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RESUMO

Cenostigma tocantinum Ducke é nativa da Amazénia, conhecida popularmente como pau-
preto ou pau-pretinho, com habito arbustivo e arbéreo. E amplamente utilizada como
ornamental, na construcdo civil e como planta medicinal. As sementes usadas no artesanato,
sdo produzidas em grande quantidade e apresentam elevado potencial germinativo. O género é
caracterizado por apresentar pontos na superficie inferior dos foliolos, sendo cavidades
secretoras, encontradas também nas sementes. O estudo morfoanatomico das sementes,
plantulas e da planta adulta, permite a descoberta de estruturas que podem desaparecem com 0
desenvolvimento da planta. Portanto, objetiva-se caracterizar as sementes, eofilos das
plantulas e folhas da planta adulta de C. tocantinum morfoanatomicamente e
histoquimicamente, visando a elucidacdo estrutural desses 6rgdos e identificar o contetdo
presente nas estruturas secretoras. Os frutos e folhas foram coletados de trés matrizes
localizadas no Campos de Pesquisa do Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém, Para. As
sementes foram retiradas dos frutos a médo, pesadas, medidas e armazenadas. Uma parte foi
separada e semeada para a producdo das plantulas. Para o estudo anatdmico, sementes, eofilos
e folhas da planta adulta foram seccionadas e fixadas em FAA 70%, FNT e SFF, e estocadas
em alcool 70%. Para a confeccdo de laminas histoldgicas, as sec¢des, foram submetidas as
técnicas usuais de anatomia vegetal. Os testes histoquimicos foram realizados em cortes a
mao livre e incluidos em paraplast, em seguida submetidos a reagentes especificos. A semente
é eliptica, monocrémica, lisa, com hilo oblongo e rafe perceptivel apenas no apice. O embrido
é cotiledonar carnoso, base sagitada com a radicula exposta, eixo embrionario reto e plimula
diferenciada. A parede periclinal externa da exotesta € recoberta por uma cuticula fina,
composta por macroesclereides e uma linha ldcida, mesotesta formada por osteoesclereideos e
endotesta com camadas de células parenquimaticas achatadas. A protoderme do embrido é
unisseriada, com tricomas no hipocétilo, epicétilo e plimula, a radicula é glabra. Os
cotilédones apresentam canais e a plimula cavidades, estas estruturas apresentaram
mucilagem fendlica, e os cotilédones sédo ricos em lipidios, proteinas e amido. Os foliolos dos
eofilos e da folha adulta apresentaram epiderme semelhantes, tricomas unicelulares e
estdmatos paraciticos na face abaxial. O mesofilo é dorsiventral com cavidades secretoras. O
feixe da nervura central e feixes do mesofilo sdo colaterais. Raque e peciolo sdo arredondados
com feixes colaterais concéntricos envolvidos por uma bainha esclerenquimatica. Cristais
drusiferos foram observados nas células do floema. Compostos fendlicos, ligninas e amido
foram detectados no eofilo e folhas adultas e nas cavidades secretoras flavonoides. Portanto,
as sementes Cenostigma tocantinum apresentaram caracteristicas morfoldgicas e anatémica
diagnosticas para o género, e os eofilos e as folhas da planta adulta sdo semelhantes, diferindo
somente quanto aos tricomas. As cavidades secretoras foram observadas na espécie desde 0
embrido até o estadio adulto, além disso, canais secretores nos cotilédones da semente, ainda
ndo foram descritos para outras espécies do género. As cavidades secretoras descritas nas
folhas apresentaram flavondides.

Palavras chave: Flavonoides. Pau-pretinho. Plantula. Semente. Tricomas multicelulares.



ABSTRACT

Cenostigma tocantinum is native to the Amazon, popularly known as pau-preto or pau-
pretinhor, with shrub and arboreal habit. It is widely used as ornamental, in construction and
as a medicinal plant. The seeds used in the craftwork, are produced in great quantity and
present high germinative potential. The genus is characterized by presenting points on the
surface below of the leaflets, being secretory cavities, also found in the seeds. The
morphoanatomic study of seeds, seedlings and the adult plant, allows the discovery of
structures that may disappear with the development of the plant. The objective of
characterizing the seeds, the seedlings eophills and leaves of the adult plant of C. tocantinum
morphoanatomically and histochemically, aiming at the structural elucidation of these organs
and to identify the content present in the secretory structures. The fruits and leaves were
collected from three matrices located in the Research Fields of the Museu Paraense Emilio
Goeldi. The seeds were removed from the fruits by hand, weighed, measured and stored. A
part was separated and seeded for the production of seedlings. For the anatomical study,
seeds, eophills, and leaves of the adult plant were sectioned and fixed in FAA 70%, FNT and
SFF, and stocked in 70% alcohol. For the preparation of histological blades, the sections were
submitted to the usual techniques of anatomy plant. Histochemical tests were performed on
free-hand cuts and included in paraplast, then submitted in specific reagents. The seed is
elliptical, monochromatic, smooth, with hilum and raphe perceptible only at the apex. The
embryo is meaty cotyledon, sagittal base with exposed radicle, straight embryonic axis and
differentiated plumule. The external periclinal wall of the exotesta is covered by a thin cuticle,
composed of macroesclereids and a light line, mesotesta formed by osteosclereids and
endotesta with layers of flattened parenchyma cells. The protoderm of the embryo is
uniseriate, with trichomes in the hypocotyl, epicotyl and plumule, the radicle is glabrous. The
cotyledons have canals and plumule the cavities, these structures have presented phenolic
mucilage, and the cotyledons are rich in lipids, proteins and starch. Leaflets of eophills and
adult leaf showed similar epidermis, unicellular trichomes and paracytic stomata on the lower
surface. The mesophyll is dorsiventral with secretory cavities. The midrib bundle and
mesophyll bundles are collateral. Rachis and petiole are rounded with concentric collateral
bundles enveloped by a sclerenchymatic sheath. Drusiform crystals were observed in phloem
cells. Phenolic compounds, lignins and starch were detected in the eophills and adult leaves
and in the flavonoid secretory cavities. Therefore, the seeds Cenostigma tocantinum presented
morphological and anatomical diagnostic characteristics for the genus, and the eophills and
the leaves of the adult plant are resemblant, differing only in relation to the trichomes.
Secretory cavities were observed in the species from the embryo to the adult stadium, in
addition, secretory canals in seed cotyledons have not been described for other species of the
genus. The secretory cavities described in the leaves presented flavonoids.

Keywords: Flavonoids. Pau-pretinho. Seedling. Seed. Multicellular trichomes.
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1. CONTEXTUALIZACAO

A anatomia vegetal possui papel importante na busca de informagdes sobre as
diferentes estruturas internas presentes nas espécies vegetais (EVERT, 2013), juntamente
com a morfologia, pode fornecer caracteres uteis para distin¢cdo entre familias, géneros e até
mesmo espécies (COSTA et al. 2006; BITENCOURT et al. 2008; LUSA; BONA, 2009).

Estudo sobre a morfologia e anatomia das sementes permitem informacgdes prévias
sobre a germinagdo, bem como, caracterizar problemas de dorméncia, como por exemplo,
testa impermeavel, que impossibilita a entrada de dgua e gases, ou mesmo dorméncia causada
pela imaturidade do embrido (GROTH; LIBERAL, 1988; MELO-PINNA et al. 1999;
ARAUJO-NETO, 2002; LOUREIRO et al. 2013). Além disso, fornecem subsidios para
esclarecer relagfes ecoldgicas, taxondmicas, até mesmo fisiologicas (BITENCOURTI et al.
2008).

Em relacdo as plantulas e suas estruturas aéreas desenvolvidas, como as folhas, a
anatomia possibilita fornecer dados para esclarecer problemas taxonémicos, assim como, base
para a compreensao dos mecanismos naturais e comportamentais das espécies (MOREIRA-
CONEGLIAN; OLIVEIRA, 2006; GURGEL, 2009). Moreira-Coneglian e Oliveira (2006)
mencionaram que estudos na fase de plantula, podem permitir a descoberta de estruturas que
desaparecem com o desenvolvimento da planta, e estas podem ser importantes para esclarecer
problemas com relacéo a filogenia.

A histoguimica associada a anatomia determina a natureza das substancias presentes
nos tecidos vegetais e sua localizacdo (FIGUEIREDO et al., 2007). Substancias estas que séo
produzidos e/ou armazenados dentro de estruturas que podem estar individualizadas, tais
como, idioblastos, tricomas, cavidades e ductos. (CASTRO; MACHADO, 2006). Os
idioblastos sdo células isoladas e diferenciadas em relacéo as células vizinhas, os tricomas sdo
estruturas  externas (ASCENSAO, 2007), podendo apresentar diferentes formas
principalmente em espécies de Leguminosae (METCALFE; CHALK, 1950).

As cavidades s@o esféricas com espacos intercelulares curtos delimitada por células
epiteliais secretoras, estas células epiteliais sdo responsaveis por secretar seu contetdo para o
limen, onde o contelddo pode consistir em Gleos, carboidratos, mucilagem e outras
substancias e os canais ou ductos sdo estruturas com lumen alargado (FAHN, 1982;
MACHADO; RODRIGUES, 2013).
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As substancias presentes nas estruturas secretoras sdo produzidas a partir do
metabolismo vegetal, em dois tipos distintos de produtos: metabdlitos primarios e
secundarios. O primeiro é essencial para a vida do vegetal durante o seu desenvolvimento,
atuando nos processos de fotossintese, respiracdo e assimilacdo de nutrientes, enquanto o
segundo esté ligado as estratégias de defesa, apresentando agdo bioldgica, contra herbivoros e
microrganismos, fornecendo vantagem adaptativa e estd presente em determinados grupos
vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2004; SILVA et al. 2010).

Os compostos secundarios sdo classificados de acordo com a sua rota biossintética
(HARBONE, 1999), e as trés principais classes sdo: compostos fendlicos, terpenos e os
alcaloides (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na natureza, fazem
parte dos constituintes de uma variedade de vegetais (SILVA et al., 2010). Um dos grupos
desses compostos sdo os flavonoides, eles atuam no crescimento, desenvolvimento e defesa
dos vegetais contra o ataque de patégenos (DIXON; HARRISON, 1999) e agem como
antioxidantes (SILVA et al., 2010).

Outro grupo de compostos fendlicos sdo os taninos, compostos de facil oxidacéo, tanto
através de enzimas vegetativas, quanto por metais, como o cloreto férrico, ocasionando o
escurecimento de suas solugdes, e agem na protecdo dos vegetais contra herbivoria
(MONTEIRO et al. 2005; BARBOSA et al. 2006)

O género Cenostigama Tul. é caracterizado por apresentar pontos negros espalhados
na superficie inferior dos foliolos (GAGNON et al. 2016). De acordo com Metcalfe e Chalk
(1950), esses pontos sdo cavidades secretoras taniferas, que Lesters e Curtis (1996) a partir de
estudos anatdmicos descreveram para Cenostigma macrophyllum Tul. e Cenostigma
tocantinum Ducke, além dessa estrutura, ductos foram descritos em Cenostigma pyramidale
(Tul.) L.P. Queiroz (FRANCA, 2012).

Estudos anatémicos e histoquimicos nas sementes Cenostigma pluviosum var.
peltophoroides (Benth. E. Gagnon & G.P. Lewis) mostraram que 0s cotilédones desta espécie
apresentam cavidades secretoras ricas em compostos fenolicos, lipidios e proteinas (CORTE
et al. 2009).

De acordo com 0 exposto acima, o objetivo deste trabalho é caracterizar as sementes,
eofilos das plantulas e folhas da planta adulta de C. tocantinum morfoanatomicamente e
histoquimicamente, visando a elucidacdo estrutural desses 6rgdos e identificar o contetdo

presente nas estruturas secretoras.
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A dissertacdo esta estruturada em: 1. Contextualizacdo com revisido da literatura; 2.
Artigo 1: Morfoanatomia e histoquimica da semente de Cenostigma tocantinum Ducke
(Leguminosae-Caesalpinioideae), para submissdo a revista Acta Amazonica; 3. Artigo 2:
Anatomia dos eofilos e das folhas de Cenostigma tocantinum Ducke (Leguminosae-
Caesalpinioideae), para submissao a revista Brazilian Journal of Botany e 4. Conclusées
finais. As formatagdes dos artigos seguem as normas das revistas selecionadas, no entanto,
numeragdes e margens das paginas estdo padronizadas de acordo com as normas de
elaboragdo da dissertagdo do Programa de Pés-Graduagdo da Universidade Federal Rural da

Amazonia.
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2. Morfoanatomia e histoquimica da semente de Cenostigma tocantinum Ducke
(Leguminosae-Caesalpinioideae)

Suzane Silva de SANTA BRIGIDA, Ely Simome Cajueiro GURGEL, Fernanda Ilkiu Borges
de SOUZA

RESUMO: Cenostigma tocantinum Ducke, conhecido popularmente como pau pretinho, é
nativo da Amazonia e utilizado como ornamental, por apresentar bela floracdo. As sementes
sdo usadas para artesanato, além disso, sdo produzidas em grande quantidade e apresentam
elevado potencial germinativo. Diante disto, este trabalho tem como objetivo descrever as
sementes de C. tocantinum morfoanatomicamente e histoquimicamente a fim de ampliar o
conhecimento da espécie. As sementes foram coletadas de trés matrizes no campus de
pesquisa do Museu Paraense Emilio Goeldi - MPEG, Belém, Para. Em seguida foram fixadas
em FNT, SFF, e submetidas as técnicas usuais de anatomia vegetal e histoquimica. A semente
é eliptica, monocromica, lisa, com hilo oblongo e rafe perceptivel apenas no &pice. O embrido
¢ cotiledonar, reto, com cotilédones carnosos e base sagitada, com a radicula exposta e
plimula diferenciada. A exotesta tem parede periclinal externa recoberta por uma fina
cuticula, formada por macroesclereides, a mesotesta por osteoesclereideos e a endotesta por
camadas de células parenquimaticas achatadas. A protoderme do embrido é unisserida, com
tricomas no hipocotilo, epicotilo e plimula, a radicula é glabra. Os cotilédones apresentam
canais e a plumula cavidades. Verificou-se que o conteddo nos canais sdo mucilagens e
compostos fendlicos, e 0 mesofilo dos cotilédones sdo ricos em lipidios, proteinas e amido.
Conclui-se que as sementes apresentaram caracteristicas morfolégicas e anatbmicas
importantes para a distincdo entre as espécies do género, como a presenca de canais
secretores, que até entdo sé havia informagdes de cavidades.

PALAVRAS CHAVE: Canais. Compostos fendlicos. Cotilédones. Pau-preto.

ABSTRACT: Cenostigma tocantinum Ducke, known popularly as pau pretinho, is native to
the Amazon and used as ornamental for presenting beautiful flowering. The seeds are used for
craftwork, in addition, they are produced in large quantities and present high germinative
potential. Before this, this work has the objective to describe the seeds of C. tocantinum
morphoanatomically and histochemically in order to increase the knowledge of the species.
The seeds were collected from three matrices on the research campus of the Museu Paraense
Emilio Goeldi - MPEG, Belém, Para. After were fixed in FNT, SFF, and submitted to the
usual techniques of plant anatomy and histochemistry. The seed is elliptical, monochromatic,
smooth, with oblong hilum and raphe perceptible only at the apex. The embryo is
cotyledonary, straight, with meaty cotyledons and sagittal base, with exposed radicle and
differentiated plumule. The exotesta has an external periclinal wall covered by a thin cuticle,
formed by macroesclereides, the mesotesta by osteosclereids and the endotesta by layers of
flattened parenchyma cells. The protoderm of the embryo is unisseriate, with trichomes in the
hypocotyl, epicotyl and plumule, the radicle is glabrous. The cotyledons have canals and
plumule the cavities. It was verified that the contents in the canals are mucilages and phenolic
compounds, and the mesophyll of the cotyledons are rich in lipids, proteins and starch. It was
concluded that the seeds presented morphological and anatomical characteristics important for
the distinction between the species of the genus, such as the presence of secretory canals,
which until then had only information of cavities.

KEYWORDS: Canals. Phenolic compounds. Cotyledons. Pau-preto.
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2.1. Introducéo

Leguminosae compreende aproximadamente 770 géneros e mais de 19.500 espécies,
distribuidas em todo o mundo, especialmente nas regides tropicais e subtropicais, atualmente
esta dividida em seis subfamilias, Duparquetioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae,
Papilionoideae e Caesalpinioideae (LPWG et al. 2017).

Caesalpinioideae apresenta cerca de 4.400 espécies compreendendo quatro tribos,
Cercideae, Detarieae, Cassieae e Caesalpinieae (LPWG et al. 2017).

Muitas espécies de Caesalpinieae tém importancia econémica, podendo ser
empregadas na construcdo civil, ornamentacdo de pracas e vias publicas, industria
farmacéutica e recuperacdo de areas degradadas (Rodrigues et al. 2012).

Dentro desta tribo esta Cenostigma tocantinum Ducke, conhecida popularmente como
pau preto, pau pretinho e cassia rodoviaria (Warwick e Lewis 2009). E nativa da Amazonia,
com expoente importancia ornamental, empregada na arborizacdo de ruas, avenidas, pracas,
parques e de pastagens da regido norte (Garcia et al. 2008; Warwick e Lewis 2009) e além
disso, segundo Oliveira et al. (2014), suas sementes sdo utilizadas para artesanato. De acordo
com Garcia et al. (2008), produz grande quantidade de sementes viaveis com elevado
potencial germinativo, que mesmo submetidas a secagem, a germinacao e 0 vigor ndo sdo
afetados, apresentando comportamento de sementes ortodoxas.

Estudos morfologicos e anatdmicos de sementes, podem permitir a visualizacéo
estrutural e fornecer importantes informagdes para esclarecer relagbes ecoldgicas,
taxonémicas, filogenéticas e até mesmo fisioldgicas (Bitencourti et al. 2008), bem como,

delimitar familia, género e a espécie a qual a planta pertence (Silva et al. 2008).
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Ainda segundo Ventrella et al. (2013), a associacdo da anatomia com a histoquimica
em sementes, podem revelar substancias importantes, como compostos estruturais, de reserva
e metabolitos secundarios responsaveis pela integridade e desenvolvimento das sementes.

As sementes possuem como principais substancias de reserva, lipidios, proteinas e
carboidratos, que proporcionam caracteristicas nutricionais, industriais e tecnoldgicas,
auxiliando significativamente a germinacdo, crescimento inicial das plantulas e no
estabelecimento da espécie (Buckeridge et al. 2004; Corte et al. 2009), assim como, 0s
compostos do metabolismo secundarios, que conferem protecdo e resisténcia (Abud et al.
2010). Podendo ainda ser utilizadas como ferramenta taxonémica (Hegnauer e Grayer-
Barkmeij 1993; Silveira e Lima 1997).

Warwick e Lewis (2009) ao revisarem o género, levaram em consideracdo somente as
caracteristicas morfologicas de folhas e frutos, ndo descrevendo sementes, pois estavam
imaturas, principalmente de C. tocantinum. Gagnon et al. 2016 ao revisarem a tribo
Caesalpinieae, descreveram as principais caracteristicas da semente do género, porém, as
caracteristicas das sementes de C. tocantinum s&o insipientes na literatura.

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo descrever as sementes de C.
tocantinum morfoanatomicamente e histoquimicamente a fim de ampliar o conhecimento da

espécie.

2.2.Material e métodos

Frutos de Cenostigma tocantinum, completamente maduros, foram coletados com
auxilio de poddo em matrizes localizadas no Campo de Pesquisa do Museu Paraense Emilio
Goeldi — MPEG, Belém, Para. As sementes foram retiradas manualmente e armazenadas em

recipientes plasticos para as analises morfoldgicas e anatdmicas.
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Foram pesadas 100 sementes em balanca de precisdo (Maste AY?220) e medidas com
auxilio de paquimetro digital (Vonder PD-150).

Os aspectos morfoldgicos foram descritos por meio de 50 sementes, retiradas
aleatoriamente. As observacfes sobre a morfologia interna e externa das sementes foram
efetuadas visualmente e complementadas com o auxilio de estereomicroscopio (Leica EZ4D)
para melhor observacdo de detalhes como textura e indumento. Foram feitas seccdes
transversais e longitudinais com lamina de aco para observacdo do embrido, bem como, a sua
posicao no interior da semente (Corner 1951). Considerou-se a base da semente a extremidade
préxima ao apice da radicula (Barroso et al. 1999).

A morfologia da plumula foi descrita seguindo a classificacdo proposta por Oliveira
(1999), composta por quatro tipos: plumula indiferenciada, quando ndo se observa qualquer
diferenciacdo plumular, terminando o eixo embrionario imediatamente apos a inser¢do dos
cotilédones; plumula rudimentar, quando existe pequeno relevo acima do no cotiledonar, sem
qualquer outra diferenciacdo; plimula pouco diferenciada, quando existe o relevo além do né
cotiledonar e alguma particdo ou reentrancia apical, sem apresentar nitidos primordios
foliares; e plumula diferenciada, quando ha primérdios foliares distinguiveis, podendo ocorrer
diferenciacdo foliolar, estipular e/ou estipelar. Os parametros morfologicos analisados e a sua
nomenclatura, estdo de acordo com os trabalhos de Martin (1946), Corner (1951), Gunn
(1984,1991), Stern (1992), Oliveira (1999), Barroso et al. (1999), Font-Quer (2000).

Para as analises anatomicas, as sementes foram seccionadas longitudinalmente no eixo
embrionario, fixadas em FAA (formaldeido, acido acético e alcool etilico 70%) (Johansen
1940) por 24 horas para observacdo do aspecto estrutural, reconhecimento dos compostos
fenolicos totais em SFF (formaldeido, sulfato ferroso e agua destilada) (Johansen 1940)
durante 48 horas e FNT (Formalina Neutra Tamponada) por 48 horas (Lillie 1965) para os

testes histoquimicos.
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Sec0es longitudinais de material incluido em paraplast foram realizadas com o auxilio
de microtomo rotativo (Leica® RM 2245), em seguida coradas em azul de astra e safranina
(Gerlach 1969) e montadas laminas permanentes.

Os testes histoquimicos foram realizados com material seccionado a mao livre e
incluido em paraplast. Para identificar lipidios totais as se¢fes foram submetidas aos
reagentes Sudan Il (Pearse 1980) e Sudan Black B (Jensen 1962), para lipidios neutros e
acidos foi usado sulfato azul de Nilo (Cain 1947), e para lipidios insaturados, tetroxido de
osmio (Ganter e Jollés 1969/1970). Foram usados para detectar terpenos os reagentes de
NADI (David e Carde 1964) e 2,4-dinitrofenilhidrazina (Ganter e Jollés 1970).

Para compostos fenolicos gerais foram usados cloreto férrico (Johansen 1940),
dicromato de potéssio (Gabe 1968) e azul de toluidina (O’Brien et al. 1964). Para detectar
tanino foi utilizado vanilina cloridrica e para lignina, floroglucinol acidificado (Johansen
1940).

Para detectar amido foram utilizados os reagentes de lugol (Johansen 1940) e Wagner
(Furr e Mahlberg 1981); e para mucilagem, vermelho de ruténio (Gregory e Baas 1989).
Utilizaram-se reagentes de Dragendorff e Wagner (Furr e Mahberg 1981) para alcaloides.

Foram usados para identificar proteinas xilidine Ponceau (Vidal 1970) e azul brilhante
de Coomassie (Fisher 1968).

As laminas foram fotografadas com camera digital Canon Power Shot A640 acoplada

ao microscopio 6ptico modelo Axiolab Zeiss.
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2.3.Resultados

As sementes de Cenostigma tocantinum Ducke sdo externamente estenospérmicas,
estreitamente elipticas em seccgéo transversal, com apice arredondado, margem inteira e base
mucronada (Figura 1A-C).

As sementes sdo menores nas extremidades do fruto, enquanto no centro sdo maiores,
com 14,49 mm de comprimento, 12,71 mm de largura e 3,93 mm de espessura em média

(Tabela 1).

Tabela 1: Analise biométrica de 100 sementes de Cenostigma tocantinum Ducke.
BIOMETRIA (mm)

Comprimento Largura Espessura
Minima 12,11 9,83 3,09
Média 14,43 12,43 3,85
Maxima 16,93 22,22 9,91
Média 14,49 12,71 3,93
Desvio padrdo 1,06 1,47 0,72

A testa € monocrémica, castanho claro, com algumas manchas marrons, lisa, pétrea e
brilhosa quando desidratada (Figura 1B) e coriacea quando hidratada. A regido hilar é basal,
préxima ao apice da radicula (Figura 1C). O hilo é oblongo, bem perceptivel, homécromo,
castanho, elevado e com bordadura hilar proeminente (Figura 1D), micropila inconspicua. A
semente apresenta rafe monocrémica com varios tons de castanho, escura em sementes
hidratadas e mais clara nas desidratadas, presente apenas no apice (Figura 1B).

O embrido é axial invertido, foliaceo, cotiledonar, com cotilédones amplos, crassos,
planos, no entanto, com expressivo eixo embrionario reto (Figura 1F, G).

Os cotilédones sdo planos, carnosos, amarelados, totais, ou seja, preenchem todo o

espaco (Figura 1E, F), obovados, arredondados, com a margem levemente serrilhada (Figura
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1J), base sagitada (Figura 1H), laminas retas com as faces superiores em contato (Figura 1E),
com a radicula exposta (Figura 1H), unidos somente ao apice no eixo hipocétilo-radicula.

O eixo embrionario esta entre os l6bulos cotiledonares, é reto, lanceolado e amarelado
(Figura 1G). A plumula é diferenciada, desenvolvida, esbranquicada, com dois primordios
foliares opostos (Figura 11).

As sementes maduras de C. tocantinum ndo apresentam endosperma, suas substancias
de reserva ficam armazenadas nos cotilédones.

A exotesta tem parede periclinal externa recoberta por uma fina cuticula, formada por
uma camada de células dispostas em sentido radial, denominadas macroesclereides ou células
de Malpighi, nesta ha presenca de uma linha ltcida, que percorre transversalmente toda a
extensdo dos macroesclereideos, posicionada acima do meio destas células. Abaixo desta
camada, a mesotesta, € formada por células esclerificadas, denominadas osteosclereides
(Figura 2A).

A terceira camada, a endotesta, € formada por células parenquimaticas alongadas
horizontalmente com paredes espessadas, 0 tamanho destas diminui a medida que se
aprofundam as camadas (Figura 2A).

No é&pice superior da semente, na rafe, em secdo longitudinal, encontra-se uma
vascularizagdo com feixes colapsados (Figura 2B).

Em secdo longitudinal, as células da protoderme do embrido na regido da radicula sdo
unisseriadas e glabras (Fig. 2D, F), enquanto no hipocotilo-radicula a protoderme apresenta
tricomas em processo de diferenciacdo (Figura 2C, E). No epicétilo e plumula a protoderme
apresenta pequenos tricomas semelhante aos do hipocotilo (Figura 2G, H). O meristema
fundamental cortical é formado por células longas e o medular por células curtas, o procambio
apresenta células um pouco mais curtas que as do meristema cortical (Figura 2C, D). Também

pode-se notar a presenca da gema axilar do cotilédone (Figura 2C, J).
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Os cotilédones apresentam epiderme unicelular (Fig. 2A), o mesofilo com células
parenquimaticas poligonais e vestigios de nervacdo em formacdo (Figura 2K), e pode-se
observar canais secretores, vistos em secdo longitudinal (Fig. 2L), enquanto na pldmula ha
presenca de cavidades secretoras (Figura 2G, H, I).

Os testes histoquimicos realizados nas sementes de C. tocantinum foram positivos para
lipidios, mucilagem, compostos fendlicos, amido e proteinas (Tabela 2).

O tegumento quando fixado em SFF revelou resultado positivo para compostos
fenolicos, localizados nas células parenquimaticas da endotesta (Figura 3H).

Os testes para lipidios totais foram positivos nos cotilédones, quando submetidos ao
Sudan 111 as goticulas de lipidios reagiram e coraram em alaranjado, em Sudan Black essas
goticulas coraram em azul (Figura 3D, E). Esses lipidios estdo na forma insaturada como
indicado pelo tetroxido de 6smio, onde reagiram corando as goticulas em negro (Figura 3F).

Os graos de amido estdo distribuidos por todo o mesofilo dos cotilédones das sementes
de C. tocantinum, sendo mais evidenciados em material incorporado em parafina, corados em
lugol e reagente de Wagner (Figura 3G).

Os cotilédones das sementes maduras de C. tocantinum apresentam proteinas, como
indicado pelos testes de xilidine Ponceau e azul brilhante de Coomassie, onde no primeiro o0s
corpos proteicos coraram em vermelho e o segundo em azul claro, sendo positivo para ambos
(Figura 31),

O conteudo presente nos canais secretores do mesofilo dos cotilédones € composto por
mucilagem como indicado pelo vermelho de ruténio (Figura 3B), e compostos fendlicos que
reagiram nas células epiteliais € no limen aos reagentes cloreto férrico, dicromato de potassio
e azul de toluidina (Figura 3C).

Taninos, lignina, alcaloides e terpenos ndo foram positivos em material fresco e fixado

quando foram submetidos aos reagentes (Tabela 2).
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Tabela 2: Resultado das principais classes de metabolitos presentes nas sementes de Cenostigma tocantinum

Ducke.

Grupos metabdlicos Reagente Resultado

s . Sudan 11 +

Lipidios totais Sudan Black B +

_ Lipidios Tetréxido de Osmio +
insaturados

Lipidios acidos e Sulfato azul de Nilo -

neutros

Cloreto férrico +

Fendlicos gerais Azul de toluidina +

Dicromato de potassio +

Tanino Vanilina cloridrica -

Lignina Floroglucinol -

. Dragendorff -

Alcaloides Wagner i

NADI )

Terpenos 2,4- )

dinitrofenilhidrazina

. Lugol +

Amido Wagner +

Mucilagem Vermelho de ruténio +

Y Azul de alcido -

Proteinas Xilidine Poceau +

Azul de Coomassie +

2.4.Discussao

As sementes de Cenostigma tocantinum apresentaram o mesmo formato descrito por

Mendonca et al. (2016) para Cenostigma pyramidale (Tul.) E. Gagnon & G. P. Lewis,

confirmando o que foi descrito por Gagnon et al. (2016), ao realizarem uma nova descri¢do

em Caesalpinieae, reorganizaram o género Cenostigma e consideraram que as sementes

apresentam forma eliptica.

O tamanho das sementes de C. tocantinum apresentaram variagdes, de acordo com

Harper et al. (1970), é evidente a diferenca de tamanho das sementes de Leguminosae, como

observado em Caesalpinia echinata Lamarck por Ferreira e Barreto (2015) e Bauhinia

monandra Kurz por llkiu-Borges e Mendoncga (2009). Segundo llkiu-Borges e Mendonga
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(2009) esta caracteristica ocorre principalmente em frutos polispérmicos, onde ha mais de
uma semente por fruto.

A cor das sementes de C. tocantinum se mostraram monocromica, castanho claro, com
algumas manchas marrons, de textura lisa, pétrea e brilhosa, algumas destas caracteristicas
corroboram com as descricGes de Gagnon et al. (2016) para Cenostigma. Assim como, nas
descricobes de Gunn (1981) para Leguminosae, geralmente apresenta sementes
monocromaticas, de castanho a preto e sua textura pode variar de 0sseos, coriacea ou cartacea.
Corroborando

O hilo em C. tocantinum é oblongo, visivel e elevado, na base préximo ao apice da
radicula, caracteristica comum para Caesalpinioideae (Gunn 1981).

A testa das sementes de C. tocantinum é caracterizada por apresentar camadas
formadas por exotesta, composta por células em palicada, denominada de células de
Malpighian, onde nesta encontra-se uma linha lucida, a mesotesta por uma camada de
osteoesclereides, e a endotesta por varias camadas de células de paredes especadas. Estas
caracteristicas foram observadas por Gunn (1981), Melo-Pinna et al. (1999), Bitencourti et al.
(2008), llkiu-Borges e Mendonca (2009) e Costa et al. (2014) para Leguminosae, assim como
em Cenostigma piramidale (Tul.) E. Gagnon & G.P. Lewis (Melo-Pinna et al. 1999). Ao
comparar a testa da semente de uma espécie de Leguminosae com Euphorbiaceae, Bitencourti
et al. (2008) observaram que a organizacdo da testa € um elemento importante na
identificacdo das espécies.

O feixe vascular das sementes maduras de C. tocantinum permanece na rafe,
entretanto, esta estrutura pode ocorrer em diferentes locais, como por exemplo, na regido da
microépila e da calaza, como observado por Melo-Pinna et al. (1999) em Senna spectabilis

(D.C.) Irwin & Barneby var. excelsa (Schrad) Irwin & Barneby.
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O embrido é composto por dois cotilédones e eixo embrionario basal, este eixo € reto e
exposto na base dos cotilédones, caracteristicas estas também observadas em Paubrasilia
echinata (Lam.) E. Gagnon, H.C. Lima & G. P. Lewis (Ferreira e Barretto 2015), Senna
obtusifolia (L.) H.S.Irwin & Barneby (Gurgel et al. 2014) e Inga uruguensis Hook. & Arn.
(Oliveira 1999), caracteristicas geralmente encontradas em Caesalpinioideae (Gunn 1981,
Barroso et al. 1999). Ao estudar o embrido de espécies pertencentes as trés subfamilias de
Leguminosae, Oliveira (1999) verificou variagdes quanto ao eixo embrionario, apresentando,
desta forma, valor taxondmico para a familia.

As caracteristicas anatdmicas do embrido com protoderme do hipocétilo-radicula com
tricomas, assim como, no epicoétilo e plimula, o meristema fundamental cortical formado por
células longas e o medular por células curtas, 0 procambio com células um pouco mais curtas
que as do meristema cortical e presenca da gema axilar sdo semelhantes ao descrito por
Oliveira (1999) para a tribo Caesalpineae, principalmente de Caesalpinia leiostachya Ducke,

Estruturas secretoras como cavidades encontram-se na plumula do embrido e canais
nos cotilédones, porém Corte et al. (2009) verificaram nos cotilédones de Cenostigma
pluviosum var. peltophoroides (Benth.) E. Gagnon & G. P. Lewis apenas cavidades, diferindo
dos cotilédones de C. tocantinum, que apresentaram canais em vez de cavidades. E também
Oliveira (1999) encontrou na plimula do embrido de Lonchocarpus muehlbergianus Hassl.
cavidades.

A auséncia de endosperma é comum em sementes de Leguminosae, pois durante o
desenvolvimento do embrido, o endosperma é consumido por ele, e 0s cotilédones passam a
servir como tecido de reserva (Gunn 1981; Bewley e Black 1994; Barroso et al. 1999). Como
pode ser observado nas sementes da espécie aqui estudada.

Os testes histoquimicos detectaram a presenca de compostos fenolicos na testa das

sementes de C. tocantinum, estes compostos segundo Julio e Oliveira (2007) e Abud et al.
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(2010) podem garantir ao tecido resisténcia e protecdo contra herbivoros, microrganismos e
causam coloracdo amarronzada em muitas sementes. Apesar de Loureiro et al. (2013) terem
encontrado também compostos fendlicos na testa, na terceira camada de Amburana cearensis
(Alleméo) A.C. Smith (Leguminosae-Papilionoideae), atribui a funcdo destes compostos ao
controle na absorcdo de agua e Carvalho e Nakagawa (2000) a entrada de oxigénio para
interior em algumas sementes.

Lipidios foram detectados nos cotilédones das sementes de C. tocantinum, na forma
insaturada, assim como em Cenostigma pluviosum var. peltophoroides (Benth.) E. Gaghon &
G. P. Lewis (Corte et al. 2009). Segundo Corte et al. (2006) os lipidios armazenados nos
cotilédones, caracteriza uma vantagem adaptativa a espécie, possibilitando as plantulas se
desenvolverem em ambientes menos iluminados.

O amido ocorre em todo o mesofilo dos cotilédones, entretanto, em Cenostigma
pluviosum var. peltophoroides (Benth. E. Gaghon & G. P. Lewis) ocorreu em pequena
quantidade e de forma irregular (Corte et al. 2009). A presenca deste carboidrato nas sementes
de Leguminosae é uma importante caracteristica taxonémica (Corte et al. 2006), uma vez que
ndo ocorre com frequéncia em todas as espécies da subfamilia, como em Papilionoideae
(Hegnauer e Grayer-Barkmeij 1993).

As proteinas foram encontradas no mesofilo dos cotilédones de C. tocantinum, assim
como em Cenostigma pluviosum var. peltophoroides (Corte et al. 2009). Segundo Garcia et
al. (2008) as sementes de C. tocantinum apresentam tolerancia a dessecagdo, dessa forma, a
presenca de proteinas nos cotiledones desta espécie pode estar ligada a essa resisténcia. De
acordo com Barbedo e Filho (1998) algumas proteinas, tem participacdo fundamental no
controle desse processo de dessecacdo, tanto adquirida naturalmente como em condicdes

controladas.
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Mucilagem e compostos fendlicos foram detectados nos canais secretores dos
cotilédones de C. tocantinum. Porém, nos cotilédones de Cenostigma pluviosum var.
peltophoroides (Corte et al. 2009) encontraram além de compostos fendlicos nas cavidades a
presenca de lipidios, proteinas e amido nas células epiteliais.

A presenca de mucilagem e compostos fenolicos nestas estruturas secretoras,
principalmente quando mista, confirma com o que foi descrito por Gregory e Baas (1989),
onde mencionaram que as mucilagens sdo secre¢fes mistas de natureza viscosa, constituida
por heteropolissacarideos acidos e/ou neutros, substancias fenodlicas e proteinas, podendo
ocorrer em todas as partes da planta. Dessa forma, de acordo com Machado e Rodrigues
(2013), muitas células secretoras contém mistura de substancias em seu conteudo e de acordo
com Fahn (1982), a presenca de canais de mucilagem tem sido encontrada em varias familias.

Estas substancias podem realizar diferentes funges, tais como, protecdo de estruturas
ou 6rgdos em desenvolvimento, retencdo de agua, armazenamento de carboidratos, reducdo da
transpiracéo, protecéo contra radiacdo e herbivoria, como adesivo na dispersao e regulacdo da

germinacdo de sementes (Gregory e Baas 1989; Martini et al. 2003; Rocha et al. 2011).

2.5.Conclusao

As sementes de Cenostigma tocantinum apresentaram caracteristicas morfoldgicas e

anatdmicas importantes para a distincdo entre as espécies do género, como a presenca de

canais secretores, que até entdo sé havia informacGes de cavidades.
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Figura 1. Morfologia da semente de Cenostigma tocantinum Ducke A) Sementes, B)
Detalhes da testa e da rafe, C) Base com funiculo, D) Hilo com resto de funiculo, E, F) Eixo
do embrido mostrando os cotilédones retos, G) Detalhe do embrido reto, H) Radicula exposta
na base do cotilédone, 1) Detalhe da plamula com primérdios foliares e J) Margem serrilhada.
Legenda: fu-funiculo, rf-rafe. Barra: D, | = 1mm; B, C, E-H, J = 2mm.
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A) Testa evidenciandos as camada e linha llcida (seta), B) Feixe no mesofilo da testa, C)
Epicétilo do embrido evidenciando gema axilar (seta), D) Hipocétilo-radicula do embrido, E e
F) Detalhe da protoderme do embrido com tricomas e glabra, G)Vista geral da plimula H)
Detalhes da plumula, 1) Cavidade na plumula, J) Detalhe da gema axilar do cotilédone, K)
Cotilédone com feixes, L) Cotilédone com canal secretor. Legenda: cb-cambio, co-cotilédone,
cp-células parenquimaticas, ex-exotesta, fv-feixe vascular, mf-meristema fundamental, mm-
meristema medular, os-osteoesclereides. Barra: A, E, F, I, J-L = 7um; B, H = 30um; C, D, G
= 80um.
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Figura 3. Teste histoquimico nas sementes de Cenostigma tocantinum Ducke. A) Teste em
branco do cotilédone, B) Teste com vermelho de ruténio no canal secretor no cotilédone
detectando mucilagem, B) Teste com azul de toluidinas revelando compostos fendlico, D e E)
Cotilédones ricos em lipidios, F) Lipidios insaturados no cotilédone, G) Presenca de grdo de
amido no mesofilo do cotilédone, H) Compostos fendlicos nas células parenquimaticas da
Gltima camada da testa e 1) Proteinas nas células do cotilédone. Barra: A-D, G, H = 6um; E, F
=4um; | = 8um.

9
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3. Anatomia dos Eofilos e das Folhas de Cenostigma tocantinum Ducke (Leguminosae-
Caesalpinioideae)

SUZANE SILVA DE SANTA BRIGIDA, ELY SIMOME CAJUEIRO GURGEL,
FERNANDA ILKIU BORGES DE SOUZA

Resumo: Nativa do norte do Brasil, Cenostigma tocantinum é conhecida como pau preto ou
pau pretinho, com habito arbustivo e arbéreo. E ornamental por apresentar uma bela floragio
e crescimento rapido, tambeém utilizada na construcéo civil e como planta medicinal. Espécies
do mesmo género sdo caracterizadas por apresentar cavidades secretoras. O estudo anatdmico
e morfologico de plantulas permite a descoberta de estruturas que podem desaparecer com 0
desenvolvimento da planta. Assim, o objetivo deste trabalho é descrever os eofilos da plantula
e a folha no estadio adulto morfoanatomicamente e histoquimicamente, comparar as
estruturas destes orgdos, além de fornecer informacBes mais detalhadas sobre as cavidades
secretoras presentes. O material foi coletado em trés matrizes e as sementes foram postas para
germinar, visando a obtencdo das pléntulas. Em seguida foram processadas segundo as
técnicas usuais em anatomia vegetal. Os foliolos nos dois estagios apresentaram epiderme
semelhantes, com paredes anticlinais sinuosas, tricomas simples e estdbmatos paraciticos. O
mesofilo é dorsiventral com cavidades secretoras. O feixe da nervura central e feixes menores
sdo colaterais. Raque e peciolo sdo arredondados com feixes colaterais concéntricos
envolvidos por uma bainha esclerenquiatica. Idioblastos cristaliferos estdo na epiderme,
parénquima e nas células dos feixes. Nos dois estadios foram detectados compostos fendlicos,
flavonoides, lignina e amido. Dessa forma, conclui-se que os eofilos e as folhas da planta
adulta de C. tocantinum n&do apresentaram diferengas significantes, entretanto, houve
diferenca quanto aos tricomas e nas cavidades secretoras foi detectado flavonoides.

Palavras Chaves: Cavidades. Foliolos. Pau pretinho. Plantula.

Abstract: Native to the north of Brazil, Cenostigma tocantinum is known as pau preto or pau
pretinho, with shrub and arboreal habit. It is ornamental because it presents a beautiful
flowering and fast growth, also used in construction and as a medicinal plant. Species of the
same genus are characterized by presenting secretory cavities. The anatomical and
morphological study of seedlings allows the discovery of structures that may disappear with
the development of the plant. Thus, the objective of this work is to describe the eophills of the
seedling and leaf in the adult stage morphoanatomically and histochemically, to compare the
structures of these organs, in addition to providing more detailed information on the present
secretory cavities. The material was collected in three matrices and the seeds were put to
germinate, aiming at obtaining the seedlings. After were processed according to the usual
techniques in plant anatomy. The leaflets in the two stages presented similar epidermis, with
sinuous anticlinal walls, simple trichomes and paracytic stomata. The mesophyll is
dorsiventral with secretory cavities. The midrib bundle and smaller bundles are collateral.
Rachis and petiole are rounded with concentric collateral bundles enveloped by a
sclerenchymatic sheath. Crystalline idioblasts are in the epidermis, parenchyma and in the
cells of the bundles. Phenolic compounds, flavonoids, lignin and starch were detected in both
stages. Therefore, it was concluded that the eophills and the leaves of the adult plant of C.
tocantinum did not present significant differences, however, there was difference in the
trichomes and in the secretory cavities flavonoids were detected.

Keywords: Cavities. Leaflets. Pau pretinho. Seedling.
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3.1.Introducéo

Cenostigama Tul. pertence a Leguminosae, Caesalpinioideae, tribo Caesalpinieae
(Warwick & Lewis et al. 2009; Gagnon et al. 2016), e compreende 14 espécies neotropicais,
nativas do Brasil, a maioria encontrada no centro e nordeste do pais, e em uma parte da
Amazonia (Gagnon et al. 2016).

Nativa do norte do Brasil, como Para e Tocantins, Cenostigma tocantinum Ducke
(Gagnon et al. 2016) é conhecida popularmente como pau-preto ou pau-pretinho; em outras
regibes como Bahia é chamada de inharé e em Goiés, cassia rodoviaria ou mangiriba (Lorenzi
2002). Ocorre em floresta tropical seca, em mata de restinga, caatinga e semi-arido, pastagens
arborizadas e floresta de terra firme, apresentando habitos arbustivos e arboreos de até 35 m
de altura (Gagnon et al. 2016).

Por sua caracteristica ornamental, tanto na beleza de sua floracdo quanto a aspectos
favoraveis como tronco reto, crescimento répido, copa frondosa, que proporciona
sombreamento eficiente, sem a liberacdo de grande quantidade de folhas e sistema radicular
pouco agressivo, vem sendo amplamente usada na arborizacdo paisagistica na regido norte
(Garcia et al. 2008) e na arborizacdo de pastagens (Santos & Mitja 2011).

Além de sua importancia ornamental, a espécie vem sendo explorada em floresta
nativa no Estado do Para nos ultimos 10 anos na industria madeireira (Para 2016). A madeira
é muito resistente, sendo indicada para a construcdo civil, para fabricacdo de caibros, vigas e
ripas (Lorenzi 2002), suas sementes ainda sé&o utilizadas na confeccgdo de artesanato (Oliveira
et al. 2014). Santos & Mitja (2011) relataram o0 uso da espécie como planta medicinal,
entretanto, ndo informaram para qual ou quais enfermidades € usado, nem as partes utilizadas.

Estudos morfolégicos e anatbmicos de plantulas de Leguminosae tem sido

desenvolvido por Oliveira & Beltrati (1992), Oliveira (1999, 2001), Moreira-Coneglian &
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Oliveira (2006) e Oliveira et al. (2014), com o objetivo de auxiliar na taxonomia e no
conhecimento das espécies. De acordo com os autores, estudos nesta fase podem permitir a
descoberta de estruturas transitorias, que podem desaparecer com o desenvolvimento da
planta, mas com importancia para se reconhecerem relacoes filogenéticas entre os grupos em
que os 6rgéos adultos apresentem essas estruturas.

Desta forma, Moreira-Coneglian e Oliveira (2006), ao compararem os eofilos de
Copaifera langsdorffii Desf. com os metafilos da espécie descritos por Morretes (1996),
verificaram presenca e auséncia de estruturas significantes entre os dois estadios de
crescimento, ocorrentes nos eofilos e ausentes na fase adulta, verificando variacGes entre 0s
dois estagios. Destacando que essas variacGes podem registrar estruturas transitorias,
ocorrentes nos eofilos e ausentes no individuo adulto, podendo inferir relagcdes filogenéticas
relevantes na espécie.

O género Cenostigma é caracterizado por apresentar pontos opacos na face abaxial das
folhas (Warwick & Lewis 2009; Gagnon et al. 2016). De acordo com Metcalfe & Chalck
(1950) estes pontos sdo cavidades secretoras taniferas. Lersten & Curtis (1996) ao estudarem
as estruturas secretoras ocorrentes no género, verificaram a presenca destas cavidades em C.
macrophilum Tul. e C. tocantinum, que segundo Gagnon et al. (2016) nunca foram estudadas
em detalhes quanto as substancias presentes.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho é descrever os eofilos da plantula e a folha no
estddio adulto morfoanatomicamente e histoquimicamente, comparar as estruturas destes
orgaos, além de fornecer informagdes mais detalhadas sobre as cavidades secretoras

presentes.
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3.2.Material e métodos

Folhas e frutos foram coletados de trés matrizes de Cenostigma tocantinum localizadas
no Campus de Pesquisa do Museu Paraense Emilio Goeldi — MPEG. Uma amostra foi retirada
para confeccdo de exsicata, em seguida incorporada ao Herbario Jodo Murca Pires do Museu
Paraense Emilio Goeldi (MG) sob o nimero de registro MG-228324.

Os frutos de cada matriz foram separados, em seguida, retiradas as sementes a mao e
as que estavam com algum tipo de injuria foram descartadas. Em seguidas as sementes foram
semeadas em substrato areia com serragem (1:1). Este substrato foi previamente umedecido e
esterilizado em micro-ondas por trés minutos, apos esse processo foi resfriado em temperatura
ambiente por 3 horas. Apoés resfriar foi colocado em bandejas plastica de 80 x 40 x 20 cm,
dispostas sobre bancada de madeira de 1 x 1 x 5 m, localizadas em area coberta com sombrite
a 50%, no horto boténico Jacques Huber, da Coordenacdo de botanica do Museu Emilio
Goeldi. O semeio foi feito em profundidade de 0,5 cm, irrigado uma vez por dia até o estadio
de pléntula, em seguida foram coletadas para as analises.

Para a anatomia, os eofilos das plantulas e as folhas das plantas adultas foram
seccionadas na regido mediana (nervura central, margem, raque e peciolo) e posteriormente
fixados em FAA (Formaldeido, Acido acético, Alcool etilico 50%) (Johansen 1940) por 24
horas e FNT (Formalina Neutra Tamponada) (Lillie 1965), 48hs, em seguida lavadas em
aguas destilada e estocados em alcool etilico 70%. As seccbes destinadas a inclusdo em
Parafina, passaram pela série alcoolica butilica terciaria crescente (Johansen 1940). As secGes
transversais e longitudinais foram obtidas com auxilio de micrétomo rotativo (Leica® RM
2245), em seguida corados com Azul de Astra e Safranina (Gerlach 1969) e montadas Iaminas

permanentes.
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Para a dissociacdo da epiderme fracdes menores da nervura central e margem dos
foliolos dos eofilos e das folhas da planta adulta foram seccionadas com auxilio de lamina de
aco e clarificadas em solucdo aquosa de hipoclorito de sédio (1:1), lavadas com agua destilada
e coradas com safranina (Gerlach 1969). A montagem foi feita em glicerina diluida a 50 %,
entre laminas e laminulas, isolando as bordas com esmalte incolor, segundo Purvis et al.
(1964).

Para os testes histoquimicos, seccdes transversais dos foliolos, raque e peciolo dos
eofolos e das folhas dos individuos adultos, foram secionados a méo livre. Para a deteccdo de
amido foram submetidas a solucdo de lugol (Johansen 1940) e Wagner (Furr & Mahlberg
1981). Para identificacdo de lipidios em Sudan Ill (Pearse 1980) e Sudan Black B (Jensen

1962).

Para compostos fendlicos gerais foi utilizado cloreto férrico (Johansen 1940),
dicromato de potéssio (Gabe 1968) e azul de toluidina (O’Brien et al. 1964), e flavonoides
cloreto de aluminio (Charriére-Ladreix 1976), para tanino foi usado vanilina cloridrica e para

deteccdo de lignina, floroglucinol acidificado (Johansen 1940).

Alcaloides detectado utlilidando-se reagente de Dragendorff (Furr & Mahberg 1981) e
Wagner (Svendsen & Verpoorte 1983), para terpenos reagente de NADI (David & Carde
1964) e 2,4-dinitrofenilhidrazina (Ganter & Jollés 1970). Para mucilagem foram utilizados os
reagentes vermelho de ruténio (Gregory & Baas 1989) e azul de alcido (Pearsen 1985).

As fotomicrografias foram obtidas através de camera digital Canon Power Shot A640
acoplada ao microscopio optico modelo Axiolab Zeiss.

Para o estudo em microscopia de fluorescéncia, o material foi tratado com cloreto de
aluminio (Charriére-Ladreix 1976) para a identificacdo de flavonodides. A analise foi realizada
em microscopio de epifluorescéncia (modelo Nikon Eclipse 80i) equipado com filtro UV, no

Laboratdrio de Gendmica Funcional e Biotecnologia, da UFPA.
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As amostras para a Microscopia Eletronica de Varredura — MEV, previamente fixadas,
foram desidratadas em seérie etilica, processadas em secador de ponto critico de CO; e
metalizado com ouro (camada com aproximadamente 20 nm de espessura) em corrente de 25
mA. As eletromicrografias foram obtidas em microscépio eletrénico de varredura modelo

LEO 1450 VP.

3.3.Resultados

Os eofilos nas plantulas séo dois, subopostos (opostos), paripinados, com dois a trés
pares de foliolos opostos, subsésseis, concolores, ambas as faces opacas, glabras, com
tricomas simples apenas nas nervuras primarias da face adaxial e margem, prefolheacdo
valvar, nervacdo broquidédroma, lanceolada, com pontos opacos visivel na superficie inferior
dos eofilos, &pice acuminado, margem inteira e base obtusa. Raque e peciolo com tricomas
curtos e simples, e glandulares (Fig. 1).

As folhas de C. tocantinum sdo compostas, com trés a cinco (sete) pares de foliolos
opostos, ovados, ovados-elipticos, elipticos, com superficie brilhante, glabra em ambas as
faces, com tricomas apenas nas nervuras primarias na face adaxial e na margem préximo ao
apice. Foliolos com apice mucronado acuminado, base obtusa, arredondada e venacgdo
broquidédroma, com pontuacdo visivel na face abaxial dos foliolos. Raque e peciolo com
tricomas curtos e simples, e estrelados.

Os caracteres anatbmicos nas sec¢Bes paradérmicas, transversais e longitudinal das
folhas e eofilos de C. tocantinum podem ser observados nas figuras 2 a 5.

A epiderme dos foliolos dos eofilos e foliolos da planta adulta em vista frontal,
apresentaram células de contorno sinuoso e parede delgada em ambas as faces (Fig. 2b, d, e),

as células da nervura sdo heterodimencionais, com paredes anticlinais retas com tricomas
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tectores unicelulares com apice afilado (Fig. 2a, c), presentes apenas na face adaxial, restrito
aos bordos. Os estdmatos do tipo paracitico ocorrem somente na face abaxial, em ambos os
estagios (Fig. 2b, e).

A nervura central em secdo transversal, € levemente céncava na face adaxial e
convexa na abaxial, a epiderme de ambas as faces dos foliolos dos eofilos e folha no estadio
adulto é unisseriada (Fig. 3a, 4a), com células redondas no centro com cuticula espessada e
tricomas tectores unicelulares na face adaxial (Fig. 3a, 4b). A face abaxial com cuticula
espessada, células redondas e pequenas (Fig. 3a, b, 4a).

No mesofilo da nervura as células sdo parenquiméaticas em ambas as faces, o
parénquima palicadico voltado para face adaxial ndo € continuo sendo interrompido pelo
parénquima fundamental (Fig. 3a, 4b). A face abaxial desta nervura é formada por duas a
quatros camadas de células no foliolo e trés a cinco no foliolo do eofilo, apresentando
cavidades secretoras envolvidas por finas células epiteliais € no Iimen estd presente uma
substancia escura e densa (Fig. 3b, 4c).

O feixe vascular colateral presente na nervura central € menor e pouco desenvolvido
no foliolo do eofilo, no foliolo da planta adulta este feixe € maior e mais desenvolvido, com
duas extensdes de floema (Fig. 3a, 4a). Nos dois estagios os feixes estdo circundados por uma
bainha esclerenquimatica.

O mesofilo da regido intermediaria dos foliolos nos dois estagios apresenta epiderme
hipoestomatica, epiderme unisseriada em ambas as faces, parede periclinal externa reta na
face adaxial e abaxial do foliolo adulto, enquanto que no eofilo é levemente curva (Fig. 3d,
4g). O mesofilo é dorsiventral, com uma camada de parénquima pali¢adico voltado para a
face adaxial, alongado ocupando quase que a metade do mesofilo, o lacunoso apresentando de

trés a quatro fileiras de células nos foliolos, enquanto nos foliolos dos eofilos com trés a cinco
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fileiras de células. O parénquima palicadico nos eofilos sdo mais curtos e com espacos
intercelulares maiores (Fig. 3d, 4e).

Os feixes vasculares do tipo colateral menores estdo envolvidos por uma bainha
(bainha do feixe) e uma extensdo dessa bainha que toca a epiderme adaxial nos foliolos da
plantula. No foliolo da planta adulta esta extensao de bainha toca a epiderme abaxial (Fig. 3d,
49).

As cavidades secretoras sdo envolvidas por finas células epiteliais e no lumen esta
presente uma substancia escura e densa, encontram-se no mesofilo dos foliolos dos eofilos e
das folhas nos estadios adulto (Fig. 3e, 4e).

A margem dos foliolos do eofilo e foliolos apresentaram epiderme unisseriada, com
cuticula espessada e papilosa nos foliolos da planta adulta, porém na epiderme dos foliolos
dos eofilos a epiderme apresentou tricomas e cuticula é fina. (Fig. 3f, 4f).

A raque e o peciolo apresentaram formato cilindrico com superficie ondulada (Fig. 3g,
k, 4h, 1), a epiderme em se¢do transversal é unisseriada, apresentando cuticula espessada,
tricomas tectores unicelulares nos dois estagios (Fig. 3g, I, m, 4i, m). No peciolo da folha
adulta foi observado também a presenca de tricomas estrelados (Fig. 40), e na raque e peciolo
do eofilo ocorreram tricomas do tipo glandular multicelular pedunculado, incluindo os
tectores (Fig. 5a, b, ). Estdmatos foram observados na raque e peciolo dos eofilos e somente
na raque do foliolo (Fig. 3h, 1, 4i, 5d).

Nos dois estagios de crescimento as células epidérmicas da raque e peciolo séo
arredondadas, de paredes anticlinais e periclinais curvas (Fig. 3g, I, 4i, m). A regido cortical &
parenquimatica, maior na raque e peciolo da folha adulta, e nesta regido encontram-se
diversas cavidades secretoras (Fig. 3i, m, 4h, n). O feixe vascular é formado por varios feixes
colaterais dispostos em circulo, envolvido por uma bainha esclerenquimatica espessa e

lignificada (Fig. 3g, 4h, I), porém, no peciolo do eofilo a bainha ndo chega a se fechar (Fig.
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3K). A regido medular da raque e peciolo é formada por numerosas células parenquimaticas
arredondadas e poligonais de paredes finas e nos eofilos essa regido é menor (Fig. 3g, k, 4h,
).

Cristais em forma de drusas foram observados nas células do floema da nervura
central, raque e peciolo nos eofilos (Fig. 3c, j, n), enquanto que nas folhas, estdo nas células
esclerenquimaticas entre os feixes de floema na nervura central, raque e peciolo (Fig. 4d, k,
p), além disso, por toda a extensdo do mesofilo, como células da epiderme abaxial,
parénquima palicadico e na bainha que circunda o feixe na margem da lamina foliolar (Fig.
49).

Os testes histoquimicos realizados nos foliolos dos eofilos e da folha em estadio
adultoforam positivos para compostos fendlicos, lignina, flavonoides e amido (Tabela 1).

Compostos fenolicos totais foram evidenciados nas cavidades secretoras presentes nos
eofilos e foliolos (Fig. 6a-c, 7e), nas células parenquimaticas da regido cortical do peciolo do
eofilo (Fig. 6d), enquanto que nos foliolos os compostos fendlicos totais estdo distribuidos no
mesofilo da nervura central (Fig. 7a), nas células parenquimaticas da regido cortical e medular
da raque e peciolo (Fig. 6b, c, d). Teste especifico identificou que o composto fenélico nas
cavidades séo flavonoides (Fig. 6e, 7).

Lignina foi detectada na nervura central, raque e peciolo, circundado os feixes
vasculares nos dois estagios (Fig. 6k-m, 7h, i).

Gréos de amido ocorreram na regido cortical e medular da raque e peciolo no eofilo
(Fig. 6f-j), enquanto que nos foliolos da planta em estadio adulto, foram observados apenas na

regido medular (Fig. 6j).
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Tabela 1: Resultados das principais classes de metab6litos nos eofilos e folhas em estadio adulto.

Grupos metabdlicos Reagente Resultado
- . Sudan 1 -
Lipidios totais Sudan Black B )
Cloreto férrico +
Fendlicos gerais Azul de toluidina +
Dicromato de potassio +
Tanino Vanilina cloridrica -
Flavonoides Cloreto de aluminio +
Lignina Floroglucinol +
. Dragendorff -
Alcaldides Wagner i
Terpenos _ NADI )
2,4-dinitrofenilhidrazina -
. Lugol +
Amido Wagner +
Mucilagem Vermelho de ry:[énio -
Azul de alcido -

3.4.Discussao

As folhas e os eofilos de Cenostigma tocantinum apresentaram algumas caracteristicas
morfologicas semelhantes, como apice mucronado, base obtusa, venacdo broquidédroma e
superficie inferior da epidérme pontuada, concordando com Warwick & Lewis (1990) e
Gagnon et al. (2016) ao descreverem Cenostigma, mostraram que estas caracteristicas,
principalmente as pontuacdes ja estdo presentes na espécie desde o estadio de plantula.

A epiderme do foliolo do eofilo e da folha apresentaram em ambas as faces paredes
anticlinais sinuosas. A sinuosidade das paredes foi descrita por Moreira-Coneglian & Oliveira
(2006) para sete espécies de plantulas de Caesalpinioideae, destas espécies, Copaifera
langsdorffii Dest. apresentou sinuosidade igual nos dois estagios, como verificado por
Morretes (1996) e Moreira-Coneglian & Oliveira (2006). Porém, Moraes & Paoli (1999), ndo
consideram esta informacdo para fins taxonémicos, pelo fato de ocorrer variagdo em uma

mesma espécie.
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Na epiderme dos eofilos e foliolos foram observados apenas estbmatos paraciticos,
concordando com Metcalfe & Chalk (1950) e Watson (1981) para Caesalpinioidea,
comumente encontrados apenas na face abaxial.

Os estdmatos nos eofilos estdo presentes na raque e peciolo, porém, nas folhas adultas
apenas na raque, de acordo com Esau (1976), a epiderme da raque por ser uma extensdo do
peciolo tem as mesmas caracteristicas.

Tricomas tectores e estrelados foram observados na folha adulta de C. tocantinum,
Lersten & Curtis (1996) e Warwick & Lewis (2009), também observaram estes tricomas em
Cenostigma macrophyllum Tul.. Porém Metcalfe & Chalk (1950) e Barroso (1984), citam que
além de tricomas tectores, ha presenca de tricomas ramificados nas folhas de Cenostigma, o
que ndo foi observado nos eofilos nem na folha adulta.

Os tricomas glandulares multicelular foram observados apenas nos eofilos de C.
tocantinum, Gagnon et al. (2016) mencionaram que algumas espécies de Caesalpinieae,
incluindo Cenostigma apresentam tricomas glandulares multicelulares no caule, folhas e
inflorescéncia. A auséncia desta estrutura nos foliolos da planta adulta concorda com Moreira-
Coneglian & Oliveira (2006), ao compararem os eofilos e as folhas da planta adulta de
Copaifera langsdorffii, podendo ocorrer auséncia de estruturas em alguma destas fases.

O mesofilo é dorsiventral tanto nos foliolos adulto quanto nos foliolos dos eofilos,
porém o parénquima palicadico nos eofilos apresentam espacos intercelulares maiores em
relacdo aos dos foliolos em estadio adulto. De acordo com Esau (1976) o mesofilo das
primeiras folhas € menos diferenciado do que as subsequentes, principalmente em relacdo ao
parénquima paligadico.

Os feixes vasculares da nervura central nos dois estagios estdo envolvidos por uma
bainha esclerenquimatica fibrosa, concordando com o que foi descrito por Metcalfe & Chalk

(1950) para Caesalpinioideae.



49

Os feixes presentes no mesofilo dos eofilos e foliolos apresentam fibras visiveis, com
uma bainha e extensao de bainha tocando a epiderme em ambos os estagios. De acordo com
Esau (1976), estes feixes menores estdo envolvidos por uma bainha do feixe, e estas sdo
ligadas a epiderme por um conjunto de células que sdo as extensbes de bainha. Segundo
Watson (1981), estes feixes menores em Caesalpinioideae geralmente sdo acompanhados de
fibras e que ha variacdo quanto a ligacdo com a epiderme.

Feixes vasculares envolvidos por uma bainha esclerenquimatica foram observados na
raque e peciolo, semelhantes nos estagios de plantula e adulto, porém essa bainha que
circunda os feixes do peciolo dos eofilos ndo se fecha completamente, isso talvez se deva ao
estadio de diferenciacdo, porque no adulto a bainha esta fechada. Metcalfe & Chalk (1950) e
Fahn (1982) descreveram para as dicotileddneas este tipo de arranjo, destacando que esta
caracteristica pode ter aplicacdo taxonémica.

As estruturas secretoras encontradas nos eofilos e folhas adultas foram idioblastos e
cavidades. A presenca de idioblastos contendo cristais foram encontrados na epiderme, nas
células do parénquima palicadico e nos feixes vasculares da raque e peciolo da folha adulta,
concordando com que foi descrito por Metcalfe & Chalk (1950), eles citaram que é comum a
presenca de cristais no mesofilo contribuindo na diferenciacdo de Caesalpinioideae das
demais subfamilias, estdo principalmente associados aos feixes, mas também podem ocorrer
no parénquima palicadico, como em Eperua, Macrobobium, Tachigalia e Tamarindus.
Zindler-Frank (1987), mencionou que cristais em forma de drusas ocorrem frequentemente
em Caesalpinioidea, e podem estar presentes no mesofilo, principalmente no parénquima
palicadico, associado ou ndo com cristais solitarios e estes muitas vezes acompanham 0S
feixes ou inseridos nas células epidérmicas, como foi observado em C. tocantinum.

As cavidades secretoras presentes nos eofilos e nas folhas da planta adulta foram

também relatadas por Lersten & Curtis (1994,1996) ao estudarem as estruturas secretoras de
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Caesalpineae, eles encontraram cavidades em algumas espécies de Cenostigma, incluindo C.
macrophillum e C. tocantinum, com ampla distribuicdo na folha, segundo Gagnon et al.
(2016) estas cavidades apresentam valor taxondmico para o género.

Essas cavidades secretoras presente nas folhas do género foram identificados por
Metcalfe & Chalk (1950), como cavidades secretoras taniferas, que sdo responsaveis por
causar 0s pontos opacos presentes nas folhas, entretanto para C. tocantinum o contedo
presente nestas estruturas sdo flavonoides, observado a partir dos testes histoquimicos.

Algumas espécies de Cenostigma também apresentaram flavonoides, tais como C.
macrophyllum, C. pyramidale, C. pluviosum var. peltophoroides (Sousa et al. 2007, Bahia et
al. 2010, Alves et al. 2012, Paz et al. 2014, Zanin et al. 2015) identificados através de testes
fitogquimicos. Como estes testes foram realizados a partir de extracdo alcdolica, ndo ha como
saber em qual tecido e estruturas secretoras este metabolito esta localizado nas folhas das
espécies estudadas, porém sabe-se que ocorrem flavonoides no género.

Idioblastos fenolicos foram encontrados nos eofilos e na folha adulta, porém apenas no
parénquima cortical do peciolo dos eofilos, e nas folhas da planta adulta, eles estdo
distribuidos por todos os tecidos parenquimaticos do peciolo, raque e nervura central, assim,
estando mais distribuidos na folha adulta. Desta forma, Gobbo-Neto & Lopes (2007),
mencionaram que varios fatores podem influenciar no conteudo de metabolitos secundarios,
inclusive idade e o desenvolvimento da planta, assim como dos diferentes érgdos vegetais.

Assim como em C. tocantinum, Moreira-Coneglian & Oliveira (2006), Oliveira et al.
(2014), também observaram compostos fendlicos nas células do mesofilo nos eofilos de
algumas espécies de Leguminosae. Para Fahn (1990), os idioblastos fendlicos sdo de
ocorréncia generalizada na familia.

Os compostos fenolicos atuam na defesa contra herbivoros, patogenos, radiacéo

ultravioleta e possuem acéo alelopatica (Taiz & Zeiger 2004). Como as plantulas apresentam
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uma pequena distribuicdo destes metabdlitos, elas podem estar vulneraveis e indefesas. Além
da importancia ecoldgica, os compostos fendlicos podem apresentar propriedades medicinais
em diversas plantas (Di Stase & Hiruma-Lima 2002).

Outro metabdlito presente nos eofilos e folha adulta foi a lignina, presente na bainha
esclerenquimatica que circunda os feixes. A ocorréncia deste metabolito tanto nos eofilos
quanto nas folhas concorda com Taiz & Zeiger (2004), onde mencionaram que a lignina esta
ligada a celulose e a outros polissacarideos da parede celular, assim é encontrada em maior
abundancia nas plantas, proporcionando suporte mecanico e protecao.

Gréos de amido estdo presentes nas células corticais e medulares do peciolo e raque
nos eofilos e folhas de C. tocantinum, a ocorréncia deste carboidrato esta ligado a sua sintese,
pois de acordo com Buckeridge et al. (2004) o amido e sintetizado nas folha e translocado
para 0s 0rgdo de reserva.

A presenca de amido em plantulas também foi abordado por Ilkiu-Borges (2005), em
Buhinia monandra Kurz, assim como no peciolo e raque de Pterodon pubescens por
Rodrigues & Machado (2004) e Hymeneae martiana Hayne por Silva et al. (2012), segundo
estes autores a presenca de amido nestas regides indica que a principal funcdo do parénquima
é a de reserva.

Conclui-se que os eofilos e as folhas da planta adulta de C. tocantinum n&o
apresentaram diferencas morfoldgicas significantes, entretanto, anatomicamente houve

diferenca quanto aos tricomas e nas cavidades secretoras foi detectado flavonoides.
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Figura 1: Plantula de Cenostigma tocantinum Ducke evidenciando tricomas glandulares no

peciolo e pontuagdes nos eofilos.
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Figura 2: Vista frontal dos foliolos de Cenostigma tocantinum Ducke. A) Tricomas tectores
unicelulares na na nervura central da face adaxial nos eofilos, B) Estdmatos paraciticos e
células com paredes anticlinais sinuosas na face abaxial dos eofilos, C) Tricomas tectores
unicelulares na nervura central da face adaxial do foliolo da planta adulta, D) Células com
paredes anticlinais sinuosas na face adaxial do foliolo da planta adulta, E) Estématos
paraciticos e células com paredes anticlinais sinuosas na face abaxial do foliolo da planta
adulta. Escala: A-E = 3um.
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Figura 3: Secéo transversal e longitudinal do eofilo da plantula de Cenostigma tocantinum.
A) Vista geral da nervura central, B) Cavidade secretora na nervura central, C) Presenca de
cristais no floema (seta), D) Vista geral do mesofilo evidenciando parénquima palicadico e
lacunoso e feixe vascular, E) Cavidades secretoras no mesofilo, F) Margem evidenciando
tricomas (seta) e estbmatos da face abaxial, G) Vista geral da raque evidenciando epiderme
com tricomas, bainha esclerenquimatica, feixes vasculares colaterais e medula, H) Epiderme
da raque com estdbmato, 1) Cavidade no mesofilo cortical do peciolo, J) Detalhe dos cristais
dispostos em fileira no feixe do floema da raque, K) Vista geral do peciolo, L) Epiderme do
peciolo evidenciando tricoma tector unicelular e estdmato, M) Epiderme do peciolo
evidenciando cuticula espessa, tricoma tector unicelular e cavidade secretora, N) Cristais
dispostos em fileira no floema do peciolo. Legenda: be-bainha esclerenquimatica; cr-cristais;
cs-cavidade secretora; cu-cuticula; ep-epiderme; m-medula; pl-parénguima lacunoso; pp-
parénquima palicadico; st-estdbmato; tg-tricoma glandular; tr-tricoma; xi-xilema; (*) floema.
Escala: B, C, I, J, N =3um; L, M =4um; D, E, F = 7um; G, H = 8um; M = 9um; A, K =
30um.



59

| AR M

Figura 4: Secdo transversal dos foliolos da planta adulta. A) Vista geral da nervura central,
B) Detalhe da epiderme adaxial com tricoma unicelular e bainha esclerenquimética no
mesofilo, C) Cavidade secretora na nervura central, D) Cristal nas células esclerenquimaticas,
E) Mesofilo evidenciando estdbmato, parénquima palicadico e lacunoso e cavidade, F)
Margem com estdmatos e papilas (seta), G) Mesofilo destacando o feixe vascular e cristais
(seta), H) Vista geral da raque, 1) Epiderm e evidenciando tricoma tector unicelular e estbmato
na epiderme da raque, J) Regido cortical da raque evidenciando cavidade secretora, K) Cristal
incluso nas células do floema da raque, L) Vista geral do peciolo, M) Secdo do peciolo
evidenciando cavidade secretora (seta), bainha do feixe, feixes vasculares e medula
parenquimatica, N) Epiderme do peciolo evidenciando cuticula espessa e tricoma tector
unicelular, O) Tricoma estrelado na epiderme do peciolo; P) Cristal incluso na célula
esclerenquimatica. Legenda: be-bainha esclerenquimatica; cr-cristais; cu-cuticula; ep-
epiderme; (*) floema; m-medula; pl-parénquima lacunoso; pp-parénquima pali¢adico; st-
estdmato; tr-tricoma; xi-xilema. Escala: A, H, L = 30um; B, E-F = 7um; N = 5um; G, I, J, M,
O =4um; C, D, K, P = 3um.
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Figura 5: Secdes do eofilo em microscopia eletronica de varredura. A-B) Tricoma glandula
multicelular pedunculado na raque, C) Tricoma glandula multicelular pedunculado no
peciolo, D) Estdmato no peciolo. Escala: A, D =10 um; B =30 pum; C = 20 um.
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Figura 6: Teste histoquimico da plantula de Cenostigma tocantinum Ducke. A) Cavidade
secretora na lamina eofilar evidenciando compostos fenolicos com azul de toluidina, B)
Cavidade secretora no peciolo evidenciando compostos fenélicos com azul de toluidina,
C) Cavidade secretora no peciolo evidenciando compostos fendlicos com cloreto férrico,
D) Compostos fenolicos no cortex do peciolo, E) Cavidade emitindo flavonoides no peciolo,
F) G) Peciolo evidenciando grdos de amido, H) 1) J) Regido cortical e medular da raque com
grdos de amido, K), L) e M) Lignina na bainha esclerenquimatica da nervura central, raque e
peciolo. Escala: A-D, F, J = 3um; G, | = 4um; E = 30um; H, K-M = 5um.
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Figura 7: Teste histoquimico da folha de Cenostigma tocantinum Ducke. A) B) C)
Compostos fendlicos evidenciados por dicromatos de potassio na nervura central, raque e
peciolo, respectivamente, D) Compostos fendlicos no cértex do peciolo por cloreto férrico,
E) Compostos fenolicos evidenciado por azul de toluidina no cértex do peciolo, F)
Flavonoides na cavidade secretora do peciolo, G) Regido medular do peciolo com grdos de
amido, H) I) Lignina na bainha esclerenquimatica da nervura central e peciolo. Escala: A, C-
E, G =3um; B, H, I=4pum; F=9um.
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4. CONCLUSOES FINAIS

As sementes Cenostigma tocantinum apresentaram caracteristicas morfologicas e
anatdmica diagnosticas para o género, e os eofilos e as folhas da planta adulta s&o
semelhantes, diferindo somente quanto aos tricomas.

As cavidades secretoras foram observadas na espécie desde o embrido até o estadio
adulto, além disso, canais secretores nos cotilédones da semente, ainda ndo foram descritos
para outras espécies do género. As cavidades secretoras descritas nas folhas apresentaram

flavonéides.



