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Resumo: Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) € uma arvore nativa cujas folhas tém propriedades
farmacolégicas conhecidas da tradigao popular. Visando complementar as abordagens anatémicas e
fitoquimicas sobre a espécie, realizou-se a caracterizagdo das suas folhas. Folhas completamente
expandidas foram coletadas de dez plantas adultas, fixadas em FAA;, e armazenadas em etanol
70%. Para as analises anatdmicas, secgbes transversais e paradérmicas da lamina foliar foram
coradas e analisadas sob microscopia de luz e em microscopia eletronica de varredura (MEV). A
epiderme unisseriada é coberta com uma cuticula estriada. A folha é hipoestomatica e tem estdmatos
paracitico com distribuicdo aleatdria. Tricomas tectores unicelulares ocorrem predominantemente na
regido da nervura central somente na face abaxial da folha. O mesofilo é dorsiventral e cavidades
secretoras com conteudo lipidico adentram o parénquima clorofiliano, em posi¢gao subepidérmica.
Cristais de oxalato de célcio ocorrem distribuidos no mesofilo e nos bordos foliares. A nervura central
apresenta feixe vascular bicolateral envolvido pela bainha esclerenquimatica e colénquima anelar.
Nossos resultados contribuem para a consolidagdo do conhecimento anatbémico sobre Eugenia
uniflora L.
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Anatomical and histochemical analysis of eugenia unifiora l. Leaves

Abstract: Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) is a native tree whose leaves have pharmacological
properties that are known from the folk tradition. In order to complement the anatomical and
phytochemical approaches about this species, the characterization of its leaves was carried out. Fully
expanded leaves were collected from ten adult plants, fixed in FAA;, and stored in 70% ethanol. For
anatomic analyses leaf blade transverse and paradermal sections were stained for observations under
light microscopy, by scanning electron microscopy (SEM). The unisseriate epidermis is covered with a
striate cuticle. The leaf is hipostomatic, with paracitic stomata randomly distributed. Simple unicellular
trichomes occur predominantly on the midrib region only on the abaxial side of the leaf. The mesophyll
is dorsiventral and there are secretory cavities with lipidic content sunken in the chlorophyllous
parenchyma, in subepidermal position. Calcium oxalate crystals occur distributed in the mesophyll and
in the leaf margins. The midrib presents bicollateral vascular bundles surrounded by the
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sclerenchymatic sheath and annular collenchyma. Our results contribute to the consolidation of the
anatomical knowledge about Eugenia uniflora L.

Key words: Leaf anatomy; Pitangueira; Plant histology.

INTRODUGAO

As propriedades farmacolégicas de Eugenia uniflora L., (Myrtaceae), a
pitangueira, sdo bastante estudadas e conhecidas da cultura popular (LORENZI e
ABREU, 2002). O uso empirico de pitanga é principalmente devido ao efeito
hipotensor, mediado por uma atividade vasodilatadora direta e um efeito diurético
fraco que pode estar relacionado a um aumento no fluxo sanguineo renal
(CONSOLINI et al.,1999). As folhas de E. uniflora apresentam atividade antioxidante
na reducdo da peroxidagao lipidica, podendo servir como antibactericida e
antifuingico (MARTINEZ-CORREA et al., 2011; VICTORIA et al, 2012),
desempenhando atividade citotéxica (OGUNWANDE et al., 2005) e atuando como
fonte de nutracéuticos com atividade anti-tripanossoma, particularidade importante
como alternativa para combater a doenca de chagas (SANTOS et al.,2012).

Métodos histoquimicos podem auxiliar no diagndstico de compostos do
metabolismo primario e secundario dos tecidos vegetais, como por exemplo,
compostos fendlicos - ligninas, taninos, flavonoides, cumarinas, alcaloides,
aminoacidos, acgucares, ceras e mucilagens e ainda, na determinacdo da
composi¢cao botanica de misturas vegetais oriundas de misturas e pds vegetais, de
pastagem animal, de fardos comercializados e de misturas farmacéuticas, além de
subsidiar a Botanica Sistematica na identificacdo e subscricido das espécies
(DORES, 2007).

E. uniflora apresenta uma composicao quimica bastante complexa, incluindo
Oleos essenciais, sesquiterpenos, taninos, pigmentos flavonoides e antocianicos,
saponinas, sais minerais e vitamina C, tanto nas folhas como nos frutos (LORENZI| e
ABREU, 2002). Além disso, € comum que, nas plantas, variagdes anatdmicas
decorram dos diferentes habitats nos quais os individuos se desenvolvem (DONATO
e MORRETES, 2009; LARCHER e BOEGER, 2009). Neste contexto, a
caracterizagdo histoquimica auxilia ndo s6é na identificacdo da composicao de
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células e tecidos e como também na detecgéo de variagbes morfoanatémicas entre
individuos ou populagdes de uma mesma espécie.

No presente estudo, métodos histoquimicos combinados com técnicas de
microscopia Optica e eletrénica, foram utilizados com o objetivo de caracterizar a
estrutura foliar de E. uniflora, complementando outros estudos anteriormente

publicados sobre a espécie.

MATERIAIS E METODOS

Folhas maduras de dez plantas crescendo em condi¢gbes naturais na regiao
de Porto Alegre, RS (30°01'59" S; 51°13'48" W) foram coletadas, fixadas em FAA7
no momento da coleta e, apds 48 horas, mantidas em alcool 70%.

Secgdes paradérmicas e transversais foram obtidas manualmente, com
auxilio de lamina de ago. As secg¢des obtidas a mao livre foram clarificadas com
hipoclorito 40% e neutralizadas com agua acidificada. Ja neutralizadas, foram
coradas a fim de identificar estruturas relevantes para os estudos histolégicos e
histoquimicos. Para vista paradérmica foi ainda utilizada a dissociacdo da epiderme
e diafanizac&o das folhas, de acordo com o protocolo de Franklin (1945).

Secgbes transversais foram também obtidas por meio de inclusdo em glicol
metacrilato, seguindo o protocolo do fabricante, seccionamento em micrétomo
rotativo, coloracdo e montagem de laminas permanentes.

Para analise histoquimica, foram utilizados os seguintes corantes: sudan Il
(lipidios), azul de toluidina (celulose, lignina, pectinas), reativo de lugol (amido),
floroglucinol acidificado (lignina) e vermelho de ruténio (pectina) de acordo com os
protocolos sugeridos por Kraus e Arduin (1997), Johansen (1940) e Venning (1954).

ApOos o processo de coloracédo, as amostras foram analisadas em microscopio
optico (MO) com luz polarizada modelo Diaghtech e os registros microfotograficos
foram realizados no mesmo equipamento, munido de equipamento fotografico.

Para analise em microscopia eletrbnica de varredura (MEV), amostras das
folhas foram desidratadas em série ascendente de acetona, transferidas para o
ponto critico de CO, e aderidas ao suporte antes de serem submetidas ao processo
de metalizagdo com ouro. O material foi visualizado em microscopio JEOL JSM 6060
no Centro de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul — CMM/UFRGS.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A folha é hipoestomatica com estdmatos que apresentam distribuicao
aleatdria (Figura 1). As faces da epiderme sao distintas, sendo que a face abaxial
(Figura 2) apresenta células com paredes anticlinais com contorno sinuoso enquanto
nas celulas da face adaxial (Figura 3), predomina o contorno levemente sinuoso a
poliédrico, concordando com a descricdo de Alvarez e Silva (2012) e Fiuza e
colaboradores (2008).

Os estdbmatos paraciticos (Figura 4) de E. uniflora apresentam nos polos um
espessamento cutinizado em “T” (Figura 4) ndo proeminente, indicado por Haron e
Moore (1996) como tipico das espécies de Eugenia do Novo Mundo e descrito por
Machado, Costa e Fontenelle (1988) em E. sulcata.

A partir da dissociagcdo da epiderme, observou-se a presenca de tricomas
tectores unicelulares (Figura 5) na face abaxial da lamina foliar, conforme descrito
por Alvarez e Silva (2012) que verificaram a presenca deste tipo de tricoma ou suas
cicatrizes em varias espécies do género. Alves Tresmondi e Longui (2008), no
entanto, descrevem a folha como glabra. Raros tricomas unicelulares foram
descritos por Donato e Morretes (2009) na face abaxial da lamina foliar de Eugenia
florida.

A epiderme foliar de Eugenia uniflora é unisseriada e recoberta com uma
espessa cuticula estriada evidenciada com Sudan Ill em vista transversal (Figura 6).
A maioria das caracteristicas foliares evidenciadas foram anteriormente descritas por
Alvarez e Silva (2012) e Alves, Tresmondi e Longui (2008), no entanto, a ocorréncia
de estbmatos paraciticos contrasta com Fiuza e colaboradores (2008), que citam
estdmatos predominantemente, anomociticos.

O mesofilo é dorsiventral (Figuras 7, 8 e 10) e, transversalmente, o
parénquima palicadico pode apresentar-se uni ou biestratificado (Figuras 10 e 7,
respectivamente).

Com floroglucinol acidificado evidenciou-se a nervura central e o feixe
vascular bicolateral. O feixe encontra-se circundado por fibras esclerenquimaticas
(Figura 9) em processo de lignificacdo, indicado pela reagdo mais intensa
evidenciada no xilema. Pectinas foram identificadas com vermelho de ruténio no

floema (Figura 11). Na regiao da nervura central ndo ha parénquima clorofiliano e,
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entre a epiderme e as fibras. sdo visualizadas camadas de colénquima anelar

(Figuras 9 e 11).

Figura 1-7 - Distribuicdo aleatdria dos estdmatos na face abaxial da epiderme foliar de E.
uniflora em MEV (1). Vista paradérmica das células da face abaxial (2) e adaxial (3) da
epiderme foliar. Detalhe do estémato paracitico (4) e tricoma tector unicelular na face
abaxial da epiderme foliar (5), coloragédo: Azul de toluidina; Detalhe da cuticula espessa (6).
Vista transversal do limbo foliar com reacgdo positiva para lipidios e parénquima palicadico
biestratificado (7), coloracdo: Sudan lll. Legenda: Legenda: CT — cuticula, ES — estdmatos,

PL —  parénquima lacunoso, PP - parénquima  palicadico, TR -

tricoma.

Idioblastos cristaliferos sdo encontrados nos parénquimas palicadico e
lacunoso, bem como, no floema e no colénquima anelar que ladeia a nervura
central. Os cristais de oxalato de calcio, testados quimicamente com acido acético,
apresentam-se na forma de drusas (Figura 12) ou cristais prismaticos (Figuras 13,
14 e 15). Os cristais também foram evidenciados sob luz polarizada, concentrados
nos bordos foliares (Figura 16). Idioblastos cristaliferos sdo descritos por Alvarez e
Silva (2012) em outras espécies de Eugenia.

As cavidades secretoras ocorrem predominantemente em posi¢cao
subepidérmica, incluidas no parénquima clorofiliano (paligadico e lacunoso),
conforme descrito por Alvarez e Silva (2012). De acordo com Fiuza e colaboradores

(2008), a composi¢cao quimica dos Oleos essenciais dessas cavidades varia de
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acordo a espécie de Myrtaceae. Quando observadas em vista paradérmica as
cavidades secretoras exibem duas células de revestimento (Figura 17 e 18). Tais
células, dispostas na epiderme sobre as cavidades secretoras sdao denominadas
células sobrejacentes (overlying cells) e foram descritas nas espécies de Eugenia
estudadas por Fontenelle e colaboradores (1994). O conteudo das cavidades
secretoras apresenta reagao positiva para compostos lipidicos com Sudan Il (Figura
19).

Figura 8-19 - Vista transversal do limbo foliar e detalhe do parénquima paligadico reagao
positiva para amido (8), coloragdo: Lugol. Feixe anficrival circundado por fibras (9),
coloragéo: Floroglucinol. Aspecto do mesofilo dorsiventral (10), coloragdo: Azul de Toluidina;
Reacéo positiva para pectinas no floema (11), coloragdo: Vermelho de Ruténio; Cristais do
tipo drusa em MEV (12); Cristais prismaticos em MEV (13) e em MO (14 e 15). Detalhe dos
cristais dispostos no bordo foliar em luz polarizada (16). Cavidades secretoras em vista
paradérmica destacando as duas células sobrejacentes em MEV (17) e MO (18), coloragao:
Azul de toluidina. Cavidade secretora em vista transversal com reagao positiva para lipidios
(19), coloragédo: Sudan lll. Legenda: FB — fibras esclerenquimaticas, FL — floema, XL —

xilema, PL — parénquima lacunoso, PP — parénquima paligadico.
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CONSIDERAGOES FINAIS

As caracteristicas verificadas nas folhas de Eugenia uniflora L. auxiliam a
consolidar o conhecimento anatémico e histolégico da espécie e incluem: folhas
hipoestomaticas, estbmatos paraciticos, epiderme unisseriada com cuticula estriada
e raros tricomas unicelulares na face abaxial. O mesofilo € dorsiventral, o feixe
vascular da nervura central € circundado por esclerénquima e colénquima anelar.
Cavidades secretoras subepidérmicas distribuem-se pelo mesofilo e idioblastos

cristaliferos de oxalato de calcio concentram-se nos bordos foliares.
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