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Resumo

Este trabalho teve como objetivo caracterizar espécimes de japana (Ayapana triplinervis) do horto medicinal da
Universidade Federal Rural da Amazdnia - Campus Belém em diferentes tipos de testes histoquimicos. Algumas
plantas possuem uma grande quantidade de variedades, ecotipos e quimiotipos, dificultando a identificacdo da mesma.
As fotomicrografias em microscopia fotdnica foram obtidas a partir de laminas histol6gicas dos érgéos vegetativos da
raiz, caule e folha, confeccionadas a mao livre, seguindo as técnicas usuais da anatomia vegetal. Os testes
histoquimicos foram feitos através da utilizagdo dos reagentes Sudan Black B (Pearse), Lugol (Johansen et al) e Azul
de Toluidina (O’ Brien et al), para a deteccdo dos compostos de lipidios, amido e polissacarideos &cidos,
respectivamente, seguindo a metodologia citada nas literaturas destes autores.
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Abstract

Anatomical and histochemical characterization of This work aimed to characterize specimens of japana (Ayapana
triplinervis) from the medicinal garden of the Federal Rural University of Amazdnia - Campus Belém in different
types of histochemical tests. Some plants have a large number of varieties, ecotypes and chemotypes, making it
difficult to identify them. The photomicrographs in photonic microscopy were obtained from histological slides of the
vegetative organs of the root, stem and leaf, made freehand, following the usual techniques of plant anatomy.
Histochemical tests were performed using Sudan Black B (Pearse), Lugol (Johansen et al) and Toluidine Blue
(O'Brien et al) reagents, for the detection of lipid, starch and acidic polysaccharide compounds, respectively,
following the methodology cited in the literature of these authors.

Keywords: Japana; Histology; Secretory structure.

Resumen

Caracterizacién anatomica e histoquimica de Este trabajo tuvo como objetivo caracterizar especimenes de japana
(Ayapana triplinervis) del jardin medicinal de la Universidad Federal Rural de Amazbnia - Campus Belém en
diferentes tipos de pruebas histoquimicas. Algunas plantas tienen una gran cantidad de variedades, ecotipos y
quimiotipos, lo que dificulta su identificacion. Las fotomicrografias en microscopia fotonica se obtuvieron a partir de
preparaciones histolégicas de los 6rganos vegetativos de la raiz, tallo y hoja, realizadas a mano alzada, siguiendo las
técnicas habituales de anatomia vegetal. Las pruebas histoquimicas se realizaron con los reactivos Sudan Black B
(Pearse), Lugol (Johansen et al) y Toluidine Blue (O'Brien et al), para la deteccion de compuestos lipidicos,
almidonosos y polisacaridos acidos, respectivamente, siguiendo la metodologia citada en el literatura de estos autores.
Palabras clave: Japana; Histologia; Estructura secretora.

1. Introducéo

A espécie A. triplinervis pertence a familia Asteraceae, da ordem Asterales, do sub-clado das Campanulids, clado
Asterids e do super-clado das Superasterids, do grupo das Eudicotileddneas, do grande grupo das Angiospermas que é
pertencente ao Reino Plantae, conforme previsto no Angiosperm Phylogeny Group (APG) IV (Chase, 2016). Conhecida
popularmente como Japana, pode ser encontrada em todo Brasil e em outros paises da América Latina, Caribe e paises
Asiaticos (Moraes et al, 2022). Utilizada na medicina tradicional por ser estimulantes, tonico, adstringente e sudorifico
(Estrela, 1995), sendo também utilizado o seu 6leo essencial na industria de medicamentos, perfumaria e cosméticos (Maia et
al, 2001, Facknath et al, 2008, Lavia et al, 2017, Rodrigues, 2021), comunidades tradicionais amazdnicas usam em rituais
misticos religiosos( UEPA, 2020). Conhecida popularmente como “Japana”, “Japana branca”, “Japana roxa”, “erva de cobra”,
entre outras denominagfes (Di Stasi et al 2002; Souza et al., 2003; Scudeller, 2009). Pode ser propagada via estaquia por
estacas extraidas da parte basal, mediana e apical da planta. (Portal et al 2016). As estruturas secretoras sdo componentes bem
distribuidos em plantas vasculares, possuindo muita variacdo entre elas, tanto funcional, morfoldgica ou na propria quimica do
secretado. Além do mais, conforme Fernandes (2016), a caracterizagdo anatdmica, interligada com andlises histoquimicas,
fornece subsidios para identificagdo dos sitios de sintese e acumulo.

Consoante Nery et al (2014), a espécie A. triplinervis é uma erva ocorrente na regido amazonica, sendo denominada
popularmente como “Erva de cobra” ou “Japana”, tendo suas variagdes de “Japana branca” e “Japana roxa”. Estudos
etnobotanicos desta espécie consolidaram seu alto uso para tratamento de febre, feridas na boca, problemas gastrointestinais,
malaria e verminoses.

Em periddicos ainda ndo se encontram informacdes anatdmicas radiculares e histoquimicas dos diferentes érgaos, e a
falta dessas informagdes deixam escassas 0 conhecimento desta espécie para aplicacOes e estudos na farmacologia, ecologia,
taxonomia e dentre outras. Por isso, objetivou-se caracterizar neste estudo a anatomia e histoquimica dos 6rgéos radicular,
caulinar e foliar da espécie A. triplinervis, fornecendo informacdes para sua identificacdo e seu potencial para diferentes usos

didaticos e comerciais.
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2. Metodologia

Foram coletados espécimes de A. triplinervis do horto de plantas medicinais da Universidade Federal Rural da
Amazdnia — Campus Belém, para estudos histoquimicos dos érgdos vegetativos da planta (raiz, caule e folha). O material
testemunho foi depositado no Herbario Felisberto Camargo com niimero de registro FC002645.

Para a anatomia radicular e caulinar foram selecionados seguimentos caulinares do 5° entrené e radiculares da porgédo
subapical da raiz pivotante de plantas em estagio vegetativo. As laminas semipermanentes foram preparadas com secgdes
histoldgicas transversais, feitas com auxilio de laminas de aco, seccionado a mao livre nos diferentes 6rgdos, conforme os
métodos usuais de anatomia vegetal. Os testes histoquimicos foram feitos de acordo com a Tabela 1. A montagem foi realizada

com glicerina 30% aquosa para melhor preservacdo do material botanico fixado entre a ldmina e a laminula.

Tabela 1 - Testes histoquimicos realizados na espécie Ayapana triplinervis, Belém (PA), 2022.

Grupo de compostos Teste Reagente Autor Reacdo
Lipideos Totais Sudan Black B Pearse, 1985 +
Amido Neutros Lugol Johansen et al, 1940 +
Polissacarideos Acidos Azul de Toluidina O’Brien et al, 1964 +

Abreviaturas: + (rea¢do positiva). Fonte: Autores.

O mesofilo foliar, obtido por meio de cortes transversais na regido central da folha ou adjacéncias para observar a
reacdo quimica dos reagentes nos tecidos parenquimaticos e condutores da parte interna da folha coletadas do 5° né. Para tal
analise foi depositado o material finamente seccionado em uma Placa de Petri com &agua destilada. Apo6s, distendeu-se o
material em uma lamina de vidro e realizou os testes citados na tabela acima. Quando o material atingiu uma boa reacéo,
retirou-se da ldmina e colocou-se em outra ldmina de vidro com glicerina 30% aquoso para melhor preservacdo do material

botanico montando-se entre a lamina e a laminula.

3. Resultados e Discusséo

A raiz em vista transversal na regido de ramificacdo revela um tecido de revestimento com células em escamacéo,
seguida internamente por duas a quatro camadas de células irregulares, heterodimensionais, limitando externamente grandes
aerénquimas. Nessa regido cortical os aerénquimas estdo dispostos circularmente, separados por colunas de células
parenquimaticas, que variam de uma a seis colunas de células (Figura 1A e 1C). A face interna desses aerénquimas limita-se
com a endoderme, cujas células sdo justapostas e com pouca evidéncia de estrias de Caspary (Figura 1A e 1B). O sistema de
conducdo, xilema e floema primarios, encontram-se na regido central do drgéo, onde o xilema ocupa centralmente a maior
parte dessa regido, com o floema deslocado para a periferia e em posicdo alternada aos polos de xilema. Os raios
parenquimaticos estdo presentes, delimitando os polos de xilema, surgem a diferentes distancias do centro do drgéo e limita-se
externamente com o periciclo (Figura 1A).

Observa-se no caule em corte transversal um sistema de revestimento primério cuja epiderme é formada por uma
Unica camada de células, onde destacam-se esporadicamente células com conteido mais condensados, possivelmente células
com conteldo de 6leo. Na regido cortical, as camadas mais externas apresentam deposicdo de pectina constituindo o sistema
colenquimatico do tipo lacunar, nas camadas mais internas da regido cortical observa-se alguns idioblastos com reforco de
parede, possivelmente com impregnacdo de lignina. Na regido central, ha grande predominancia do parénquima fundamental, e
os feixes vasculares ficam polarizados na regido mais periféricas, formando uma estrutura continua pela presenca do
parénquima axial, que constituem o tecido xilematico. Na direcdo de cada polo do xilema, observa-se na regido mais externa a
presenca do floema protegido por uma bainha de fibras, ainda ndo estando bem visivel o cdmbio vascular, em algumas regides
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ainda ha fragmentacéo desse tecido (Figura 11, 1J e 1K). No caule um pouco mais desenvolvido, nota-se a diminui¢do do
tecido colenquimatico e a ampliacéo do tecido xilemético, especialmente em nivel de parénquima axial, o parénquima central
torna-se mais restrito e 0 cAmbio vascular continuo mais evidente (Figura 1L).

A folha em vista frontal, apresenta células diferenciadas nas faces abaxial e adaxial. Na face adaxial as células séo
com formatos e tamanhos bem variaveis, cujas paredes apresentam ondulac@es irregulares e auséncia de estdmatos (Figura
1D). Na face abaxial as células epidérmicas apresentam-se mais dilatadas e maiores, com paredes mais onduladas e regulares, e
0s estdbmatos sdo do tipo anisociticos em sua maioria, e raramente paraciticos (Figura 1E). Em corte transversal da folha, ao
nivel da nervura central o sistema de condug&o encontra-se dividido em trés polos separados por um parénquima fundamental,
sendo um mais central e dois laterais, em cada feixe nota-se a presenca do xilema voltado para a superficie adaxial e o floema
para a superficie abaxial, nota-se a auséncia de bainhas de esclerénquimas protegendo os feixes ao nivel do floema. As faces
epidérmicas em vista transversal sdo formadas por uma Unica camada de células, com a presenca de tecido colenquimético nas
trés camadas subjacentes tanto na regido superior quanto inferior (Figura 1F). Na regido do limbo foliar, ndo ha grande
destaque para parénquima pali¢adico, porém, nota-se uma camada de células mais dilatadas anexa a face adaxial, e as demais
camadas com células bem justapostas ndo apresentando espacos intercelulares como é comum em plantas com parénquima
esponjoso. De maneira geral, podemos classificar o tecido clorofiliano como um mesofilo homogéneo. Na regido marginal do
limbo foliar nota-se uma pequena curvatura cuja células mais externas apresentam impregnacdo de pectina formando camadas
regulares, caracterizando um colénquima lamelar, os feixes vasculares na regido do limbo foliar estdo dispostos medianamente
no mesofilo e apresentam uma camada de células parenquimaticas semelhante a uma coroa Kranz (Figura 1G e 1H),

possivelmente sendo uma planta de fisiologia C4 (Oliveira et al, 2022).
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Figura 1 - Prancha anatdmica Ayapana triplinervis: A — Raiz geral; B — Detalhe sistema vascular; C — Detalhe aerénquima
radicular; D — Superficie adaxial; E — Abaxial; F — Nervura central; G — Mesofilo; H — Detalhe mesofilo; | — Caule; J — Detalhe

colénquima caule; K — Detalhe sistema vascular caule; L — Caule.

Fonte: Autores.
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Todos os testes histoquimicos realizados na espécie A. triplinervis reagiram positivamente. O Sudan Black B corou os
compostos lipidicos de preto; o Lugol corou os grdos de amido em tons de azul a preto, a cor amarela presente ndo significa
nada; j& o Azul de Toluidina corou o nicleo, citoplasma e paredes ndo lignificadas em tons de azul, e as paredes ricas em
pectina, cuticula e mucilagem acida em tons de roxo.

Na folha a reacdo com azul de toluidina, para deteccdo de amidos acidos foi positiva, evidenciando na regido da
nervura central, o tecido floematico e as células parenquimaticas que contornam cada feixe vascular e também na epiderme
abaxial e adaxial (Figura 2A). Na regido do limbo foliar a reacdo foi positiva para os feixes vasculares que se encontram em
disposicdo longitudinal e nas faces epidérmicas abaxial e adaxial (Figura 2B). Na raiz a reagdo foi mais intensa nas células que
contornam os aerénquimas na regido cortical. No mesmo 6rgao, o cilindro vascular que ocupa toda a regido central, observa-se
uma intensidade maior nas areas floematicas e menos intenso nas demais areas do sistema vascular (Figura 2H). No caule a
reacdo foi semelhante a raiz, porém com ampliacdo para tecidos especificos desse 6rgdo como parénquima central, raios
parenquimaticos alternando o xilema, floema primario e primérdios de floema secundario, colénquima, e esclerénquima, neste
possivelmente por esta regido tratar-se de um tecido jovem com paredes celulares provavelmente acidas, como é comum nas
células ricas em pectina, onde a reagdo € bem intensa (Figura 2J e 2K).

No teste para evidenciar as estruturas e tecidos com a presenca de amido neutro, no formato de grdos de amido, foi
positiva na regido da nervura central da folha, especialmente no contorno dos feixes vasculares com maior concentragdo na
parte superior e nas regides laterais ao nivel do parénquima fundamental na regido de transi¢cdo com o limbo foliar (Figura 2C).
No mesofilo, nota-se a presenca de coloracdo mais intensa na maioria das células que comp&em o parénquima clorofiliano, ja o
tecido de revestimento na face adaxial e abaxial ndo destacou a presenca dos grdos de amido (Figura 2D). Na raiz, a reagdo foi
pouco evidenciada, porém detectou-se a presenca de grdos de amidos em poucas células do parénquima cortical com maior
ocorréncia na endoderme (Figura 2I). No caule, a reagdo foi positiva nas regides proximas do sistema vascular, especialmente
nas camadas mais internas do parénquima cortical, e nas camadas mais periféricas do parénquima central (Figura 2N e 20).

No teste de Sudan Black B as rea¢@es foram positivas para todos os érgdos: na regido da nervura central da folha, a
maior concentracdo do contetdo lipidico foi evidenciada nos elementos de vaso do xilema e em células esporadicas do
parénquima central e cortical (Figura 2E). No mesofilo, houve um destaque maior para as células do parénquima clorofiliano,
possivelmente pela grande quantidade de cloroplastos, onde ha uma intensidade maior de membranas, também foi possivel

observar nas faces epidérmicas abaxial e adaxial, possivelmente pela presenca da cuticula que possui base lipidica (Figura 2F).
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Figura 2 - Prancha histoquimica Ayapana triplinervis: A — Nervura Central (ATO); B - Mesofilo (ATO); C — Nervura Central
(Lugol); D — Mesofilo (Lugol); E — Nervura Central (Sudan); F — Mesofilo (Sudan); G — Raiz (Sudan); H — Raiz (ATO); | —
Raiz (Lugol); J - Caule (ATO); K — Sistema Vascular (ATO); L — Caule (Sudan); M — Sistema Vascular (Sudan); N — Caule
(Lugol); O — Sistema Vascular (Lugol).

Fonte: Autores.
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Na raiz, a maior concentracdo de contetdo lipidico foi evidenciada nas camadas mais externas da regido cortical,
especialmente nas células em escamagdo da epiderme, onde provavelmente ha grande porcentagem de suberina na composicéo
das paredes celulares, neste mesmo 6rgao no cilindro vascular, evidenciou-se a maior concentracdo no floema e nos raios
parenquimaticos (Figura 2G). No caule, a reacdo foi mais positiva na epiderme e na regido do floema, possivelmente pela
presenca de idioblastos oleiferos neste tecido (Figura 2L e 2M). Os lipidios, constituintes da membrana celular, podem auxiliar

na prevencao de perda de agua excessiva, bem como na resisténcia a doencas (Taiz & Zeiger, 2017; Tiago et al, 2020).

4. Consideracdes Finais

A presenca de estruturas secretoras na Ayapana triplinervis, identificadas neste estudo elucidam a importancia da
espécie para fins medicinais. Trabalhos nas areas de etnobotanica e ecologia podem ser direcionados com base nos resultados
anatdbmicos e histoquimicos obtidos neste trabalho, no sentido de evidenciar a interacdo da japana com o ambiente e com

comunidades regionais, além de servir de base para aplicabilidade na farmacologia e taxonomia.
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