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RESUMO GERAL

ROCHA, Virgilia Aparecida Pegorini. M.Sc. Universidade do Estado de Mato
Grosso, janeiro de 2019. Aspectos botanicos de espécies de Eumachia DC.
com ocorréncia na Amazdnia Mato-grossense. 2018. Orientadora: Dra.
Ivone Vieira da Silva.

O Brasil possui uma das diversidades biolégicas, edaficas, climaticas e
geomoérficas mais ricas do planeta, estando estas concentradas em maior
escala na regiao Amazodnica, constituida por uma imensa diversidade vegetal.
Na flora brasileira, Rubiaceae é uma das principais familias, representada por
126 géneros e 1.404 espécies, dentre os diversos géneros, Eumachia DC. é
considerado o menor deles e, por critérios estabelecidos em dados moleculares
e distribuicdo geografica teve sua circunscricdo reavaliada recentemente, fato
gue ampliou o seu conceito de ocorréncia, pois atualmente tornou-se um
género pantropical, com aproximadamente 83 espécies. Este estudo tem como
objetivo descrever a morfologia e a anatomia, comparar e analisar a existéncia
de compostos secundarios de trés espécies do género Eumachia procurando
contribuir com a correta identificacdo das espécies e assim auxiliando na
circunscricdo do género. Para a realizacdo do estudo, utilizaram-se trés
espécies de Eumachia, denominadas E. guianensis, E. inconspicua e E.
kappleri as quais foram submetidas a metodologias usuais para estudos
morfoanatdbmicos e histoquimicos. A pesquisa encontra-se dividida em trés
capitulos sendo que o primeiro trata da morfoanatomia das trés espécies, onde
foi possivel verificar que as caracteristicas que elas apresentam como folhas
opostas, elipticas, flores pentameras, epiderme uniestratificada, estdmatos
paraciticos, mesofilo dorsiventral e feixe vascular tipo colateral ndo séo
satisfatorias para a delimitacdo das espécies e consequentemente do género.
No segundo capitulo, o estudo comparativo das folhas de E. kappleri de trés
ambientes distintos busca compreender possiveis caracteres adaptativos. Este
estudo mostra que apesar da baixa plasticidade, as espécies possuem
capacidade de se adaptar em diferentes ambientes. O terceiro capitulo refere-
se aos compostos secundarios em E. guianensis, E. inconspicua e E. kappleri
gue foram encontrados através de testes histoquimicos na raiz, caule e folha.

Neste estudo, conclui-se que 0s compostos como, amido, compostos fendlicos,
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lipidios totais, mucilagens e 6leos encontrados nas espécies sdo decorrentes
da capacidade adaptativa da planta, uma vez que estao relacionados com a

capacidade de protecéo.

Palavras-chave: Anatomia; Regido Centro-Oeste; metabdlitos secundarios;

plasticidade, Eumachia.

GENERAL ABSTRACT

ROCHA, Virgilia Aparecida Pegorini. MSc. University of Mato Grosso State,
January 2019. Botanical aspects of species of Eumachia DC. with
occurrence in the Mato Grosso Amazon. 2018. Advisor: Dr. lvone Vieira da
Silva.

Brazil has one of the richest biological, edaphic, climatic and geomorphic
diversity of the planet, being concentrated in a larger scale in the Amazon
region, which is constituted by an immense vegetal diversity. In the Brazilian
flora, the Rubiaceae is one of the main families, represented by one hundred
and twenty-six genera and one thousand four hundred and four species. Among
those various genera, the Eumachia DC. is considered the smallest of them
and, based on some criteria established in molecular data and geographic
distribution, its circumscription was recently re-evaluated, which expanded its
concept of occurrence, since it has became a pantropical genus, with
approximately eighty-three species. This study aims to describe the morphology
and the anatomy, to compare and analyze the existence of secondary
compounds of three species from the genus Eumachia, seeking to contribute to
the correct identification of the species, and assisting in the circumscription of
the genus. For the study, three species of Eumachia were used, the E.
guianensis, the E. inconspicua and the E. kappleri, which were submitted to the
usual methodologies for morphoanatomical and histochemical studies. The
research is divided in three chapters. The first one deals with the
morphoanatomy of the three species, and it was possible to verify that the
characteristics presented by them, such as opposite leaves, elliptic, pentamere
flowers, unstratified epidermis, paracytic stomata, dorsiventral mesophyll and

collateral vascular bundle, are not satisfactory to delimit the species and,
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consequently, the genus. In the second chapter, the comparative study of the
leaves of E. kappleri from three distinct environments seeks to understand
possible adaptive characters. This study shows that despite the low plasticity,
the species has the ability to adapt in different environments. The third chapter
refers to the secondary compounds in E. guianensis, E. inconspicua and E.
kappleri, which were found by histochemical tests on root, stem and leaf. In this
study, it was concluded that compounds such as starch, phenolic compounds,
total lipids, mucilages and oils found in the species are due to the adaptive
capacity of the plant, since they are related to the protection capacity.

Keywords: Anatomy; Midwest region; Secondary metabolites; Plasticity;

Eumachia.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil detém uma das diversidades biologicas, edaficas, climaticas e
geomodrficas mais ricas do planeta, estando estas concentradas em maior
escala na regido Amazobnica (BRASIL, 2018). Essa regido é constituida por
uma imensa biodiversidade vegetal ainda pouco estudada, principalmente
guando nos referimos as grandes familias botanicas como Rubiaceae Juss.
(DE SOUZA et al., 2015).

Rubiaceae possui distribuicdo cosmopolita, contemplando 614 géneros e
13.235 espécies no mundo, porém, a maior diversidade de espécies se
concentra nas regides tropicais e subtropicais (MARTINS & NUNES, 2015;
STEVENS, 2018). No Brasil, a familia encontra-se representada por 126
géneros e 1.404 espécies com ocorréncia em todos os dominios fitogeograficos
(FLORA DO BRASIL 2020, em construcdo). Na Amazonia mato-grossense a
familia € uma das mais importantes em termos de numero de espécies, como
encontrado por Rodrigues et al. (2015).

Devido a sua diversidade, Rubiaceae possui uma relevante importancia
ecologica, passando a ser referéncia para estudos comparativos e de
acompanhamento do estado de conservacédo da vegetacao tropical (JUNIOR &
VIEIRA, 2015). Suas espécies sdo dominantes no sub-bosque de florestas
neotropicais, constituindo importante fonte de recursos para animais que atuam
em sua polinizacdo e/ou dispersdao de sementes (BREMER & ERIKSSON,
1992). Além disso, a familia apresenta elevada riqueza e variabilidade
morfologica, contudopode ser facilmente reconhecida por seus caracteres
diagnosticos como folhas simples, opostas, com estipulas interpeciolares,
corola gamopétala, androceu isostémone e ovario infero (ROBBRECHT, 1988).

O estudo da morfologia de espécies nativas é de suma importancia para
o entendimento de sua autoecologia, assim como do seu comportamento e
distribuicdo nos mais diferenciados ecossistemas (DA SILVA & DA COSTA,
2014). A classificacdo taxondmica de Rubiaceae é complexa e ainda existem
algumas lacunas a serem preenchidas (MARTINS & NUNES, 2015). Por
muitos sistematas, Rubiaceae é considerada um grupo natural e monofilético,
entretanto, ainda existem muitos problemas quanto a delimitacdo a nivel de

géneros, e tais problemas sdo ocasionados principalmente devido a
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necessidade de amostras férteis para se ter certeza da identidade taxon6mica
das plantas coletadas em campo (MATTOS, 2011).

Entre os géneros que apresentam problemas de circunscricdo esta
Eumachia DC.; inserido na tribo Palicoureeae é considerado o menor entre 0s
géneros da familia, com 17 espécies registradas no Brasil (FLORA DO BRASIL
2020, em construgao). A circunscricao do género foi ampliada gracas a estudos
com dados moleculares e geograficos realizados por Andersson (2001); Taylor
(2005); Barrabé et al. (2012) e Razafimandimbison et al. (2014), até o
momento, é composto por 83 espécies com distribuicdo pantropical (TAYLOR,
2017).

A comparagdo anatomica das plantas tem sido muito Util, pois os
caracteres anatdomicos dos 0Orgdos vegetativos sao considerados dados
adicionais as caracteristicas morfologicas externas, podendo ser usados para
resolver problemas taxondmicos como inconsisténcias na delimitacdo de
géneros (DOS SANTOS & NETO, 2017). Além das premissas de classificacéo,
identificacdo e conservacao de espécies, a morfoanatomia pode ter o objetivo
de controle de plantas invasoras, como é o caso de estudos atrelados a testes
histoquimicos (CONCEICAO & AYOAMA, 2015).

Fatores ambientais como sazonalidade, radiacdo, temperatura, altitude e
umidade podem modificar o metabolismo secundario vegetal, interferindo na
producdo de compostos (SOBRINHO et al.,, 2009). Uma das maneiras dos
organismos vegetais lidarem com situacdes de estresse no ambiente € através
de substancias que possibilitem alguma maneira de superar desafios e, dentre
essas, estdo o0s metabodlitos secundarios (DOS SANTOS, 2015). Os
metabolitos secundarios ndo estdo diretamente relacionados com o
crescimento e desenvolvimento das plantas, mas assumem caracteristicas
funcionais e atuam como sinais quimicos que as permitirdo responder aos
estimulos ambientais (CARRERA et al., 2016).

Quando as plantas estdo naturalmente ajustadas as condicOes
ambientais, todas as caracteristicas estruturais e funcionais capazes de
atenderem a tal ajustamento serdo adaptativas (AOYAMA, 2006).
Comparativos das estruturas foliares revelam que a maioria das espécies

vegetais apresentam capacidade de  desenvolver caracteristicas
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morfoanatémicas distintas em respostas a diferentes ambientes, pois as folhas
sdo, para a maioria dos vegetais, o principal 6rgdo de ocorréncia da
fotossintese e apresentam alta plasticidade e capacidade adaptativa a
diferentes ambientes (GUERRA et al., 2015).

Baseado no contexto apresentado, este estudo teve como principal
objetivo estudar pela primeira vez, trés espécies de Rubiaceae, ocorrentes na
Amazonia mato-grossense. Para isso, dividimos o trabalho em trés capitulos
gue objetivaram:

e Capitulo |- Descrever morfoanatomicamente Eumachia guianensis, E.
inconspicua e E. kappleri, a fim de contribuir com a identificagdo das

espécies auxiliando na circunscricdo do género.

e Capitulo Il — Identificar caracteres-chave de Eumachia kappleri que

mostrem estratégias adaptativas em trés areas distintas.

e Capitulo 1l — Analisar histoquimicamente Eumachia guianensis, E.
inconspicua e E. kappleri, para verificar a existéncia de compostos
secundarios e suas relacdes com adaptacdes ambientais, assim como a

presenca de compostos que auxiliem na delimitacdo das espécies.

Nossas hipéteses sdo de que as espécies possuem caracteres chave
gue evidenciem plasticidade fenotipica resultando em adapta¢des, assim como
0Ss compostos secundarios. Além disso, que estes compostos estejam
relacionados a fatores ambientais, conferindo-lhes grau adaptativo. Ainda
presumimos que as espécies possuem padrdes anatbmicos assim como as

demais espécies da familia.
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3.1. MORFOANATOMIA COMPARADA DE TRES ESPECIES DE Eumachia
DC. OCORRENTES NA AMAZONIA MATO-GROSSENSE
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RESUMO

7

Com distribuicdo cosmopolita, Rubiaceae é representada mundialmente por
614 géneros e 13.235 espécies. Dentre os diversos géneros da familia,
Eumachia DC., até muito recentemente, tinha seus integrantes incluidos no
género pantropical Psychotria L. Devido a algumas modificagbes na
circunscricdo do género, Eumachia atualmente inclui 83 espécies e €
caracterizado dentro da tribo Palicoureeae. Sabendo que o conhecimento da
morfologia de espécies é de grande importancia para a compreensao de sua
autoecologia, assim como o estudo anatémico serve como fonte de dados para
a identificacdo e classificacdo das plantas, o objetivo deste trabalho foi
descrever morfoanatomicamente trés espécies do género Eumachia,
procurando contribuir com a delimitacdo das espécies auxiliando na
circunscricado do género. Assim, foram realizadas coletas de trés individuos de
cada espécie, em trés areas distintas. Para o estudo morfologico utilizou-se
material herborizado, avaliando folhas, estipulas, inflorescéncias, flores e
frutos. Para as analises anatdémicas serviu a regidao mediana da raiz, do caule e
da folha, em secc¢des transversais obtidas a méo livre, com o auxilio de lamina
de aco. Para andlise da epiderme foliar usou-se seccbes paradérmicas da
superficie adaxial e abaxial, através da dissociacdo e, em seguida, realizadas
técnicas usuais em anatomia para montagem das laminas histologicas. As
laminas contendo as seccdes transversais, como as com porcoes
paradérmicas foram analisadas em microscopio foténico trinocular acoplado a
um computador. Constatou-se que as trés espécies possuem caracteristicas
comuns a familia Rubiaceae, como folhas simples, opostas, hipoestomatica,
estbmatos do tipo paraciticos e feixe vascular em formato de arco. Através
deste estudo verificou-se que os caracteres morfoanatdmicos encontrados para
as trés espécies sao comumente descritos para as demais espécies e géneros
de Rubiaceae, portanto, podemos inferir que estes ndo séo satisfatorios para

delimitacdo do género.

Palavras-chave: Anatomia; circunscricdao; Eumachia; Rubiaceae; taxonomia.
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ABSTRACT

With cosmopolitan distribution, Rubiaceae is represented worldwide by six
hundred and fourteen genera and thirteen thousand two hundred and thirty-five
species. Among the various genera of the family, Eumachia DC. had its
members included in the pantropical genus Psychotria L., until recently. Due to
some modifications in the circumscription of the genus, currently, Eumachia
includes eighty-three species and it is characterized within the Palicoureeae
tribe. Knowing that the knowledge of the morphology of species has great
importance for the understanding of its autoecology, in the same way the
anatomical study serves as data source for the identification and classification
of plants, this work aimed to describe morpho-anatomically three species of the
genus Eumachia, seeking to contribute to the delimitation of the species and
assisting in the circumscription of the genus. Thus, three individuals of each
species were collected in three different areas. For the morphological study,
herbal material was used, evaluating leaves, stipules, inflorescences, flowers
and fruits. The median region of the root, stem and leaf were used for the
anatomical analysis, and they were cut in transverse sections, obtained
freehand, with the aid of a steel blade. For the analysis of the leaf epidermis,
paradermic sections of the adaxial and abaxial surface were used, through
dissociation, and then, usual techniques in anatomy were performed for the
assembly of the histological slides. The slides containing the transverse
sections, such as those with the paradermic portions, were analyzed in a
trinocular photonic microscope coupled to a computer. It was verified that the
three species have characteristics common to the Rubiaceae family, such as
simple, opposing, hypoestomatic leaves, paracitic stomata and vascular
bundles in arch format. By means of this study, it was verified that the morpho-
anatomic characters found for the three species are commonly described for the
other species and genera of Rubiaceae, therefore, we can infer that these

characters are not satisfactory for the delimitation of the genus.

Keywords: Anatomy; Circumscription; Eumachia; Rubiaceae; Taxonomy.
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INTRODUCAO

Com distribuicdo cosmopolita, Rubiaceae é representada mundialmente
por 614 géneros e 13.235 espécies, no entanto, sua diversidade esta
concentrada nas regides tropicais e subtropicais (STEVENS, 2018). Na flora
brasileira, Rubiaceae €& representada por 126 géneros e 1.404 espécies
ocorrentes em todos os dominios fitogeograficos do pais, (FLORA DO BRASIL
2020, em construgdo) tornando-a uma das mais importantes familias botanicas
do pais. No estado de Mato Grosso, a familia possui 73 géneros e 292
espécies (FLORA DO BRASIL 2020 em construgao).

Dentre os diversos géneros da familia, Eumachia DC., até recentemente
estava incluido no género pantropical Psychotria L. (tribo Psychotrieae), um
género megadiverso e, por sua caracterizacdo ter sido excepcionalmente
ampla, sua composicdo era muito heterogénea. Assim, uma reavaliacéo
recente, com dados moleculares em Psychotria, revelou inconsisténcias em
alguns de seus personagens, sendo estes, transferidos para outro género.

O clado ao qual Eumachia pertence é pantropical, sendo o género
Margaritopsis C. Wright estudado por vérios autores (ANDERSSON, 2001;
TAYLOR, 2005; BARRABE et al., 2012; RAZAFIMANDIMBISON et al., 2014).
Esses autores expandiram Margaritopsis e esclareceram sua separacdo de
Psychotria; Barrabé et al. (2012) e Razafimandimbison et al. (2014) também
mostraram que esse grupo é corretamente chamado Eumachia.

Portanto, atualmente Eumachia inclui 83 espécies e € caracterizado
dentro de Palicoureeae (TAYLOR et al., 2017). No Brasil, encontra-se
representado por 17 espécies que ocorrem em areas de vegetacdo sazonal a
umida, em baixa a média elevacdo, na maioria regides tropicais (FLORA DO
BRASIL 2020, em construcao).

Eumachia é comumente representado por arbustos, pequenas arvores,
ervas e raramente por epifitas; tem ocorréncia confirmada nos dominios
fitogeograficos da Amazénia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (FLORA DO
BRASIL 2020, em construcdo) e se assemelha morfologicamente ao género
neotropical Rudgea (TAYLOR, 2005), que é caracterizado por De Paiva &
Lopes (2013) com folhas pecioladas, estipulas inteiras, arredondadas,
dorsalmente apendiculadas, frutos globosos, subglobosos ou esféricos.

20



O conhecimento da morfologia de espécies nativas € de grande
importancia para a compreensao de sua autoecologia, assim como seu
comportamento e distribuicdo nos diferentes ecossistemas (DA SILVA & DA
COSTA, 2014). Outro fator relevante para o entendimento das espécies é a
utilizacdo do estudo anatdbmico como fonte de dados para a identificacédo e a
classificacdo das plantas. Estudos anatémicos e micromorfolégicos indicam
importantes caracteristicas capazes de separar taxons, bem como
caracteristicas estruturais relacionadas ao ambiente em que vivem
(METCALFE & CHALK, 1950).

Corroborando o exposto, Baldin et al. (2016) sugerem que para uma
classificacdo mais definitiva e melhor entendimento das circunscrigbes dos
subgrupos, torna-se necessaria a analise de um nimero maior de géneros.

Levando em consideracdo a mudanca na circunscricdo do género
Eumachia e a importante diversidade da familia Rubiaceae, o objetivo deste
trabalho foi descrever morfoanatomicamente Eumachia guianensis (Bremek.)
Delprete & J.H. Kirkbr, E. inconspicua (C.M.Taylor) C.M.Taylor & Razafim e E.
kappleri (Miq.) Delprete & J.H. Kirkbr, procurando contribuir com a identificacéo

das espécies auxiliando na circunscricdo do género.

MATERIAL E METODOS
Locais de Coleta

Os individuos de Eumachia guianensis, E. inconspicua e E. kappleri
foram coletados entre maio de 2017 e junho de 2018, em trés areas de
vegetacdo nativa no norte do estado de Mato Grosso, Brasil (Figura 1). A
regido amostrada possui uma sazonalidade bem definida com uma estacao
chuvosa (novembro a abril) e outra de estiagem (maio a setembro), com
precipitacdo média anual de 2.232 mm e temperatura média anual de 26-27°C
(DUBREUIL et al., 2012).
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Figura 1: Areas de coleta. A- Estado de Mato Grosso; municipio de Alta
Floresta em vermelho, municipio de Novo Mundo em azul; B- Reserva
Particular do Patrimbénio Natural Mirante da Serra; C- Reserva do Floresta
Amazonica Hotel Resort e D- Sitio Ecoldgico da Paineira.

A primeira area de coleta, denominada Mirante da Serra, € uma Reserva
Particular do Patriménio Natural (RPPN) e possui 1.616,7 hectares de
vegetacdo com pouca/nenhuma perturbacdo antropica (FUNDACAO
ECOLOGICA CRISTALINO, 2018). A RPPN esta localizada no municipio de
Novo Mundo (09°35'11"S, 55°55'10"W) e em conjunto com outras trés unidades
de preservacdo, abrange uma area de aproximadamente 6.500 hectares
(RPPN’s Cristalino), caracterizadas por arvores de grande porte com um dossel
continuo de 20-30 m de altura e sub-bosque denso (SASAKI et al. 2010). A
segunda é&rea de coleta possui 50 hectares de Floresta Ombréfila Densa
(EMBRAPA, 2018) no perimetro urbano do municipio de Alta Floresta, Mato
Grosso, Brasil. Este fragmento florestal, denominado Reserva do Floresta
Amazobnica Hotel Resort (09°52'32"S, 56°06'05"W), possui facil acesso e,
devido a sua localizagéo, esta sujeito a agdes antropicas. A terceira area de
coleta denominada Sitio Ecoldégico da Paineira com 87,42 hectares
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(9°47'56.4"S, 55°55'26.3"W), é um fragmento florestal localizado na zona rural
do municipio de Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil. A &rea possui trilhas de facil

acesso e é utilizada pelo ecoturismo da regiéo.

Coleta de Dados
Selecionados trés individuos de cada espécie, todos com raiz, caule

(jovens) e folha (totalmente expandidas), uma parte foi incorporada ao acervo
do Herbario Meridional da Amazénia Meridional (HERBAM) sob os vouchers
HERBAM 20429 (E. guianensis), HERBAM 23216 (E. inconspicua) e HERBAM
20592 (E. kappleri). O restante do material foi fixado em FAAso e,
posteriormente, preservado em etanol 70% (JOHANSEN, 1940).

Para a analise morfolégica foi utilizado o material herborizado, com
avaliacdo das folhas, estipulas, inflorescéncias, flores e frutos de cada espécie,
tendo como base a terminologia proposta por RADFORD et al. (1974) a partir
das analises. As ilustracfes botanicas foram confeccionadas pelo especialista
Reinaldo Anténio Pinto, colaborador do Herbario da Universidade Federal de
Vicosa (Herbario VIC).

Para as andlises anatdmicas, foram utilizadas seccdes transversais,
obtidas com corte a mao livre e com o auxilio de Iamina de aco, da regido
mediana da raiz, do caule e da folha. As seccdes foram clarificadas em
hipoclorito sodico a 2%, com posterior lavagem tripla em agua destilada e em
seguida, coradas com azul de Astra e fucsina basica (ROESER, 1962). Apos
esse processo, foram confeccionadas laminas histolégicas permanentes
(KAISER, 1880).

A andlise da epiderme foliar foi realizada através de seccles
paradérmicas da superficie adaxial e abaxial e dissociadas pelo método de
Jeffrey (KRAUS & ARDUIM, 1997) modificado, onde, armazenou-se porcdes
foliares nas dimensdes de 1 cm? em microtubos com peréxido de hidrogénio
(volume 30) e acido acético glacial na proporcao de 1:1, acondicionados em
estufa a 65° C por 24 horas. Apds esse periodo as amostras passaram por
lavagem em agua destilada e posteriormente separadas as superficies
epidérmicas, com auxilio de um pincel. Ambas as faces da epiderme, coradas
com fucsina basica (ROESER, 1962) proporcionaram a montagem das laminas

histoldgicas.
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As laminas contendo as secg¢0es transversais, como as com porgoes
paradérmicas foram analisadas em microscépio fotdnico trinocular Leica ®
ICC50 acoplado a um computador, obtendo-se fotomicrografias com auxilio do
software LAZ EZ 1.7.0.

RESULTADOS
Caracterizacao Morfologica das espécies
Eumachia guianensis (Bremek.) Delprete & J.H. Kirkbr (Figs. 2A-D).

Subarbusto, 60 cm altura; ramos jovens glabrescentes, internés
achatados com uma elevacao longitudinal fina em cada lado do ramo; ramos
velhos cilindricos, cobertos por uma camada fina de casca. Estipulas unidas
em torno do caule, puberulentas a glabrescentes, quando persistentes nos
ramos velhos, endurecidas e esfareladas, truncadas, 0,8-1,3 mm compr., 1
|6bulo em cada lado, triangular, 0,1-0,5 mm compr. Folhas opostas, disticas,
elipticas, 9,7-15,6 x 3,2-6,5 cm, apice acuminado, as vezes acuminado-falcado,
base cuneada a aguda, glabras; nervuras secundarias do tipo craspedddroma
com 6-11 pares, domaceas ausentes, peciolo 4-7 mm de compr. Inflorescéncia
terminal, capituliforme 1-2 por axila, esbranquicada; pedunculo 2,2-3,3 cm
compr., puberulento; bracteas 0,4-0,6 mm compr., triangulares a lanceoladas;
Flores sésseis, pentameras, hipanto turbinado, 5-8 mm compr., puberulento;
célice 2-3 mm compr., puberulento, apice dos lobulos obtuso a arredondado;
tubo da corola 1-1,2 mm compr., l6bulos 2 mm compr., apice cuspidado;
estames exsertos, filetes 0,8-0,9 mm compr., anteras 0,7-0,8 mm compr.,
estreitamente oblongas; estigma 0,2 mm., bifido; nectario 0,8-1,0 mm compr.
Frutos drupéaceos, 0,9 x 0,9 cm, amplamente ovados, vermelhos quando
maduros, glabros, pirénios 2, plano-convexos, dorsalmente com 4-5 sulcos,

ventralmente liso.

Material examinado: BRASIL. MATO GR0OSSO: Alta Floresta, Reserva
Particular do Patrimb6nio Nacional Cristalino, 28/11/2018. ROCHA, V.A.P.
(HERBAM 20429).
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Eumachia inconspicua (C.M.Taylor) C.M.Taylor & Razafim (Figs. 2E-H).

Arbusto, ca. 70 cm altura; ramos jovens glabrescentes, internos
achatados com uma elevacao longitudinal fina em cada lado do ramo; ramos
velhos cilindricos, cobertos por uma camada fina de casca. Estipulas
inconspicuas, unidas ao redor do caule, glabrescentes, quando persistentes
nos ramos velhos, endurecidas e esfareladas, truncadas, 2 mm de compr., 1
|6bulo em cada lado, levemente triangular, menores que 1 mm compr. Folhas
opostas, elipticas a lanceoladas, 5,7-11,5 x 1.6-4,5 cm, apice acuminado as
vezes acuminado-falcado, base cuneada a aguda, glabras; nervuras
secundarias do tipo craspeddédroma, 7-14 pares, domaceas ausentes; peciolo
1-8 mm de compr., marginado. Inflorescéncia terminal, capituliforme, 1-2 por
axila, esverdeada; pedunculo 0,7-1,0 cm compr., glabro; bracteas nao vistas;
flores sésseis, pentameras, hipanto turbinado, 0,5-1 mm compr., esparsamente
puberulento; calice 0,5-0,8 mm compr., glabro, apice dos l6bulos obtuso; tubo
da corola 1,8-2,1 mm compr., tricomas com 1 mm compr. no apice, I6bulos 1,8-
2 mm compr., apice agudo; estames exsertos, filetes 0,2-0,3 mm compr.,
anteras 0,6 mm compr., estreitamente oblongas; estigma 0,2 mm compr.,
bifido; nectario 0,8-1,1 mm compr. Frutos drupaceos, 4.5-5 mm diam.,
globosos, glabros, verdes quando imaturos, glabros, pirénios 2, plano-

convexos, dorsalmente com 4-5 sulcos, ventralmente liso.

Material examinado: BRASIL. MATO GROSSO. Alta Floresta, Sitio Ecoldgico
da Paineira, zona rural, 26/10/2018, ROCHA, V.A.P. (HERBAM 23216).

Eumachia kappleri (Miq.) Delprete & J.H. Kirkbr (Figs. 2I-M).

Arbusto, 50-70 cm altura; ramos jovens glabrescentes, internés
levemente achatados; ramos velhos cilindricos, glabrescentes. Estipulas
inconspicuas unidas em torno do caule, puberulentas a glabrescentes, quando
persistentes nos ramos velhos, caindo em fragmentos truncados, 2,5-2,8 mm
compr., com 1 I6bulo em cada lado, triangular, 0.8- 1,6 mm de compr. Folhas
opostas, disticas, elipticas, 5,6-12,2 x 2-5,2 cm, 4pice acuminado as vezes

acuminado-falcado, base cuneada a aguda, glabras; nervuras secundarias do

25



tipo craspedddroma, 10-12 pares, domaceas ausentes; peciolo 3-9 mm de
compr., marginado. Inflorescéncia terminal, capituliforme, 1 por axila,
esbranquicada; pedunculo 1,8-3 mm compr., glabro; bracteas néo vistas; flores
sésseis, pentameras, hipanto, 0,4 mm compr., glabro; calice 1,5 mm compr.,
glabro com l6bulos vilosos, apice dos l6bulos obtuso; tubo da corola 3 mm
compr., tricomas com 0,4 mm compr. no apice, I6bulos 1,1 mm compr., 4pice
agudo; estames exsertos, filetes 0,2 mm compr., antera 0,8 mm compr.,
estreitamente eliptica; estigma, 0,8 mm, bifido; nectario 1 mm compr. Frutos
drupéceos, 0,6-0,7 x 0,4 cm, ovados, verdes quando imaturos, sulcados,
glabros; pirénios 2, plano-convexos, dorsalmente com 4-5 sulcos, ventralmente

liso.

Material examinado: BRASIL. MATO GRO0SSO. Alta Floresta, Reserva
Particular do Patrimonio Nacional Cristalino e Reserva do Floresta Amazoénica
Hotel Resort, 28/11/2018, ROCHA, V.A.P. (HERBAM 20592).
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Figura 2. Eumachia guianensis: A- folha, B- estipulas, C- inflorescéncia, D- flor.
E. inconspicua: E- folha, F- estipula, G- inflorescéncia, H- flor. E. kappleri: I-
folha, J- estipula endurecida, K-estipula jovem, L- inflorescéncia, M- flor.
llustracdo: Reinaldo A. Pinto.
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Anatomia

As trés espécies descritas possuem crescimento radicular secundario.
Em secc¢les transversais da raiz apresentou de quatro a sete camadas de
felogénio. O sistema vascular de Eumachia guianensis e E. kappleri possui
varias camadas de fibras (Figs. 3A, 3B, 3E, 3F), enquanto para E. inconspicua,

nessa regido nota-se, além de fibras, metaxilema e protoxilema (Figs. 3C, 3D).

g

Figura 3: Seccao transversal da raiz de Eumachia guianensis, E. inconspicua e
E. kappleri (A, C e E, respectivamente). Detalhes da raiz de Eumachia
guianensis, E. inconspicua e E. kappleri (B, D e F, respectivamente). Barras: A-
600 pm; B- 300 pm; C- 200 um; D- 50 um; E- 100 pum; F- 50 pum.
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Em seccdes transversais, o caule das espécies possui formato ovalado,
com epiderme uniestratificada (Fig. 4A-F); com duas projec¢0es laterais, uma de
cada lado (Figs. 4A-D); exceto em Eumachia kappleri que € inteiramente
ovalado (Figs. 4E, 4F). Notamos ainda que E. guianensis apresenta o caule
circundado por tricomas tectores (Figs. 4A, 4B).

O caule de Eumachia guianensis e E. kappleri apresenta estrutura
primaria onde distinguem-se a regido cortical, os feixes vasculares e a medula
parenquimatica (Figs. 4A, 4B, 4E, 4F). J4 E. inconspicua apresenta inicio de
crescimento secundério onde, subjacente as células epidérmicas (que ainda
nao foram eliminadas), ocorre cerca de seis camadas de parénquima, seguidas
de duas camadas de felogénio e sete camadas de parénquima cortical (Figs.
4C, 4D). Outra caracteristica notavel em E. inconspicua que ndo compartilha
com as demais espécies, € a presenca de uma faixa fibrosa que circunda todo
o cilindro vascular (Figs. 4C, 4D). O cilindro vascular para as trés espécies
possui formato circular, com feixe vascular colateral e com medula

parenquimatica (Figs. 4A, 4F).
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Figura 7: Seccgbes transversais do caule de Eumachia guianensis, E.
inconspicua e E. kappleri (A, C e E, respectivamente). Detalhes do caule de
Eumachia guianensis, E. inconspicua e E. kappleri (B, D e F, respectivamente).
Barras: 200 um.
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As folhas de Eumachia guianensis, E. inconspicua e E. kappleri, em vista
frontal, apresentam células epidérmicas de paredes retas (Figs. 5A, 5C e 5E).

As espécies sao hipoestométicas, sendo os estbmatos do tipo paraciticos com

células-guarda de formato reniforme (Figs. 5B, 5D e 5F, respectivamente).

Figura 5: Células epidérmicas adaxiais e abaxiais, respectivamente em
Eumachia guianensis (A, B); E. inconspicua (C, D) e E. kappleri (E, F). Barras
50 pm.

As trés espécies apresentam epiderme uniestratificada com cuticula
delgada e, quando vistas transversalmente, as células epidérmicas da face
adaxial sdo retangulares ou cubicas, enquanto as da face abaxial apresentam
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formas variadas com angulos menos definidos, até forma ovalada (Figs. 6G, 6H
e 6l)

Das trés espécies estudadas, apenas em Eumachia guianensis foi
notada presenca de tricomas no peciolo e nervura central, do tipo tector (Figs.
6A, 6D).

Na regido da nervura central, o parénquima de preenchimento ocupa um
espaco formado por dez camadas seguidas por um feixe de fibras contornando
todo o feixe vascular, que é colateral em formato céncavo-convexo com face
abaxial proeminente. Encontrou-se também, feixes acessérios anexos a face
adaxial do feixe vascular das trés espeécies (Figs. 6D-F).

Todas as espécies apresentam mesofilo com disposicdo dorsiventral,
com 1-6 camadas de parénquima palicadico e em média cinco camadas de
parénquima lacunoso, ocupando cerca de % do mesofilo com espacos
intercelulares.

O peciolo de Eumachia guianensis e E. inconspicua possui contorno
plano-convexo, enquanto E. kappleri possui contorno circular; no entanto, as
trés espécies possuem projecOes nas laterais adaxiais (Figs. 6A, 6C). Nas
camadas subepidérmicas do peciolo, existem normalmente oito camadas de
coléngquima, sendo angular para E. guianensis e E. inconspicua (Figs. 6A, 6B) e
anelar para E. kappleri (Fig. 6C). As trés espécies apresentam cerca de dez
camadas de parénquima de preenchimento seguidas por feixe vascular do tipo
arco aberto (Figs. 6A, 6C) sendo que, E. guianensis e E. inconspicua possuem

cerca de dois feixes acessorios em cada extremidade do feixe principal.
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Figura 8: Peciolo, nervura central e mesofilo das espécies Eumachia
guianensis (A, D e G, respectivamente); E. inconspicua (B, E e H,
respectivamente); E. kappleri (C, F e |, respectivamente). Barras: A; B; C; D; E;
F: 200 um; G; H; I: 50 pm.

DISCUSSAO

As caracteristicas morfoanatdmicas observadas em Eumachia
guianensis, E. inconspicua e E. kappleri, tais como: folhas simples, opostas,
hipoestoméaticas, com epiderme uniestratificada, estdmatos paraciticos, células-
guarda reniformes, organizacdo do sistema vascular da nervura principal em
arco e presenca de feixes acessorios, mostram que a organizacdo reflete as
caracteristicas de Rubiaceae citadas por Metcalfe & Chalk (1979); Robbrecht
(1988) e Zini et al. (2016).

Rubiaceae € uma das familias mais complexas do ponto de vista
taxonémico, fato comprovado pelas inumeras altera¢cdes ocorrentes ao longo

dos anos na sua organizacao interna (BALDIN et al., 2016). Apesar das
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numerosas pesquisas correlatas a familia a interpretacdo e delimitacdo das
diferentes espécies ainda esta longe de consenso, pois a falta de caracteres
morfolégicos e anatdmicos limita a definicdo de grupos (Moraes et al., 2011); o
método anatdbmico mostra-se especialmente relevante no caso de individuos

desprovidos de 6rgédos reprodutivos (BALDIN et al., 2016)

Subscrevendo Andersson (2001), Eumachia ndo possui uma morfologia
de facil diagnéstico. Somado a isso, as caracteristicas descritas por Taylor et
al., (2017) néo sé&o suficientes ou ndo satisfazem uma classificacdo clara do
género, uma vez que habito lenhoso, como um arbusto ou as vezes pequena
arvore, inflorescéncias terminais, flores pentdmeras que sdo geralmente
distilicas, séo caracteristicas gerais para a familia e tribo Palicoureeae.
Diferente do proposto por MENDOZA et al., (2004), onde a principal distincao
do género Palicourea € a presenca de um anel de tricomas no interior do tubo
da corola (pode ser pubescente na base ou em direcdo ao apice, mas néo
apresenta um anel definido), essa caracteristica também foi encontrada em E.

inconspicua e E. kappleri neste estudo.

De todas as caracteristicas estudadas nas trés espécies, se diferem
morfologicamente somente E. kappleri e E. inconspicua, pois possuem um anel
de tricomas no tubo da corola, caracteristica também encontrada para outras
espécies da familia como: Isertia rosea autor, Warszewiczia schwackei autor,
Pagamea macrophylla autor, assim como para os géneros Palicourea Aubl.,
Psychotria L. (TAYLOR et al., 2007) e Mitracarpus autor (SOUZA et al., 2010).

Com referéncia ao caule e raiz, ha poucos estudos na literatura que
relatam caracteres anatdomicos de espécies de Rubiaceae, no entanto, as
espécies em questdo assemelham-se ao que é descrito para caule de Genipa
americana L., como, felogénio localizado nas camadas subepidérmicas,
colénquima anelar e um cilindro floematico externo ao de xilema (ERBANO &
DUARTE, 2010) e raiz de Psychotria ipecacuanha que apresenta cértex bem
desenvolvido e fibras (ASSIS & GIULIETTI, 1999), tais caracteristicas séo
descritas por Metcalfe & Chalk (1950), como sendo comumente compartilhadas

por varias espécies da familia.
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As paredes das células epidérmicas podem ser retas ou sinuosas
(METCALFE & CHALK, 1950). No caso desse estudo, as espécies
apresentaram paredes retas e delgadas. A espessura das células epidérmicas
pode variar em relacdo a intensidade da luz, uma vez que folhas de sol
apresentam maior espessura de parede em comparacao as folhas de sombra
(SIMIONI et al., 2016). Mesofilo com configuracédo dorsiventral é descrito para
diversas espécies da familia e € tipicamente encontrado em espécies
mesdfitas; por varios autores (e.g., METCALFE & CHALK, 1950; QUINTEIRO
et al., 2006; ALEXANDRINO et al., 2011; GAVILANES et al., 2016; CAMPBELL
et al., 2018).

O peciolo das espécies estudadas apresentou varia¢gées no contorno, de
plano-convexo a circular; a diversidade de contorno do peciolo é uma variavel
importante para a segregacao de espécies (MORAES, 2017). Além do contorno
do peciolo, 0o seu sistema vascular € uma caracteristica distinta bastante

utilizada na taxonomia.

A forma do feixe principal observada no peciolo das trés espécies é
comum em outras rubidceas. Coussarea graciliflora Benth. & Hook (TAVARES
& VIEIRA, 1994), Rudgea macrophylla Benth. (MANTOVANI et al., 1995)
igualmente, possuem feixe central em forma de arco com extremidades
fortemente encurvadas. Ja o padrdo de vascularizacdo do tipo arco aberto
correspondente para as trés espécies, se manteve para a familia (METCALFE
& CHALK, 1950), da mesma maneira que a presenca de um feixe central e dois
feixes acessorios, pois Rubiaceae, comumente é composta por um feixe
vascular central, acompanhado lateralmente por feixes acessorios (MARTINEZ-
CABRERA et al., 2009; ZINI et al., 2016), tanto no peciolo quanto na nervura
central, contudo, nesse estudo, os feixes acessorios sdo mais evidentes em

Eumachia guianensis e E. inconspicua.

As estruturas morfologicas e anatdbmicas das espécies de Eumachia
estudadas estdo em concordancia com as caracteristicas gerais de Rubiaceae.
Entretanto, distingue-se de outros géneros como Psychotria que apresenta
epiderme da face adaxial contendo uma drusa por célula e domacias

infundibuliformes (QUINTEIRO et al., 2016). Assim como a auséncia de rafides
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chama a atencao, pois Taylor et al., (2017) descrevem rafides como caractere
diagnéstico para Eumachia, e em Palicourea rigida por Gavilanes (2016), o que
leva a acreditar que essa caracteristica seja comum na familia e ndo restrita ao

género.

CONCLUSAO

As caracteristicas observadas nesse estudo estdo relacionadas as
espécies mesobfitas e ndo estdo restritas somente ao género Eumachia. No
geral, as trés espécies compartiiham caracteres morfoanatdmicos que sao
comumente descritos para Rubiaceae, como folhas simples, opostas,
hipoestomaticas, estdmatos do tipo paracitico, mesofilo dorsiventral e feixes
acessorios.

Em face das caracteristicas morfologicas analisadas, € possivel dizer
gue Eumachia inconspicua e E. kappleri se diferem de E. guianensis apenas
pelo anel de tricomas presente no tubo da corola, sendo este, ainda mais
evidente em E. kappleri, no entanto, ndo é possivel afirmar que este caractere
seja diagnostico para o género, para isso faz-se necessario estudos mais

aprofundados em taxonomia.
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3.2. RESPOSTAS ANATOMICAS DE Eumachia kappleri EM TRES AREAS
DA AMAZONIA MATO-GROSSENSE
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RESUMO

Eumachia DC. é um género de Rubiaceae que recentemente teve sua
circunscricdo ampliada devido a estudos baseados em dados moleculares e
distribuicdo geogréafica. Rubiaceae, representanda por 13.235 espécies
distribuidas em 614 géneros € uma das maiores familias de Angiospermas.
Diante dessa grande diversidade e presenca em diferentes estratos
vegetacionais, espécies da familia Rubiaceae possuem grande importancia
para estudos relacionados a ecologia, conservacao e preservacao em regides
tropicais. A anatomia ecolégica pode ser uma abordagem (til para
compreender as mudancas estruturais e entender 0s processos de colonizacao
e sobrevivéncia de espécies. O objetivo deste estudo foi comparar a anatomia
foliar de Eumachia kappleri (Mig.) Delprete & J.H. Kirkbr., ocorrente em trés
diferentes éareas, buscando identificar caracteres-chave que mostrem
estratégias adaptativas em seus ambientes naturais. Os individuos foram
coletados em trés areas inseridas em uma regido onde ocorrem duas estacdes
climaticas definidas. Para o estudo dos caracteres anatdmicos, em cada area
foram identificados trés individuos e, destes, coletadas cinco folhas adultas,
antes totalmente expostas ao sol, que foram fixadas em FAAs por 48 horas e
depois conservadas em etanol 70%. Posteriormente, com técnicas usuais em
anatomia vegetal e com uso de laminas de aco, foram obtidas seccbes
transversais e procedeu-se a dissociacdo de epidermes. Laminas histologicas
semi-permanentes foram montadas, para visualizacdo e registro fotografico em
fotomicroscopio fotbnico trinocular acoplado a um computador. Para o estudo
guantitativo serviram onze atributos anatébmicos, analisados com o auxilio do
software de andlise de imagem. Apds normalizar os dados necessarios, uma
matriz de correlacdo foi construida e posteriormente uma MANOVA foi
realizada. Apoés identificar quais variaveis colaboraram para a significancia da
MANOVA, foi aplicado o teste de Tukey. Através da MANOVA foi possivel
identificar diferenca significativa entre as areas. Na maioria das variaveis
morfoanatdbmicas os individuos da area Reserva FA (Reserva do Floresta
Amazobnica Hotel Resort) apresentaram medidas significativamente maiores

gue as outras duas areas. A andlise da anatomia foliar mostrou que E. kappleri
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apresenta caracteristicas anatdbmicas que séo consideradas comuns a familia,
porém quando comparadas em ambientes distintos, diferem em alguns
aspectos. Conclui-se que algumas das variagbes anatdmicas entre as
amostras analisadas como espessura de epiderme e mesofilo favorecem a
aclimatacdo da espécie as clareiras florestais, tornando-a bem ajustada em
ambientes abertos.

Palavras-chave: Adaptacao; Eumachia; caracteres anatdbmicos; plasticidade.

ABSTRACT

Eumachia DC. is a genus from Rubiaceae that, recently, had its circumscription
enlarged due to studies based on molecular data and geographic distribution.
Rubiaceae is one of the largest families of Angiosperms, and it is represented
by thirteen thousand two hundred and thirty-five species, distributed in six
hundred and fourteen genera. Because of their great diversity and presence in
different vegetative strata, species of the Rubiaceae family are of great
importance for studies related to ecology, conservation and preservation in
tropical regions. Ecological anatomy may be a useful approach to the
understanding of the structural changes and the species colonization and
survival processes. The aim of this study was to compare the foliar anatomy of
the Eumachia kappleri (Mig.) Delprete & J.H. Kirkbr., which occurrs in three
different areas, seeking to identify key characters that might present adaptive
strategies in their natural environments. The individuals were collected in three
areas inserted in a region where two defined climatic seasons occur. For the
study of the anatomical characters, in each area three individuals were
identified and, from them, five adult leaves, previously totally exposed to the
sun, were collected, and fixed in FAA50 for forty-eight hours, and then
conserved in ethanol 70%. Subsequently, with the usual techniques in plant
anatomy and with the aid of steel blades, transverse sections were obtained,
and then the dissociation of the epidermis was carried out. For visualization and
photographic recording, semi-permanent histological slides were assembled,
and a trinocular photomicroscope coupled to a computer was used for that. For
the quantitative study, eleven anatomical attributes were considered and

analyzed with the aid of an image analysis software. After normalizing the
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required data, a correlation matrix was constructed and, subsequently, a
MANOVA was performed. After identifying the variables that contributed to the
significance of the MANOVA, the Tukey test was applied. Through the
MANOVA it was possible to identify a significant difference between the areas.
In most of the morpho-anatomical variables, the individuals from the reserve
area FA (Amazon Forest Reserve Hotel Resort) presented significantly larger
measures than the other from the two areas. The analysis of the foliar anatomy
showed that E. kappleri presents anatomical characteristics that are considered
common to the family, however, when compared in different environments, they
differ in some aspects. It is concluded that some of the anatomical variations
between the analyzed samples, such as the thickness of the epidermis and
mesophyll, favor the acclimatization of the species to the forest clearings,

making it well-adjusted in open environments.

Keywords: Adaptation; Eumachia; Anatomical characters; Plasticity.

INTRODUCAO

Eumachia DC. € um género da familia Rubiaceae composto por 83
espécies com distribuicdo pantropical que recentemente teve sua circunscricao
ampliada devido a estudos baseados em dados moleculares (ANDERSSON &
ROVA, 1999; NEPOKROEFF et al.,, 1999; ANDERSSON, 2001), portanto,
atualmente o género consiste principalmente de espécies que foram removidas
dos géneros Margaritopsis C. Wright e Psychotria L. (ANDERSSON, 2001).
Eumachia é formado por espécies arbustivas de aproximadamente 1 m de
altura, que ocorrem comumente no sub-bosque de Florestas Ombrofilas.

As folhas de Rubiaceae, sdo caracterizadas anatomicamente por
mesofilo dorsiventral, s&do hipostomaticas com estbmatos paraciticos,
organizacao do sistema vascular do peciolo e da nervura principal em arco e
presenca de feixes acessoérios (METCALFE & CHALK 1979; MORAES et al.,
2011; ZINI et al., 2016). Porém, sabe-se que variacdes na estrutura das plantas
como resposta funcional as pressfes ambientais sdo particularmente mais
expressivas na morfologia e anatomia foliar (e.g. aumento da intensidade
luminosa, aumento da densidade estomatica) (CAO, 2000; CABRAL et al.,

2018).
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Espécies da familia como as dos géneros Genipa L. e Psychotria L.,
podem ter grande capacidade de apresentar diferencas fenotipicas e alta
capacidade de adaptacdo a ambientes de sol e sombra, o que pode
proporcionar vantagem competitiva em ecossistemas dinamicos e perturbados
(CAMPBELL et al., 2018). Essa plasticidade morfologica implica uma
capacidade eficiente para da planta a aquisicdo de recursos, ja a maior
plasticidade fisiol6gica esta relacionada a uma maior capacidade de explorar
ambientes de alta luminosidade (RABELO et al., 2013).

A anatomia ecologica pode ser uma abordagem util para compreender
as mudancas estruturais e entender 0s processos de colonizagdo e
sobrevivéncia de espécies, apontando adaptacdes relacionadas ao ambiente,
pois 0 conhecimento da estrutura interna da planta indica e explica sua
adaptacao a determinado ambiente (ZINI et al., 2016; GAVILANES et al., 2016;
DA SILVA & DE MELO JUNIOR, 2017; DARDENGO et al., 2017).

Neste contexto, este estudo teve como objetivo comparar a anatomia
foliar de Eumachia kappleri (Mig.) Delprete & J.H. Kirkbr., uma espécie de sub-
bosque, ocorrente em trés diferentes areas da Amazbdnia mato-grossense,
buscando identificar caracteres-chave que mostrem estratégias adaptativas em
seus ambientes naturais. Apresenta-se a hipotese de que ocorra influéncia do
espaco ou de fatores ambientais sobre as caracteristicas anatdmicas das

populacdes, com diferenca entre individuos de areas distintas.

MATERIAL E METODOS
Areas estudadas

As areas de estudo estdo inseridas em uma regido onde ocorrem duas
estacdes climaticas definidas, uma chuvosa de outubro a abril e uma de
estiagem de maio a setembro, com precipitacdo média anual de 2.232 mm e
temperatura média anual de 26-27°C (DUBREUIL et al., 2012). Os individuos
coletados foram encontrados préximos a clareiras ou aberturas de trilhas nas

trés areas (Fig. 1).
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Cristalino Lodge

Figura 1: Areas de coleta. A- Estado de Mato Grosso, municipio de Alta
Floresta em vermelho; municipio de Novo Mundo em Azul. B- Reserva do
Floresta Amazobnica Hotel Resort — Reserva FA; C- Parque C-E; D- Reserva
Particular do Patriménio Natural - RPPN Mirante da Serra.

A primeira area, denominada Reserva do Floresta Amazbnica Hotel
Resort (Reserva FA), esta situada no perimetro urbano do municipio de Alta
Floresta- Mato Grosso, sob as coordenadas 9°52'44.6"S e 56°05'57.3"W. A
area abrange cerca de 50 hectares de Floresta Ombrofila Densa (EMBRAPA,
2018) com perturbacdo antrépica média (Fig. 1 B). Os individuos coletados
estdo a aproximadamente 500 metros de distancia do curso d’agua existente
no local.

A segunda area de estudo, um pargue municipal também localizado no
perimetro urbano da cidade de Alta Floresta, denominado Parque C-E (S 09°
52’ 38.07” W 056° 05’ 29.75”, possui 13 hectares de Floresta Ombrdfila Densa
(EMBRAPA, 2018), com alto grau de perturbacdo (Fig. 1C). Nessa area 0s
individuos foram coletados a aproximadamente 50 metros do curso d’agua.

J4 a terceira 4rea € uma Reserva Particular do Patriménio Natural

(RPPN) Mirante da Serra, localizada no municipio de Novo Mundo e sob as
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coordenadas 09°35'11"S, 55°55'10"W (Fig. 1D). Essa area juntamente com
outras trés unidades de preservacgao, totalizam cerca de 6.500 hectares de
vegetacdo com pouca/nenhuma perturbacdo antrépica (RPPN’s Cristalino)
(FUNDACAO ECOLOGICA CRISTALINO, 2018). A coleta foi realizada a cerca
de 300 metros de distancia do rio Cristalino, em um ambiente amido, com
pouca influéncia visivel de seca e sem inunda¢gBes na estacdo chuvosa
(SASAKI et al.,, 2010). A vegetacdo predominante é de Floresta Ombrdfila
Densa Submontana e Floresta Estacional Semidecidual (IBGE, 2012; SEMA,
2010).

Coleta de dados
Para o estudo dos caracteres anatbmicos de Eumachia kappleri as

coletas foram realizadas entre marco e abril de 2018. Em cada area, trés
individuos foram identificados, e destes, retiradas cinco folhas adultas que
estavam totalmente expostas ao sol. As folhas foram fixadas em FAAso por 48
horas e depois conservadas em etanol 70% (JOHANSEN, 1940). Além das
amostras utilizadas para estudo anatdmico, outras amostras formaram material
gue foi depositado no Herbario da Amazénia Meridional (HERBAM), sob o
voucher HERBAM 20592.

Anatomia Foliar
Para andlise anatdbmica se prestaram técnicas usuais em anatomia

vegetal e cortes a mao livre, com uso de laminas de aco. Assim, foram obtidas
seccles transversais da regido mediana da folha. As seccbes passaram por
clarificacdo em hipoclorito de sédio a 2% e posteriormente por tripla lavagem
com agua destilada. Em seguida, coradas com azul de Astra e fucsina basica
(KRAUS & ARDUIN, 1997). Laminas histolégicas semi-permanentes foram
montadas, para visualizacao e registro fotografico em fotomicroscopio foténico
trinocular Leica® ICC50, acoplado a um computador e com auxilio do software
LAZ EZ 1.7.0.

A dissociacdo epidérmica se deu através do método de Jeffrey
modificado (KRAUS & ARDUIN, 1997), onde porcdes foliares de
aproximadamente 1 cm? foram inseridas em microtubos com solucéo formada
por peroxido de hidrogénio (Volume 30) e acido acético glacial na propor¢céo de
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1:1, mantidas em estufa a 65°C por aproximadamente 12 horas, para
isolamento das epidermes. Apds esse periodo, as amostras passaram por
lavagem em agua destilada e, com o auxilio de um pincel, separadas as duas
superficies epidérmicas que foram coradas com safranina para montagem das
laminas histologicas. Os atributos anatdbmicos das seccbes transversais e
paradérmicas foram medidos com auxilio do software de analise de imagem
Anati Quanti (AGUIAR et al., 2007).

Anadlise de Dados
Inicialmente testaram-se 0s pressupostos de normalidade e

homocedasticidade usando o software PAST (Paleontological Statistics),
versao 3.15 (HAMMER et al., 2001). A partir da transformacéo dos valores dos
atributos anatdbmicas antes nédo-normais (Tabela 1), utilizou-se o software R v.
3.4.3 (R CORE TEAM, 2017) para os testes estatisticos. Uma matriz de
correlacdo foi construida para testar as correlacbes entre as variaveis
dependentes usando a funcédo cor() do pacote stats (R CORE TEAM, 2017),
sendo consideradas correlacionadas variaveis com valor de correlagdo acima
de |0,70| e eliminada uma delas para testes posteriores; para eliminacdo usou-
se como critério a variavel com maior sentido biolégico para as hipoteses

testadas.

Tabela 1. Atributos anatéomicos foliares, suas definicbes e transformacdes
necessarias para teste estatistico.

Variavel anatémica Definicao Transformacéo
de dados

EAD (um) Espessura de epiderme adaxial ~  -----

EAB (um) Espessura de epiderme abaxial Log 10

EPa (um) Espe'ss.ura do parénquima Box-cox
palicadico

Ela (um) :Espessura do parénquima Box-cox
acunoso

EMe (um) Espessura do mesofilo Log 10

EFNC (um) Espessura do feixe vascular da Wy
nervura central

Dest (estobmatos um %) Densidade estomatica Log 10

IE indice estomatico -

MEE (um) Medida equatorial do estbmato ~  -----

MPE (um) Medida polar do estbmato -

AO (um) Abertura do ostioo -
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Seguidamente, testou-se o valor de inflagdo das variaveis (VIF) através
da funcéo vif() do pacote car (FOX & WISBERG, 2011) e constatamos que nao

haviam variaveis inflando o modelo (VIF < 10).

Uma MANOVA foi realizada (Multivariate Analysis of Variance) com os
atributos anatdbmicos remanescentes para detectar possivel diferenca entre as
trés &reas utilizando a fungdo manova (cbind()) do pacote dplyr (WICKHAM et
al., 2018). Apos identificar quais variaveis colaboraram para a significancia da
MANOVA com a funcdo summary.aov() realizamos um teste post-hoc de Tukey
através da funcédo TukeyHSD() do pacote stats (R CORE TEAM, 2017).

Para todos os atributos anatdbmicos calculamos médias e desvio-
padrdo usando a funcdo summaryBy() do pacote doBy (HBJSGAARD et al.,
2010). De posse dos dados morfoanatémicos foliares, organizamos uma tabela
com a media das variaveis acompanhadas do desvio padrédo de Eumachia

kappleri provenientes das trés areas de vegetacao nativa.

RESULTADOS

Mediante a matriz de correlacao, foi possivel identificar dois atributos a

serem descartados (Tabela 2).

Tabela 2: Matriz de correlacdo de Pearson entre os atributos anatdmico de
amostras de Eumachia kappleri provenientes de trés areas de vegetacao
natural na Amazonia mato-grossense. Definicdo das siglas na tabela 1.

Ead Eab Epa Ela Eme EFNC Dest IE MEE MPE AO

Ead 0,41 0,64 05 057 0,31 -0,24 0,04 -0,12 0,05 0,15
Eab 0,47 0,47 053 038 -0,1 0,14 -0,23 -0,01 O,1
Epa 0,51 o066 0,34 -0,27 0,07 -0,12 0,19 -0,03
Ela 09 0,44 -0,13 0,1 -0,04 0,11 0,23
Eme 0,49 -0,25 0,11 -0,04 0,24 0,21
EFNC -0,15 0,11 -0,05 0,14 -0,09
Dest 0,79 0,06 -0,06 0,01
IE 0,12 0,2 0,09
MEE 0,6 0,36
MPE 0,38
AO

*Valores superiores a |0,7| sdo considerados altamente correlacionados (em negrito).
Através da MANOVA foi possivel identificar diferenca significativa entre
as areas (F = 10,91; p < 0,001), e a comparagdo dos caracteres anatdmicos
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revelaram variagfes consideraveis entre os individuos analisados. Na maioria
das variaveis morfoanatébmicas os individuos da Reserva FA apresentaram
medidas significativamente maiores que as outras duas éareas (Tabela 3).
Entretanto, o indice de plasticidade se mostrou baixo (média 0,27), sendo a
Dest, a variavel com maior valor de plasticidade.

Tabela 3: Valores médios dos atributos anatébmicos foliares mensurados em
Eumachia kappleri ocorrente em Floresta Ombréfila Densa Submontana e
Floresta Estacional Semidecidual na Amaz6nia mato-grossense, Brasil.

VARIAVEL Reserva FA RPPN Parque C_E IPF
EAD 37,42+ 4,29 a 32,51+3,60Db 29,30+ 7,70 b 0,24
EAB 38,36 + 7,62 a 31,33+3,19b 28,99 +556 b 0,27
EPA 40,71+ 4,67 a 36,66 +4,34 b 29,52 +7,60c 0,29
ELA 148,49 + 31,48 a 90,48 + 16,85 b 92,71+22,17 Db 0,38

EME"™ 189,21 + 22,17 127,15+ 22,17 122,24 + 44,35 0,32
EFNC 546,68 + 141,38 a 440,63 £ 102,83 b 414,79 £ 59,05 b 0,20
DEST ™ 87,66 + 19,79 86,74 + 15,91 92,85 + 20,38 0,40
IE 11,50+ 2,16 a 10,69+1,90b 9,99 + 2,32 0,32
MEE 29,60+ 3,51 a 30,80 +3,94 a 29,98 + 4,08 a 0,18
MPE 18,59+ 242 a 18,72+ 2,14 a 16,64 +2,15b 0,10
AO 4,72+ 1,06 a 3,64 +0,94 b 4,314 +0,81 a 0,28

Valor médio 0,27

*Definicdo das siglas na tabela 1. Letras diferentes na linha indicam diferenca significativa entre

ambientes (p < 0,01) pelo teste de Tukey. ns: Nao significativo, IPF: indice de plasticidade
fenotipica, médias e desvio-padréo (z).

A analise da anatomia foliar mostrou que, em vista frontal, Eumachia
(Fig. 2A); e

hipoestomética, sendo os estdmatos do tipo paracitico no mesmo nivel das

kappleri possui células epidérmicas de paredes retas,
demais células epidérmicas adjacentes e possui células-guarda de formato
reniforme (Fig. 2B). Em seccdes transversais, a epiderme € uniestratificada
com paredes e cuticula delgadas (Figs. 2C-E). A espessura de ambas as faces
da epiderme foi maior para individuos de Reserva FA (Fig. 2C).

O mesofilo, com aspecto dorsiventral, possui de uma a duas camadas
de parénquima palicadico e em média cinco camadas de parénquima lacunoso
com espacos intercelulares inconspicuos (Figs. 2A-C). Foi clara a diferenca na

espessura dos parénquimas do mesofilo da espécie entre as areas (Figs. 2C-
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E). Desta maneira, também foi observado que a maior espessura do mesofilo
para a espécie ocorrente foi na Reserva FA (Fig. 2C).

Em relacdo ao feixe vascular, na nervura central a espécie possuiu feixe
do tipo colateral em formato concavo-convexo com face abaxial proeminente
(Figs. 2F-H). Nota-se a presenca de tricomas tectores nos individuos
ocorrentes no Parque C-E (Fig. 2H).

' - +H

5

Figura 2. Seccdes anatdomicas da lamina foliar de Eumachia kappleri. Vista
paradérmica da epiderme adaxial (A) e abaxial (B). Vista transversal do
mesofilo ocorrente na Reserva FA (C); RPPN Mirante da Serra (D) e Parque
C_E (E). Vista transversal da nervura central ocorrente em Reserva FA (F);
RPPN Mirante da Serra (G) e Parque C-E (H). Barras: A, Be C: 50 um; C, D e
E: 100 pm; F, G e H: 200 pm.

DISCUSSAO

Espécies de Rubiaceae possuem grande importancia para estudos

relacionados a ecologia, conservacdo e preservacdo em regides tropicais
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(DELPRETE & JARDIM, 2012). Normalmente encontradas no sub-bosque de
florestas Umidas neotropicais, as espécies da familia possuem grande
importancia como fonte alimentar para a fauna, em especial para aves
(BREMER & ERIKSSON, 1992)

A espécie estudada apresenta caracteristicas anatdmicas que sao
consideradas comuns a familia, como folhas hipoestomatica, estdmatos
paraciticos, mesofilo dorsiventral e feixes vasculares colaterais (METCALFE &
CHALK, 1979). Porém, quando comparadas em ambientes distintos, diferem
em alguns aspectos; principalmente quanto a espessura das epidermes abaxial
e adaxial, espessura dos parénquimas palicadico e lacunoso da asa foliar;
espessura do feixe da nervura central e também quanto a presenca de
tricomas.

Essas alteracdes podem estar associadas a fatores abidticos de cada
ecossistema, que se diferem principalmente quanto a quantidade de luz,
umidade e proximidade de cursos de agua (ESAU, 2000; RABELO et al., 2013;
SOMAVILLA, et al., 2014). E importante ressaltar que a plasticidade observada
pode ser reduzida pela limitacdo de recursos ou pelo estresse ambiental
(VALLADARES et al., 2007).

Em plantas terrestres, a epiderme foliar € essencial para o controle do
crescimento, protecdo e interagcdes ambientais (MALIVERT et al., 2018). A
epiderme mais espessa em ambas as faces para os individuos de sub-bosque
da Reserva FA pode ser justificada pelo fato de que, nessa area, os individuos
encontram-se na borda da trilha, recebendo maior luminosidade.

O espessamento da epiderme pode ocorrer pela influéncia da
intensidade luminosa (RAVEN et al., 2001), sendo uma resposta comum em
plantas de ambientes fragmentados; esta ligada ainda a incidéncia de ventos,
gue aumentam a possibilidade de perda de agua por evapotranspiracao
(SOMAVILLA et al., 2014).

Das areas estudadas, Reserva FA apresenta outra caracteristica que a
torna Unica: o fato de que os individuos analisados estdo mais distantes do
curso d’agua; parametros anatémicos foliares como aumento da espessura da
epiderme adaxial podem estar diretamente relacionados ao estresse hidrico
(BOUGHALLEB & HAJLAOUI, 2011). De fato, h& estudos que evidenciam que
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as Unicas caracteristicas que variaram significativamente em resposta ao déficit
hidrico sdo a espessura da epiderme adaxial e o volume das cavidades no
parénquima lacunoso; o segundo caracter, ao contrario da expectativa, pode
aumentar em resposta a seca imposta (BINKS et al., 2016).

Parénquima palicadico e lacunoso bem desenvolvidos em relagdo aos
tecidos protetores como a epiderme, € comumente encontrado em espécies
de plantas submetidas a altas intensidades de luz (SOMAVILLA et al., 2014).
A maior espessura do parénquima palicadico ndo estd relacionada a
capacidade fotossintética maxima (BINKS et al., 2016), uma vez que as plantas
investem em fotoassimilados e na expansdo dos tecidos fotossintéticos,
maximizando a interceptacdo de luz e, consequentemente, o crescimento
(DALE, 1988; BOUGHALLEB & HAJLAOQUI, 2011). Entretanto, a espessura
desse tecido pode aumentar em resposta ao déficit de agua, influenciando o
uso da agua dentro da folha (BOUGHALLEB & HAJLAOUI, 2011), assim como
evidenciado pelos individuos da Reserva FA, estando estes, mais distantes de
cursos d’agua.

Os parametros da fotossintese estédo positivamente correlacionados com
a espessura do mesofilo como um todo (BINKS et al., 2016). O incremento da
espessura do mesofilo através do investimento em parénquima lacunoso pode
atuar como estratégia para otimizar processos fotossintéticos (TIAN et al.,
2016; SAFIALLAH, 2017), sendo dutil para plantas que enfrentam a
sazonalidade hidrica. Um mesofilo espesso pode influenciar aumentando
potencialmente a contundéncia dentro da folha e reduzindo a necessidde de
baixo poténcial osmético, necessario para manter o tugor com baixa
disponibilidade de agua (BINKS et al., 2016).

J4 o aumento das dimensdes do feixe vascular é fundamental para
eficiéncia do transporte de nutrientes e agua (TAIZ & ZEIGER, 2008). Fatores
relacionados ao ambiente afetam as dimensfes e o0 arranjo dos elementos
vasculares, uma tentativa de garantir aumento na seguranca do transporte
(ALVES & ANGYALOSSY-ALFONSO, 2000).
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CONCLUSAO

A hipotese de que existe influéncia do espaco, ndo se aplica as areas
estudadas de acordo com os resultados obtidos, porém estes inferem que as
diferencas anatdbmicas entre as populacdes amostradas sao decorrentes de
condicdes ambientais. Pode-se afirmar também, que algumas das variacfes
anatbmicas entre as amostras analisadas favorecem a aclimatacdo da
espécie as clareiras florestais e que E. kappleri € bem ajustada a ambientes
abertos, apresentando diferencas relevantes dentro das populagdes. Conclui-
se ainda, que os individuos estudados da populacdo da Reserva FA sofreram
ajustes estruturais, como a espessura de epiderme adaxial e abaxial e
espessura de parénquima palicadico e lacunoso, provavelmente devido as

diferentes condi¢cdes de luminosidade e disponibilidade de agua.
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3.3 HISTOQUIMICA DOS ORGAOS VEGETATIVOS DE TRES ESPECIES DE
Eumachia DC. (Rubiaceae)
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RESUMO

Rubiaceae Juss., a quarta maior familia entre as angiospermas possui, em sua
maioria, espécies arbustivas que sdo frequentemente encontradas em sub-
bosque. No Brasil a familia contribui de maneira representativa em todos os
dominios fitogeograficos e entre os seus diversos géneros, Eumachia DC. é um
dos que vem tendo sua circunscricdo recentemente reavaliada. Sabendo que a
familia € reconhecida por suas espécies apresentarem grande diversidade de
metabdlitos secundarios, o objetivo deste estudo foi analisar histoquimicamente
trés espécies do género Eumachia a fim de verificarmos a existéncia de
compostos secundarios e buscarmos relacbes com adaptacdes ambientais,
além de compostos que auxiliem na delimitacdo das espécies. Para isso, foram
selecionadas Eumachia guianensis (Bremek.) Delprete & J.H. Kirkbr, E.
inconspicua (C.M.Taylor) C.M.Taylor & Razafim e E. kappleri (Miq.) Delprete &
J.H. Kirkbr, (espécies com ocorréncia na Amazodnia mato-grossense),
encontradas em trés areas distintas. Coletaram-se trés individuos de cada
espécie e, para cada individuo, com auxilio de lamina de aco, realizou-se
cortes transversais a mao livre da regido mediana da raiz, caule e folha. As
seccOes histolégicas obtidas foram submetidas a testes histoquimicos
buscando avaliar a existéncia de alcaloides, amido, compostos fendlicos,
esteroides, lactonas sesquiterpénicas, lipidios totais, mucilagens, O6leos
essenciais, taninos e terpendides. Para a documentacdo fotografica das
seccOes, foram montadas Ilaminas semipermanentes, posteriormente
observadas em fotomicroscopio Leica ® ICC50. Através dos testes
histoquimicos foi constatada a presenca de amido, compostos fendlicos,
lipidios totais, mucilagens e 6leos. Os compostos encontrados nas espécies em
estudo revelam capacidade adaptativa, uma vez que estao relacionados com a
capacidade de protecao contra patdgenos e a retencdo de agua, porém esses
compostos ndo podem contribuir com a delimitacéo taxonémica de espécies do

género, pois sdo compostos comumente encontrados na familia Rubiaceae.

Palavras chave: Adaptacdo; compostos secundarios; Rubiaceae; testes

histoquimicos.
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ABSTRACT

Rubiaceae Juss., the fourth largest family among the angiosperms has, mostly,
shrub species that are often found under anus. In Brazil the family contributes in
a representative way in all the phytogeographic domains and among its most
diverse genera, Eumachia DC is a genus whose circumscription has been
recently reevaluated. Knowing that the family Rubiaceae is recognized for its
species present a great diversity of secondary metabolites, the objective of this
study was to histochemically analyze three species of the genus Eumachia in
order to verify the existence of secondary compounds and to seek relations with
environmental adaptations besides, compounds that aid identification of
species. Eumachia guianensis, Eumachia inconspicua and Eumachia kappleri
(species occurring in the northern state of Mato Grosso), were found in three
distinct areas. Three individuals of each species were collected and, for each
individual, with the aid of a steel blade, cross-sections were performed by the
free hand of the middle region of the root, stem and leaf. Histological sections
were submitted to histochemical tests to evaluate the existence of alkaloids,
starch, phenolic compounds, steroids, sesquiterpene lactones, total lipids,
mucilages, essential oils, tannins and terpenoids. For the photographic
documentation of the sections, semipermanent slides were mounted, later
observed in a Leica ® ICC50 photomicroscope. The presence of starch,
phenolic compounds, total lipids, mucilages and oils were observed through the
histochemical tests. The compounds found in the species under study reveal an
adaptive capacity, since they are related to the capacity of protection against
pathogens and to water retention, however these compounds can not contribute
with the taxonomic identification of species of the genus, since they are

compounds commonly found in the family Rubiaceae.

Keywords: Adaptation; secondary compounds, Rubiaceae; histochemical tests.

INTRODUCAO

Dentre as fitofisionomias existentes no Brasil, a floresta Amazo6nica é

considerada a maior fonte de biodiversidade (VALLI, et al., 2016), onde se
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estima encontrar 16% das 500 mil espécies de plantas existentes nos
ecossistemas terrestres. Desse montante, menos de 10% foram estudadas
guimicamente e apenas um pequeno numero teve suas propriedades
biolégicas caracterizadas (TURINE & MACEDO, 2018).

As buscas pela descoberta das propriedades biolégicas se concentram
principalmente nas substancias produzidas pelas plantas; em grande parte,
metabdlitos secundarios (GOBBO-NETO & LOPES, 2007). A origem de todos
0s metabdlitos secundéarios decorre de estagios particulares de crescimento,
desenvolvimento, periodos de estresse ou por questdes nutricionais da planta
(CRUZ, 2017). Os principais fatores que podem influenciar a taxa de produgéo
de metabdlitos secundarios sdo sazonalidade, temperatura, herbivoria, ataques
de patégenos, radiacdo UV e indice pluviométrico, entre outros (GOBBO-NETO
& LOPES, 2007; SOBRINHO et al.,, 2009). Portanto, a concentracdo de
constituintes quimicos nas plantas depende dos estimulos gerados pelo
ambiente, induzindo a biossintese de varios metabolitos secundarios de acordo
com as relacdes ecoldgicas das plantas (CAVALCANTE et al., 2018).

Quando relacionados ao meio ambiente, os metabdlitos secundarios
exercem a funcdo adaptativa ou competitiva, atuando como mecanismo de
defesa contra herbivoros, doencas e, ainda, producdo de compostos que
atraem animais dispersores de sementes e polinizadores ou que impedem a
germinacao de outras plantas ao seu redor, aumentando a probabilidade de
sobrevivéncia de determinadas espécies (FUMAGALI et al., 2008; BRAZ,
2010), enquanto o0s metabodlitos primarios sdo essenciais para o0
desenvolvimento e crescimento da planta (LUCAS, 2000).

Todas as plantas produzem metabdlitos secundérios, no entanto, os
tipos estruturais sdo frequentemente especificos e restritos a grupos de plantas
taxonomicamente relacionados (WINK et al., 2010). A producédo de metabdlitos
também estad associada com a hipétese de disponibilidade de recursos, que
prevé que as plantas investirdo mais em defesa quando o custo de substituicao
de tecidos for alto; portanto, em ambientes mais hostis, havera um maior
investimento em mecanismos de defesa fisica e quimica ao longo do tempo
evolutivo (MALDONADO et al., 2017).
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Ditado pela evolugédo, o sucesso das plantas em ambientes inamistosos
(incluindo a seca) envolve uma infinidade de respostas, como as respostas
iniciais a alteracdes metabdlicas de longo prazo que podem sustentar a
aclimatacao e a sobrevivéncia (PINHEIRO & CHAVES, 2010).

Rubiaceae é reconhecida por suas espécies apresentarem grande
diversidade de metabodlitos secundarios como iridoides, inddlicos,
antraquinonas, flavonoides, derivados fendlicos, diterpenos, triterpenos, e
outros tipos de alcaloides (VALLI et al., 2016). Este fator confere as espécies
elevada importancia medicinal, econdbmica e ornamental, além da
potencialidade toxica (DE SOUZA et al., 2015).

O género Eumachia é considerado o menor de Rubiaceae; esta inserido
na tribo Palicoureeae, que por sua vez, conta com varias espécies removidas
dos géneros Margaritopsis C. Wright e Psychotria L., por critérios estabelecidos
em dados moleculares e, também, por distribuicdo geografica (ANDERSSON,
2001). Esse fato ampliou o seu conceito de ocorréncia, pois em sua nova
circunscricdo tornou-se um género pantropical, com aproximadamente 83
espécies (TAYLOR, 2017), sendo 17 com ocorréncia no Brasil (FLORA DO
BRASIL 2020, em construcéo).

O objetivo desse estudo é analisar histoquimicamente trés espécies do
género Eumachia, para verificar a existéncia de compostos secundarios e suas
relacbes com adaptacfes ambientais, assim como a presenca de compostos
gue auxiliem na identificacdo das espécies, colaborando, desse modo, com a
taxonomia do género. A hipotese é que as espécies possuam compostos que
evidenciem caracteristica adaptativa assim como caracteres chave para sua

identificacao.

MATERIAL E METODOS

Areas de Estudo
O estado de Mato Grosso esta localizado na regido Centro-Oeste do

Brasil e contempla uma vegetacdo representada por quatro classes principais
de formacdo vegetal: Cerrado (savana), Floresta Ombrofila Densa Tropical,
Floresta Ombréfila Aberta Tropical e Floresta Estacional Decidual Tropical

(KUCHLA, 2015). O clima da regido das areas de coleta € quente e umido, com
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temperaturas médias anuais acima de 24°C, pluviosidade média anual acima
de 2.400 mm, com uma estacdo seca definida de 3-5 meses (ZAPPI et al.,
2011).

As coletas foram realizadas em trés areas (Fig. 1), sendo duas delas
reservas florestais, onde foram coletadas os espécimes de Eumachia
guianensis (Bremek.) Delprete & J.H.Kirkbr e E. kappleri (Miq.) Delprete &
J.H.Kirkbr. A primeira &rea, situada no centro urbano do municipio de Alta
Floresta, denominada Reserva do Floresta Amazonica Hotel Resort
(09°52'32"S, 56°06'05"W) possui 50 hectares de Floresta Ombréfila Densa
(EMBRAPA, 2018) (Fig. 1A). Devido sua localizagédo e facil acesso, a area esta
Sujeita a agdes antropicas. A segunda area, chamada RPPN Mirante da Serra,
com 1.616,7 hectares, localizada no municipio de Novo Mundo (09°35'11"S,
55°55'10"W) (Fig. 1B); em conjunto com outras trés unidades de preservacao,
abrange uma area de aproximadamente 6.500 hectares de vegetacdo com
pouca/nenhuma  perturbacdo  antrépica (FUNDACAO ECOLOGICA
CRISTALINO, 2018). Ja E. inconspicua CM Taylor foi coletada numa area de
fragmento florestal na zona rural do municipio de Alta Floresta, nomeada Sitio
Ecologico da Paineira (9°47'56.4"S, 55°55'26.3"W) (Fig. 1D). Essa area esta

Sujeita a acfes antropicas, por ter um apelo turistico.
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Cristalino Lodge

Figura 1: Areas de coleta. A- Estado de Mato Grosso, municipio de Alta
Floresta em vermelho; municipio de Novo Mundo em azul. B- Reserva do
Floresta Amazodnica Hotel Resort — Reserva FA; C- Reserva Particular do
Patrimonio Natural - RPPN Mirante da Serra e D- Sitio Ecoldgico da Paineira.

Eumachia guianensis, E. inconspicua e E. kappleri, ap0s identificadas,
foram incorporadas ao acervo do Herbario da Amazonia Meridional (HERBAM),
sob os numeros de vouchers HERBAM 20429, HERBAM 23216 e HERBAM

20592, respectivamente.

Obtencao e analise dos dados histoquimicos
Para as analises histoquimicas coletaram-se trés individuos de cada

espécie, e para cada individuo, com auxilio de lamina de aco, foram realizados
cortes transversais, a mao livre com auxilio de lamina de aco, da regido
mediana da raiz, caule e folha. As seccOes histoldégicas obtidas foram

submetidas a testes listados na Tabela 1.
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Tabela 1. Testes histoquimicos realizados em Eumachia guianensis, E.
inconspicua e E. kappleripara deteccdo de metabdlitos secundérios.

Grupos de .
o Reagente Cor da reagao
Metabolitos
_ Dragendorff (SVENDSEN & Castanho-
Alcaloides
VERPOORTE, 1983) avermelhado
Amido Lugol (JOHANSEN, 1940) Marrom a negro

Compostos fendlicos Cloreto Férrico Ill (JOHANSEN,

gerais 1940)
_ Tricloreto de Antiménio (HARDMAN
Esteroides
& SOFOWORA, 1972)
Lactonas Acido Sulfarico (GEISSMAN &

sesquiterpénicas GRIFFIN, 1971)

Sudan IV (PEARCE, 1980)
Acido Tanico (PIZZOLATO &
LILLIE, 1973)

Nadi (DAVID & CARDE, 1964)
Vanilina Cloridrica (MACE &
HOWELL, 1974)
2-4-Dinitrofenilhidrazina (GANTER &

JOLLES, 1970)

Lipidios totais
Mucilagem
Oleos essenciais

Taninos

Terpenoides

Marrom a negro

Vermelho-
alaranjado
Vermelho-
acastanhado
Vermelho

Negro
Azul
Vermelho

Vermelho-

alaranjado

A documentacéo fotografica das seccdes foi obtida com a montagem de
laminas semipermanentes, observadas em fotomicroscépio Leica ® ICC50,
acoplado a um computador para registros de fotomicrografias com auxilio do
software LAZ EZ 1.7.0.

RESULTADOS

Os testes histoquimicos possibilitaram a identificacdo e a presenca de

diversos compostos secundarios nas trés espécies estudadas (Tabela 2).
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Tabela 2. Resultado dos testes histoquimicos realizados em Eumachia
guianensis, E. inconspicua e E. kappleri.

L . E. E. E.
Espécies _ o _ _
guianensis inconspicua kappleri
Reativos/Testes Metabolitos
. R C F|IR C FIRC F
Secundarios
Dragendorff Alcaloides - - - - - - - - -
Lugol Amido -+ + |+ o+ o+ |-+ o+
Cloreto de Ferro Compostos
-+ + |-+ o+ -+ o+
[l Fendlicos
Tricloreto de _
Lo Esteroides e I
Antimonio
. . Lactonas
Acido Sulfarico _ _ T
sesquiterpenicas
Sudan IV Lipideos Totais -+ o+ -+ o+ -+ o+
Acido Tanico Mucilagens e
Nadi Oleos essenciais ¥ o+ o+ | - -+ |-+ o+
Vanilina cloridrica Taninos e - N
2,4 Dinitrofinil- '
. . Terpenoides -+ o+ - - S
hidrazina

*R: Raiz; C: Caule; F: Folha. (+): Reacao positiva; (-): Reacao negativa.

Dos dez testes realizados nas espécies em questdo, cinco se
manifestaram de forma positiva em pelo menos duas delas. Através dos testes
histoquimicos em Eumachia guianensis observou-se a presenca de amido e
compostos fendlicos na folha: no parénquima de preenchimento da nervura
central (Figs. 2A e 2E, respectivamente), no parénquima palicadico do mesofilo
(Figs. 2B e 2F, respectivamente); no peciolo: no parénquima de preenchimento
(Figs. 2C e 2G, respectivamente) e no caule: no parénquima cortical (Figs. 2D
e 2H, respectivamente). Lipidios totais estdo presentes em varios tecidos da
folha, como no parénquima da nervura central (Fig. 2I), por todo o mesofilo
sendo que a maior concentracdo foi no parénquima palicadico (Fig. 2J). No
peciolo os lipidios estdo presentes no parénquima das projecdes laterais (Fig.
2K) e no caule estao presentes no parénquima medular (Fig. 2L).
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Foram detectadas mucilagens na folha: no parénquima da nervura
central e no parénquima palicadico (Figs. 2M e 2N, respectivamente), no
parénquima de preenchimento do peciolo voltado para a face adaxial (Fig. 20)
e no caule, no parénquima cortical (Fig. 2P). Oleos essenciais foram
encontrados na folha na nervura central, no parénquima e nos tricomas
tectores (Fig. 2Q); no peciolo os éleos se apresentaram nos tricomas, epiderme
e parénquima (Fig. 2R), no caule, na epiderme e parénquima (Fig. 2S) e na
feloderma da raiz (Fig. 2T). Terpendides foram evidenciados na nervura

central, no parénquima do peciolo e do caule (Figs. 2U-Y).

Figura 2. Testes histoquimicos realizados em Eumachia guianensis,
detectando: Amido na nervura central, mesofilo, peciolo e caule (Figs. 2A-D,
respectivamente); compostos fendlicos na nervura central, mesofilo, peciolo e
caule (Figs. 2E-H, respectivamente); lipidios totais na nervura central, mesofilo,
peciolo e caule (Figs. 2I-L, respectivamente); mucilagens na nervura central, no
mesofilo, peciolo e caule (Figs. 2M-P, respectivamente), 6leos essenciais na
nervura central, peciolo, caule e raiz (Figs. 2Q-T, respectivamente) e
terpendides na nervura central, peciolo e caule (Figs. 2U-Y). Barras: A; D; E; G;
H;L; Re V=200 pm; I; Me P=100 um; B; C; F; J; K; N; O; Q; S; T; U; Xe Y=
50 pm.

67



Os testes histoquimicos em Eumachia inconspicua revelaram amido e
compostos fendlicos nas seguintes regibes da folha: no parénquima de
preenchimento da nervura central (Figs. 3A e 3E, respectivamente); no peciolo:
no parénquima de preenchimento na face abaxial (Figs. 3B e 3F,
respectivamente). No caule foram encontrados no parénquima cortical (Figs.
3C e 3G, respectivamente). Constatou-se ainda, a presenca de amido na

regido do feixe vascular da raiz (Fig. 3D).

Verificou-se a presenca de lipidios totais nas seguintes partes da folha:
no parénquima da face adaxial da nervura central e no parénquima palicadico e
parénquima lacunoso (Figs. 3H e 3l), no peciolo os lipidios foram encontrados
no parénquima abaxial (Fig. 3J) e no periciclo do caule (Fig. 3K). Mucilagens
foram notadas apenas no parénquima do peciolo (Fig. 3L), e no parénquima do
caule (Fig. 3M). Oleos essenciais foram notados na epiderme e no parénquima
da nervura central da folha e na epiderme e parénquima do peciolo (Figs. 3N e

30, respectivamente).
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Figura 3. Testes histoquimicos realizados em Eumachia inconspicua
revelando: Amido na nervura central, peciolo, caule e raiz (Figs. 3A-D,
respectivamente); compostos fendlicos na nervura central, peciolo e caule
(Figs. 3E-G, respectivamente); lipidios totais na nervura central, mesofilo,
peciolo e caule (Figs. 3H-K, respectivamente); mucilagens no peciolo e caule
(Figs. 3L, 3M, respectivamente) e 6leos essenciais na nervura central e peciolo
(Figs. 3N, 30, respectivamente). Barras: A; B; C; D; E; H; K; L e M= 100 um; I,
NeO=50umeF; G e J=200 um.
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A espécie Eumachia kappleri possui amido, compostos fendlicos e
lipidios totais na folha: no parénquima voltado para a face adaxial da nervura
central (Figs. 4A, 4F e 4J, respectivamente) e em ambos os parénquimas do
mesofilo (Figs. 4B, 4G e 4K, respectivamente); no peciolo: no parénquima de
preenchimento (Figs. 4C, 4H e 4L, respectivamente); na regido parenquimatica
do caule (Figs. 4D, 4l e 4M, respectivamente). Nota-se a presenca de amido no

feloderma da raiz (Fig. 4E).

Evidéncias de mucilagens foram registradas no parénquima voltado para
a face adaxial da nervura central (Fig. 4N); no parénquima adaxial do peciolo
(Fig. 40); e na regido cortical do caule (Fig. 4P). Oleos essenciais foram
notados no parénquima da face adaxial da nervura central (Fig. 4Q); no
parénquima palicadico do mesofilo (Fig. 4R); no parénquima voltado para a
abaxial do peciolo (Fig. 4S) e do caule (Fig. 4T).
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Figura 4. Testes histoquimicos realizados em Eumachia kappleri revelando:
Amido na nervura central, mesofilo, peciolo, caule e raiz (Figs. 4A-E,
respectivamente); compostos fendlicos na nervura central, mesofilo, peciolo e
caule (Figs. 4F-I, respectivamente); lipidios totais na nervura central, mesofilo,
peciolo e caule (Figs. 4J-M, respectivamente); mucilagens na nervura central,
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peciolo e caule (Figs. 4N-P, respectivamente) e Oleos essenciais na nervura
central, mesofilo, peciolo e caule (Figs. 4Q-T, respectivamente). Barras: A= 100
um; B; D; E; FG; H; I; K; L, M; N; O; P; Q; R; Se T=50 pum; C e J= 200 pm.

DISCUSSAO

7

Rubiaceae € conhecida como uma fonte prolifica de alcaloides
(NASCIMENTO et al., 2015), porém neste estudo, ndo se encontrou tal
composto em nenhuma das trés espécies. Os metabdlitos secundarios como
amido, compostos fendlicos, lipidios totais e Oleos essenciais, estiveram
presentes em pelo menos dois dos trés 6rgaos testados nas trés espécies. No
geral, estes compostos estdo associados com a protecdo do individuo em
relacdo ao meio ambiente, seja pelo armazenamento de energia a capacidade
de reter agua (CAVALCANTE et al., 2018). Os estimulos decorrentes do
ambiente, no qual a planta se encontra, podem redirecionar a rota metabdlica,
ocasionando a biossintese de diferentes compostos (DE MORAIS, 2009).

O amido, composto vital e comumente encontrado nos vegetais, atua
principalmente com a funcédo de reserva energética na planta, e também é
importante fonte de energia para os niveis subsequentes da cadeia alimentar
nos ecossistemas (AMARAL et al., 2007). E possivel encontrar concentracdes
de amido nas células da epiderme foliar; nos cloroplastos das células-guarda
gue circundam o poro estomatico, e através de mudancas reversiveis na
pressdo de turgescéncia. Eles controlam a abertura e fechamento do poro
estomatico em resposta a fatores ambientais maximizando a captacdo de COo,
evitando, assim, a perda excessiva de agua pela transpiracdo
(REFERENCIAR). Nos tecidos fotossintéticos, o amido é sintetizado nos
cloroplastos das células do mesofilo durante o dia e remobilizado a noite,
fornecendo carbono e energia para manutencédo e crescimento (SANTELIA &
LUNN, 2017). Em temperaturas abaixo do 6timo térmico, a capacidade de
regeneracdo da enzima RuBP muitas vezes se torna limitante para a
fotossintese, interferindo na sintese de amido e consequentemente em sua
concentragdo (GONDIM, et al., 2010).

As espécies aqui estudadas desenvolveram diferentes mecanismos,
como acumulo de fotoprotetores e antioxidantes. Esses mecanismos podem
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estar relacionados com a dissipagdo e/ou diminuigdo na exposicdo a energia
solar excessiva, evitando, assim, possiveis danos foto-oxidativos, corroborando
Holub et al. (2019). Na maioria dos vegetais, os compostos fendlicos
constituem os antioxidantes mais abundantes (EVERETTE et al.,, 2010),
estando relacionados com a protecdo, pois conferem alta resisténcia a
microrganismos e pragas (ROCHA et al., 2011).

A regido onde as espécies foram coletadas possui uma sazonalidade
bem definida, com uma estacao chuvosa de outubro a abril e estiagem de maio
a setembro. Essa sazonalidade implica na manutencao do funcionamento dos
vegetais, devido o fornecimento de agua. A producao de lipidios auxilia nesse
processo, pois os lipidios sdo substancias hidrofobicas, e essa repulsédo de
agua tem importante papel ecolégico, pois impede a germinagéao de esporos de
fungos e a multiplicacdo de bactérias, atuando também na funcéo de evitar a
perda excessiva de agua (PERES, 2018).

A mucilagem presente nas duas espécies estudadas auxilia na
preservacdo de agua, pois possui a capacidade de reter agua através de
complexos polissacaridicos (RAGHU et al., 2019). Mucilagem, assim como em
E. guianensis e E. kappleri também estd presente em outras espécies de
Rubiaceae, como no fruto seco de Coffea autor, que apresenta entre 22—31%,
compondo-se principalmente por agua (84,2%) (DURAN et al., 2017).

Os Oleos essenciais estdo presentes nas trés espécies estudadas, e
podem ser definidos como material volatil presente em varios orgaos das
plantas e, geralmente, de odor e fragrancia caracteristica (CAPITANGO, 2017).
Devido a complexidade da composicao quimica dos 6leos essenciais, assume-
se que existem varios mecanismos de acdo, que ndo estdo ainda bem
definidos, que podem resultar na inibicdo de agentes patogénicos. Tais
mecanismos podem ser, por exemplo, a desnaturacéo de proteinas, inibicdo de
enzimas e/ou desintegracdo da membrana celular dos fungos, levando ao
extravasamento do liquido celular (BAKKALI et al., 2008; ROZWALKA et al.,
2010). Um dos fatores relevantes na alteracdo do rendimento e composicao
guimica dos 6leos essenciais € a precipitacdo: chuvas intensas e constantes
podem resultar na perda de substancias hidrossollveis, presentes

principalmente nas folhas, assim como a intensidade luminosa é um fator que
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influencia a concentracdo, bem como a composicao dos 6leos essenciais (DE
MORAIS, 2009).

Em um estudo realizado por Silva (2016), com Diodia teres autor
(Rubiaceae) os resultados da histoquimica, assim como nas espécies de
Eumachia mostraram a presenca de compostos fendlicos, amido e lipidios em
raizes e caules, esses compostos revelam uma importante adaptacdo em
plantas de ambiente xérico, uma vez que tais substéncias fornecem

capacidade de protecéo.

CONCLUSAO

Os compostos secundarios encontrados para as trés espécies auxiliam
na compreensao de processos adaptativos relacionados a defesa da planta,
assim como nos processos fisiologicos, podendo estes ser relacionados a
adaptacdes ambientais. No entanto, ndo € possivel designa-los como
compostos que definem a delimitacdo do género, uma vez que tais compostos
sdo comuns para espécies de Rubiaceae. Porém, fazemos um alerta para a
auséncia de alcaldides ser possivemente uma caracteristica de Eumachia, por

esse composto ser amplamente encontrado para a familia.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

As espécies do género Eumachia aqui estudadas, apresentam
caracteristicas morfoanatémicas semelhantes ao que ja foi descrito para os
demais géneros de Rubiaceae.

No entanto, neste estudo foi possivel documentar a ocorréncia de
compostos secundarios e caracteristicas anatdbmicas que favorecem a
adaptacdo das espécies ao meio em que vivem. Torna-se evidente a
importancia de avaliar a plasticidade em diferentes populacdes, tal qual
relacionar caracteres anatdbmicos com a taxonomia, desse modo, contribuir
com o conhecimento de espécies de Rubiaceae na Amaz6nia mato-grossense
onde a familia apresenta uma significativa diversidade tdo pouco estudada.

Esse estudo é pioneiro na descricdo morfoanatdémica e histoquimica de
espécies de Eumachia ocorrentes na Amazbdnia mato-grossense, trazendo
informacfes importantes que auxiliam em estudos taxonémicos, podendo
contribuir para a delimitacdo do género que ainda possui inconscisténcias em

relacdo a sua circunscricao.
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