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Resumo

Este trabalho investigou a anatomia da folha de Odontonema strictum (Nees) O. Kuntze (familia Acanthaceae)
com énfase na descric¢@o dos cistélitos, que sdo muito abundantes nesta espécie. Folhas totalmente expandidas
de cinco individuos adultos foram coletadas no Jardim Didatico do Setor de Ciéncias Bioldgicas (UFPR) e fixadas
em FAA 70. Os cistolitos localizam-se nas células epidérmicas diferenciadas da face adaxial (litocistos) e sdo
cilindricos, alongados, com iniimeras pequenas projecdes, podendo ocorrer aos pares, em diversos tamanhos,
com comprimento médio de 163,4 & 68,8 um e densidade de 23 + 9,97 cistolitos.mm(n=10). Os cistolitos, além de
ocorrerem nas células epidérmicas, sdo encontrados também entre as células colenquimaticas da nervura central
edopeciolo. Alamina foliar apresenta epiderme uniestratificada, mesofilo dorsiventral, com parénquima pali¢adico
continuo ao longo da lamina. Os feixes vasculares estdo distribuidos em forma de arco e envoltos por parénquima
fundamental. Tricomas glandulares ocorrem em ambas as faces, enquanto que os tricomas tectores pluricelulares
¢ estomatos diaciticos estdo presentes apenas na face abaxial. O grande ntimero e tamanho dos cistélitos
encontrados podem estar relacionados com defesas contra a herbivoria e com os mecanismos de retirada de
excesso de calcio absorvido do solo.

Unitermos: Odontonema strictum, anatomia foliar, cistélitos

Abstract

Leaf anatomy of Odontonema strictum (Nees) O. Kuntze (Acanthaceae). This study investigated the leaf
anatomy of Odontonema strictum (Nees) O. Kuntze (Acanthaceae), with emphasis on cystoliths, which are very
abundant in this species. Leaves fully expanded from five mature individuals were collected in the teaching
garden of the “Setor de Ciéncias Bioldgicas” (UFPR) and fixed in FAA 70. The cystoliths were located in the
epidermal cells of the adaxial face (litocysths) and also among the collenchyma cells of the midrib and petiole. The
cystoliths were cylindrical, long, with several small projections. They sometimes occurred in pairs and varied
greatly in size, with an average length of 163.44+68.8 um and a density 0f2349.97 cystoliths.mm™?(n=10). The foliar
lamina presented a uniseriate epidermis, dorsiventral mesophyll, and palisade parenchyma, which was continuous
along the lamina. In the midrib, arc-shaped vascular veins were surrounded by fundamental parenchyma. Glan-
dular trichomes occurred on both faces of the leaf, while non-glandular trichomes and diacytic stomata were
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present only on the abaxial face. The great number and size of the cystoliths observed could be related
to defenses against herbivory and to mechanisms of removal of excess calcium absorbed from the soil.

Key words: Odontonema strictum, leaf anatomy, cystoliths

Introducao

A familia Acanthaceae é uma entre as quatorze
familias listadas por Metcalfe e Chalk (1965) que apre-
senta cistolitos, principalmente na folha. Apesar destas
familias ndo apresentarem relacdes filogenéticas, os
cistolitos s@o especialmente abundantes na ordem
Urticales e sdo utilizados como carater sistematico, de
acordo com a forma e posi¢ao que se apresentam (Groult,
1999; Dickison, 2000).

A maioria dos textos ¢ livros (Mauseth, 1988; Fahn,
1990; Dickison, 2000) que comenta sobre cistélitos utili-
za como exemplo Ficus elastica Roxb (Moraceae), sen-
do que as outras espécies que apresentam esta estrutu-
ra sdo pouco abordadas. As formas mais freqiientes de
cistolitos sdo os esféricos, baciliformes ou fusiformes
que ocorrem aos pares ou solitarios. Os cistolitos se de-
senvolvem tipicamente em células epidérmicas, deno-
minadas de litocistos, que usualmente aumentam de ta-
manho e projetam-se para o interior da folha.

Num dos poucos estudos sobre cistdlitos, Groult
(1999) relaciona forma, tamanho, densidade e orienta-
¢lo dos cristais em relagdo a nervura central ¢ a pre-
senga dos mesmos nas faces adaxial e abaxial. A autora
utiliza tal estrutura como carater taxondmico para dife-
renciar as espécies de Pilea (Urticaceae).

Além da relevancia taxondmica, sdo raras as in-
formagdes sobre a importancia dos cistélitos para as plan-
tas. A presenca de cistolitos em F. elastica ja foi relaci-
onada com a invasdo de fungos e alguns estudos indi-
cam que a formagdo de cistolitos depende da quantida-
de de calcio no solo (Metcalfe e Chalk, 1983), assim
como a formacdo de cristais de oxalato de calcio
(Molano-Flores, 2001). Fatores ambientais como a au-
séncia de luz, principalmente em individuos jovens, as-
sim como a auséncia de dioxido de carbono na atmosfe-
ra parece inibir o desenvolvimento dos cistolitos (Metcalfe
e Chalk, 1983).
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Odontonema strictum (Nees) O. Kuntze, perten-
cente a familia Acanthaceae, caracteriza-se pelo habito
arbustivo, de porte ereto, de 1 a 2 metros de altura,
ramificada, com folhas simples, deciduas, ovaladas-
alongadas, verde brilhante, espessas, textura aspera,
bordos ondulados e venagéo pinada (Lorenzi e Moreira,
1995; Delvalle e Gilman, 1999). E muito utilizada como
ornamental, multiplicando-se por estacas e ¢ de facil
enraizamento (Zuffellato-Ribas et al., 2005). Seu cultivo
depende apenas de espaco, pois seu crescimento tolera
tanto solos acidos, alcalinos e argilosos e tanto ambien-
tes de sol como de sombra (Lorenzi ¢ Moreira, 1995;
Delvalle e Gilman, 1999).

Devido a escassez de dados na literatura sobre a
presenca de cistolitos de carbonato de calcio, este tra-
balho visou subsidiar maiores informag¢des sobre estas
estruturas, através do estudo da anatomia foliar de O.
strictum.

Material e Métodos

As plantas foram coletadas no Centro Politécnico
da Universidade Federal do Parana (25°25°S, 49°17°W),
localizado na regido leste do municipio de Curitiba, no
Estado do Parand, em uma altitude de aproximadamen-
te 900 metros, numa area de alta intensidade luminosa.
Segundo os dados fornecidos pelo SIMEPAR para o ano
de 2003, a temperatura média anual de Curitiba é de
17,8°C, sendo a maior temperatura média durante o més
de fevereiro com 23,1°C e a menor durante o més de
agosto, com 13,2°C. A precipitacdo anual total ¢ de
1175,7mm, sendo mar¢o o més de maior precipitacio
média, com 165,1mm e agosto o de menor precipitagio,
com 9,0mm.

Para analise da anatomia foliar foram coletadas
folhas totalmente expandidas de cinco individuos adul-
tos. Sec¢des medianas das folhas foram fixadas em FAA
70 (etanol 70°, formaldeido e acido acético 18:1:1 v/v)
(Johansen, 1940) e posteriormente conservadas em al-
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cool 70°. As espessuras da lamina foliar foram medidas
com paquimetro digital, nas regides intercostais das fo-
lhas antes do processo de fixacdo. As laminas
semipermanentes foram preparadas com o auxilio de
lamina de barbear e coradas com Azul de Toluidina em
soluc@o aquosa (O’Brien et al., 1965). As laminas per-
manentes foram confeccionadas apds inclusdo do ma-
terial em historresina (hydroxyetil metacrilate, Leica®)
de acordo com as especificacdes do fabricante e
seccionadas em microtomo rotatorio. As sec¢des foram
coradas com dupla coloracdo Fucsina Basica e Azul de
Astra (Alves de Brito e Alquini, 1996).

Para verificar a presencga de substancias ergasticas,
em secgdes transversais a fresco, foram testados os
seguintes reagentes: lugol (Berlyn e Miksche, 1976) para
evidenciar a presenga de amido, cloreto férrico
(Johansen, 1940) para evidenciar a presenga de com-
postos fendlicos e sudam III (Johansen, 1940) para evi-
denciar a ocorréncia de compostos lipidicos. Para evi-
denciar os cistolitos, as seccdes paradérmicas da face
adaxial da folha do material fresco foram clarificadas e
montadas com meio de montagem Hoyers (Beek, 1955).
Para verificar a composi¢ao foi utilizado o teste com
acido acético glacial, para disting@o entre carbonato de
calcio e oxalato de calcio (Chamberlain, 1932; Arduin e
Kraus, 1997). As medigdes do comprimento dos cistélitos
foram realizadas em microscdpio fotonico Bioval Mo-
delo L2000C, com auxilio de ocular milimetrada. A den-
sidade dos cistdlitos foi estimada pela contagem de
cistolitos na face adaxial numa area de 1 mm?, através
de imagem capturada por camera de video (dLux CCD
Color Camera) acoplado ao computador ¢ microscopio
Bioval Modelo L2000C.

Para microscopia eletronica de varredura (MEV),
o material foi fixado em FAA 70, desidratado em série
etanolica crescente até etanol absoluto. Os fragmentos
foram submetidos ao processo de ponto critico com CO,
no equipamento Baltec CPD 030 Critical Point Dryer,
com temperatura constante de 32°C e fixados em su-
porte metalico, em diferentes posi¢des. As amostras fo-
ram entdo metalizadas com ouro a vicuo em metalizador
FL9496 Balzers SCD 030, observadas e fotografadas
em microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM —
6360 LV. As fotomicrografias foram obtidas em micros-

copio Olympus BX51 com maquina digital Olympus
Qcolor 5 acoplada.

Resultados

Em vista frontal, a epiderme é formada por células
de paredes anticlinais retas, com formato irregular em
ambas as faces. Na face abaxial, ocorrem estomatos do
tipo diacitico, caracterizando a folha como hipoestomatica
(Figuras 1A, 3A). Tricomas glandulares (Figuras 1A, 3A)
ocorrem em ambas as faces e sdo formados por uma
célula basal e uma cabega multicelular com quatro a
oito células. Tricomas tectores pluricelulares ocorrem
apenas na nervura central, na face abaxial da epiderme,
e sdo formados de duas ou trés células com parede or-
namentada (Figura 1B).

Na face adaxial da epiderme, em vista frontal, al-
gumas células epidérmicas possuem disposi¢cdo radiada
em torno de uma célula menor, formando uma depres-
sdo (Figura 1C), o que caracteriza a posi¢ao dos cistdlitos.

Os cistolitos sdo cilindricos, de forma geralmente
alongada, eliptica, com pequenas projecdes, tendo, ge-
ralmente, uma extremidade mais afilada do que a outra,
que tem formato mais arredondado (Figuras 1D, 2).

Os cistdlitos possuem comprimento médio de 163,4
+ 68,8um, com maximo de 314,2um e minimo de 76,2ume
apresentam uma densidade de 23 +9,97 cistolitos por mm?
(n=10). O teste feito com acido acético glacial foi positivo
para carbonato de calcio, pois os cristais de carbonato de
calcio dissolveram e foi possivel notar o aparecimento de
bolhas de gas carbonico (Arduin e Kraus, 1997).

Em sec¢do transversal, a
uniestratificada, com células cubicas, de diferentes ta-

manhos na mesma face. As células da epiderme da face

epiderme ¢

abaxial sdo menores, sendo que a largura é quase o
dobro da altura (Figura 3A). Ja as células epidérmicas
que recobrem a nervura central sdo menores quando
comparadas com as células que recobrem a regido do
mesofilo, considerando a mesma face. Especificamente
na face abaxial, as células epidérmicas sobre a nervura
central apresentam a parede anticlinal externa levemente
convexa, enquanto que na face adaxial as paredes
anticlinais externas sio retas (Figura 3C).
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FIGURA 1: Eletromicrografias em Microscopia Eletronica de Varredura de O. strictum. A. Supertficie abaxial da folha, evidenciando
os estomatos diaciticos e tricoma glandular. A seta preta indica tricoma glandular e a seta branca estdmato B.
Epiderme da nervura foliar, evidenciando as células alongadas, presenca de estomatos e de tricomas glandulares e
tectores pluricelulares. A seta indica as ornamentag¢des na parede da célula do tricoma tector. C. Superficie adaxial
da folha, evidenciando as paredes anticlinais retas e a depressdo formada pelo posicionamento radial das células ao

redor da inser¢do de um cistélito. D. Secc@o paradérmica da folha, evidenciando as ornamentag¢des do cistolito. A
seta indica as ornamentagdes dos cistolitos.

A epiderme ¢ revestida por
uma fina cuticula. Algumas células
da face adaxial da epiderme sdo di-
ferenciadas devido ao maior tama-
nho e por apresentarem cistolitos,
caracterizando-as como litocistos.
Os litocistos, em posicdo
epidérmica, geralmente se desen-
volvem em dire¢éo ao parénquima
palicadico; em alguns casos, assu-
mem posi¢ao subepidérmica e po-
dem ocorrer aos pares. Na regido
da nervura central, os litocistos po-
dem ocorrer tanto na epiderme,

como entre células do colénquima

. A . FIGURA 2: Odontonema strictum A. Aspecto geral da secgdo paradérmica da face adaxial, em
(Figura 3B), do parénquima . L o e <
microscopia fotonica, evidenciando a forma dos cistdlitos. Barra = 50pm.

clorofiliano (Figura 3 C) e do
parénquima fundamental.
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O mesofilo ¢ dorsiventral, formado por parénquima
pali¢adico, composto por duas a trés camadas distintas,
sendo que as cé€lulas da primeira camada sdo mais lon-
gas, e pelo parénquima lacunoso, com cerca de quatro a
cinco camadas de células de formato irregular e tama-
nho variado. Os espagos intercelulares ndo sdo muito
grandes, o que confere a este parénquima um aspecto
mais compacto (Figura 3A). A ldmina foliar ¢ espessa,
com valores médios de 0,58 + 0,13mm, com espessura
maxima de 0,89mm e minima de 0,44mm.

A presenga de cristais de oxalato de calcio tipo
acicular € mais evidente nas células parenquimaticas
clorofilianas, em preparacdes a fresco. Pequenos feixes
vasculares do tipo colateral, que estdo imersos no
mesofilo, estdo circundados por uma bainha
parenquimatica.

Na nervura central, internamente a epiderme, en-
contra-se de duas a trés camadas de colénquima angu-
lar, em ambas as faces (Figura 3C), onde podem ocor-
rer os cistolitos e os cristais do tipo drusa (Figura 4A).
Na face adaxial, interno ao colénquima, ocorre o
parénquima pali¢adico, também constituido de duas a
trés camadas de células. A ocorréncia do parénquima
palicadico na nervura central permite que este tecido
seja continuo ao longo de toda a lamina foliar, na face
adaxial (Figura 3C). Os feixes da nervura central sdo do
tipo colateral e estdo distribuidos em forma de arco, sendo
dois menores em posicéo lateral e um maior central (Fi-
gura 3C). Envolvendo os feixes vasculares, ocorre
parénquima fundamental. Os resultados dos testes para
evidenciar amido, compostos fenolicos e lipidicos foram

negativos.

FIGURA 3: Secgdo transversal da folha de O. strictum. A. Secgio transversal do mesofilo, evidenciando os cistolitos (seta branca), tricoma glandular
(tric) e estomato (est) na face abaxial. Barra =50pm B. Detalhe da nervura central, evidenciando a posi¢do do colénquima. Seta indica
cistolito. Barra= 50pum C. Nervura central da folha, mostrando o parénquima paligadico continuo e cistélitos. Barra = 200pm.
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Em secgéo transversal, o peciolo apresenta formato
arredondado, na face abaxial, com duas projecdes laterais
e a face adaxial plana (Figura 4B). A epiderme que reveste
o peciolo € uniestratificada. As células da face adaxial sdo
quadrangulares com lume grande e paredes periclinais re-
tas. Ja as células da face abaxial sdo mais longas do que
largas e possuem a parede periclinal externa levemente
convexa, assim como na face abaxial da nervura central.
Internamente a epiderme ocorre uma faixa continua de
colénquima angular, composta de cerca de oito camadas
de células pequenas (Figura 4C).

Dispersos entre as c€lulas colenquimaticas mais
internas do peciolo, ocorrem litocistos que encerram no
seu interior os cistolitos cujas projegdes sdo conspicuas.

Os litocistos sdo encontrados em grande niimero e es-
tao orientados de forma que os cistolitos fiquem parale-
los ao plano longitudinal do peciolo (Figura 4C), diferen-
temente dos cistolitos do mesofilo que estdo com orien-
tagdes diversas. O sistema vascular ¢ representado por
um feixe colateral central maior em forma de arco, com
a abertura voltada para a face adaxial e por feixes me-
nores proximos as projecoes laterais (Figuras 4B, 4C).
Pequenos cristais de oxalato de célcio do tipo acicular
sdo muito abundantes nas c€lulas parenquimaticas que
contornam o feixe vascular. Na regido adjacente ao
colénquima, as células parenquimaticas apresentam
maior concentragdo de cloroplastos.

FIGURA 4: Secgoes transversais do peciolo de O. strictum. A — Eletromicrografia de Microscopia Eletronica de Varredura de um cristal do tipo
drusa encontrado na regido da nervura central da folha. B — Desenho esquematico do peciolo, evidenciando a posigdo dos tecidos
vasculares. O pontilhado representa o floema e o hachurado representa o xilema. ¢ = colénquima. Barra = 800um; C — Detalhe de
uma das projegdes laterais do peciolo, seta indica cistdlitos em posi¢do longitudinal. Barra = 200pm.
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Discussao

A familia Acanthaceae apresenta varias caracteristi-
cas peculiares como a presenga de cistolitos de diferentes
formas, que ocorrem tanto na folha como no caule, a estru-
tura secundaria anomala com floema intra e interxilematico
e fibras aciculares que ocorrem no floema axial (Metcalfe
e Chalk, 1965). A presenca de cristais de oxalato de calcio
de diferentes formas, incluindo drusas e rafides também
sdo reportadas por Metcalfe e Chalk (1965) como uma das
caracteristicas das acantaceas. Entre estas caracteristicas,
a presenca de um grande niimero de cistolitos ¢ marcante
nas folhas e peciolos de O. strictum, assim como o grande
numero de cristais do tipo acicular que ocorre nas células
parenquimaticas do peciolo.

Outras caracteristicas como mesofilo dorsiventral,
estomatos diaciticos e os feixes vasculares do peciolo
em forma de arco sdo caracteristicas comuns em varias
espécies da familia (Metcalfe e Chalk, 1965; Fahn, 1990),
assim como em muitas outras dicotiledoneas (Mentink e
Bass, 1992).

Para a familia Acanthaceae, a maioria dos tricomas
tanto tectores como glandulares sdo descritos como
unicelulares ou unisseriados (Metcalfe e Chalk, 1965).
Os tricomas tectores encontrados em O. strictum sao
unicamente unisseriados como em Acanthopsis horrida,
enquanto que os tricomas glandulares, na espécie estu-
dada, possuem a célula do pescoco curta e a porgao
apical multicelular, com 6 a 8 células como em Barleria
prionitis, ambas pertencentes a esta familia (Metcalfe
e Chalk, 1965).

O mesofilo dorsiventral presente nesta espécie é o
mais comum, encontrado em folhas de dicotiledoneas
(Mentink e Bass, 1992). O parénquima paligadico ocor-
re também na regido da nervura central, tornando-se
continuo ao longo de toda a lamina. A ocorréncia deste
parénquima continuo associado ao niimero de camadas,
provavelmente, incrementa a espessura da folha. Fo-
lhas espessas parecem ser vantajosas como prevengio
a herbivoria, associada a cuticulas também espessas
(Xiang e Chen, 2004), e podem ser entendidas como
uma aclimatagio as condigdes de alta luminosidade onde
os individuos estudados se desenvolvem (Vogelmann et
al., 1996). Possivelmente, folhas desenvolvidas sob ou-

tras condi¢cdes ambientais, especialmente de luz, apre-
sentem diferentes espessuras ¢ comprimento de células
do parénquima pali¢adico (Thompson et al., 1992; Mar-
ques et al., 2000).

Com relagdo a posicdo dos estomatos, esta espé-
cie apresenta folhas hipoestomaticas como a maioria das
espécies desta familia, e também como a maioria das
dicotiledoneas (Smith e McClean, 1989). Este
posicionamento dos estdmatos aparentemente permite
que a perda de agua pela transpiragdo seja minimizada
(Smith et al., 1997) e/ou impede que o excesso de agua
da chuva bloqueie o poro estomatico (Pyykko, 1979).

A constitui¢do dos cistolitos de carbonato de calcio
que ocorre nesta espécie € a mesma encontrada em
outras espécies dos géneros de Acanthaceae (Metcalfe
e Chalk, 1965). Morfologicamente, os cistélitos de O.
strictum sdo semelhantes aos referidos por Metcalfe e
Chalk (1965) para as espécies de Blechum,
Chaetothylax, Chamaeranthemum, Daedalacanthus,
Ruellia, cuja caracteristica principal é a forma alongada
com uma das extremidades mais afilada. Quanto ao ni-
mero, os cistolitos de O. strictum podem ocorrer isola-
damente, como nas espécies de Ruellia e Justicia e,
menos freqiientemente, aos pares como em Barleria e
Crabbea.

Uma das caracteristicas observadas nas folhas de
O. strictum refere-se ao tamanho e niimero de cistolitos
por unidade de area, principalmente na face adaxial das
folhas. Apesar de serem bastante freqiientes na face
adaxial, os cistdlitos ocorrem em menor numero por uni-
dade de area quando comparados com os cistdlitos que
ocorrem nas folhas das espécies de Pipturus
(Urticaceae) que apresentaram uma freqiiéncia bem
maior (60-140 cistolitos. mm?), segundo Nicharat e Gillet
(1970). Para estes autores, os cistolitos das espécies de
Pipturus variaram em nimero e tamanho em fungéo da
presenca ou auséncia da hipoderme, sendo que as fo-
lhas com hipoderme foram as que apresentaram os me-
nores cistolitos. Entretanto, Nicharat e Gillett (1970) ndo
comentam qual a relacdo da presenca da hipoderme com
o tamanho dos cistolitos. Ja os cistdlitos de O. strictum
sdo maiores em comprimento do que os cistolitos repor-
tados para algumas espécies de Urticaceae, que varia-
ram de 20 a 150mm (Metcalfe e Chalk, 1983).
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A pouca informagio sobre a morfologia e fungdo
dos cistolitos de carbonato de calcio deve-se ao fato de
poucas espécies vegetais apresentarem estas estrutu-
ras (Metcalfe e Chalk, 1983), principalmente quando se
compara ao niumero de familias botanicas (cerca de 215)
que apresentam cristais de oxalato de calcio (Molano-
Flores, 2001).

Os cristais de oxalato de calcio tém sido motivo de
investigacdo pela sua importancia ecoldgica, uma vez
que a presenga de cristais nas plantas € relacionado como
o mecanismo de defesa contra a herbivoria (Lucas et
al., 2000; Xiang e Chen, 2004) e pela importancia fisio-
légica, pois os cristais regulam o nivel de calcio nos teci-
dos (Volk et al., 2002), além de auxiliar na distribui¢ao
da luz para os cloroplastos com a dissipagdo do excesso
de luz durante periodos de alta intensidade luminosa
(Franceschi, 2001). Adicionalmente, ha estudos que evi-
denciam que o excesso de célcio pode ser estocado na
forma de oxalato de célcio e que este calcio pode ser
remobilizado em certas condigdes (Volk et al., 2002).
Odontonema strictum também apresenta cristais de
oxalato de calcio do tipo acicular, principalmente no
peciolo, e poucas drusas no mesofilo, quando se compa-
ra com outras espécies onde estes cristais também es-
tdo presentes (Boeger e Wisniewski, 2003).

As informag¢des sobre as possiveis fungdes dos
cistolitos s3o escassas, assim como sobre 0s processos
de formacdo destes cristais (Metcalfe e Chalk, 1983).
Considerando que os cistdlitos também sdo formados
por célcio, estes poderiam estar igualmente relaciona-
dos com as fungdes anteriormente mencionadas para os
cristais de oxalato de calcio (Groult, 1999; Lucas et al.,
2000; Franceschi, 2001).

As demais caracteristicas anatomicas observadas
sdo comuns entre as espécies de acantaceas e de ou-
tras dicotiledoneas e de certa forma podem ser conside-
radas respostas estruturais as condi¢cdes ambientais,
como a ocorréncia de varias camadas de parénquima
pali¢adico.
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