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RESUMO

As condicdes ambientais de um determinado dominio fitogeogrifico influenciam
fortemente a estrutura de organismos sésseis, como as plantas, € Variag(”)es nestas
condi¢cdes levam a diferentes respostas por parte das populacdes. Assim, diferentes
orgdos podem apresentar variagdes estruturais de acordo com as condi¢des em que a
planta se encontra. A tribo Coussareeae (Rubiaceae: Rubioideae) encontra-se distribuida
em uma ampla variedade de dominios fitogeograficos e, como consequéncia, espera-se
encontrar variagdes nas caracteristicas morfoanatdmicas de suas espécies, que
representam respostas as diferentes pressdes ambientais a que sdo expostas. Para
compreender quais sdo essas respostas, nds avaliamos se os atributos qualitativos e
quantitativos das folhas apresentam diferencas entre diferentes ambientes; como as
espécies se comportam em andlises de agrupamento e se os tipos de coléteres
observados apresentam uma correlacio com a presenca ou auséncia de nddulos de
bactérias nas folhas. As amostras foram processadas e coradas de acordo com métodos
usuais em anatomia vegetal para microscopia de luz e microscopia eletrOnica de
varredura. Dados qualitativos das caracteristicas morfoanatdmicas foram comparadas e
relacionadas aos ambientes. Analises estatisticas, incluindo testes de modelos mistos,
diferengas entre espécies congenéricas e analises de agrupamento (Cluster e PCA)
foram realizadas utilizando dados quantitativos. A partir das andlises morfoanatomicas
do limbo foliar, ndo foram observados nédulos de bactérias em nenhuma das espécies.
Foram identificadas caracteristicas que apresentaram variacao e podem ser consideradas
respostas as condi¢Oes ambientais onde cada amostra foi coletada, sendo elas: a posi¢ao
das folhas (imbricadas ou horizontais); presenca de uma camada de células
subepidérmicas apenas em Hindsia ibitipocensis; presenca ou auséncia de cuticula
espessada e tricomas tectores; estrutura do mesofilo (tipos de mesofilo e nimero de
camadas do parénquima clorofiliano); curvatura da margem foliar e presenca de
compostos fendlicos em idioblastos ou nas células do parénquima clorofiliano. Com
relacdo as andlises estatisticas, o teste de modelos mistos mostrou que, levando os
géneros em consideracdo, folhas de sol tendem a ser mais espessadas do que folhas de
sombra, com diferenca estatistica significativa (P < 0.05) para o parénquima pali¢ddico
e espessura total do mesofilo. O dendrograma de Cluster e a andlise de PCA revelam
resultados inconclusivos, onde sdo formados tanto grupos de espécies de géneros

diferentes em condicdes ambientais semelhantes, quanto de espécies proximas em



condic¢des distintas. Com relacdo aos coléteres, foram observados principalmente na
face adaxial das bricteas ou préximos ao recepticulo. Em todas as amostras avaliadas,
foram classificados como o tipo “standard’ para a familia Rubiaceae, o que mostra a
pouca plasticidade desta estrutura. Algumas caracteristicas anatdmicas observadas
podem apresentar valor taxondmico, como presenca de cristais no eixo central

parenquimadtico em algumas das espécies avaliadas e auséncia de feixes vasculares.

Palavras-chave: anatomia vegetal; dominios fitogeograficos; folhas; inflorescéncias;

Rubioideae.



ABSTRACT

The environmental conditions of a particular phytogeographical domain strongly
influence the structure of sessile organisms, like plants, and variations in these
conditions lead to different responses from the populations. Thus, different organs may
show structural variations according to the conditions that the plant is. The Coussareeae
tribe (Rubiaceae: Rubioideae) is found distributed in a broad variation of
phytogeographical domains and, as a consequence, it is expected to found variations in
the morfoanatomical traits of its species, that represent different responses to the
environmental pressures to which they are exposed. To understand which are these
responses, we evaluated wheter the qualitative and quantitative traits of the leafs shows
differences between different environments; how the species behave in group analysis
and wheter the colleter types observed shows a correlation with the presence or absence
of bacterial nodules in leaves. The samples were processed and stained according to
usual methods in plant anatomy to light microscopy and Scanning Electron Microscopy.
Qualitative data of the morfoanatomical traits were compared and related to the
environments. Statistical analysis, including Mix Models tests, differences between
congeneric species and group analysis (Cluster and PCA) were realized using the
quantitative data. From the morfoanatomical analysis of the leaf blade, bacterial nodules
were no seen in none of the analysed species. Traits that showed variation and can be
considered responses to the environmental conditions where each sample were obtained
were identified, which are: the position of the leaves (imbricated or horizontal); the
presence of one layer of subepidermical cells only in Hindsia ibitipocensis; presence or
absence of a thickened cuticle and non-glandular trichomes; mesophyll structure
(mesophyll types and number of layers of the chlorophyll parenchyma); curvature of
leaf margin and presence of phenolic compounds in idioblasts or inside the cells of the
chlorophyll parenchyma. Concerning the statistical analysis, the mix models test shows
that, considering the genus, sun leaves tend to be thicker than shade leaves, with
significant statistical difference (P < 0,05) for the for the palisade parenchyma and the
total thickness of mesophyll. The Cluster dendrogram and the PCA shows inconclusive

results, where there are formed both groups of species of different genus in similar



environmental conditions and groups of close species in distinct conditions. Regarding
to the colleters, they were observed mainly in the adaxial face of the bracts or next to
the receptacle. In all the evaluated species, they were classified as the “standard” type
for the Rubiaceae family, which shows the lack of plasticity in this structure. Some of
the anatomical traits observed may have taxonomic value, like the presence of crystals

in the central axis of some of the evaluated species and the absence of vascular bundles.

Key-words: Leaves; inflorescences; phytogeographical domains; plant anatomys;

Rubioideaee.



SUMARIO

1. INTRODUGAOQ ... tes s s sannaas 13
2. MATERIAL E METODOS .........cooooovimveeeieeeeieeeeseesseesssesssessssesssnssssssssssssssssssssssssssssnsnens 16
2.1 Area de ESTUAO ..........ooooveoeeeceeeeeeceeeeeeeeeees s es s s sssss s sseessanees 16
2.2 AIMOSETAZEINL........oeeiiiiieiieitieieet ettt ee et s bt et e e e s bt st et e sbeesesreemee b e sbeenseaneeanesreemeeanens 17
2.3 Selecao de caracteres morfoanatomicos ..............ccccevereerineerenineerseeeeee e 18
2.4 ANALISES ANALOIMUECAS .......c.coueiueiuiriiitinieieiceei ettt st 19
2.5 Microscopia Eletronica de Varredura................c.ccooovevieeveeninninnieseeneeseesee e sne s 20
2.6 Analises eStatiStiCas ...........cccceeiiiiiiiiiiiiiic s 20

3. RESULTADOS ...ttt sttt ettt sa ettt eneenenaens 24
3.1 Anatomia do DO ...........cccooiiiiiiiii e 24
3.1.1 Andlises MOTfOANAIOTICAS .......cc.eeevueeeeiurieiieeeiesesiteeeeeeesseessesssseeesseesseessseesssessnsees 24
3.1.2 ANALISES @STALISTICAS ..envveveeieeeeeieiee ettt ettt ettt st st sbe e b e nnees 26

3.2 COlELRTES ........cueeieeiieee ettt 28
4. DISCUSSAQ ...ttt 50
4.1 Anatomia do HMDO ............ccoocoeiiiiiiiie e 50
B2 COLELRTES ........ccueeiieiiieece ettt ettt 57
5. CONSIDERACOES FINALIS .........cocooooiieiiiieieeeeecteeseseessessesses s seesses s sessses s saessss s sasssans 59
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........ooovvoreeneeeeeeseeiseenseeessesseeseseessessssesssnsseas 60
ANEXO L. 67
ANEXO IL ..o 70

ANEXO IIL.....ooniiiiieee ettt s et e e s n e s r e e n e sre e 71



13

1. INTRODUCAO

As condi¢Oes ambientais de um determinado dominio fitogeografico afetam
fortemente a estrutura de organismos sésseis, como as plantas, e variacoes em tais
condicdes levam a diferentes respostas por parte das populacdes (Dickison, 2000,
Schollert et al. 2015). Especificamente na regido neotropical, existe uma enorme
diversidade de plantas vasculares com sementes (cerca de 90 a 110 mil espécies)
(Antonelli e Sanmartin, 2011). Tamanha diversidade € decorrente de uma complexa
relacdo com as caracteristicas do ambiente, onde as plantas respondem tanto a fatores
bidticos (adaptacdes de solo, interagdes bidticas, capacidade de dispersdo) quanto a
fatores abidticos (clima, exposi¢dao a luz) (Antonelli e Sanmartin, 2011; Hughes et al.

2013).

Nas plantas, diferentes 6rgdos podem apresentar variagdes estruturais de acordo
com as condi¢des ambientais em que se encontram, decorrentes de sua plasticidade
fenotipica, ou seja, sua capacidade de alterar a estrutura morfoanatdmica em resposta as
pressdes do ambiente (Sultan, 2000). Entre os diferentes 6rgaos das plantas, as folhas
sdo consideradas os mais plasticos e que podem apresentar maior variagdo estrutural em
resposta as condi¢des ambientais (Dickison, 2000). As caracteristicas estruturais da
anatomia foliar estdo fortemente ligadas as caracteristicas ambientais, e a plasticidade
desse 6rgdo pode levar a diferentes respostas as condi¢des de um determinado ambiente,
auxiliando na sobrevivéncia do individuo (Chen et al. 2010; Lakusic et al. 2010;

Perrone et al. 2015; Jimenez-Noriega et al. 2017).

Em ambientes considerados mesofiticos, por exemplo, com predominincia de
areas sombreadas e disponibilidade hidrica relativamente alta, como a Mata Atlantica,
as folhas usualmente apresentam caracteristicas anatdmicas correlacionadas a condicoes
de menor exposicdo a luz, maior umidade e temperaturas mais baixas. Destas, podem-se
destacar a presenca de folhas hipoestomdticas, com mesofilo dorsiventral, composto por
um parénquima clorofiliano pouco diferenciado, a presenca de epiderme uniestratificada
e cuticula pouco desenvolvida (Dickison, 2000; Balsamo et al. 2003). E valido salientar
que, em algumas fitofisionomias da Mata Atlantica, como os Inselbergs, as
caracteristicas foliares podem ser diferenciadas, pois estes ambientes sdo considerados

xerofiticos, com alta incidéncia de luz e restri¢ao hidrica (Porembski, 2007). Por outro
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lado, espécies que habitam dominios com condi¢des climaticas mais secas, com maiores
temperaturas € menor disponibilidade hidrica, como o Cerrado e Caatinga, podem
apresentar uma variagcdo entre caracteres mesofiticos e xerofiticos (Dickison, 2000). As
principais caracteristicas anatdmicas foliares, nestes casos, estdo relacionadas a
condi¢des de alta exposicdo a luz e maior restricao hidrica (Dong e Zhang, 2001; Yiotis
et al. 2006). Assim, podem apresentar folhas reduzidas, anfiestomdticas, mesofilo
dorsiventral ou isobilateral, cuticula espessada, presenca de hipoderme, parénquima
clorofliano com maior nimero de camadas e células maiores, estbmatos em criptas e
presenca de esclerénquima nos feixes vasculares (e.g., Dong, 2017; Dorken et al. 2017,

Frander et al. 2017; Lakusic et al. 2010; Lusa et al. 2014).

Tais variagdes nas condi¢des ambientais também podem levar a alteracOes
estruturais e/ou fisioldgicas em outros 6rgaos dos corpos vegetais, mas pouco se sabe o
quanto podem influenciar estruturas que podem ter menor plasticidade, como os
coléteres. Estas s@o estruturas secretoras, multicelulares, de origem somente
protodérmica ou da protoderme e do meristema fundamental, especializadas na sintese e
secrecdo de substancias mucilaginosas e/ou lipofilicas (Fahn, 1979; Evert, 2013). Os
coleteres sdo descritos para aproximadamente 65 familias de angiospermas (Muravnik
et al. 2014), sendo frequentemente observados e estudados em Rubiaceae (Lersten
1974a; Lersten 1974b; Mayer et al. 2013; Muravnik et al. 2014; Tresmondi et al. 2015;
Judkevich et al. 2017).

Em Rubiaceae, coléteres estdo localizados tanto em 6rgaos vegetativos como
reprodutivos, proximos a botdes florais e gemas vegetativas em desenvolvimento, tendo
funcdo de protecdo dos meristemas contra herbivoria e dessecacdo decorrente da
exposicao a radiacdo solar (Fahn, 1979; Robbrecht, 1988; Mayer et al. 2013; Muravnik
et al. 2014). Entre os constituintes quimicos da secrecao dos coléteres, que exercem tais
funcdes, destacam-se carboidratos, proteinas, substincias pécticas, substancias
lipofilicas e compostos fenodlicos (Klein et al. 2004; Mayer et al. 2013; Muravnik et al.
2014). Para esta familia, sdo descritos diferentes tipos de coléteres, como “standard”,
“dendroid” e “brush-like”, entre outras variacdes menos comuns, como padrao reduzido
(Lersten, 1974a). Segundo esse autor, existem fortes evidéncias de que os ultimos tipos
de coléteres estdo associados a presenca de nddulos de bactérias nas folhas de alguns
grupos de Rubiaceae, e que essa estrutura deveria ser mais explorada para determinar

seu valor taxondmico.
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Para avaliar as possiveis variacdes na estrutura anatdmica de folhas e coléteres
em resposta a diferentes condi¢cdes ambientais, estudar grupos que estdo presentes em
ambientes com caracteristicas distintas pode se mostrar como uma opc¢do valida.
Distribuida em uma ampla variedade de dominios fitogeograficos da regido neotropical,
cada um com diferencas significativas com relacdo as suas condi¢des climaticas (MMA,
2017), encontra-se a tribo Coussareeae (Rubiaceae). Trata-se de um grupo de plantas
atualmente composto por dez géneros e aproximadamente 412 espécies, encontrado
majoritariamente na regido neotropical, com sete de seus dez gé€neros ocorrendo no
Brasil (Bremer e Eriksson, 2009; Delprete e Jardim, 2012; Flora do Brasil, 2020). Suas
espécies sdo encontradas em regides com diferentes condi¢des ambientais, desde climas
mais aridos, como na Caatinga, até interior de matas na Amazdnia, Cerrado e Mata
Atlantica (Bremer; Eriksson, 2009; Delprete; Jardim, 2012; The Plant List, 2013;
Govaerts et al., 2017; Flora do Brasil, 2020).

A maior parte dos estudos relacionados a tribo Coussareeae apresentam enfoque
taxondmico, sendo poucos os trabalhos com foco sobre as caracteristicas anatdmicas do
grupo (e.g. Tavares e Vieira, 1994). Em uma tribo amplamente distribuida em diferentes
dominios fitogeograficos, como Coussareeae, espera-se que variagdes nas condicoes
ambientais impliquem em algumas modificagdes nos padrdes de desenvolvimento de
um determinado fendtipo, como uma resposta as diferentes pressdes ambientais dos
variados dominios em que as espécies que compdem a tribo habitam (Sultan, 2000;

Givnish, 2002).

Pesquisas comparando diferentes espécies em condi¢cbes ambientais
contrastantes podem fornecer dados importantes para uma melhor compreensdo da
influéncia de fatores ambientais sobre a estrutura anatdomica de folhas e coléteres (e.g.,
Jordaan e Kruger, 1992; Tresmondi et al. 2015, Simioni et al. 2017). Assim, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar os atributos morfoanatdbmicos do limbo foliar, com
relagcdo as condi¢des ambientais de diferentes dominios fitogeograficos, e dos tipos de
coléteres em espécies da tribo Coussareeae. Dessa forma, pretendemos: 1) Observar se
as folhas de plantas coletadas em condi¢des de exposicdo ao sol apresentardo uma
estrutura anatomica diferenciada de folhas de sombra; 2) Observar se, a partir das
andlises de agrupamento, serdo formados grupos distintos entre espécies coletadas em
dreas expostas ao sol e dreas sombreadas; 3) Caracterizar a estrutura anatdmica dos

coléteres e verificar seu potencial taxondmico para futuros estudos em Rubiaceae.



16

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de Estudo

Para a realizacdo deste estudo, foram amostradas espécies coletadas em trés
dominios fitogeograficos distintos. O primeiro dominio é a Mata Atlantica, que possui a
maior diversidade de angiospermas da flora brasileira (Zappi et al. 2015), sendo
considerada um hotspot de biodiversidade por Mittermeier et al. (2011). Apresenta uma
ampla variedade de fitofisionomias, desde matas fechadas a Inselbergs (sendo estes
considerados xerofiticos), com clima quente, imido e sem uma estacdo seca definida
(Patricia et al. 2000; Ribeiro et al. 2009). O Cerrado, também considerado um hotspot
de biodiversidade (Mittermeier et al. 2011), € caracterizado por um clima mais quente,
com alta incidéncia de radiagdo solar, e precipitacdo anual variando de 800 a 2000 mm,
com uma estacdo seca durante o inverno (Ratter et al. 1997). Tais caracteristicas
diferem nos Campos Rupestres, fitofisionomia do Cerrado, por ocorrerem em grandes
altitudes (acima de 900 metros), tendo grandes flutuacdes didrias de temperatura e
menor pluviosidade (Rapini et al. 2008). Por fim, a Caatinga apresenta as condicdes
climéticas mais extremas. Possui um clima semidrido, com altas temperaturas e baixa
precipitacdo anual, sendo a restricdo hidrica o principal fator limitante para a
sobrevivéncia das espécies vegetais (Aradjo et al. 2007). A distribui¢do das dreas de

coletas pode ser visualizada na figura 1.
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Figura 1. Distribuicao das dreas de coleta nos estados de Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro e Sio Paulo (Brasil).

2.2 Amostragem

Neste estudo, os materiais analisados pertencem a sete dos dez géneros da tribo,
Coussareeae, compreendendo todos os que ocorrem no Brasil: Bradea Standl.,
Coccocypselum P. Browne, Coussarea Aubl., Declieuxia Kunth., Faramea Aubl.,
Hindsia Benth. e Standleya Brade. No total, foram amostradas 31 espécies para a
andlise de limbo foliar e 20 espécies para andlise de coléteres das inflorescéncias
(Tabela 1; Anexo I), sendo essa diferenca quanto ao nimero de espécies estudadas
decorrente de uma limitacdo de inflorescéncias disponiveis. As amostras foram
provenientes de diferentes dominios fitogeograficos, os quais sdo caracteristicos para as
espécies estudadas e representam o espectro de preferéncias ecoldgicas observadas nas
espécies da tribo (Tabela 1). As amostras de folhas e inflorescéncias foram fixadas em
alcool etilico 70% ou FAA 50% (Johansen, 1940) durante atividades de campo ou,
excepcionalmente, foram obtidas a partir de material herborizado (Coccocypselum

pedunculare Cham. & Schitdl.).

Para as analises de limbo foliar, foram utilizadas de trés a cinco folhas
totalmente expandidas, de um ou mais individuos (Tabela 1), na maior parte dos casos
coletados sob as mesmas condi¢Oes de exposi¢ao a luz. Especificamente, para Bradea

brasiliensis Standl., Coussarea hydrangeifolia (Benth.) Miill. Arg. e Coccocypselum
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lanceolatum Ruiz & Pav. foram amostradas folhas de individuos coletados em
diferentes condi¢des ambientais, de acordo com disponibilidade de material em campo.
Devido a uma menor disponibilidade de material, para as espécies Declieuxia cordigera
Mart. & Zucc. ex Schult. & Schult.f., Faramea vidensis Miill. Arg., Faramea nigrescens
Mart., Standleya kuhlmanii Brade e Standleya glomerulata J.G.Jardim & C.B.Costa
foram utilizadas apenas de uma a duas folhas de um mesmo individuo; essas espécies
foram examinadas apenas para as andlises qualitativas. Para o estudo dos coléteres,
foram avaliados os que se encontravam presentes em inflorescéncias jovens, compostas
por botdes florais em estidgio de pré-antese. Para cada espécie, foram selecionadas
inflorescéncias para as andlises em microscopia de luz e em microscopia eletronica de

varredura.

2.3 Selecao de caracteres morfoanatomicos

Para a analise do limbo, foram selecionados caracteres anatomicos considerados
possiveis respostas as condi¢des ambientais de cada espécie (Simioni et al. 2017,
Ferreira et al. 2015). As caracteristicas avaliadas foram: 1) a posi¢do das folhas com
relacdo ao caule (horizontais ou imbricadas); 2) nimero de camadas da epiderme, 3)
altura das células epidérmicas em seccdo transversal; 4) presenca ou auséncia de
cuticula espessada (acima de 5 pm de espessura); 5) presenca ou auséncia de tricomas
tectores; 6) estrutura do mesofilo (espessura e nimero de camadas do parénquima
palicédico e lacunoso ); 7) presenca ou auséncia de compostos fendlicos; e 8) presenca
ou auséncia de tecido esclerenquimdtico proximo a nervura central e feixes colaterais.
Com relacdo aos coléteres, foram analisadas: 9) a morfologia externa, baseada na
microscopia eletronica de varredura; 10) a sua estrutura anatdmica visando caracterizar
o tipo de coléter (baseado em Lersten, 1974); 11) presenca ou auséncia de cristais no
eixo central parenquimadtico; 12) presenga ou auséncia de feixes vasculares no eixo
central parenquimatico; e 13) a posi¢do do coléter na inflorescéncia, isto €, em quais

orgaos florais/estruturas estavam inseridos.

Foram observadas as variacdes das caracteristicas anatdmicas dentro do mesmo
género e, quando possivel, dentro da mesma espécie, analisando individuos coletados
em diferentes condicdes ambientais. As caracteristicas ambientais de cada dominio

foram categorizadas de acordo com tipo de vegetacdo e exposi¢do a luz (Aradjo et al.
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2007; Patricia et al. 2000; Porembski 2007; Rapini et al. 2008; Ratter et al. 1997;
Ribeiro et al. 2009).

2.4 Analises anatomicas

Para a realizacdo das andlises anatdomicas das folhas, foi utilizada a regido
mediana do limbo, nas dreas da nervura central e da margem foliar. Os materiais
herborizados foram suspensos em dgua destilada, sob placa aquecedora a temperatura de
60°C, até o momento em que as folhas ficassem totalmente submersas. Posteriormente,
foram submetidas a um tratamento com hidréxido de potassio (KOH) 2% por trés horas,
seguida por duas lavagens em dgua destilada com duragdo de 30 minutos cada. Todas as
amostras foram levadas a uma bomba de vacuo, durante o processo de desidratacio,
para retirada do ar contido nos tecidos, desidratados em série etilica e infiltrados com
resina plastica (Leica Historesin®), seguindo as indicacdes do fabricante.
Posteriormente, foram seccionadas em micrétomo rotativo manual (Leica®), com
espessura de 7 pm para seccoes transversais, corados com Azul de Toluidina 0,05%
(Sakai, 1973) em tampdo fosfato e citrato pH 4,5 e montados em resina sintética
“Entellan®’ (Merck). Ao menos duas repeticdes foram realizadas para cada amostra,
com secgOes feitas a mdo livre e também coradas com Azul de Toluidina. Para a
deteccdo de lipideos presentes na cuticula, foi realizado o teste com o reagente Sudan

IV (Miller, 1968) nos materiais incluidos em resina.

Para a analise dos coléteres, o material foi desidratado em série alcodlica-
butilica (70, 85, 95 e 100%) (Johansen, 1940), pelo periodo de 48 horas em cada
solucdo. A ultima etapa da desidratacao, em dlcool butilico 100%, foi repetida trés vezes
pelo mesmo periodo. Posteriormente, % de volume de Paraplast sélido X-tra® (Fisher)
foi adicionado as amostras, as quais foram mantidas a temperatura de 60°C. O paraplast
foi trocado trés vezes a cada 12 horas. As amostras foram colocadas em moldes para
solidificarem e cortes seriados foram realizados com a espessura de 7 um. O Paraplast
foi removido dos cortes pela imersdo em xilol e o material foi reidratado com etanol
seguido de dgua destilada. Foi realizada a dupla colorac@o das sec¢des com safranina e

azul de astra. As laminas foram montadas com resina sintética Entellan® (Merck).

Para a documentagao dos resultados foi realizada a captura de imagens, usando

camera de video Olympus DP71 acoplada ao microscopio Olympus BX 51, com o
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programa cellSens Standard. Para a elaborag¢do das pranchas, foi utilizado o programa

CorelDRAW Graphics Suite 13.

2.5 Microscopia Eletronica de Varredura

Para a andlise da superficie das amostras de coléteres em microscopia eletronica
de varredura (MEV), as inflorescéncias selecionadas foram desidratadas em série etilica
e secas pelo método do ponto critico com CO2 no equipamento Balzers modelo CPD
030. Em seguida, o material foi montado em suportes metélicos e recoberto com ouro
coloidal por 170 segundos no equipamento Bal-Tec modelo SCD 050. A andlise e o
registro eletromicrografico foram realizados ao microscopio eletronico de varredura

LEO modelo VP 435 operado a 20 kV, no Instituto de Biologia/UNICAMP.

2.6 Analises estatisticas

Para a realizacdo das andlises estatisticas, foram utilizadas de trés a cinco folhas
por individuo. As amostras que continham menos de trés folhas foram utilizadas apenas
em andlises qualitativas, sendo invidvel a realizagcdo de testes estatisticos. Para verificar
se as diferencas observadas nas medidas de espécies coletadas em dreas sombreadas e
expostas a luz sdo estatisticamente significantes, levando em consideracdo a
classificacdo taxondmica dos géneros, foi realizado o teste de modelos mistos. Por ndo
apresentarem uma distribui¢cdo normal, todos os dados passaram por uma transformacgdo
logaritmica para estabilizar a variincia. Este teste foi feito utilizando os pacotes /me4
(Bates et al. 2015) e car (Fox e Weisberg, 2011) do programa estatistico RStudio (R
Core Team, 2018). Para observar se existe relacdo entre os atributos medidos, levando
em consideracdo as condi¢des ambientais, foi realizado um teste de correlacdo. Para
avaliar o agrupamento das espécies, baseados nas varidveis analisadas, considerando as
condi¢des ambientais em que cada espécie foi coletada, foram realizadas as andlises de
Cluster, utilizando o pacote cluster (Maechler et al. 2017) e PCA (Principal

Components Analysis), utilizando o pacote vegan (Oksanen et al. 2018).
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Tabela 1. Espécies estudadas, nimero de individuos amostrados por espécie, informagdes de
voucher, caracteristicas do ambiente de coleta e informacgdes sobre distribuicdo dos taxons.
Cada nimero de voucher representa um individuo diferente amostrado. Nomes de espécies
seguidos por (*) indicam as que foram utilizadas nas anélises de coléteres.

Espécie

N° de individuos e

Vouchers (Herbario)

Caracteristicas do

ambiente de coleta

Ocorréncia da

espécie

Bradea anomala Brade

Bradea bicornuta Brade

Bradea borrerioides
J.A.Oliveira &
Sobrado.*

Bradea brasiliensis
Standl.*

Bradea sp. 1*

Bradea sp. 2*

Coccocypselum
condalia Pers.*

Coccocypselum
cordifolium Nees &
Mart.

Coccocypselum
lanceolatum (Ruiz &
Pav.) Pers.*

1 individuo. J.A. Oliveira
& F.M. Silva 290 (RB)

1 individuo. J.A. Oliveira
& F.M. Silva 294 (RB)

1 individuo. J.A. Oliveira
et al. 354 (RB)

2 individuos. J.A. Oliveira
etal. 218 (RB); J.A.
Oliveira et al. 348 (RB)

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira et al. 405
(RB)

2 individuos amostrados.
J.A. Oliveira et al. 321
(RB);

J.A. Oliveira et al. 328
(RB)

2 individuos amostrados.
J.A. Oliveira et al. 574
(RB);

R.N.L. Gongalves & M.F.
Calié 9 (UEC)

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira et al. 209
(RB)

2 individuos amostrados.
J.A. Oliveira et al. 324
(RB);

R.N.L. Gongalves & M.F.
Calié 7 (UEC)

Area exposta a luz em

vegetacdo de Inselberg.

Area exposta a luz em

vegetacdo de Inselberg.

Area sombreada em

vegetacdo de Inselberg.

Area exposta a luz (348) ou

sombreada (218) em
vegetagdo de Inselberg.
Area exposta a luz em

vegetagdo de Inselberg.

Area exposta a luz em

vegetagdo de Inselberg.

Area sombreada de Cerradido

(9) ou Mata Nebular (574).

Area de meia-sombra em

Floresta Ombroéfila Mista.

Coletados em 4drea exposta a
luz de Inselberg (7) ou
sombreada de Mata

Antropizada (324).

Apenas em vegetacdo de

Inselberg (Oliveira, 2014).

Apenas em vegetacdo de

Inselberg (Oliveira, 2014).

Apenas em vegetacdo de
(Oliveira &
Sobrado 2016).

Inselberg

Apenas em vegetacdo de

Inselberg (Oliveira, 2014).

Apenas em vegetacdo de

Inselberg (Oliveira, 2014).

Apenas em vegetacdo de

Inselberg (Oliveira, 2014).

Bordas de mata, campos,
floresta ombrdfila densa,

campos de altitude, em

locais umidos e
sombreados (Costa, 2004;
Costa e Mamede 2007).

Mata Atlantica, em locais
sombreados e umidos do
interior das matas (Costa,
2004; Costa e Mamede
2007).

florestas

Ocorre em

ombrofilas, florestas de
galeria e cerraddes (Costa

2004; Costa e Mamede



Coccocypselum
lymansmithii Standl.*

Coccocypselum
pedunculare Cham. &
Schitdl.

Coussarea
hydrangeifolia (Benth.)
Miill. Arg.

Declieuxia coerulea
Gardner.*

Declieuxia cordigera
Mart. & Zucc. ex
Schult. & Schult.f.*

Declieuxia
diantheroides Standl.*

Declieuxia fruticosa
(Willd. ex Roem. &
Schult.) Kuntze.*

Declieuxia gracilis
J.H.Kirkbr.*

Declieuxia humilis
(Mill.Arg.)
J.H.Kirkbr.*

Declieuxia
lysimachioides Zucc. ex
Schult. & Schult.f.

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira et al. 576
(RB)

1 individuo amostrado.
J.A.M do Carmo 64
(UEC)

2 individuos amostrados.
R.N.L. Gongalves & M.F.

Cali6 12 (UEC);

R.N.L. Gongalves & M.F.

Cali6 13 (UEC)

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira et al. 151
(RB)

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira & F.M.
Silva 132 (RB)

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira et al. 581
(RB)

3 individuos amostrados.
J.A. Oliveira & F.M.
Silva 309 (RB);

R.N.L. Gongalves & M.F.
Cali6 7 (UEC);

C.S. Oliveira & M.F.
Cali6 38 (UEC)

1 individuo amostrado.
R.N.L. Gongalves & M.F.
Calié 4 (UEC)

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira & F.M.
Silva 133 (RB)

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira & F.M.
Silva 135 (RB)

Area exposta a luz em

Campo de Altitude.

Area exposta a luz em

Campo de Rupestre.

Area exposta a luz (13) ou
sombreada (12) de Cerradao.

Area exposta a luz em

Campo de Altitude.

Area exposta a luz em

Campo de Rupestre.

Area de meia-sombra em

Cerradao.

Area exposta a luz em

Campo Rupestre.

Area exposta a luz em

Campo Rupestre.

Area exposta a luz em

Campo de Altitude.

Area exposta a luz em

Campo de Altitude.
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2007).

matas de
Mata
(Costa, 2004,
Costa e Mamede 2007).

Campos e
araucaria da

Atlantica

Campo Rupestre, Campo
Limpo, Floresta Ciliar ou
Galeria e Floresta
Ombréfila Mista (Costa,
2004).
Floresta Amazonica,

Caatinga, Cerrado e Mata

Atlantica (Gomes, 2003;
Gomes 2007).

Campo de Altitude ou
Campo Rupestre (BFG
2015; Cali6 2015;

Kirkbride, 1976).
Cerrado, Campo Rupestre

e Campo de Altitude (BFG

2015; Cali6 2015;
Kirkbride, 1976).

Cerrado e Campos
Rupestres (BFG  2015;
Cali6 2015; Kirkbride,
1976).

Cerrado e campo rupestre
(BFG 2015; Cali6 2015;
Kirkbride, 1976).

Campo Rupestre
2015; Calid
Kirkbride, 1976).

(BFG
2015;

Campos Rupestres (Minas

Gerais) (Kirkbride, 1976).

Cerrado e Campo de

Altitude (BFG 2015; Calié



Declieuxia passerina
Mart. & Zucc. ex
Schult. & Schult.f.*

Declieuxia saturejoides
Mart. & Zucc. ex
Schult. & Schult.f.*

Declieuxia sp. 1.*

Declieuxia sp. 2.*

Faramea multiflora
A.Rich. ex DC

Faramea nigrescens
Mart.

Faramea vidensis
Miill. Arg.

Hindsia glabra
K.Schum.

Hindsia ibitipocensis Di
Maio.

Hindsia ramosissima
Gardner.*

Standleya glomerulata
J.GJardim &
C.B.Costa.*

Standleya kuhlmanni
Brade.*

2 individuos amostrados.
J.A. Oliveira et al. 584
(RB);

R.N.L. Gongalves & M.F.
Cali6é 6 (UEC)

2 individuos amostrados.
R.N.L. Gongalves & M.F.
Cali6 4 (UEC);

J. A. Oliveira 582 (RB)

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira et al. 694
(RB)

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira et al. 706
(RB)

1 individuo amostrado.
R.N.L. Gongalves & M.F.
Cali6 11

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira et al. 270

1 individuo amostrado.

J.A. Oliveira et al. 314

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira et al. 201
(RB)

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira 228 (RB)

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira 566 (RB)

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira et al. 236
(RB)

1 individuo amostrado.
J.A. Oliveira et al. 301
(RB)

Area exposta a luz em

Campo Rupestre.

Area exposta a luz em

Campo Rupestre.

Area exposta a luz em

Campo de Altitude.

Area exposta a luz em

Campo de Altitude.

Area sombreada de

Cerradio.

Area exposta a luz em

Campo Rupestre.

Area sombreada de Floresta

Ombroéfila Montana.

Area sombreada de Campo

de Altitude.

Area exposta a luz de

Campo de Altitude.

Area exposta a luz de

Campo de Altitude.

Area sombreada de Floresta

Estacional Decidual.

Area sombreada de Floresta

Ombrofila Densa.
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2015).

Campos Rupestres (BFG

2015; Calio 2015;
Kirkbride, 1976).

Campo Rupestre (BFG
2015; Calio 2015;

Kirkbride, 1976).

Campos de Altitude.

Campos de Altitude.

Mata Atlantica e Cerrado
(BFG 2015; Gomes 2007,
Jardim e Gomes 2015).

Cerrado e Matas de
(BFG  2015;
Jardim e Gomes 2015).

Floresta Ombroéfila (BFG
2015;
2015).
Campos de Altitude (BFG
2015; Di-Maio, 1996; Di-

Galeria

Jardim e Gomes

maio e Oliveira 2015).

Campo Rupestre e Campos
de Altitude (BFG 2015;
Di-Maio, 1996; Di-maio e
Oliveira 2015).

Campos de Altitude. (BFG
2015; Di-Maio, 1996; Di-
maio e Oliveira 2015).
Estacional

Floresta

Decidual (Oliveira 2015).

Floresta Ombroéfila

(Oliveira 2015).
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3. RESULTADOS
3.1 Anatomia do limbo
3.1.1 Andlises morfoanatéomicas

A posi¢do das folhas observada para a maior parte das espécies analisadas foi
horizontal, com excec¢do de cinco espécies do gé€nero Declieuxia, todas expostas a
intensa luminosidade, que apresentaram folhas parcial ou totalmente imbricadas: D.

coerulea, D. cordigera, D. fruticosa, D. gracilis e D. passerina.

Com relagdo a estrutura anatdmica, em secgdes transversais, a epiderme €
uniestratificada, em ambas as faces, para a maior parte das espécies, onde as células da
face adaxial s@o mais altas que da face abaxial. (Fig. 2A). Somente em H. ibitipocensis,
espécie coletada em drea exposta a luz em Campo de Altitude, foi observada uma
camada de células subepidérmicas na face adaxial (Fig. 2B). A presenca de uma
cuticula espessada (superior a 5 um) foi identificada, apenas na face adaxial, em
Declieuxia sp. 2, F. nigrescens e H. ibitipocensis, presentes em dreas de Mata Atlantica,
Caatinga e Cerrado, respectivamente, com alta exposicao a luminosidade (Fig. 2C).
Tricomas tectores foram observados na face adaxial, abaxial, em ambas as faces ou
ausentes, sendo unisseriados, uni (Fig. 2E) ou multicelulares (Fig. 2D; Tabela 3). Tais
tricomas observados foram mais abundantes em espécies de drea sombreada, como C.
lanceolatum (Fig. 2F), quando comparadas as coletadas em dreas expostas, como D.
lysimachioides (Fig. 2G). Com relagdo a posicdo dos estomatos, foram observados

apenas na face abaxial em todas as espécies analisadas, mesmo nas que possuem folhas

imbricadas.

O mesofilo foi classificado como dorsiventral para a maior parte das espécies
(Figs. 3A-K; 3N-U), com exce¢ao de D. gracilis e D. passerina, que apresentaram
mesofilo isobilateral (Figs. 3L, 3M). A quantidade de camadas que compdem o
parénquima pali¢ddico variou de uma a quatro (Figs. 3N, 3A) (Tabela 3), enquanto para
o parénquima lacunoso variou de duas a dez camadas entre as espécies do estudo (Figs.
3D, 3P; Tabela 3). Comparando espécies de dreas expostas e areas sombreadas, €
possivel observar a diferenca na composi¢cdo do mesofilo, sendo mais espessado nas

amostras de areas expostas a luz (Figs. 3A, 3G, 3K, 30, 3R) e mais delgado e/ou
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esparso nas amostras de areas sombreadas (Figs. 3F, 3H, 3P, 3Q, 3T, 3U, 3V). Essa
variacdo também € observada quando comparadas amostras de uma mesma espécie em
ambientes distintos, como Coccocypselum lanceolatum (Figs. 3D, 3E) e Coussarea
hydrangeifolia (Figs. 3G-J), onde a espécie de drea sombreada apresenta mais espagos
intercelulares e parénquima pali¢ddico menos diferenciado. O mesmo € visualizado
quando comparadas espécies diferentes do mesmo género em condi¢des contrastantes,

como Faramea (Figs. 3N-P) e Hindsia (Figs. 3Q-S).

Compostos fendlicos foram observados em abundancia em todas as espécies
analisadas pertencentes aos géneros Bradea (Figs 3A-C) e Coccocypselum (Figs. 3D-F)
e em algumas espécies de Declieuxia. Em Bradea, onde os individuos foram coletados
em dreas expostas a luz de inselbergs, com excecdo de B. borrerioides, coletada em
meia-sombra, tais compostos foram observados em proeminentes idioblastos dispersos
em maior parte no parénquima palicddico, sempre proximos a face adaxial da epiderme
(Figs. 3A-C, 4A, 4B). Nas demais espécies, os fendis foram observados tanto em
idioblastos, neste caso dispersos por todo o mesofilo, como no interior das c€lulas do
parénquima clorofiliano (Figs. 3D-F, 4C, 4K). Idioblastos contendo cristais, na forma
de rafides, foram observados, tanto no parénquima lacunoso, quanto no palicaddico, em
todas as espécies analisadas, amplamente distribuidos no mesofilo e na regido da

nervura central (Figs. 3K, 3L, 4F).

Na regido da margem foliar, ocorre uma leve curvatura voltada para a face
abaxial para a maior parte das espécies (Figs. 4A-B, 4D-G, 4I), com excecdo de C.
lanceolatum, C. lymansmithii, H. ibitipocensis, S. glomerulata e S. kuhlmanni, onde a
margem € reta (Figs. 4C, 4H-I). A nervura central possui um feixe vascular do tipo
colateral em forma de arco aberto para a maior parte das amostras analisadas (Figs. 4J-
K, 4M-0O, 4Q-R). Em C. hydrangeifolia e F. vidensis a nervura apresenta um feixe
vascular em forma de arco aberto, com um feixe adicional horizontal voltado a face
adaxial (Figs. 4L). J4 em F. nigrescens, foram observadas projegdes do feixe principal
em direcdo ao centro (Fig. 4P). A presenca de uma grande quantidade de tecido
esclerenquimético nos feixes vasculares foi observada em D. cordigera, D. gracilis e D.
passerina. Este tecido encontra-se proximo as fibras do floema, voltados para a face

abaxial do limbo (Fig. 4M).
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3.1.2 Andlises estatisticas

As medidas de altura das células epidérmicas, em seccdes transversais
apresentaram variacdo de 60,8 um em D. humilis a 11,3 ym em F. multiflora, para a
face adaxial, e de 33,4 um a 13,4 um para a face abaxial das mesmas espécies. A altura
das células observadas apresentou uma correlagdo positiva entre a face adaxial e abaxial
(P <0.01) (Fig. 5). Os valores observados foram maiores para as espécies coletadas em
dreas expostas a luz solar quando comparadas as espécies presentes em dreas
sombreadas, porém ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas (Modelo
misto, P = 0.08 para ambas as faces) (Fig. 6). Os valores para a espessura do
parénquima pali¢ddico variaram de 30,7 um em F. multiflora para 224,2 um em B.
brasiliensis. Tais valores foram maiores para as espécies coletadas em dreas expostas
quando comparadas a espécies de dreas sombreadas (Fig. 6) (Modelo misto, P = 0.009).
Para o parénquima lacunoso, as medidas variaram de 20,2 pm em Coccocypselum sp. 1
a 203,5 um em Declieuxia sp. 2, mas ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas entre folhas de sol e sombra (Modelo misto, P = 0.16) (Fig. 6). Para o
mesofilo como um todo, foram observadas diferencas significativas entre as espécies
com folhas expostas ao sol e a sombra (Modelo misto, P = 0.05). Uma correlagcdo
positiva foi observada entre os parénquimas palicddico e lacunoso, e para ambos os

parénquimas e a espessura total do mesofilo (P < 0.01) (Fig. 5).

Quando realizadas comparacdes entre os géneros baseadas nos atributos
quantitativos observa-se que, para a maior parte dos géneros, os parametros analisados
sdo maiores para folhas de sol quando comparados a folhas de dreas sombreadas (Fig.
7). As medidas observadas para o parénquima palicddico e espessura total do mesofilo
sao maiores para folhas de sol do que de sombra em todos os géneros avaliados (Fig. 7).
Para a altura das células epidérmicas, apenas o género Bradea apresentou maiores
medidas para folhas de sombra quando comparadas a folhas de sol, enquanto para as
medidas do parénquima lacunoso o género Coussarea apresentou maiores valores para
folhas de sombra (Fig. 7). Nesta andlise, o género Faramea nao foi incluido por nao
haver amostras coletadas em drea exposta e disponiveis para a aplicagdo dos métodos

estatisticos.

As analises de Cluster baseadas nos atributos medidos e relacionados aos niveis

de exposi¢do a luz mostraram a formacdo de diferentes grupos. O dendrograma se
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divide em dois grandes grupos, um com a maior parte das espécies de dreas sombreadas
agrupadas com espécies de dreas expostas, € 0 outro majoritariamente com espécies
coletadas em d4reas expostas a luz. Um unico grupo composto exclusivamente por
espécies presentes em dreas sombreadas inclui Faramea multiflora e Coussarea
hydrangeifolia, e estd presente no primeiro grande grupo. As espécies presentes em
areas sombreadas, Declieuxia diantheroides, Coccocypselum condalia, Bradea
borrerioides e Coccocypselum lanceolatum também foram incluidas neste grande
grupo. O segundo grande grupo do dendrograma apresenta, em ampla maioria, as
espécies coletadas em dreas expostas. A amostra de Coussarea hydrangeifolia coletada
em 4drea exposta, foi agrupada juntamente com Declieuxia coerulea, também exposta a
luz. A amostra de Coccocypselum lanceolatum, de Inselberg, também foi agrupada
separadamente da amostra da mesma espécie, em drea sombreada, sendo alocada
proxima a espécies do género Declieuxia. Tré€s grupos no segundo grande grupo foram
formados por espécies pertencentes ao mesmo género. Um grupo € composto por
espécies do género Declieuxia, outro por espécies do género Bradea, onde todas as
amostras foram coletadas em areas expostas a luz. No terceiro grupo, as espécies do
género Hindsia permaneceram agrupadas, mesmo tendo sido coletadas em dreas com

diferentes condi¢des de exposi¢do a radiacdo, contendo a Unica amostra do segundo

grande grupo presente em drea sombreada (Hindsia glabra) (Fig. 8).

A analise de coordenadas principais (PCA) dos dados quantitativos indicaram a
presenca de cinco grupos distintos (Fig. 9; Tabela 2). O primeiro eixo (PC1) explica
54,9% da variacdo total, enquanto o segundo eixo (PC2) explica 45,1% da variagcdo
total. Duas caracteristicas foram fortemente correlacionadas com o primeiro eixo, sendo
a altura das células epidérmicas das faces adaxial e abaxial, enquanto a espessura dos
parénquimas pali¢ddico, lacunoso e mesofilo foram fortemente correlacionadas com o
segundo eixo (P < 0.05). O grupo IV, formado por D. fruticosa, D. lysimachioides e D.
humilis, apresentou maior correlagdo com a PCI, com maiores médias de altura das
células epidérmicas em ambas as faces (Tabela 2). Em contrapartida, O grupo I,
formado por C. hydrangeifolia (12) e F. multiflora, ambas as amostras coletadas em
areas sombreadas de interior de Cerradao, tiveram os menores valores para a altura das
células epidérmicas (Tabela 2). O grupo V, formado por espécies dos géneros Bradea,
Declieuxia, Hindsia e C. hydrangeifolia (13), tiveram maior correlacdo com a PC2, com

maiores médias de espessura do parénquima clorofiliano e mesofilo, enquanto o grupo
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II, a direita do gréfico, apresentou os menores valores para as trés variaveis (Fig. 9;

Tabela 2).

3.2 Coléteres

Os coléteres observados em microscopia eletronica de varredura foram
classificados como sendo do tipo “standard”, para todas as espécies analisadas,
apresentando um formato conico, com uma constri¢do na base e uma haste curta, além
de secrecao evidente (Figs. 10A-E). Nao foram localizados coléteres, sob a andlise de
MEV, em B. borrerioides, Declieuxia sp. 1 e nas trés espécies do género Hindsia
analisadas. Os coléteres encontram-se posicionados, em sua maioria, na face adaxial das
bracteas ou proximos ao receptaculo. (Figs. 10F, 10G, 11A, 11D, 11F). Em alguns
casos, foram observados inseridos no célice (na base e inseridos nas sépalas), como em
C. condalia, C. lanceolatum, B. brasiliensis, B. pubescens e S. kuhlmanni (Figs. 10H,
101, 11B). A estrutura anatdmica consiste em um eixo central formado por células
parenquimadticas, arranjadas em sentido radial e circundado por uma camada de células
epidérmicas secretoras em pali¢ada (Figs. 10E, 11C-F). A presenca de feixes vasculares
no eixo parenquimético ndo foi observada. Idioblastos contendo cristais, na forma de
rafides, presentes no eixo central, foram identificados para B. brasiliensis, C.

lanceolatum, C. lymansmithii e D. saturejoides (Figs. 11E, 11F).
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Figura 2. Secgoes transversais do limbo de espécies da tribo Coussareeae. A. Epiderme
uniestratificada em Coccocypselum condalia; B. Presenga de uma camada subepidérmica em

Hindsia ibitipocensis; C. Detalhe para cuticula espessada em Hindsia ibitipocensis na face
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adaxial da epiderme (seta); D. Tricoma multicelular em Coccocypselum lanceolatum; E.
Tricoma unicelular em Declieuxia fruticosa; F. Detalhe para a abundancia de tricomas presentes
na folha de Coccocypselum lanceolatum, de area sombreada (setas); G. Detalhe para a menor
quantidade de tricomas em Declieuxia lysimachioides, de drea exposta a luz (seta). ab = face
abaxial da epiderme; ad = face adaxial da epiderme; ep = epiderme; id = idioblasto com cristais;
pp = parénquima palicddico; pl = parénquima lacunoso; sub = camada de células

subepidérmicas. Barras: A, B, D, E — 50 um; C = 60 um; F = 400 pm; G = 200 pm.
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Figura 3. Secg¢des transversais do limbo de espécies da tribo Coussareeae. A-D. Amostras
coletadas em drea exposta de Inselberg. A-C. Idioblastos com compostos fendlicos (seta) e
mesofilo do tipo dorsiventral. D. Presenca de grande quantidade de compostos fendlicos nas
células do parénquima clorofiliano. E-F. Amostras coletadas em 4rea sombreada de Mata
Atlantica. E. Compostos fendlicos nas células do parénquima clorofiliano e tricomas tectores na
face abaxial do limbo. F. Limbo delgado com mesofilo composto por células do parénquima
palicadico pouco desenvolvido e muito espago entre as células do parénquima lacunoso. G.
Amostra coletada em darea exposta de Cerraddo, com células alongadas no parénquima
palicddico e pouco espaco intercelular, enquanto a mesma espécie em drea sombreada de
Cerradio (H) possui amplos espacos no mesofilo. I-J. Detalhe do parénquima pali¢ddico para as
amostras de sol e sombra (G-H), respectivamente. K. Amostra coletada em drea exposta de
Campo Rupestre. Detalhe para a presenca de idioblastos contendo cristais no mesofilo (seta). L-
M. Amostras coletadas em 4area exposta de Campo Rupestre. L. Mesofilo do tipo isobilateral.
M. Tecido esclerenquimatico e mesofilo do tipo isobilateral. N-P. Mesofilo dorsiventral com
muito espaco intercelular em N e P (seta) em ambientes sombreados de Cerradao e Mata
Atlantica e denso em O em ambiente exposto a luz em Campo Rupestre. Q-S. Mesofilo
dorsiventral com espacos intercelulares mais amplos em Q, de ambiente sombreado de Campo
de Altitude, e mais denso em R e S, de drea exposta de Campo de altitude. Observar a presenca
de uma camada de células subepidérmicas em R (seta). T-V. Amostras coletadas em dreas
sombreadas de Mata Atlantica. Observar o limbo delgado, mesofilo com células do parénquima
palicddico curtas em Standleya kuhlmanni (V), além de muitos espacos intercelulares. ab = face
abaxial da epiderme; ad = face adaxial da epiderme; es = estdmatos; fv = feixes vasculares; pl =
parénquima lacunoso; pp = parénquima pali¢ddico; tr = tricoma tector. Barras: A-U = 100 pum;

V =50 pm.
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Figura 4. Sec¢des transversais do limbo de espécies da tribo Coussareeae. A-I. Regido do bordo
foliar. J-R. Regido da nervura central. A-C. Presenca de compostos fendlicos presentes em
idioblastos (A-B) e nas células do parénquima clorofiliano (C). Detalhe para a presenca de
estomatos na face abaxial (A-E). F. Detalhe para idioblasto com rafides. G. Curvatura da
margem foliar voltada a face abaxial. H. Observar a presenga de uma camada de células
subepidérmicas, continua até a transi¢ao para face abaxial da epiderme. I. Margem foliar reta. J.
Estomatos presentes na face abaxial da epiderme. K. Grande quantidade de idioblastos contendo
compostos fendlicos na nervura central. L. Presenca de um feixe vascular adicional em sentido
horizontal (seta). M. Tecido esclerenquimatico na regido da nervura central. N. Regido da
nervura central em amostra de drea exposta a luz. O. Tecido esclerenquimdtico no feixe vascular
principal e lateral (seta). P. Proje¢des em direcdo ao centro do feixe vascular (setas). Q. Regiao
espessada na nervura central em amostra de area exposta de Campo de Altitude. R. Espaco
intercelular no parénquima lacunoso (seta). ab = face abaxial da epiderme; ad = face adaxial da
epiderme; cf = idioblastos contendo compostos fendlicos; ec = tecido esclerenquimético; fv =
feixe vascular; id = idioblasto com cristais; nc = nervura central; pl = parénquima lacunoso; pp
= parénquima pali¢ddico; sub = camada de células subepidérmicas; tr = tricoma tector. Barras:

A-L; N-R =100 pm. M = 50 pm.
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Figura 5. Andlise de correlagdo baseada nos atributos quantitativos analisados que
apresentaram correlacdo positiva com valor de P < 0.05. Pontos amarelos indicam espécies
coletadas em areas expostas a luz e pontos verdes indicam espécies coletadas em areas
sombreadas. FAD = Face adaxial da epiderme; FAB = Face abaxial da epiderme; PP =
Parénquima Pali¢ddico; Pl = Parénquima lacunoso; Meso = Mesofilo. Todas as medidas so

apresentadas em pm.



P =0.009|

-

sol

A) P=0.08 B) . P =0.08| C)z0]
401
60
200
501 i -
150 1
Q 40 a -
= P o
201
10 1 504
101 i
sol sombra sol sombra
D) 250 . P=0.16 E)
H 400
L ]
200 - H
3001
150 1 o
T o
=
100 200
- 1001

sol

sombra

sol

sombra

sombra

36



37

Figura 6. Comparacido das medidas dos atributos quantitativos foliares entre folhas de sol e sombra. A ¢ B = Comparagdo das medidas para a face adaxial
(FAD) e abaxial (FAB) da epiderme; C, D e E = Comparacdo das medidas dos tecidos que compdem o mesofilo (PP = parénquima palicddico e Pl =

parénquima lacunoso) e do mesofilo como um todo. Todas as medidas sdo apresentadas em pm. Valores de P foram obtidos com o teste de modelos mistos.
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Figura 7. Comparacido das medidas dos atributos quantitativos avaliados, para folhas de sol e sombra, em 5 pares congenéricos de espécies. As linhas

conectam os pares de espécies congenéricas, e os valores de significancia, obtidos com o teste de modelos mistos, sdo exibidos em cada comparagao.
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Figura 8. Dendrograma obtido com andlise de Cluster com base nos parametros analisados e 0s
niveis de exposi¢do a luz. Detalhe para a formacgdo de grupos compostos por espécies diferentes
coletadas em ambientes com condicdoes semelhantes de luminosidade (Coussarea
hydrangeifolia e Faramea multiflora e Coussarea hydrangeifolia e Declieuxia coerulea) e o
agrupamento das espécies do gé€nero Hindsia apesar das amostras serem proveniente de
condi¢des diferentes de exposicdo a luz. Barras amarelas indicam espécies expostas a luz;
Barras verdes indicam espécies em areas sombreadas ou de meia-sombra. Circulos de diferentes
coloragdes indicam a fitofisionomia em que a amostra foi coletada: amarelos = Inselberg;
vermelhos = Campos Rupestres; verdes = Campos de Altitude; azuis = Cerraddo; roxo = Mata

Antropizada.
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Figura 9. Andlise de Coordenadas Principais (PCA) dos dados qualitativos, baseados nos
caracteres anatomicos do limbo da tribo Coussareeae. Os tracos correlacionados com a PCl1
foram a altura das faces adaxial e abaxial das células epidérmicas, e com a PC2 foram a
espessura dos parénquimas palicaddico e lacunoso e do mesofilo. Cores diferentes das elipses

indicam grupos distintos.
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Figura 10. Eletromicrografias de inflorescéncias da tribo Coussareeae. A. Coléter em
Declieuxia sp. 2. com formato cdnico e constri¢do na base, formando uma pequena haste. B.
Coléter em Bradea brasiliensis, observar a secre¢do proxima ao dpice da estrutura (*). C.
Coléter em Bradea sp. 2. Detalhe para secrecdo liberada pelo coléter (*). D. Coléter coberto de

secre¢do (*) em Coccocypselum condalia. E. Estrutura interna em sec¢ao longitudinal do coléter
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em Declieuxia diantheroides. Detalhe para o eixo central parenquimadtico e as células secretoras
em palicada. F. Coléteres posicionados préximos ao ovdrio nas bracteas de Declieuxia
diantheroides (setas). G. Coléteres distribuidos nas bracteas na base da inflorescéncia em
Standleya kuhlmanni (setas). H. Coléter posicionado externo ao célice em Bradea sp. 2 (seta); L.
Coléter inserido no cdlice em Coccocypselum lanceolatum (seta). ant = antera; br = bracteas; ca
= cdlice; cr = corola; ov = ovdrio. Barras: A-D = 50 pm; E = 20 pm; F = 200 pum; G = 500 pum;
H, =200 pum.

Figura 11. Secc¢des longitudinais de inflorescéncias da tribo Coussareeae. A. Coléteres
inseridos nas bréacteas em Declieuxia gracilis; B. Seccdo longitudinal de coléter em Standleya

kuhlmanni. Detalhe para o denso citoplasma das células secretoras. C. Seccdo transversal de
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coléter em Declieuxia cordigera. Detalhe para o eixo central parenquimitico e células
secretoras. D. Estrutura anatdomica do coléter inserido na bractea em Declieuxia sp. 1. Detalhe
para o eixo central parenquimético e células secretoras. E. Estrutura anatémica do coléter em
Coccocypselum lanceolatum com a presenca de cristais no eixo central parenquimético. F.
Detalhe do idioblasto contendo cristais na forma de réfides; G. Estrutura anatdmica do coléter
em Bradea brasiliensis. br = brictea; ca = cdlice; ec = eixo central; ep = epiderme; mf =

meristema floral; ov = ovdrio Barras: A-E = 100 um; F = 20 pm; G = 100 um.

Tabela 2. Grupos de espécies da tribo Coussareeae formados de acordo com a anélise de grupos
principais (PCA), com base nos caracteres quantitativos. Para cada grupo, sdo informadas as
médias de cada parametro considerado nas andlises estatisticas. As espécies que formam os

grupos podem ser visualizadas na Figura 5.

Caracteristica Grupo I GrupoIl GrupoIlll GrupolV  GrupoV
Altura das células epidérmicas 15,4 254 26,7 54 30,3
da face adaxial (um)
Altura das células epidérmicas 13,8 17,6 19,3 31 19
da face abaxial (um)
Espessura do parénquima 49,8 54,7 83,8 64,9 148
palicadico (pm)
Espessura do parénquima 116,1 36,8 71,5 58,6 132,8
lacunoso (um)
Espessura total do mesofilo 166 104,2 160,3 148,2 280,7

(um)
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Tabela 3. Caracteristicas ambientais dos dominios fitogeograficos onde as amostras foram coletadas, habito e caracteres anatdmicos foliares que apresentaram

variacdo entre as espécies da tribo Coussareeae estudadas. Nimeros ap6s o nome da espécie remetem aos vouchers (Tabela 1). AF = ambas as faces; FAB =

Face abaxial da epiderme; FAD = Face adaxial da epiderme; n.a = estatistica ndo aplicdvel. (+) = presencga; (-) = auséncia.

Espécie Dominio Vegetacdo Exposicao Habito Altura das  Parénquima palicadico Parénquima lacunoso =~ Tricomas Compostos
Fitogeografico aluz células Tectores fenolicos
epidérmicas no
FAD /FAB N° de Espessura N° de Espessura mesofilo
(um) camadas (um) camadas (um)

Bradea anomala  Mata Atlantica Inselberg Exposta a Subarbusto 24,8 /16,2 3 148.,8 5-6 94,4 - +
luz

Bradea Mata Atlantica  Inselberg Meia- Arbusto 39,6 /24,6 3-4 2242 4-5 110 - +

brasiliensis sombra

(JAO 218)

Bradea Mata Atlantica  Inselberg Exposta a Arbusto 30,1/20,8 3-4 155 4 98,5 - +

brasiliensis luz

(JAO 348)

Bradea Mata Atlantica Inselberg Exposta a Erva 33,8/23 34 174,7 5-6 132,7 - +

bicornuta luz

Bradea Mata Atlantica Inselberg Meia- Arbusto 30,7/22,5 2-3 77,4 2-3 37,4 AF +

borrerioides sombra

Bradea sp. 1 Mata Atlantica  Inselberg Exposta a Arbusto 31,5/21.,8 2-3 125,3 3-5 77,9 AF +
luz

Bradea.sp. 2 Mata Atlantica Inselberg Meia- Subarbusto 29,4/21,5 2-4 79,9 3 70 AF +

(JAO 321) sombra



Bradea sp. 2
(JAO 328)

Coccocypselum
condalia
(JAO 574)

Coccocypselum
condalia
(RNLG 9)

Coccocypselum
cordifolium

Coccocypselum
lanceolatum
(JAO 324)

Coccocypselum
lanceolatum
(RNLG 7)

Coccocypselum
lymansmithii

Coccocypselum
pedunculare

Coussarea
hydrangeifolia
(RNLG 13)

Mata Atlantica

Mata Atlantica

Cerrado

Mata Atlantica

Mata Atlantica

Cerrado

Mata Atlantica

Cerrado

Cerrado

Inselberg

Mata
Nebular

Cerradao

Floresta

Ombrofila

Mista
Mata

antropizada

Inselberg

Campo de

altitude

Campo
rupestre

Cerradao

Exposta a
luz

Sombra

Sombra

Meia-sombra

Sombra

Exposta a luz

Exposta a luz

Exposta a luz

Exposta a luz

Subarbusto

Erva

Erva

Erva

Erva

Erva

Erva

Erva

Arvore

34,3/259

n.a

17,7/139

22,77/18,2

23,7/14,7

22,4/18,6

n.a

28,9/19,3

79

n.a

44,3

82,7

48,2

76,5

n.a

110,1

2-4

2-3

4-6

8-9

53

n.a

28,2

64

42,3

71,8

n.a

136,6

AF

FAD

AF

AF

AF

AF

AF



Coussarea
hydrangeifolia
(RNLG 12)

Declieuxia
coerulea

Declieuxia
cordigera

Declieuxia
diantheroides

Declieuxia
fruticosa
(JAO 309)

Declieuxia
fruticosa
(RNLG 3)

Declieuxia
fruticosa

(CSO5)

Declieuxia
gracilis

Declieuxia

Cerrado

Mata Atlantica

Cerrado

Cerrado

Mata Atlantica

Cerrado

Cerrado

Cerrado

Mata Atlantica

Cerradao

Campo de
Altitude

Campo
Rupestre

Cerradao

Campo
Rupestre

Campo
Rupestre

Campo
Rupestre

Campo
Rupestre

Campo de

Sombra

Exposta a luz

Exposta a luz

Meia-sombra

Exposta a luz

Exposta a luz

Exposta a luz

Exposta a luz

Exposta a luz

Arvore

Erva

Erva

Arbusto

Arbusto

Arbusto

Arbusto

Erva

Erva

19,4 /14,2

30,5/19,6

n.a

25,9/16,9

54,7/31,6
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4. DISCUSSAO
4.1 Anatomia do limbo

A primeira hipétese testada nesse trabalho foi de que as folhas de plantas
coletadas em condi¢des de exposicdo ao sol apresentariam uma estrutura anatomica
diferenciada de folhas de sombra, tendo um limbo mais espessado devido a um aumento
dos tecidos que compdem o mesofilo e células epidérmicas. Para testd-la investigamos
se, de fato, os atributos qualitativos apresentavam diferenca entre as espécies de sol e
sombra, € se os quantitativos apresentavam maiores valores para espécies de areas
expostas, com diferengas estatisticas significativas em comparacdo as de sombra. Tais
atributos foram avaliados pois apresentam uma estrita relacio com as condi¢Oes
ambientais, respondendo a variagdes nas caracteristicas do ambiente por meio de sua

plasticidade (Perrone et al. 2015).

Nas espécies presentes em dreas expostas a luz, foram observados maiores
valores nas médias para a maioria dos atributos quantitativos analisados (Fig. 5). Porém,
diferencas estatisticas significativas entre folhas de sol e sombra, levando em
consideragdo os géneros, com base nos testes de modelos mistos, apenas foram
observados para o parénquima pali¢ddico e espessura do mesofilo como um todo.
Ainda, os testes de relagcdes entre espécies congenéricas mostram uma tendéncia de que,
em praticamente todos os grupos, com excec¢do de alguns atributos em Bradea,
apresentam maiores valores médios para amostras de areas expostas (Fig. 6), entretanto
limitacbes na amostragem, que serdo discutidas posteriormente, impedem maiores
conclusdes ou generalizacdes. E valido ressaltar que os valores de P para a altura das
células epidérmicas foram préximos de 0.05 (valores observados foram de 0.08 para
ambas as faces), que apesar de serem inconclusivos podem ser considerados sugestivos
de que existem podem existir diferencas significativas (Murtaugh, 2014). Juntamente
com os demais atributos, com excecdo do parénquima lacunoso, podem ser um

indicativo de que a primeira hipdtese esta correta.

Células epidérmicas maiores em ambientes mais expostos a luz ja foram
reportados em trabalhos como o de Mantuano et al. (2006), quando sd@o comparadas

com as de folhas de sombra. Essa é uma caracteristica que pode representar uma

importante defesa contra o excesso de luminosidade, atuando como um filtro e,
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consequentemente, fornecendo uma protecdo adicional ao parénquima clorofiliano
(Kofidis et al. 2003). Além disso, € possivel que uma maior dimensdo das células
auxilie, em casos como o género Bradea (endémico de vegetacOes de inselbergs) € o
género Declieuxia (comum em dreas de Campos Rupestres), na reducdo da perda de
dgua para o ambiente (Dorken et al. 2017). A presenca de uma camada de células
subepidérmicas em H. ibitipocensis provavelmente exerce o mesmo papel, considerando
que a amostra foi coletada em 4rea aberta de Campo Rupestre com grande incidéncia de
luz. Este tecido pode, ainda, estar relacionado com situagdes de estresse hidrico,

atuando no armazenamento de dgua (Turner, 1994).

Quanto aos tecidos que compdem o mesofilo, diferencas estatisticas
significativas entre folhas de sol e sombra apenas foram observadas para o parénquima
palicadico (Modelo misto, P = 0.009), enquanto para o parénquima lacunoso o mesmo
ndo ocorre (P = 0.16). Quando considerado o mesofilo como um todo, a diferenca foi
significativa para os ambientes (P = 0.05). Tal estruturacdo do limbo foliar, com folhas
de sol sendo mais espessadas que folhas de sombra, sio comumente observadas em
diversos estudos (Ashton & Berlyn, 1992; Mantuano et al. 2006), onde essa diferenca €

decorrente, principalmente, de uma proliferacdo do parénquima clorofiliano.

Em folhas de individuos presentes em dareas expostas a luz, as medidas da
espessura do parénquima palicadico sdo, geralmente, maiores do que folhas de sombra
(Boeger et al. 2004; Mantuano et al. 2006). Neste estudo, as espécies presentes em
areas abertas de Cerrado, na Caatinga, e em dreas abertas de Mata Atlantica, como os
géneros Declieuxia e Bradea, apresentaram um parénquima palicddico mais espessado,
com maior nimero de camadas e células maiores, quando comparadas a amostras
coletadas em dreas sombreadas (Tabela 3). Essa estrutura do parénquima pali¢ddico
pode distribuir de maneira mais uniforme a luz incidente sobre a folha, evitando danos
foto-oxidativos a estrutura dos cloroplastos (Taiz; Zieger, 2004). Esta € considerada
uma caracteristica xeromorfica comum em plantas que habitam ambientes expostos a
intensa radiacdo solar, fator que exerce grande influéncia na estrutura do parénquima
clorofiliano (Bosabalidis, Kofidis, 2002; Dong, He, 2017). Em contrapartida, o
parénquima palicadico observado nas espécies dos géneros Coccocypselum, Standleya,
além das espécies C. hydrangeifolia, F. multiflora e F. vidensis, coletadas em interior de

mata, apresenta apenas uma camada, com células menores quando comparadas a folhas
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expostas, o que é comumente observado em regimes de sombreamento (Boeger et al.

2004; Fernandes et al. 2014).

A estrutura do parénquima lacunoso, por outro lado, é diferenciada, sendo esse
tecido mais espessado para as folhas de sombra, mas sem uma diferenca estatistica
significativa para as amostras coletadas em areas expostas (Modelo misto, P = 0.16).
Esse fato, ao contrario dos dados para parénquima palicaddico, refuta a primeira
hipétese. Nas espécies de drea sombreada, anteriormente citadas, o parénquima
lacunoso se distribui de forma esparsa, apresentando mais espagos intercelulares. Por
outro lado, em espécies coletadas nas dreas expostas, os espacos intercelulares sdo
reduzidos. Essa reduc@o de espacgos intercelulares, como observado em F. nigrescens e
nos geéneros, Bradea e Hindsia, encontrados em dreas de Caatinga e Cerrado, mais
quentes e secos, pode estar relacionada a situacdes de estresse hidrico. Em condicdes de
menor disponibilidade de dgua, tal diminuicdo pode auxiliar na reducido das taxas de
transpiracdo, evitando a perda excessiva de dgua para o ambiente (Abdulrahaman,

Oladele, 2011).

Diferencas na composi¢cdo dos tecidos que formam o mesofilo também foram
observadas mesmo quando avaliadas em uma mesma espécie, coletada em ambientes
distintos (sombreados ou expostos a luz), como observado em Bradea brasiliensis,
Coussarea hydrangeifolia e Coccocypselum lanceolatum (Tabela 3). Em C.
hydrangeifolia, a amostra coletada em drea exposta apresentou maiores médias para a
altura das células epidérmicas e do parénquima palicddico, seguindo o padrdo
comumente observado em relacdo a amostra de drea sombreada, o que corrobora com a
primeira hipétese. Em B. brasiliensis e C. lanceolatum, porém, as maiores médias (para
células epidérmicas e parénquima palicddico e face abaxial da epiderme e parénquima
clorofiliano, respectivamente) foram observadas para as amostras coletadas em drea
sombreada (Tabela 3). E possivel que essa variagio possa estar relacionada com
situacOes de déficit hidrico. Para B. borrerioides e C. lanceolatum, considerando que os
Inselbergs, local onde as amostras de drea exposta foram coletadas, sdo caracterizados
por baixissima disponibilidade hidrica (Porembski, 2007), a reducdo da lamina foliar,
pode representar uma importante modificagc@o estrutural para compensar a falta de dgua,

a partir da redugdo das taxas de transpiracio (Bosabalidis, Kofidis, 2002).

Um fato importante a ser mencionado, que deve ser levado em consideragdo nas

andlises estatisticas realizadas, é a diferenca na amostragem de folhas de sol e sombra.
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Apesar de algumas amostras terem sido coletadas para a mesma espécie em ambientes
distintos, exitem grupos dentro de Coussareeae que apresentam alta especificidade por
determinados ambientes. O gé€nero Bradea, por exemplo, ocorre quase que em sua
totalidade em d4reas expostas de Inselbergs, enquanto o género Standleya tem
preferéncia por interior de fragmentos de mata (Jardim e Costa, 2015). Para que fosse
possivel afirmar que a hipdtese 1 foi corroborada ou refutada, seria necessiaria uma

maior equidade na amostragem com relacao aos ambientes.

Além dos caracteres quantitativos, alguns atributos qualitativos apresentaram
diferencas entre folhas de sol e sombra. A presenca de uma cuticula espessada (com
medidas superiores a Sum) foi observada em Declieuxia sp. 2, F. nigrescens e H.
ibitipocensis. Apesar de as trés espécies terem sido coletadas em trés dominios
fitogeograficos diferentes (Campos de altitude, drea aberta de Caatinga e Campos
rupestres, respectivamente), todas estavam expostas a intensa radiacao solar (Tabela 3).
Nesse caso, a formacdo de uma cuticula espessada pode ser uma resposta ao excesso de
luz incidente sobre a folha (Calvete et al. 2002; Balsamo et al. 2003; Zarinkamar et al.
2011). Ainda, considerando que tanto os Campos Rupestres quanto a Caatinga sdo
ambientes caracterizados por um clima mais seco, a cuticula pode exercer um papel
fundamental na reducdo da perda excessiva de dgua. Nesse caso, essa estrutura
impermeabiliza a superficie da lamina foliar, reduzindo as taxas de transpiracdo
(Balsamo et al. 2003), representando uma importante adaptacdo a ambientes xerofiticos.
No caso de outras espécies, também presentes em ambientes expostos a intensa
luminosidade, mas que ndo apresentam uma cuticula espessada, outras caracteristicas
podem fornecer maior prote¢do ao excesso de radiacido, como cé€lulas epidérmicas mais

espessadas ou a presenga de tricomas tectores (Kofidis, 2003; Lakusic et al. 2010).

Tricomas tectores foram observados em espécies presentes na Mata Atlantica
nos géneros Bradea, Coccocypselym, Standleya e em D. fruticosa, e Cerrado, em
algumas espécies de Declieuxia. As espécies de Standleya e Coccocypselum, com
excecdo de C. lymansmithii, coletadas em interior de mata, com ambiente sombreado,
foram as que apresentaram maiores quantidades de tricomas. A presenga de tricomas
nao glandulares, sob tais condi¢des, pode representar uma importante defesa mecénica
contra a herbivoria (Liakoura et al. 1997). Além disso, pode evitar o acimulo de dgua
na superficie foliar, o que limitaria as trocas gasosas e também poderia propiciar um

microambiente favoravel para o desenvolvimento de patégenos (Bickford, 2016). Para
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as espécies ocorrentes em dreas expostas a radiacdo solar (Tabela 3), a presenca dessa
estrutura pode configurar uma caracteristica xeromorfica (Lakusic et al. 2010).
Tricomas tectores em regimes de intensa radiacdo solar podem auxiliar na reflexdo do
excesso de luz, além de ajudar a regular as trocas gasosas da folha, reduzindo a perda
excessiva de dgua para o ambiente e a temperatura interna deste 6rgao (Bickford, 2016).
Em alguns casos em que as folhas sdo glabras, mesmo em ambientes expostos, a
presenca de uma cuticula espessada pode ser considerada uma compensacdo para a
auséncia de tricomas, como em Declieuxia sp. 2, F. nigrescens e H. ibitipocensis
(Lakusic et al. 2010). E importante salientar que no género Declieuxia, com maior
amostragem, a presenca ou auséncia de tricomas ndo apresentou um padrao relacionado
aos ambientes. Foram observadas espécies com folhas glabras tanto para a Mata
Atlantica, como Declieuxia sp. 2, quanto para o Cerrado, como D. passerina e D.
gracilis. Dessa forma, a presenca ou auséncia de tricomas tectores no género parece nao
estar diretamente relacionada com as condi¢des ambientais em que cada individuo se

encontra.

Na regido do bordo foliar, uma leve curvatura foi observada em direcdo a face
abaxial para a maior parte das espécies. Essa caracteristica, quando presente em
espécies que possuem folhas de menores dimensdes, como D. gracilis, D. humilis e D.
passerina, considerando a presenca de estdmatos apenas na face abaxial, pode criar um
microambiente. Esse microambiente pode apresentar um microclima favordvel em
condi¢des como a dos Campos Rupestres, com temperaturas mais baixas, auxiliando na
reducdo das taxas de transpiracdo e, consequentemente, na perda de dgua para o

ambiente (Perrone et al. 2015).

A presenca de mesofilo do tipo isobilateral em D. gracilis e D. passerina
possivelmente estd relacionada com a posic@o das folhas, imbricadas, em drea aberta de
Campo Rupestre. Este tipo de mesofilo € comum em plantas que ocorrem em dareas
ensolaradas, expostas a altas taxas de luminosidade e calor, onde podem apresentar
folhas com drea reduzida e com menor exposicao a radiacdo, e folhas imbricadas
distribuindo a luz tanto na face adaxial quanto abaxial (Arruda et al. 2009; Lakusic et

al. 2010).

O tecido esclerenquimatico observado na regido da nervura central e nas
nervuras colaterais em D. cordigera, D. gracilis e D. passerina pode exercer uma

funcdo primordial de protecdo e sustentacdo da folha, fungdes diretamente relacionadas
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as condi¢cdes ambientais dos Campos Rupestres. Além de auxiliar na manutencdo da
posicdo da folha (imbricada), pode fornecer maior sustentacdo devido aos fortes ventos
presentes nesse tipo de ambiente, além de impedir a murcha em situacdes de estresse
hidrico e fornecer protecdo aos feixes vasculares contra a herbivoria (Dong, He, 2017).
A presenca de tecido esclerenquimdtico em folhas de diferentes espécies dos Campos
Rupestres também foi observada por Lusa et al. (2014), o que mostra que essa

caracteristica pode ser uma importante adaptacdo as condicdes deste dominio.

Compostos fendlicos foram observados tanto isolados em idioblastos, como no
género Bradea e Coccocypselum, quanto distribuidos nas células do parénquima
clorofiliano, como no género Coccocypselum, em D. gracilis e D. passerina. Para as
espécies de Bradea, D. gracilis e D. passerina, todas expostas a intensa luz solar, a
presenca de compostos fendlicos pode representar uma importante defesa contra o
excesso de radiacdo. Segundo Liakopoulos er al. (2006), grandes quantidades de
radiacdo solar podem causar danos foto-oxidativos nos cloroplastos. A presenca de
compostos fendlicos pode ajudar a reduzir os danos causados no aparato fotossintético
das folhas, refletindo o excesso de luminosidade. Além de prote¢do contra a radiagdo,
estes compostos podem apresentar outras fungdes. Para o gé€nero Coccocypselum,
coletado em regides sombreadas de Mata Atlantica, compostos fendlicos distribuidos
em idioblastos e no parénquima clorofiliano pode representar uma importante defesa
contra a herbivoria (Kofidis et al. 2003; Barp et al. 2006), tornando a folha menos

palatdvel e sendo componente na produgcdo de compostos toxicos.

A partir das andlises de PCA e Clustering, procuramos observar se 0s grupos
formados sdo baseados nas condi¢des ambientais em que cada amostra foi coletada ou
na proximidade genética entre as espécies dos mesmos géneros. A andlise PCA dos
caracteres quantitativos levou a formacgdo de cinco grupos distintos, de modo que parece
haver uma forte associacdo entre os agrupamentos (baseados nas caracteristicas
anatdmicas analisadas) e as caracteristicas ambientais de onde as amostras foram
obtidas. Isso se deve ao fato de as menores médias para a altura células epidérmicas
terem sido observadas para espécies dos grupos I e II (como C. condalia), encontradas
em dreas sombreadas de interior de mata, enquanto as maiores médias foram
apresentadas pelo grupo IV, composto por espécies distribuidas em ambientes expostos
a radiacdo solar. Esse fator representa uma importante forma de defesa para as folhas

em condicdes de intensa luminosidade e estresse hidrico (Kofidis, 2003; Dorken et al.
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2017). Quanto a espessura do parénquima clorofiliano e do mesofilo, 0 mesmo caso se
aplica, onde as maiores médias foram observadas para o grupo V, composto
predominantemente por espécies dos géneros Bradea, Declieuxia e Hindsia encontrados
em dreas expostas de Campos Rupestres e Inselbergs (com excecdo de H. glabra). Os
dados obtidos com a PCA indicam uma relacdo entre as condi¢des ambientes e a
estrutura das folhas de espécies da tribo Coussareeae, agrupando, em alguns casos,
diferentes individuos de uma mesma espécie em grupos distintos, como Coussarea
hydrangeifolia e Coccocypselum lanceolatum. Em contrapartida, no género Hindsia, as
trés espécies mantém-se agrupadas exibindo pouca variacdo estrutural mesmo em

condi¢Oes ambientais diferenciadas.

Para a andlise de Cluster, era esperado que as espécies fossem divididas em
grupos de amostras em area sombreada e drea exposta a luz. Porém, os resultados
mostram que apenas um grupo € formado exclusivamente por espécies de sombra,
enquanto as demais agrupam-se com outras amostras de dreas expostas a radiagdo.
Adicionalmente, existem trés grupos formados por espécies do mesmo género,
especificamente Bradea, Declieuxia e Hindsia, sendo que o ultimo é composto por duas
amostras de drea exposta e uma de drea sombreada. Dessa forma, os resultados para as
andlises de agrupamento refutam a segunda hipdtese, formando ao mesmo tempo

grupos que contém espécies geneticamente proximas em condi¢des distintas e grupos

contendo diferentes espécies em condi¢des ambientais semelhantes.

Além dos aspectos ecoldgicos anteriormente discutidos, algumas caracteristicas
anatomicas observadas no limbo foliar sdo consideradas comuns para diversos grupos
dentro da familia Rubiaceae. Folhas hipoestomaticas e mesofilo do tipo dorsiventral sdo
caracteres comuns para espécies presentes em ambientes mesofiticos, e observados com
frequéncia nesta familia (Metcalfe; Chalk, 1950; Coelho et al. 2006). Idioblastos
contendo cristais de oxalato de cdlcio, encontrados em todas as espécies avaliadas,
também representam uma caracteristica comum em Rubiaceae (Metcalfe; Chalk, 1950).
Estas estruturas podem apresentar diversas fun¢des, como auxiliar na regulacdo das
concentracdes de cdlcio em diferentes 6rgaos e tecidos das plantas, na desintoxicacao de
metais pesados e na protecdo contra a herbivoria, tanto de insetos quanto de animais
maiores (Franceschi e Nakata, 2005). Tricomas unisseriados e feixes vasculares do tipo
colateral, na regido da nervura central, também foram identificados por Zini et al.

(2016), estudando diferentes tribos da familia.
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4.2 Coléteres

Para verificar seu valor taxondmico, a morfologia externa e a estrutura
anatomica dos coléteres de diferentes espécies da tribo Coussareeae foram avaliadas.
Considerando a estrutura anatOmica observada, composta por um eixo central
parenquimatico circundado por uma epiderme em paligada, os coléteres de todas as
espécies avaliadas neste trabalho podem ser classificados como o tipo “standard”, ou
“padrdo”, proposto por Lersten (1974a). E o tipo mais comum encontrado na familia,
sendo relatado em diversos estudos, em diferentes 6rgaos, como estipulas (Klein et al.
2004; Miguel et al. 2009; Muravnik et al. 2014), flores (Mayer et al. 2013) e bractéolas
(Judkevich et al. 2017). O tipo padrao também foi observado em outras familias da
ordem Gentianales, como Apocynaceae (Thomas, Dave, 1991; Ribeiro et al. 2017).
Outros tipos de coléteres sdo descritos para Rubiaceae por Lersten (1974a; 1974b),
como “dendroid” e “brush-like”. Porém, segundo o autor, ¢ possivel que essa variagcdo
na estrutura possa estar relacionada com a existéncia de nédulos de bactérias nas folhas
de diferentes espécies da familia. Isso seria possivel através de diferencas na
composi¢do quimica da secre¢do, com relagdo ao tipo padrio, que poderia favorecer o

estabelecimento uma relagdo simbidtica com as bactérias.

A presenga de feixes vasculares parece ser uma caracteristica relativamente rara
em coléteres de Rubiaceae. Klein ef al. (2004) observaram vascularizagdo em uma de
trés espécies de Simira estudadas, enquanto Judkevich et al. (2017) encontraram em
apenas duas de 28 espécies pertencentes a tribo Spermacoceae analisadas. Segundo
Appezzato-da-Gloria e Estelita (2000), é possivel que a presenca de vascularizacdo
tenha maior relacdo com a proximidade de feixes dos 6rgdos onde os coléteres estdo
inseridos, ndo tendo influéncia direta sobre a sua atividade secretora. Das 20 espécies da
tribo Coussareeae aqui estudadas, a auséncia de feixes vasculares, nos coléteres € nos

tecidos proximos, estd de acordo com esta hipétese.

Cristais de oxalato de célcio, na forma de réfides, presentes no eixo central
parenquimatico, foram observados em espécies dos géneros Bradea, Coccocypselum e
Declieuxia. Essa é uma caracteristica comum para coléteres da subfamilia Rubioideaee,
sendo relatados para os géneros Psychotria (Lersten, 1984b; Miguel et al. 2009), Pentas
(Muravnik et al. 2014) e para espécies da tribo Spermacoceae (Judkevich et al. 2017). A

funcdo dos cristais nos coléteres, porém, ainda € incerta. Dentre as possibilidades, estdo
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a defesa contra herbivoria e regulacdo dos niveis de célcio das células desta estrutura

(Franceschi, Nakata, 2005).

A localizacdo de coléteres em um determinado 6rgdo é uma caracteristica muito
varidvel dentro de Rubiaceae (Miguel et al. 2009). No presente estudo, os coléteres das
inflorescéncias foram observados na face adaxial das brécteas, proximos ao recepticulo,
ou no cdlice. Considerando seu surgimento juntamente com o inicio do
desenvolvimento de dpices vegetativos e reprodutivos, como observado por Muravnik et
al. (2014), a mais provavel funcdo exercida pelos coléteres é de protecao. Esse papel
pode estar relacionado a diferentes fatores, como protecao contra a dessecacao (secre¢ao
mucilaginosa e lipofilica), herbivoria (secrecdo rica em compostos fendlicos) e contra
patogenos (Lersten 1974a, 1974b; Appezzato-da-Gloria, Estelita, 2000; Miguel et al.
2009; Mayer et al. 2013; Muravnik et al. 2014; Judkevich et al. 2017; Ribeiro et al.
2017). Além das fungbes anteriormente citadas, a secre¢do pode manter 0s Orgaos
florais unidos até que se tenham condi¢des climdticas favordveis para a antese (Mayer et

al. 2013).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de algumas deficiéncias na amostragem, os dados observados no
presente estudo mostram que existe uma clara relagdo entre as condi¢cdes ambientais e a
estrutura anatomica foliar das espécies da tribo Coussareeae analisadas. Considerando
tanto as andlises qualitativas quanto quantitativas, com base nos dados obtidos, €
possivel afirmar que o estudo da anatomia foliar € uma boa ferramenta para observar as
respostas das plantas as pressdes ambientais. De forma geral, nas espécies que
compdem a tribo Coussareeae, folhas de plantas expostas a luz apresentam células
epidérmicas mais altas e um mesofilo mais espessado quando comparadas a folhas de
sombra. Além disso, alguns caracteres qualitativos, como presenca de cuticula
espessada, presenca, auséncia e distribuicdo de tricomas, compostos fendlicos e tecido
esclerenquimético na nervura central permitem estabelecer relagdes ecoldgicas com os
ambientes onde as plantas foram coletadas. Em futuros estudos, uma maior equidade na
amostragem, avaliando mais individuos de uma mesma espécie em ambientes
contrastantes, podem ajudar a compreender de forma mais clara as alteracoes
anatomicas das folhas em respostas as condi¢des ambientais. Com relagc@o aos coléteres,
o fato de nao ter sido observada variagdo estrutural relacionada aos ambientes mostra
que esta ndo € uma estrutura plastica, e suas caracteristicas morfoanatdbmicas sdo pouco
uteis para avaliar respostas as pressoes exercidas sobre as plantas. Em todas as espécies
avaliadas, os coléteres foram classificados como o tipo “standard”, o que parece ser
uma caracteristica comum na tribo Coussareeae. Além do tipo de coléter, alguns
caracteres podem apresentar valor taxondmico, tais como a presenca de cristais no eixo
central parenquimadtico e a auséncia de feixes vasculares nos coléteres observados para
esta tribo. Futuramente, a realizacdo de andlises histoquimicas do exsudato dos
coléteres, pode fornecer dados valiosos para o estabelecimento de relacdes entre a
funcdo de protecdo dessa estrutura e as condi¢des em que a planta se encontra, além de
complementar a busca por caracteristicas que apresentem valor para a sistematica do

grupo.
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Espécies estudadas, informacdes de Voucher, data e localidade de coleta e informagdes sobre

distribuicdo dos taxons.

Espécie

Voucher (Herbario) e data de

coleta

Localidade de coleta

Bradea anomala Brade

Bradea bicornuta Brade

Bradea borrerioides J.A.Oliveira
& Sobrado

Bradea brasiliensis Standl.

Bradea brasiliensis Standl.

Bradea sp. 1

Bradea sp. 2

Bradea sp. 2

Coccocypselum condalia Pers.

Coccocypselum condalia Pers.

Coccocypselum cordifolium Nees
& Mart.

Coccocypselum lanceolatum
(Ruiz & Pav.) Pers.

Coccocypselum lanceolatum
(Ruiz & Pav.) Pers.

Coccocypselum lymansmithii
Standl.

Coussarea hydrangeifolia

J.A. Oliveira & F.M. Silva 290 (RB).
Coletada em 24/01/2013.

J.A. Oliveira & F.M. Silva 294 (RB).
Coletada em 25/01/2013.

J.A. Oliveira et al. 354 (RB).
Coletada em 22/04/2013.

J.A. Oliveira et al. 218 (RB)
Coletada em 26/09/2012.

J.A. Oliveira et al. 348 (RB).
Coletada em 22/04/2013.

J.A. Oliveira et al. 405 (RB).
Coletada em 09/08/2013.

J.A. Oliveira et al. 321 (RB).
Coletada em 18/04/2013.

J.A. Oliveira et al. 328 (RB).
Coletada em 19/04/2013.

J.A. Oliveira et al. 574 (RB).
Coletada em 2016.

R.N.L. Gongalves & M.F. Calié 9 (UEC).
Coletada em 16/09/2017.

J.A. Oliveira et al. 209 (RB).
Coletada em 25/09/2012.

J.A. Oliveira et al. 324 (RB).
Coletada em 18/04/2013.

R.N.L. Gongalves & M.F. Cali6 7 (UEC).
Coletada em 16/09/2017.

J.A. Oliveira et al. 576 (RB).
Coletada em 2016.

R.N.L. Gongalves & M.F. Cali6 12 (UEC).

Castelo, Espirito  Santo,
Brasil.

Alfredo Chaves, Espirito
Santo, Brasil

Agua Doce do Norte,

Espirito Santo, Brasil

Santa Maria Madalena, Rio
de Janeiro, Brasil

Nova Belém, Minas Gerais,
Brasil

Mimoso do Sul, Espirito
Santo, Brasil

Santa Maria Jetiba, Espirito

Santo, Brasil

Itarana, Espirito  Santo,
Brasil
Itamonte, Minas Gerais,
Brasil
Extrema, Minas Gerais,
Brasil.

Santa Maria Madalena, Rio

de Janeiro, Brasil

Santa Maria de Jetiba,

Espirito Santo, Brasil

Extrema, Minas Gerais,
Brasil
Itamonte, Minas Gerais,
Brasil
Mogi Guagu, Sao Paulo,



(Benth.) Miill. Arg.
Coussarea
(Benth.) Miill. Arg.

Declieuxia coerulea Gardner

Declieuxia cordigera Mart. &
Zucc. ex Schult. & Schult.f.

Declieuxia diantheroides Standl.

Declieuxia fruticosa (Willd. ex
Roem. & Schult.) Kuntze

Declieuxia fruticosa (Willd. ex
Roem. & Schult.) Kuntze

Declieuxia fruticosa (Willd. ex
Roem. & Schult.) Kuntze

Declieuxia gracilis J.H.Kirkbr.

Declieuxia humilis (Miill.Arg.)
J.H.Kirkbr.

Declieuxia lysimachioides Zucc.

ex Schult. & Schult.f.

Declieuxia passerina Mart. &
Zucc. ex Schult. & Schult.f.

Declieuxia passerina Mart. &
Zucc. ex Schult. & Schult.f.

Declieuxia saturejoides Mart. &
Zucc. ex Schult. & Schult.f.

Declieuxia saturejoides Mart. &

Zucc. ex Schult. & Schult.f.

Declieuxia sp. 1

Declieuxia sp. 2

Faramea multiflora
A Rich. ex DC

hydrangeifolia

Coletada em 29/11/2017.

R.N.L. Gongalves & M.F. Cali6 13 (UEC).

Coletada em 29/11/2017.

J.A. Oliveira et al. 151 (RB).
Coletada em 11/07/2012.

J.A. Oliveira & F.M. Silva 132 (RB).
Coletada em 04/02/2012.

J.A. Oliveira et al. 581 (RB).
Coletada em 2016.

J.A. Oliveira & F.M. Silva 309 (RB).
Coletada em 29/01/2013.

R.N.L. Gongalves & M.F. Cali6 3 (UEC).
Coletada em 30/04/2017.

C.S. Oliveira & ML.F. Cali6 38 (UEC).
Coletada em 30/04/2017.

R.N.L. Gongalves & M.F. Cali6 4 (UEC).
Coletada em 01/05/2017.

J.A. Oliveira & F.M. Silva 133 (RB).
Coletada em 2016.

J.A. Oliveira & F.M. Silva 135 (RB).
Coletada em 19/05/2012.

J.A. Oliveira et al. 584 (RB).
Coletada em 2016.

R.N.L. Gongalves & M.F. Cali6 6 (UEC).
Coletada em 01/05/2017.

R.N.L. Gongalves & M.F. Cali6 4 (UEC).
Coletada em 01/05/2017.

J. A. Oliveira 582 (RB).
Coletada em 2016.

J.A. Oliveira et al. 694 (RB).

J.A. Oliveira et al. 706 (RB)

R.N.L. Gongalves & M.F. Cali6 11 (UEC).

Coletada em 29/11/2017.
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Brasil
Mogi Guagu, Sao Paulo,
Brasil
Nova Friburgo, Rio de

Janeiro, Brasil

Baependi, Minas Gerais,

Brasil

Jaboticatubas, Minas Gerais,

Brasil

Alfredo Chaves, Espirito

Santo, Brasil

Jaboticatubas, Minas Gerais,
Brasil
Jaboticatubas, Minas Gerais,
Brasil

Jaboticatubas, Minas Gerais,

Brasil
Baependi, Minas Gerais,
Brasil
Baependi, Minas Gerais,
Brasil

Jaboticatubas, Minas Gerais,

Brasil

Jaboticatubas, Minas Gerais,
Brasil
Jaboticatubas, Minas Gerais,

Brasil

Jaboticatubas, Minas Gerais,
Brasil
Alto Caparad, Minas Gerais,

Brasil

Alto Caparad, Minas Gerais,
Brasil
Sao Paulo,

Mogi Guagu,

Brasil



Faramea nigrescens Mart.

Faramea vidensis Miill. Arg.

Hindsia glabra K.Schum.

Hindsia ibitipocensis Di Maio

Hindsia ramosissima Gardner

Standleya glomerulata J.G.Jardim

& C.B.Costa

Standleya kuhlmanni Brade

J.A. Oliveira et al. 270 (RB).

Coletada em 16/11/2012.

J.A. Oliveira et al. 314 (RB).

Coletada em 16/04/2013.

J.A. Oliveira et al. 201 (RB).

Coletada em 31/08/2012.

J.A. Oliveira 228 (RB).
Coletada em 13/10/2012.

J.A. Oliveira 566 (RB).
Coletada em 28/06/2015.

J.A. Oliveira et al. 236 (RB).

Coletada em 12/11/2012.

J.A. Oliveira et al. 301 (RB).

Coletada em 28/01/2013.
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Rio de Contas, Bahia, Brasil

Santa Leopoldina, Espirito
Santo, Brasil
Itatiaia, Rio de Janeiro,

Brasil

Rio Preto, Minas Gerais,

Brasil

Passo Quatro, Minas Gerais,

Brasil

Lencg6is, Bahia, Brasil

Viana, Espirito Santo, Brasil
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ANEXO IT
\"’ COORDENADORIA DE POS-GRADUACAO 4
§ 4 INSTITUTO DE BIOLOGIA b
v Universidade Estadual de Campinas o
(.\ Caixa Postal 6109. 13083-970, Campinas, SP, Brasil ”i"’{.
Fone (19) 3521-6378. email: cpgib@unicamp.br

UNICAMP

DECLARACAO

Em observancia ao §5° do Artigo 1° da Informagao CCPG-UNICAMP/001/15.
referente a Bioética e Biosseguranga, declaro que o conteido de minha
Dissertagao de Mestrado, intitulada “"Anatomia ecologica do limbo foliar e de
coléteres de espécies da tribo Coussareeae Benth & Hook. F. (Rubiaceae)”,
desenvolvida no Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Vegetal do Instituto de
Biologia da Unicamp, ndo versa sobre pesquisa envolvendo seres humanos,

animais ou temas afetos a Biosseguranca.

Assinatura: ?LW\"MQ FM"CL) )MM/\}J}A Zaw(h'{/ui/)

Nome do(a) aluno(a): Rhaniel Nicholas’Lisowski Goncalves

Assinatura: VU Gt Nt - XL e

Nome do(a) orient“addr(a): Maria F'éménda Ag'uiaf Calio

Data: 23 de Outubro de 2018
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ANEXO III

Declaragao

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertacao/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
Anatomia ecologica do limbo foliar e de coléteres de espécies da tribo
Coussareeae Benth & Hook. F. (Rubiaceae), ndo infringem os dispositivos da Lei n.°
9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.

Campinas, 23 de Outubro de 2018.

Assinatura \\L@l ?‘\/fdew\ »/NZ«AA,K/\A (;/woj\pw

Nome do(a) autor(a): Rhaniel Nicholas Lisowski Gongalves
RGn.°12.311.149-4

j i ,

/ / », / » ¢ -
. g 5 } ol o - . B g ,/' ¥

Assinatura : b A L AL 01622 OLET N 184

Nome do(a) orientador(a): Maria Fernanda Aguiar Calio
RG n.® 32.020.805-9




