > O
( . ﬁexanam unlss:naaa §ll'lll0$0 smuo§5 - IIEE - o
Ch. alba unisseriada retoa et a hsa - + -
Cou. triflora unisseriada SINUOSO SINUOSO - hsa - - +
Cou. verticillata unisseriada reto a levemente ondulado SINUOSO - omamentada - + -
k. multiflora unisseriada SINUOSO SINUOSO - hsa - - +
Coc. hasslerianum unisseriada reto a retoa - hisa - - *
Coc. krauseanum unisseriada reto a retoa « - hsa " = +
Coc. lanceolatum unisseriada retoa ment retoa - hsa - + -
Pa. longepedunculata unissenada reto a levemente ondulado SINUOSO - omamentada - S g -
Pa. marcgravii unisseriada reto a reto a - hisa + 'f -
P. cephalantha unisseriada reto a retoa - lisa - - &
P. conjugens bisseriada ndo retoa reto a s omamentada - e +
P. hastisepala bisseriada nao retoa SINUOSO - omamentada - - +
P. hygrophiloides umisseriada retoa reto a - omamentada - ¥ -
P. myriantha unisseriada retoa reto a levementy - hsa - 2 -
P. nuda unisseriada reto a levemente ondulado sinuoso ¥ lisa - b -
P. sessilis unisseriada reto a levemente ondulado S1NU0SO - bsa - + -
P.subspathulata unisseriada retoal dulad retoal g ornamentada - * -
P. tenerior unisseriada reto a levemente ondulado SINUOSO - omamentada 3 i -
P. vellosiana bisseriada ndo reto a dulad retoal + ornamentada - + -
K lanceolata unisseriada reto a retoa - hsa - + -
G. hypocarpium unisseriada SINUOso $INUOSO - hisa - * L
B. capitata unissenada reto a levemente ondulado Simuoso - hsa i 5 -
B. eryngioides unisseriada reto a levemente ondulado SINuoso - omamentada L) " =
B. latifolia umssenada reto a levemente ondulado SINUOSo - ornamentada S - &
B. verticillata unissenada SINUOSO SINUOso - omamentada + - -
D. teres unisseriada reto a levemente retoa - ornamentada - * -
M. frigidus unisseriada SINUOSO SINUOSO - ornamentada - + -
Ri. brasiliensis unisseriada retoa retoa - lisa - - +
Ki. grandiflora unisseriada retoa retoa - ornamentada - + -

Abreviacdes: + = presente. - = ausente.
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Tabela 4. Caracterizagdo anatémica dos tricomas tectores, do mesofilo e distribuigdo dos estomatos de espécies de Rubiaceae
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= z g Al fEZ SE3
a = = S E 3
- exanara murticen Tpocstomatica paracitico = qorsiventral - arcia cristanma T = =
Ch. alba ausente hipoestomatica paracitico - dorsiventral areia cristalina ¥ -
Cou. trifiora ausente hipoestomatica paracitico - dorsiventral ratides - L -
Cou. verticillata ausente hipoestomatica paracitico dorsiventral ratides - * -
I multiflora ausente hipoestomatica paracitico - dorsiventral ratides - + -
Coc. hasslerianum p paracitico - dorsiventral ratides = - s
Coc. krauseanum ausente hipoestomatica paracitico - dorsiventral ratides = = +
Coc. p paracitico - dorsiventral ratdes & - -
Pa. longepedunculata ausente hipoestomatica paracitico - dorsiventral ratides v - -
Pa. marcgravii ausente hipoestomatica paracitico - 0 % -
P. cephalantha ausente p atica itico/p - dorsiventral ratides + -
P. conjugens p paracitico - 4 -
P. hastisepala ausente hipoestomatica paracitico - dorsiventral ratides t - -
. hygrophiloi P p - dorsiventral ratides/estloides o + -
FP. myriantha ausente P 1ca P - dorsiventral ratides - ”~
P. nuda ausente p P - dorsiventral ratides/estiloides & + -
V. sessilis ausente hipoestomatica paracitico - dorsiventral ratides - + -
P.subspathulata ausente p p - dorsiventral ratides/estiloides = = -
P. tenerior p P = dorsiventral ratides/estilodes * - -
¥ vellosiana p P - 0 + - -
K. tanceolata ausente p ica p - dorsiventral ratides * - -
G. hypocarpium ica p ) - dorsiventral ratides + & i
B. capitata multicelular T - dor * - L)
B. eryngioides multicelular p - dor 53 - -
B. latifolia - dr + - »
B. verticillata - dorsiventral drusas/ratides 3 - =
L. teres ica paracitico - 1sobilateral drusas e ratides * - =
M. frigidus multicelular p p - dorsiventral ranhdes + - -
Ki. brasiliensis - dorsiventral randes E - =
Ki. grandiflora 1ca - dorsiventrat randes + - =

Abreviacdes: + = presente. - = ausente.
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Tabela 5. Caracterizagdo do mesofilo e nervura mediana de espécies de Rubiaceae

Parénquima paravenal
Margem foliar com
parénquima paligddico
Margem foliar com células
de parede espessada
Parénquima palicddico
continuo na nervura
mediana
Nervura mediana
faces
Nervura mediana
tlpronunciada apenas na face

abaxial
Nervura mediana pouco
proeminente
Células esclerificadas no
floema da nervura mediana
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T. hexanara 173700 mesonto P UperTict -
Ch. alba 1/4 do mesotilo paralelo a superticie -
Cou. triflora 1/3 do mesotilo paralelo a superticie -
Cou, verticillata 1/3 do mesotilo paralelo a superticie -
F. multiflora 1/4 do mesotilo paralelo a superticie -
Coc. hasslerianum 1/3 do mesotilo paralelo a superticie -
Coc. krauseanum 173 do mesotito paralelo a superticic =
Coc. lanceolatum 172 do mesotilo paralelo a superticie -
Pa. longepedunculata 1/3 do mesotilo frouxo =
Pa. marcgravii 172 do mesotilo paralelo a supertficie -
P. cephalantha 1/3 do mesotilo paralelo a superticie =
P. conjugens 1/2 do mesotilo paralelo a superticie +
P. hastisepala 1/4 do mesotilo trouxo +
F. hygrophiloides 172 do mesotilo paralelo a superticic -
F. myriantha 1/3 do mesotilo paralelo a superticie +
P. nuda 1/3 do mesotito paralelo a superticie +
P. sessilis 1/3 do mesotilo paralelo a superticie -
P .subspathulata 172 do mesotilo paralelo a superticie o§
P. tenerior 172 do mesohilo paralelo a superticie & =
P. vellosiana 1/2 do mesotilo paralelo a superticie -
K. lanceolata 1/4 do mesotilo paralelo a superticie -
G. hypocarpium 1/2 do mesotilo pararelo a superticic +
B. capitata 2/3 do mesotilo paralelo a superticie -
B. eryngioides 2/3 do mesohlo paralelo a superticie 2
B. latifolia 1/3 do mesotilo paralelo a superticie -
B. verticillata 1/3 do mesotilo paralelo a superticic L]
D. teres 1/2 do mesotilo paralelo a superticie -
M. frigidus 1/2 do mesotilo compacto -
Ki. brasiliensis 1/2 do mesotilo compacto =
Ri. grandiflora 1/2 do mesotilo compacto -

+
1
1

1
+

b+ 4

1
+ 1

+

+

+

v+ 4+ttt ++ 4+ + 4+ 4+ + + 4 4 + 4 pronunciada em ambas as

LR

+:% 4 0
(] + + 4+
++++++0

S G R o

Abreviacdes: + = presente. - = ausente.



Tabela 6. Caracterizagdo das nervuras laterais, sistema vascular do peciolo, padrdes de venagio e distribuigao dos coléterers e domacias na folha
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£ £ g = g - s 8 2 s s 2

K] s T 1 < s (s} o o g = O 2
Z 2 Z 2 z z = 5 & &

T Texanara ¥ = 2 = = upomm Tpo 1V ™ = = =
Ch. alba + - - - - tipo 11 tpo 1l - + =
Cou. triflora + - - - - tipo 111 tipo Il * - - S
Cou. verticillata + - - - - tipo U1 tipo IV ot - - -
F. multiflora b - - - - tipo 11 upo 11 o - - S
Coc. hasslerianum - + - - - tipo | tpo i % - - -
Coc. krauseanunt 42 - - - - tipo | tipo It + - - -
Coac. lanceolatum + - - - - tipo 1 tpo 1L + - = -
Pa. longepedunculata G 3 - - - - tipo V tipo 1V 5 - - -
Pa. marcgravii 2 54 - - - - tipo 11 tipo it » + - -
P. cephalantha 1 - - - - tipo VI tpo 1 + - - &
V. conjugens L - - - - tipo V tipo 1t + fog - .
V. hastisepala + - - - - tipo 1 tipo IV + Co - =
P hygrophiloides =+ i - - - tipo 11 tipo 1il + - - -
P. myriantha + - - - - tipo 1l tipo 111 + - - -
F. nuda £ - - - - tpo v tipo 1 + - - -
P. sessilis + - - - - tipo Il tipo 1L + - - -
F.subspathulata + - - - - tipo 11 tipo I T - - S
P. tenerior + - - - - tipo | tipo 1l W+ o = -
P. vellosiana = - - - - tipo | tpo 1l b 2 - - rr
K. lanceolata - - - + - tipo 11 tpo | + - - ¥
G. hypocarpium . o - - - *+ - tipo 1V +: - - =
B. capitata = - - - 4 - tupo 1V * - - -
B. eryngioides i - - - + - tipo IV + - - -
B. latifolia ¥ - - - = - tpo 1V + G - =
B. verticillata = - - - e - tipo 1V ot - - =
L. teres + - - - += - tipo IV * - - -
M. frigidus o - - - += - tipo IV = - - -
Ki. brasiliensis o+ - - - + - tipo IV + - L -
Ki. grandifiora ok - - - + - tpo 1V + - - -

Abreviacoes: + = presente. - = ausente. TT=tufo de tricomas. S= saco. F= fenda.
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Figura 1. Epiderme de folhas de espécies de Rubiaceae (madésgciado).A. Face
adaxial de Psychotria subspathulat®. Face abaxial dé&. cephalantha com estématos
paralelociticos (seta)c-D. Face adaxial e abaxial de Coussarea triflora, respectivamente,
note estdbmatos paraciticos (setds)F. Face adaxial e abaxial de Galium hipocarpium

respectivamente, estomatos paraciticos (setas). Barras= 30um.
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Figura 2. Anatomia dalamina foliar de espécies de Rubiaceae (secc¢les transvedshis).
Epiderme adaxial volumos#. Psychotria subspathulat®. P. sesselisC. P. vellosiana
Notar epiderme bisseriada (*D. Mitracarpus frigidus. Folha hipoestomatica. (seta=
estbmato). E-F. Richargia grandiflora e R. brasiliensis, respectivamente. Folha
anfiestomatica (seta= estomato). (Ead= epiderme adaxial). Barras= 30um (A, B, C), 100 um

(D, E, F).
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Figura 3. Epiderme foliar de espécies de Rubiaceae (secgbes transveks@is)Células
epidérmicas papilosas de Borreria capitaBa, eryngioides e Palicourea marcgrayii
respectivamenteD. Cuticula ornamentadd ) de P. longepedunculaté-F. Cuticula lisat)

em Chioccoca alba e Psychotria myriantha, respectivamente. (Epp= Epiderme papilosa, Ep=

Epiderme)Barras= 25um.
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Figura 4. A-E. Tricomas de espécies de Rubiaceae. (A, C, D, E, seccdes transversais; B, folha
diafanizada)A. Detalhe do Tricoma tector unicelular de Psychotria hygrophiloRi€Bricomas
tectores em gancho (setas) de Coccocypselum lanceoldtubetalhe de um tricoma tector em
gancho deC. lanceolatum.D-E. Tricoma tector multicelular de Borreria capitata C.

haslerianum, respectivamenBarras= 50um (A, C, D), 100um (B, E).
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Figura 5. Mesofilo de espécies de Rubiaceae (seccdes transverfaks). Mesofilo
dorsiventral.A. Psychotria hastisepal®. P. tenerior. Notar células coletoras (6:D -
Coussarea verticilate C. triflora, respectivamente. Parénquima palicadico com células
curtas e parénquima lacunoso com células mais alongadas e compactas, paralelas a superficie.
Notar hipoderme (seta) er@. verticilata E. Coccocypselum haslerianum. Parénquima
palicaddico com células curtas e com formato conico. Notar rafides (fetdjesofilo
isobilateral de Diodella teres (seta= estdmato). (Pp= parénquima pali¢adico, Pl= parénquima
lacunoso, Hi= hipoderme). Barras= 150um (A), S0um (B, D, F), 100um (C, E).
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Figura 6. Nervura mediandA-D) e feixes de menores calibrés-H) de espécies de Rubiaceae
(seccdes transversaig). Rudgea lanceolata. Parénquima palicadico continuo na regido da nervura
mediana.B. Psychotria hygrophiloides. Parénquima paligadico ndo continuo na regido da nervura
mediana (seta).C. células esclerificadas em. conjugens (setas. células esclerificadas em
Psychotria vellosiana (seta§). Bainha parenquimética em Richardia grandifiora (s&aBainha
clorenquimética em Coccocypselum haslerianum (s€&ajeixe envolto por células esclerificadas

em Rudgea lanceolata (setd).Extensdo de bainha em Coutarea hexandra (seta). (Cl= Colénquima,
FI= Floema,Pp= Parénquima pali¢adico, Xi= xilema). Barras= 100um (A, B, C), 50um (D, E, H),

30um (F, G).
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Figura 7. Cristais de oxalato do calcio nos tecidos parenquiméaticos da lamina(Ackgre

do peciolo (F) de espécies de Rubiaceme.Rafides em Psychotria subspathulaBa
Estiléide no mesofilo de Palicourea marcgra@iD. Drusas em células especializadas de
Borreria eryngioidese B. latifolia, respectivamenteE. Areia cristalina em células
especializadas de Chioccoca allba. Rafides em células especializadas do parénquima

cortical de Coccocypselum haslerianum. Barragmb\), 25 um (B, D, E, F), 20 um (C).
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Figura 8. Margem foliar A-B) e domécias@-D) em espécies de RubiaceAe Células espessadas
(*) na margem foliar de Psychotria hygrophiloidBs.Parénquima palicadico na margem foliar de
Diodella teresC-D. P. vellosianae P. subsphatulata, respectivamente. Notar cavidades da domacia

(setas). (Pp= parénquima palicadico). Barras= 30 um (A, B), 150um (C, D).
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Figura 9. Esquemas diagramaticos dos padrdes de venacao em laminas foliares diafanizadas
de espécies de Rubiaceae (Traco mais espesso= nervura de primeira Ardéréolas
moderadamente desenvolvidas com ramificac6es dicotbmicas: Rudgea lanceolata. B. Aréolas
moderadamente desenvolvidas com traqueides terminais alargados: Chiococca alba. C.
Aréolas pobremente desenvolvidas com ramificagdes dicotdmicas: Palicourea marcgravii. D.
Aréolas pobremente desenvolvidas com traqueides terminais alargados: Galium hipocarpium.

Barras= 50 pm.
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Figura 10. Esquemas diagramaticos dos cortes transversais do peciolo de espécies de
Rubiaceae evidenciando padrées de vasculd@azAg Arco aberto: Psychotria vellosiari.

Arco aberto com 2 a 4 feixes acessori®s: hygrophiloides.C. Arco aberto com
extremidades invaginadas, com 2 a 4 feixes acessorios: Coussarea Diflareo em “V”

com extremidades invaginadas e 2 feixes acess®tiosida.E. Arco em “U” com 2 feixes
acessorios: Palicourea longepedunculktaArco fechadoP. cephalantha. Simbolos: linhas
hachuradas= colénquima; Branco= parénquima; linhas verticais= xilema; linhas pontilhadas=
floema; area negra= fibras. Barras= 0.
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Figura 11. Fenograma gerado pela analise de agrupamento com base em dados anatdmicos usando
UPMGA para as espécies de Rubiaceae. Os principais agrupamentos delimitados séo identificados
pelas letras A a M.
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Figura 12. Distribuicdo dos grupos de espécies de Rubiaceae sobre os dois primeiros eixos
resultantes da andalise de componentes principais. AbreviaBoa®orreria capitataBoe

B. eryngioides Bol-B. latifolia; Bov-B. verticilata Cha-Chiococca albaCot-Coussarea
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Phy-P. hygrophiloides Pmy-P. myrianthga Pnu- P. nudg PseP. sessilis PsuP.
subspathulata Pte-P. tenerior; PveP. vellosiana Rib-Richardia brasiliensjs Rig-R.

grandiflorg Rul-Rudgea lanceolata.
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4. DISCUSSAO

O estudo anatébmico foliar das 30 espécies de Rubiaceae bem como as andlises
fenéticas conduzidas neste trabalho confirmam a importancia da anatomia como um subsidio
para a taxonomia e a filogenda familia. A chave elaborada com base nos caracteres
anatdmicos pode ser utilizada no reconhecimento das espécies de Rubiaceae que ocorrem na
Reserva Florestal Mata do Paraiso em fase vegetativa.

Nas espécies estudadas, nem sempre a variagdo no contorno da parede anticlinal das
células epidérmicas de reto a levemente ondulado ou sinuoso estava relacionado com
ambientes de maior e menor luminosidade, respectivamente, como descrito na literatura para
plantas de sol e de sombra (Sharma & Dunn 1968; Wilkinson 1979). A maioria das espécies
de Coccocypselum, Palicourea e Psychoria estudadas ocorre no interior da mata, locais
umidos e sombreados, e apresenta as células epidérmicas da face adaxial com contorno reto.
Esta caracteristica foi observada também para Psychotria nuda, P. leiocarpa (Vieira et al.
1992) e Simira sampaioana (Moraes et al. 2009), também ocorrentes no interior da mata em
locais Umidos e sombreados. J&, para Borreria verticillata, Galium hypocagium
Mitracarpus frigidus, espécies estudadas que ocorreram nos aceiros, em locais mais
ensolarados, as paredes anticlinais de ambas as faces da folha tém contorno sinuoso. Assim,
para estas espécies de Rubiaceae, a luminosidade parece nao estar influenciando este carater,
o que reforca a sua utilidade para a taxonomia.

Células epidérmicas papilosas na face adaxial foram observadas apenas nas espécies
de Borreria, Palicourea marcgravii e Psychotria tenerior. A presenca de papiasreria
mostrou-se como uma caracteristica conservativa para o género e que pode serndilizada
resolucdo dos problemas de delimitacdo de Spermacoceae. A ocorréncia de papilas é

considerada como um importante carater taxonémico (Judd et al. 2008) e sua aplicacédo tém
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sido utilizada em diversas espécies de Psychotria (Vieira et al. 1992, Moraes et al. 2011). A
presenca de papilas na face adaxial de Psychotria leiocarpa e sua auséncia em P. nuda sdo
utilizadas como um carater taxondmico na identificacdo dessas espécies (Vieira et al. 1992)
Ja, em P. hoffmannseggiaa® . deflexa (Moraes et al. 2011), a ocorréncia de papilas na face

adaxial é utilizada para a separacao destas espécies das demais do género.

A maioria das espécies estudadas € hipoestomatica, 0 que estd de acordo com o
observado para Rubiaceae (Robbrecht 1988). J&, a ocorréncia de estbmatos em ambas as faces
da folha em Rubieae e Spermacoceae (exeetdVitracarpus frigidus) representa uma
caracteristica de valor taxonémico que pode ser utilizada para contribuir na circuscricao das
tribos Rubieae e Spermacoceae além de diferenciar Mitracarpus frigidus das demais espécies
das tribos estudadas.

Nas espécies estudadas, os tricomas, embora variem quanto a distribuicdo e
densidade, sdo uniformes quanto a tipologia (podem ser unicelulares ou multicelulares) e
apresentam valor taxonémico, como verificatoRubieae e Spermacoceae, pela presenca de
tricomas apenas multicelulares. Tricomas sdo estruturas de valor para as abordagens
taxondmicas em Rubiaceae e essa importancia pode variar conforme o nivel hierarquico
analisado. Na tribo Hamelieae, o tipo, 0 tamanho e a distribuicdo dos tricomas sdo caracteres
importantes para a separacao dos géneros (Martinez-Cabrera et al. 2009). Em Rodeletia (tribo
Cinchonoideae), (Kocsis et al. 2QGttipologia dos tricomas, principalmente na face abaxial
da lamina permite a distincdo de espédias espécies estudadas, o tipo de tricoma foi uma
caracteristica importante para diferenciar algumas espécies, como verificado para
Coccocypselum lanceolatum que difere das demais estudadas do género pela presenca de
tricoma em gancho.

A presenca de hipoderme apenas em Coussarea Verticilata mostrou-se como um

carater de valor diagnostico utilizado para distifgudle C. triflora. Hipoderme ja foi
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observada em C. meridionalis (Tavares & Vieira 1994) e em outros representantes de
Rubiaceae, tais como em espécies de Psychotria (Solereder 1908) e Rondeletia (Kocsis et al.
20049).

Mesofilo dorsiventral mostrou-se como uma caracteristica conservativa, pois estava
presente em quase todas as tribos analisadas, exceto em Spermacoceae, que apresentou
variacfes quanto ao tipo de mesofilo. Nao existe consenso quanto a delimitacdo de alguns dos
géneros incluidos na tribo Spermacoceae. Existem sistemas de classificagdo em que Diodella
Borreriae Spermacoce sao tratados como géneros distintos (Bacigalupo & Cabral 1999); ou
sinonimizados em Spermacoce (Clarkson 1993) ou delimitados como Sperm&iodella
(Chaw & Sivarajan 1989). Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram a distin¢do
de Borreria (mesofilo dorsiventral) de Diodella (mesofilo isobildterahfatizando a
importancia dessa caracteristica nos trabatfetaxonomia que visem o posicionamento
destes géneros.

A margem foliar apresenta células de parede espessada na maioria das espécies
estudadas. Tal caracteristica € referida para diversas espécies de Rubiaceaet (ieira e
1992; Gomes et al. 1995; Nascimento et al. 1996; Leo et al. 1987 presenca de
parénquima palicadico na margem foliar de Coutarea hexaidi@dela teres e idioblastos
cristaliferos na margem foliar de Borreria capitaga Palicourea marcgravii séo
caracteristicas importantes para a distingcdo destas espécies na RFMP.

Feixes vasculares com extensdo de bainha foram verificados apenas em Coutarea
hexandra. Essa caracteristica também ocorre em outras espécies de Rubiaceae arboreas, tais
como em Bathysa stipulata (Nascimento et al. 1996) e espécies de Simira (Moraes et al.
2009). A presenca de cloroplastos na bainha do feixe foi verificada apenas em
Coccocypselum hasslerianum, sendo importante para diferenciar essa espécie das demais do

género.
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Domécias foliares foram verificadas em 5 espécies do presente trabalho e os tipos
observados, a presenca ou auséncia de tricomas e a distribuicdo dos estdmatos proximo a
domacia se constituem num importante carater macromorfolégico e de valor diagndstico,
utilizado na chave de identificacdo das espécies baseada em caracteres vegetativos. Domacias
foliares ocorrem em diversos géneros de Rubiaceae, tais como em Rudgea (Moraes et al.
2011) e Psychotria (Da Cunha & Vieira 1997, Moraes et al. 2011), sendo também utilizada
em chaves dicotdbmicas para identificacdo das espécies, como observado para Tocoyena
selllowianae Coussarea porophylla (Braz et al. 2004).

A presenca de coléteres na superficie adaxial das estipulas de todas as espécies
estudadas é um padrdo comum dentre as Rubiaceae. J4, coléteres no apice das estipulas
Chiococca alba nos primordios foliares de Palicourea marcgravii mostrou-se relevante e
diagnéstico para essas espécies. Considerando a importancia dos coléteres para 0s respectivos
géneros (ver capitulo 2), a variacdo na morfologia e na distribuicdo destes colétersses pode
promissora em abordagens taxonémicas em Rubiaceae, datemnstrado por diversos
autores (Lersten 1974a, b; Robbrecht 1988; Thomas 1991).

A conformacao do sistema vascular do peciolo apresentou valor diagndéstico para as
tribos Cinchoneae, Coccocypseleae e Cossareae. Variacbes na conformacdo do sistema
vascular do peciolo podem fornecer dados importarte®aomia (Metcalfe & Chalk 1979)

e tem sido aplicado com sucesso em Rubiaceae (Martinez-Cabrera et al. 2009) e em diversas
familias boténicas, tais como Melastomataceae (Reis et al. 2004), Celastraceae (Gomes et al.
2005) e Malpighiaceae (Aradjo et al. 2018).diversidade de conformacfes no sistema

vascular do peciolo (tipo 1, 2, 3 e 4) observada nas espécies de Psychotria estudadas € um
registro novo para o género. Considerando o elevado numero de espécies de Psychotria

(cerca de 2000 espécies) (Burger & Taylor 1993) e os problemas taxondmicos existentes no
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género (Taylor 1989, 1996), esse carater € promissor e deve ser considerado em trabalhos
futuros.

As andlises fenéticas mostraram que, para as espécies de Rubiaceae estudadas,
presenca de epiderme bisseriada, papilas, tipo de tricomas, tipo de estdbmatos, variagcdes na
morfologia do parénquima palicadico e lacunoso, variacdes do padréo de venacéo, presenca
posicdo de coléteres, presenca e tipo de domacias e variacdes na conformacdo do sistema
vascular do peciolo sdo caracteristicas de valor taxondmico. Algumas destas caracteristicas
também foram utilizadas em trabalhos de anatomia aplicada a taxonomia em Rubiaceae
(Tavares & Vieira 1994; Nascimento et al. 1996; Kocsis et al. 2004; Moraes et al. 2009;
Martinez-Cabrera et al. 2009; Moraes et al. 2@lGue reforca a importancia dos resultados
gue podem contribuir para um melhor entendimento das relacdes filogenéticas entre os taxoos
da familia.

Idioblastos com cristais de oxalato do calcio nos tecidos parenquimaticos da lamina
foliar e do peciolo sdo comuns a todas as espécies analisadas. O tipo de cristal foi importante
para a separacdo em nivel genérico, como verificado pela presenca de drusas emeBorrer
pela presenca de estildides na maioria das espécies de Psychotria. A presenca, distribuicdo e
tipos de cristais podem ser utilizados como carater taxonémico (Metcalfe & Chalk 1950). A
ocorréncia de estiléides em espécies de Psychotria sugere ser uma importante caracteristica
diagndstica para o género, como descrita também para outras espécies (Moraes et al. 2011).

A confirmagdo da presenca universal de réafides em Rubioideae acrescenta espécies
investigadas a listagem contida nas propostas taxondmicas que citam esta caracteristica como
uma sinapomorfia morfologica para esta subfamilia (Robbrecht 1988; Robbrecht & Manen
2006). Entretanto, a organizacdo de Rubiaceae em duas subfamilias (Robbrecht & Manen
2006) nédo foi sustentada pelas analises de similaridade conduzidas no presente trabalho.

Apenas o tipo de cristal ndo foi suficiente para sustentar o arranjo natural em duas
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subfamilias, uma vez que outras caracteristicas anatdbmicas, tais como a conformacao do
sistema vascular do peciolo e o volume das células epidérmicas foram relevantes para agrupar
espécies de Chiococca alba (Cinchonoide&®)dgea lanceolata (Rubioideae).

Quanto a organizacdaxondémica em nivel de tribo (A, B I, J, K) e de género (F, G,

J), as analises fenéticas corroborarasnpropostas taxonémicas que incluem a filogenia
molecular (Nepokroeff et al. 1999, Robbrecht & Manen 2006).

Na andlise de componentes principais foi possivel estabelecer a distribuicdo que
coincide com os taxons em nivel de supertribo conforme apresentado pelas anélises de
filogenia molecular realizadas por Robbrecht & Manen (2006). O clado das Rubioideae basal
(que inclue Coussareae e Coccocypselum) ficou reunido com a supertribo Psychotriidinae, o
gue reforca a proposta de intima relacdo entre estes grupos com base em dados morfoldgicos
e moleculares (Robbrecht & Manen 2006). Foi possivel delimitar as espécies da supertribo
Rubiidinae, o que esta de acordo com as analises filogenéticas (Robbrecht & Manen 2006).
Entretanto, o estudo filogenético nédo foi conclusivo quanto a organizacao desta supertribo em
dois grupos (Rubiidinae | e Rubiidinae II), sendo o grupo Rubiidinae Il citado como
parafilético (Robbrecht & Manen 2006). Os resultados anatdbmicos apresentados sao
promissores, pois as 8 espécies da tribo Spermacocceae (Rubiidinae 1) estdo reunidas em um
grupo consistente, de acordo com os dados anatomicos (folhas sésseis ou subsésseis, tricomas
tectores multicelulares, parénquima palicadico formado por células alongadas, aréolas
moderadamente desenvolvidas com traqueides terminais alargdd@s)caracteristicas
anatdbmicas podem apresensentar uma sinapomorfia para o grupo. ssugentanto,a
ampliacdo do numero de espécies incluidas em Rubiidinae Il para confirmar e respaldar com
maior seguranca os trabalhos de filogenia.

Na supertribo Psychotriidinae, Psychotrieae € formada por representantes com

estipulas caducas e Palicoureeae por representantes de estipulas ndo caducas (Robbrecht &
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Manen 2006). Tendo em vista que, apenas caracteristicas de morfologia externa sdo, muitas
vezes, insuficientes para a distincdo de Paliow®sychotria, géneros taxonomicamente
relacionados (Taylor 1989, 1996; Nepokroeff et al. 1999), as caracteristicas anatdbmicas
descritas para distinguir as espécies dos dois géneros sdo promissoras para futuros trabalhos
de taxonomia e filogenia em Psychotriidinae.

Em sintese, a presenca de papilas, tipo de tricomas, variagbes na morfologia do
parénquima palicadico e lacunoso, variacbes do padrdo de areolacdo e variacdes na
conformacao do sistema vascular do peciolo foram caracteristicas anatémicas relevantes na
separacao de tribos e géneros. Ja, a morfologia do tricoma, presenca de hipoderme, tipo de
mesofilo, presenca de bainha com cloroplastos, presenca de bainha envolta por células
esclerificadas, presenca de extensfes de bainha, parénquima palicadico na margem foliar,
idioblastos cristaliferos na margem foliar, tipo de domacias, posicdo dos coléteres, variacdes
do padrdo de venacao e variacdes na conformacdo do sistema vascular foram caracteristicas
anatbmica importantes na distincdo das espécies e utilizadas na chave dicotémica. Os
resultados confirmam a importancia dos caracteres anatdémicos como ferramenta adicional
para subsidiar estudos taxondémicos e filogenéticos em Rubiaceae, bem como ampliam os
conhecimentos anatdémicos ao nivel de tribo, género e espécie e indicam caracteres

promissores para futuras abordagens.
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CAPITULO 1I

COLETERES ESTIPULARES EM ESPECIES DE RUBIACEAE:
MORFOANATOMIA E HISTOQUIMICA
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RESUMO

MATTOS, Karina Lucas Barbosa Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, maio de
2011.Coléteres estipulares em espécies de Rubiaceae: morfoanatomia e histoquimica.
Orientadora: Renata Maria Strozi Alves Meira, Coorientadores: Aristéa Alves Azevedo e

Zefa Valdivina Pereira.

O trabalho tem como objetivo descrever a morfoanatomia e a histoquimica dos
coléteres de exemplares de 10 espécies incluidas em quatro géneros de Rubiaceae ocorrentes
na Reserva Florestal Mata do Paraiso (RFMP), Minas Gerais, contribuindo com informacdes
sobre a diversidade destas estruturas na familia, bem como visando fornecer subsidios para
futuros trabalhos de taxonomia e relagdes filogenéticas. Amostras de meristemas apicais
vegetativos das 10 espécies foram processadas de acordo com técnicas usuais em microscopia
de luz e eletrbnica de varredura. Testes histoquimicos foram realieadoseristemas
apicais vegetativos de amostras frescas ou de fixadas. Os coléteres se encontram distribuidos
na superficie adaxial das estipulas, ocorrendo também nos primdrdios foliares de Palicourea
marcgravii e no apice da estipula de Chiococca alba. Foram observados trés tipos de
coléteres: padréo, padréao bifurcado e padréo curto. A estrutura geral dos coléteres consiste de
um eixo central parenquimatico multicelular e uma epiderme secretora em palicada, sendo
estas alongadas ou cubdides em toda extensdo do coléter. As células epidérmicas possuem
cuticula e paredes delgadas, nucleos conspicuos, deslocados para a regido equatorial ou basal
e citoplasma abundante. Espacos intercelulares ocorrem com freqiéncia entre as células
epidérmicas de C. alba, Coussarea triflora, C. verticikaasychotria sedss. Idioblastos
cristaliferos contendo rafides ocorrem no eixo central parenquimatico dos coléteres de todas
as espécies de Rubioideae. Areia cristalina ocorre apenas em C. alba (Cinchonoideae). Tracos
vasculares foram observados no eixo central parenquimatico de P. longepedunculata e de P.
marcgravii. Nas amostras analisadas, a reacdo positiva aos testes histoquimicos demonstrou
gue a secrecdo é de natureza mucilaginosa e protéica. A posi¢do, a variacao ti@ologica,
presenca de vascularizacdo, a presenca e o tipo de cristal de oxalato de calcio s&o

caracteristicas importantes para os estudos de taxonomia e filogenia em Rubiaceae.
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ABSTRACT

MATTOS, Karina Lucas Barbosa Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigng20hl.
Stipulate colleters in Rubiaceae: Morphology, anatomy and histochemistrnAdviser:
Renata Maria Strozi Alves Meira. Co-advisers: Aristéa Alves Azevedo and Zefa Valdivina

Pereira.

This chapter aimed to describe the morphology, anatomy and histochemistry of
colleters in 10 species belonging to four genera of Rubiaceae occurring in the Reserva
Florestal Mata do Paraiso (RFMP), Minas Gerais. This study contributes with information on
the diversity of these secretory structures in the family and provides support for future studies
on the taxonomy and phylogenetic relationships in Rubiaceae. Samples of vegetative apical
meristems of 10 species were processed according to usual techniques using light microscopy
and scanning electron microscopy. Histochemical tests were performed on fresh or fixed
samples of vegetative apical meristems. Colleters are distributed on the adaxial surface of
stipules, on leaf primordia of Palicourea maracgravii and also at stipule apices of Chiococca
alba. Three types of colleters were indentified: standard, bifurcated standard and reduced
standard. The general structure of colleters consists of a parenchymatous multicellular
palisade secretory epidermis, which are cuboidal or elongated to the full extent of the colleter.
The cuticle and epidermal cells have thin walls, conspicuous nuclei, displaced to the
equatorial or basal region and abundant cytoplasm. Intercellular spaces often occur between
the epidermal cells of C. alba, Coussarea triflora, C. verticillata and Psychotrilgs.sessi
Cristal idioblasts containing raphides occur in the parenchyma of the central axis of colleters
in all Rubioideae species. Crystalline sand occurs only in C. alba (Cinchonoideae). Vascular
traces were present in the parenchymatous central axis of P. longepedunculata and P.
maracgravii. In the samples analyzed, the positive reaction to histochemical tests showed that
the secretion is of a mucilaginous and protein. The position, the typological variation,
vascularity, the presence and type of calcium oxalate crystals are important characteristics for

the study of taxonomy and phylogeny of Rubiaceae.

65



1. INTRODUCAO

Coléteres séo estruturas secretoras que ocorrem geralmente na superficie adaxial de
orgaos reprodutivos e/ou vegetativos jovens de um grande numero de familias de
Angiospermas (Thomas 1991).

Na ordem Gentianales, os coléteres sdo considerados sinapomorfias morfolégicas,
sendo Rubiaceae a familia mais numerosa desta ordem (Robbrecht & Manen 2006).
Rubiaceae apresenta cerca de 660 géneros e aproximadamente 11.150 espécies, incluidas nas
subfamilias Cinchonoideae e Rubioideae (Robbrecht & Manen 2006). A variacdo na
morfologia, na distribuicdo e no numero de coléteres tem sido utii em abordagens
taxondémicas e interpretacdes filogenéticas em Rubiaceae (Lersten 1974a, b; Robbrecht 1988;
Thomas 1991; Judd et al. 1999).

Em Rubiaceae, os coléteres estdo presentes na superficie adaxial ou na margem das
estipulas (Lersten 1974a; Thomas 1991), no calice (Robbrecht 1987; Dave et al. 1988), nas
bracteas, nas bractéolas e na corola (Thomas & Dave 1989c). Baseados na morfologia externa
e diversidade anatbmica, varios tipos de coléteres foram descritos para Rubiaceae: padrao,
padrao-reduzido, dendrdide, escova, alado e filiforme (Lersten 1974a, b; Thomas @991
tipo padrdo € considerado o mais comum em Rubiaceae, caracterizado por um eixo central
parenquimatico revestido por epiderme secretora em palicada (Lersten 1974a, b). Esta
tipologia também foi observada em espécies de outras familias e géneros de Gentianales, tais
como em Mandevilla illustrie M. velutina— Apocynaceae (Appezzato-da-Gléria & Estelita
2000), Macrosiphonia longiflora, Mandevilla tenuifolia, Secondatia densifleré.
floribunda — Apocynaceae (Simbes et al. 2006), Temnadenia violacea - Apocynaceae
(Martins et al. 2010), bem como em representantes de outras familias n&o relacionadas, tais

como, Aneulopus africanus Erythroxylum mucronatum- Erythroxylaceae (Thiebault &
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Hoffmann 2005), Caryocar brasiliensisCaryocaraceae (Paiva & Machado 2006) e llex
argentinael. dumosa - Aquifoliaceae (Gonzalez & Tarrago 2009).

A identificacdo segura dos coléteres com base apenas na morfologia externa e na
observacédo de orgaos foliares expandidos pode gerar confusdes, pois essas estruturas podem
nao persister apos a fase secretora. Por isso, estudos ana®msatoguimicos em porcdes
meristematicas ou botdes florais sdo importantes para descrever a tipplpg&Ecao e a
natureza quimica da secrecao dos coléteres.

A secrecédo produzida pelos coléteres € constituida por mucilagem ou uma mistura de
mucilagem e substancias lipofilicas e proteinas, que possui consisténcia pegajosa e tem sido
relacionada com a protecdo de meristemas e O6rgdos em desenvolvimento, lubrificando e
protegendo contra dessecacdo e/ou contra o ataque de herbivoros e patégenos (Fahn 1979;
Thomas 1991; Evert 2007).

As espécies de Rubiaceae representam um dos principais componentes da flora d
Mata Atlantica e apresentam grande diversidade de espécies na Reserva Florestal Mata do
Paraiso (RFMP) (Pereira et al. 2006), uma unidade de conservacdo que faz parte dos
dominios da floresta Atlantica (Rizzini 1992) administrada pela Universidade Federal de
Vicosa-MG. Portanto, dado a falta de informacBes sobre os coléteres das espécies
selecionadas para o presente estedisando fornecer subsidios para futuros trabalhos de
taxonomia e relacdes filogenéticas na familia, procedeu-se a caracterizaigigmatomica e
histoquimica dos coléteres de 10 espécies, incluidas em 4 géneros de Rubiaceae ocorrentes na

RFMP.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas dez espécies pertencentes a quatro géneros abrangendo as duas
subfamilias (Rubioideae e Cinchonoideae) de Rubiaceae (Tabela 1) a partir da andlise da
listagem elaborada por Pereira et al. (2006). Para a selecdo das amostras foram consideradas:
1. facilidade de reconhecimento das plantas em campo, visto que foram necessarias coletas de
amostras frescas para as analises histoquimicas; 2. géneros com maior nimero de espécies,
como no caso de Psychotedalicourea3. géneros que incluissem representantes das duas
subfamilias de Rubiaceae.

Meristemas apicais vegetativos das espécies foram coletados na Reserva Florestal
Mata do Paraiso (RFMP), Vigosa, Minas Gerisalizada entre 20°45° S, 42°55° W ¢ a uma
altitude média de 690m. A vegetacdo natural da reserva faz parte dos dominios da Floresta
Atlantica (Rizzini 1992) e trata-se de um fragmento de Floresta Estacional Semidecidual
Submontana (Veloso et al. 1991). Ramos férteis das espécies foram coletados em campo,
herborizados e incorporados ao acervo do Herbario VIC da Universidade Federal de Vigosa

(Tabela 1). A identidade do material foi confirmada por especialista.

Tabela 1. Lista de 10 espécies de Rubiaceae estudadas com os numeros dedoegistbd@rio VIC da

Universidade Federal de Vigosa

Subfamilia Tribo Espécies N° de registro
Cinchonoideae Chiococceae Chiococaalba (L.) Hichc 31.856
Coussarea triflora Mull.Arg 32.648
Coussareae o -
C. verticillata Mull.Arg 31.946

Palicourea longepedunculata Gardr 31.859

Rubioideae P. marcgravii A ST.-Hil 31.860
Psychotria conjugens Miill. Arg 31.863

Psychotrieae p. hastisepala Miill. Arg 32.644

P. hygrophiloides Benth 32.651

P. myriantha Mull. Arg 32.645

P. sessilis Vell. 32.643
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Para andlise geral da distribuicdo e estrutura dos coléteres em microscopia de luz,
amostras de meristemas apicais vegetativos (3 exemplares) das 10 espécies foram fixadas em
FAA (formaldeido, acido acético glacial, etanol 50%, 1:1: 18, v/v) por 48 horas e,
posteriormente, estocadas em etanol 70% (Johansen 1940). As amostras foram desidratadas
em série etilica e etilica-butilica, e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica) e em parafina
histolégica com DMSO (Histosec, Merck), respectivamente. As seccfes transversais e
longitudinais seriadas (6 ou 10 um de espessura) foram obtidas com o auxilio de um
micrétomo rotativo de avanco automatico (modelo RM2155, Leica Microsystems Inc.,
Deerfield, US). Para as amostras incluidas em parafina histologica, apds a desparafinizacao,
os cortes foram corados com safranina (solucdo aquosa) e azul de Astra (Gerlach 1969). Ja
agueles incluidos em metacrilato, foram submetidos a coloracdo com azul de Toluidina pH 4
(Johansen 1940). As laminas foram montadas com resina sintética (Permount, Fisher).

Para o estudo da micromorfologia em microscépio eletrénico de varredura, amostras
de estipulas de Palicourea longepedunculata e Psychotria hygrophiloides foram fixadas em
FAA, por 48 horas e estocadas em etanol 70%. Posteriormente, foram desidratadas em série
acetbnica e levadas a secagem ao ponto critico (Bozzola & Russel 1992), utilizando-se
equipamento CPDO030 (Balzers). Apds a montagem do material nos suportes, procedeu-se a
deposicdo metalica com ouro (Bozzola & Russel 1992) utilizando-se equipamento Sputter
Coater FDU 010 (Balzers). A investigacdo e documentacdo do material foram efetuadas em
microscépio eletrénico de varredura (Leo 1430VP, da Zeiss, Heidelberg, Alemanha) do
Nucleo de Microscopia e Microandlise da UFV.

Testes histoquimicos foram realizados tanto em amostras frescas, cortadas em
micrétomo de mesa (Rolemberg and Bhering Comércio e Importacdo LTDA, Belo Horizonte,
Brazil) quanto naquelas incluidas em parafina histologica, cortadas em micrétomo rotativo

(Leica 2155, Leica, Deerfield, IL, US). Foram avaliados os meristemas caulinares vegetativos
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de Chiococaalba, Palicourea longepeduncula®a marcgravie Psychotria hygrophiloides.
Seccdes transversais e longitudinais destas amostras foram submetidas ao Lugol (Jensen
1962) para deteccdo de amido; acido periddico/reagente de Schiff (McManaus 1948) para
polissacarideos totais; vermelho de Ruténio (Johansen 1940) para pectinas e mucilagens;
dicromato de potassio (Gabe 1968) para compostos fendlicos gerais; reagente de Wagner
(Furr & Mahlberg 1981) para alcalbides; Sudan IV (Pearse 1980) para lipidios; vermelho
neutro (Kirk Junior 1970) para lipidios totais observado sob luz UV; reagente de Nadi (David
& Carde 1964) para 0Oleos essenciais e éemas; Xilidine Ponceau (O’Brien & McCully

1981) para proteinas totais. Parte das amostras foi analisada em microscopia de luz
fluorescente utilizando-se filtro UV (300 nm) visando detectar a autofluorescéncia de
compostos fenolicos e a fluorescéncia induzida. As laminas foram montadas com agua
glicerinada.

As observacfes e a documentacdo fotografica do laminario permanente foram
realizadas em microscopio de luz (modelo AX70TRF, Olympus Optical, Tokyo, )JJapan
equipado com sistema U-Photo. Foram também obtidas imagens dos coléteres em lupa
estereoscopica (modelo SzZX7, Olympus Optical) acoplado com camera digital (modelo

EVOLT E-300 Olympus). A mensuracédo dos coléteres foi obtida com lamina micrométrica.
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3. RESULTADOS

Os coléteres se encontram distribuidos na superficie adaxial das estipulas em todas as
egécies estudadas (Figs. 1A-F, 4B, 2A, 2F, 3A-B, 3D), ocorrendo também nos primérdios
foliares de Palicourea marcgravii (Fig. 1D) e no apice da estipula de Chiococca allia (Fig.1
e 1P.

Ocorrem trés tipos de coléteres nas espécies estudadas. O tipo padrdo e padréao
bifurcado foram verificados em Palicourea longepedunculata (Figs. 1B, 2A-D, 6A-B) e
Psychotria hygrophiloides (Figs. 3A-CCh com a ramificacdo ocorrendo no terco apical e
basal da estrutura, originando nesta regido dois segmentos. Ja o tipo padrdo pode ser
observado em Coussarea triflora (Fig. 4A) e C. verticillata (FBs.D), P. marcgravii
(Figs. 2E e 2F), P. conjugens (Fig. 3B)hastisepala (Figs. 3D), P. myriantha (Fig. 3F) e P.
sessilis (Fig. 3G). O tipo padrao curto ocorre apenas em Chiococca alba (4E). O tipo padréo
curto difere do tipo padrdo por apresentar a base alargada e apice estreito, formando uma
estrutura em forma de gota.

Quanto ao tamanho, foram observadas variacbes no comprimento dos coléteres
estipulares. Em Chiococca alba foram observados os menores coléteres (Fig. 4E), variando
de 215 a 320um, enquanto em Palicourea longepedunculata ocorrem os maiores coléteres
(Fig.1B, 2A) variando de 600 a 2000 pm. Tricomas multicelulares ndo ramificados
acompanham os coléteres de Coussarea triflora, C. verticillata (Fig. 4C), Palicourea
longepedunculat#5A), P. marcgravii (Fig. 1C), Psychotria conjugens, P. hastisepRla
myriantha.

A secrecdo produzida pelos coléteres € constituida por um fluido viscoso que
preenche os espacos entre as estipulas, recobrindo e protegendo o meristema apical e os

primoérdios foliares em desenvolvimento. Apos a fase secretora, os coléteres de todas as
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espécies entram em fase de senescéncia, marcada pela aquisicdo de coloracdo marrom escuro
dos coléteres do apice para a base. As estipulas sdo deciduas e caem apds a expansao foliar,
exceto em Palicourea longipedunculagaP. marcgrawii, que sdo persistentes. Nestas
espécies, 0s coléteres nao funcionais podem persistir na base das estipulas.

Uma pequena constricdo pode ser visualizada na base dosesaliétdPalicourea
longepedunculata (Fig. 2A), Psychotria hastisepala (Fig. 3D) e P. hygrophiloides, pedunculo
alongado em Coussarea triflora (Fig. 4A), C. verticillata (Fig. 4B) e P. hygrophiloides (F
3A). O eixo central parenquimatico de todos os tipos observados é multicelular e
multisseriado (Figs. 2B-E, 3A-B, 3E-G 4A-F). As células do eixo parenquimatico central sdo
axialmente alongadas e possuem nucleo volumoso, citoplasma reduzido e vacuolos
desenvolvidos (Figs. 4F, 2C). Tracos vasculares foram observados no eixo central somente
das duas espécies de Palicourea (Fi§s2E).

A epiderme secretora que reveste 0 eixo € uniestratificada e constituida pa célula
alongadas em palicada (Figs. 2A-D, 3A, 3B, 3F), exceto em Palicourea marcgravii (Fig. 2E)

e Psychotria sesselis (Fig. 3E), onde as células sdo mais curtas. Estas células apresentam
paredes delgadas, citoplasma denso e ndcleos deslocados para a regido equatorial (Figs. 4F),
exceto em P. longepedunculata cujos nacleos sdo deslocados para a regido basal (Fig. 2B).
Espacos intercelulares ocorrem com frequéncia entre as células epidérmicas de Chiococca
alba (Figs. 4E, 4F), Coussarea triflora, C. verticillata (Figs. 4B-D), P. conjedgensessilis
(Figs. 3G). Além disso, um espessamento foi verificado na parede periclinal interna das
células epidérmicas secretoras de C. alba, C. triflora e C. verticillata (Fig. 4D).

Idioblastos cristaliferos contendo rafides ocorrem no eixo central parenquimatico dos
coléteres de todas as espécies de Rubioideae (Fig. 2C). Areia cristalina foi verificado apenas

em Chiococca alba (Cinchonoideae).
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A secrecado reagiu positivamente em todas as espécies analizadas ao testes de acido
periodico/reagente de Schiff para polissacarideos totais (Figs. 6A-C) e ao vermelho de
Ruténio para pectinas e mucilagens, sendo positivo também ao teste de xilidine Ponceau para
proteinas totais em Psychotria hygrophiloides, Palicourea longepedunculata (Fig. 6D) e P.
marcgravii (Fig. 6E). A secrecao reagiu negativamente para os testes que visavamaevidenci
compostos fendlicos, lipidicos e para terpendides.

Foi observado acumulo de secrecdo produzida nos espacos intercelulares das células
epidérmicas dos coléteres de Chiococca alba, Coussarea triflora, C. verticillata, Rsychotr
conjugen P. sessilis. Ja em Palicourea longepedunculata, este acimulo foi evidenciado nos
espacos intercelulares das células epidérmicas dos coléteres e no espaco periplasmatico (Fig.
6F). Cabe ainda ressaltar que, a secrecao pode ser observada no meio externo dos coléteres de
todas as espécies (2C, 3A, 5B, 5C), embora ndo tenham sido notados sinais de distensdo ou

rompimento da cuticula.
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Figura 1. Coléteres de Palicourea longepeduncul@a), P. marcgravii(C-D) e Chioccoca

alba (E-F). A, C, E. Vista geral sob microscopio estereoscépipD seccdes longitudinais F
seccao transversdle meristemas apicais vegetativBs.Coléteres padrédo e padrao bifurcado
(setas) na base das estipulasColéteres padrao distribuidos na superficie adaxial das estipulas
(asteriscos pretos) e entre os primordios foliares (asteriscos braBdes)Coléteres padrao
curto presentes no apice da estipula. (Co= coléter; Et= estipula; Pf= primérdio foliar; Tr=
tricomas). Barras= 1,5 mm (A),rdm (E), 700um (B), 1,2 mm (C), 400um (D), 200um (F).
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Figura 2. A-F. Estrutura dos coléteres padrdo em Palico(#e@ e E-F, seccdes longitudinais;

D, seccdo transversah-D. Palicourea longepedunculata. Coléteres com constricdo na base
(setas)B. Detalhe evidenciando a vascularizacdo no eixo central parenquimatico (seta preta) e
nacleos em posicdo basal (setas brancas) nas células epidérmicas seCetioiablastos
cristaliferos contendo réafides no eixo central parenquimatico do coléter (cifBul8eccao
transversal da porgdo superior do coléter evidenciando o eixo central parenquimético e a
epiderme uniestratificadd-F. P. marcgravii.E. Estrutura geral do coléter evidenciando as
células epidérmicas secretoras curtas (sefadjascularizacdo no eixo central parenquiméatico

do coléter (seta). (Ce= células epidérmicas; Et= estipula; Pc= parénquima central; Seg)secreca
Barras= 150um (A, F), 50um (B, C, D, E).
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Figura 3. Coléteres em espécies de Psychotria (A, B, D, E-G, seccdes longitudinais; C,
seccao transversalp-C. P. hygrophiloidesA-B. Coléteres bifurcados (setd}. Seccao
transversal do coléter bifurcadd. P. hastsepala. Coléter padréo. Vista geral evidenciando a
constricdo na base do coléter (seBa)P. conjugens. Coléter padrda. Detalhe da porcao
mediana do coléter de P. myrianta.P. sessilis. Estrutura geral do coléter evidenciando as
células epidérmicas secretoras com espacos intercelulares (setas pretas). (Ce= células
epidérmicas; Et= estipula; Pc= parénquima central; Se= secre¢do). Barras= 150um (A, B, D),

100pm (C), 50 um (E, F, G).
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Figura 4. Estrutura dos coléteres em espécies de Rubiaceae (A-C, E-F secc¢des longitudinais;
D, seccao transversalp. Coussarea triflora. Detalhe das células epidérmicas alongadas
axialmente e pedunculo alongado (seBap. C. verticilata.B. Estrutura geral evidenciando

0 pedunculo alongado (setag). Detalhe das células epidérmicas secretoras alongadas
axialmente e parcialmente separadas uma das outras (setas pretas). Notar tricomas nao
ramificados multicelulares (*D. Detalhe do coléter evidenciando o espessamento na parede
periclinal interna das células epidérmicas secretoras (sEt&s)Chiococca alba. Coléteres
padrdo curtoE. Estrutura geralFF. Detalhe das células epidérmicas secretoras com espacos
intercelulares (setas pretas) e ndcleos em posicdo equatorial (seta branca). (Ce= célula
epidérmicas; Et= estipula; Pc= parénquima centrakxaBa30 um (A,C, D, E, F), 300um

(B).
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Figura 5. Microscopia eletronica de varredura. Coléteres de Palicourea longepeduiiéuizta
Psychotria hygrophiloidegC). A. Detalhes dos coléteres padrdo e tricomasB*E. Detalhe dos
coléteres cobertos por secrecdo. Notar bifurcacdo no terco apical do coléter (seta) em C. (Co=coléte
Se= secre¢do; Tr=tricomas). Barras= (A, B, C, D)100um.

78



T,

oo g-g

Y
3
g

S L

Figura 6. Histoquimica dos coléteres de espécies de Rubiaceae (A, C-F seccdes longitudinais; B
seccdo transversalp-B. Palicourea longepedunculata. Deteccdo de polissacarideos totais na
secrecdo dos coléteres (setas) evidenciados pelo Acido Petiéfiente de Schiff’s (PAS). C.
Psychotria hygrophiloides. Deteccdo de polissacarideos totais na secre¢cdo dos coléteres (seta:
evidenciados pelo Acido Periddiceagente de Schiff’s (PAS). D-E. Deteccédo de proteinas totais na
secrecdo dos coléteres (setas) de P. longepeduncela®a marcgravii, respectivamente,
evidenciados pelo XPF. P. longepedunculata. Cuticula evidenciada por fluorescéncia pelo
Vermelho neutro (seta preta). Notar acumulo de secrecdo no espaco periplasmatico (seta branca
Barras= 50um (A-D, F), 100um (E).
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4. DISCUSSAO

A presenca de coléteres na superficie adaxial das estipulas de todas as espécies
estudadas mostra-se como um padrdo comum dentre as Rubiaceae. Coléteres no apice da
estipula, como os observados em Chiococca alba, também foram relatados para Chiococca
racemosa (Lersten 1975), o que pode ser um indicio de um carater comum para o género, que
apresenta cerca de 40 espécies distribuidas na América do Norte, Central e do Sul (Andersson
1992). Portanto, sdo necessarios estudos em um namero maior de espécies de Chioccoca para
averiguar a relevancia deste carater como um marcador morfolégico util para abordagens
taxondémicas e filogenéticas.

A ocorréncia de coléteres nos primordios foliares, como observado em Palicourea
marcgravii, foi descrita apenas para Aitchisonia (Puff 1982) e Psychotria nuda (Miguel et al.
2009). A falta de informacfes sobre os coléteres foliares em um maior nimero de taxons de
Rubiaceae é um problema de amostragem, pois para se ter certeza da presenca dos coléteres
da base dos primérdios foliares é necessario avaliar regides meristematicas, uma vez que
essas estruturas ndo persistem na folha expandida.

Variacbes na morfologia e tamanho dos coléteres foram observadas nas espécies
estudadas. Lersten (1974b) realizou um vasto estudo sobre coléteres em Rubiaceae de
diferentes procedéncias e correlacionou as diferencas de tamanho com a distribuicdo
geografica Assim, coléteres de tamanho médio (783um) foram comuns nas espécies dos
neotrépicos, sendo que em espécies de Psychotria da América do Sul, os coléteres
apresentaram tamanhos de 150 a 2.600um. Essa correlagdo ndo foi corroborada pelos dados
obtidos no presente trabalho, pois os coléteres das cinco espécies estudadas de Psychotria
procedentes da Mata AtlanticAcangam até 750um, tamanho relativamente inferior ao

encontrado para os coléteres de Psychotria da América do Sul (Lersten 1974b).
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A formacédo de espacos intercelulares nas células epidérmicas é relatada pela primeira
vez no presente estudo para os géneros Chiococca e Coussarea, ocorrendo também em
Psychotria sedss. Em Rubiaceae, essa mesma caracteristica foi visualizada apenas para
algumas espécies de Psychotria (Lerstern 1974b). Em Apocynaceae, a dissolucdo da lamela
meédia das paredes radiais das células epidérmicas, com a formacao de fendas e a liberacéo da
secrecao para o interior destas, foi relatada para Plumeria rubra (Mohan & Inamdas 1986)
Mandeuvilla illustrise M. velutina (Appezzim-da-Gloria & Estelita 2000). A secrecdo também
pode ser visualizada nos espacos intercelulares das espécies citadas nesse trabalho.

O espessamento da parede periclinal interna das células epidérmicas secretoras
observadas em Chiococca alba, Coussarea triflora e C. verticillata pode estar relacionado
com o direcionamento do fluxo de secrecdo via simplasto para o exterior do coléter,
impedindo o refluxo, isolando a regido secretora da porcdo parenquimatica do éoléter.
deposicao diferencial de parede tem sido observada na base de tricomas secretores, onde foi
sugerido o mesmo mecanismo de direcionar e imperdir o refluxo de secrecdo (Fahn 1979;
Subramanian & Inamdar 1986; Ascencéo et al. 1997; Leitdo et al. 2005).

Tracos vasculares foram observados no eixo central parenquimatico somente dos
coléteres das duas espécies de Palicourea estudadas. A presenca de vascularizacdo em
coléteres de Rubiaceae s6 foi relatada para Simira glaziovi (Klein et al. 2004), Bathysa
stipulatae B. gymnocarpa (Miguel et al. 2010). No presente trabalho, a presenca de tracos
vasculares é mais uma caracteristica anatbmica utilizada para distinguir as espécies de
Palicourea de Psychotria ocorrentes na RFMP.

N&o existe consenso quanto a importancia da presenca de vascularizacdo nos
coléteres. Foi sugerido que se trata somente da proximidade dessas estruturas com o0s tracos
vasculares do 6rgdo em que se encontram (Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000), como

observado em Palicourea marcgravii no presente estudo. Quando ndo existe vascularizacao, a
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conducdo dos precursores da secrecdo até a epiderme secretora pode ser feita-a&ta célula
célula pelos tecidos da estipula passando pelo parénquima central do coléter, como sugerido
para Caryocar brasiliensisCaryocaraceae (Paiva & Machado 2006).

Os coléteres das espécies estudadas foram classificados em padrao, padrao bifurcado e
padrdo curto. Os coléteres tipo padrdo sdo considerados comuns em Rubiaceae (Lersten
1974a, b) e foram observados nas espécies de Psychotria e de Palicourea estudadas. O
registro de coléter do tipo padrédo émalicourea € inédito para o género e em Psychotria,
confirma os dados de literatura (Lersten 1974b; Vitarelli & Santos 2009). O padrao bifurcado
registrado para P. longepedunculata e P. hygrophiloides foi descrito recentemente para
espécies de Apocynaceae como uma derivacdo morfologica do tipo padrdo (Simbes et al.
2006; Martins 2010) e observado em Bathysa cuspidata - Rubiaceae (Coelho 2009). O tipo
padrdo curto é um registro inédito para o género Chiococca. Esta denominacdo se deve ao
fato do tipo observado ndo se enquadrar perfeitamente nas classificacdes propostas, o que
reforca a necessidade de uma revisdo da terminologia utilizada para descrever os tipos de
coléteres.

As diferencas nos tipos de coléteres observados nas dez espécies representam
caracteres Uteis para a distingéo entre espécies e géneros. No caso de PakRsyatesria
(Psychotrieae), tracos vasculares foram observados no eixo central somente das duas espécies
de Palicourea. Este é um aspecto importante, uma vez que ambos 0s géneros sao
morfologicamente dificeis de serem distintos e cuja circunscricdo € assunto de discussao
(Taylor 1989; 1996).

Na base dos coléteres de Palicourea longepedunculata, Psychotria hastisepala
hygrophiloides é possivel observar uma pequena constricdo. Situacdo semelhante ocorre em
outras espécies de Rubiaceae, como em Psychotria vellosiana (Da cunha & Vieira 1997),

especies de Simira (Klein et al. 2004), Bathysa stipuaBa gymnocarpa (Miguel et al.

82



2010). A diversidade no comprimento, forma e desenvolvimento da constricdo basal, do eixo
central parenquimatico e do pedunculo, bem como a vascularizacdo do eixo central sdo
caracteristicas observadas em Rubiaceae (Robbrecht 1988; Miguel et al. 2009).

Idioblastos cristaliferos contendo rafides ocorrem no eixo central parenquimatico dos
coléteres de todas as espécies de Rubioideae. J& areia cristalina ocorre na espécie estudada de
Cinchonoideae. Portanto, o tipo de cristal de oxalato de calcio que ocorre nos coléteres das
espécies do presente trabalho confirma a importancia deste carater na delimitacdo das
subfamilias, como ja proposto por Robbrecht e Manen (2006).

O acumulo de secrecdo visualizado no espaco periplasmatico e/ou espacgos
intercelulares nas células epidérmicas, e posterior liberacdo para o meio externadatravés
regides permeaveis da cuticula, pode ser a forma de eliminacdo da secrecdo, pois nao foi
observado distensdo ou rompimento da cuticula. Esse mecanismo de liberacdo da secrecéo
sem ruptura da cuticula também foi verificado em outras espécies de Rubiaceae - Psychotria
carthagenensis (Vitarelli & Santos 2009), em Apocynaceae - Plumeria (Mohan & Inamdar
1986), Allamanda (Thomas & Dave 1989a), Mandevilla (Appezzato-da-Gloria & Estelita
2000), Temnadenia violacea (Martins et al. 2010) e Leguminoseae - Copaifera langsdorffii
(Paiva 2009).

A secrecdo dos coléteres de Chiococca alba, Palicourea longepedunculata, P.
marcgravii e Psychotria hygrophiloides reagiu positivamente para polissacarideos, pectinas e
mucilagens, sendo também positivo para proteinas totais em P. longepedunculata, P.
marcgravii e P. hygrophiloides. A secrecdo de mucilagens e pectinas pelos créétdyes
as estipulas, as folhas jovens e o meristema apical, protegendo contra dessecacéo (Solereder
1908; Fahn 1979; Thomas 1991). Tal caracteristica € importante para a lubrificacdo e
protecdo do apice caulinar das espécies estudadas, ja que se desenvolvem nas bordas ou

clareiras da mata, e estdo sujeitas a pelo menos dois meses de menor disponibilidade hidrica.
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Ja as proteinas podem estar associadas na protecdo contra ataque de microorganismos e
insetos, como proposto para as espécies de Simira (Klein et al. 2004) e de llex (Gonzalez &
Tarrag6 2009).

Os coléteres de todas as espécies estudadas entram em senescéncia apds a fase
secretora, visualizada pela aquisicdo de coloracdo marrom escuro dos coléteres doaapice pa
a base, 0 que esta de acordo com as observacfes registradas na literatura (Thomas 1991;
Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000; Miguel et al. 2010).

Em sintese, os resultados demonstram que, em coléteres, a posicdo, a variacao
tipolégica, a presenca de vascularizacao, a presenca e o tipo de cristal de oxalato de célcio sédo
caracteristicas importantes para os estudos de taxonomia e filogenia em Rubiaceae, pois
auxiliam na distincdo de Rubioideae e Cinchonoideae e contribuem para separacdo de

Palicoureae Psychotria (Psychotrieae).
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5. CONCLUSOES GERAIS

Os estudos anatbémicos realizados nas espécies de Rubiaceae demonstraram que a
anatomia foliar fornece dados para auxiliar na taxonomia e filogenia da familia, tanto em
nivel de tribo, género e espécie. A presenca de papilas, tipo de tricomas, variacdes na
morfologia do parénquima pali¢cadico e lacunoso, variagbes do padréo de venacao e variagdes
na conformacgéo do sistema vascular do peciolo foram caracteristicas anatdbmicas relevantes
na separacao de tribos e géneros. J4a, a morfologia do tricoma, presenca de hipoderme, tipo de
mesofilo, presenca de bainha com cloroplastos, presenca de bainha envolta por células
esclerificadas, presenca de extensbes de bainha, parénquima palicadico na margem foliar,
idioblastos cristaliferos na margem foliar, tipo de domacias, posi¢cdo dos coléteres, variaces
do padrdo de venacédo e variagfes na conformacéo do sistema vascular foram caaacteristic

anatdmicas importantes na distincao das espécies e utilizadas na chave dicotémica.

Os caracteres anatdémicos observados podem ser utilizados para o reconhecimento das
espécies de Rubiaceae em fase vegetativa que ocorrem na Reserva Florestal Mata do Paraiso.

Os resultados das analises numéricas, conduzidas com base nos dados anatémicos
(UPGMA e PCA), respaldam as propostas de organizacdo taxondmica e relagdes
flogenéticas em Rubiaceae.

Com relacdo aos colétereasdlO espécies de Rubiaceae estudadas, a posicao, a
variacao tipologica, a presenca de vascularizacdo, a presenca e o tipo de @iskdtdade
célcio sdo caracteristicas importantes para a distincdo de Rubioideae e Cinchonoideae,
contribuindo também para a separacédo de PalicaiPagchotria (Psychotrieae). A secrecao
produzida pelos coléteres é predominantemente polissacaridica podendo também conter

proteinas.
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