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RESUMO 
 

A família Amaranthaceae no sensu lato, incluindo Chenopodiaceae, é formada por cerca de 
2.360 espécies, 145 delas encontradas no Brasil; 94 espécies subsistem em diversas 
fitofisionomias do Bioma Cerrado, 71 são endêmicas de diferentes regiões e biomas 
brasileiros e 27 aparecem em listas regionais de espécies ameaçadas de extinção. Visando 
contribuir para o conhecimento das espécies dessa família, foram estudados aspectos 
ecológicos, micromorfológicos, anatômicos e ultraestruturais de folhas de Amaranthaceae 
nativas do Brasil, com ênfase nos gêneros Alternanthera, Gomphrena, Froelichiella, 

Hebanthe e Pfaffia. As espécies nativas de regiões abertas de cerrado apresentam 
adaptações que favorecem a sobrevivência em condições adversas (seca e fogo), tais como 
raízes tuberosas ou lenhosas e xilopódios, hábito herbáceo e/ou subarbustivo, pilosidade 
densa nas porções aéreas, senescência de ramos aéreos durante as fases mais secas, 
dependência de fogo ou chuva para rebrotação e/ou floração, frutificação rápida seguida de 
dispersão anemocórica, epidermes com cutículas bem desenvolvidas e metabolismo 
fotossintético C4. O comportamento pirofítico das espécies favorece o estabelecimento 
pioneiro das mesmas, principalmente nas áreas abertas do Cerrado. As superfícies foliares 
de algumas espécies do gênero Gomphrena apresentam cristais de cera epicuticular do tipo 
plaquetas, orientadas paralelamente, aspecto anteriormente descrito apenas em espécies de 
Chenopodiaceae. Em duas espécies foram encontrados fungos Ascomyceto colonizando 
folhas, cujos aspectos ultraestruturais foram descritos. A anatomia Kranz foi caracterizada 
em seis espécies do gênero Gomphrena, que também possuem cloroplastos dimórficos, 
demonstrando estrutura foliar compatível com o metabolismo fotossintético C4. Na análise 
das duas espécies do gênero Alternanthera (uma C3 e outra intermediária C3-C4) verificou-
se que a posição das organelas nas células da bainha pode ser um elemento chave na 
determinação do tipo metabólico. As espécies de Froelichiella, Hebanthe e Pfaffia possuem 
anatomia e ultraestrutura compatíveis com o metabolismo C3. A anatomia foliar e a 
ultraestrutura das espécies estudadas apresentam um padrão já descrito para outras espécies 
da família Amaranthaceae, exceto para os gêneros Hebanthe e Froelichiella, cuja descrição 
anatômica e ultraestrutural foi realizada pela primeira vez. A evolução do metabolismo C4 
pode estar relacionada, pelo menos em parte, ao desenvolvimento da anfiestomia associada 
à maior espessura do limbo foliar em espécies herbáceas. Plastoglóbulos bem desenvolvido 
foram encontrados em cloroplastos de algumas das espécies do Cerrado e parecem 
associados aos mecanismos de defesa, além do metabolismo de lipídios. A família 
Amaranthaceae pode ser um bom marcador da biodiversidade de dicotiledôneas de pequeno 
porte e da capacidade de regeneração das áreas de campos rupestres, campos úmidos e 
outros tipos de vegetação aberta dos cerrados. A riqueza de informações obtidas durante o 
estudo de espécies dessa família ilustram a importância da ampliação das pesquisas básicas 
e aplicadas em suas espécies, especialmente as que ocorrem naturalmente no Cerrado. A 
ampliação do conhecimento relativo à anatomia e à especialização das organelas de 
diferentes gêneros para o metabolismo fotossintético pode contribuir para o entendimento 
da evolução da via C4 e do ambiente onde as plantas se especializaram. O estudo do Bioma 
Cerrado pretende ampliar as justificativas para esforços de preservação de sua 
biodiversidade.  
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ABSTRACT 

The Amaranthaceae family sensu lato, including Chenopodiaceae, is comprised of 
approximately 2,360 species, 145 of them found in Brazil. 94 species exist in various 
vegetation types of the Cerrado, 71 are endemic to different regions and Brazilian biomes, 
and 27 appear in regional lists of endangered species. To contribute to the knowledge of 
this family species the ecological aspects, micromorphology, anatomy and ultrastructure of 
leaves of brazilian Amaranthaceae were studied, with emphasis on the genera 
Alternanthera, Gomphrena, Froelichiella, Hebanthe and Pfaffia. The native species of open 
areas of Cerrado (a savannah-like vegetation) exhibit adaptations that promote survival in 
adverse conditions (drought and fire), such as tuberous or woody roots, xylopodium, 
herbaceous or subshrub habit, dense pubescence in aerial portions, senescence of shoots 
and leaves during the driest season, dependence on rain or fire to resprout and/or flowering, 
fruiting followed by rapid wind dispersion, tick cuticle on epidermis and C4 photosynthetic 
metabolism. The species’ fire behavior favors their establishment as pioneers, especially in 
open areas of the Cerrado. Leaf surfaces of some species of the genus Gomphrena present 
epicuticular wax crystals in platelet form, oriented in parallel, an aspect previously 
described only in Chenopodiaceae species. In two of the species studied Ascomycete fungi 
were found colonizing its leaves, and ultrastructural aspects were described. Kranz anatomy 
was found in six species of the genus Gomphrena, which also have dimorphic chloroplasts, 
showing leaf structure compatible with the C4 photosynthetic metabolism. In the analysis of 
two species of Alternanthera (a C3 and a C3-C4 intermediate) showed that besides the Kranz 
anatomy, the position of organelles in bundle sheath cells can be a key element in 
determining the metabolic type. The Froelichiella, Hebanthe and Pfaffia species have leaf 
anatomy and ultrastructure consistent with C3 metabolism. The leaf anatomy and 
ultrastructure have a pattern already described for other species of the Amaranthaceae 
family, except for the genera Hebanthe and Froelichiella, whose anatomical and 
ultrastructural aspects were described for the first time. The evolution of C4 metabolism 
may be related, at least in part, to the development of amphystomy associated with 
increased leaf thickness in herbaceous species. Large plastoglobuli were found in 
chloroplasts of some Cerrado species and appear associated with defense mechanisms, and 
lipid metabolism. The Amaranthaceae family can be a good marker of the biodiversity of 
nonwoody Eudicotyledons with ability to regenerate areas of rocky fields, wet grasslands 
and other open vegetation of the cerrado. These results illustrate the importance of 
expansion of basic and applied research in Amaranthaceae species, especially those that 
occur naturally in Brazilian cerrados. The expansion of knowledge concerning the anatomy 
and the specialization of organelles of different genera to perform its photosynthetic 
metabolism may contribute to understanding of the evolution of C4 pathway and the 
environment where plants specialize. The study of Cerrado Biome aims to broaden the 
justification for efforts to preserve its biodiversity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Taxonomia e Sistemática 

A família Amaranthaceae é predominantemente tropical e subtropical, não sendo 

encontrada somente nas regiões mais frias do Hemisfério Norte (Souza & Lorenzi, 2008). 

A família é especialmente característica de habitats perturbados, áridos ou salinos (Judd et 

al., 2002). Várias espécies são consideradas pioneiras e crescem, principalmente, em áreas 

úmidas com solo areno-argiloso, freqüentemente entre pedras (Ribeiro et al., 1999). Suas 

flores possuem, habitualmente, 5 tépalas e ovário com placentação basal, usualmente com 

apenas um óvulo, formando frutos secos do tipo aquênio ou utrículo (Judd et al., 2002).  De 

hábito caracteristicamente herbáceo, as plantas da família Amaranthaceae sensu stricto 

apresentam ramos estriados e folhas inteiras, simples, de disposição espiralada ou opostas 

cruzadas (Joly, 1998; Ribeiro et al., 1999; Judd et al., 2002). A maioria das espécies da 

família apresenta flores secas, reunidas em inflorescências capituliformes, em espiga ou 

cacho, monoclamídeas, geralmente hermafroditas e de simetria radial (Joly, 1998; Ribeiro 

et al., 1999). A coloração vermelha ou amarelada de folhas e flores é devida à presença de 

betalaínas, enquanto nas demais ordens tal coloração é devida a pigmentos do tipo 

antocianinas. Esse pigmento está restrito à ordem Caryophyllales (Kimler et al., 1970; 

Harborne, 1984; Judd et al., 2002) e é utilizado principalmente para coloração de 

alimentos, por ser solúvel em água e devido aos benefícios à saúde e segurança alimentar 

(Cai et al., 2005). A polinização é feita pelo vento e por insetos e a dispersão, pela água e 

pelo vento (Joly, 1998; Ribeiro et al., 1999; Judd et al., 2002). 

De acordo com a classificação filogenética e molecular, a família Amaranthaceae 

pertence ao grupo “core” (principal) das Eudicotiledôneas, ordem Caryophyllales, 

subclasse Caryophyllidae (Bremer et al., 1998; Ribeiro et al., 1999; Judd et al., 2002). 

Chenopodiaceae e Amaranthaceae eram consideradas, tradicionalmente, duas famílias 

distintas, principalmente em função das diferenças nos estames (separados em uma família 

e conados em diferentes graus em outra) e das tépalas (esverdeadas e membranosas em uma 

família e secas e coloridas – de branco a rosa ou vermelhas em outra) (Judd et al., 2002). A 

proposição da união das duas famílias foi feita a partir de estudos de filogenia, baseando-se 
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em caracteres moleculares (sítios de restrição de DNA de cloroplastos, sequências rbcL, 

sequências ORF2280) e morfológicos (Judd et al., 2002). Atualmente, a família é tratada no 

sensu lato e inclui a família Chenopodiaceae (Judd et al., 2002; Souza & Lorenzi, 2008), 

sendo considerado o grupo monofilético mais rico em espécies dentro da ordem 

Caryophyllales (Müller & Borsch, 2005). 

 Amaranthaceae é formada por 169-180 gêneros e cerca de 2.360-2.500 espécies, 

sendo os maiores gêneros Atriplex L.(300 spp.), Gomphrena L. (120 spp.), Salsola L. (120 

spp.), Alternanthera Forssk. (100 spp.), Chenopodium L.(100 spp.), Ptilotus R. Br. (100 

spp.), Suaeda Forssk. ex J.F.Gmelin (100 spp.), Iresine R. Browne (80 spp.), Amaranthus 

L. (60 spp.), Corispermum L. (60 spp.) e Celosia L. (50 spp.) (Judd et al. 2002; Müller & 

Borsch 2005; IPNI 2009).  

No Brasil são encontradas 145 espécies da família, distribuídas em 19 gêneros, 

sendo 71 espécies endêmicas de diferentes regiões e biomas brasileiros (Marchioretto et al., 

2010). No Bioma Cerrado são encontrados 16 gêneros: Achyranthes L., Alternanthera 

Forssk., Amaranthus L., Blutaparon Raf., Celosia L., Chamissoa Kunth, Chenopodium L., 

Cyathula Blume, Froelichia Moench, Froelichiella R.E.FR., Gomphrena L., Hebanthe 

Mart., Iresine P.Browne, Pfaffia Mart., Quaternella Pedersen e Xerosiphon Turcz., entre 

eles algumas espécies cujo hábitat não foi identificado (Mendonça et al. 1998, Marchioretto 

et al., 2010). A espécie Froelichiella grisea (Lopr.) R.E. Fries é monotípica para o gênero e 

só ocorre nos campos rupestres da Chapada dos Veadeiros (GO, Brasil) (Marchioretto et 

al., 2002). Entre as 94 espécies encontradas no Bioma Cerrado, 31 pertencem ao gênero 

Gomphrena e 19 são do gênero Pfaffia (Marchioretto et al., 2010).  

 

1.2 Importância Econômica 

A família Amaranthaceae tem importância econômica direta e indireta, no Brasil e 

no Mundo. Pertencem à família as espécies medicinais conhecidas como ginseng-brasileiro 

(Hebanthe eriantha (Poir.) Pedersen e Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen), além de 

diversas outras citadas em levantamentos etnobotânicos e listas de espécies úteis e 

prioritárias para estudos (Barros, 1981/1982; Siqueira, 1981, 1987 e 1988; Almeida et al., 

1998; Vieira et al., 2002; Agra et al., 2007). 
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As espécies alimentícias beterraba (Beta vulgaris) e espinafre (Spinacia oleracea), 

as espécies ornamentais conhecidas como perpétua (Gomphrena globosa L.), crista-de-galo 

(Celosia argentea) e periquito (Alternanthera tenella), entre outras, também são membros 

da família Amaranthaceae. Há, ainda, espécies não cultivadas de potencial ornamental 

inexplorado, como G. arborescens (Almeida et al., 1998; Fank-de-Carvalho et al., 2009). 

Algumas espécies do gênero Amaranthus (A. reflexus, A. quitensis, A. spinosus e A. 

viridis) são consideradas tóxicas para animais de criação (gado, ovelhas, suínos). Todas são 

conhecidas como caruru e causam doença abdominal e mortalidade acima de 50% (Timm 

& Riet-Correa, 1997; Peixoto et al., 2003). A. spinosus, descrita como tóxica e causadora 

de doenças renais em ovelhas, também é utilizada popularmente como medicinal, inclusive 

contra inflamações urinárias (Agra et al., 2007).  

Além dos usos econômicos diretos, citados acima, a família também apresenta 

potencial econômico de uso indireto, como os benefícios ecológicos das plantas em suas 

condições nativas. Estima-se que as plantas com metabolismo fotossintético C4 sejam 

responsáveis por 20-30% da produtividade global terrestre, embora elas representem apenas 

3% das angiospermas, sendo principalmente espécies herbáceas e subarbustivas (Edwards 

et al., 2004). A família Amaranthaceae é a que apresenta maior número de espécies C4 já 

identificadas entre as dicotiledôneas, o que a torna interessante para estudos no sentido de 

compreender a evolução dos diferentes metabolismos fotossintéticos; entre os fatores 

considerados importantes nessa evolução estão as condições associadas ao clima e 

distúrbios ecológicos (fogo, hábitats abertos e com alta luminosidade) (Edwards et al., 

2004). Os fatores climáticos e ecológicos citados são características encontradas no Bioma 

Cerrado. 

 

1.3 Estudos realizados em espécies brasileiras 

As espécies brasileiras dessa família têm sido exploradas em algumas revisões 

taxonômicas e estudos fitogeográficos, particularmente os gêneros Gomphrena, Froelichia 

e Froelichiella, Hebanthe e Pfaffia (Siqueira, 1992; Marchioretto et al. 2002, 2004, 2008, 

2009; Marchioretto, 2008). Algumas publicações manifestam preocupações também sobre 

a conservação das espécies (Marchioretto et al., 2005; Siqueira, 2007). 
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A família é citada em listas de espécies vasculares (Mendonça et al., 1998; 

Cavalcanti & Ramos, 2001; Siqueira, 2002; Batalha & Martins, 2004). Vinte e nove 

espécies de Amaranthaceae aparecem em listas regionais de espécies ameaçadas de 

extinção (23 na lista do Rio Grande do Sul, quatro na lista de São Paulo, duas na lista do 

Espírito Santo) (Biodiversitas, 2010) e oito espécies estão citadas na Lista Oficial de 

Espécies da Flora Brasileira Ameaçadas de Extinção, objeto da Instrução Normativa 

número seis, de 23/09/2008, do Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2010). Metade das 

espécies dessa última lista é oriunda do Bioma Cerrado. Sobre as espécies ameaçadas ainda 

pairam dúvidas acerca do real status de classificação como ameaçadas, pois não há dados 

suficientes disponíveis para estabelecer tal condição (MMA, 2010).  

Há dois estudos publicados sobre a morfologia polínica de Amaranthaceae 

(Laboriau, 1961; Handro, 1965) e foram realizados alguns estudos sobre morfologia e 

anatomia de folhas e outros órgãos (Handro 1964, 1967; Monteiro-Scanavacca, 1971; 

Gavilanes, 1999; Duarte & Debur, 2004; Fank-de-Carvalho & Graciano Ribeiro, 2005). 

Poucas espécies medicinais já foram estudadas sob os aspectos farmacognóstico e 

fitoquímico, especialmente as mais conhecidas (ginseng-brasileiros), além de outras 

também cultivadas para fins medicinais e/ou ornamentais.  

Há somente um estudo brasileiro sobre a micromorfologia das espécies de 

Amaranthaceae, iniciado durante o programa de mestrado (Fank-de-Carvalho, 2004). 

Salatino e colaboradores (1986) indicam que o surgimento das esculturas nas superfícies 

ocorre como adaptação ao ambiente físico, auxiliando plantas com alta velocidade de 

transpiração na reflexão da luz e na impermeabilização da epiderme, tanto para reduzir as 

perdas de água quanto para auxiliar na defesa contra infecção por fungos. A microscopia 

eletrônica de varredura não é considerada um bom método para a detecção dos filmes de 

cera epicuticular que devem recobrir todas as plantas, mas é indicada para determinar o 

formato e localização de projeções da cera epicuticular, bem como para a obtenção de 

detalhes das superfícies (Wilkinson, 1979; Engel & Barthlott, 1988). Quando a cera 

epicuticular se apresenta como cristalóides, sua forma individual, distribuição e orientação 

podem ser importantes para caracterizar a superfície e possuem valor taxonômico (Engel & 

Barthlott, 1988; Barthlott et al., 1998). São raros os estudos sobre a micromorfologia das 



 

  5 

folhas de espécies da família, mesmo na literatura estrangeira. Há um estudo para espécies 

não brasileiras que indica a ausência de cristalóides de cera epicuticular nas espécies dos 

gêneros Aerva, Allmania, Alternanthera, Amaranthus, Celosia, Deeringia, Gomphrena, 

Iresine e Ptilotus, todos pertencentes à família Amaranthaceae sensu stricto (Engel & 

Barthlott, 1988). O mesmo estudo relata que membros da antiga família Chenopodiaceae 

possuem projeções cristalóides do tipo plaquetas, de dimensões pequenas (menor do que 2 

m), com orientação paralela e localização não restrita às vizinhanças dos estômatos (Engel 

& Barthlott, 1988).  

Os estudos anatômicos das folhas de espécies da família Amaranthaceae indicaram 

a presença de uma bainha vascular bem desenvolvida nas espécies dos gêneros Gomphrena 

e Froelichia, mas não nas dos gêneros Alternanthera e Pfaffia (Handro, 1964, 1967; 

Gavilanes, 1999; Duarte & Debur, 2004; Fank-de-Carvalho & Graciano Ribeiro, 2005).  

Em relação à ultraestrutura, foram analisados aspectos das folhas de algumas 

espécies do Cerrado brasileiro (Estelita-Teixeira & Handro, 1984; Fank-de-Carvalho, 2004; 

Antonucci, 2010). Para as espécies Gomphrena macrocephala, G. prostrata, G. decipiens e 

Pfaffia jubata foi determinado que o polimorfismo gradual dos cloroplastos seria típico 

para a utilização da via fotossintética C4 do subtipo NADP-ME pelas espécies de 

Gomphrena e que a ultraestrutura dos cloroplastos de Pfaffia seria similar à das plantas C3 

(Estelita-Teixeira & Handro, 1984). Em G. arborescens foi encontrada uma ultraestrutura 

compatível com o metabolismo C4 do subtipo NADP-ME (Fank-de-Carvalho, 2004; 

Antonucci, 2010), da mesma forma que em G. scapigera (Antonucci, 2010). Entretanto, 

esse metabolismo não foi confirmado pelo ensaio enzimático realizado contra as enzimas 

NAD-ME, NADP-ME e PEP-CK, tanto em G. arborescens quanto em G. scapigera 

(Antonucci, 2010). Esses resultados são compatíveis com os encontrados por Carolin et al. 

(1978) para as espécies Gomphrena celosioides, G. globosa, G. conica, G. brachystylis, G. 

brownii, G. flaccida e G. canescens, algumas cultivadas também no Brasil. 

 

1.4 Bioma de Estudo 

O Distrito Federal está localizado entre os 15°31´- 16°3´de latitude Sul e os 47°21´- 

48°15´de longitude Oeste, sendo a vegetação de cerrado (sensu lato) a predominante, com 
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uma flora própria e típica do Bioma Cerrado (Eiten, 2001). Estima-se que 40% do Cerrado 

original já tenham sido convertidos em áreas antropizadas (Ratter et al., 2000). A riqueza 

do Cerrado em fauna e flora é notável, com altas taxas de espécies endêmicas, tornando-o 

um dos hotspots para a conservação da biodiversidade mundial (Myers et al., 2000). O 

Cerrado tem cerca de 4.400 espécies de plantas endêmicas, o que equivale a 1,5% do total 

das 300 mil espécies de plantas do planeta (Myers et al., 2000). Coutinho (1980) considera 

que a freqüente ocorrência de queimadas é um fator importante na determinação da 

vegetação do Cerrado, como uma força regenerativa capaz de alternar comunidades e 

manter a diversidade. Estima-se que cerca de 80% das espécies endêmicas ou ameaçadas 

estão em áreas protegidas; entretanto, as taxas de desmatamento do Cerrado têm sido 

superiores à da Amazônia e apenas 30% de sua biodiversidade foi estudada em um nível 

razoável (Paiva, 2000; Klink & Machado, 2005).  

A conversão do Cerrado em agroecossistemas, principalmente a expansão das 

pastagens de gramíneas de origem africana e as monoculturas para exportação (soja) ou 

para as agroindústrias do Sul e Sudeste do país (milho) tem gerado fragmentação dos 

hábitats naturais, extinção local da biodiversidade, introdução de espécies exóticas, erosão 

do solo, poluição de aqüíferos, uso inadequado de pesticidas e herbicidas, alteração dos 

estoques de carbono no solo e na vegetação e modificação das funções biogeoquímicas e 

hidrológicas do Cerrado (Conservation International et al., 1999; Miranda & Miranda, 

2000; Klink & Machado, 2005). Essa situação torna urgente a ampliação dos estudos das 

espécies vegetais nativas do Bioma, buscando compreender a ecologia das mesmas e 

fornecer subsídios para valorizar a conservação de áreas representativas do Cerrado. 

Apenas no Distrito Federal podem ser encontradas 20 espécies da família 

Amaranthaceae, distribuídas entre os gêneros Alternanthera (2), Amaranthus (2), 

Gomphrena (7), Herbante (1), Pfaffia (7) e Xerosiphon (1), todas de hábito subarbustivo ou 

herbáceo (Herbante é trepadeira), em diferentes unidades de conservação (Cavalcanti & 

Ramos, 2001). Não há dados de literatura disponíveis com relação à flora específica dos 

demais Estados que compreendem o Bioma Cerrado. 

 

 



 

  7 

1.5 O metabolismo fotossintético e a estrutura foliar 

A evolução das plantas levou ao desenvolvimento de diferentes mecanismos 

fotossintéticos, sendo reconhecidas, de maneira geral, as vias C3 (Ciclo de Calvin ou de 3 

carbonos), C4 (ciclo de 4 carbono) e MAC (metabolismo ácido das crassuláceas) (Raven et 

al. 2001). A fotossíntese C4 foi relatada entre 1954 e 1965, através de estudos em cana-de-

açúcar e milho (Hatch 2002). Essa via permite um aumento das taxas de fotossíntese e 

ocorre em plantas tropicais, principalmente, que toleram temperaturas mais elevadas e 

condições mais secas do que as plantas C3 (Salisbury & Ross 1992; Stryer 1996; Malkin & 

Niyogi 2000; Raven et al. 2001). As espécies C4 são, principalmente, ervas ou subarbustos, 

raramente árvores, e representam cerca de 3% das Anthophyta (Edwards et al. 2004). 

A via C4 de fotossíntese é caracterizada pela fixação do CO2 atmosférico em ácidos 

com quatro carbonos, nas células do mesofilo, com a assimilação do carbono ocorrendo nas 

células da bainha vascular. Nas células do mesofilo, a enzima fosfoenolpiruvato carboxilase 

(PEPC) apresenta níveis mais altos que em plantas com metabolismo C3, onde a enzima 

ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase-oxigenase (RuBisCO) é a responsável pela fixação 

primária do CO2 em 3-fosfoglicerato (Lehninger et al. 2000; Edwards et al. 2001). Nas 

células do mesofilo das plantas C4, a enzima PEPC faz a fixação primária do CO2 em 

oxaloacetato, que é reduzido a L-malato às expensas de NADPH ou a L-aspartato por 

transaminação (Lehninger et al. 2000). Esses dois últimos produtos são transferidos para as 

células da bainha vascular, onde serão oxidados e descarboxilados por duas diferentes 

enzimas málicas: nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate-malic enzyme (NADP-ME) 

e nicotinamide-adenine dinucleotide–malic enzyme (NAD-ME) ou pela ação inicial da 

enzima phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEP-CK) conjugada a uma enzima málica 

(Lehninger et al. 2000; Edwards et al. 2001). O CO2 liberado pela ação enzimática é 

novamente fixado pela enzima RuBisCO, formando também o 3-fosfoglicerato, que segue 

todas as reações subseqüente do ciclo C3 de fotossíntese (Lehninger et al. 2000). Outra 

enzima importante para a regeneração do fosfoenol-piruvato é a enzima pyruvate 

orthophosphate dikinase (PPDK) (Ueno 1998).  

A presença de PEPC nas células do mesofilo e de RuBisCO nas células da bainha 

vascular é a regra para a maioria das plantas C4; entretanto, em Gomphrena globosa e em 
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algumas espécies de Flaveria (Asteraceae) foi verificada a presença de RuBisCO nos dois 

tipos celulares (Ueno 1998). 

Os estudos de parâmetros fisiológicos de níveis de fotossíntese demonstraram a 

importância da temperatura para o desenvolvimento do metabolismo C4, cujas espécies 

dominam entre os 30 graus de latitude ao Norte e ao Sul do Equador (Edwards et al. 2004). 

Essa via fotossintética é taxonomicamente incomum e largamente dispersa entre as famílias 

de dicotiledôneas; entretanto, parece haver coordenação entre um determinado ambiente e a 

relativa abundância de um subtipo de fotossíntese C4 (Press 1999). Laetsch (1974) indicou 

a distribuição da via C4 nas famílias Amaranthaceae, Aizoaceae, Chenopodiaceae, 

Asteraceae, Cyperaceae, Euphorbiaceae, Poaceae, Nyctaginaceae, Portulacaceae e 

Zygophyllaceae. 

A via C4 é altamente dependente da coordenação das estruturas anatômicas e 

ultraestrutura celular das folhas (Press 1999). A bainha parenquimática envolvendo o feixe 

vascular e o arranjo do mesofilo adjacente são os caracteres anatômicos mais usuais para a 

determinação da via fotossintética C4 (Gutschick 1999). Entretanto, o alto grau de 

convergência evolutiva não garante um único padrão em nível bioquímico ou em 

organização celular e subcelular (Press 1999). 

A compartimentalização anatômica da via C4 envolve dois tipos diferentes de 

células do tecido clorenquimático: células da bainha vascular e células do mesofilo (Malkin 

& Niyogi 2000). Em nível ultraestrutural, o número e a concentração de cloroplastos, 

mitocôndrias e peroxissomos nas células da bainha parenquimática são os critérios mais 

confiáveis para determinar a capacidade fotossintética de uma espécie (Black & 

Mollenhauer 1971). O tipo estrutural das folhas (Kranz ou não-Kranz), a posição dos 

cloroplastos, a distribuição dos tilacóides (grana com pequeno ou grande número de 

tilacóides empilhadas) e o número de mitocôndrias são caracteres importantes para o 

conhecimento do metabolismo das espécies, de acordo com estudos em folhas das famílias 

Nyctaginaceae, Amaranthaceae, Aizoaceae, Caryophyllaceae, Portulacaceae (Carolin et al. 

1978). 

Estudos realizados em monocotiledônea do gênero Orcuttia e nas Chenopodiaceae 

Borszczowia aralocaspica e Bienertia cycloptera demonstram a via C4 operando através de 
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uma compartimentalização espacial realizada apenas pela especialização dos cloroplastos 

localizados em diferentes regiões da mesma célula (Press 1999; Sage 2002). A existência 

de uma bainha vascular rica em cloroplastos e mitocôndrias, e com duas a três camadas de 

células no mesofilo em Salsola arbusculiformis (Chenopodiaceae) determinou um tipo 

fotossintético intermediário, com a fixação de CO2 inicial operando, em níveis muito 

baixos, no ciclo C4 (Voznesenskaya et al. 2001). 

Os estudos estruturais e ultraestruturais nas espécies Gomphrena celosioides, G. 

globosa, G. conica, G. brachystylis, G. brownii, G. flaccida e G. canescens indicaram a 

presença de um mesofilo adaxial radial e um mesofilo abaxial com espaços intercelulares, 

além de camadas adicionais de parênquima lacunoso até a epiderme; nessas espécies 

também ocorre uma bainha parenquimática completa, com cloroplastos centrípetos 

apresentando grana rudimentar e retículo periférico (Carolin et al. 1978).   

O estudo ultraestrutural das folhas é importante para o conhecimento e investigação 

do metabolismo das espécies. Somente a anatomia Kranz já não é considerada um requisito 

universal para a operação da via C4 de fotossíntese, já que essa via também pode ser 

operada através de uma compartimentalização espacial caracterizada pela especialização 

dos cloroplastos (dimorfismo) localizados em diferentes regiões dentro de uma mesma 

célula (Edwards et al., 2001, 2004; Sage, 2002; Voznesenskaya et al., 2003). 

 

 

1.6 Hipótese, Justificativa e Objetivos 

O desenvolvimento deste trabalho baseia-se na hipótese de que variações no 

comportamento ecológico, fenológicos, na anatomia foliar e na fisiologia, favorecem o 

estabelecimento e sobrevivência das espécies de Amaranthaceae em áreas abertas do 

Cerrado, justificando a maior concentração de espécies nesse Bioma em relação às demais 

áreas brasileiras.  

 Para testar essa hipótese, pretende-se investigar os seguintes aspectos: 
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a) Há dados suficientes, disponíveis na literatura e nos herbários, para compreender as 

estratégias de adaptação, sobrevivência e reprodução de Amaranthaceae no 

Cerrado? 

b) Considerando que os ambientes abertos do Cerrado estão sujeitos a alta 

luminosidade e a variações estacionais nos índices pluviométricos, as espécies da 

mesma família (Amaranthaceae) desenvolveram estratégias ecológicas similares 

para adaptar-se a eles? 

c) As espécies da família Amaranthaceae desenvolveram variações morfológicas e 

anatômicas para sobreviver e adaptar-se ao clima fortemente estacional e à 

ocorrência natural de fogo no Bioma Cerrado? 

d) Se a evolução do metabolismo C4 está associada ao clima e a distúrbios ecológicos, 

como o fogo, estudar a anatomia e a ultraestrutura das folhas de Amaranthaceae que 

ocorrem no Cerrado pode elucidar as variações estruturais associadas a essa 

evolução? 

 

 Esse trabalho justifica-se pela baixa quantidade de estudos realizados em espécies 

brasileiras desta família. Embora algumas espécies de Amaranthaceae sejam consideradas 

endêmicas de diferentes regiões do país (portanto, com distribuição restrita) e outras tantas 

sejam ameaçadas, ainda são necessários estudos básicos (morfologia, anatomia, 

ultraestrutura, fenologia, relações interespecíficas) nos diferentes gêneros e espécies da 

família. Ainda há muito a se estudar em relação à potencialidade e/ou uso medicinal das 

espécies nativas e coletadas pela população diretamente do ambiente. Faltam estudos, até 

mesmo, para garantir a identificação correta das espécies, uma vez que os aspectos 

morfológicos, especialmente em estádio vegetativo, são similares entre as espécies da 

família e, inclusive, podem ser confundidos com os de outras famílias botânicas, como 

Asteraceae (folhas opostas e/ou rosuladas na base, pilosidade hirsuta, etc.), por exemplo. 

O gênero Gomphrena é considerado um dos mais representativos da família 

Amaranthaceae. Entretanto, somente as folhas de G. arborescens, G. celosioides, G. 

decipiens, G. macrocephala, G. pohlii e G. prostrata foram analisadas em nível anatômico 

(Handro, 1964; Estelita-Teixeira & Handro, 1984; Gavilanes, 1999; Fank-de-Carvalho & 
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Graciano-Ribeiro, 2005). Entre as espécies de Pfaffia do Cerrado, somente P. jubata foi 

estudada em nível anatômico (Handro, 1967). A maioria das espécies de Amaranthaceae 

listadas na Flora do DF (Cavalcanti & Ramos, 2001) é apenas citada em levantamentos de 

flora e/ou estudos etnobotânicos, não sendo encontrado registro de estudos anatômicos e/ou 

ultraestruturais das folhas.  

A ampliação do conhecimento relativo à ultraestrutura e, consequentemente, à 

especialização das organelas de diferentes gêneros para o metabolismo, pode auxiliar no 

entendimento da evolução do metabolismo C4, bem como do ambiente onde as plantas se 

especializaram, contribuindo para o conhecimento do Bioma Cerrado e, conseqüentemente, 

para ampliar as justificativas para esforços de preservação de sua biodiversidade.  

 

1.6.1 Objetivo Geral 

Analisar aspectos vinculados ao comportamento ecológico e ao metabolismo 

fotossintético dos gêneros Alternanthera, Gomphrena, Froelichiella, Hebanthe e Pfaffia, 

através de estudos em campo (localização, acompanhamento da floração, coleta e 

identificação) e laboratoriais (micromorfologia, anatomia e ultraestrutura das folhas) de 

espécies que ocorrem no Bioma Cerrado. 

 

1.6.2 Objetivos Específicos 

1.6.2.1 Analisar e descrever o comportamento de algumas espécies na natureza e de suas 

interações com o ambiente. 

1.6.2.2 Analisar o padrão de superfície foliar das espécies, através de um estudo inicial em 

espécies do gênero Gomphrena. 

1.6.2.3 Descrever e discutir interações naturais com microorganismos e as alterações 

estruturais relacionadas às mesmas. 

1.6.2.4 Descrever e analisar a anatomia foliar e ultraestrutura das espécies dos diferentes 

gêneros, estabelecendo as bases estruturais para aprofundar os estudos sobre o metabolismo 

das espécies. 
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2. ARTIGOS 

 

 Em conseqüência dos estudos realizados durante o desenvolvimento da tese, foram 

publicados dois artigos (item 2.1 e 2.2). 

O terceiro manuscrito sofreu uma avaliação após submissão a uma revista brasileira 

especializada em Microbiologia e necessita de análises complementares para nova 

submissão à publicação (item 2.3). A realização dessas análises depende de 

estabelecimento de colaboração com pesquisadores da área de Fitopatologia, que tenham 

interesse em interações de fungos com espécies vegetais nativas do Cerrado. 

Está em produção o quarto manuscrito (item 2.4), que compila os aspectos de 

anatomia e ultraestrutura foliar de 12 espécies da família Amaranthaceae, sendo que os 

resultados preliminares de todos eles já foram publicados em Simpósios e Congressos 

Nacionais e Internacionais, conforme lista de publicações decorrentes do desenvolvimento 

da tese (Anexo 1).  

Desta maneira, todos os resultados estão apresentados no formato de artigo. Os 

artigos estão apresentados na língua aceita pelas Revistas escolhidas para a publicação e 

seguem os formatos prescritos pelas mesmas. 

 

 

2.1 Artigo publicado em 04/10//2010 na revista Biota Neotropica 

 

Publicado no volume on line número 10 (4), Out/Dez 2010, ISSN 1676-0603, 

disponível em http://www.biotaneotropica.org.br/v10n4/pt/fullpaper?bn01310042010+pt 

 O artigo foi escrito em colaboração com a Dra. Maria Salete Marchioretto, 

taxonomista especializada na família Amaranthaceae, curadora do Herbário PACA da 

Universidade Vale dos Sinos/UNISINOS, em São Leopoldo/RS. Dra. Maria Salete fez a 

determinação final das espécies utilizadas no desenvolvimento do doutorado, com o 

depósito de pelo menos uma exsicata de cada espécie no Herbário PACA, servindo como 

material-testemunha do trabalho realizado. 
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 Este artigo aborda aspectos relativos ao objetivo específico 1.6.2.1, contendo a 

análise e a descrição do comportamento ecológico de algumas espécies na natureza, além 

de descrever as variações morfológicas e anatomia foliar, parcialmente decorrentes das 

interações das espécies com o ambiente. 

 Os dados obtidos indicam que a pesquisa em literatura e em herbário não é 

suficiente para garantir o encontro de algumas espécies de Amaranthaceae, embora sejam 

bons indicadores de que as áreas de coleta devam ser visitadas com maior freqüência. 

Depreende-se, das dificuldades no encontro e coleta das espécies, que as amostras 

depositadas em Herbários, decorrentes de estudos diversos e de levantamentos de flora, não 

são muito representativas. Isto é decorrente da fenologia pouco usual da maioria das 

espécies observadas na RPPN Cara Preta e de sua dependência direta do fogo para eventos 

de floração e rebrotação/floração/frutificação. 

Também não é possível depreender, da literatura e dos herbários, a gama de 

estratégias de comportamento ecológico e fenologia das espécies para sobreviver nas áreas 

abertas de Cerrado. Nosso estudo deixa mais evidente que as estratégias reprodutivas de 

algumas espécies dessa família estão vinculadas ao aproveitamento das condições pós-fogo 

para tornar mais eficiente a distribuição de seus frutos, evidentemente anemocórica. Ainda, 

foi possível depreender que as estratégias desenvolvidas por diferentes membros da mesma 

família, em gêneros diferentes ou dentro do mesmo gênero, não são necessariamente 

similares. Desta forma, estudar a família Amaranthaceae é um desafio e exige dedicação e 

constância. O estudo de suas espécies pode revelar comportamentos diferenciados e, ao 

mesmo tempo, típicos de espécies completamente adaptadas ao ambiente onde sobrevivem, 

além de demonstrar dados morfológicos e anatômicos decorrentes, possivelmente, da 

evolução das espécies nas áreas abertas do Cerrado. 
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 2.2 - Artigo Publicado na revista Biocell (Mendoza), em 2010. 

 

 Este artigo conta com a co-autoria de Pedro Ítalo Tanno da Silva, atualmente 

graduado em Engenharia Florestal pela Universidade de Brasília, que participou do 

desenvolvimento inicial do projeto de doutoramento, como estagiário voluntário. Conta 

também com a co-autoria de Misléia Rodrigues de Aguiar Gomes, aluna do curso à 

distância de Licenciatura em Biologia da Universidade de Brasília, que também atuou 

como estagiária voluntária. 

Nesse artigo são avaliados alguns aspectos da superfície das folhas de três espécies 

de Gomphrena nativas do Cerrado, em comparação com uma espécie subespontânea do 

ambiente. O objetivo principal era contribuir para a taxonomia das espécies, tanto com a 

descrição da superfície quanto pela busca de elementos de diagnóstico diferencial das 

mesmas.  Outro objetivo foi analisar a densidade estomática, com vistas a correlacionar 

esse aspecto ao metabolismo C4, esperado para as espécies do Cerrado e já descrito para G. 

globosa, a espécie controle. Além disso, visava descrever as estruturas de cera epicuticular 

encontradas nas espécies do Cerrado, partindo-se de um estudo inicial realizado durante o 

período de mestrado em G. arborescens, onde foram encontradas plaquetas, consideradas, 

na literatura, como inexistentes em espécies de Amaranthaceae e indicadas como estrutura 

diferenciadora entre Amaranthaceae (sem plaquetas) e Chenopodiaceae (com plaquetas).  

O artigo corresponde ao desenvolvimento do objetivo 1.6.2.2 e indica que espécies 

desse gênero podem ter desenvolvido plaquetas em razão de adaptação ao clima fortemente 

estacional do Cerrado e como uma forma de barreira contra fungos, amplamente 

encontrados nas superfícies foliares das espécies nativas. Ceras epicuticulares são 

consideradas eficientes para aumentar a reflexão da luminosidade excessiva, comum nas 

áreas abertas de cerrado. Além disso, revela que a metodologia de estudo de cera 

epicuticular em espécies nativas necessita de um controle, uma vez que os solventes 

utilizados nas técnicas usuais de microscopia eletrônica de varredura podem dissolver as 

ceras. Demonstrou, ainda, que a composição química das ceras das diferentes espécies deve 

variar, uma vez que essas estruturas são afetadas diferentemente pelos diferentes solventes 

usuais (etanol e acetona).  
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2.3 Manuscrito a ser ressubmetido 

Este manuscrito foi produzido em decorrência da oportunidade de estudar e 

compreender estruturas fúngicas em interação natural com duas plantas nativas do Cerrado.  

Durante a análise das plantas da tese (Amaranthaceae), à luz da microscopia 

eletrônica de transmissão, observou-se a presença de microorganismos provocando 

alterações estruturais nas células vegetais de Gomphrena hermogenesii e Pfaffia 

gnaphaloides. Aspectos da interação natural de fungos com espécies dessa família já havia 

sido observada nas superfícies foliares de outras espécies (Fank-de-Carvalho, 2004; Fank-

de-Carvalho et al., 2010) e em estruturas anatômicas (Fank-de-Carvalho & Graciano-

Ribeiro, 2005), provocando a produção de taninos e outros compostos fenólicos, detectados 

por testes histoquímicos.  

Visando contribuir para o entendimento das interações de populações naturais do 

Cerrado e considerando-se a riqueza de informações obtidas na análise ultraestrutural, 

produziu-se um artigo descrevendo tanto as estruturas das plantas quanto dos 

microorganismos, bem como as alterações na célula vegetal, provavelmente decorrentes 

dessa interação. O artigo corresponde ao objetivo específico 1.6.2.3. 

Em análise de consultores ad hoc de uma revista brasileira especializada em 

Microbiologia, os achados relacionados à ultraestrutura foram considerados importantes, 

até mesmo como sendo a primeira descrição de interação de fungos com plantas do 

Cerrado, mas que precisaria de experimentos adicionais para publicação. Foram sugeridos 

que se fizesse a tentativa de isolamento do(s) fungo(s) a partir de explantes assépticos, 

seguido da cultura e análises moleculares. Para as análises morfométricas, exige-se a 

ampliação da base de dados e análise estatística apropriada à definição do nível de 

significância das alterações verificadas, juntamente com a revisão de alguns conceitos, em 

razão de terem sido obtidos a partir de estudos em livros (não em artigos). Neste sentido, as 

autoras devem estabelecer uma parceria com algum Departamento de Fitopatologia 

interessado em interações de fungos com plantas do Cerrado, para que possamos discutir as 

observações específicas dos consultores e realizar as análises imprescindíveis para nova 

submissão à publicação. 
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ABSTRACT 
 

Leaves of the plant species can be naturally colonized by fungi. The 
Amaranthaceae family is known for having the C4 carbonic cycle of 
photosynthesis, for its medicinal popular use and also for poisoning herbivores. 
Here are described ultrastructural aspects of a fungus colonized leaves of two 
Amaranthaceae species (Gomphrena hermogenesii J.C. de Siqueira and Pfaffia 

gnaphaloides (L.f.) Mart.) both natives of the Brazilian Cerrado. Were also 
described morphological changes observed in G. hermogenesii cells due to 
interaction with this microorganism. Inside the cells of several leaf tissues 
(epidermis, palisade and spongy parenchyma, bundle sheath, phloem and xylem) 
of both plant species 4-16 µm wide microorganism were found. Ultrastructural 
traits of the microorganism indicate the presence of a fungus belonging to 
Ascomycete division. This fungus has more affinity to the bundle sheath cells of 
G. hermogenesii leaves. Organelles of the same cell type in colonized and 
healthy leaves of G. hermogenesii indicate a closer association between fungal 
cells and the size of chloroplast lipid droplets (plastoglobuli) than with the size of 
starch granules. The size reduction of G. hermogenesii plastoglobuli could either 
be linked to its use as a primary source of carbon and energy by the fungus or to 
a plant’s defense mechanism. Fungi could be increasing the poisoning potential 
of Amaranthaceae for herbivores and as well as the medicinal potential of the 
plant in folk medicine. 

 
 
Keywords: Ascomycete, plant leaf, ultrastructure. 

                                                 
1 Manuscrito a ser ressubmetido após realização de experimentos adicionais tentando o isolamento e análise 
de aspectos moleculares do(s) fungo(s). 
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INTRODUCTION 

Amaranthaceae family clusters several genera which have species with C3, 

intermediate and C4 metabolic photosynthetic pathways (13). In Brazil, this plant family is 

important to local human populations for its use in folk medicine as well as food source 

(18, 32). Some Amaranthus species such as A. reflexus, A. quitensis and A. viridis, known 

as caruru, when eaten by swines can lead to abdominal disease and up to 50% mortality 

(34). Moreover, A. spinosus, which is also called caruru and described as toxic for sheep in 

southern of Brazil, produces similar effects and also causes kidney disease (23). On the 

other hand, A. spinosus and A. viridis are used as a popular medicinal plant for various 

ailments including urinary inflammations (1). Although the Amaranthus genus is not 

considered native of Cerrado, it does occur in disturbed areas of this Biome (4).  More than 

60 species of 12 Amaranthaceae genera are native of Cerrado, and most of which are 

adapted to the climate dynamics and fire (33).  

The Brazilian Cerrado is a tropical savannah-like ecosystem that occupies about 2 

millions of km² (from 3-24° Latitude S and from 41-43° Longitude W), with a hot, semi-

humid seasonal climate. This Biome has a dry winter and a rainy summer (7, 9, 31). The 

Cerrado has also a large variety of landscapes, from tall savanna woodland to low open 

grassland with no woody plants, and supports the richest flora among the world’s savannas 

(more than 7.000 native species of vascular plants) with a high degree of endemism (14, 

31). Although the Cerrado Biome is considered a hotspot for the conservation of global 

biodiversity, sheltering species fully adapted to survive under harsh conditions of soil and 

climate, only 30% of its biodiversity is reasonably known (14, 22). The occurrence of 

wildfires is one of the most important factors to determine this Biome vegetation, acting as 

a renewal element that alternates communities and maintain its biodiversity (6). 

The study of the plant-microorganism interaction can lead to a wide range of 

applications. For example, health risks to human or stock farming animals’ can be avoided 

simply by preventing the consumption of contaminated food or the medicinal plant. The 

plant metabolites against its endophytic guests could be isolated and used for the genetic 

improvement of crop biochemical defenses. Selected microorganism metabolites can be 
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isolated to act as a biological control of crop diseases and herbivores. Plants offer a wide 

range of habitats for microorganisms, including its aerial parts, rhizosphere and internal 

transport system (20). This kind of interaction contributes to the environmental equilibrium 

and can play essential roles in agricultural and food safety (20, 27).  

 Plants from hot and dry habitats shows a standard leaf anatomy organized as a 

palisade parenchyma above a spongy mesophyll (19). The C4 plants also can be recognized 

by their morphological structure, since their leaves have a wreath-like arrangement termed 

Kranz anatomy (19, 28, 29) resulting from a modification of the C3 pattern. The C4 

photosynthesis pathway evolved in a great diversity of Kranz anatomy forms, biochemical 

routes and dimorphism of chloroplast ultrastructure (1, 8, 28).  

 The high humidity and intense heat of the Cerrado´s wet season favors the 

development of fungal hyphae on leaf surfaces, including on the Amaranthaceae species 

Gomphrena arborescens L.f., G. pohlii Moq. and G. virgata Mart. (12, 30).  

Here are shown some aspects of Gomphrena hermogenesii J.C. de Siqueira and 

Pfaffia gnaphaloides (L.f.) Mart. leaves, ultrastructural traits of the eukaryotic invading 

microorganism as well as morphological changes that occurred inside of G. hermogenesii 

cells during colonization by this microorganism. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Sampling: Visually healthy green leaves of the 3rd to 4th nodes of 2-6 specimens of pre-

identified G. hermogenesii and of P. gnaphaloides were collected in the conservation area 

at the Reserva Particular do Patrimônio Natural (RPPN) Cara Preta, Alto Paraíso, Goiás 

State, Brazil. Small pieces of the middle portions from the leaves were cut using razor 

blade, fixed in 2% of glutaraldehyde, 2% of paraformaldehyde and 3% of sucrose in 0.05 M 

sodium cacodylate buffer and conserved under refrigeration until processing.  

Voucher and identification - the specimens of G. hermogenesii were collected during 

vegetative and flowering stages of different seasons, while P. gnaphaloides specimens were 

collected only during the flowering stage. Sampling during the flowering stage of both 

species was done in September 20th, 2008, around 20-25 days after a wildfire that burned to 
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the ground most of the RPPN Cara Preta vegetation. All sampling was done between 12 

a.m. to 4 p.m. in order to analyze the starch accumulation within the leaf tissues. Vegetative 

and flowering plant branches were pressed and deposited as voucher at the Brazilian 

Herbaria CEN, IBGE, PACA, UB and UEC. The voucher numbers 66301 and 66302, at 

IBGE Herbarium, are corresponding of G. hermogenesii in vegetative and flowering stages 

(collection nº 118 and 123) and voucher 66304 corresponds to P. gnaphaloides (collection 

number 125). The identification of the species was confirmed by an Amaranthaceae 

taxonomy specialist, Dra. Maria Salete Marchioretto, curator of PACA Herbarium at 

Universidade Vale dos Sinos, São Leopoldo, Rio Grande do Sul State, Brazil. 

Laboratory sample processing – the fixed samples were post-fixed in 2% osmium 

tetroxide and 1.6% potassium ferricyanide (1:1 v/v), in block stained with 0.5% uranyl 

acetate solution (overnight). Samples were dehydrated in acetone ascending series, washed 

in propylene oxide and slowly embedded in Spurr´s epoxy resin.  

Microscopy - semi-thin sections were obtained using an ultramicrotome with glass knives, 

stained with toluidine blue and analyzed under the optical Zeiss Axiophot. Ultra-thin 

sections of the same material were obtained with a diamond knife, collected on 200 mesh 

copper grids and analyzed under the Transmission Electron Microscope TEM JEOL JEM 

1011.  

Morphometric analysis - 10-12 chloroplasts and their contents, from at least five bundle 

sheath cells, in colonized and healthy leaves of G. hermogenesii and 10 intracellular 

microorganisms in mesophyll and bundle sheath cells of its colonized samples were 

measured using the Axiovision® Software (Zeiss). The intercellular microorganism was 

also measured, across the larger dimension of 10 cells among the spongy parenchyma cells 

of P. gnaphaloides. All the measurements were expressed as average values with respective 

standard deviation. 

 

RESULTS 

Plant leaf structure 

G. hermogenesii and P. gnaphaloides leaves are simple, amphistomatic and hairy 
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with uniseriate epidermis and dorsiventral mesophyll (Fig. 1-2).  

The leaf mesophyll of G. hermogenesii has 1-2 layers of palisade parenchyma just 

below the adaxial epidermis (Fig. 1). Collateral vascular bundles are completely surrounded 

by a distinct parenchymatous bundle sheath with thick cell walls whose organelles are 

positioned towards the vascular bundles.  There are 2-5 layers of spongy parenchyma near 

the abaxial surface. Around the higher order vascular bundles, the adaxial mesophyll is 

radial with narrow air spaces, while the abaxial mesophyll cells are less distinctly radial 

with larger air spaces. Both epidermal surfaces are flat, with exception of the prominently 

raised midrib on the abaxial surface. 

P. gnaphaloides leaf has 1-2 layers of palisade parenchyma just below the adaxial 

epidermis (Fig. 2). The collateral bundles are involved by a less conspicuous bundle sheath 

with organelles near the walls opposite to the vascular bundles. There are 2-5 layers of 

spongy parenchyma near the abaxial surface. The midrib and all the minor veins protrude 

over the abaxial epidermal surface (Fig. 2). 

The chloroplasts of palisade and spongy parenchymas are granal and peripherally 

arranged in leaves of both species, similar to the ones in the bundle sheath of P. 

gnaphaloides (Fig. 3). Bundle sheath chloroplasts of P. gnaphaloides are similar in shape 

and dimensions to those observed in the mesophyll of both species and apparently produce 

similar amounts of starch. Microbodies or peroxisomes were observed in P. gnaphaloides 

mesophyll and bundle sheath cells.  

The mesophyll chloroplasts of G. hermogenesii rarely present starch granules and 

are usually smaller when compared with those in the bundle sheath. The bundle sheath 

chloroplasts have small amounts of stacked thylakoids, large starch granules and large 

plastoglobuli (Fig. 4). Peroxisomes are not common in G. hermogenesii leaf cells. 

 

Microorganisms and their relationship with plant tissues 

In young mature leaves collected during the flowering stage of both plant species, 

two distinct forms of microorganisms were observed: (i) a smaller organism was found in 

the intercellular spaces of the spongy parenchyma and inside a dead cell of the xylem 

tissue; (ii) a larger and distinctly eukaryotic organism was found within distinct living cells. 
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Some morphological alterations were found in living cells, usually associated with the 

presence of at least one microorganism, suggesting an infectious process.  

Outside the plant cells some very small organisms were found, with sizes ranging 

from 0.375 µm to 1.125 µm (average sizes equal to 0.85 µm ± 0.25). These microorganisms 

seem to have a cell wall and some internal electrondense structures (Fig. 5). It was not 

possible to characterize any internal membrane system or flagella, and their shapes varied 

from spherical to slightly oval. These microorganisms were located in the intercellular 

spaces, especially in the spongy parenchyma tissue (Fig. 5). One microorganism with the 

same morphological aspect was found only once, inside a naturally dead cell of a vessel 

element of the xylem tissue in P. gnaphaloides leaf. In the intercellular spaces, penetrating 

through the cell wall of a G. hermogenesii palisade parenchyma cell, a larger two-cell 

microorganism was verified (Fig. 6), usually just inside cells (Fig. 7). 

An eukaryotic organism with a size ranging from 4 to 16 µm wide (Fig. 7A) was 

found inside living cells in most of the leaf tissues (epidermis, palisade, spongy 

parenchyma, bundle sheath, phloem and xylem) of both plant species. This microorganism 

was found even inside the nucleus of a G. hermogenesii spongy parenchyma cell (Fig. 7B). 

The intracellular organism was observed as a single cell (Fig. 7A) and as a bicellular 

organism with a septum separating the two cells (Fig. 7C). 

The shape and density of their boundaries indicate that the intracellular 

microorganism cytoplasm is encapsulated by a cell wall and that each cell comprises either 

multiple nuclei per cell or a multilobular nucleus in both unicellular (Fig. 7D) and bicellular 

(Fig. 7C) forms. Elongated mitochondria were found in the cytoplasm, usually near of the 

septum or the cell wall (Fig. 7D, 7E). The septum between two neighboring cells can go 

through the full size of the cell section (Fig. 7E) or be interrupted by a simple centered pore 

(Fig. 7C, 7F). Near of the septum there is a mass of vesicles (Fig. 7C, 7F) and one or two 

dark round spots (Fig. 7E, 7F). All the characters above indicate that the intracellular 

organism should be a fungus, probably an Ascomycete, which was always associated with 

disrupted organelles in its host cells (Fig. 7B, 7C, 7D). 

 Comparing the organelles of the same cell type in colonized (Fig. 7C) and healthy 

(Fig. 4) leaf samples from G. hermogenesii an association between the presence of the 
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fungus and a reduced size of the lipid droplets (plastoglobuli) inside of the plant 

chloroplasts was observed. The bundle sheath chloroplasts analyzed from G. hermogenesii 

samples obtained during both periods, at vegetative (Fig. 4) and at flowering (Fig. 7C) 

stages, have a starch content range from 8.6 to 22.8% of the total organelle area (Table 1). 

The diameters of its lipid droplets, however, range from 0.15 to 1.34 µm in healthy leaf 

samples and from 0.06 to 0.17 µm in colonized leaf samples. 

 

DISCUSSION 

The anatomy of G. hermonegesii leaf is similar to that of G. arborescens L.f. (11), 

G. cespitosa, G. dispersa, G. nitida, G. sonorae (36), G. conica, G. flaccida (3) among 

others, most of them arranged in a Gomphrena atriplicoid-type of Kranz anatomy (13, 28). 

As expected, there was no significant variation in this species leaf anatomy due to the life 

cycle stage, although older leaves collected during the vegetative stage have a thicker 

cuticle covering both epidermis surfaces. The leaf anatomy and the granal chloroplast 

ultrastructure observed in P. gnaphaloides is similar to the observations made in P. jubata 

(10), which also lacks Kranz anatomy.  

The absence of peroxisomes in G. hermogenesii leaf tissues and their presence 

among all chlorenchyma tissues of the P. gnaphaloides leaf is compatible with their 

possible photosynthesis metabolisms. Along with the Kranz syndrome and dimorphic 

chloroplasts, the peroxisome absence indicates that G. hermogenesii performs the C4 

pathway of photosynthesis. In this species, the CO2 concentration in the bundle sheath cells 

must be efficient, leading to a significant reduction of the oxygenase function of its 

RuBisCO enzyme, turning itself virtually free of the photorespiration process. On the other 

hand, the presence of peroxisomes in P. gnaphaloides leaf cells is consistent with the use of 

the C3 pathway of photosynthesis for carbon fixation, agreeing with the results of a non 

morphological study (29).  

RuBisCO (ribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase oxygenase) is a key enzyme for 

photosynthesis and is active inside chloroplasts. Acting as a carboxylase, RuBisCO adds 

atmospheric CO2 to ribulose-1, 5-bisphosphate, fixing the carbon. However, acting as an 

oxygenase, RuBisCO splits ribulose-1, 5-bisphosphate and releases part of the fixed carbon 
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in a process called photorespiration. Peroxisomes play an essential role in this latter 

process, which is typical of C3 plants. Acting in close contact with chloroplasts and 

mitochondria, peroxisomes participate in the glycolate pathway, in order to recover to the 

Calvin cycle part of the carbon lost during photorespiration (16, 19, 26). 

The colonization damage effects appear to be more or less similar in P. 

gnaphaloides and G. hermogenesii leaves. In both hosts, the organelles’ disruption was 

initiated by their external envelope, since the organelles’ internal membranes were 

generally found preserved. It seems that the plant nucleus was the last to acknowledge the 

presence of the parasite, because sometimes the external membranes of chloroplasts and 

mitochondria were damaged but the external nucleus membrane was still intact. All 

chloroplasts had their transitory starch granules preserved, even when they were dispersed 

in the cytoplasm. These data suggest that the biotrophic fungi slowly draw nutrients from 

plants, in a strategy typical of endophytic species in order to preserve their hosts (19). In 

both plant leaves disrupted organelles were observed even in cells where the parasite could 

not be visualized, probably due to a hypersensitive reaction against the fungus. According 

to Mauseth (19), some plants have a short-term and elaborate antifungal defense in which 

some cells die immediately upon parasite contact, leading to starvation of the intracellular 

obligate parasite. 

 Mitochondria were identified along with the cell wall and near the septum in this 

intracellular organism, which is consistent with Chandler and Roberson (5), who 

characterize fungus mitochondria as usually elongated organelles positioned in parallel to 

the growing axis of the cell.  

The occurrence of a simple septa pore and the nearby “Woronin bodies” indicate 

that the fungi found in both plant hosts belong to the Ascomycete division. The fungus 

septa pore is larger and more complex than plant plasmodesmata and it is usually seen in 

higher fungi (2) allowing cytoplasm continuity from cell to cell and organelle migration 

through it (19). The dark round spots found near the septum or the septum pores are called 

“Woronin bodies” (5, 19). According to Mauseth (19), an important aspect of hypha walls 

is the nature of the septa pores: when the perforation has a flange and a typically 

hemispherical cap on each side, the diagnosis is of a Basidiomycete. On the other hand, 
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Ascomycete septum has a simple pore in its center, closely associated with one or several 

“Woronin bodies”. 

The bicellular parasite shows a cytoplasm vesicle mass (Fig. 7C, 7F) that could be 

the “spitzenkörper”. The actual location of this mass of vesicles must be transitory in this 

hypha and could be explained by its translocation from the neighbour cell, because it was 

found near the septum pore. No similar structure was found in any other fungus cell. The 

“spitzenkörper” is usually located in the apex of a growing hypha and it is responsible for 

the deposition of substances in the growing cell wall (5, 25).  

All the structures that could represent the nucleus of a parasite cell do not usually 

have a condensed structure typical of a nucleolus. Nevertheless some of the nuclei shown in 

figures 7C and 7D have small dark areas that could indicate a condensation of a nucleolus. 

According to Mauseth (19), fungi nuclei show little differentiation into euchromatin and 

heterochromatin and are less than 2 µm in diameter, which is consistent with the presented 

data.  

Although not shown here, in some sections some fungi were observed crossing the 

host cell walls, usually through the plasmodesmata region. The preponderance of the 

fungus observed as a single cell and without the ascus (its reproductive structure) suggests a 

recent infection caused by a sterile or an asexual fungus. Only in one cell of P. 

gnaphaloides was a fungus hyphae observed producing two buds (data not showed), 

suggesting the beginning of its asexual reproduction. The budding process is common in 

yeasts (Ascomycete) (2, 26). If this fungus co-evolved with members of the Amaranthaceae 

family, its spore dispersion could be induced by fire also using the same way that was 

selected by these plants for regrowth and flowering. There are more than 30.000 species of 

Ascomycete and they are responsible for food poisoning and plant diseases (26). Except for 

the unicellular yeast, all Ascomycete are filamentous and can reproduce either asexually or 

sexually (26).  

This infecting Ascomycete can be using the plant plastoglobuli (consisting 

essentially of lipids) as a primary carbon and energy source. The diameter of the host 

plastoglobuli is much larger in healthy plant samples (Table 1) than in the same fungi 

colonized species sample. Although the fungi first choice of energy source is usually 
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soluble carbohydrates, lipids are very important because triglycerides are storage 

substances as well as membrane constituents, cell wall and hormones components (24, 25). 

Furthermore, lipids can be responsible for the fungi pathogenicity (17, 25). Putzke and 

Putzke (25) reports that it is not necessary to add lipids in the culture medium used for 

fungi in vitro maintenance but when triglycerides are added the fungi development is 

increased. Fungi carbon uptake, metabolism and translocation are poorly understood even 

in arbuscular mycorrhizal symbiosis, a topic largely studied due to its importance in 

agriculture (24). According to Lavoie et al. (17), Ascomycete fungi can rewire its 

transcriptional network and use lipids in the metabolism, growth, development and 

pathogenicity. Another possible explanation for lipid storage reduction inside of 

chloroplasts could be due to plant fatty acid regulation, unsaturation and mobilization in 

response to stress caused by fungi biotic interactions (35).  

Although plastoglobuli content in chloroplasts (increase in the amount of lipid 

droplets) could be linked to plant senescence (15), this may be not the case, because the 

number of remaining plastoglobuli inside the chloroplasts from colonized samples is 

similar to the plastoglobuli number in healthy samples in the same cell type and species 

(Table 1). Only their size is reduced in colonized samples. The large plastoglobuli found in 

health leaves from G. hermogenesii are similar to our findings in other Amaranthaceae 

species, native of the Cerrado Biome, such as Froelichiella grisea, G. arborescens, G. 

pohlii and G. virgata (in development). 

The increased number of transitory starch granules in colonized samples can be 

explained by the range of time during sampling. All samples were collected from 12 a.m. to 

4 p.m., insuring transitory starch formation by photosynthesis, and early enough to prevent 

its translocation to the storage organs. The flowering (colonized) samples were collected 

near 4 p.m. and the vegetative (healthy) samples were collected near 12 a.m. This sampling 

scheme gave more light time to the flowering plants at least to form and store transient 

starch within its chloroplasts. There is no data to assure the same about chloroplast storage 

lipids. Although chloroplasts are also sites of protein and lipid biosynthesis (probably 

storage as plastoglobuli), both processes are not clear (26), including their timing. The 

larger chloroplast total area in the colonized samples can be explained by the dispersion of 
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the internal membrane system, once the external envelope is disrupted.  

The ultrastructure of the smallest microorganism found in the intercellular spaces of 

the plant hosts (fig. 5) suggests it can be a prokaryotic organism (like a bacterium), but they 

could also be fungi spores which will develop just before or after invading the plants cells, 

as observed in figure 6. The fungi spores could penetrate the intercellular spaces through 

any open stomata. Although distributed in all tissues of the plant, including the vascular 

ones, the intracellular Ascomycete found in both plants species showed more affinity to the 

bundle sheath cells of G. hermogenesii leaves, which have more capacity for energy 

production. Bundle sheath cells are the principal site for carbon fixation in C4 plants (16, 

19, 26). 

The two fungi host plants were collected in an area that is now a Conservation 

Reserve, but in the past it was a cattle farm. Both plants grow in flat areas, usually more 

appropriate to naturally feed animals, not very far from a small river. Both plants belong to 

the Amaranthaceae family, the same as the caruru species Amaranthus quitensis, A. 

reflexus, A. spinosus and A. viridis, all are considered poisonous to herbivores (1, 23, 34). 

However, no study was found for the later species to verify the possible natural association 

of the plants with any kind of fungi or bacteria. Around 99% of fungi and bacteria 

associated with plants do not harm them and can benefit the plants through dissolving of 

phosphates, fixation of the atmospheric nitrogen and also by providing toxin to improve the 

plant’s defenses against herbivores or by improving ways to capture water (21). In 

exchange, the plant gives food to its parasite, which is normally classified as an endophytic 

organism.  

The dimorphic chloroplasts and leaf anatomy indicate the C4 photosynthesis 

pathway operation in G. hermogenesii leaves, although a carbon isotope ratio study of Sage 

et al. (29) indicates that G. hermogenesii would not be a C4 species. The distribution of its 

key photosynthetic enzymes will be carried out using immuno cytochemistry, in our 

laboratory, in order to complete this data.  

P. gnaphaloides showed anatomic and ultrastructural characteristics compatible 

with plants that perform the C3 photosynthesis pathway. However, all the samples were 

colonized, disabling further morphological studies for a complete organelle description 
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linked to the photosynthesis process on these samples. Healthy samples should be found 

and analyzed to complete a profile linking morphological characteristics and photosynthesis 

pathways on these species. 

The plant samples preparation for transmission electron microscopy proved to be 

useful also to study the fungi morphology inside of plants cells as well the aspects of host-

parasite interaction. This kind of study could be recommended for plants considered toxic 

to herbivores and to any medicinal plant consumed by humans, in order to give more 

information about the real source of poisoning or medicinal effect and for fine quality 

control. In both species, the external macro aspects of the plants did not indicate the 

presence of the endophytic fungus. 

The size reduction observed in chloroplast plastoglobuli could be due to the use of 

its lipids by the fungus, as primary source of carbon and energy, or to its mobilization by 

the host plants in response to stress caused by fungus biotic interactions.  

All morphological characteristics observed in the intracellular microorganism 

suggest that it should be an obligate biotroph endophytic fungus belonging to Ascomycete 

division. The complete identification of the fungus depends on its isolation from the 

environment/hosts. 
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Legend: abe – abaxial epidermis; ade – adaxial epidermis; bs – bundle sheath cell; cc – companion 
cell; cl – chloroplast; cw – cell wall; is – intercellular space; m – mitochondrion; N – plant nucleus; 
pc – parenchyma cell; pe – peroxisomes; pp – palisade parenchyma; pg – plastoglobuli; s – starch 
granule; sp – spongy parenchyma; st – sieve tube element; ve – vessel element of xylem. 
 

Fig. 1-2: Leaf transverse section under the light Microscope. Fig. 3-6: Amaranthaceae leaves under 
Transmission Electron Microscope.  
Figure 1. Gomphrena hermogenesii shows a conspicuous and complete bundle sheath (arrow). 
Figure 2. Pfaffia gnaphaloides has a less conspicuous bundle sheath (arrow). Figure 3. Vascular 
bundle of P. gnaphaloides with smallest microorganisms in the intercellular spaces (white circles). 
Figure 4. Bundle sheath organelles of G. hermogenesii healthy sample. Figure 5. Higher 
magnification of the small organisms in the intercellular spaces (arrow) of P. gnaphaloides 
colonized sample. Figure 6. Microorganism entering a palisade parenchyma cell of G. 

hermogenesii, passing through the cell wall (arrow). 
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Legend: bs – bundle sheath cell; cc – companion cell; cl – chloroplast; g – granum; m – 
mitochondrion; n – fungus nucleus; N – plant nucleus; pc – parenchyma cell; pg – plastoglobuli; s – 
starch granule; st – sieve tube element; wb – Woronin bodies. 
 
Figure 7. Ascomycete division fungus inside G. hermogenesii (Amaranthaceae) leaves under TEM. 
A: Unicellular parasites infecting a sieve tube element (black circle) and bundle sheath cells (white 
circles). B: Parasite infecting a plant cell nucleus (white arrow) and outside the nucleus (black 
arrow) of the same cell. C: Bicellular parasite with multiple nuclei or a multilobulated nucleus, a 
simple pore in the septum center (ellipse) and a nearby vesicle mass (arrow). D: Unicellular parasite 
with one nucleus with nucleolus (arrow) and elongated mitochondria. E:  Parasite with a complete 
septum (arrow), mitochondrion, cell wall and two Woronin bodies. F:  Higher magnification of 7C 
shows the parasite septum with a simple pore (arrow), Woronin bodies and a mass of vesicles 
(circle).  
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Table 1. Morphometric data of chloroplasts in bundle sheath cells of Gomphrena 

hermogenesii J. C. de Siqueira (Amaranthaceae) leaves in healthy and fungi colonized 
samples. 
 
G. hermogenesii bundle sheath chloroplasts Healthy sample Colonized sample 
Chloroplast area 9.94µm2 ± 2.58 14.70µm2 ± 5.08 
Starch granule total area per chloroplast 1.7µm2 ± 0.74 2.26µm2 ± 1.32 
Ratio of starch total area by chloroplast area  17.07 % ± 5.68 14.96 % ± 4.98 
Starch granule units per chloroplast 3.4 ± 1.26 4.58 ± 1.5 
Plastoglobuli units per chloroplast 7.7 ± 2.36 6.5 ± 3.53 
Plastoglobuli diameter 0.53µm ± 0.23 0.10µm ± 0.03 

Note: All numbers are expressed as average result of 10-12 chloroplasts measurements plus or minus standard deviation. 
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2.4 Manuscrito em preparação 

 

 Este manuscrito trata dos aspectos anatômicos e ultraestruturais das folhas de 

espécies da família Amaranthaceae que ocorrem no Cerrado, a maioria nativa, algumas de 

forma endêmica, bem como espécies como subespontâneas e/ou invasoras, que colonizam 

áreas perturbadas de Cerrado em função do cultivo para utilização medicinal. Os resultados 

preliminares de todas as espécies incluídas neste manuscrito foram publicados em 

Congressos Nacionais e Internacionais e pretende-se, com o mesmo, responder ao objetivo 

específico 1.6.2.4. 

 Esse estudo indica que as espécies da família Amaranthaceae desenvolveram 

variações estruturais (anatomia e ultraestrutura), provavelmente durante a evolução em seus 

ambientes de origem, que refletem estratégias diferenciadas para sua sobrevivência e 

adaptação, especialmente para seu metabolismo fotossintético. Algumas das variações 

observadas parecem desvinculadas do ambiente e da duração das folhas ao longo do tempo, 

mas podem estar relacionadas ao desenvolvimento do metabolismo C4. O estudo da 

anatomia das folhas das Amaranthaceae pode auxiliar na elucidação das variações 

vinculadas ao desenvolvimento do metabolismo C4. Por exemplo, o posicionamento de 

organelas nas células da bainha vascular pode ser determinante para a operação do 

metabolismo intermediário C3-C4, uma vez que todas as espécies C4 deste estudo mantêm o 

mesmo posicionamento de organelas da espécie intermediária. Além disso, as espécies C4 

freqüentemente demonstram espessamento das paredes nas células da bainha vascular e o 

dimorfismo dos cloroplastos indica o predomínio de um subtipo desse metabolismo. 

Estudos em maiores quantidades de espécies e com outras técnicas auxiliares (medições das 

trocas gasosas e imunocitoquímica, por exemplo), bem como técnicas histoquímicas, 

podem revelar dados adicionais e relevantes para a elucidação dos aspectos similares e 

diferenciadores não apenas do metabolismo, mas também para auxiliar a diagnose 

taxonômica das espécies. 

O manuscrito será submetido para publicação em um periódico a ser definido, 

indexado. Inicialmente projeta-se a submissão ao Plant Biology, um periódico alemão. 

Após a definição do periódico, serão realizados os devidos ajustes ao formato da revista. 
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RUNNING HEAD: Fank-de-Carvalho & Báo - Amaranthaceae leaves’ ultrastructure 

ABSTRACT: Anatomic and ultrastructural characteristics in leaves of Amaranthaceae 
family species have been associated with the C4 photosynthesis pathway. Aiming to study 
the anatomy and ultrastructure of the Brazilian genera Alternanthera, Froelichiella, 

Gomphrena, Hebanthe and Pfaffia, leaves were collected in Brasília, Federal District, 
Brazil and in Alto Paraíso, Goiás State, Brazil. Samples were fixed and processed for 
anatomical and ultrastructural studies. The anatomy of the various species is very similar, 
although we found some variations among genera and in the number of cell layers and 
organelle concentration. All Gomphrena spp. have Kranz anatomy and dimorphic 
chloroplasts; they have few or no starch granules and conspicuous grana in the mesophyll 
cells and many starch granules and no grana in bundle sheath cells. Dimorphic chloroplasts 
were not found in the other genera studied. Alternanthera species presented variable 
anatomy, with organelles positioned towards the vascular bundle in A. paronychioides and 
in the peripheral position in A. brasiliana bundle sheath cells. Based on anatomy and 
ultrastructure, Alternanthera has C3 and intermediate C3-C4 species; Froelichiella grisea, 
Hebanthe eriantha, Pfaffia glomerata and P. townsendii are C3 species and Gomphrena 

arborescens, G. hermogenesii, G. lanigera, G. pohlii, G. prostrata and G. virgata are 
ultrastructurally adapted to operate the subtype NAPD-ME of the C4 photosynthesis 
pathway.  
 
Key-words: Amaranthaceae, Cerrado, dimorphic chloroplasts, Kranz anatomy, 
ultrastructure. 
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INTRODUCTION 

The C4 pathway is broadly dispersed among Angiospermae plants. Environment is 

responsible for the relative abundance of a determined subtype of the C4 photosynthesis 

pathway, which is highly dependent on structural and ultrastructural coordination in leaves 

(Press, 1999). The anatomical compartment of the C4 pathway can involve two kinds of 

chlorenchyma cells - the bundle sheath and the mesophyll cells - and the wall thickness of 

the first works to prevent loss of CO2 (Press, 1999; Malkin & Niyogi, 2000). In this way, 

the presence of a complete parenchyma bundle sheath and the radial arrangement of the 

adjacent mesophyll cells – the classic Kranz anatomy - are the most reliable anatomic 

characters used to determine the C4 pathway (Gutschick, 1999). However, evolutionary 

convergence indicates variable patterns of biochemistry and cellular and subcellular 

organization (Press, 1999). Nowadays, occurrence of the Kranz syndrome is no longer 

considered the only way for C4 photosynthesis to operate, since this can also be achieved by 

a chloroplast specialization inside the same cell (Edwards et al., 2001; Sage, 2002; 

Voznesenskaya et al., 2003; Edwards et al., 2004).  

Laetsch (1968) studied the leaves of Amaranthus edulis (Amaranthaceae) and 

Atriplex lentiformis (Chenopodiaceae) and associated their structural and ultrastructural 

characteristics with an adjustment to a faster and more efficient carbon fixation in 

environments with reduced availability of water. C4 photosynthesis occurs in the 

Amaranthaceae family, and the genus Alternanthera has C3, C4 and C3-C4 intermediate 

species (Laetsch, 1974; Sage & Monson, 1999). Recent study of the carbon isotope ratios 

of Herbarium species and molecular data (Sage et al., 2007) has determined that 

approximately 28% of the Amaranthaceae species use the C4 photosynthesis pathway, 

including 19.5% of the Alternanthera species studied and 89% of Gomphrena species. The 

presence of Kranz anatomy and dimorphic chloroplasts seems to be typical for the 

Gomphrena genus, as verified in G. brachystylis, G. brownii, G. canescens, G. celosioides, 

G. conica, G. flaccida, G. globosa and G. macrocephala (Carolin et al., 1978; Estelita-

Teixeira & Handro, 1984). The organelle position and granal structure of their chloroplasts 

suggests the use of the NADP-ME subtype of C4 metabolism (Carolin et al., 1978; Estelita-



 

  63 

Teixeira & Handro, 1984). According to Borsch et al. (2001), species’ survival in adverse 

environments can be achieved by the operation of C4 photosynthesis.  

In order to improve knowledge on the biodiversity of the Brazilian Cerrado Biome, 

a tropical savannah, this study aimed to describe and discuss anatomical and ultrastructural 

characteristics of 12 Amaranthaceae leaves: Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze, A. 

paronychioides St.-Hil, Froelichiella grisea R.E.Fr., Gomphrena arborescens L.f., G. 

hermogenesii J.C.Siqueira, G. lanigera Pohl. ex Moq., G. pohlii Moq., G. prostrata Desf., 

G. virgata Mart., Hebanthe eriantha (Poir.) Pedersen, Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen 

and P. townsendii Pedersen.  All the species are native to Brazil and occur in the Cerrado 

Biome; six of them are endemic to Brazil and one is endemic to the Brazilian Cerrado 

Biome (Marchioretto et al., 2010).  

Considering that microscopy is a good analytical method to describe and recognize 

any adulteration in medicinal plant material (Jorge, 2000), these descriptions can also be 

useful as drug quality control data on medicinal species and for taxonomic purposes. The 

ultrastructural knowledge of the chloroplasts and other organelles, as well as their 

disposition inside cells can help to determine C4 pathway operation and the possible 

predominant subtype in the species, in order to understand more about the evolution of this 

photosynthesis pathway.   

 

MATERIAL AND METHODS 

Place of collection: A. brasiliana was collected in cultivated gardens in the Campus of the 

University of Brasília (UnB), in Brasília. A. paronychioides was commercially acquired and 

raised in greenhouse conditions, in Brasília. H. eriantha and P. glomerata were obtained 

from a medicinal garden at EMBRAPA/Cenargen, in Brasília. A duplicate of P. glomerata 

was obtained from Dr. Jean Kléber Mattos, cultivated in a greenhouse in the Biological 

Station of UnB, in Brasília. G. arborescens, G. pohlii and G. virgata were collected in an 

Cerrado area at the Olympic Center of UnB, near the coordinates 15°45.936’ S and 

047°51.187’ W, in Brasília. Duplicates of G. arborescens and G. virgata were collected in 

a Cerrado area at the Roncador Ecological Reserve/Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (RECOR/IBGE), near the coordinates 15°57.241’ S and 047°52.089’ W, in 
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Brasília. All the other species, F. grisea, G. hermogenesii, G. lanigera, G. prostrata and P. 

townsendii, were collected in the protected area of Reserva Particular do Patrimônio 

Natural Cara Preta (RPPN Cara Preta), in Alto Paraíso, Goiás State, Brazil, around the 

coordinates 14°00.507’ S and 047°31.057’ W. 

Sampling: Visually healthy green leaves of the 3rd to 4th node of 2-6 specimens of pre-

identified species were collected. For anatomical studies, leaves were submitted to FAA70, 

a fixation solution made of formaldehyde, ethanol and acetic acid (Kraus & Arduin, 1997) 

for 48h fixation, and conserved in ethanol 70% until processing. For ultrastructural studies, 

small pieces of the middle portions from the leaves were obtained by razor blade cutting, 

fixed in 2% of glutaraldehyde, 2% of paraformaldehyde and 3% of sucrose in 0.05 M 

sodium cacodylate buffer for 24 h and conserved under refrigeration until processing.  

Control material and identification - Vegetative and flowering plant branches were 

collected, pressed, dried and deposited as control material at IBGE (Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística), UB (Universidade de Brasília), PACA (Porto Alegre Colégio 

Anchieta/Universidade Vale dos Sinos) and other Brazilian Herbaria. The identification of 

the species was confirmed by an Amaranthaceae taxonomy specialist, Dra. Maria Salete 

Marchioretto, curator of the PACA Herbarium at Universidade Vale dos Sinos, São 

Leopoldo, Rio Grande do Sul State, Brazil. 

Laboratory sample processing – Anatomical samples were free-hand sliced to be studied 

under optical microscopy. Ultrastructural samples were post-fixed in 2% osmium tetroxide 

and 1.6% potassium ferricyanide (1:1 v/v) for one hour in dark, followed by in-block 

staining with 0.5% uranyl acetate solution (overnight). Samples were then dehydrated in 

acetone ascending series and slowly embedded in Spurr´s epoxy resin or dehydrated in 

ethanol ascending series, washed in propylene oxide and embedded in Poly Bed 812 

(Polyscience) epon resin.  

Microscopy - semi-thin sections were obtained with an ultramicrotome using glass knives, 

stained with toluidine blue and analyzed under the optical Zeiss Axiophot. Free-hand sliced 

sections were used to determine the composition of crystal inclusions (Kraus & Arduin, 

1997). Ultra-thin sections of the same material were obtained with a diamond knife, 



 

  65 

collected in 200 mesh copper grids and analyzed, without any additional staining, under the 

Transmission Electron Microscope TEM JEOL JEM 1011.  

 

RESULTS 

All the species have simple hairy leaves, alternate or opposite, with entire margins. 

The petiole is short or absent in G. arborescens with oblong leaves, long in G. prostrate 

small oval leaves and absent in G. virgata lanceolate leaves, whose bases form a kind of 

sheathing around the stem. The blade size and shape of their leaves is variable: the smallest 

one belongs to G. lanigera, the narrowest to G. virgata and the largest blade was found in 

G. pohlii. The epidermis is always uniseriate and nonglandular trichomes are present on 

both leaf surfaces. Anatomic and ultrastructural results will be presented by genus. 

 

a) Alternanthera genus - Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze (syn=A. dentata), A. 

paronychioides St.-Hil. (syn=A. ficoidea). 

Anatomy – The leaves of species of this genus have a uniseriate, amphistomatous and thin 

cuticle epidermis with bigger cells on the adaxial surface. The mesophyll is dorsiventral 

and a thin-walled parenchymatous bundle sheath surrounds their collateral vascular bundles 

(fig. 1A and 1B). Uniseriate trichomes and stomata are more frequent on the abaxial surface 

of the epidermis of both species. Trichomes are rare in A. paronychioides leaves. Calcium 

oxalate druses are found in mesophyll cells and in the palisade parenchyma of A. 

brasiliana, whose cell arrangement is looser, with more intercellular spaces. Larger druses 

were found in mesophyll cells of A. paronychioides, frequently in rounder cells between 

vascular bundles. A. paronychioides intercellular spaces are reduced in relation to A. 

brasiliana mesophyll leaves, its spongy cells are horizontally oriented and its palisade 

parenchyma is slightly radial in relation to vascular bundles. In mesophyll and bundle 

sheath cells of A. brasiliana (fig. 1A) organelles are peripherally positioned. In A. 

paronychioides (fig. 1B), bundle sheath organelles are concentrated towards the vascular 

bundle and few organelles are in peripheral position, as they are in mesophyll cells. 

Ultrastructure - Mesophyll cell chloroplasts (in palisade and spongy parenchyma) have 

conspicuous grana, small and few plastoglobuli (fig. 1C, 1D). In A. brasiliana the starch 
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granules are equally produced by mesophyll (fig. 1C) and bundle sheath chloroplasts (fig. 

1E). In A. paronychioides the starch granules are few and smaller in mesophyll chloroplasts 

(fig. 1D) in relation to the bundle sheath ones (fig. 1F), where the chloroplasts seem to be 

bigger in relation to the mesophyll ones. In A. brasiliana bundle sheath chloroplasts there 

are few peripheral vesicles (Fig. 1E) while in A. paronychioides chloroplasts this structure 

was not observed (fig. 1D, 1F). Numerous mitochondria and small granal chloroplasts were 

observed in the companion cells of phloem (fig. 1G) in both Alternanthera species, 

similarly with all the other species of this study. Chloroplasts in the guard cells of stomata 

(Fig. 1H) are smaller and granal, like the ones observed in the phloem companion cells (fig. 

1G).  

 

b) Froelichiella genus – Froelichiella grisea R.E.Fr. 

Anatomy and ultrastructure – The leaves of species in this genus have uniseriate, 

amphistomatous and thin cuticle epidermis, with longer trichomes on the abaxial surface. 

The mesophyll is isobilateral and a less defined bundle sheath surrounds their collateral 

vascular bundles (fig. 2A). The palisade parenchyma near adaxial surface is formed by 

longer and larger cells than the abaxial one. Calcium oxalate druses were found in 

mesophyll cells, mostly in the adaxial palisade parenchyma. Organelles are equally 

distributed among chlorenchyma tissues, usually near the cell walls. Chloroplasts are 

always granal (fig. 2B), even in its vascular cells. Large starch granules (usually one or two 

per organelle) were found in all chloroplasts (fig. 2B), evenly distributed among the 

chlorenchyma tissues. Plastoglobuli are few and small in mesophyll chloroplasts (fig. 2B), 

but guard cell chloroplasts usually present just one large plastoglobulus and less 

conspicuous grana. Mitochondria (fig. 2B) and peroxisomes were found in mesophyll and 

bundle sheath cells. 

 

c) Hebanthe genus - Hebanthe eriantha (Poir.) Pedersen (syn.: Pfaffia paniculata) 

Anatomy and ultrastructure – This genus species has a thick leaf with uniseriate 

epidermis, stomata only on abaxial surface and dorsiventral mesophyll (fig. 3A). Calcium 

oxalate druses were found in mesophyll cells, mostly in the palisade parenchyma. The 
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parenchymatous bundle sheath cells have thin walls and peripheral organelles (fig. 3A). 

Organelles in mesophyll cells are also centrifuge but seem to be more concentrated in the 

palisade parenchyma (Fig. 3A). Chloroplasts have similar granal ultrastructure in all cell 

types and plastoglobuli and starch granules are large in the bundle sheath (fig. 3B) and in 

mesophyll cells. Mitochondria and peroxisomes are common near chloroplasts in 

mesophyll and bundle sheath (fig. 3B) cells. 

 

d) Gomphrena genus - Gomphrena arborescens L.f., G. hermogenesii J.C.Siqueira, G. 

lanigera Pohl. ex Moq., G. pohlii Moq., G. prostrata Desf., G. virgata Mart. 

Anatomy – The leaves of species in this genus have uniseriate and amphistomatous 

epidermis, dorsiventral mesophyll and a thick-walled parenchymatous bundle sheath 

around collateral vascular bundles (fig. 4A, B, C). In the bundle sheath cells of all 

Gomphrena spp. studied, the organelles are positioned towards the vascular tissue (fig. 4A, 

B, C). Trichomes are always uniseriate and nonglandular, frequently on both surfaces. 

Calcium oxalate druses (fig. 4A, C) are found in mesophyll idioblast cells of all species. G. 

arborescens, G. hermogenesii (fig. 4A), G. lanigera and G. prostrata have smaller and less 

distinctly radial cells in the abaxial mesophyll layer that precede the larger spongy 

parenchyma cells, a variation of the classical Kranz anatomy. G. pohlii (fig. 4B) abaxial 

mesophyll is formed by one layer of cells: radiating from vascular bundles there is one 

layer of palisade parenchyma, the typical feature of the Kranz anatomy, and under smaller 

veins and in the space between veins there is one additional discontinuous layer of spongy 

parenchyma. G. virgata (fig. 4C) has an intermediate pattern of abaxial mesophyll, with 

longer and larger cells radiating from vascular bundles and at least one layer of spongy 

parenchyma before the abaxial epidermis, very similar to the classical Kranz anatomy. 

Ultrastructure - Mesophyll cell chloroplasts (in palisade and spongy parenchyma) have 

conspicuous grana, rare or absent starch granules and variable sizes of plastoglobuli in G. 

arborescens spongy parenchyma (fig. 4D) and in all the other Gomphrena spp. Larger 

plastoglobuli were found in G. arborescens, G. hermogenesii, G. pohlii and G. virgata and 

smaller plastoglobuli were found in G. prostrata and G. lanigera chloroplasts, in all 

mesophyll cells. A peripheral reticulum was found in chloroplasts of G. arborescens (fig. 
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4D), G. pohlii and G. virgata mesophyll cells and the largest is the one of G. pohlii palisade 

parenchyma (fig. 4E). Bundle sheath chloroplasts are completely devoid of grana (fig. 4F) 

or have few stacked thylakoids (fig. 4G) in all species, but always have large starch 

granules and plastoglobuli. The larger the starch granules, the more deformed the 

chloroplasts’ typical lens shape (fig. 4F, G). Mitochondria are numerous in bundle sheath 

cells (fig. 4G) and are always near chloroplasts. Peroxisomes are rare, and a few were 

observed near chloroplasts in palisade and spongy parenchyma cells, but not in the bundle 

sheath. Phloem companion cells are mitochondria-rich in G. virgata (fig. 4H) and in all the 

other Gomphrena species. Chloroplasts and mitochondria in phloem cells are reduced in 

size, like the guard cells of stomata of G. pohlii (fig. 4I) and all the other known 

Gomphrena species, but share similar ultrastructure (granal, with plastoglobuli and starch 

granules).  

 

e) Pfaffia genus - Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen and P. townsendii Pedersen 

Anatomy and ultrastructure – The leaves of this genus have uniseriate epidermis, 

stomata on both surfaces (rare and usually larger on adaxial surface of both species) and 

dorsiventral mesophyll, as shown in P. townsendii (fig. 5A). In P. townsendii, the abaxial 

epidermis is formed by smaller cells and stomata are raised in relation to the ordinary 

epidermal cells (fig. 5A), while in P. glomerata stomata are slightly sunken on adaxial 

surface and leveled on abaxial surface. In both species calcium oxalate druses are found in 

idioblasts between veins and in palisade parenchyma cells. Spongy parenchyma cells are 

horizontally oriented and bundle sheath cells have thin walls and peripheral organelles (fig. 

5A) in both species. The intercellular spaces are narrower in P. townsendii spongy 

parenchyma. Chloroplasts are granal and have a similar size in all mesophyll cells, with 

large plastoglobuli and starch granules, as in P. glomerata spongy parenchyma (fig. 5B). 

Mitochondria and peroxisomes are common near chloroplasts (fig. 5B). Phloem companion 

cells are mitochondria rich and chloroplasts are smaller and granal, as in Alternanthera 

species (fig. 1G, H). 
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DISCUSSION 

All species studied have hairy leaves, with hair density and pattern still to be 

determined, except for G. arborescens, G. pohlii and G. virgata, which have two sizes and 

shapes of uniseriate trichomes arranged in different densities (Fank-de-Carvalho et al., 

2010). The Cerrado species with thinner cuticles (F. grisea and P. townsendii) have thicker 

trichome coverage (Fank-de-Carvalho et al., 2010b). Trichomes can be useful to provide 

shade on the upper epidermis, avoiding excessive sunlight and reducing water loss by 

transpiration, and are densely arranged on desert plants (Mauseth, 2009).  

Cerrado species native to open areas tend to have a ticker cuticle over epidermal 

cells and thicker walls in bundle sheath cells, at least in Gomphrena genus. The cuticle 

thickness is not related to the duration of the leaves, since the very short-lived leaves of G. 

lanigera present a thick cuticle and the thickest bundle sheath cell walls (Fank-de-Carvalho 

et al., 2010b) of all Gomphrena species studied.  

Chloroplast plastoglobuli can be large in Cerrado plants, as was verified in F. grisea 

(fig. 2B), G. arborescens (fig.4D, 4F), G. hermogenesii (data not shown), G. pohlii (fig. 

4E) and G. virgata (4G). According to Bréhélin & Kessler (2008), plastoglobuli consist of 

an outer lipid monolayer containing neutral lipids and proteins/enzymes related to lipid 

metabolism; their dimensions vary from 30 nm to several micrometers. Plastoglobuli shape 

and size change during development and plastid differentiation, and under stress conditions, 

clustering of large groups of connected plastoglobuli can be observed (Bréhelin & Kessler, 

2008; Grennan, 2008). Although plastoglobuli content in chloroplasts could be linked to 

plant senescence (Kutík, 1998), this may not be the case since all leaf samples collected 

were visually healthy and green. However, it is possible that this characteristic can be due 

to the high-light stress environment of these plants and linked also to plant defenses against 

fungal infection (Fank-de-Carvalho & Báo, not published). Plastoglobuli are now 

recognized as lipoprotein structures which play an active role in plastids (Greenan, 2008). 

Lipid and protein storage inside the chloroplasts could favor plants’ fatty acid regulation, 

unsaturation and mobilization in response to the stress caused by biotic interactions, 
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especially due to the presence of plastoglobulin among its proteins (Bréhélin & Kessler, 

2008; Upchurch, 2008).  

The anatomy and ultrastructure of leaves from the species studied have a pattern 

that has already been described for other Amaranthaceae members, except for Hebanthe 

and Froelichiella genera, which are described here for the first time.  

The presence of a well defined and complete parenchymatous bundle sheath with 

centripetous organelles, as well the presence of stomata on both epidermis surfaces, 

supports the intermediate C3-C4 photosynthetic pathway for A. paronychioides. A key 

element in this species is the bundle sheath with rounder cells and centripetous organelles, 

against the less defined shape and peripheral organelles of the same cells in A. brasiliana. 

The peripheral organelles of the palisade, spongy and bundle sheath cells, the similarity of 

cell wall thickness in all tissues and the loose arrangement of mesophyll around the bundle 

sheath indicate a C3 metabolism for A. brasiliana. The anatomy of A. brasiliana leaf, a 

medicinal species called “penicilina” or “terramicina”, is consistent with the study of 

Howart-Delaporte et al. (2002), which reports its trichomes as ornamented and 

nonglandular, similar to the larger ones of G. arborescens (Fank-de-Carvalho & Graciano-

Ribeiro, 2005) and other Amaranthaceae species (Handro, 1964; Fank-de-Carvalho et al., 

2010). Leaves of A. sessilis and A. tenella, both medicinal species, also have hairy leaves 

with dorsiventral mesophyll and druses in idioblasts (Mussury et al., 2008). The anatomy of 

A. paronychioides leaf, an ornamental species called “periquito”, is consistent with data and 

drawings of Rajendrudu et al. (1986) who, based on its leaf anatomy, CO2 compensation 

point and activity of key photosynthetic enzymes determined the intermediate C3-C4 

metabolism, but did not mention stomata on both epidermis surfaces. This anatomical 

character is considered necessary for lower values of mesophyll resistance, helping to 

reduce the CO2 compensation point (Parkhust, 1978). A. brasiliana (‘infalível”) is a 

medicinal plant used by people from almost all regions of Brazil (Lorenzi & Matos, 2002) 

and A. paronychioides (syn=A. ficoidea) is an ornamental species widely used in Brazilian 

gardens (Lorenzi & Souza, 1995).  

 The anatomy and ultrastructure of F. grisea, H. eriantha, P. glomerata and P. 

townsendii are compatible with the C3 pathway of photosynthesis. The Pfaffia leaf species 
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described has anatomy and ultrastructure similar to P. jubata leaf (Estelita-Teixeira & 

Handro, 1984). This is the first study of this type concerning the leaves of all the four 

species. P. glomerata and H. eriantha (syn=P. paniculata) are medicinal species whose 

roots are widely used in Brazil, known as Brazilian ginseng (Lorenzi & Matos, 2002).  

According to a carbon isotope ratio study (Sage et al., 2007), all the Pfaffia species studied 

are C3.  

The anatomy and ultrastructure of the six Gomphrena species studied are 

compatible with the NADP-ME subtype of C4 pathway of photosynthesis. While G. pohlii 

and G. virgata have a more classical type of Kranz anatomy, G. arborescens, G. 

hermogenesii, G. lanigera and G. prostrata have the same type of Kranz anatomy found in 

most Gomphrena species (Handro, 1964; Carolin et al., 1978; Estelita-Teixeira & Handro, 

1984; Ueno, 1998; Muhaidat et al., 2007). Their anatomy and ultrastructure are very similar 

to those of G. globosa, whose ultrastructure, enzyme immunolocalization and biochemical 

assays indicate the NADP-ME subtype of C4 pathway (Carolin et al., 1978; Ueno, 1998; 

Muhaidat et al., 2007). According to Carolin et al. (1978), Gomphrena celosioides, G. 

conica, G. brachystylis, G. brownii, G. flaccida and G. canescens have leaves with a radial 

adaxial mesophyll and a less distinctly radial abaxial mesophyll with large air spaces and 

some additional layers of spongy mesophyll cells between the abaxial epidermis; Kranz 

cells form a complete parenchymatous bundle sheath with centripetous chloroplasts 

presenting rudimentary grana. The leaf anatomy of G. arborescens (syn=G. officinalis), G. 

pohlii and G. prostrata is consistent with the one described by Handro (1964). Estelita-

Teixeira & Handro (1984) studied the leaf ultrastructure of Gomphrena macrocephala, G. 

prostrata and G. decipiens, all native to the Brazilian Cerrado Biome, establishing a 

gradual chloroplast polymorphism as typical of the NADP-ME subtype of the C4 pathway. 

The similar anatomy and ultrastructure of Aerva persica, an Amaranthaceae C4 species with 

NADP-ME subtype of photosynthesis, was classified as “atriplicoid” (Muhaidat et al., 

2007), due to the presence of a complete or nearly complete bundle sheath primarily 

responsible for carbon reduction in photosynthesis. Kadereit et al. (2003) classified the 

same structure found in another species of this genus as Gomphrena-type Kranz anatomy; 

they also put into this category species from the Amaranthaceae genera Alternanthera, 
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Blutaparon, Froelichia, Guilleminea and Tidestomia. Chloroplasts of the Kranz cells of C4 

plants usually have no grana, present little PSII activity and a larger amount of starch 

(Buchanan et al., 2000) while, in C3 plants, the palisade cells show a larger amount of 

starch than the ones of the spongy parenchyma (Lewis, 1984). The species G. arborecens 

and G. pohlii (called “paratudo-do-campo” and “paratudo-amarelinho”, respectively) are 

used as medicinal plants by inhabitants of the Cerrado Biome, especially their large 

tuberous roots (Barros, 1982; Siqueira, 1987, 1988).  

Along with the Gomphrena-atriplicoid type of Kranz anatomy and dimorphic 

chloroplasts, the rarity of peroxisomes indicates that G. hermogenesii performs the C4 

pathway of photosynthesis. In this species, the CO2 concentration in the bundle sheath cells 

must be efficient, leading to a significant reduction in the oxygenase function of its 

RuBisCO enzyme, making it virtually free of photorespiration. On the other hand, the 

presence of peroxisomes in Alternanthera, Froelichiella, Hebanthe and Pfaffia spp. leaf 

cells is consistent with the use of the C3 pathway of photosynthesis. Peroxisomes in plant 

leaves, acting in close contact with chloroplasts and mitochondria, participate in the 

glycolate pathway in order to recover to the Calvin cycle part of the carbon lost during 

photorespiration (Laetsch, 1974; Mauseth, 2009). According to the carbon isotope ratio 

study (Sage et al., 2007), five of the Gomphrena species studied are C4, but G. 

hermogenesii was considered a C3 species.  

Mesophyll chloroplasts of G. arborescens, G. pohlii and G. virgata and bundle 

sheath chloroplasts of A. brasiliana have a peripheral reticulum of vesicles, similar to the 

one demonstrated in Amaranthus edulis chloroplasts of mesophyll and bundle sheath cells 

(Laetsch, 1968), but less conspicuous. This structure was not found in any of the other 

species analyzed. These findings indicate that a peripheral reticulum is not a common 

feature just in C4 plants, since A. brasiliana has all the structural characteristics of a C3 

plant and a carbon isotope ratio study also determined the same photosynthesis metabolism 

for it (Sage et al., 2007). The peripheral reticulum (PR) was defined as a network of tubules 

leading from the interior of the plastid to the space between the limiting membranes, as an 

adaptation for rapid transport (Laetsch, 1968). Later, Laetsch (1974) stated that PR was not 

affected by fixation in glutaraldehyde or osmium tetroxide, but could be destroyed by 
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KMnO4 fixation, suggesting that PR composition is different from that of thylakoids and 

plastid envelopes. Although structural chloroplast dimorphism was not a common feature in 

all C4 plants, PR was found in all the C4 plants described up to the time of these studies, 

being always more evident in mesophyll chloroplasts (Laetsch, 1974).   

Amaranthaceae species are hard to find in the field and it is difficult to distinguish 

the species only by morphology, especially in vegetative stages. This later aspect demands 

extra care when dealing with native species, collected directly from the field. Another 

frequent problem in studying this family is the delimitation of a species even by experts on 

the family, because of plant plasticity, and related synonym problems. The species 

Gomphrena officinalis Mart. was considered a valid synonym for G. macrocephala and for 

G. arborescens until 1985 (Siqueira, 1984, 1992). However, after examining the species’ 

holotype deposited in the Linnean Herbarium under number 319-3, Siqueira reconsidered 

his opinion and recognized the validity of the first species’ given name, G. arborescens, 

described by Linnaeus’ son in 1781, and started to use the name G. arborescens L.f. instead 

of G. officinalis. More than that, he recognized G. macrocephala as a distinct species. 

Nowadays, G. officinalis is a valid synonym only for G. arborescens (Siqueira, 1992). 

Some studies have been carried out on G. macrocephala, citing the species as G. officinalis 

(Figueiredo-Ribeiro et al., 1982; Figueiredo-Ribeiro, 1993), which could lead to mistaken 

references. The carbon isotope ratio study (Sage et al., 2007) indicates C4 metabolism for 

G. arborescens, G. officinalis and G. macrocephala (two different species and three given 

informations), based on Herbaria data. According to the same study, A. brasiliana is a C3 

species and A. paronychioides is a C4 species. However, A. paronychioides is considered a 

synonym for A. ficoidea (Marchioretto, 2009; Marchioretto et al., 2010) and it was 

determined as an intermediary C3-C4 species. This is more than enough to recommend the 

storage of control material in registered Herbaria and to consult taxonomy experts in all 

studies about native Amaranthaceae species, ensuring their best identification. 

In this work at least one anatomical difference was found among the Alternanthera 

species studied that can be linked to the classification of one (A. paronychioides) as a C3-C4 

intermediary plant and the other (A. brasiliana) as a C3 species: the former has the bundle 

sheath organelles positioned towards the vascular bundles while the latter has peripheral 
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positioned organelles in bundle sheath cells. Anatomy and ultrastructure of twelve 

Amaranthaceae species found in the Cerrado Biome determined the presence of a structural 

base for the performance of C4 photosynthesis subtype NADP-ME in all the six studied 

Gomphrena species (G. arborescens, G. hermogenesii, G. lanigera, G. pohlii, G. prostrata 

and G. virgata. The other studied species (Froelichiella grisea, Hebanthe eriantha, P. 

glomerata and P. townsendii) have a leaf structure compatible with C3 metabolism. 
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Legend: arrowhead (stoma); black arrow: bundle sheath cell; white arrow: mitochondrion; 
white circle: idioblast with a druse; abe: abaxial epidermis; ade: adaxial epidermis; cc: companion 
cell; cw: cell wall; g: granum; N:  nucleus; n: nucleolus; p: peroxisome; pg: plastoglobuli; pp: 
palisade parenchyma; pr: peripheral reticulum; s: starch granule; sp: spongy parenchyma; st: sieve 
tube element. 
Figure 1A-H. Alternanthera species. Fig. A-B: Transverse section of A. brasiliana and A. 

paronychioides leaves under optical microscope (OM). Bar = 50 µm. Fig. C-H: 
Micrographs under a transmission electron microscope (TEM). Fig. C: A. brasiliana 
palisade parenchyma cells. Fig. D: A. paronychioides spongy parenchyma cell.  Fig. E: A. 

brasiliana bundle sheath cell. Fig. F: A. paronychioides bundle sheath cell. Fig. G: A. 

brasiliana phloem companion cell. Fig. H: A. brasiliana guard cell of a stoma. 
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Figure 2A-B. Froelichiella specie. Fig. A: Transverse section of F. grisea leaf under OM. 
Bar = 50 µm. Fig. B: Organelles of F. grisea mesophyll cell under TEM. 

 

 

 

Figure 3A-B. Hebanthe specie. Fig. A: Transverse section of H. eriantha leaf under OM. 
Bar = 50 µm. Fig. B: Organelles of H. eriantha bundle sheath cell under TEM. 
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Figure 4A-I. Gomphrena species. Fig. A-C: Leaf transverse section under OM. Bar = 50 
µm. Fig. A: G. hermogenesii. Fig. B: G. pohlii. Fig. C: G. virgata. Fig. D-I: Micrographs 
under TEM. Fig. D: Chloroplast of G. arborescens spongy parenchyma. Fig. E: 
Chloroplast with extended peripheral reticulum in G. pohlii palisade parenchyma cell. Fig. 
F: Agranal chloroplasts in G. arborescens bundle sheath cell. Fig. G: Chloroplasts with 
rudimentary grana in G. virgata bundle sheath cell. Fig. H: Phloem cells in G. virgata 
vascular bundle. Fig. I: Transverse section of a stoma guard cell of G. pohlii leaf. 
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Figure 5A-B. Pfaffia species. Fig. A: Transversal section of P. townsendii leaf under OM. 
Bar = 50 µm. Fig. B: Organelles of P. glomerata spongy parenchyma cell under TEM. 
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3. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A família Amaranthaceae representa um desafio para o estudo das espécies nativas 

do Cerrado. Seu comportamento fenológico pode ser considerado atípico em relação ao 

encontrado na maioria das espécies de plantas, que no período de um ano, após a 

maturidade, geralmente completam um ciclo reprodutivo (floração, frutificação e 

dispersão). Embora a maioria das espécies seja perene, suas porções aéreas podem ser 

persistentes ao longo do ano e as folhas podem ser permanentes ou descartadas até mesmo 

antes da floração, especialmente durante o período de auge da seca. Algumas espécies têm 

clara dependência da ocorrência de fogo para a rebrotação de suas porções aéreas, a partir 

de sistemas subterrâneos bem desenvolvidos e, geralmente, com xilopódios. Também pode 

haver dependência do fogo para a floração ou para a frutificação. Outro aspecto interessante 

é a rapidez com que pode ocorrer a rebrotação das porções aéreas, seguida de floração e 

dispersão dos frutos: em G. lanigera, todo esse ciclo foi completado em cerca de 20 dias 

após ocorrência de fogo. O comportamento pirofítico das espécies favorece o 

estabelecimento pioneiro das mesmas, principalmente nas áreas abertas do Cerrado. Os 

levantamentos de flora podem acabar negligenciando as espécies dessa e de outras famílias 

que dependem da ocorrência de fogo, quando realizados em locais ou épocas em que não há 

incêndios no cerrado. Os dados descritos no artigo 2.1 corroboram nossa hipótese inicial e 

apontam para a necessidade de alterações nos procedimentos usuais de levantamento de 

flora, a fim de que outras espécies, não necessariamente da família Amaranthaceae, mas 

com semelhante comportamento fenológico, possam ser coletadas e listadas como 

presentes, especialmente em áreas de preservação permanente. Neste sentido, sugere-se que 

as áreas de preservação onde ocorreu fogo sejam acompanhadas mensalmente, pelo período 

mínimo de um semestre, para observação, coleta e descrição do comportamento de espécies 

pirofíticas. Além disso, sugere-se que o período mínimo de acompanhamento de qualquer 

área, para levantamento botânico preliminar, seja de dois anos, com coletas mensais ou 

bimensais. Além disso, levantamentos de flora seriam mais efetivos se fosse possível contar 

com grupos de coletores especialistas em diferentes famílias, a fim de tentar realizar a 

identificação das espécies, em campo, através de exemplares em estádio vegetativo, 
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marcando as localizações das mesmas em GPS para coleta e confirmação de espécies do 

grupo de interesse quando da floração. Sugere-se, inclusive, que exemplares em estádio 

vegetativo também sejam coletados e depositados em herbários, desde que garantida a 

identificação das espécies, de preferência com ilustrações fotográficas do ambiente e do 

espécime coletado, para compor um banco de dados virtual correlacionado às espécies. A 

melhoria das coletas e da ilustração das espécies deve, sobremaneira, auxiliar novos 

pesquisadores interessados em diferentes famílias da flora brasileira. 

A presença de cera epicuticular do tipo plaquetas, orientadas paralelamente, em 

algumas espécies de Gomphrena (artigo 2.2) reforça a relação filogenética entre 

Chenopodiaceae e Amaranthaceae, atualmente tratadas como apenas uma família 

(Amaranthaceae). Corrobora, também, nossa hipótese inicial, uma vez que as espécies do 

gênero Gomphrena, nativas do Cerrado Brasileiro, demonstraram presença de esculturas de 

cera epicuticular. Essas esculturas podem ser marcadores de variação estrutural relacionada 

ao ambiente, indicando a necessidade de ampliação de pesquisas micromorfológicas em 

Amaranthaceae sensu stricto. A presença de cristais de cera epicuticular não representa 

uma barreira efetiva contra a infecção fúngica, embora possa dificultar/retardar a 

penetração das hifas através das células epidérmicas comuns. O estudo do padrão de 

distribuição da cera epicuticular em espécies nativas deve ser complementado pelo estudo 

em espécimes cultivados, pois a presença de hifas fúngicas é constante nas superfícies de 

espécies do Cerrado. Durante a interação com as plantas, os fungos são capazes de 

dissolver os cristais de cera epicuticular, dificultando a análise de seu padrão de 

distribuição, cuja forma e localização são consideradas de valor taxonômico. Desta forma, é 

importante reduzir o impacto desta variável ambiental (as recorrentes infecções fúngicas), 

analisando também amostras de ambientes estéreis (estufa, cultivo).  

Os solventes geralmente utilizados para a completa desidratação das amostras a 

serem estudadas sob microscopia eletrônica de varredura (acetona e etanol) podem 

dissolver, também, os cristais de cerra epicuticular. Diferentes solventes afetam 

diferentemente os cristais de diferentes espécies (vide artigo 2.2), sugerindo que em 

espécies do mesmo gênero, a cera epicuticular pode ter composição química diferenciada. 

Assim, para o estudo estrutural é fundamental o estabelecimento de material controle, não 
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submetido aos solventes químicos usuais. Para este estudo, foi escolhida como controle 

uma amostra simples, coletada e fixada sobre o portaespécime, secada naturalmente, apenas 

com adição de sílica no dessecador para garantir a absorção da umidade do ambiente. 

Os estudos da interrelação com microorganismos devem ser intensificados em 

espécies da família Amaranthaceae, conhecida por espécies de utilização medicinal 

comprovada (como as espécies de ginseng-brasileiros, Hebanthe eriantha e Pfaffia 

glomerata) e popular (como as espécies para-tudo, cujas raízes são consideradas tônicas e 

febrífugas, Gomphrena arborescens e G. pohlii), e por sua toxicidade na dieta de 

herbívoros (o caruru, Amaranthus spp.). Os estudos ultraestruturais, se conjugados com o 

isolamento do elemento de colonização e/ou infecção, demonstram potencial para a 

descrição de novas espécies de microorganismos. O protocolo de fixação e infiltração 

utilizado para estudos de microscopia eletrônica de transmissão em vegetal se mostrou 

suficiente para estudos ultraestruturais de fungos colonizando folhas (artigo 2.3). Além 

disso, a realização de estudos ultraestruturais em espécies vegetais de interesse médico e/ou 

veterinário pode auxiliar no controle de qualidade das amostras e na determinação da 

presença de potenciais contaminantes, também produtores de metabólitos (como fungos) 

capazes de produzir efeitos curativos e/ou tóxicos. Embora os fungos aqui descritos sejam 

colonizadores de folhas, usualmente consumidas pelos animais de pastagem, elementos 

fúngicos também foram encontrados nos tecidos vasculares das plantas, indicando que há 

potencialidade para sua presença também nos órgãos subterrâneos, usualmente utilizados 

como medicinais. 

As espécies do Cerrado, nativas de áreas abertas, tendem a ter uma cutícula mais 

desenvolvida e células da bainha vascular com paredes mais espessas, pelo menos no 

gênero Gomphrena. A espessura da cutícula, entretanto, não está somente relacionada à 

duração das folhas, uma vez que a espécie com folhas de menor tempo de duração (G. 

lanigera) também apresenta cutícula grossa, além de também possuir as mais espessas 

paredes nas células da bainha vascular. Essas características (cutícula e paredes celulares 

espessas), somadas à presença ou não de lignina e outras substâncias graxas impregnadas 

nas paredes celulares, bem como a anfiestomia e largos espaços intercelulares, dificulta 

tanto a fixação quanto a correta embebição das amostras em resinas para estudos 
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anatômicos e ultraestruturais. Em razão dessas dificuldades, foram desenvolvidos pelo 

menos dois protocolos diferenciados para a embebição dos tecidos para microscopia 

eletrônica de transmissão (anexos 2 e 3). Além disso, o tempo de fixação das amostras foi 

elevado para cerca de 24h, dando mais tempo para a penetração das soluções fixadoras nos 

tecidos. Outro aspecto fundamental é providenciar a completa submissão das amostras na 

solução fixadora (com auxílio de vácuos baixos, se possível, ou utilização de êmbolos – 

pedaços de papel filtro, usualmente – para empurrar os tecidos para o fundo do frasco). As 

amostras foliares de algumas espécies tendem a flutuar também durante a embebição em 

resina, provavelmente em função das bolhas de ar que permanecem dentro dos espaços 

intercelulares. Neste sentido, a utilização da substituição do solvente (acetona ou etanol) 

por óxido de propileno, previamente ao início da embebição em resina, auxiliou bastante na 

preparação das amostras mais difíceis (anexo 3), provavelmente por auxiliar a retirada total 

da água dos tecidos e, também, por ser muito volátil, auxiliar na exclusão do ar armazenado 

nos espaços intercelulares.  

A anatomia foliar e a ultraestrutura das espécies estudadas apresentam um padrão 

similar ao descrito para outras espécies da família Amaranthaceae, exceto para os gêneros 

Hebanthe e Froelichiella, cujas descrições anatômicas e ultraestruturais foram realizadas 

pela primeira vez. Entretanto, ainda há diversas espécies que não foram estudadas sob 

ponto de vista estrutural e não há garantias de que padrões similares sejam encontrados em 

todas as espécies. Desta maneira, sugere-se a continuidade do estudo, com a inclusão de 

outros gêneros e espécies, bem como a realização adicional de testes histoquímicos para 

ampliar o conhecimento sobre os componentes do metabolismo secundário que são 

freqüentes na família. A ampliação dos estudos histoquímicos se justifica não apenas pelo 

ponto de vista estrutural, mas também para nortear estudos fitoquímicos, uma vez que 

muitas espécies da família são utilizadas como medicinais; há casos de efeito medicinal já 

comprovado.  

Embora aumente a exposição dos tecidos internos ao dióxido de carbono, a 

anfiestomia foliar não está, necessariamente, relacionada com a ocorrência do metabolismo 

C4 (vide artigos 2.1 e 2.4). Das doze espécies estudadas, onze são anfiestomáticas, seis 

possuem anatomia e ultraestrutura compatível com o metabolismo C4 subtipo NADP-ME 
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(todas as espécies do gênero Gomphrena), pelo menos uma é bioquimicamente reconhecida 

como intermediária C3-C4 (Alternanthera paronychioides), e as demais possuem anatomia e 

ultraestrutura compatível com o metabolismo C3. Entretanto, a evolução do metabolismo C4 

pode estar relacionada, pelo menos em parte, ao desenvolvimento da anfiestomia associada 

à maior espessura do limbo foliar em espécies herbáceas. A anfiestomia pode ter sido 

desenvolvida para aumentar a exposição dos tecidos internos ao dióxido de carbono, 

favorecendo a absorção do carbono pelos tecidos mais internos, próximos ao sistema 

vascular. Neste sentido, a anfiestomia é, provavelmente, um elemento que contribuiu 

significativamente para a evolução do metabolismo C4. 

Pelo menos uma espécie de metabolismo intermediário C3-C4 foi analisada (artigo 

2.4). Foi possível caracterizar a anatomia Kranz em suas folhas, com uma bainha 

parenquimática completa, bem como anfiestomia. Entretanto, não foi encontrada diferença 

significativa entre os cloroplastos do mesofilo e da bainha vascular. Assim, o elemento 

chave para a ocorrência do metabolismo intermediário parece ser a aglomeração das 

organelas nas pareces vizinhas ao feixe vascular das células da bainha, único diferencial da 

espécie intermediária (A. paronychioides) em relação às demais espécies C3. Tendo em 

vista que todas as espécies C4 deste estudo também apresentam as organelas da bainha 

vascular aglomeradas nas paredes mais próximas ao feixe vascular, esse seria outro 

elemento que contribuiu para a evolução do metabolismo C4.  

Outro diferencial, também observável anatomicamente, é o arranjo mais compacto 

das células da espécie intermediária em relação à outra espécie do mesmo gênero (A. 

brasiliana), que deve realizar a fotossíntese apenas pela via de C3. Nas duas espécies de 

Alternanthera, peroxissomos e mitocôndrias são encontradas tanto nas células do mesofilo 

quanto da bainha, indicando que a fotorrespiração ocorre em ambos os tecidos. Na espécie 

C3 os grãos de amido são maiores e em maior quantidade nas células do parênquima 

paliçádico, enquanto na espécie intermediária o amido parece se acumular mais nos 

cloroplastos da bainha. Quantificar o acúmulo de amido nas diferentes células e determinar 

se há diferenças na quantidade e no tamanho das organelas pode ser uma boa estratégia 

para definir marcadores estruturais relacionados ao metabolismo, mas o maior desafio é a 
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padronização da coleta e fixação das amostras, uma vez que exigiria o mesmo regime de 

iluminação das espécies e coleta simultânea, para parar o metabolismo num dado momento. 

Todas as espécies com metabolismo C4 são perenes (Gomphrena spp.), sempre com 

sistema subterrâneo bem desenvolvido (tuberoso a lenhoso), encontradas em ambientes de 

alta luminosidade (áreas abertas de cerrado) e com estratégias variáveis em relação ao 

tempo de duração das folhas e demais porções aéreas. Todas as espécies C4 são 

anfiestomáticas e possuem mesofilo dorsiventral com parênquima lacunoso voltado para a 

face abaxial (artigo 2.4). As bainhas parenquimáticas vasculares possuem paredes mais 

espessas em relação às células vizinhas, podendo ou não apresentar impregnação com 

lignina ou outras substâncias lipídicas, e suas organelas são encontradas aglomeradas junto 

às paredes voltadas para os feixes vasculares. O espessamento das paredes das células da 

bainha e a impregnação dessas com substâncias impermeabilizantes (lignina e/ou suberina) 

parecem elementos estruturais também ligados à evolução do metabolismo C4, uma vez que 

contribuem para que a célula tenha um controle ativo das trocas realizadas com as células 

vizinhas, evitando o transporte de água e solutos pela via apoplástica. 

Além disso, todas as espécies C4 possuem cloroplastos dimórficos, com grana bem 

desenvolvida nas células do mesofilo e grana ausente ou pouco desenvolvida nos 

cloroplastos da bainha vascular, característicos do subtipo NADP-ME. Além disso, nessas 

espécies são raras as observações de peroxissomos, enquanto mitocôndrias são facilmente 

observáveis. Espécies C4 possuem muitos grãos de amido acumulados dentro dos 

cloroplastos com grana rudimentar ou ausente da bainha vascular, enquanto o amido é 

ausente ou raro nos cloroplastos granais do mesofilo. A raridade de peroxissomos reflete a 

redução no processo de fotorrespiração, onde tal organela é importante na via bioquímica 

para a recuperação de parte do carbono perdido pela via do glicolato. A predominância do 

amido na bainha vascular reflete o processo de fixação de carbono sendo realizado 

preferencialmente nos cloroplastos dessas células. Para a confirmação do metabolismo C4 e 

determinação do subtipo predominante para todas as espécies seria interessante a 

imunomarcação das enzimas relacionadas à fotossíntese. O desafio é a obtenção dos 

anticorpos para essas enzimas, uma vez que apenas anti-RuBisCO é produzido 

comercialmente e há diversas exigências para a importação de anticorpos e enzimas obtidos 
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experimentalmente em laboratórios no exterior, dificultando o processo de aquisição desse 

tipo de reagente.  

Os cloroplastos de algumas espécies C4 possuem retículo periférico desenvolvido. O 

retículo periférico também foi encontrado em pelo menos uma espécie C3, mas está ausente 

na maioria das espécies analisadas, inclusive espécies C4. Desta forma, o retículo periférico 

não pode ser considerado como estrutura exclusiva de espécies com metabolismo C4, nem 

de ocorrência obrigatória. Em relação à maior quantidade de mitocôndrias em células da 

bainha vascular, nas espécies de metabolismo C4 há uma concentração maior de organelas 

(principalmente cloroplastos e mitocôndrias) nas células da bainha, mas é preciso 

desenvolver alguma técnica para avaliar corretamente a diferença entre essas quantidades 

em relação às células do mesofilo, preferencialmente com uso de microscopia confocal 

(para análise da célula integral). É evidente, entretanto, que os cloroplastos da bainha 

vascular são mais especializados na produção de energia sob a forma de ATP, pela alta 

freqüência de tilacóides estromais e reduzida formação de grana. O gasto energético nas 

células da bainha vascular é elevado, uma vez que há a produção de carboidratos durante o 

dia e a transferência do mesmo para os tecidos vasculares durante o período noturno, o que 

justificaria o maior acúmulo tanto de cloroplastos (que produzem amido) quanto de 

mitocôndrias (fornecedoras de energia para o processo de degradação e transferência do 

amido transitório). A análise do desenvolvimento de organelas nas espécies dessa família 

poderia auxiliar a entender suas variações estruturais e suas origens, bem como, 

potencialmente, auxiliar a esclarecer a função, por exemplo, do retículo periférico e dos 

plastoglóbulos.  

Plastoglóbulos bem desenvolvido foram encontrados em cloroplastos de algumas 

das espécies do Cerrado. Essa estrutura é geralmente ligada à senescência em folhas, mas 

este não pode ser o caso dessas espécies, uma vez que sempre foram selecionadas para a 

coleta folhas sadias e sem sinais de degradação da clorofila nem de infecção por 

microorganismos. Em alguns casos foram encontradas vesículas com substâncias 

osmiofílicas transitando entre cloroplastos e membranas celulares. Não foi possível, ainda, 

analisar o significado ou a origem desse trânsito, mas trata-se de um aspecto interessante a 

desvendar e que também pode ser esclarecido com estudos do desenvolvimento das 
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organelas foliares. Neste sentido, pode ser enriquecedor estudar o desenvolvimento das 

organelas a partir das folhas primordiais (cotiledonares), além do estudo de regiões foliares 

menos maduras (base) e mais maduras (ápice), em comparação do terço-médio do mesofilo 

foliar.  

As variações anatômicas das folhas das espécies são parcialmente decorrentes da 

genética, da adaptação ao ambiente e também podem estar relacionadas ao hábito, 

comportamento ecológico e fenologia (duração das folhas durante o ciclo de vida da 

planta), corroborando a hipótese inicial desse trabalho. O estudo dessas espécies confirma 

que pode haver diferentes soluções estruturais para a obtenção de um mesmo resultado 

fisiológico, especialmente em relação ao metabolismo fotossintético, mesmo em espécies 

da mesma família e/ou gênero, favorecendo a especiação e, provavelmente, a maior 

concentração de espécies de Amaranthaceae no Bioma Cerrado. Desta forma, a família 

Amaranthaceae pode ser um bom marcador da riqueza de dicotiledôneas de pequeno porte 

e da capacidade de regeneração das áreas de campos rupestres, campos úmidos e outros 

tipos de vegetação aberta dos cerrados. O monitoramento constante das áreas preservadas e 

disponíveis para a pesquisa científica pode revelar dados inesperados e ampliar a motivação 

para a ampliação das pesquisas e para a conservação do mosaico de ecossistemas que 

formam o Bioma Cerrado.  
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Anexo 2 – Protocolo de preparação de amostras para MET com resina SPURR. 

2) LAVAGENS remover excesso fixador

3) PÓS FIXAÇÃO

Ferrocianeto de potássio FCK 1,6% 
(reduz tetróxido de ósmio) + Tetróxido 
de ósmio 2% (1+1). Fixa lipídios, 
contrasta e preserva íons cálcio

4) LAVAGENS remover excesso pós-fixador

5) CONTRASTAÇÃO IN 
BLOCK

Acetato de uranila aquoso (0,5%). 

6) LAVAGENS remover excesso contrastador

7) DESIDRATAÇÃO

Acetona 30% 30 minutos

Acetona 50% 30 minutos

Acetona 70% 30 minutos

Acetona 90% 30 minutos

Acetona 100% 30 minutos

Acetona 100% 30 minutos

Acetona 100% 30 minutos

8) INFILTRAÇÃO

Resina SPURR

Acetona e resina (3+1) 12h - 24h

Acetona e resina (2+1) 12h - 24h

Acetona e resina (1+1) 12h - 24h

Acetona e resina (1+1) 12h - 18h

Acetona e resina (1+2) 12h - 18h

Acetona e resina (1+3) 12h - 18h

resina pura 12h - 15h

9) INCLUSÃO

resina pura Início dia/hora:

Polimerização
Início dia/hora:

Início dia/hora:

Início dia/hora:

Início dia/hora:

Início dia/hora:

Início:

Início:

Início:

Início: 

Microscopia Eletrônica de Transmissão - Protocolo 1
Estudo Ultraestrutural de folhas de vegetais com cutículas finas e paredes pouco espessas. 

1) FIXAÇÃO - OK. Todo o material fixado está no primeiro tampão cacodilato de sódio 0,05M

Início dia/hora:

1 hora no escuro, em temperatura ambiente

4X (15 minutos cada) no tampão Caco 0,05M

Início dia/hora:

Início:

Início:

Início:

mínimo 6h - até 2 dias. Estufa 60 graus

identificar os blocos (lápis ou caneta nanquim) e anotar na ata. Colocar pouca resina, o 

material e completar a resina. Retirar as bolhas. Levar à estura e cobrir com placa de petri. 

Manter no escuro, overnight - em geladeira. Pode parar nesta 

fase. Início dia/hora:  

2X (15 min cada) no tampão Caco 0,05M + 2x em água destilada 

3X em água destilada (rápido) 

Sempre em temperatura ambiente. Não levar à geladeira para evitar condensação

Material deixado sob rotação lenta o tempo todo (ou agitação em placa, se não houver rotador 
disponível). Se possível, utilizar vácuo (cerca de 2h) logo após cada troca. De preferência, misturar 
a resina com a acetona previamente ao contato com o material

Sempre em temperatura ambiente. Não levar à geladeira para evitar condensação

Temperatura ambiente. Com vácuo a cada troca, sempre que possível. Quanto mais espaços intercelulares, 
mais importante o uso do vácuo. Quanto mais finas as paredes e cutículas, menor o tempo necessário em 
cada fase (10 - 30 minutos)

Início dia/hora:
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Anexo 3 – Protocolo de preparação de amostras para MET com Poly/Bed812. 

Tempo fixação
1 horas (temp ambiente) + 
overnight (até 24 horas total) 
em geladeira. 

2) LAVAGENS remover excesso fixador

3) PÓS FIXAÇÃO

Ferrocianeto de potássio FCK 
1,6% (reduz tetróxido de ósmio) + 
Tetróxido de ósmio 2% (1+1). Fixa 
lipídios

4) LAVAGENS remover excesso pós-fixador

5) CONTRASTAÇÃO IN 
BLOCK

Acetato de uranila aquoso (0,5%). 

6) LAVAGENS remover excesso contrastador

7) DESIDRATAÇÃO

Etanol 25% 30 minutos

Etanol 50% 30 minutos

Etanol 70% 30 minutos

Etanol 95% 30 minutos

Etanol 100% 3X - 45 minutos cada

Etanol + OP (1:1) 15 minutos

OP Puro 15 minutos (2x)

8) INFILTRAÇÃO

Resina EMBed 812

OP e resina (3+1) 1h vácuo + 1h rotor

OP e resina (1+1) 1h vácuo + 1h rotor

OP e resina (1+2) overnight (rotor)

OP e resina (1+3) 1h vácuo + 1h rotor

resina pura overnight (rotor)

9) INCLUSÃO

resina pura

Início dia/hora:

Polimerização
Início dia/hora:

Início:

Início:

Microscopia Eletrônica de Transmissão - Protocolo 2

1) FIXAÇÃO - cortar as partes em placa de Petri com água destilada  e fixar glutaraldeído 2%, paraformaldeído 2%, 

sacarose 3% em tampão cacodilato de sódio 0,05M. Tamanho amostra: 1-2 mm de espessura (máximo)

Estudo Ultraestrutural - folhas de embebição difícil, com cutícula e paredes grossas e grandes espaços 
intercelulares. RESINA EPON Poly/Bed 812 

Início:

Após fixação, colocar em tampão Cacodilato de sódio 

0,05M

4X (15 minutos cada) no tampão

1 hora no escuro, em temperatura ambiente

2X em água destilada (rápido) + 2X (15 min cada) no tampão. 

Manter no escuro, overnight. Pode parar nesta fase. Início 
dia/hora:

3X em água destilada (rápido) 

Temperatura ambiente.  ETANOL MERCK (na fase 100%)

8) SUBSTITUIÇÃO DO DESIDRATANTE POR ÓXIDO DE PROPILENO (OP):

Início:

Início:

Início:

Início:

mínimo 6h - até completa polimerização (pode levar até 5 dias). 

Estufa 60 graus

Sempre em temperatura ambiente. Não levar à geladeira para evitar condensação
Preparar a resina fresca, sempre que possível. Usamos protocolo de Luft, J.H.(1961), J. 

Biophys. Biochem. Cytol. 9, 409. A rotação lenta do material auxilia a infiltração, acelerando o 

processo. Não esquecer de homegeinizar a amostra e, preferencialmente, fazer a mistura do 

óxido com a resina antes da utilização

Sempre em temperatura ambiente. Não levar à geladeira para evitar condensação

identificar os blocos e anotar na ata. Colocar pouca resina, o 

material e completar a resina. Retirar as bolhas. Levar à estufa 

e cobrir com placa de petri. Deixar polimerizar 

Início dia/hora:

Início dia/hora:

Início dia/hora:

Início dia/hora:

Início dia/hora:
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Anexo 4  

Espécie nºs coleta* Hábito
Sistema 

subterrâneo
Hábitat Local de Coleta Voucher - PACA**

Alternanthera brasiliana  (L.) 
Kuntze 110 herbácea

ramificado e 
pouco 

desenvolvido
Cultivada

Universidade de 
Brasília, 

Brasília/DF
103380

Alternanthera paronychioides  St. 
Hil.

107, 111, 
116 herbácea

ramificado e 
pouco 

desenvolvido
Cultivada

SQN 211, 
Brasília/DF

103392, 103393, 103394

Froelichiella grisea  R.E.Fr. 119a-b, 124 herbácea
tuberoso, com 

gemas 
subterrâneas

campo limpo 
úmido, solo 

arenoso
RPPN Cara Preta 103386, 103395

Gomphrena arborescens L. f. 100 subarbustiva

tuberoso ou 
lenhoso, com 

gemas 
subterrâneas

campo sujo, 
solo argiloso

Centro Olímpico, 
Universidade de 

Brasília/DF
103390

Gomphrena globosa  L. 106 herbácea
ramificado e 

pouco 
desenvolvido

Cultivada
SQN 211, 

Brasília/DF
103376

Gomphrena hermogenesii J.C. 
Siqueira

 123, 118a-
b,

herbácea
tuberoso, com 

gemas 
subterrâneas

campo limpo 
úmido, solo 

arenoso
RPPN Cara Preta 103384, 103385

Gomphrena lanigera  Pohl. ex 
Moq.

126 herbácea
tuberoso, com 

gemas 
subterrâneas

campo limpo 
úmido, solo 

arenoso
RPPN Cara Preta 103387

Gomphrena pohlii Moq. 101 subarbustiva

tuberoso e 
lignificado, 
com gemas 
subterrâneas

campo sujo, 
solo argiloso

Centro Olímpico, 
Universidade de 

Brasília/DF
103391

Gomphrena prostrata  Mart. 127 herbácea

tuberoso e 
lignificado, 
com gemas 
subterrâneas

campo limpo 
úmido, solo 

arenoso
RPPN Cara Preta 103388

Gomphrena virgata Mart.
104a-b-c, 

122
arbustiva

tuberoso e 
lignificado, 
com gemas 
subterrâneas

campo limpo e 
campo sujo, 
solo argiloso

Reserva Ecológica 
do Roncador/IBGE 
e Centro Olímpico 
da Universidade de 

Brasília, 
Brasília/DF

103375, 103397

Hebanthe eriantha (Poir) 
Pedersen

129 subarbustiva tuberoso Cultivada
Embrapa/Cenargen, 

Brasília/DF
103399

Pfaffia glomerata  (Spreng.) 
Pedersen

128, 130 arbustiva tuberoso Cultivada

Embrapa/Cenargen 
e Estação Ecológica 
da Universidade de 

Brasília, 
Brasília/DF

103389, 103398

Pfaffia gnaphalioides  (L.f.) Mart. 125 herbácea tuberoso
base de morro, 
solo rochoso

RPPN Cara Preta 103379

Pfaffia townsendii  Pedersen
102, 112 e 

113
subarbustiva, 

arbustiva
tuberoso

morro 
pedregoso, solo 

rochoso
RPPN Cara Preta 103374, 103381, 103382

Tabela. Espécies da família Amaranthaceae utilizadas na tese e voucher do depósito no Herbário PACA

Nota: Nota: (*) Coletor: S.M. Fank-de-Carvalho et al.  **PACA = Herbário da Universidade do Vale dos Sinos, São Leopoldo - Rio Grande do Sul, Brasil. 
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