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“Se soubesse que o mundo acabaria amanhi, eu ainda hoje plantaria uma 4rvore." (Martin
Luther King)

“Nao € o mais forte da espécie que sobrevive, nem o mais inteligente, mas sim, o que
melhor se adapta as mudancas.” (Charles Darwin)
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INTRODUCAO

O género Smilax consta da Farmacopéia Brasileira de 1929 com as espécies Smilax
papyraceae, S. syphilitica, S. officinalis e S. medica, denominadas como salsaparrilha,
sendo descritas de acordo com o modo como as raizes sdo amarradas em feixes da seguinte
maneira: “feixes cilindricos formados de raizes cortadas em pedacos do mesmo
comprimento, que atingem até 1,5m, colocadas paralelamente e amarradas por cipo; feixes
cilindricos, mais ou menos compactos, de comprimentos e didmetros varidveis, formados
de raizes cortadas e envolvidas por outras da mesma planta; ou ainda, feixes desatados ou
comprimidos em pacotes, sendo que cada feixe contém de 20 a 30 raizes dobradas e fixadas
a uma cepa com um ou mais rizomas grossos’. Além da observacdo da maneira como os
feixes de raizes sdao amarrados, a distincdo entre as espécies também se baseou em
caracteristicas como comprimento e coloracdo externa das mesmas, bem como pela

propor¢ao entre os tecidos do cortex e cilindro vascular em seccao transversal.

Em 1997, Andreata fez a revisao do género Smilax no Brasil. A autora descreveu 31
espécies como vdlidas, sendo 14 exclusivamente brasileiras. Das 31 espécies, 11 sao

denominadas salsaparrilhas, sendo que sete destas possuem propriedades medicinais.

Devido as caracteristicas morfoldgicas e composi¢do quimica semelhante entre as
espécies do género Smilax e entre essas € 0 género Herreria, a identificagdo taxondmica
fica dificultada (Lorenzi 2002).

Cunha (1937a,b, 1940) e Stellfeld (1940) comentam a falsificacdo da salsaparrilha,
ou seja, a utilizacdo de Herreria salsaparrilha com propdsitos medicinais, atribuindo a essa
espécie a mesma denominacgdo e propriedades medicinais de Smilax aspera.

Segundo a resolu¢do da ANVISA (RDC 48/04, Brasil 2004)) a correta identificacao
e a caracterizagdo morfoanatdmica das plantas sdo fundamentais para o controle de
qualidade da matéria-prima utilizada na elaboracdo de fitoterdpicos, garantindo desta
forma, a confiabilidade dos mesmos. De acordo com Ferreira er al. (1998), a industria
farmacéutica nacional de fitoterdpicos necessita investir na pesquisa, especialmente no

controle de qualidade para atingir os padrdes mundiais.
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A despeito da importancia dos estudos morfoanatomicos das espécies de Smilax,
poucos sao os trabalhos disponiveis na literatura. Dentre eles, destaca-se o de Vandercolme
(1947) que analisou as raizes de quatro espécies brasileiras (S. longifolia, S. syringoides, S.
syphilitica e S. pseudosyphilitica). Segundo Cunha (1937b) e Stellfeld (1938), a estrutura
interna da raiz é que realmente proporciona o maior nimero de elementos para diagnose
segura da espécie nao sO pela caracteristica dos tecidos como também pela propor¢do entre
cortex, tecidos vasculares e medula. Caponetti & Quimby (1956) estudaram a anatomia
foliar, caulinar e radicular de cinco espécies: S. auriculata, S. hispida, S. glauca, S. bona-
nox, S. herbacea. Ervin & Evert (1967) estudaram o floema em S. rotundifolia. Martin &
Tucker (1985) analisaram dpices caulinares em S. bona-nox, S. rotundifolia, S. laurifolia e
S. pumila. Oliveira et al. (1973), Andreata & Menezes (1999) e Martins & Appezzato-da-
Gléria (2006) estudaram o sistema subterraneo de S. japecanga, S. quinquenervea e S.

polyantha respectivamente.

Visto que os problemas de falsificagdo da salsaparrilha ainda ocorrem nos dias de
hoje (Lorenzi 2002), que faltam estudos de cardter anatdmico e ontogenético para
solucionar os problemas relacionados a morfologia do género Smilax (Andreata 1997) e que
a caracterizacdo morfoanatomica das plantas é fundamental para o controle de qualidade da
matéria-prima utilizada na elaboracdo de fitoterdpicos (Ming 1994), o presente trabalho

teve como objetivos:

a) Descrever a morfoanatomia dos drgdos vegetativos aéreos e subterraneos de seis espécies
de Smilax L.. (Smilax brasiliensis Sprengel, S. campestris Grisebach, S. cissoides Martius
ex QGrisebach, S. goyazana A. De Candolle, S. oblongifolia Pohl ex Grisebach e S. rufescens
Grisebach).

b) Realizar ensaios de germinacdo de sementes (Smilax brasiliensis, S. campestris, S.
cissoides € S. polyantha) e acompanhar a ontogénese do sistema subterrineo de Smilax

polyantha Grisebach.

c) Estudar a anatomia da semente de S. polyantha para tentar solucionar problemas

relacionados a germinagdo de sementes.

d) Analisar a droga vegetal pulverizada (Smilax brasiliensis, S. cissoides e S. polyantha) para

estabelecer padrdes para o controle de qualidade das espécies comercializadas.

Smilax



e) Analisar o perfil quimico de Smilax brasiliensis, S. campestris, S. cissoides e S. polyantha.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. A familia Smilacaceae

z

A familia Smilacaceae ¢é agrupada na Ordem Liliales no grupo das
monocotileddneas, e possui apenas o género Smilax com 310 espécies que se distribuem

nas regides temperadas e tropicais (Judd et al. 2009).

A familia € composta por lianas ou trepadeiras herbaceas, raramente subarbustos ou
arbustos, didicas. Podem apresentar riz6foros e seus caules e ramos aéreos sdo, em geral,
aculeados. Possuem folhas simples, alternas, com bainhas bilabiadas; peciolos providos
ou ndo de um par de gavinhas; laminas coridceas a membrandceas, venacdo primaria
acrodroma, nervuras principais 3-5-7. As inflorescéncias sdo cimas umbeliformes

(Andreata 2000).

2. O género Smilax

Todas as espécies apresentam folhas simples, alternas, glabras, providas de lamina,
peciolo e bainha bem diferenciados. O peciolo além de apresentar um par de gavinhas,

também pode apresentar tor¢cOes que determinam a posi¢do da ldmina foliar (Andreata

1995).

A origem das gavinhas no género Smilax foi atribuida, por diferentes autores, as
estipulas, a ligula, a folha composta e aos tricomas (Arber 1920). No entanto, segundo a
autora, as gavinhas nada mais sdo do que um desdobramento do peciolo como descrito

anatomicamente para Smilax polyantha por Martins e Appezzato-da-Gloria (2006).

Barradas & Figueiredo (1974) estudaram, quanto a nervagao foliar, seis espécies do
género Smilax (S. irrorata, S. cissoides, S. spinosa, S. undulata, S. fluminensis e S.
oblongifolia) da flora dos cerrados. Todas as espécies t€m o mesmo padrdo de nervagdo

(tipo acrédromo), porém as mesmas podem ser distinguidas em relacdo a particularidades

10
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apresentadas pela rede de nervuras, que permitiram as autoras organizar uma chave de

identificacdo dessas espécies.

Com respeito aos estudos de cardter biométrico ou de morfometria foliar, podemos
citar os realizados por Mandarim-de-Lacerda et al. (1992), que apresentam variacao tanto
no porte quanto na biometria foliar de Smilax rufescens; o de Marquete & Pontes (1994),
cujo estudo anatdmico comparativo entre Smilax spicata, S. rufescens e S. fluminensis
apresenta como unica diferenca entre as trés espécies a ocorréncia dos estomatos e o de
Mandarim-de-Lacerda & Andreata (1994/1995) que estudaram comparativamente as folhas

adultas de S. campestris e S. cognata.

Ainda podem ser encontrados na literatura trabalhos sobre citogenética, tal como de
Speese (1939), que determinou que o numero de cromossomos presentes em folhas de
Smilax rotundifolia e S. bona-nox é 32. Esse tipo de informacdo, segundo o autor, é

importante na determinagdo e controle da ocorréncia ou nao de hibridizacao no género.

Segundo Caponetti & Quimby (1956), existem diferencas entre as células tanto da
epiderme quanto da hipoderme dos caules aéreos entre as cinco espécies estudadas (Smilax
auriculata Walt., S. hispida Muhl., S. glauca Walt., S. bona-nox L. e S. herbacea L.). Além
disso, os autores encontraram endoderme presente nos entrends basais do caule aéreo,

porém essa endoderme ndo era mais morfologicamente diferenciada nos entrends apicais.

Segundo Cunha (1937a), a parte utilizada como droga das salsaparrilhas
verdadeiras, ou seja, as pertencentes ao género Smilax, sdo as raizes, que depois de colhidas
e secas, sdo amarradas em feixes de modo caracteristico de cada regido de origem. Por um
longo tempo, distinguiram-se as variedades comerciais ora pela embalagem, ora pelo
aspecto exterior, ora pela quantidade de amido ou pela espessura relativa das camadas

observadas no corte transversal.

Entretanto, considerando a facilidade com que poderiam variar tais caracteristicas e
a pouca seguranga de tais meios de investigacdo, Cunha (1937b) propds a utilizacdo das
caracteristicas da endoderme para estabelecer diferencas entre as raizes das diferentes
espécies de salsaparrilha. Sendo assim, o autor descreve a endoderme da salsaparrilha-do-
México (Smilax medica) como sendo uma camada de células retangulares cujo lume das

células € triangular com o vértice voltado para a parte interna. Em Smilax salsaparrilha
11

Smilax



(salsaparrilha-de-Honduras) a endoderme apresenta células quase quadradas, com o lume
celular de formato oval ou arredondado. Ja as células endodérmicas de Smilax syphilitica
(salsaparrilha-do-Pard) possuem dimensdes irregulares e sdo alongadas no sentido radial,

sendo seu lume quadrangular.

Caponetti & Quimby (1956) também observaram diferengas no tipo de
espessamento da endoderme nas cinco espécies do género Smilax (Smilax auriculata Walt.,

S. hispida Muhl., S. glauca Walt., S. bona-nox L. e S. herbacea L.) analisadas.

Stellfeld (1938) comenta o fato de que ocorre a reabsor¢dao do cortex externo em
Smilax aspera, € a0 mesmo tempo ocorre a formacdo de uma bainha de revestimento,
através do espessamento das células das ultimas camadas do cortex. Tal fato também foi

descrito para Smilax polyantha por Martins e Appezzato-da-Gloria (2006).

Holm (1890) descreveu a ontogénese do sistema subterraneo em Smilax rotundifolia
e Smilax glauca, espécies comuns na América do Norte. Segundo o autor, a regido
tuberizada do sistema subterraneo de Smilax rotundifolia € denominada rizoma, e tem
origem a partir da gema axilar do cotilédone. Esta gema se desenvolve formando uma
porc¢do tuberizada e seu dpice gradualmente se curva até atingir a posicdo horizontal. Esta
gema axilar do cotilédone pode nao desenvolver a porcdo tuberizada, e sim outro ramo
ascendente. Com respeito as raizes, o autor comenta que a raiz primdaria permanece na
planta durante todo o primeiro ano de vida, e que as primeiras raizes adventicias surgem a
partir do hipocétilo, sendo mais espessas e brancas do que a raiz primédria. O autor ainda diz
que € possivel saber a idade de cada planta pela quantidade de ramos caulinares, sendo que

cada ramo corresponde a um ano de vida.

Davis (1891) também estudou Smilax glauca, mas sob o aspecto de como o
ambiente pode influenciar o crescimento do rizoma. Ele observou que em plantas desta
espécie que crescem em ambientes secos, o ndmero de tuberizagdes € maior do que em
plantas da mesma espécie que crescem em ambientes Umidos, e relacionou este fato ao
principio de que as plantas de ambiente seco precisam armazenar mais 4gua e nutriente em
relacdo as plantas de ambiente umido. Além disso, as plantas de ambiente imido possuem

entrends mais espagados.

12
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O sistema subterraneo de Smilax japecanga Grisebach apresenta forma irregular e
possui nos e entrends por vezes bem delimitados. Situa-se paralelamente ao solo, ficando
parcialmente enterrado e ramificando-se com freqii€éncia. Quando observado em cortes
transversais, apresenta epiderme constituida por células com paredes espessadas e
alongadas tangencialmente, parénquima cortical formado por 15 a 20 camadas de células
1sodiamétricas, geralmente com paredes espessadas. Neste parénquima se observa

idioblastos de cristais de oxalato de cdlcio (Oliveira et al. 1973).

Utilizando-se de uma nomenclatura atual, Andreata & Menezes (1999) relatam que
a planta adulta de Smilax quinquenervia é constituida por um caule aéreo e um subterraneo
posicionado horizontalmente em relacdo ao solo, o qual foi denominado rizéforo pelas

autoras.

Estudos mais recentes com respeito a morfoanatomia dos 6rgaos vegetativos das
espécies do género Smilax sdo os de Gattuso (1995) com Smilax campestris, o de Palhares
& Silveira (2005) e Palhares et al. (2009) sobre S. goyazana, o de Martins & Appezzato-da-
Gléria (2006) que descrevem S. polyantha e o de Guimardes (2009) que descreveu S.

quinquenervia e S. subsessiliflora.

3. Utilizacao

Na Farmacopéia Brasileira de 1929 as espécies de salsaparrilha sdo descritas como

espécies sudorificas, e a parte utilizada € a raiz.

Stellfeld (1938) atribui a salsaparrilha a propriedade de aumentar o teor de
colesterina no sangue, sendo que esta tem papel importante nos processos de imunizagao,
como na agao anti-hemolitica, sugerindo que esta droga € promissora no tratamento via oral

de ulceras de origem sifilitica, escrofulosa ou tuberculosa.

Vandercolme (1947) faz todo um histdrico sobre a origem do género Smilax, sobre
as caracteristicas morfolégicas de algumas espécies e também atribui a salsaparrilha
atividades anti-sifilitica e anti-reumadtica. No levantamento realizado por Medeiros et al.
(2007) tais enfermidades também sdo citadas como sendo tratadas com o uso de

salsaparrilha, e as autoras ainda citam as propriedades antibiotica, diurética e depurativa.

13
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Estudos atribuem a S. quinquenervia propriedades analgésicas (Monteiro &
Andreata 1997), além de antioxidantes devido a presenca de um componente fendlico
denominado tocoferol (Demo et al. 1998). Para Smilax goyazana A. DC. sdo atribuidas
propriedades depurativas, anti-reumadticas, diuréticas e para problemas hepaticos (Almeida

et al. 1998).

A propriedade anti-reumadtica foi comprovada pelo estudo de Jiang & Xu (2003),
que demonstrou a atividade do extrato aquoso do rizoma de Smilax glabra Roxb. atuando
como agente terapéutico em doencas imuno-inflamatorias, como € o caso da artrite

reumatica em ratos.
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Capitulo

New insights about the germination and development of
rhizophores in the Brazilian species Smilax polyantha
(Smilacaceae)
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New insights about the germination and development of rhizophores in

the Brazilian species Smilax polyantha (Smilacaceae)

Abstract: Brazilians have been using the underground organs of Smilax species in
alternative medicine since the 19" century because of their anti-rheumatic qualities.
However, even nowadays, these species are explored only by extractivism. Studies on seed
germination and development of these organs could be useful to preserve these plants. After
germination, seedling development of Smilax polyantha was analyzed to understand
underground stem formation. Furthermore, to analyze the ontogenesis of the underground
system, we sectioned seedlings aged from one to twelve months. One of the most striking
features of this species is the presence of two stem branching systems. The plumule gives
rise to the first stem branching system with negative geotropism. Its first underground
axillary bud sprouted into the other caulinar axis with positive geotropism. The horizontal
growth and the subsequent thickening of this underground organ depended on the
development of axillary buds from basal nodes of the previous branches. The cotyledonary
bud did not play a role in the underground formation, as previously described in the
literature for this genus, but the buds of the basal cataphylls built the second stem branching
system. In this study we discuss the terminology and suggest calling this second stem

branching system as rhizophore.

Keywords: anatomy; development; greenbrier; rhizome; rhizophores; seedlings.
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1-) INTRODUCTION

The Smilax genus consists of approximately 30 species widely distributed across the
Brazilian territory. Plants are known as “salsaparrilha” and “japecanga” in the Brazilian

popular medicine.

Studies on seed germination are important to solve taxonomic and phylogenetic
problems, to contribute to the knowledge of plant morphology through the ontogenesis, to
recognize species in the field. Moreover, these studies reinforce the necessity of
conservation of species in forest and tropical savanna (Cerrado) areas of Brazilian central

region (Andreata and Pereira, 1990; Oliveira, 2001).

Several authors investigated the germination and development of Smilax species
(Holm, 1890; Andreata, 1980; Pogge and Bearce, 1989; Andreata and Pereira, 1990;
Andreata and Menezes, 1999; Rosa and Ferreira, 1999; D’Antuono and Lovato, 2003;
Santos et al., 2003). However, there is still a lack of information about the cultural and
sustainable use of this genus. Nowadays, the Brazilian Smilax species are extracted from

Cerrado areas, mainly to be used as medicinal plants.

Regarding the anatomical and morphological aspects, Holm (1890) extensively
investigated and described the development of the underground systems of some North
American species of Smilax. Nevertheless, he only considered the morphological character.
Other study described the underground system using both morphological and anatomical
features, defining thus this structure as rhizophore (Andreata and Menezes, 1999), however

we have found the some other features in the species we analyzed.

The aim of present study is to follow ontogenesis of the underground system of
Smilax polyantha Grisebach. and discuss its terminology through analyzing the germination

of seeds and the seedlings development.

2-) MATERIALS AND METHODS

Plant Material—Seedlings were obtained by germination studies from seeds of

Smilax polyantha Grisebach collected in Pratania-SP (S 22°48°54,5°W 48°44°33,2"’) and
17
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Mogi Guagu —SP (S 22°15°18,9°” W 47°9°15,7°’), in Cerrado areas in southeastern Brazil,
during April and May of 2006. Seedlings were cultivated in greenhouse during one year

after germination.

Germination study— The experiment was conducted in a completely randomized
design with six different treatments (15-35°C, 20-30°C, 20-35°C, 20°C, 25°C and 30°C)
and eight replications. All treatments were exposed to a daily photoperiod of eight hours of
light. For each replication, a germination box (11 x 11 x 3 cm) with cover was used, where
292g of sand was added, containing 45mL of water (60% of the restrained value) with 25

seeds.

The experiment was established in October 2006 and finished in November 2007.
Seeds that showed an apparently normal embryo were submitted to the tetrazolium test
(BRASIL, 1992) to verify their viability. In this test that immediately follows the
longitudinal section, seeds were placed into a small plastic cup containing 1% tetrazolium.

Seeds with red-colored embryo were considered to be viable.

Analyses of variance were performed (one factor: treatment), using Tukey’s test in
order to identify possible differences between number of germinated seeds among

treatments (p < 0.05).

Morphology and anatomy— Seedlings and young plants at different stages were
fixed in Karnovsky solution (Karnovsky, 1965), dehydrated in ethanol series and stored in
70% ethanol. The morphology of the vegetative organs was registered through photographs
and botanical illustrations.

For the anatomical analysis, samples from different developmental stages of Smilax
polyantha were fixed as above described, dehydrated in ethylic series and embedded in
historesin (Leica Historesin). Serial sections were cut at 8-10um thickness on a rotary
microtome (Sass, 1951) and stained with toluidine blue O (Sakai, 1973). Permanent slides
were mounted in synthetic resin “Entellan”. Images from slides were captured digitally
through a Leica DMLB microscope with a video camera attached to a PC, using Leica,
IM50 image analysis software.

Digital photographs documented the morphology.
18
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3-) RESULTS

Germination study

Germination results are showed in Table 1. The total time of experiment was
approximately one year. The total number of seeds used was 1200, but only 105
germinated.

The highest number of germinated seeds was found at 30°C, followed by 20-30°C
(Table 1). Rates of germination for both treatments were 27% and 14.5%, respectively
(Table 1). Although there is no significant difference between the temperatures 30°C and
20-30°C (Table 2), the percentage values suggest that temperature 30°C should be used for
germination of seed of the studied species. The other four treatments showed a low number
of germinated seeds, with rates of germination below 5% (1.0%, 4.0%, 2.5% and 3.5% for
20°C, 25°C, 15-35°C and 20-30°C, respectively).

Table 1. Seed viability results after tetrazolium tests following the end of the second stage
of the seed germination experiment of Smilax polyantha. Photoperiod of eight hours of

light, from December 2006 to July 2007.

20°C 25°C 30°C 15-35°C 20-30°C 20-35°C

A\ NV A\ NV V NY V NV V¥V NV V NV
Number of

172 26 160 32 100 46 164 31 145 26 166 27
seeds
Seeds

2 8 54 5 29 7
germinated
G% 1.0 4.0 27.0 2.5 14.5 35

(V) Number of seeds not germinated, but still viable; (NV) Number of seeds not

germinated and not viable; percentage of seed germination (G %).
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Table 2. Analysis of variance of the number of germinated seeds of Smilax polyantha. Data
were transformed using [square root (x + 0.5)] to reduce variation. Values of F and the
coefficient of variation (CV). Different letters mean significant differences between

treatments (Tukey’s test, p < 0.05).

Treatments Germinated seeds
20°C 0.8365b
25°C 1.1358b
30°C 2.5833a

15-35°C 1.0105b
20-30°C 1.9760a
20-35°C 1.1197b
CV (%) 34.2324
F (treatments) 15.32%%*

HE* p <0.001

By analyzing the viability of seed with tetrazolium test (Table 1), it was possible to
verify that 86% of the seeds continued to be viable in the treatment 20°C (low percentage of
germination) and 50% in the treatment 30°C (high percentage of germination).

Seeds which were considered to be viable had an embryo with reddish colour after
the immersion in tetrazolium solution (Fig. 1). Not viable seeds were those with destroyed
embryo (by fungi) or with no reddish colour after the test. Few seeds were found with no
embryo (not viable seeds), as well as seeds with two embryos.

Several other factors were analyzed for Smilax polyantha seed germination under
30°C but none of them improved their rates of germination (Chapter 4 and 5). As S.
polyantha seeds were viable and presented satisfactory absorption of water, it is possible
that the low germination percentage of this species might be associated with the seed

metabolism.
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Morphology and anatomy of seedlings

The observation of the development of seedlings and underground system was

performed in December 2006, when the first seedlings were obtained.

The germination of this species was cryptohypogeal (Figs. 2-4). This means that at
the begining of germination, the cotyledonary sheath, plumule, hypocotyl and radicle are

pushed through the testa on the opposite side of the hilum (Figs. 3-4).

The cotyledon was compact according to Tillich (2007). It is a cotyledon consisting
of a haustorial hyperphyll (Fig. 4 and 7) and a short cotyledonary sheath (Figs. 3-4)
embracing the cotyledonary node and protecting the plumule axis (Figs. 5-8). The
cotyledonary sheath exhibited idioblasts with raphides.

The first internode as shown in Figs. 11 and 12 is called epicotyl. The epicotyl was
very short (200um in length) and thus, the first plumular leaf and the first axillary bud were
basally embraced by the cotyledonary sheath (Figs. 12-14).

The plumule of these seedlings gave rise to at least three cataphylls before foliage
leaves (eophylls) were produced. The cataphyll showed three collateral vascular bundles

and stomata were observed in the epidermis of the cataphyll and cotyledonary sheath.

The anatomical analysis showed that the hypocotyl was also very short (480um in
length) (Fig. 12). It was composed by a uniseriated epidermis with stomata, the cortex was
parenchymatous and a few cells of its innermost layer exhibited U-shaped thickenings. The
vascular cylinder was a transition zone where it was not possible to analyze the maturation

of the protoxylem strands and the arrangement of xylematic and phloematic elements (Fig.

9).

A transection of primary root showed uniseriate epidermis, cortex with
isodiametrical cells, idioblasts with raphides, endodermis with thick-walled cells and a
vascular cylinder - tetrarch and protostelic - surrounded by a uniseriated pericycle with

thin-walled cells (Fig. 10).
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Figs. 1-4. Smilax polyantha. 1. Longitudinally seccionated seed showing red-colored
embryo after tetrazolium test. 2. Primary root after emergence. 3-4. Seedlings with few
days after germination. c¢s = cotyledonary sheath; cot = cotyledon; ct = cataphyll, eb =
embryo; en = endosperm; pa = plumular axis; pr = primary root; se = seed.
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Figs. 5-10. 5. Seedling of Smilax polyantha with few days after germination. Dotted lines indicate
the serial cross sectioned sector showed from 6 to 10. 6-8. Cotyledon consisting of a haustorial
hyperphyll (cot) and a short cotyledonary sheath (cs) protecting the plumular axis (pa). 9. Vascular
transition region below of the insertion of the cotyledon and the cotyledonary sheath. 10. Primary
root. ab = axillary bud; cs = cotyledonary sheath; cot = cotyledon; ct = cataphyll; en = endosperm;
pa = plumular axis; pr = primary root; se = seed, arrow = vascular tissue.
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polyantha a few days after germination at a similar sector indicated in 5. Notice the short
epicotyl and the meristematic area (arrows in Figs. 11, 15, 16) that corresponds a
rudimentary cotiledonary bud. The first axillary bud of the cataphyll (ct) is seen in detail in
12-14. ab = axillary bud; cs = cotyledonary sheath; cot = cotyledon; ct = cataphyll; en =
endosperm; pa = plumular axis; pr = primary root; se = seed.
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Serial longitudinal (Figs. 11-12) and cross sections (Figs. 13-16) of different
seedlings allowed us to verify that the cotyledonary bud did not play a role in the
rhizophore formation. There was a meristematic area that corresponded to a rudimentary
cotyledonary bud at the insertion point of the cotyledonary sheath with the cotyledon (Figs.
11, 15-16).

Following the development of the seedling from one month to one year of age (Figs.
17-22), it was possible to verify that the primary root was not short-lived as in other
monocotyledons, whereas it did not have a conspicuous growth.

During the first month, the seedling had the primary root and white adventitious
roots, plumular axis with two cataphylls and the seed was still attached to the seedling

(Figs. 17-19).

After five months, the seedling contained three visible hyaline cataphylls, the
eophyll, the first metaphyll and its first stem ramification. The basis of the two-caulinar
branches started to enlarge (Figs. 20-22 and Figs. 23-25), but some parts of the seed

remained attached.

After six months, some adventitious roots exhibited brown coloration. After one
year, the young plant had three aerial branches. The primary root was still present but it was
very difficult to distinguish it from the adventitious roots in different developmental stages

from the basal region of the stem branches (Figs. 22 and 23-24).

The anatomical analysis of the enlarged caulinar basis (Fig. 25) showed that the
horizontal growth and the subsequent thickening of the underground organ depended on the

axillary buds development from basal nodes of the previous branches (Figs. 17-25).
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Figs. 17-22. Figs. 17-19. Seedlings of Smilax polyantha after one month. Fig. 19. Two axillary buds
are indicated after removing the cataphyll. Fig. 20. The detail of the underground stem indicated in
Fig. 21. Figs. 21-22. Seedlings of S. polyantha with 5 months (Fig. 21) and one year (Fig. 22) after
germination. The sector indicated in Fig. 22 is in detail in Figs. 24-25. ab = axillary bud; cla =
caulinar axis from axillary bud development; cs = cotyledonary sheath; ct = cataphyll, pa = caulinar
axis from plumular development; pr = primary root; ro = adventitious roots; se = seed.
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Figs. 23-25. Figs. 23-24. Details of the caulinar basis (rhizophore) of Smilax polyantha.
Fig. 24. Detail showed in Fig. 22. Fig. 25. Longitudinal section of the structure illustrated
in Fig. 24. There are two caulinar axis (cla) and four buds. Note the horizontal growth and
the subsequent thickening of the underground organ depend on the axillary buds (ab)
development from basal nodes of the previous branches. ro = roots.
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4-)DISCUSSI ON

The species Smilax polyantha had low rates of germination (27%) compared to
Smilax campestris (Rosa and Ferreira, 1999), S. glauca and S. rotundifolia (Pogge and
Bearce, 1989). Rosa and Ferreira (1999) observed 71% of germinated seeds under constant
30°C and continuous light and 51% under alternate temperatures of 25/35°C, while Pogge
and Bearce (1989) found rates of 95% for S. rotundifolia and 82% for Smilax glauca under
constant 22°C.

Considering the Cerrado environment (high temperatures and radiation levels and
unfertile sandy soil), where S. polyantha can be found, we believe that the low germination
percentage of this species is not only related to temperature and light for germination of
seeds, as tested by the above cited authors. In contrast, we assume that some intrinsic
factors are responsible for the delay of germination and thus, prolonging the time of
viability of the seeds, since a high number of seeds were still viable after one year of

experiment.

This delaying effect demands a long time span before the beginning of germination.
The minimum time measured in our investigation took at least 62 days. Rosa and Ferreira
(1999) viewed the beginning of germination after 30 days and Pogge and Bearce (1989)
only obtained 50% of seed germination after 60 days. According to Andreata (1980), the
beginning of germination can vary between 39 and 93 days for the seeds of Smilax
rufescens, S. elastica, S. syphylitica, S. quinquenervia and S. syringoides.

The delay at the beginning of germination in Smilax was already considered as a
period of dormancy of the seed. However, in preliminary surveys (data not showed here)
we verified that S. polyantha seeds did not have difficulties in absorbing water. Therefore,
breaking the dormancy using scarification methods as presented by Santos et al. (2003) are
not justified. As previously described by Andreata and Pereira (1990) in S. syringoides, we
also noticed in our preliminary evaluations that S. polyantha seeds did not germinate when

submitted to scarification processes.

Although unknown in chemical details, we infer that this delaying effect is useful

for the species to prolong the time span of suitable seeds. Therefore, under natural
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conditions in the Cerrado, there are always viable seeds of S. polyantha in the soil waiting

for optimal conditions to germination.

After germination, we discuss the ontogenesis and development of the underground
system. Holm (1890) was the first author to describe the morphology of the underground
stem of Smilax rotundifolia and S. glauca, which are common species in North America.
According to Holm (1890), the thickened region of the underground system of Smilax
rotundifolia 1is called rhizome, and its origin is in the axillary bud of the cotyledon.
Andreata and Menezes (1999) also described the formation of the underground stem in

Smilax quinquenervia from the cotyledonary bud.

However, in our anatomical study we only observed a rudimentary bud of the
cotyledon, and we were able to specify that the origin of the underground stem of Smilax
polyantha was not from the cotyledonary bud. The underground stem developed from the

axillary bud of the first cataphyll at the plumular axis.

Underground stems as the ones of the genus Smilax are used to be called ‘rhizome’
(Holm, 1890; Arber, 1925; Raunkiaer, 1934; Troll, 1937; Holttum, 1955). Troll (1937)
defined rhizomes as underground stems, growing under the surface of the soil, with
internodes and nodes, with cataphylls, their axillary buds and, of course, with adventitious
roots. Their main feature is a thick structure, which is necessary to store nutrients. Several
papers dealt with this definition and gave detailed information about the rhizomes of

different species (Troll, 1937; Bell and Tomlinson, 1980; Piitz and Sukkau, 2002).

However, Andreata and Menezes (1999) described the underground stem of the
Smilax quinquenervia as ‘rhizophore’. In Brazilian literature, a rhizophore is defined as an
underground stem, which originates from the cotyledonary bud in S. quinquenervia and S.
polyantha (Andreata and Menezes, 1999; Martins and Appezzato-da-Gloria, 2006). The
great difference between a rhizome and the rhizophore is that a rhizome originates from the
plumule (Holm, 1929) and constitutes the only vegetative stem branching system of the
plant. On the other hand, a rhizophore arises from the cotyledonary bud (Andreata and
Menezes, 1999) or from the thickening of the hypocotyl (Menezes, 2006). Since the
plumule gives rise to the first stem branching system, the rhizophore constitutes the second

vegetative stem branching system of the plant.
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In our anatomical analysis, the cotyledonary bud did not form the underground stem
of Smilax polyantha. However, we observed that the first axillary bud of the plumular axis
produced the underground stem. Hence, neither the plumule nor the cotyledonary bud

originated the underground system.

Troll (1937) called the underground stem originating from the plumule axis as
‘sympodial rhizome’ in contrast to ‘monopodial rhizomes’, which arise from the plumule
stem. However, this branching pattern often changes during the next years of development.
Therefore, we propose to name underground stems that originate from axillary buds
(including the cotyledonary bud) of the plumule stem as ‘rhizophore’ (according to
Andreata and Menezes, 1999; Hayashi and Appezzato-da-Gloéria, 2005). In contrast, an
underground stem that originates monopodially from the plumule axis should be called

‘rhizome’ (for example, in Euphorbia dulcis, for comparison see Troll, 1937).

Horizontal growth and the subsequent thickening of the underground organ depend
on the development of axillary buds from basal nodes of the previous branches. The basis
of these branches swells through the presence of short internodes as well as through the
addition of tissue by a meristematic area. The set of thickened branches form the
rhizophore containing axillary buds in the short internodes can provide a new branch for the

plant in hard conditions.

As important as the adequate use of the terminology and the description of the
morphology is the necessity in discussing the strategy of survival of this species in the
Cerrado environment. According to Piitz (2006), we cannot consider the underground
systems to be static. Rhizophores and rhizomes are dynamic systems to fulfill some

survival aspects, such as occupancy sites, clonal growth and vegetative dispersal.

S. polyantha shows a low rate of germination. However, at the beginning of the
seedling development, these plants already have axillary buds in the underground stem that
allow them to survive and to sprout after fire, a common disturbance event in Cerrado
ecosystems (see Coutinho, 1982; Hoffmann, 1998; Medeiros and Miranda, 2008). On the
other hand, this type of strategy assures a successful establishment and thus, survival in the

environment. The presence of underground axillary buds and the capacity of sprouting
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should be examined under ecological point of view of clonal growth (compare Klimes et

al., 1997). However, we did not observe vegetative propagation of S. polyantha.

Regarding the efforts of conservation biologists in protecting species from the
Cerrado, we could consider S. polyantha as a threatened species, mainly by the extractivism
activity. On one hand, this species showed low rates of germination and very slow
development (in the period of one year it presents only one branch). On the other hand, the
part used in the popular medicine is the underground system. Hence, extractivism activities
hinder sprouting and may therefore be a great threaten to the protection of this species in

Cerrado ecosystems.
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New approaches to underground systems in Brazilian Smilax species

(Smilacaceae)

Abstract. Scientific studies show that the watery extract of the thickened underground stem
(previously called rhizome) and its adventitious roots of the genus Smilax can act as a
therapeutic agent in immunoinflammatory disorders, such as the rheumatic arthritis.
Brazilians have used this genus of plants in folk medicine, however it is very hard to
identify these species, since the morphology of the underground systems is very similar in
this group. For better identification of those systems, we studied six species of Smilax L. (S.
brasiliensis, S. campestris, S. cissoides, S. goyazana, S. oblongifolia and S. rufescens),
collected in different regions of Brazil with different physiognomies and soil
characteristics. The main purpose is to describe the morpho-anatomy of the underground
systems and to analyze if their structure and ecological function depend on environmental
conditions. The underground stem (rhizophore) is of brown color and it is knotty, massive,
slender (S. rufescens) or tuberous (S. brasiliensis, S. campestris, S. cissoides, S. goyazana
and S. oblongifolia). The tuberization is a result of primary thickened meristem (PTM)
activity. The color and thickness of the adventitious roots change during development
because the epidermis and outer cortex are disposed of, so the inner cortex becomes the
new covering tissue with lignified and dark color cells. There are differences in starch grain
shapes in mature roots. The chemical attributes of the soil are very similar in all studied
environments and, even when soil characteristics varied, all species presented an
underground system distributed close to the surface (10 to 15cm of depth). The species
exhibited clonal growth hence their underground system functions as storage structures and
the axillary buds can sprout into new stems. Only Smilax rufescens, collected in sandy soil

of Restinga, presents vegetative dispersal due to the runners.

Keywords: adventitious roots; greenbrier; medicinal plants; morphology; phenolic

compounds; rhizophores.

1-)INTRODUCTION
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Scientific studies demonstrate that the watery extract of the thickened underground
stem (previously called rhizome) and the roots of the genus Smilax can act as therapeutic
agent in immunoinflammatory disorders, such as the rheumatic arthritis (Jiang and Xu,
2003). Brazilians have used this genus of plants in the popular medicine, but it is very
difficult to identify these species, since the morphology of the underground system is very

similar and we can find about 30 species of this genus in Brazil (Andreata, 1997).

A rigorous characterization including morphology and anatomy of underground
parts of medicinal species has essential importance for the quality control of the plant
material used in phytotherapy research (Ming, 1994). According to Ferreira et al. (1998),
the Brazilian pharmaceutical industry still needs to make huge investments in the research,

especially in the quality control to meet international standards.

Davis (1891) studying Smilax glauca observed that the environment can influence
the growth of the underground system. According to the author plants growing in dry
environment present an elevated number of tubers when compared to plants of the same
species that grow in wet conditions. However, there is not enough information about
Brazilian species of Smilax to develop controlled experiments. In order to do so, the first
step is to organize a survey of anatomic and morphologic features considering the
environment conditions to provide a set of characteristics to better understand the kind of

growth and the survival strategy adopted by the Smilax species.

We studied six species of Smilax L. (S. brasiliensis, S. campestris, S. cissoides, S.
goyazana, S. oblongifolia and S. rufescens), collected in different regions of Brazil with
different physiognomies and soil characteristics. The main purpose is to describe the
morpho-anatomy of the underground systems for a better identification and to analyze if

their structure and ecological function depend on the environmental conditions.

2-) MATERI ALS AND METHODS
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Plant Material

Adult plant materials of six Smilax species were collected in natural populations
from different biomes and regions of Brazil (Table 1).

The species Smilax brasiliensis, S. goyazana and S. oblongifolia were collected
from open habitat Cerrado (tropical savanna) physiognomies (Figs. 1-3); S. campestris in
Campos (subtropical grasslands); S. cissoides in Caatinga and S. rufescens in Restinga
(sandy coastal plain) (Figs. 4-6). The samples were registered and added to the plant
collection of the Herbarium (ESA) of the Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

of the Universidade de Sao Paulo.

Morphology and anatomy

Underground systems (thickened stem and adventitious roots) of three adult plants
were fixed in FAA (formalin-acetic acid-alcohol) (Berlyn and Miksche, 1976), dehydrated
in ethanol series and stored in 70% ethanol. The morphology of the vegetative organs was
analyzed and registered through digital photographs and botanical illustrations.

For the anatomical analysis, cross-sections of different parts of the thickened
underground stem were barehanded obtained also on sliding microtome (30-60 pm),
clarified in sodium hypochlorite and stained with safranin and astra blue (Bukatsch, 1972;
Burger and Richter, 1991) or crystal violet and orange G (Ma et al., 1993; Purvis et al.,
1964) and then dehydrated in a graded ethylic series, and 50 and 100% butyl acetate,
respectively. Permanent slides were mounted in synthetic resin “Entellan”.

Young swollen axillary buds from negative geotropic stems of Smilax brasiliensis
and adventitious roots of all studied species were fixed as described above, dehydrated in
ethylic series and embedded in historesin (Leica Historesin). Serial sections were cut at 8-
10um thickness on a rotary microtome (Sass, 1951) and stained with toluidine blue O
(Sakai, 1973). Permanent slides were mounted in synthetic resin.

For histochemical tests, Sudan IV was used to locate lipids (Jensen, 1962); zinc
chloride iodate for starches (Strasburger, 1913); iron chloride for phenolic compounds

(Johansen, 1940) and ruthenium red for pectin (Johansen, 1940).
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Images from slides were captured digitally through a Leica DMLB microscope with

a video camera attached to a PC, using Leica, IM50 image analysis software.

Soil analyses

We analyzed soil characteristics according to the procedures described by Raij et al.
(1987): Air dried soil samples were sieved (2.0 mm) and analysed for total organic carbon
(OM) by spectrophotometry after oxidation with sodium dichromate in presence of sulfuric
acid and a subsequent titration with ammonic ferrous sulfate; phosphorus (P) was
determined by spectrophotometry after anion exchange resin extraction; exchangeable
aluminum (Al) and basic cations (K, Ca, Mg) were extracted with 1 molc L™ KCI, cation
exchange resin, and buffer SMP, respectively; the cation exchange capacity (CEC) was
determined based on the sum of K, Ca, and Mg; the base saturation (V) was calculated as a
percentage of the total CEC; the aluminum saturation (m) was calculated based on effective
cation exchange capacity; the sum of bases (SB) was represented as the sum of Ca, Mg, and

K; and the pH soil was determined in CaCl, (0.01 M) solution.

3-) RESULTS

The underground stem system of Smilax begins with a rhizophore (see Chapter 1).

Smilax rufescens grows in sandy soils. In the field, the connection is not visible. The
disperse distribution of stems can be mistakenly identified as a population of plants. However,
analyzing the underground systems makes it clear that all the aerial stems are emitted from an
underground stem system distributed horizontally close to the soil surface (10 to 15cm of depth).
This underground stem system of S. rufescens (Figs. 4-6) forms swollen nodes, separated from each
other by horizontal elongated stem parts (runners). The runners are formed by elongated internodes
and nodes presenting cataphylls protecting the axillary buds. At regular intervals, we observed that
some nodes of the runners swell. These swollen nodes are able to produce new aerial stems,

underground runners, and adventitious roots.
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Cerrado (tropical savanna) physiognomies. 1. The characteristic environment with
predominance of herbs and dispersal trees. 2-3. Stony soil and vegetation composed by
herbs.
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Figs. 4-6. S. rufescens in Restinga environment (sandy coastal plain). 4. General view of
the environment. One plant appears like a population because of the branch system
(arrows). 5. The underground distribution of the runners (ru) and knotty’s (k). 6. Detail of
underground system. rhi = rhizophore
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The underground stem of S. brasiliensis, S. campestris, S. cissoides, S. goyazana
and S. oblongifolia is also distributed horizontally close to the surface of the ground (10 to
15cm of depth). It is brownish, woody and measures approximately five to ten centimeters
in length. It is constituted by swollen nodes (knotty) (Figs. 7-11) that can produce negative
geotropic stems and adventitious roots. We noticed that some axillary buds in the upper
nodes of these underground stems had swollen, like the knotty of the original rhizophores
(Fig. 7 “2”). These young swollen axillary buds also produced both stem ramifications (Fig.
7 “1”) increasing the underground system complexity. We analyzed the anatomy of these
swollen axillary buds to clarify the tuberisation process (Figs. 12-15). In cross section, we
observed discontinuous epidermis and cataphylls protecting new buds. The cortex is formed
by 10 to 20 layers of parenchyma cells with phenolic idioblasts and raphid idioblasts.
Between the cortex and the vascular cylinder, a meristematic area originating new vascular
bundles and cortical cells was visible. Thus, the swelling of young swollen axillary buds is
a result of the activity of this meristematic area working as a Primary Thickening Meristem
(PTM). The anatomy of these swollen axillary buds is similar to the old swollen nodes
(rhizophore), as described bellow, differing only on the absence of lignification.

Cross section of elder swollen nodes in the six species presented natural reddish
(Figs. 16-20) or yellowish coloration. The anatomical features are similar to younger ones.
Anatomical analyses veryfied a loss of the epidermal cells in the swollen nodes. In this
case, cortical cells were covering the inner structures (Figs. 17 and 18). It is interesting to
note that the meristematic area is almost continuous with the endoderm and the pericycle.
The vascular cylinder of old swollen nodes is comprised of vascular bundles of the
collateral type, involved by parenchyma cells with thick and lignified walls (Figs. 17 and
19). Phenolic idioblasts were found among the parenchyma cells of the vascular cylinder
(Fig. 20). In cross sections without stain, the content of these idioblasts presents yellow and
brown coloration. During the iron chloride test we observed a strong reaction indicating the
presence of phenolic compounds. The phenolic compounds were founded in the chemical
analysis in Chapter 7. On the other hand, using zinc chloride iodated the majority of starch

grains was detected in parenchyma cells surrounding the bundles.
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Figs. 7-11. General view of the morphology of the rhizophores of the five species of
Smilax. 7. Smilax brasiliensis. 8. Smilax cissoides. 9. Smilax campestris. 10. Smilax
goyazana. 11. Smilax oblongifolia. k = knotty; ro = roots; sr = stem ramification. Further
explanation in the text.

42

Smilax



A
Figs. 12-15. Longitudinal (12-13) and cross sections (14-15) of shoot apex of Smilax brasiliensis.
12. General view of the area showed in 7 ‘1’. It was not observed intercalary meristem. 13. Detail
of the PTM (Primary Thickening Meristem) closer to the axillary buds formation. 14. General view
of the swollen area showed in 7 ‘2°. 15. Detail of the PTM activity forming new and vascular
bundles and cortical cells. co = cortical cells; id = phenolic idioblasts; me = meristem layers; vc =

vascular cylinder.
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Figs. 16-20. Cross sections of the old swollen nodes (rhizophore). 16. Smilax campestris.
17-19. Smilax cissoides. 20. Smilax brasiliensis. 16. Cross section of swollen nodes in the
six species presented natural reddish. The arrows indicate the meristematic layers. 17.
General view of the cortical area and of the vascular cylinder. 18. The cortical cells were
covering the structure. The meristematic cells can originate new vascular bundles and
cortical cells (arrow). 19. Vascular bundles of the collateral type. 20. Phenolic idioblasts.
Co = cortical area, id = idioblasts, me = meristematic cells, vc = vascular cylinder.
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Finally, the adventitious roots were studied in all six species (Figs. 21-28). These
roots are rather long, sometimes more than one meter, distributed mainly horizontally at
depths between 10 and 30 cm (occasionally 100 cm). We observed roots in two stages of
development: young roots, with soft texture and white color and rigid roots of brown color
and smaller diameter. In longitudinal section of the root apex (Figs. 21) we found for the
six species studied an apical open-type organization which is protected by the root cap.
Analyses of the cross sections of the root apex showed the uniseriate protodermis, the
single layered exodermis and the cortex divided in an inner and an outer part (Figs. 21-28).
Outer cortical cells are isodiametric (many times the cells are under division) with large
intercellular spaces and idioblasts in differentiation. The inner cortex is constituted of 2 or 3
layers of small, quadrangular and juxtaposed cells. The endoderm is already identified in
the root apex due to its cell size and cytoplasm density (Fig. 22).

The white root is covered by the root epidermis (Fig. 23-25). The cortex is
composed by single-layered exodermis with thick-walled cells, several layers (18-20) of
large, isodiametric parenchyma cells (outer cortex) and two or three layers of small,
juxtaposed cells (inner cortex). The outer cortex presents phenolic and crystals idioblasts.
The endodermis can be distinguished despite the absence of an identifiable Casparian band
in the cells. The vascular cylinder is polyarch, with wide parenchymatous pith and is
surrounded by two layered pericycle of thin-walled cells.

During root maturation progressively occurs secondary thickening of the cell walls,
and the outer cortex breaks down. The inner cortex cells and the endodermis exhibit O-
shaped cell wall thickenings. The inner cortex cells become brown in color due to
deposition of tannins in the walls. The pericycle and the vascular parenchyma also becomes
thickened (Fig. 26-28). So, the older roots are thinner and brown in color because they are
covered by the inner cortical cell. These roots present great amount of starch grains in the
pith parenchyma (Figs. 29-35). These starch grains may be: simple (isolated) and spherical
in S. goyazana and S. brasiliensis (Figs. 29, 31, 33); and polyhedral and composed
(grouped) in S. oblongifolia, S. campestris and S. cissoides (Figs. 30, 32, 34, 35).
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Figs. 21-28. 21. Longitudinal sections of the root apex of Smilax campestris. 21. Apical open-type
organization which is protected by the root cap. 22. Detail of the uniseriate protodermis, the single-
layered exodermis and endodermis. 23-25. Cross sections of the white root. 23. Smilax
brasiliensis. 24, 26-27. Smilax cissoides. 25 and 28. Smilax campestris. 23-24. The cortex is
divided in an inner and an outer part. 25. The secondary thickening of endodermic cell walls and the
progressive degeneration of the outer cortex. 26-28. The inner cortex cells become brown in color
due to deposition of tannins in the walls. The pericycle and the vascular parenchyma also becomes
thickened. 27. Endodermis exhibit O-shaped cell wall thickenings. en = endodermis; ep = root
epidermis, ex = exodermis; ic = inner cortex; oc = outer cortex; ph = phloem; phid = phenolic
idioblasts; rid = raphid idioblasts; x = xylem.
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(30, 32), Smilax brasiliensis (33). Smilax campestris (34) and Smilax cissoides (35).
29,31,33. Starch grains type simple (isolated) and spherical. 30, 32, 34, 35. Starch grains
type polyhedral and composed (grouped).
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It is interesting to notice that we found some fungus infecting the rhizophore (Fig.
36), and ground parasites infecting the meristematic area of the root apex (Fig. 37).
However, in these cases we always found a great concentration of phenolic and raphid
idioblasts surrounding the infected area (Figs. 36-37).

The chemical attributes of the soil were very similar in all studied environments.
The soil analyses (Table 2) showed typical characteristics of the Cerrado environment, i. e.,
a very acid pH, high concentration of aluminum in most cases, low level of phosphorus and
low cation exchange capacity. In all collected areas, the organic matter content was higher
at 0-20 cm soil depth. Our field observations revealed similarities in soil surface (for
comparison see Figs. 1-6), in contrast with Smilax goyazana, collected from a stony soil
(Fig. 2). However, the underground system morphology and distribution is very similar to

S. brasiliensis collected in a non stony soil (Fig. 1).

4-) DISCUSSION

The first classification as rhizophore of the underground system of the Smilax genus
was adopted by Andreata (1997) and Andreata and Menezes (1999). These authors described
the underground system as constituted by two stem branching systems: one aerial (plumule
origin) and one subterranean (cotyledonary bud origin). This underground vegetative system is
called rhizophore (Andreata, 1997). In our study with adult plants of Smilax polyantha (Martins
and Appezzato-da-Gloria, 2006) we also adopt this classification. In contrary, rhizome
originates from the plumule (Holm, 1929) and constitutes the only vegetative stem branching
system of the plant. However, most authors do not study the origin of underground systems
from the seedling, and thus, called the underground system of Smilax as rhizome (Davis, 1891;
Holm, 1890; Caponetti and Quimby, 1956; Oliveira et al., 1973; Gatuso, 1995; Ju and Jia,
1992; Du et al., 2005; Ooi et al., 2004).

The sympodial system of the rhizophore is originated from the seedling. In Smilax it
forms by a set of swollen axillary buds connected by sympodial growth. In most cases the
swollen buds are very close together and form a short thickened underground stem. The Smilax
rhizophores are very similar to other tuberous-stems rhizomes (for example Scrophularia

nodosa, Hegi, 1943).
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Figs. 36-37. 36 ode (knotty) of Smilax goyazana with some
fungus infecting the cortical cells of the rhizophore. 37. Longitudinal section of the root
apex of Smilax campestris with ground parasites infecting the meristematic area. It was

observed a great concentration of phenolic and raphid idioblasts surrounding the infection
areas in both cases.
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However, classification is difficult, because the description of underground stems
has its basis on a snapshot mostly. One digs out some individuals and categorizes them with
items like rhizophore, rhizome, stolon and so on. But the behavior of a geophilous plant
starts with the seedling, and is characterized by different developmental phases, in which
the fulfillment of different functions is required. The analysis of the subterranean organ
systems development within a holistic-temporal context is necessary. In this case, the three-
step model of the geophilous development (Piitz, 2006) offers an ideal basic pattern.
Geophilous systems are dynamic and mobile. They are dynamic, because they can adapt
their morphological configuration to the changing functional requirements and they are
mobile, because their position within the soil is marked by continuous movement. This has
been emphasized by several ecological researches (Bell and Tomlinson, 1980; Piitz, 1994;
Meyer and Schmid, 1999; Brock et al., 2000 and many more). In the present study no
examination on the dynamic development of Smilax rhizophores has been made, but the
underground system distribution (0-20cm soil depth) in all species coincides with higher
contents of organic matter whether the soil is stony or not. All of them exhibited clonal
growth hence their underground system functions as storage structures and the axillary buds
can sprout into new stems. Only Smilax rufescens, collected in sandy soil of Restinga,

presents vegetative dispersal due to the runners.

Our anatomical examination clarifed up for some details. Caponetti and Quimby
(1956) describe the presence of a periderm which covers the underground system. We
cannot verify a periderm in any of the six species. However, covering of the rhizophores is
constituted by some remaining epidermal cells or by the cortex. The cortex with the
function of covering was already observed in Smilax polyantha (Martins and Appezzato-da-

Gloria, 2006) and in Raphonticum carthanoides (Lotocka and Geszprych, 2004).

Cunha (1940) and Caponetti and Quimby (1956) related that the type of thickening
of the endoderm could be used like a distinctive anatomical criteria for the identification of
the species. Again we have to say that for the species studied and for S. polyantha (Martins
and Appezzato-da-Gloria, 2006) the type of thickening of the endoderm (type “O”) is not a

distinctive character.
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The anatomy of young swollen axillary buds in underground parts of the stem
ramification of Smilax species examined is very similar to the anatomy of the swollen
nodes of the rhizophore, differing only lignification degree. Such evidences strengthen the
idea of the formation of the rhizophore by a set of swollen axillary buds present in the basis
of each new stem considering the sympodial growth.

The Primary Thickening Meristem (PTM) found in swollen nodes of the
underground parts of new ramifications is similar in position to the meristematic area
observed in the rhizophore of the six studied species of Smilax.

Considering the described characteristics between stem and scape in the studies with
Cyperaceae according Estelita and Rodrigues (2007) it can be argued that aerial stems of
Smilax are possibly scapes (flower stem). For Estelita and Rodrigues (2007) the presence of
intercalary meristem and absence of PTM are two characteristics for the differentiation of a
stem and a scape. However, we did not observe intercalary meristem in the species studied,
so there is no possibility of the aerial stem of Smilax to be one floral scape.

The alternative medicinal use of the roots and rhizophore of the Smilax genus was
registered in the first edition of the Brazilian Pharmacopeia of 1929 (Silva, 1929). In this
edition of the Pharmacopoeia the medicinal species of Smilax, which popular name was
‘salsaparrilha’, could be identified through the way that the roots were packed, the diameter
of the root and its coloration. These criteria of identification adopted in the Brazilian
Pharmacopeia did not find fundament for S. polyantha (Martins and Appezzato-da-Gloria,
20006). The six species studied show as well that this criterion is untenable. The roots of the
studied species are anatomically very similar, and the difference in coloration and thickness
depends on the development phase of the root. Roots with white coloration and higher
diameter are just younger, and roots with brown coloration and lesser diameter are older
ones. The roots have turned brown due to deposition of tannins in the walls of cells external
to the endodermis as verified by McKenzie and Peterson (1995) in Pinus banksiana and
Eucalyptus pilularis.

However the roots change in coloration give hint to an interesting anatomical
feature. The diameter decreased by the loss of the area of the outer cortex. Cunha (1940)
and Stellfeld (1940) also observed the loss of cortical parenchyma in some Brazilian

species of Smilax. However, we found that the covering tissue in older roots is formed by
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the inner cortex with highly lignified cell walls that can prevent the invasion of
microorganisms (Sexton and Roberts, 1982).

The early differentiation of raphides idioblasts and phenolic idioblasts in the apex of
the roots of the species can be associated to protection. An evidence of this was the
presence of a higher number of phenolic idioblasts surrounding the parasite in the root apex
of S. campestris. We also observed idioblasts surrounding an infection area caused by
fungus in the rhizophore of S. goyazana, regarding the idea of protection of these idioblasts.
According to Falco et al. (2001) polyphenol oxidase enzymes are highly expressed in
sugarcane apical meristems which produce the typical browning of this tissue after cutting
or wounding. The large amount of raphides idioblasts found in the underground system of
Smilax can also be attributed to the protection. Sawidis et al. (2005) showed that raphides
seem to be vital for the protection of the root tuber parenchyma of Asphodelus aestivus
(Asparagales) from herbivores.

In relation to present diagnostic anatomical characters, we can conclude that only the
anatomy of the vegetative organs does not allow distinguishing the six studied species.
Such species still needs to be identified by the morphology of its leaves. However, the data
presented in this study will be able to assist in the distinction of other genus of medicinal
plants that are also called popularly of ‘salsaparrilha’, as the Herreria genus, mentioned in

some studied cases of fake of ‘salsaparrilha’ (Cunha, 1937, Stellfeld, 1940).
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Table 1. Information about adult plant materials of six Smilax species collected in natural populations from different biomes and

regions of Brazil.
Date of
Species Local Map
collect
Itapagipe - MG
Smilax brasiliensis Sprengel December 2005
S 19°32°39.6°” W 49°26°36.2"’ g~
) Porto Alegre - RS [[ /X (\/{ \_,’ 1\
Smilax campestris Grisebach January 2007 \\
S 30°03°34.2°> W51°07°31.8” / \

Smilax cissoides Martius ex Feira de Santana - BA July 2006
Grisebach S 12°12°07°" W 38°57°57.4”
Itapaci — GO T\.—J“/—-?

Smilax goyazc;;m A.De January 2007
Candolle S 15°02°42.1>” W49°48°18.9”°
| apau
Smilax oblongifolia Pohl Distrito de Santo Antonio Leite \_r 1(
milax oblongifolia Pohl ex - Ouro Preto — MG
Grisebach May 2007 ;‘JA apagipe (
S20°21°17.4> W 43°41°13.8” ,.a—ﬂ{ OuroFretof,/
\r’;a.ﬁz..f
Parque Estadual da Ilha do
Cardoso — Canan¢ia — SP March 2006 < Porto Alddre
*

Smilax rufescens Grisebach
Nt
L

ry
-

S 25°03°57.7°W 47°55°06”°

—
0 230 460 690 920 km
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Table 2. Soil chemical properties at two different depths. (OM = organic matter, P = phosphorus, K = potassium, Ca = calcium, Mg =
magnesium, Al = exchangeable aluminum, V% = base saturation, m% = aluminum saturation, total of bases (SB), total cation exchange

capacity calculated (CEC).

Place Sample pH H+Al Al K Na oM Ca Mg P SB CEC v m
. (mmol./ | (mmol./ | (mmol./ | (mmol./ 5 | (mmol, | (mmol./ | (mg/ (mmol./ | (mmol./ o o
Units o) | dmd) | dm) | Cdwe) | @ | dm | de) | dmd) | dm?) o 5
0-20emof | 13| 9867 | 17.17 | 244 | 1008 | 3472 | 1967 | 667 | 688 | 3886 | 137.52 | 30.56 | 29.29
depth
Porto Alegre
20-40 cm of
depth 3.93 | 13333 | 30.63 | 1.07 945 | 2263 | 11.67 | 533 | 292 | 27.52 | 160.86 | 18.87 | 51.43
0‘2(& C:ﬁ of | 413 | 4000 | 7.90 1.14 1.89 | 17.67 | 433 | 2.00 | 3.15 936 | 49.36 | 19.41 | 45.54
Itapaci 20 40p F
- depi;“ 420 | 2700 | 717 0.60 1.26 806 | 1.67 | 1.00 | 1.28 453 | 31.53 |14.25| 61.49
0-20emof |y | 3167 | 473 | 124 | 252 | 2325 | 1033 | 7.67 | 362 | 2176 | 5343 |39.06| 21.90
[tapaci depth
PagIPe 13040 cm of
depth 461 | 31.67 | 7.00 0.75 1.89 | 17.67 | 743 | 567 | 327 | 1574 | 47.41 |30.99 | 37.46
Feira de 0-20emof | 459 | 1967 | 0.77 1.33 6.93 | 1860 | 17.30 | 9.00 | 5.60 | 34.56 | 54.22 |63.80 | 2.22
Santana depth
0-20emof 14 1 | 1100 | 1.93 0.36 3.15 8.68 | 0.00 | 1.67 | 222 5.18 16.18 | 31.54 | 28.61
Ilha do depth
Cardoso Zo‘ggpﬁl“ off 476 | 933 1.60 0.31 3.78 558 | 0.00 | 2.00 | 187 6.09 15.43 |39.53 | 20.78
0'2;) Ctmh of | 508 | 1667 | 1.67 0.90 1.89 | 19.53 | 8.10 | 533 | 3.15 | 1623 | 32.89 |42.88 | 21.76
Ouro Preto 20 48p r
i dep‘;gl U 498 | 16.00 | 2.67 0.53 126 | 16.12 | 6.73 | 4.00 | 2.80 | 12.53 | 28.53 |37.10 | 35.60
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Morfo-anatomia da folha e do caule nao espessado de espécies de Smilax

L. (Smilacaceae)

Resumo: As espécies do género Smilax ocorrem principalmente em dreas de Cerrado e sdo
utilizadas como plantas medicinais obtidas pelo extrativismo. O objetivo desse estudo foi
descrever a morfoanatomia dos orgdos vegetativos aéreos de Smilax brasiliensis, S.
campestris e S. cissoides visando encontrar caracteres diagndsticos que diferenciem as
espécies. Amostras do material vegetativo foram fixadas em FAA 50. Parte do material foi
infiltrado em hidroxi-etil-metacrilato (Leica Historesin), seccionado em micrétomo
rotativo, corado com azul de toluidina e montado em resina sintética. A outra parte foi
seccionada em micrétomo de deslize e corada com azul de Astra e safranina. Para as
andlises ao microscopio eletronico de varredura, amostras de folhas foram fixadas em
Karnovsky, desidratadas em série etilica e pelo método do ponto critico de CO,, montadas
sobre suportes de aluminio e metalizadas. A folha das trés espécies € anfiestomadtica, os
estdmatos sdo paraciticos e a epiderme € uniestratificada. O mesofilo nas trés espécies
tende a dorsiventral. S. brasiliensis e S. cissoides apresentam uma ou duas camadas de
células curtas em formato de “M” de arranjo justaposto voltada para a face adaxial. Em S.
campestris, as células dessas camadas possuem formato retangular. As demais camadas do
mesofilo nas trés espécies apresentam amplos espagos intercelulares com células
braciformes. No mesofilo sdo encontrados idioblastos contendo compostos fendlicos e
idioblastos com rafides. Em S. brasiliensis hda menos idioblastos com réafides que nas
demais espécies. Os feixes colaterais nas trés espécies podem variar em tamanho, mas
sempre sdao envolvidos por células lignificadas. A nervura central de S. brasiliensis e S.
cissoides possui trés feixes vasculares centrais de tamanhos semelhantes envolvidos
individualmente por células lignificadas, enquanto em S. campestris ha quatro feixes
vasculares: trés centrais envolvidos por uma unica bainha de células lignificadas e um feixe
menor. O bordo foliar das trés espécies apresenta células esclerificadas e idioblastos
contendo réfides. No caule, a organizacdo do cilindro vascular também ndo varia entre as
espécies em estudo, porém ocorre variagdo no grau de lignificagdo das células dependendo
da porcao a ser analisada. Na regido do terceiro entrend e na por¢ao caulinar proxima ao
solo, o cilindro vascular € envolvido por anel esclerenquimatico. Na por¢ao subterranea nao
se observa o anel esclerenquimdtico, sendo que cada feixe colateral € envolvido por uma
bainha esclerenquimatica. No cilindro vascular do caule das trés espécies podem ser
encontrados idioblastos contendo fendis e células contendo amido.
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1-) INTRODUCAO

Segundo Judd et al. (2009) a familia Smilacaceae possui apenas o género Smilax

com 310 espécies que se distribuem nas regides temperadas e tropicais.

As plantas sdo didicas, lianas ou trepadeiras herbaceas, raramente subarbustos ou
arbustos; as folhas sdo simples, alternas, com peciolos providos de gavinhas, venagao
primdria acrédroma; os caules espessados sdo rizoforos e os caules aéreos sdo, em geral,

aculeados (Andreata 1997).

Encontramos na literatura alguns autores que ja descreveram caracteristicas da
anatomia foliar de espécies do género Smilax tais como Mandarim-de-Lacerda et al. (1992),
que apresentam variacdo tanto no porte quanto na biometria foliar de Smilax rufescens;
Marquete & Pontes (1994), cujo estudo anatdmico comparativo entre Smilax spicata,
Smilax rufescens e Smilax fluminensis apresenta como Unica diferenca entre as trés espécies
o fato de que as folhas de S. fluminensis sdo anfiestomdsticas e das outras duas espécies,
hipoestomdsticas; ¢ o de Mandarim-de-Lacerda & Andreata (1994/1995), cujo estudo
comparativo foi entre as folhas adultas de S. campestris e S. cognata. Também podemos
citar os estudos de Gattuso (1995) com a caracterizacdo de S. campestris e Palhares et al.

(2009) com a caracterizacao das folhas de S. goyazana.

As espécies desse género sdo popularmente conhecidas como salsaparrilha ou
japecanga e sdo utilizadas na medicina popular como fortificante, contra o reumatismo e
anti-sifilitico (Andreata 1997). Estudos comprovam que o extrato aquoso do rizéforo pode
atuar como agente terapéutico em doengas imuno-inflamatérias, como € o caso da artrite
reumdtica (Jiang & Xu 2003), e também foi encontrada nas folhas da espécie Smilax aspera
uma substancia denominada tocoferol, que é um componente fendlico conhecido por sua

eficiéncia como antioxidante (Demo et al. 1998).

Apesar das atividades farmacoldgicas atribuidas ao género Smilax, tais plantas
apresentam dificuldade em sua identificacdo taxonOmica devido as suas caracteristicas

morfoldgicas, composicao quimica e nomes populares semelhantes (Andreata 1997).

O objetivo do trabalho foi descrever a morfoanatomia dos 6rgdos vegetativos aéreos

de trés espécies de Smilax L. (S. brasiliensis, S. campestris e S. cissoides) visando a
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caracterizacdo e definicao de particularidades anatomicas de cada espécie para auxiliar na

identificacdo.

2-) MATERI AL E METODOS

A) Material botanico

Para os estudos morfoanatomicos dos 6rgdos vegetativos aéreos e subterraneos,
foram estudas trés espécies de Smilax L., ocorrentes no Cerrado, que possuem propriedades
medicinais e recebem a denominacdo salsaparrilha (Andreata 1997): Smilax brasiliensis
Sprengel (Figura 1A), coletada na cidade de Itapagipe — MG durante o més de dezembro de
2005, Smilax campestris Grisebach (Figura 1C), coletada em Sao José do Rio Preto — SP
durante o ano de 2003 e em Porto Alegre — RS em janeiro de 2007 e Smilax cissoides
Martius ex Grisebach (Figura 1E), coletada em Feira de Santana — BA, durante o més de

julho de 2006.

As espécies foram identificadas pela especialista Profa. Dra. Regina Helena Potsch
Andreata e as exsicatas foram registradas e incorporadas ao acervo do Herbario (ESA) da

Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao Paulo.
B) Estudos anatomicos

As andlises anatdmicas foram realizadas com os 0Orgaos vegetativos. Na folha
completamente expandida, foi analisada a regido mediana da lamina foliar, nas porcdes da
nervura central, drea internervural e bordo. O caule foi analisado na regido do terceiro

entrend, na parte aérea proxima ao solo (regido intermedidria) e na sua por¢do subterranea.

As amostras foram fixadas em FAA 50 (Johansen 1940). Para melhor fixagdo, as
amostras foram levadas a uma bomba de vacuo para a retirada do ar contido nos tecidos.

As secgdes (transversais e longitudinais) foram feitas a mao-livre (folhas e caule) e
em micrétomo de deslize (caules) com 30-60 um de espessura, clarificadas com hipoclorito
de sodio a 20% e lavadas em 4gua destilada. Alguns cortes foram corados com verde iodo e
vermelho Congo (Dop & Gautié 1928) e montados em gelatina glicerinada (laminas semi-

permanentes). Outros cortes foram corados em safranina e azul de astra (Bukatsch 1972;
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Burger & Richter 1991), desidratados em série etilica, acetato de butila 50% e 100% e
montados em resina sintética “Entellan” (laminas permanentes).

Amostras dos orgdos vegetativos também foram desidratadas em série etilica,
incluidas em hidroxi-etil-metacrilato (Leica Historesin) e os blocos obtidos foram
seccionados a 8-10 um de espessura. O material foi corado com azul de toluidina 0,05% em
tampao fosfato e 4cido citrico pH 4,5 (Sakai 1973) e as laminas montadas em resina
sintética “Entellan”.

Para o estudo das células do mesofilo foi utilizada a técnica de dissociagdo de
tecidos, na qual as amostras foram tratadas com 4cido cromico 10% e 4cido nitrico 10%,
coradas, desidratadas e montadas em gelatina glicerinada (Johansen 1940).

Os testes histoquimicos foram realizados utilizando-se sec¢des de material fixado
dos orgaos vegetativos. As seccdes foram feitas a mao-livre, com auxilio de lamina de
barbear, e em micr6tomo de deslize. A presenca de substincias lipidicas foi visualizada
pelo emprego de Sudan IV (Jensen 1962). A presenca de amido foi verificada pelo cloreto
de zinco iodado (Strasburger 1913) e pelo lugol (Berlyn & Miksche 1976); a presenca de
compostos fendlicos pelo emprego de cloreto férrico (Johansen 1940); a presenga de lignina
foi evidenciada por meio da floroglucina em meio 4cido (Johansen 1940) e as substancias
pécticas pelo vermelho de ruténio (Johansen 1940).

A descri¢do da morfologia foliar e a classificagcdo dos padrdes de nervacdo foram
baseadas em Ash et al. (1999).

As fotomicrografias dos materiais preparados em laminas foram feitas em
microscopio trinocular Leica DM LB, acoplado na camera de video modelo Leica DC 300
F, sendo que as imagens e as escalas micrométricas foram capturadas no microcomputador
nas mesmas condi¢des Opticas.

A morfologia dos 6rgios vegetativos foi documentada por meio de fotografias com

maquina digital ou por ilustracdes botéanicas.

C) Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)
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Para as andlises ao microscopio eletronico de varredura, amostras de folhas foram
fixadas em Karnovsky (Karnovsky, 1965), desidratadas em série etilica e pelo método do
ponto critico de CO,, montadas sobre suportes de aluminio e metalizadas com ouro.

As andlises e as eletromicrografias foram realizadas em microscépio eletronico de
varredura Zeiss modelo DSM 940A, operado a 20kV, com as escalas diretamente impressas

nas mesmas.

3-) RESULTADOS

Morfo-anatomia da folha

O limbo foliar em Smilax brasiliensis Sprengel é de formato oval, do tipo coriédceo,
com dpice levemente emarginado, apiculado, base arredondada, margem inteira, as vezes
aculeada, venacdo do tipo acrédroma basal com trés nervuras principais e duas
inconspicuas, que podem apresentar emergéncias espiniformes em suas extensdes (Figura 1
A-B).

Em S. campestris Grisebach, o limbo foliar apresenta formato oblongo, lanceolado
ou eliptico (Figura 1 C-D), do tipo coridceo, com o dpice convexo com um curto apiculo,
base convexa ou levemente cordada, margem inteira, as vezes aculeada, venagdo do tipo
acrédroma basal com trés nervuras principais e duas inconspicuas que podem apresentar
emergéncias espiniformes em suas extensoes.

Em S. cissoides Martius ex Grisebach, o limbo € eliptico ou oval, do tipo
membrandceo, com dpice convexo, apiculado, base arredondada ou cordada, margem
inteira, as vezes provida de estruturas espinescentes (Figura 1 E-G), venacdo do tipo
acrodroma basal com cinco nervuras principais e duas inconspicuas (Figura 1 F), que

podem apresentar emergéncias espiniformes em suas extensoes (Figura 1 F).
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Figura 1. A-B. Smilax brasiliensis Sprengel. A. Visdo geral da planta no campo. B.
Detalhe da folha. C-D. S. campestris Grisebach. C. Visdo geral da planta coletada no
campo. D. Detalhe da folha. E-G. S. cissoides Martius ex Grisebach. E. Visdo geral da
planta coletada no campo. F. Folha com estruturas espinescentes na margem e ao longo da
nervura central (setas). G. Folha com cinco nervuras principais proeminentes.
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Em vista frontal, as paredes da epiderme da face adaxial sdo retas em S. brasiliensis
e S. cissoides (Figuras 2 A e E) e sinuosas em S. campestris (Figura 2 C). As paredes da
epiderme da face abaxial sdo retas em S. brasiliensis (Figura 2 B), sinuosas em S.
campestris (Figura 2 D) e onduladas em S. cissoides (Figura 2 F). A folha de S. brasiliensis
¢ anfi-hipoestomatica e S. campestris e S. cissoides € hipoestomdtica. Na espécie S.
brasiliensis os estOmatos sdo paraciticos € em S. campestris € S. cissoides os estbmatos sao
anomociticos (Figura 2 B, D e F). O conjunto de caracteristicas da folha das trés espécies

pode ser observado na Tabela 1.

As andlises ultra-estruturais revelaram tipos distintos de deposicdo de ceras e
ornamentacao da cuticula da folha (Figura 3). Na face adaxial de S. brasiliensis a cuticula
apresenta-se em cristais de cera formando protuberincias crostosas, ja na superficie abaxial
a deposicdo de ceras na cuticula apresenta-se do tipo papilosa, também encontrada em
ambas as faces de S. campestris. Outro tipo de deposi¢do da cuticula encontrado entre as
espécies € o tipo granular, observado em ambas as faces foliares de S. cissoides no formato

de granulos diminutos.

Nos cortes transversais (Figura 4) pode-se observar que a epiderme € unisseriada e
que o mesofilo tende a dorsiventral nas trés espécies, pois apresenta uma ou duas camadas
de células curtas, em formato de “M” de arranjo justaposto voltada para a face adaxial
(Figura 4). As demais camadas do mesofilo sdo constituidas por células braciformes (5 A-

C, F-H, L-M) deixando amplos espacos intercelulares (Figura 4).

No mesofilo sdo encontrados idioblastos contendo compostos fendlicos e
idioblastos com rafides (Figura 4 A, C, E). Em S. brasiliensis ha menos idioblastos com
rafides que nas demais espécies. Os feixes vasculares laterais nas trés espécies podem
variar em tamanho (Figura 4 A, D-E), mas sempre sdo envolvidos por células lignificadas

do tipo esclereide e fibra (Figura 5 D-E, I-J, N-O).

Nas trés espécies podem ser observadas emergéncias espiniformes sem
vascularizacdo (Figura 6 A) que partem da nervura principal central, ou ainda das nervuras

principais periféricas.
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Figura 2. A-B. Smilax brasiliensis. A. Epiderme da face adaxial. B. Epiderme da face
abaxial. C-D. §. campestris. C. Epiderme da face adaxial. D. Epiderme da face abaxial.
E-F. S. cissoides. E. Epiderme da face adaxial. F. Epiderme da face abaxial.
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Figura 3. Eletromicrografias da superficie foliar mostrando os diferentes padrdes de
deposicdo de cera epicuticular em Smilax brasiliensis (A-B), em S. campestris (C-D) e em
S. cissoides (E-F). A, C, E. Epiderme da face abaxial. B, D, F. Epiderme da face adaxial.
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Figura 4. Seccdes transversais do limbo foliar. A-B. Smilax brasiliensis. A. Visdo geral. B.
Detalhe do idioblasto contendo rédfides e dos amplos espagos intercelulares. C-D. S.
campestris. C. Visdo geral. D. Detalhe do feixe vascular lateral de maior tamanho. E-F. S.
cissoides. E. Visao geral. F. Detalhe da célula em formato de “M” (seta) e do estdmato. e =
estomato; Ep = epiderme; IF = idioblastos contendo compostos fendlicos; IR = idioblastos
contendo rafides; “M” = células com formato em “M”.
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Figura 5. A-E. Smilax brasiliensis. A-C. Células braciformes do mesofilo dissociado. D.
Fibra. E. Esclereide colunar. F-J. S. campestris. F-H. Células braciformes do mesofilo
dissociado. I. Esclereide colunar. J. Fibra. L-O. S. cissoides. L-M. Células braciformes do
mesofilo dissociado. N-O. Esclereides colunar (N) e fibriforme (O).
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Figura 6. A-B. Smilax brasiliensis. Secgdes transversais do limbo foliar na regido da
nervura central. A. Visdo geral. Observar a emergéncia nao vascularizada. B. Detalhe dos
trés feixes vasculares individuais. C-D. Sec¢Oes transversais da nervura central de S.
campestris e de S. cissoides. Observar os trés feixes envolvidos por uma tnica bainha e um
feixe isolado em (C) E-G. Bordo foliar de S. brasiliensis, S. campestris e S. cissoides,
respectivamente. IR = Idioblasto contendo réfides.

70

Smilax



A nervura central de S. brasiliensis e S. cissoides possui trés feixes vasculares
centrais de tamanhos semelhantes (Figura 6 A, D) envolvidos individualmente por células
lignificadas, enquanto em S. campestris hd quatro feixes vasculares: trés centrais
envolvidos por uma udnica bainha de células lignificadas e um feixe menor provido de
bainha prépria (Figura 6C).

O bordo foliar das trés espécies apresenta células esclerificadas e idioblastos

contendo rafides (Figura 6 E-G).

As caracteristicas foliares que permitem separar as trés espécies estudadas

encontrma-se na tabela 1.

Tabela 1. Caracteres foliares que permitem separar as espécies de Smilax estudadas.

Caracteres / espécies S. brasiliensis S. campestris S. cissoides

Numero de nervuras principais

. 3 3 5
salientes
Paredes das células epidérmicas. .
. . Retas Sinuosas Retas
Vista frontal face adaxial
Paredes das células epidérmicas. .
. PIf Retas Sinuosas Onduladas
Vista frontal face abaxial
Tipos de estobmatos Paracitico Anomocitico Anomocitico
Padrio de deposicio cuticular na Protuberincias . N ..
 CCPOSIS Papilosa Granulos diminutos
face adaxial crostosas
Padrio de deposicio cuticular na . . N ..
 CCPOSIS Papilosa Papilosa Granulos diminutos
face adaxial
Camadas de células em forma de 3 ’ )

“M”

Morfo-anatomia do caule ndo espessado

O caule apresenta vdrias estruturas espinescentes na regido do entrend, sendo raras

na regido nodal.

O caule na regido do terceiro entrend, na regiao aérea proxima ao solo e na por¢ao

subterranea, nas trés espécies estudadas, apresenta cuticula espessa, epiderme
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uniestratificada com células quadrangulares e estomatos, hipoderme uniestratificada com
células lignificadas (Figura 7 A-B). Podem ser encontrados idioblastos contendo rafides na
regido cortical. Apenas o caule de S. cissoides na por¢ao aérea proxima ao solo apresenta
colénquima (Figura 7 C). Ha feixes periféricos na regido intermedidria e subterranea do

caule nao espessado.

No caule de S. brasiliensis observou-se a presenca de graos de amido em todas as
regides amostradas no caule (terceiro entrend, regido intermedidria, e regido subterrinea) ao
redor dos feixes no cilindro vascular. Em S. campestris apenas foi observada a presenca de
amido na regido intermedidria e regido subterrdnea do cilindro vascular (ao redor dos
feixes) e em S. cissoides ndo foram encontrados graos de amido em nenhuma érea caulinar

analisada.

O cilindro vascular é um atactostelo com feixes colaterais em todas as espécies
estudadas, porém ocorre variagdo no grau de lignificacdo das células dependendo da por¢ao
analisada. Nas trés espécies, o caule na regido do terceiro entrené e préximo ao solo
apresenta um anel esclerenquimético continuo (Figura 8 A-B, D-E, G-H), enquanto na
porcdo subterrdnea esse anel € ausente (Figura 8 C, F). Em todas as espécies, no caule
proximo ao solo e na por¢cdo subterrdnea hd o espessamento parietal e lignificacdo das
células do parénquima vascular que envolve os feixes na regido central do cilindro vascular
(Figura 8 B-C, E-F, H-I). Na regido do terceiro entrend, nao hd espessamento e lignificacao
dessas células (Figura 8 A,D,G). Em Smilax brasiliensis a bainha dos feixes vasculares
apresenta um numero maior de camadas de células com espessamentos parietais mais
pronunciados em todas as regides caulinares analisadas (Figura 8 A-C), enquanto em S.
campestris € S. cissoides a bainha € mais pronunciada apenas na por¢ao subterranea (Figura

8F, D).
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Figura 7. Seccdes transversais do caule aéreo na regido intermedidria. A. S. campestris.
Observar a presenca de estdmatos acima do nivel das demais células epidérmicas. B-C. S.
cissoides. Detalhe da hipoderme (B) e presenga de colénquima evidenciado pela colora¢do
com vermelho de ruténio (C). D. S. campestris. Observar a presenca de amido na regidao do
cilindro vascular evidenciada pela reagdo com lugol. AE = anel esclerenquimadtico; e =
estdmato; Ep = epiderme; H = hipoderme.
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Figura 8. Secc¢des transversais do caule aéreo na regido do terceiro entrend (A, D, G), na regido do
caule proximo ao solo (B, E, H) e na porcao subterranea (C, F, I) de Smilax brasiliensis (A-C), S.
campestris (D-F) e S. cissoides (G-I). AE = anel esclerenquimético; e = estdmato; Ep = epiderme;
FV = feixe vascular.
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4-) DISCUSSAO

Em relacdo a morfologia foliar, o nimero de nervuras principais salientes pode ser
um cardter util na separacdo ou no agrupamento de espécies de Smilax, pois S. cissoides
pdde ser distinta das demais aqui analisadas por apresentar cinco nervuras principais

salientes, mas seria agrupada com S. quinquenervia e S. subsessiliflora estudadas por

Guimaraes (2009).

Ainda a respeito da morfologia foliar, Guaglianone e Gattuso (1991) evidenciam a
diversidade de formatos foliares encontrados para S. campestris quando coletada em
diferentes ambientes. Segundo as autoras, o formato da folha variou de ovado, ovado-
lanceolado, eliptico, oblongo e, as vezes, cordado e houve alta variacio de comprimento e
largura. Embora houvesse certa variacdo de formato e tamanho nas folhas das trés espécies

estudadas, as caracteristicas aqui descritas refletem o padrao encontrado nas areas de coleta.

Dentre as caracteristicas estruturais foliares analisadas, a epiderme em vista frontal
se mostrou de grande importancia para a separacdo das trés espécies, pois as paredes das
células na face abaxial podiam ser retas (S. brasiliensis), onduladas (S. cissoides) ou
sinuosas (S. campestris). Em S. polyantha, Martins & Appezzato-da-Gléria (2006)
demonstraram que as células da epiderme da face abaxial em vista frontal possuem paredes
retas € as da face adaxial s@o sinuosas. Segundo Guimaraes (2009) as paredes das células

em vista frontal de S. quinquenervia e S. subsessiliflora podem variar de retas a curvadas.

A cuticula também se mostra diferente entre as espécies, sendo que em .
brasiliensis a cuticula apresenta-se em cristais de cera formando protuberancias crostosas,
em S. campestris a cuticula € do tipo papilosa e em S. cissoides em formato de granulos
diminutos. Para S. polyantha, Martins & Appezzato-da-Gléria (2006) descrevem a
ornamentacao cuticular de ambas as faces como escamiforme. Guimaraes (2009), baseada
em Guaglianone e Gattuso (1991), observou a cuticula do tipo “rugosa-microtuberculada”

na superficie foliar de S. quinquenervia, porém esse tipo refere-se ao padrdo papiloso
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descrito por Metcalfe e Chalk (1979), aqui adotado para S. campestris. Guimaraes (2009)

observou cuticula estriada na superficie foliar de S. subsessiliflora.

A ocorréncia dos estdmatos pode variar entre as espécies de Smilax podendo
também ser um cardter dtil na diagnose. Guaglianone e Gattuso (1991) classificam como
anfiestomaticas as folhas de S. fluminensis e S. assumptionis e hipoestomaéticas as folhas de
S. cognata, S. pilcomayensis, e S. campestris (como aqui observado). No presente estudo as

folhas de S. brasiliensis e S. cissoides foram classificadas como anfihipoestomatica.

Yates & Duncan (1970), ao estudarem a anatomia foliar de S. auriculata, S. bona-
nox, S. glauca, S. laurifolia, S. rotundifolia, S. smallii, S. tamnoides e S. walteri, descrevem
o mesofilo como dorsiventral. Gattuso (1995) também usa a classificagdo de dorsiventral
para o tipo de mesofilo de S. campestris. Em Smilax polyantha (Martins & Appezzato-da-
Gléria 2006), adotou-se mesofilo tendendo a dorsiventral, pois na folha adulta as células do
parénquima pali¢ddico sdo lobadas assemelhando-se aquelas do parénquima lacunoso e
diferindo do parénquima pali¢ddico tipico cujas células sdo alongadas e dispostas em
fileiras. No presente estudo as trés espécies de Smilax apresentaram o mesmo tipo de
mesofilo de Smilax polyantha. Gattuso (1995) utiliza a nomenclatura de dorsiventral para S.
campestris. Guimardes (2009) também descreve o mesofilo de S. quinquenervia e S.
subsessiliflora como dorsiventral. Guaglianone e Gattuso (1991) diferenciam as espécies S.
fluminensis e S. pilcomayensis, que apresentam mesofilo homogéneo, das espécies S.

cognata € S. assumptionis que apresentam mesofilo heterogéneo.

Nenhuma das trés espécies estudadas apresentou esclereides do tipo osteosclereides
como foram encontrados em Smilax polyantha (Martins & Appezzato-da-Gléria 2006). Os
demais tipos de esclereides encontrados em S. brasiliensis, S. campestris e S. cissoides

também podem ser observados em S. polyantha.

O feixe vascular do tipo colateral encontrado nas trés espécies se repete em S.
spicata, S. fluminensis (Marquete & Pontes 1994), S. polyantha (Martins & Appezzato-da-
Gloria 2006) e em S. campestris (Gattuso 1995). S. brasiliensis e S. cissoides, aqui
analisadas, assim como S. quinquenervia e S. subsessiliflora (Guimardes 2009) e S.
fluminensis, S. rufescens e S. spicata (Marquete e Pontes 1994) apresentam o sistema

vascular da nervura central integrado por feixes colaterais, sendo que cada feixe ¢é
76

Smilax



acompanhado de uma bainha esclerenquimatica. No entanto, no caso da espécie estudada S.
campestris observou-se uma bainha tunica em torno dos feixes vasculares da nervura central
da mesma maneira que Guaglianone e Gattuso (1991) analisando S. cognata e S.
campestris.

As emergéncias espiniformes presentes nas folhas e no entrené do caule aéreo
observadas nas trés espécies ndo podem ser classificadas como actleos ja que ndo se tratam
de anexos epidérmicos e possuem células parenquimaéticas em seu interior. Também nao se
tratam de espinhos ji que ndo existe vascularizacdo na projecdo. Segundo Guimaraes
(2009), ha emergéncias espiniformes tanto na regiao do né como do entrené dos ramos
caulinares aéreos, e tais emergéncias sdo vascularizadas em S. quinquenervia e nao

vascularizadas em S. subsessiliflora.

Nas espécies estudadas por Yates & Duncan (1970), Marquete & Pontes (1994) e
Martins & Appezzato-da-Gléria (2006), o bordo foliar contém células esclerificadas, da

mesma forma que foi encontrado em S. brasiliensis, S. campestris e S. cissoides.

Com respeito ao caule, segundo Guimaraes (2009) foi detectado colénquima na
regido cortical do caule de S. quinquenervia na regido do terceiro entrend, € no presente
estudo detectou-se a presenca desse tipo de tecido no cértex da regido intermedidria do

ramo caulinar de S. cissoides.

Caponetti & Quimby (1956) e Van Fleet (1942) afirmam que a endoderme no caule
nao pode ser diferenciada nas por¢des mais jovens do caule, e s6 se torna espessada e
diferenciada nas por¢des proximas ao solo. No presente estudo, ndo foi possivel diferenciar
morfologicamente a endoderme nem na por¢cao mais jovem, nem préximo ao solo nem na

por¢do subterranea do caule.

Foram observados feixes periféricos na regido cortical das trés espécies estudadas
na regido intermedidria e subterranea do ramo caulinar. Guimardes (2009) trata tais feixes
como feixes vasculares corticais, e sao observados tanto para S. quinquenervia quanto para
S. subsessiliflora (ocorréncia mais rara) nas por¢oes do ramo caulinar aéreo. Guaglianone e
Gattuso (1991) analisando S. fluminensis, S. pilcomayensis, S. cognata, S. assumptionis e S.
campestris também observam séries (uma ou duas) de feixes vasculares periféricos

externamente ao anel esclerenquimético do caule aéreo das espécies estudadas.
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Nas trés espécies de Smilax aqui estudadas e nas espécies analisadas por Caponetti
& Quimby (1956) e Ervin & Evert (1967), o caule aéreo possui a por¢ao mais externa do
cilindro vascular na forma de um anel esclerificado e na porcao interna os feixes possuem
uma bainha individual de esclerénquima e estdo dispersos no parénquima. No entanto,
como ja observado em S. polyantha (Martins & Appezzato-da-Gléria 2006), o grau de
lignificacdo das células que circundam os feixes vasculares no cilindro vascular varia de
acordo com a regido do caule analisada. No que se refere a regido do terceiro entrend, em
Smilax polyantha essa regido nao se encontra lignificada (Martins & Appezzato-da-Gldria
2006), enquanto, nas trés espécies estudadas, essa regido e também a regido do caule

préxima ao solo apresentam um anel esclerificado envolvendo todo o cilindro vascular.

Pelo exposto, a morfo-anatomia foliar: nimero de nervuras principais salientes,
epiderme em vista frontal, ocorréncia de estdmatos e de emergéncias vascularizadas ou nao,
tipo de mesofilo e arranjo dos feixes colaterais na nervura central; e caulinar: ocorréncia de
feixes periféricos, anel esclerenquimdtico e de emergéncias vascularizadas ou ndo,
associadas as outras caracteristicas vegetativas, poderd auxiliar na diagnose de espécies de
Smilax e no controle de qualidade da matéria-prima utilizada na elaboracdo de fitoterdpicos

atendendo a recomendacao da Resolugdo RDC n° 48, da Anvisa.
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Germinacao de sementes e morfologia das plantulas de espécies de Smilax

L. (Smilacaceae)

Resumo: As espécies do género Smilax, conhecidas como ‘“‘salsaparrilha”, sdo amplamente
distribuidas no Brasil e utilizadas na medicina popular por apresentarem propriedades anti-
reumdticas atribuidas ao cha de suas raizes e rizéforo. O objetivo de nosso estudo foi
fornecer informacdes sobre a germinagao de sementes e o desenvolvimento de plantulas de
Smilax brasiliensis Sprengel, S. campestris Grisebach, S. cissoides Martius ex Grisebach e
S. polyantha Grisebach. Para tanto, o delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado utilizando-se dois tratamentos (temperaturas: 30°C e 20-30°C) na presenca e
auséncia de luz. Para cada tratamento foram utilizadas quatro repeticdes. Para cada
repeti¢do foi empregada uma caixa de germinacdo de medidas 11 cm de lado por 3 cm de
altura, com tampa, onde foram adicionados 292g de areia esterilizada, contendo 45mL de
agua (60% do valor retido) e 25 sementes. Utilizou-se andlise de varidncia baseado em teste
de aleatorizacdo (distancia Euclidiana, 10000 iteracdes) para testar os valores obtidos nas
taxas de germinacao para cada espécie. A auséncia ou presenca de luz, segundo as anélises
estatisticas, apenas foi um fator significativo para a espécie S. brasiliensis, que apresentou
taxa de germinacdo de 55% na temperatura 20-30°C associada ao escuro. S. cissoides
apresentou bons resultados de germinacdo (66 e 78 %) independente do tratamento
utilizado. Para S. polyantha também ndo foram encontradas diferencas significativas entre
as temperaturas e regimes de luz testados, porém a taxa de germinacdo foi baixa (19 a
24%). Para S. campestris houve diferenga estatistica entre as taxas de germinacdo entre os
tratamentos de temperatura (68-71% para 30°C e 76-82% para 20-30°C), mas ndo entre
claro e escuro. Com respeito ao desenvolvimento das plantulas das espécies estudadas, as
folhas completamente expandidas em plantas de um ano apresentavam caracteristicas
distintas entre as espécies estudadas. Em S. brasiliensis, as folhas apresentavam formato
oval, consisténcia coridcea, trés nervuras principais salientes e estruturas espinescentes
apenas na nervura principal central na face abaxial. Em S. campestris as folhas
apresentavam formato oblongo, consisténcia coridcea e estruturas espinescentes ao longo
da margem e da nervura central. Em S. cissoides, as folhas apresentavam formato oval-
eliptico, consisténcia membrandcea, trés nervuras principais salientes com estruturas
espinescentes na face abaxial. Em S. polyantha, as folhas apresentam formato oval-eliptico,
consisténcia coridcea, trés nervuras principais salientes, sendo que as nervuras secundarias
eram transldcidas ao serem examinadas contra a luz e auséncia de estruturas espinescentes.
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1-) INTRODUCAO

As espécies do género Smilax, conhecidas como “salsaparrilha”, sdo utilizadas na
medicina popular por apresentarem propriedades anti-reumadticas atribuidas ao cha de suas
raizes e rizéforos. Tais espécies sao amplamente distribuidas no Brasil e sua exploracdo
comercial € realizada a partir do extrativismo das espécies nativas (Andreata 1997). Nao ha
registro na literatura de estudos que direcionem informagdes de germinacdo para o uso
sustentdvel dessas espécies nem mesmo foram encontrados dados de quantas plantas sdo

retiradas da natureza nem o local de onde tais plantas sdo coletadas.

Estudos de germinacdo de sementes sdo importantes para solucionar problemas
taxondmicos e filogenéticos, para auxiliar no entendimento da morfologia através da

ontogenia, para reconhecer espécies no campo (Andreata & Pereira 1990, Oliveira 2001).

Os autores que ja realizaram estudos com germinacdo de sementes e
desenvolvimento de plantulas do género Smilax foram Holm (1890), Andreata (1980),
Pogge & Bearce (1989), Andreata & Pereira (1990), Andreata & Menezes (1999), Rosa &
Ferreira (1999), D’ Antuono & Lovato (2003) e Santos et al. (2003). Nesses estudos foram
testados diferentes tratamentos e as respostas foram muito divergentes para as espécies

analisadas em relacdo a regime de luz, quebra de dorméncia e porcentagem de germinacao.

Considerando a importancia de estudos de propagacdo e comportamento
germinativo de espécies medicinais nativas, o objetivo desse estudo foi fornecer
informagdes sobre a germinacdo de sementes € o desenvolvimento de plantulas de Smilax
brasiliensis Sprengel, S. campestris Grisebach, S. cissoides Martius ex Grisebach e S.

polyantha Grisebach.

84

Smilax



2-) MATERIAL E METODOS

Coleta dos frutos

Os frutos maduros foram coletados aleatoriamente buscando-se um maior ndmero
possivel de individuos dentro da populacdo e garantindo dessa forma a variabilidade

genética dentro de cada espécie.

Foram utilizados lotes de sementes de Smilax brasiliensis, S. campestris, S.

cissoides e S. polyantha obtidos segundo as informacdes da Tabela 1.

Tabela 1. Local e data de coleta das sementes de Smilax.

Data de coleta das

Espécies Local de coleta sementes
S. brasiliensis Itapagipe - MG Abril de 2007
S. campestris Cacapava do Sul — RS Maio de 2007
S. cissoides Feira de Santana-BA Junho e Julho de 2007
S. polyantha Pratania-SP ¢ Mogi- Abril e Maio de 2006

Guacgu-SP

Experimento de germinacao

O experimento foi instalado em 27 de novembro de 2007 e desinstalado em 26 de
junho de 2008. As sementes que ndo germinaram no final do experimento foram
submetidas ao teste do Tetrazélio (Regras para Andlise de Sementes, Brasil, 1992) para

verificacdo da viabilidade das mesmas.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado utilizando-se dois
tratamentos (temperaturas: 30°C e 20-30°C) na presenca (fotoperiodo de 8 horas de luz) e
auséncia total de luz. As temperaturas foram selecionadas a partir de experimentos
descritos no capitulo 1 dessa Tese. Para cada tratamento foram utilizadas quatro repeticoes.
Para cada repeti¢do foi empregada uma caixa de germinacao de medidas 11 cm de lado por

3 cm de altura, com tampa, no qual foram adicionados 292g de areia esterilizada, contendo
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45mL de 4gua (60% do valor retido) e 25 sementes. Utilizou-se andlise de variancia
baseada em teste de aleatorizacdo (distancia Euclidiana, 10.000 iteragdes) para testar os

valores obtidos nas taxas de germinagdo para cada espécie.

Para S. polyantha foram utilizados dois lotes de sementes (provenientes de Pratinia-
SP e Mogi-Guagu-SP) cada um com quatro repeticdes de 25 sementes, totalizando 200

sementes para esta espécie.

No final do experimento foi calculado o IVG (Indice de Velocidade de Germinagio)
segundo Maguire (1962), que calcula o nimero médio de plantulas normais germinadas por

dia ou em semanas como realizado nesse estudo.

Verificacio da viabilidade de S. polyantha ap6s armazenamento

Um novo experimento utilizando a mesma metodologia descrita acima foi realizado
com S. polyantha visando testar o armazenamento das sementes apds trés anos de
acondicionamento em sacos de papel mantidos em sala a temperatura média 25°C. Para
tanto foram utilizados dois lotes de sementes (provenientes de Pratinia-SP e Mogi-Guacu-

SP) cada um com quatro repeti¢des de 25 sementes, totalizando 200 sementes.

Analise da morfologia das plantulas

Dez individuos germinados de cada espécie foram analisados e fotografados em
camera digital nos seguintes estdgios: plantulas recém-germinadas, plantulas com o
primeiro eofilo expandido, plantas jovens com cinco eofilos e plantas com um ano de idade.
Os parametros observados foram: o nimero de catafilos hialinos formados no eixo priméario
(termo adotado por Andreata & Pereira 1990), as caracteristicas da bainha cotiledonar, o
nimero e o formato das folhas juvenis, a ramificacido caulinar aérea, a formacdo do caule
subterraneo e a distin¢do entre a raiz primdria e as raizes adventicias e o estabelecimento

dessas ultimas.
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3-) RESULTADOS

O experimento de germinacdo de sementes foi acompanhado semanalmente desde a
instalacdo do experimento em dezembro de 2007 até junho de 2008, totalizando 30
semanas. A germinacdo foi constatada a partir da emissdo da parte aérea, pois as sementes

foram germinadas em caixas contendo areia.

Para a espécie S. brasiliensis (Tabela 2 e Figura 1) houve diferenga significativa
entre as temperaturas testadas e para auséncia e presenca de luminosidade. Houve interagao
entre o fator temperatura e luminosidade, ou seja, o tratamento 20-30°C no escuro diferiu
significativamente de todos os outros tratamentos e apresentou a maior porcentagem de
germinacao (55%).

Para S. campestris houve diferenca significativa entre os tratamentos de
temperatura, 68 e 71% de germinagdo para 30°C e 82 e 76% de germinacdo para 20-30°C,

mas ndo entre as condi¢des de claro e escuro (Tabela 2 e Figura 1).

Tabela 2. Porcentagem média de sementes germinadas de Smilax brasiliensis, S.
campestris, S. cissoides e S. polyantha, sob duas condi¢des de luminosidade e duas
temperaturas, no periodo de dezembro 2007 a junho de 2008, utilizando-se andlise de
variancia baseado em teste de aleatorizacdo (distancia Euclidiana, 10000 iteracdes) e IVG
(fndice de Velocidade de Germinacao).

Claro Escuro

Espécies
30°C  IVG 20-30°C IVG 30°C IVG 20-30°C IVG

S. brasiliensis 8 0,23 16 0,4 3 0,09 55 1,57
S. campestris 68 3,5 82 2,47 71 4,22 76 2,45
S. cissoides 75 1,86 78 1,8 71 2,11 66 1,63

S. polyantha 22 0,55 24 0,5 21 0,52 19 0,48
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S. cissoides apresentou bons resultados de germina¢ao com porcentagens entre 66 e
78% independente do tratamento utilizado, enquanto S. polyantha apresentou valores entre
19 e 24% (Tabela 2 e Figura 1). Em ambas espécies nao houve diferenca significativa
entre os tratamentos de temperatura e nem entre as condi¢des de claro e escuro.

O inicio da germinagdo de S. campestris foi observado a partir da terceira semana
de experimento (Anexo I) e 0 IVG (Indice de Velocidade de Germinagdo) para esta espécie
foi o mais alto (2,45 a 4,22). S. cissoides iniciou o periodo de germina¢do na quarta semana
do experimento e seu IVG variou entre 1,63 a 1,86. Ja as espécies S. brasiliensis e S.
polyantha iniciaram a germinacdo na quinta semana do experimento e obtiveram o0s
menores valores de IVG que ficaram por volta de 0,5 para S. polyantha e variaram entre

0,09 a 1,57 para S. brasiliensis.

Os dados referentes a viabilidade das sementes encontram-se na Tabela 3. Foram
consideradas sementes vidveis aquelas que apresentaram coloracdo résea (Figuras 2A-B)
ap6s a imersdo em solugdo de Tetrazolio (BRASIL, Ministério da Agricultura e Reforma
Agraria, 1992) e sementes invidveis atacadas por fungos aquelas cujo embrido havia sido
danificado pelo fungo (Figura 2C).

Ao analisar a viabilidade das sementes de Smilax brasiliensis, S. campestris, S.
cissoides e S. polyantha pelo teste de Tetrazolio foi possivel verificar que aproximadamente
50% das sementes de S. polyantha apresentavam fungos no final do experimento (Tabela
3). Para S. campestris e S. cissoides a porcentagem de sementes com fungos foi de cerca de
20%. Para S. brasiliensis essa porcentagem variou de 5% para o tratamento 20-30°C

(escuro) a 50% para o tratamento 20-30°C (claro).

S. campestris e S. cissoides apresentaram taxa de sementes vidveis no final do
experimento entre 2-10% (sementes que ndo germinaram nem apresentaram fungos), S.

brasiliensis entre 23-44% e S. polyantha entre 24-30%.
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G%

30eC 20-309°C 30¢C 20-30°C

Claro Escuro

B S.brasiliensis MW S, campestris ¥ S.cissoides W S. polyantha

Figura 1. Porcentagem de sementes germinadas (G%) de Smilax brasiliensis S. campestris,
S. cissoides e S. polyantha, sob duas condi¢des de luminosidade e duas temperaturas, no
periodo de novembro 2007 a junho de 2008.

Figura 2. Sementes de Smilax polyantha submetidas ao Teste de
Tetraz6lio para verificacdo da viabilidade. A-B. Sementes vidveis
(embrido com coloragcdo résea). C. Semente invidvel atacada por
fungos.
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Tabela 3. Viabilidade de sementes verificada a partir do Teste do Tetrazélio apos a
desinstalacdo dos experimentos de germinacdo de sementes de Smilax brasiliensis, S.
campestris, S. cissoides e S. polyantha. (V) Numero de sementes vidveis ndo germinadas;
(S/E) Numero de sementes sem embrido ou com embrido que ndo apresenta coloragdo résea
ap6s o teste; (FU) Nimero de sementes atacadas por fungos; (Ge) Nimero de sementes
germinadas.

Claro Escuro
Espécies 30°C 20-30°C 30°C 20-30°C

V SSE FU Ge V S/E FU Ge V S/E FU Ge V S/E FU Ge

S. brasiliensis 23 29 40 8 30 0 54 16 44 26 27 3 34 11 0 55
S. campestris 10 1 21 68 8 0 10 8 4 4 21 71 3 0 21 76
S. cissoides 6 0 19 75 2 0 20 78 10 0 19 71 7 0 27 66
S.polyantha 57 1 98 44 56 9 87 48 60 4 94 42 49 4 109 38

Viabilidade de S. polyantha apés armazenamento

O experimento teve duracdo de 60 dias. Ndo houve germinagdo das sementes nas
temperaturas 30°C e 20-30°C (claro e escuro). Através do Teste de Tetraz6lio verificou-se
que das 400 sementes empregadas no experimento apenas nove continuavam viaveis, 175
apresentavam fungos e 216 ndo apresentaram embrido réseo, ou seja, nao apresentavam

mais viabilidade.

Analise da morfologia das plantulas

O eixo primdrio era constituido por trés (raramente quatro) catafilos hialinos antes
da formacdo do primeiro eofilo a qual ocorria apds cerca de 15 a 30 dias a partir da
germinagdo. A bainha cotiledonar inicialmente de cor amarelada e de consisténcia tenra
(Figura 3 A, C) envolvia completamente o epicétilo diminuto (dados ilustrados no capitulo
1). A medida que a plantula se desenvolvia a bainha tornava-se amarronzada e paledcea. A
morfologia do primeiro eofilo ndo diferiu entre as espécies analisadas. O formato era oval,
apice convexo, margem lisa, base arredondada, acrédroma basal e trés nervuras principais,
consisténcia membrandcea (Figura 3 B, D). Esse primeiro eofilo ji comecava a secar
quando a planta apresentava a quinta folha juvenil e ndo era visivel na planta com um ano

(Figuras 3 E e 4).
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As folhas completamente expandidas em plantas de um ano apresentavam
caracteristicas distintas entre as espécies estudadas. Em S. brasiliensis as folhas de maior
comprimento apresentavam cerca de 8 centimetros e largura de aproximadamente 7 cm,
formato oval, consisténcia coridcea, trés nervuras principais salientes sendo a central
provida de estruturas espinescentes na face abaxial (Figura 3 F-G). Em S. campestris as
folhas de maior comprimento apresentavam cerca de 4,5 centimetros e largura de
aproximadamente 2 cm, formato oblongo-eliptica, consisténcia coridcea e apenas a nervura
principal central saliente com estruturas espinescentes na face abaxial. Também havia
estruturas espinescentes ao longo da margem (Figura 3 H-I). Em S. cissoides, as folhas de
maior comprimento apresentavam cerca de 7 centimetros e largura de aproximadamente 4
centimetros; a folha apresentava formato oval-eliptica, consisténcia membranicea e trés
nervuras principais salientes com estruturas espinescentes na face abaxial (Figura 3 J-K).
Em S. polyantha as folhas de maior comprimento apresentavam cerca de 7 centimetros e
largura de aproximadamente 4,5 cm. A folha apresentava formato oval-eliptica,
consisténcia coridcea, trés nervuras principais salientes e auséncia de estruturas
espinescentes. Na margem de S. polyantha havia uma nervura muito préxima translicida ao
ser examinada contra luz; as nervuras secundarias também eram transldcidas, caracteristica
nao observada nas demais espécies (Figura 3 L-M).

A ramificacdo caulinar aérea iniciou-se apds a formac¢do das cinco primeiras folhas
juvenis (5 meses apds a germinacao).

Com um ano de idade os individuos de S. polyantha e S. cissoides apresentavam
cerca de 5 ramos aéreos, enquanto S. campestris e S. brasiliensis apresentavam cerca de 7
(Figura 4). Em S. cissoides e S. campestris o comprimento dos ramos podia alcangar
valores superiores a 1 metro, enquanto em S. polyantha e em S. brasiliensis ndo chegavam
a 0,5 metro (30 e 40 cm, respectivamente). A espessura média dos ramos foi semelhante
entre todas as espécies e variou entre 1 e 2 mm (Figura 4). Todas as espécies apresentavam
estruturas espinescentes no entrend, porém com maior ocorréncia nas espécies S.

campestris e S. cissoides o que dificultava o manuseio das plantas na casa de vegetacao.
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Figura 3. A-B, H-1. Smilax campestris. C-D, J-K. Smilax cissoides. E, L-M. Smilax
polyantha. F-G. Smilax brasiliensis. A,C. Plantula recém-germinada. B, D. Plantula com a
presenca do eofilo. E. Plantula com a presenca do quarto protofilo. F-M. Folhas das plantas
jovens de Smilax com um ano de desenvolvimento. Escala: A-E. 0,5cm cada quadrado, F, J,
L.2cm. G, H, K, M. 1 cm, I. 0,5cm.
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Figura 4. A-C. Smilax brasiliensis. D-F. Smilax campestris. G-1. Smilax cissoides. J-L.
Smilax polyantha. A, D ,G, J. Visao geral da planta jovem com um ano. B-C, E-F, H-1, K-
L. Detalhe do desenvolvimento dos novos ramos a partir das gemas axilares subterraneas.

Escala: 0,5cm cada quadrado.
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E importante salientar que cada ramo aéreo emitido teve origem a partir de uma
gema axilar intumescida presente na base do ramo aéreo anterior conforme detalhado no
capitulo 1. Portanto, o sistema subterraneo iniciou-se em plantas a partir do quinto eofilo
sendo possivel verificar nas plantas com um ano de idade os diminutos articulos das fases
iniciais do rizéforo (Figura 4).

Em S. cissoides e em S. brasiliensis a raiz primaria ja ndo era distinta das raizes
adventicias em estdgios muito iniciais do desenvolvimento das plantulas. A raiz primdria €
apenas diferenciada em S. polyantha até o aparecimento do primeiro eofilo e para S.
campestris a raiz primdria permanece diferenciada até o aparecimento do quinto eofilo.
Apés um ano, todas as espécies apresentavam sistema radicular adventicio muito

desenvolvido composto de raizes brancas e marrons (Figuras 3 e 4).

Chave de identificacdo para plantas de Smilax brasiliensis, S. campestris, S.

cissoides e S. polyantha com ano de desenvolvimento

Quanto ao nimero de nervuras principais:
- Uma nervura principal saliente

- Formato oblongo e estruturas espinescentes na nervura principal e
na margem foliar ............ S. campestris

- Trés nervuras principais salientes

- Formato oval e estruturas espinescentes apenas na nervura principal
central weeeee S. Drasiliensis

- Formato eliptico e estruturas espinescentes nas trés nervuras
SAlIENtes weeeeessecseesaes S. cissoides

- Formato eliptico, estruturas espinescentes ausentes € nervuras
secunddrias e margem foliar translicidas ........ceeeeeeee S. polyantha
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4-) DISCUSSAO

O intervalo para o inicio da germina¢do, bem como a porcentagem de germinacao
sdo fatores que podem estar relacionados ao tempo que as sementes demandam para a
maturacdo do embrido, a auséncia e presenca de luz e a escarificacdo (Andreata & Pereira
1990). Segundo Rosa & Ferreira (1999), a maior taxa de germinacdo e o menor periodo
para o inicio de germinagao foram verificados na auséncia de luz. Pogge & Bearce (1989)
atribuem ao aumento na intensidade de luz como fator que pode acentuar a porcentagem de

germinacdo e reduzir o tempo para inicio da germinagao.

Com relacdo aos nossos dados comparativos entre a germinacdo na presenga ou
auséncia de luz observamos que este foi um fator influenciador apenas para S. brasiliensis

segundo as andlises estatisticas.

ApOs a realizagdo de vérios ensaios testando diferentes condi¢cdes de luminosidade
para a germinacdo de sementes de duas espécies de Smilax, Pogge & Bearce (1989)
observaram que a espécie ocorrente em areas abertas (S. glauca) requeria maior intensidade
de luz para a germinagdo do que S. rotundifolia que ocorre em ambientes mais sombreados.
Segundo os autores, a luz parece ser uma exigéncia para germinagcdo pelo menos em S.
rotundifolia. Tal correlagdo ndo foi observada no presente estudo, pois todas as espécies

germinaram na presencga e na auséncia de luz.

S. cissoides apresenta bons resultados de germinacdo independente do tratamento
utilizado. Trata-se de uma espécie muito observada em 4reas antropizadas onde ocorre
variacdo de temperatura entre dia e noite, e também variacdo de luz. Tal espécie parece
obter sucesso nessas dreas, pois ndo se apresenta sensivel a mudancas de temperatura e
luminosidade.

Para S. polyantha também nao ha diferencga entre tratamentos de temperaturas € na
presenca ou auséncia de luz, porém a taxa de germinagdo € baixa. Outros fatores devem
influenciar na taxa de germinacdo da espécie. Trata-se de uma espécie que apresenta alta
taxa de rebotramento em campo, mas tal taxa de rebrote nao foi reproduzida com sucesso
no laboratorio.

A alta porcentagem de germinagdo nessas temperaturas para S. campestris, S.

cissoides e S. rufescens reforcam a idéia de que a baixa taxa de germinacdo de Smilax
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polyantha ndo esté ligada apenas a variacdo de temperatura, de substrato ou de luz e sim a
algum fator intrinseco de seu metabolismo e talvez constitui uma estratégia de adaptacao da

espécie ao ambiente.

As porcentagens de germinacdo obtidas para Smilax campestris, S. cissoides e S.
brasiliensis encontradas neste estudo estdo mais proximas dos resultados obtidos por
autores como Rosa & Ferreira (1999), que verificaram taxa germinagdo para Smilax
campestris de 71% em temperatura de 30°C na presenga de luz e 51% em temperatura
alternada 25-35° e Pogge & Bearce (1989), que obtiveram taxas de germinacao entre 95%

para Smilax rotundifolia e 82% para S. glauca em temperatura de 22°C.

Quanto ao inicio da germinagdo, Rosa & Ferreira (1999) verificaram germinacio a
partir de 30 dias do inicio do experimento com presenca de luz e 15 dias na auséncia de luz.
Pogge & Bearce (1989) observaram o inicio da germinacdo a partir de dois meses para
sementes de Smilax rotundifolia e dez meses para S. glauca. Segundo Andreata (1980), o
processo de germinacdo pode variar entre 39 e 93 dias para as sementes de Smilax
rufescens, S. elastica, S. syphylitica, S. quinquenervia e S. syringoides. Em nosso estudo o
inicio da germinagdo foi verificado apds 22 dias para S. campestris e 29 dias para S.

cissoides e 36 dias para S. brasiliensis e S. polyantha.

A partir do IVG (Maguire 1962) também observamos que a melhor resposta foi
obtida para S. campestris, seguida de S. cissoides. Segundo tal indice, quanto maior o valor

obtido maior a velocidade de germina¢do e maior vigor do lote.

Com respeito a testes para quebra de dorméncia descritos por Andreata (1980),
Pogge & Bearce (1989), D’ Antuono & Lovato (2003) e Santos et al. (2003) realizamos
ensaios preliminares utilizando sementes de Smilax polyantha (espécie que demanda mais
tempo para a germinacdo) colhidas em 2004, quando foram conduzidas técnicas de
escarificacdo quimica (4cido sulfirico) e mecanica (lixa); choques de temperatura e
embebicdo em 4cido giberélico (GAj3), seguindo a metodologia encontrada em Santos et al.
(2003). Porém a\partir desse ensaio observou-se que nao houve germinagdo de sementes em
nenhum dos tratamentos utilizando-se escarificagdo, apenas ocorrendo germinagdo nas
sementes testemunhas (2% de germinagdo). Além disso, foi observado que sementes no

substrato papel filtro apresentavam mais fungos do que as em vermiculita. Tais ensaios
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contribuiram para a conducdo de nossos experimentos uma vez que descartamos
tratamentos envolvendo escarificacio de sementes e selecionamos o substrato areia
buscando evitar o aparecimento de fungos observado em papel filtro. Andreata (1980),
Pogge & Bearce (1989) e D’Antuono & Lovato (2003) também verificaram que testes de
escarificagdo de sementes do género Smilax ndo auxiliam na germinacdo e muitas vezes
podem inviabilizar a semente.

Além da importancia medicinal das espécies de Smilax descrita em inventarios
etnobotanicos e livros especializados na area, segundo Pogge & Bearce (1989), os frutos de
algumas espécies norte-americanas possuem um papel muito importante como fonte de
alimento para a vida selvagem e € amplamente consumido por aves e mamiferos. Portanto,
0 género merece uma especial atencio tanto para o desenvolvimento do cultivo de espécies

medicinais como também para a manuten¢do do equilibrio dos ecossistemas.

Segundo Tillich (2007), a germinag¢do na familia Smilacaceae € do tipo hipdgea.
Além disso, pelo fato de que seus cotilédones permanecem no interior da semente, a
germinagdo € do tipo criptocotiledonar pela classificacdo de Duke (1965). Segundo o
mesmo autor, catafilos hialinos que sucedem os cotilédones sdo comuns em espécies

criptocotiledonares, assim como verificado nas espécies estudadas.

Com respeito a andlise da morfologia das plantulas, segundo Andreata & Pereira
(1990) a raiz principal € de dificil visualizacdo desde o inicio do desenvolvimento em
Smilax elastica, S. quinquenervia, S. rufescens, S. syphylitica e S. syringoides, uma vez que
as raizes adventicias se confundem com a raiz primdria. A mesma autora também observou
a bainha cotiledonar membrandcea para todas as espécies e as caracteristicas encontradas
como fatores que diferenciam as espécies estdo concentradas nas folhas assim como
observamos no presente estudo. Porém a autora também comenta que o primeiro eofilo
pode diferenciar as plantulas, o que ndo foi observado para as espécies estudadas, uma vez

que para as quatro espécies o eofilo ndo apresenta diferengas significativas.

Holm (1890) observou que o nimero de ramificagdo de Smilax rotundifolia e S.
glauca poderia determinar a idade das plantas uma vez que a cada ano observou-se a
formacdo de apenas um ramo novo para cada espécie. No presente estudo tal correlagdo ndo

seria possivel de ser feita uma vez que ao completarem um ano de desenvolvimento, S.
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polyantha e S. cissoides apresentavam cerca de 5 ramos aéreos e S. campestris e S.

brasiliensis apresentavam cerca de 7.
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Capitulo

Ontogenia e estrutura da semente de Smilax polyantha
(Smilacaceae) e andlise comparativa da composigdo
quimica do endosperma com S. rufescens
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Ontogenia e estrutura da semente de Smilax polyantha (Smilacaceae) e analise

comparativa da composicao quimica do endosperma com S. rufescens

Resumo: Smilax polyantha ¢ uma espécie nativa do Cerrado e conhecida na medicina popular
como salsaparrilha. Apesar do uso popular, pouco se sabe sobre a propagagdo da espécie. O
objetivo desse trabalho foi descrever a estrutura da semente de S. polyantha, em diferentes fases
de desenvolvimento, visando esclarecer fatores estruturais que pudessem estar associados as
baixas taxas de germina¢ao obtidas em nossos estudos. Com o mesmo propdsito foi comparada a
composicdo quimica do endosperma da semente de S. polyantha e de uma espécie que
verificamos ter elevada taxa de germinacdo, ou seja, S. rufescens. Sementes foram fixadas na
solugdo FAA, incluidas em resina plastica, seccionadas a 10 um de espessura e coradas com azul
de Toluidina para as analises usuais, calcofluor para a celulose e outros corantes e reagentes para
a deteccdo de algumas classes de compostos. Para as andlises quimicas do endosperma, as
sementes de S. polyantha e S. rufescens, foram trituradas e apos sucessivas extragdes com alcool,
agua e hidroxido de sodio, respectivamente, foram obtidos os aglcares soliveis, hemiceluloses e
manoses, analisados em HPLC. Os 6vulos sdo ortotropos, bitegumentados, com funiculo curto,
feixe vascular Unico do tipo colateral terminando na calaza, e hipdstase formada por células
calazais e nucelares. A semente possui envoltério ndo multiplicativo, sendo a micropila bem
delimitada mesmo apds o seu amadurecimento. Nas fases de semente jovem o endosperma
apresenta nucleos livres e, a hipostase, compostos fendlicos; o tegumento externo ¢ formado por
6-10 camadas de células, com muitos idioblastos com rafides e compostos fenolicos e o interno
por duas camadas. Na semente madura o endosperma celularizado apresenta células de paredes
espessadas, o embrido ¢ pequeno, a testa apresenta células grandes, com muitas rafides e
compostos fendlicos e, o tégmen, ¢ formado por duas camadas de células alongadas no sentido
periclinal, recobertas por cuticula e com conteudo vermelho-alaranjado correspondente a
coloracdo verificada na semente madura. Na fase de dispersdo, a testa se separa do tégmen,
ficando esta presa a semente somente pela regido calazal, sendo, portanto o envoltdrio protetor do
embrido formado apenas pelo tégmen. Os testes histoquimicos demonstraram a presenca de
lipideos, proteinas e polissacarideos no conteudo celular da semente madura das espécies
analisadas. As analises quimicas mostraram maior porcentagem de hemicelulose em S. polyantha
assim como também maior propor¢do de manose e glucose, em comparagdo com S. rufescens.
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1-) INTRODUCAO

A familia Smilacaceae ¢ agrupada dentro da Ordem Liliales dentro do grupo das
monocotiledoneas, e possui apenas o género Smilax com 310 espécies que se distribuem nas
regides temperadas e tropicais (Judd et al. 2009). As plantas sdo didicas, lianas ou trepadeiras
herbaceas, com inflorescéncias que podem ser cimas umbeliformes, frutos do tipo baga,
globosos, de coloragdo do epicarpo maduro variando, dependendo da espécie, de amarelado,
alaranjado, avermelhado, vinoso, arroxeado, azulado ou preto (Andreata 1997). A mesma autora
descreveu 31 espécies como sendo validas e encontradas no Brasil, sendo que 14 destas sdo

endémicas.

Smilax polyantha e S. brasiliensis sdo espécies nativas do Cerrado e S. rufescens ¢ uma
espécie de restinga, todas conhecidas na medicina popular como salsaparrilha (Andreata 1997).
Apesar do uso popular, temos alguns estudos sobre a propagagdo da espécie entre eles, Holm
(1890), Andreata (1980), Pogge & Bearce (1989), Andreata & Pereira (1990), Andreata &
Menezes (1999), Rosa & Ferreira (1999), D’ Antuono & Lovato (2003) e Santos et al. (2003) mas

apenas Andreata (1995) e Palhares et al. (2009) descrevem a semente madura e sua composicao.

Pogge & Bearce (1989), Andreata (1980), D’Antuono & Lovato (2003) e Santos et al.
(2003) relatam testes para quebra de dorméncia realizados para reduzir o tempo do inicio da
germinagdo. Porém apenas Santos et al. (2003) observou algum resultado para a quebra de
dorméncia com a utilizagdo de escarificagdo quimica associada a utilizagdao de acido giberélico.
Os demais autores verificaram que testes de escarificacdo de sementes do género Smilax nao
auxiliam na germinacdo e, muitas vezes, podem inviabilizar a semente. Tais autores ainda citam
que a dificuldade de germinagao no género pode estar associada com caracteristicas morfologicas
da semente.

Segundo Ferreira & Borghetti (2004), a dorméncia pode ser fisioldgica, quando ligada a
inibidores quimicos; morfologica, quando ligada a imaturidade do embrido ou morfofisiologica
quando o embrido ¢ imaturo e ainda hd agdo de inibidores quimicos. Baskin & Baskin (2001)
agruparam algumas lianas ocorrentes em florestas de clima temperado nas trés categorias
descritas acima para categorias de dorméncia e classificaram S. glauca e S. rotundifolia como
sementes com dorméncia morfofisiologica baseados nos estudos de Pogge & Bearce (1989).

O objetivo desse trabalho foi descrever a estrutura da semente de S. polyantha, em

diferentes fases de desenvolvimento, visando esclarecer fatores estruturais que pudessem estar

104

Smilax



associados as baixas taxas de germinagao obtidas em nossos estudos (Capitulo 4). Com o mesmo
proposito foi comparada composi¢do quimica do endosperma da semente de S. polyantha e de

uma espécie que verificamos ter elevada taxa de germinagao, ou seja, S. rufescens.

2-) MATERIAL E METODOS

A) Material botanico
O material reprodutivo utilizado no estudo ontogenético de Smilax polyantha Grisebach
foi coletado em diferentes estagios de desenvolvimento durante os meses setembro e maio de
2006, na cidade de Pratania - SP. As sementes de S. rufescens foram coletadas na Ilha do Cardoso

- Cananéia-SP em maio de 2007.

As espécies foram identificadas pela especialista Profa. Dra. Regina Helena Potsch
Andreata e as exsicatas registradas e incorporadas ao acervo do Herbario (ESA) da Escola

Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao Paulo.

B) Estudos anatomicos

As andlises anatomicas foram realizadas em diferentes estdgios de desenvolvimento desde
a flor apods a antese até a semente madura em S. polyantha. Para S. rufescens foram analisadas
apenas sementes completamente desenvolvidas. Para as andlises histoquimicas comparativas do

endosperma foram utilizadas sementes antes e apds o inicio da germinagao.

As amostras foram fixadas em FAA 50 (Johansen 1940), desidratadas em série etilica,
incluidas em hidroxi-etil-metacrilato (Leica Historesin) e os blocos obtidos foram seccionados a
8-10 um de espessura. Para as analises histologicas usuais, o material foi corado com azul de
toluidina 0,05% em tampao fosfato e acido citrico pH 4,5 (Sakai 1973) e para a visualizacdo da
celulose com calcofluor White M2R (Hughes & McCully 1975). Apos a coloragdo as laminas
foram montadas em resina sintética “Entellan”.

Os testes histoquimicos foram realizados utilizando-se ldminas preparadas com cortes do
material em historesina. A presenc¢a de substancias lipidicas foi visualizada pelo emprego de
Sudan IV (Jensen 1962). A presenca de amido foi verificada pelo cloreto de zinco iodado
(Strasburger 1913); a presenga de compostos fendlicos pelo emprego de cloreto férrico (Johansen
1940), proteinas foram detectadas com Aniline Blue-Black (Fisher 1968), polissacarideos com a

reacdo com dacido peridodico de Schiff (PAS) (MacManus 1948), ligninas com floroglucina
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(Johansen 1940), pectinas, polissacarideos ¢ mucilagem acida com vermelho de ruténio
(Johansen 1940), mucilagem basica com azul de metileno (Langeron 1949), proteinas com
xylidine Ponceau (O’Brien and McCully 1981).

A captura de imagens digitais dos materiais preparados em laminas foi realizada em
microscopio de fluorescéncia Leica DM LB equipado com camera de video Leica DC 300F. As
escalas micrométricas foram obtidas nas mesmas condigdes Opticas utilizadas. As imagens
digitais das laminas coradas com calcoflour white foi realizada no mesmo microscopio

utilizando-se a lampada de merctrio HBO 50 W e filtro N2.1 (BP 515-560).

C) Analise quimica do endosperma

As sementes de S. polyantha e de S. rufescens foram secas a 60 °C e depois moidas. Ao
p6 resultante foi adicionado alcool 80% a 80°C, por 30 minutos para extragdo de agucares
soluveis. Apods centrifugacdo e separacdo do sobrenadante, seguiu-se a extracdo com agua
destilada aquecida a 80 °C, com agitagdo continua durante 3 horas. Apds a extracdo em agua
quente, o material foi filtrado em ndilon tipo pele de ovo e ao filtrado foram adicionados 3
volumes de etanol para precipitacdo de hemiceluloses. Ao material restante seguiu-se a extragao
com solu¢do de NaOH com boroidreto 4M aquecida a 80 °C, com agitagdo continua durante 5

horas. Os sobrenadantes foram neutralizados, dializados e liofilizados.

As fragdes obtidas foram analisadas por HPLC/PAD (cromatografia liquida de alta
resolugdo com deteccdo por pulso amperométrico) para analise de monossacarideos apds uma
hidrélise com acido sulfirico do polissacarideo. Os oligossacarideos foram analisados em
cromatografia de camada delgada apo6s digestdo do polimero com uma endo-enzima (8-

mananase).

3-) RESULTADOS

A) Estudos anatomicos

Os ovulos de S. polyantha sdo ortotropos, bitegumentados, com funiculo curto, feixe
vascular unico do tipo colateral terminando na calaza, e hipdstase formada por células calazais e

nucelares (Figura 1).
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Figura 1. A-C. Secgdes longitudinais da flor de Smilax polvantha. D. Secgio transversal do fruto
jovem de S. polyantha. Detalhe das sementes em desenvolvimento. ca: calaza; es: estigma; fv: feixes
ventrais; nu: nucelo; ov: 6vulo; po: parede do ovario; se: semente; sep: sépala; te: tegumento externo;
ti: tegumento interno.

A semente possui envoltorio nao multiplicativo, sendo a micrépila bem delimitada
mesmo apds o seu amadurecimento. Nas fases de semente jovem, a hipostase apresenta células
com conteudo fenolico e o endosperma apresenta nucleos livres. O tegumento externo ¢ formado
por 6-10 camadas de células, com muitos idioblastos com rafides e compostos fendlicos e o
interno por duas camadas (Figura 2A). Na semente madura o endosperma celularizado apresenta

células de paredes espessadas e, o embrido ¢ pequeno. A testa apresenta células grandes, com
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muitas rafides e compostos fendlicos. O tégmen ¢ formado por duas camadas de células
alongadas no sentido periclinal, recobertas por cuticula ¢ com contetdo vermelho-alaranjado
correspondente a coloragdo verificada na semente madura. Na fase de dispersao, a testa se separa

do tégmen, ficando esta presa a semente somente pela regido calazal, sendo, portanto o

envoltorio protetor do embrido formado apenas pelo tégmen (Figura 2).

N Vs $ W \N N
Figura 2. A, Sec¢do transversal da semente em desenvolvimento no fruto de Smilax polyantha. B-E.
Secgdes longitudinais do fruto jovem de S. polyantha mostrando diferentes estigios de
desenvolvimento da semente. F. Tegumentos externo e interno e endosperma G. Endosperma da
semente madura. abt: ovulo abortado; ca: calaza; ed: endosperma; fr: feixe rafeal; hp: hipostase; nu:
nucelo; sc: saco embriondrio; te: tegumento externo; ti: tegumento interno.
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O embrido nas duas espécies € linear e pequeno, posicionado proximo ao tegumento e
junto a micropila a qual ¢ oposta ao hilo. O cotilédone haustorial ¢ terminal e a plumula ¢
deslocada lateralmente (Figura 3 A). Em alguns planos de corte ¢ possivel visualizar o polo

radicular (Figura 3 B).

g [
Ty
g AL
i
u'_\_l

p LR
%1 R

Figura 3. A-B. Sec¢do longitudinal do embrido de Smilax polyantha (A) e Smilax rufescens.
Setas = Meristemas apicais, Cot = cotilédone

Os testes histoquimicos realizados no endosperma (Tabela 1) revelaram que o conteudo
celular apresenta substancias de natureza proteica (Figura 4 A-B), lipidica (Figura 4 C-D) e
polissacaridica (Figura 5 E-F), sendo que a parede secundaria espessada apresenta fraca reacao
ao calcofluor (Figura 4 E-F ) e ndo apresenta lignina, mas reage positivamente para

polissacarideos totais (Figura 5 E-F).
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Tabela 1. Corantes e reagentes empregados nas sementes de S. polyantha e de S. rufescens antes
da germinacdo. O simbolo (+) indica reacdo positiva e o simbolo (-) indica reagdo negativa. O

endosperma foi analisado quanto ao conteudo celular e parede.

Corantes e reagentes

Contetdo celular

Parede celular

Aniline Blue-Black (Proteinas)

Azul de metileno (mucilagem basica)

Cloreto férrico (compostos fenolicos)

Cloreto de zinco iodado (amido)
Floroglucina (lignina)

Reagdo com acido periddico de Schiff
(PAS) (polissacarideos)

Sudan IV (lipideos)

Vermelho de ruténio (pectinas e
mucilagem acida)

(+)
(+)
Q)
(+)
)
(+)
(+)

(+) lamela média

Q)
(+)

(+) somente algumas células
proximas ao hilo

Q)
Q)
(+)
Q)
(+)

Antes da germinagdo da semente ndo ha graos de amido no endosperma, porém logo

apds a germinacao observamos a presenga de graos de amido no cotilédone (Figura 5 A-D) e as

paredes das células do endosperma antes espessadas e exibindo reacao positiva com PAS (Figura

5 E-F) sdo degradadas (Figura 5 G-J). As proteinas encontradas no contetido celular parecem nao

ser degradadas no processo de germinagdo (comparar as figuras 4 A e B).
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Figura 4. A-F. Sec¢ao longitudinal do endosperma da semente. A-C, E. Smilax polyantha. D, F.
Smilax rufescens. A. Proteinas totais evidenciadas pelo Aniline Blue Black antes da germinacao.
B. Proteinas detectadas pelo Xylidine Ponceau ap6s a germinacgdo. C-D. Deteccdo de lipideos
através da reagdo positiva para Sudan IV. Os lipideos acumulam-se junto das pontoacdes em
Smilax rufescens. E-F. Celulose evidenciada pelo calcofluor white na parede das células do
endosperma. Observar que hd mais pontoacdes em Smilax rufescens.
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Figura 5. A-J. Seccdo longitudinal do endosperma da semente. A-E, G-J. Smilax polyantha. F. Smilax
rufescens. A-B. Cortes ap6s a reagdo com cloreto de zinco iodado mostrando auséncia de graos de amido na
semente nao germinada. C-D. Acimulo de graos de amido (pontos escuros) nas células do cotilédone da
semente recém germinada. E-F. Paredes secunddrias espessadas e contedo celular apds reagao positiva com

PAS. G-J. Semente recém germinada com a degradacao das paredes celulares evidenciada pela reacao
negativa ao PAS. I-]. Detalhe das paredes degradadas do endosperma.
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B) Analise quimica do endosperma

Para a extragdo a partir de NaOH obtivemos 46,26% de hemicelulose/peso total
no endosperma das sementes de S. polyantha enquanto em S. rufescens resultou em
rendimento de 35,54%. (Tabela 2). A propor¢ao de glucose ¢ manose também difere
entre a semente das duas espécies sendo maior a quantidade de manose em Smilax

polyantha (Tabelas 3 ¢ 4) .

Tabela 2. Rendimentos obtidos ap6s extracao das sementes de Smilax com NaOH 4M.

Total extraido % de hemicelulose/peso

Amostra em NaOH 4M total
Smilax

polyantha 0,4626 46,26
Smilax

rufescens 0,3554 35,54

Tabela 3. Analise por cromatografia de alta performance com detec¢ao por pulso amperométrico
(HPLC/PAD) dos monossacarideos provenientes da digestdo dos polissacarideos de parede
celular de Smilax polyantha e Smilax rufences com acido sulftrico 72 % . Os dados sdo as % da
area dos picos dos cromatogramas.

Monossacarideos  Smilax polyantha  Smilax rufescens

Fucose 0,0 0,0
Arabinose 0,0 0,0
Ramnose 0,0 0,0
Galactose 1,9 2,0
Glucose 67,3 75,5
Manose 30,7 22,5

Tabela 4. Razao entre manose e glucose do endosperma de Smilax polyantha e Smilax rufenses.

Razéo MAN/GLC

Smilax polyantha Smilax rufescens
4,3 3,4
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4-) DISCUSSAO

Andreata (1995) analisando a anatomia da semente de S. quinquenervia também observou
o tegumento externo da semente formado por uma camada hialina e elastica que se degenera
quando a semente ¢ retirada do interior do fruto maduro e o tegumento interno formado por

células de coloragdo avermelhadas formando a testa.

A semente de Dioscorea, género de plantas que ja foi classificado como muito proximo
de Smilax, apresenta caracteristicas similares as descritas no presente estudo, ou seja, o embrido
localiza-se perto da borda da semente, o endosperma ocupa quase o todo espago do interior da
semente, o cotilédone ¢ haustorial e se desenvolve em dire¢do ao centro do endosperma durante a

germinacgdo (Lawton & Lawton 1967).

De acordo com Palhares et al. (2009), o embrido de S. goyazana é encontrado disperso na
natureza ainda imaturo, ou seja, na fase de torpedo. No entanto, nas espécies aqui estudadas o
embrido apresenta o Unico cotilédone expandido e o eixo embrionario com os polos caulinar e
radicular diferenciados como observado por Andreata & Menezes (1999) em Smilax

quinquenervia.

Os polissacarideos de reserva de parede celular ocorrem principalmente em sementes e
podem ser classificados de acordo com suas estruturas quimicas em mananos, xiloglucanos e
galactanos (Buckeridge et al. 2000). Palhares et al. (2009) encontraram alta porcentagem de
xilose e glucose e também arabinose e galactose na andlise quimica das sementes de S. goyazana.
No presente estudo ndo foi detectada xilose, arabinose e galactose nas sementes de S. polyantha e
S. rufescens, e sim manose em grande quantidade. Além disso, observamos que a degradacdo da
parede do endosperma coincide com o acimulo de amido no cotilédone. Segundo Buckeridge et
al. (2000), paralelamente a degrada¢do de galactomanano no endosperma, o amido ¢ produzido
transitoriamente nos cotilédones (Buckeridge e Dietrich 1996). Dirk et al. (1999) propuseram que
a degradagdo de reservas de parede celular e a sintese de amido poderiam estar bioquimicamente
relacionadas. Horner & Arnott (1966) comentam que as sementes de Yucca nao contém amido e
que os carboidratos possivelmente estdo armazenados nas paredes espessadas das células do
endosperma. Segundo os autores, as sementes de Yucca ainda ndo germinadas apresentam

proteinas e lipideos no interior das células do endosperma como observado nas espécies de
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Smilax aqui estudadas. No entanto, ndo verificamos a mobilizacdo das proteinas durante a

germinacao como descreveram os autores.

Para Ferreira e Borghetti (2004), a dorméncia pode se resultado de impermeabilidade de
envoltorios (fisica), inibicdo quimica (fisiolégica), em resposta a imaturidade do embrido
(morfologica) ou morfofisiologica quando o embrido ¢ imaturo e ainda hd ag¢do de inibidores
quimicos. No caso das sementes de S. polyantha e S. rufescens ndo verificamos dificuldade de
embebicdo da semente (dados ndo publicados), nem diferengas entre os embrides analisados,
porém encontramos diferencas na composicao quimica das paredes celulares do endosperma das
sementes. Segundo Buckeridge et al. (2000), cada um dos polissacarideos de reserva de parede
celular apresenta fungdes secundarias tais como o controle da embebicdo e distribuicdo de agua
nos tecidos das sementes e o controle da expansdo celular dos cotilédones. Sendo assim, ¢
provavel que a demora na germinagdo das sementes em S. polyantha esteja associada a parede do
endosperma da semente. Tais dados estdo de acordo com os descritos por Baskin e Baskin (2001)
que agruparam S. glauca e S. rotundifolia na categoria de dorméncia morfofisiologica baseados

nos estudos de Pogge & Bearce (1989).
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Capitulo

Andlise granulométrica e microscopica
comparada de drogas pulverizadas e
originadas de espécies de salsaparrilha

(Smilax L.)
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Analise granulométrica e microscopica comparada de drogas
pulverizadas e originadas de espécies de salsaparrilha (Smilax L.)

Resumo: A producio de drogas vegetais e medicamentos a base de plantas vem seguindo
trajetéria ascendente de produgdo e qualidade. No entanto, € necessdrio considerar que o
controle de qualidade prevé obrigatoriamente o estudo botanico, farmacognéstico e
fitoquimico das plantas. A microscopia da droga integra ou pulverizada € uma ferramenta
importante na identificacdo da espécie a ser empregada e que muitas vezes pode solucionar
problemas de ordem imediata. As espécies do género Smilax L. sd@o popularmente
conhecidas como salsaparrilha ou japecanga, encontradas em todo territério brasileiro e
utilizadas na medicina popular como depurativo, fortificante e anti-reumético, sendo
identificadas apenas pelo nome popular em sua comercializagdo. O objetivo do presente
trabalho foi estudar a granulometria e investigar marcadores anatdmicos em amostras de
salsaparrilha cominuidas. Para tanto, folhas, caules, raizes e rizéforos de Smilax
brasiliensis, S. cissoides e S. polyantha foram conduzidos a secagem em estufa de fluxo de
ar a 40°C por 72 horas. Apds esta etapa, procedeu-se a pulverizagdo em moinho de facas
com prosseguimento em moinho de bolas. Posteriormente executou-se uma uniformizagao
em tamis com malha de abertura igual a 210um. A andlise microscépica dos pds-obtidos,
teve inicio com uma clarificacio com hipoclorito de sédio a 2%, seguida de lavagem e
imersdo em tampao fosfato pH 6,8 e coloragdo com azul de toluidina pH 6,8 para contraste
das particulas. Foram observados nos fragmentos de folha das trés espécies estomatos
paraciticos, células sinuosas do mesofilo, esclereides fibriformes e células do parénquima
vascular lignificadas contendo monocristais em seu interior. No caule das trés espécies
observou-se a ocorréncia de células do parénquima vascular altamente lignificadas e
alongadas longitudinalmente, idioblastos contendo substincias fendlicas, aglomerados de
células do parénquima cortical de formato retangular, fibras, grios de amido, sendo
marcante para Smilax brasiliensis a presenca braquiesclereides. Na raiz e no rizéforo das
trés espécies foram encontrados esclereides fibriformes, braquiesclereides, fibras,
elementos de vaso escalariformes e pontoados, células do cortex interno das raizes com alto
grau de espessamento e a coloracdo amarela-pardacenta de algumas partes, células corticais
retangulares com as paredes delgadas, presenca de muitos graos de amido e aglomerados
celulares contendo células endodérmicas. Para a andlise da granulometria e determinagdo
de densidade foi estudada apenas a espécie Smilax polyantha. Determinou-se a densidade
aparente de cada amostra: ramos (0,608 gmL'l); rizéforo (0,634 gmL'l); raiz (0,558 gmL'l);
o diametro médio de particulas (ramos: 256 um, rizéforo: 277 um e raiz: 174 pym) e a
densidade caracteristica da fracdo da droga selecionada na tamisacao (fracdo que continha
particulas iguais ou menores do que a particula de didmetro médio): ramos (0,653 gmL™);
rizéforo (0,662 gmL‘l); raiz (0,596 gmL'l).
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1-) INTRODUCAO

A familia Smilacaceae € composta por lianas ou trepadeiras herbaceas, raramente
subarbustos ou arbustos. As plantas sdo didicas e podem apresentar rizoforos e seus caules
e ramos aéreos sdo, em geral, aculeados. Possuem folhas simples, alternas, com bainhas
bilabiadas; peciolos providos ou ndo de um par de gavinhas; laminas coridceas a
membrandceas e venacdo primdria acrédroma. As inflorescéncias podem ser cimas

umbeliformes (Andreata 2000).

Segundo Judd et al. (2009), a familia Smilacaceae possui apenas um género

(Smilax) com 310 espécies que se distribuem nas regides temperadas e tropicais.

As espécies do género Smilax L. sdao conhecidas no mundo todo por suas
propriedades medicinais, entre elas, as atividades anti-reumadtica, antiinflamatoria e
antioxidante, atribuidas as suas raizes e rizéforos (Jiang & Xu 2003). No Brasil o género é
popularmente conhecido como salsaparrilha ou japecanga, encontrado em dreas de Cerrado,
floresta ou Restinga, distribuidas por todo territério brasileiro. Apesar da intensa utiliza¢ao
da planta no pais, sua utilizacdo na medicina popular ndo se preocupa com a identificacao

das espécies e sua comercializagdo € realizada apenas pelo nome popular (Lorenzi 2002).

A identificacd@o botanica das espécies comercializadas é de fundamental importancia
uma vez que a correta identificacdo e a caracterizagdo morfoanatdmica das plantas sdo
fundamentais para o controle de qualidade da matéria-prima utilizada na elaboracido de
fitoterapicos, garantindo desta forma, a confiabilidade dos mesmos (Ming 1994). De acordo
com Ferreira et al. (1998), a indistria farmacéutica nacional de fitoterdpicos necessita
investir na pesquisa, especialmente no controle de qualidade para atingir os padrdes

mundiais.

O objetivo deste trabalho foi eleger marcadores anatdmicos para a padronizaciao da
andlise microscopica da droga vegetal pulverizada de trés espécies de salsaparrilha: Smilax

brasiliensis Sprengel, S. cissoides Martius ex Grisebach e S. polyantha Grisebach.
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2-) MATERIAL E METODOS

Analise de granulometria

Os individuos de Smilax polyantha Grisebach foram coletados em Pratania-SP
(dezembro, 2005), separados em ramos (folhas e caule aéreo), raizes e rizoéforos e
conduzidos a secagem em estufa de fluxo de ar a 40°C por 72 horas. Apds esta etapa,

procedeu-se a pulverizacio das drogas em moinho de facas.

Em seguida a densidade aparente dos pds obtidos foi determinada segundo os
procedimentos e cdlculos indicados por Martins & Sacramento (2004), utilizando-se
capsulas gelatinosas duras de tamanho 0, que possuem um volume conhecido de 0,688mL
(Figura 1 A-D). Quatro grupos de vinte e cinco cdpsulas foram preenchidos com as drogas
pulverizadas originadas de ramos, rizéforo e de raizes, porém antes desta acgdo,
determinavam-se as massas das cdpsulas vazias referentes a cada grupo. Apds o
preenchimento, a massa de cada grupo foi determinada, e a densidade aparente foi
calculada dividindo-se os valores de massa por exatamente 17,20mL (25 x 0,688mL)
obtendo-se assim os valores de densidade aparente denominada D1 (referente as drogas

pulverizadas apenas em moinho de facas)

Procedeu-se o estudo da granulometria conduzindo quantidades exatas de 50,000g
do p6, obtidas por amostragem e quarteamento em quadruplicatas, a passagem por tamises,
sequencial e verticalmente dispostos contendo as seguintes aberturas de malhas: 840um,
420um, 210pum, 177um, 125um, 74pum e coletor (Figura 1E), por 30 minutos, empregando
uma base vibratéria com reostato regulado para o nivel 10 de intensidade (Figura 1F). A

massa de cada fragdo retida nos tamises foi determinada em balanc¢a semi-analitica.
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Figura 1. A. Encapsulador e seus utensilios utilizados no método de determinacdo da
densidade aparente das drogas pulverizadas. B-D. Processo de preenchimento de cdpsulas
com a droga vegetal pulverizada (Smilax polyantha Grisebach) para o posterior célculo da
densidade do p6. E. Tamises empilhados criando a sequéncia de tamanhos de malha
utilizados no estudo granulométrico. F. Conjunto base vibratdria e tamises.
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Em seguida, calculou-se o diametro médio de particulas através do cruzamento de
duas curvas obtidas num estudo de regressdo linear: a curva de retencdo expressa como a
frequéncia relativa acumulada das massas retidas em cada um dos tamises; € a curva de
passagem, que retrata a quantidade de droga pulverizada que atravessou a malha do tamis
anterior, considerando toda a quantidade de pé que foi depositada no primeiro tamis da
sequéncia (Alberton et al., 2001; Martins & Sacramento, 2004).

De posse dos valores referentes ao diametro médio das particulas para o p6 de cada
orgdo de S. polyantha, executou-se uma trituracdo subsequente em moinho de bolas para
aquelas fragdes que continham particulas de diametro médio maior do que o verificado,
padronizando-as, utilizando um tamis cuja malha possuia aberturas equivalentes ou
proximas inferiores ao didmetro médio das particulas (diametros iguais ou menores do que
o didmetro médio determinado).

Realizou-se em seguida a determinacdo da densidade do p6 padronizado,
considerando-se quatro grupos de vinte e cinco cdpsulas com quantidades suficientes do pé

padronizado. Os valores de densidade assim obtidos foram denominados de D2.

Analise microscépica da droga pulverizada

Foram analisados folhas, caules, raizes e rizoéforos de Smilax brasiliensis, S.
cissoides e Smilax polyantha coletados nos municipios de Itapagipe-MG, Feira de Santana-
BA e Pratania-SP, respectivamente, secados em estufa de fluxo de ar a 40°C durante 72
horas. Apds esta etapa, procedeu-se a pulverizacdo em moinho de facas e de bolas nesta
sequéncia para posterior uniformizagcdo das particulas do p6 em tamis com malha de
abertura de 210um. Para a anédlise microscopica utilizou-se uma quantidade suficiente do
po de cada o6rgdo acondicionada em um funil contendo papel de filtro. A cada funil foram
acrescentadas quantidades de hipoclorito de sd6dio comercial (mdx 2% de cloro ativo)
suficientes até a completa clarificacdo do material. Procederam-se sucessivas lavagens do
po clarificado com dgua destilada e, posteriormente, com tampao fosfato pH 6,8, para a
remocgado do excesso de clarificante (Martins & Sacramento, 2004). Apds as lavagens com o
tampao, procedeu-se a coloracdo com azul de toluidina pH 6,8 para contraste das particulas
(Feder & O’Brien, 1968). Os p6s corados foram retirados do papel filtro com a ajuda de
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uma espatula e colocados sobre laminas de vidro contendo uma gota de solu¢do de
glicerina-dgua a 50%.

A captura de imagens digitais dos materiais preparados em laminas foi realizada em
microscopio de fluorescéncia Leica DM LB equipado com cadmera de video Leica DC

300F. As escalas micrométricas foram obtidas nas mesmas condi¢des Opticas utilizadas.

3-) RESULTADOS

Analise de granulometria

Com base no estudo de regressdo linear efetuado para as curvas de passagem e
retencdo estimou-se o didmetro médio das particulas podendo o processo de moagem ser
avaliado. Considerou-se como tamanho do didmetro médio das particulas o valor
correspondente ao cruzamento das curvas de retengdo e passagem, equivalendo a 50% de

passagem e/ou retengao.

O diametro médio das particulas estimado pelo estudo de regressdo linear atingiu
256um para o pé originado dos ramos de Smilax polyantha (Figura 2), 277um para os

riz6foros (Figura 3) e 174um para as raizes (Figura 4).
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Particula média Smilax polyantha
Passagem Y=-113,8241241X +79,25566055 Regress&o da Passagem
Retengéo Y=113,8241241X +20,74433945 Regressdo da Retencao
0,2570
0,0000
0 20 40 60 80 100
Porcentagem

Figura 2. Particula média referente ao p6 originado a partir dos ramos (folhas e caules
aéreos) de S. polyantha Grisebach.

Particula média Smilax polyantha
Passagem Y=-116,302072X +82,32239926 Regresséo da Passagem
Retengéo Y=116,302072X +17,67760074 Regressdo da Retengdo
0,2779
0,0000
0 20 40 60 80 100
Porcentagem

Figura 3. Particula média referente ao p6 originado a partir dos rizéforos de Smilax
polyantha Grisebach.
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Particula média Smilax polyantha

Regressao da Passagem
Regressao da Retengao

Passagem Y=-101,2735129X +67,68607504
Retengao Y=101,2735129X +32,31392496
0,3480
0,1740
0,0000 ‘ —— T
0 20 40 60 80
Porcentagem

100

Figura 4. Particula média referente ao p6 originado a partir das raizes de Smilax polyantha

Grisebach.

Os valores médios de densidade do pé para as drogas vegetais obtidas em moinho

de facas (D1), e padronizadas (D2) constam na Tabela 1.

Smilax

126



Tabela 1. Valores das densidades aparentes (g.mL") verificadas para os pés obtidos do
moinho de facas (D1) e padronizados (D2) provenientes de 6rgdos de Smilax polyantha
Grisebach. Média de quatro repeti¢cdes.

Pulverizacao/Padroniza¢ao Ramos Rizoéforo Raizes

Moinho de facas (D1) 0,608+0,006 0,634+0,004 0,558+0,009

Moinho de facas +

padronizagio* (D2) 0,65340,003 0,662+0,009 0,596£0,009

* em funcdo do diametro médio de particulas

Analise microscopica da droga pulverizada

A anélise da microscopia dos pds obtidos de S. polyantha forneceu marcadores
microscOpicos que podem ser usados para comparacdo de amostras e exclusdo de
contaminantes e adulterantes vegetais. Foram observados na folha: células epidérmicas,
estOmatos paraciticos, células sinuosas do mesofilo e esclereides fibriformes (Figura 5 A-
E). Na raiz (Figura 5 F-I) e no rizéforo (Figura 5 J-N) foram observados: esclereides
fibriformes, fibras e fragmentos dos elementos de vaso com espessamento das paredes do

tipo escalariforme e pontoado (Figura 5 H).
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Figura 5. A-N. Caracteres anatomicos verificados na andlise do p6 de Smilax polyantha
Grisebach. A-E. Particulas encontradas na andlise do pé de ramos (folhas e caule). A.
Estomatos paraciticos. B-C. Células do mesofilo com contorno sinuoso. D-E. Esclereides.
F-1. Particulas encontradas na andlise do p6 de raizes. F. Fibra. G,I. Esclereides. H.
Elementos de vaso. J-N. Particulas encontradas no pé de rizéforos. J. Fibra. L-M.
Esclereides. N. Fragmento de elemento de vaso.
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Nos fragmentos de folha (Figura 6 A-E) de S. brasiliensis e S. cissoides foram
observados estdomatos paraciticos, células sinuosas do mesofilo, esclereides fibriformes,
paredes dos elementos de vaso com espessamento do tipo escalariforme e células do

parénquima vascular lignificadas contendo monocristais em seu interior.

No caule (Figura 6 F-I) de Smilax brasiliensis e S. cissoides observou-se a presenca
de células do parénquima vascular altamente lignificadas e alongadas longitudinalmente,
idioblastos contendo substincias fenodlicas, paredes dos elementos de vaso com
espessamento do tipo escalariforme, aglomerados de células corticais de formato
retangular, fibras, grios de amido, sendo marcante para Smilax brasiliensis a presenca

braquiesclereides (Figura 6 F).

Na raiz e no rizoéforo de Smilax brasiliensis e S. cissoides foram encontrados
esclereides fibriformes, braquiesclereides, fibras, paredes dos elementos de vaso com
espessamento do tipo escalariforme, células do cortex interno das raizes com alto grau de
espessamento e a coloragdo amarela-pardacenta (anterior a coloracdo com azul de
toluidina) de algumas partes, células corticais retangulares com as paredes delgadas e

presenca de muitos graos de amido (Figura 6 J-Q).
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Figura 6. A-Q. Caracteres anatdmicos verificados na andlise microscdpica das drogas de
salsaparrilha pulverizadas. A-D, F-H, J-L, N-O. Smilax brasiliensis Sprengel. E, I, M, P-Q.
S. cissoides Martius ex Grisebach. A-E. Folha. F-1. Caule. J-M. Raiz. N-Q. Rizéforo. A, F,
J, N. Braquiesclereides. B, O. Paredes dos elementos de vaso com espessamento do tipo
escalariforme. C, H. Estomatos. D. Monocristais. E, I, K, L, P. Esclereides fibriformes. G.
Aglomerados de células corticais de formato retangular. M, Q. Células contendo graos de
amido.
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4-) DISCUSSAO

Os valores de D1 indicam as diferencas de constituicao tecidual entre os 6rgios de
S. polyantha que originaram as drogas vegetais pulverizadas. Com base nestes valores,
sugere-se uma proporcao maior de esclerificagdo dos tecidos do rizéforo e dos ramos, uma
vez que os valores de D1 respectivos foram maiores do que o valor obtido para a raiz, para
a qual se sugere uma proporcdo maior de células parenquimadticas, mesmo em estagio
avangado de desenvolvimento. Os valores de D2 foram maiores quando comparados aos de
D1 indicando que o processamento em moinho de bolas contribuiu para continuar o
processo de cominui¢do (redugdo no tamanho das particulas) das respectivas drogas, pois

particulas menores podem ser mais facilmente acomodadas num mesmo volume.

Considerando-se as drogas pulverizadas originadas das raizes e rizéforos das trés
espécies: Smilax brasiliensis, S. cissoides e S. polyantha, ndo ofereceram possibilidades
seguras de distingdo morfoanatdmica. Sendo assim, para uma autenticidade destas drogas,
com menor grau de incerteza, inclusa numa andlise de controle de qualidade primario,
torna-se necessdrio que as amostras pulverizadas sejam acompanhadas das respectivas
folhas para uma andlise conjunta. A fragmentagdo das folhas de S. brasiliensis fornece
particulas de tamanho uniforme ainda com caracteres anatdmicos. Em S. cissoides, os
fragmentos sdo menores e menos uniformes, talvez pelo fato de as folhas serem
membrandceas e ndo oferecerem resisténcia maior a pulverizacio. Vale a pena salientar que
nas folhas e no caule de S. brasiliensis existe uma predominancia de braquiesclereides. Tais

esclereides ndao foram observados em S. polyantha.

Os demais marcadores anatomicos foliares descritos no presente estudo, ou seja,
estdmatos paraciticos, células sinuosas do mesofilo, esclereides, monocristais e graos de

amido também foram relatados por Gattuso (1995) para folhas de Smilax campestris.

Segundo Jackson & Snowdon (1990), pode-se encontrar em amostras de Smilax
ornata e S. regelii caracteres diagndsticos tais como graos de amido compostos e graos
isolados poliédricos e pequenos; cristais aciculares de oxalato de calcio; células dos
elementos de vaso com paredes espessadas do tipo escalariforme e reticulado; células
fibrosas alongadas com paredes espessadas. Todos esses caracteres estdo de acordo com as

observacoes deste trabalho.
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As técnicas de microscopia Opticas aqui empregadas ofereceram subsidios técnicos
para uma andlise eficiente de fragmentos microscopicos dos ramos, raizes e rizéforos de
salsaparrilha. Porém entre as trés espécies analisadas caracteres ndo puderam ser eleitos
como marcadores intra-especificos. Talvez, tais caracteres pudessem auxiliar em casos de
contamina¢do da droga com outros géneros de plantas, tais como Herreria, classicamente

mencionada em casos de falsificacdo da salsaparrilha (Cunha 1937, Stellfeld, 1940).
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Estabelecimento dos perfis cromatograficos de espécies de Smilax por
HPLC-UV-PDA

Resumo: A analise do perfil cromatografico por HPLC-UV-PDA (High Performance
Liquid Chromatography coupled to Diode-array Detector) de Smilax brasiliensis, S.
campestris, S. cissoides ¢ S. polyantha Grisebach tem como objetivo verificar se as
substancias encontradas em seu extrato sdo similares as descritas na literatura e avaliar
dessa maneira sua possivel atividade farmacoldégica. Para isso, aliquotas dos extratos
metanolicos (EMeOH) dos ramos, raizes e rizéforo foram individualmente analisadas por
HPLC-UV-PDA com monitoramento entre 254 ¢ 360 nm. A identificagdo dos picos foi
realizada a partir da analise dos respectivos espectros de ultravioleta e co-injecdo de
padrdes comerciais. A partir destas analises foram identificados nos extratos EMeOH de
raiz, rizéforo e folhas os picos correspondentes as substincias: acido clorogénico, acido
cafeico, rutina, acido p-cumarico, acido fertlico e acido trans-cinamico. Tais dados estio
de acordo com os estudos encontrados na literatura ja realizados com outras espécies de
Smilax. A presenga de substidncias como acidos fendlicos e flavondides pode estar
relacionada a atividade antioxidante, anti-inflamatoria, anti-reumatica e como
hepatoprotetor, como demonstram os ensaios farmacoldgicos encontrados na literatura
realizados com extratos das espécies S. aspera, S. bockii e S. glabra. Nos estudos realizados
ndo foi detectada atividade anti-inflamatdria estatisticamente significativa a partir dos

ensaios farmacologicos realizados com extrato metanolico das raizes de S. polyantha.

135

Smilax



1-) INTRODUCAO

O género Smilax consta da Farmacopéia Brasileira de 1929 com as espécies Smilax
papiracea, S. syphilitica, S. officinalis e S. medica, denominadas como salsaparrilha, sendo

descritas de acordo com o modo como as raizes sdo amarradas em feixes.

Em 1997, Andreata fez a revisdo do género Smilax no Brasil, descrevendo 31
espécies como validas, sendo 14 exclusivamente brasileiras. Das 31 espécies, 10 sdo

denominadas salsaparrilhas, sendo que sete destas possuem propriedades medicinais.

Stellfeld (1938) atribui a salsaparrilha a propriedade de aumentar o teor de
colesterina no sangue, sendo que esta tem papel importante nos processos de imunizagao,
como na a¢do anti-hemolitica, sugerindo que esta planta seria promissora no tratamento via

oral de ulceras de origem sifilitica, escrofulosa ou tuberculosa.

Estudos mais recentes atribuem a Smilax aspera propriedades analgésicas (Monteiro
& Andreata, 1997), além de antioxidantes devido a presenga de um componente fenolico
denominado tocoferol (Demo et al., 1998). Para Smilax goyazana A. DC. sdo atribuidas
propriedades depurativas, anti-reumaticas, diuréticas e para problemas hepaticos (Almeida

et al., 1998) (Tabela 1).

A propriedade anti-reumatica foi comprovada pelo estudo de Jiang & Xu (2003),
que demonstrou a atividade do extrato aquoso do ‘rizoma’ (aqui referido como rizéforo) de
Smilax glabra Roxb. atuando como agente terapéutico em doengas imuno-inflamatorias,

como ¢ o caso da artrite reumatica em ratos (Tabela 1).

O objetivo do presente trabalho foi analisar o perfil quimico de Smilax brasiliensis,
S. campestris, S. cissoides e S. polyantha Grisebach, ainda n3o descritos na literatura,
visando verificar se as substancias encontradas em seu extrato sdo similares as encontradas

na literatura e avaliar dessa maneira sua possivel atividade farmacologica.
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Tabela 1. Panorama quimico-farmacolégico de espécies de Smilax ja estudadas.

Atividade

Espécie Substancias identificadas P Referéncias
farmacoldgica

Smilax aspera -antocianinas ND Longo & Vasapollo,
(frutos) -flavonoides 2006
Smilax aspera -tocoferol Antioxidante Demo et al., 1998
(folhas)
Smilax bockii -flavonodides Antiinflamatoria Xu et al., 2005
(raiz) acidos fenolicos
Smilax bockii -flavonoides, ND Guo et al., 2004
(rizoforo) -acidos fenolicos glicosilados,

-cromonas.
Smilax bracteata -flavonodides ND Lietal., 2002
(rizoforo) -estilbeno

-fenilpropanodides

glicosilados

Smilax china
(caule)
Smilax china
(raiz)

Smilax china
(rizoforo)
Smilax glabra
(riz6foro)
Smilax glabra
(rizo6foro)
Smilax glabra
(rizoforo)

Smilax glabra
(riz6foro)
Smilax glabra
(rizo6foro)

Smilax glabra
(rizoforo)

Smilax glabra
(rizoforo)

Smilax glabra
(riz6foro)

Smilax glyciphylla
(folhas e ramos)
Smilax medica
(raiz)

Smilax menispermoidea
(rizoforo)

Smilax officinalis
(riz6foro)

Smilax ornata
Smilax spinosa
(raiz)

-fenilpropanoéides glicosilados
ND

-saponinas

-polipeptideos

- polipeptideos

-flavonoides

-cromonas

-acidos fenolicos

-estilbenos

ND

ND

ND

-flavonoides
-fenilpropandides glicosilados
-chalconas

-saponinas

-saponinas

-saponinas

ND

-antocianinas

-flavonoides

-taninos condensados
-saponinas

Citotdxica para células
tumorais

Antioxidante

ND

Hemaglutinante
Hemaglutinante,

Antiviral
Hepatoprotetor

Atividade anti-reumatica
Antiinflamatoria,
doengas

imunoinflamatdrias
Hepatoprotetora

ND
Antioxidante
Antifungica
ND

ND

Lepra

Atividade anti-oxidante,
Antimicrobiana

Kuo et al., 2005
Lee et al., 2001
Shu et al., 2004
Ng &Yu, 2001
QOoi et al., 2004

Chen et al., 1999

Jiang & Xu, 2003

Jiang et al., 1997

Xu et al., 2000

Du et al., 2005

Chen et al., 2000
Cox et al., 2005
Sautour et al., 2005
Ju & Jia, 1992
Bernardo et al., 1996

Rollier, 1959
Navarro et al., 2003

ND: nio determinado

Smilax
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2-) MATERIAL E METODOS
Material Botanico

As quatro espécies de Smilax foram coletadas em diferentes biomas brasileiros de
acordo com a Tabela 2. Para os estudos de perfil quimico, foram coletados
aproximadamente 3 individuos de cada espécie e os 6rgaos vegetativos (ramos aéreos,
rizoforo e raizes) foram separados, secos em estufa de ar circulante a 40°C por cinco dias e

pulverizados em moinho de facas.

Tabela 2. Espécies de Smilax estudadas e respectivos locais de coleta.

Numero de

Espécies Local de coleta Tombo Data de coleta
Smilax brasiliensis tapagipe ~ MG )
Sprengel S 19°32°39,6” W ESA107635 Abril/2007
49°26°36,2”°
Porto Alegre - RS
Smiléli)rcigél{:; l(?: lelstris S 30°03°34.2” ESA107658 Janeiro/2007
W51°07°31.8”°
Smilax cissoides Feira de Santana — BA

ESA107659
Martius ex Grisebach g 12°12°07° W 38°57°57.4> Julho/2006

Fazenda Palmeira da Serra

Smilax polyantha em Pratania — SP
‘ ESA107649 Dezembro/2005
QGrisebach S 22°48°49.3”°
W48°44°°33.2”°

Preparacao dos extratos

Para Smilax polyantha, os p6s resultantes dos ramos, raizes e rizéforo, padronizados
no tamanho médio das particulas, foram submetidos aos processos de extragdo a frio por
maceracdo em CHCI; a fim de remover pigmentos apolares. Posteriormente, seguiu-se a
percolagdo da torta (p6 resultante da maceracdo) em MeOH. Apds cada extragdo, os
extratos obtidos foram filtrados em papel-filtro pregueado, concentrados em rotaevaporador
sob pressdo reduzida (em temperatura inferior a 40°C), transferidos para vidros tarados e
deixados em capela até completa eliminagdo dos solventes, obtendo-se os extratos ECHCI;
e EMeOH de cada parte da planta (Figura 1).
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Smilax polyantha

Extracio por maceragio em CHCI,

v v

ECHCI, TORTA

#L\traqﬁn por percolacio em MeOH

v v

EMeOH TORTA

desprezada

Figura 1. Procedimento geral empregado na preparagao dos extratos dos ramos, raizes e

rizoforo de S. polyantha.

Para as demais espécies, os pos resultantes dos ramos, raizes e rizoforo foram
submetidos a extragdo a frio por maceragao em metanol (5g p6/200 mL de solvente, 2 horas
de banho ultrassonico). Os extratos obtidos foram filtrados em papel-filtro pregueado,
concentrados em rotaevaporador sob pressdo reduzida (em temperatura inferior a 40°C),
transferidos para vidros tarados e deixados em capela até completa eliminagdo dos

solventes, obtendo-se os extratos metanolicos de cada parte da planta.

Tentativa de purificacio do extrato metandlico de Smilax polyantha

Uma vez que havia maior disponibilidade de material vegetal coletado de S.
polyantha, o extrato metandlico (EMeOH) desta foi escolhido para ser purificado, na

tentativa de caracteriza-lo quimicamente.

Inicialmente o EMeOH foi submetido a uma triagem cromatografica por
Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC). Uma aliquota (10 mg) de todos
os EMeOH foi dissolvida em 5 mL de MeOH e analisada por CCDC (silica gel) utilizando
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como fases modveis as fases organicas das misturas de CHCl;/MeOH/H,0 43:37:20 v/v,
CHCI3/MeOH/n-Prop/H,O 5:6:1:4 v/v e BAW 4:1:5. Apo6s eluigdo, as placas
cromatograficas foram visualizadas sob luz UV de 254 nm e, em seguida, reveladas com
reveladores gerais e especificos: cloreto férrico a 3% (compostos fendlicos),
anisaldeido/H,SO4 (flavonoides, saponinas, terpenoides, esterdides e catequinas), NP/PEG
(flavonodides) e iodo platinado (alcaldides) (Wagner et al., 1984). Também realizou-se o
teste de agitacdo aquosa para a deteccdo de saponinas e precipitagdo com proteinas para

taninos (Matos, 1997).

Em seguida, realizou-se a purificagdo por cromatografia em coluna. Uma aliquota
de 2 g deste extrato foi solubilizada em metanol, centrifugada e o sobrenadante foi
fracionado por Cromatografia de Permeacdo em Gel (Sephadex LH-20), utilizando-se
metanol como eluente. Os tubos coletados (2 mL cada) foram analisados por CCDC (silica
gel, CHCl3/MeOH/n-Prop/H,0O 5:6:1:4 v/v) e reunidos conforme similaridade de Rf's e
coloragdes diante dos reveladores empregados. As fragdes resultantes foram purificadas por
técnicas de cromatografia em coluna convencionais (HPLC, MPLC), utilizando diferentes
fases estaciondrias (silica fase normal e fase reversa, polivinilpirrolidona) e sistemas

eluentes.

Determinacio dos perfis cromatograficos dos extratos metanélicos das espécies

de Smilax por HPLC-UV-PDA

Devido a complexidade do extrato em estudo, evidenciado pelos resultados obtidos
com as tentativas de purificacao por cromatografia em coluna e analise por CCDC, optamos
por determinar o perfil cromatografico do EMeOH de raizes, ramos e rizoforo das espécies
de Smilax através de HPLC-UV-PDA pois este tipo de acoplamento (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada com Detector de Arranjo de Diodos) serve como

ferramenta auxiliar na caracterizacdo de matrizes vegetais.

A etapa inicial neste tipo de anélise consiste em otimizar o sistema de elui¢cdo a fim
de se obter uma adequada separagdo e visualizagdo dos compostos presentes nos extratos de
raizes, rizoforos e folhas das espécies estudadas. Para isso, foi eleita Smilax polyantha,

dado o reconhecimento prévio de algumas das classes de constituintes nela presentes.
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Sendo assim uma aliquota de 30 mg de cada extrato (ramos, raizes e rizoforos) foi
individualmente dissolvida em 1 mL de MeOH/H,O 8:2 v/v, filtrada em filtro Millex de
0,45 pm e em filtro de 0,22 gm. As solugdes foram submetidas ao fracionamento em
cartucho Sep-Pak RP18 (Supelco, com 100 mg de adsorvente), eluido com uma mistura de
MeOH/H,0 8:2 v/v. Os eluatos finais foram investigados sob diferentes condi¢cdes de
analise, variando-se a fase mével, o fluxo e comprimento de onda (200 a 400 nm). Apds
otimizacdo da condi¢cdo de eluicdo, foram realizados experimentos de co-inje¢ao dos
eluatos obtidos da SPE (solid phase extraction - extragdo em fase so6lida) com padrdes
comerciais (Tabela 3) a 1 mg/mL - na propor¢ao de 4:1 - e comparagdo dos tempos de

retengdo e espectros de ultra-violeta dos picos presentes com os dos padrdes utilizados.

Por fim, o0 mesmo procedimento foi realizado com as demais espécies a fim de se
obter um panorama geral dos perfis quimicos e estabelecer possiveis correlagdes existentes

entre elas.

Testes farmacolégicos para atividade antiinflamatéria

Com a finalidade de avaliar possivel atividade anti-edematogénica desses extratos e
fragdes enriquecidas utilizamos o método de inducdo de edema de pata em ratos Wistar
pela carragenina (Levy 1969; Henriques et al. 1987). Os animais (n=7) foram divididos em
grupos: controle positivo (salina), controle negativo (Piroxicam 30 mg/Kg) e a substancia
teste (extratos metanolico de raizes de S. polyantha nas concentragdes 250 e 500 mg/Kg).
Os tratamentos (substancia teste e grupo controle) foram administrados via oral 1 hora
antes da inducdo do edema pela inje¢do subcutdnea de 100 pl/pata de carragenina (1%) na
regido subplantar da pata posterior direita e 100 pl/ pata de salina estéril na pata esquerda.
Fez-se a medi¢do de ambas as patas. O resultado foi dado pela diferenca de volume
deslocado entre as patas carragenina e salina em ml em plestismometro Ugo Basile.

Os testes farmacoldgicos foram realizados no Laboratério de Ensaios Biologicos
com Produtos Naturais do Departamento de Fisiologia, Instituto de Biociéncias da UNESP

de Botucatu-SP com o auxilio da equipe da Profa. Dra. Clélia Akiko Hiruma Lima.
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Tabela 3. Padroes utilizados na caracterizacao dos perfis cromatograficos.

Substincia Estrutura Substincia Estrutura
OH
HO Acido 3,4-di- HO
Acido cafeico hidroxibenzoico
HO (protocatecuico) OH
O

Acido vanilico

Acido siringico

Acido o-cumérico

Acido homogentisico

Acido trans-cindmico

Acido 2,5-
dihidroxibenzoico

Woa
Q;WOH

OH

O
o
HO
(o)
(0]
O/
0
O
0
OH
o

Acido sinapico

Acido feralico

Acido p-cumarico

Rutina

Luteolina

Acido clorogénico

OH
OH O HO' OH

OH O
0
)k/ OH
0
0 OH OH
HO
HO OH
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3-) RESULTADOS

Rendimento dos extratos preparados

Os rendimentos dos extratos metandlicos apds a evaporagdo dos solventes estdo
apresentados na Tabela 4. O rendimento encontrado para ramos aéreos varia entre 3,6% (S.
polyantha) e 11,18% (S. cissoides), para rizéforo varia entre 6,39% (S. polyantha) e 8,54%
(S. campestris), para raiz entre 5,23% (S. polyantha) e 11,12% (S. campestris). Para todas
as espécies investigadas, as raizes apresentaram os maiores rendimentos de extragdo,

seguidas dos rizéforos e folhas.

Tentativa de purificacdo do extrato metandlico de Smilax polyantha

As analises cromatograficas (CCDC) dos extratos metanolicos de raiz, rizéforo e
ramos de S. polyantha evidenciaram a presenga de manchas com coloragdes tipicas de
compostos fenolicos, flavonoides e saponinas, diante dos reveladores utilizados (Tabela 5).
A presenga desta ultima classe foi confirmada pela formagdo de espuma persistente apds

agitacao.

Tabela 4. Quantidades de extratos obtidos a partir dos ramos aéreos, do rizoforo e das
raizes das espécies de Smilax.

Rendimento do

Espécie Parte utilizada Massa obtida (g) EMeOH (%)
Smilax brasiliensis Ramos aéreos 0,195 39
Rizéforo 0,427 8,54
Raiz 0,537 10,74
Smilax campestris Ramos aéreos 0,347 6,94
Rizéforo 0,346 6,92
Raiz 0,556 11,12
Smilax cissoides Ramos aéreos 0,559 11,18
Rizéforo 0,355 7,1
Raiz 0,550 11
Smilax polyantha Ramos aéreos 25,9 3,63
Rizéforo 18,02 6,39
Raiz 25,03 5,23
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Tabela 5. Triagem fitoquimica dos extratos de Smilax polyantha Grisebach.

Classe de compostos EMeOH
Raiz Rizéforo Ramos
Terpenos - - -
Flavonoéides + + +
Compostos fenolicos + + +
Saponinas + + +
Taninos + + +

Os sinais (+) e (-) indicam presenca ou auséncia da classe de compostos.

A andlise das fracdes provenientes do fracionamento por Sephadex do extrato
metanolico de S. polyantha demonstrou (de acordo com os resultados obtidos por CCCD)
que estas eram constituidas por uma mistura complexa de compostos fenolicos, flavondides
e saponinas. Apesar das sucessivas tentativas de purificacdo, ndo foi alcangado o

isolamento dos constituintes ali presentes.

Estabelecimento da comparacio entre os perfis cromatograficos dos extratos

metanolicos das demais espécies de Smilax por HPLC-UV-PDA

As andlises feitas por HPLC-UV-PDA permitiu a identificacdo dos picos 4 (4cido
clorogénico, Tr 15,1 min), 11 (&cido cafeico, Tr 17,6 min), 25 (rutina, Tr 22,5 min), 30
(acido p-cumaérico, Tr 23,8 min), 34 (4cido ferulico, Tr 25,8 min) e 66 (4cido trans-
cindmico) nos extratos de raiz, rizéforo e folhas (Figuras 2-3 e Tabela 6). Os demais picos

ainda nao foram identificados.

Com estas analises também observamos que as espécies estudadas apresentam-se
quimicamente semelhantes. Verificou-se que os 4cidos clorogénico, p-cumarico e ferulico
(correspondentes aos picos 4, 30, 34 respectivamente), sdo comuns no metabolismo
secundario de todas as espécies estudadas.

Embora as classes de substancias sejam semelhantes entre as espécies, alguns picos
que aparecem na Figura 2 e Tabela 3 sdo particulares para algumas espécies e estes dados
podem referendar peculiaridade taxondémica destas plantas através do seu metabolismo
secundario. Sendo assim os picos 9, 14 ¢ 59 sé estdo presentes nos extratos metanolicos de

S. cissoides e os picos 5, 23, 27 e 43 s6 estdo presentes em S. polyantha.
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Figura 2. Perfil cromatografico dos extratos MeOH de S. brasiliensis (A), S. campestris (B), S. cissoides
(C) e S. polyantha (D) (RP18 250 x 4,6 mm d.i. x 5 um; Solvente A: H,O + 0,05% TFA; Solvente B:
ACN + 0,05% TFA. Gradiente de 5 % de B em A em 15 min, 20 % de B em A em 45 min, 40 % de B
em A em 48 min ¢ 100% de B até 60 min; vazdo 1,0 ml/min, A 330nm. (verde) raiz, (azul) rizoforo,
(vermelho) folhas.
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Tabela 6. Tempos de reten¢do relacionados a cada um dos picos dos espectros observados nos
cromatogramas das espécies S. brasiliensis, S. campestris, S. cissoides e S. polyantha da Figura 2. (Ra) raiz,
(Ri) rizoforo, (Fo) folhas.

Smilax Smilax Smilax Smilax Smilax Smilax Smilax. Smilax

brasiliensis | campestris cissoides polyantha brasiliensis | campestris cissoides polyantha
Pico| Tr |[Ra Ri Fo|Ra Ri Fo|Ra Ri Fo|Ra Ri Fo|Pico| Tr [Ra Ri Fo|Ra Ri Fo|Ra Ri Fo|Ra Ri Fo
1 (11,4 X X X X X X x x| 38 27,0 X X X
2 |136| x x x| X X 39 (27,8 X X X
3 [14,4| x X 40 28,0 X
4 151 x x X |Xx X X|X X XxX|x x x|41 [283| x x X X X X
5 15,3 X X x| 42 (28,5
6 | 16,1 43 | 28,8 X X
7 16,6 44 |29,0
8 |169| x x X |Xx X X|X X X x | 45 129,3 X X
9 (17,1 X 46 29,7 | x X X X |X X X
10 (17,3 x X | X X X x| 47 [30,2| x X X X X X X
11 (17,6 x X X X X x| 48 |304 X X X
12 [18,0 X X X x| 49 [31,2] x X X X
13 (184 x x x| Xx X X X X X x |50 |31,8x x Xx|x Xx X X X X
14 |18,6 X 51 |32,0] x X X X X
15188 x x x| Xx X X |x X Xx|x x x| 52322 X X X X X
16 [ 19,0 x X X |[B3 (325 x x x|x x X X X
17 (19,7 X X X 54 32,8 X X X X X
18 (20,4 X X X X X Xx|551(332|x x X X X X X X
19 (20,9 x X X 56 | 33,5
20 |1 21,0 X X 57 343 x x X X X X X
21 |21,2 X X 58 [34,5| x X X
22 |21,5 X X X X |59 [34,7 X
23 | 21,7 X X 60 (354 x X X X
24 | 22,3 X X X 61 | 35,6 X
25 |22,5 X X | X X X X X 62 (36,2 x X X X X |X X X|X X
26 | 22,8 X X X X x| 63 |36,6 X
27 | 23,0 X X |64 (373 x X X|X X X|x X XxX|X X
28 123,2] x x X X X 65 [37,7]| x X X X X |X X X X
29 |123,5| x x X X X X X X |66 [382]| x X X X X
30 23,8 x x X XX X X|X 67 (39,1 x X
31 | 24,1 X X X X | 68 |39,6| x X X X
32 | 251 X X X 69 (40,2 X X
331255 x x x|x Xx X X 70 (41,7 | x X X
34 |25,8 X X X X x| 71422 x X X X X X X
35 |26,2 X X 72 (42,4 X X X
36 |26,5| x x Xx|Xx Xx X X X 73 (42,7 | x X X X X X X
37 |126,8] x x X X
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Figura 3. Espectros representativos na regido do ultravioleta referentes aos picos indicados
nos cromatogramas dos extratos MeOH de S. brasiliensis, S. campestris, S. cissoides e S.

polyantha.
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Testes farmacoldgicos para atividade anti-inflamatéria

A atividade anti-inflamatoria do extrato metanoélico das raizes de S. polyantha (250
e 500 mg/kg) foi avaliada durante 4 horas ap6s a inducdo da lesdo com carragenina (Figura
4). Porém, os extratos administrados das duas doses selecionadas (250 ¢ 500 mg/kg) nao
promoveram significativa agdo antiedematogénica através da administracdo oral do extrato

(Tabela 7) quando comparados aos animais tratados com a droga padrdao piroxicam (30

mg/Kg).
45 -
4
3,5 -
T 3 =5 alina
o 2.5 «l=piroxican
EE: 2 % =S polyantha 250
g 15 * % efil=S_polyantha 500
1 o
0,5
0
1 2 3 4
horas

Figura 4. Evolugdo temporal do volume da pata (ml) de ratos submetidos a indugdo da
inflama¢do com carragenina durante 4 horas de observacdo e tratados com extrato
metanodlico de raizes de S. polyantha (dose de 250 e 500 mg/kg), solucdo salina (controle

negativo) ou piroxicam (controle positivo). *diferenca estatistica.
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Tabela 7. Efeito do extrato metandlico das raizes de S. polyantha sobre a indugdo da lesao

com carragenina nas patas de ratos Wistar.

Tratamento 1? hora 2" hora 3? hora 4" hora
Salina (p.o.) 0.8614 + 0.3307 2.389 +0.9680 3.140 £ 0.6328 3.979 +(.7458
Piroxicam 0.4257 +£0.3486  0.5943 £ 0.2821**  1.214 +0.8042** 1.670 £ 0.7948%**
30mg/kg (p.o)

S. polyantha 250 0.9514+0.4018 2.484 £0.5165 3.030 £0.5415 3.253+0.5284
mg/kg (p.o)

S. polyantha 500 0.8233 + 0.2404 1.698 +0.3147 2328 +£0.3774 3.157 £0.4672
mg/ kg (p.o)

ANOVA F3.3) = 3.291 para 1* hora. F3.03) = 14.913 para 2 hora. F323) = 14.411 para
a 3* hora. F323 = 14.411 para 4 hora. Teste Dunnett ** p < 0,01. Os resultados foram
expressos como média em mililitros + desvio padrao (n=6-7).

4-) DISCUSSAO

A analise por HPLC dos diferentes extratos de Smilax revelou a presenca de 73
compostos, conforme apresentado na Tabela 6, embora somente os acidos clorogénico,
cafeico, p-cumarico, ferulico e o trans-cinamico e do flavonoide rutina foram identificados
corroborando com os dados dos estudos ja realizados com outras espécies de Smilax, que
demonstraram a presenga de acidos fenolicos nas raizes e rizoforo de Smilax bockii (Xu et
al., 2005; Guo et al., 2004) e no rizoéforo de S. glabra (Ooi et al., 2004; Du et al., 2005) e
de flavondides em folhas de S. aspera (Demo et al., 1998).

Segundo Li et al. (2002), os acidos fendlicos estdo envolvidos em processos de
lignificagdo dos tecidos vegetais. Outros autores como Taiz & Zeiger (2004), relacionam
tais compostos com a func¢do de prote¢do do organismo vegetal contra patdogenos.

Segundo Carvalho et al. (2001), tais compostos fendlicos pertencem a uma classe de
substancias que inclui uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas, que
possuem ao menos um anel aromatico no qual, um hidrogénio ¢ substituido por um
grupamento hidroxila. Diversos compostos fenolicos sdo utilizados na industria alimenticia
e farmacéutica como flavorizantes (aldeido cindmico e vanilina) e corantes de alimentos e
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bebidas, como antioxidantes (acido clorogénico, acido cafeico), e ainda possuem atividade

antibacteriana e antiviral (ésteres do acido cafeico).

Para o género Smilax, em particular, a presenga de substdncias como &cidos
fenolicos e flavonoides pode estar relacionada a atividade antioxidante, antiinflamatoria,
anti-reumatica ¢ como hepatoprotetor, como demonstram os ensaios farmacolédgicos
realizados com extratos das espécies S. aspera, S. bockii e S. glabra (Jiang et al., 1997,
Demo et al., 1998; Chen et al., 1999; Jiang & Xu, 2003 e Xu et al., 2005).

Os resultados observados nas andlises quimicas, ou seja, a identificagdo de
compostos de classes de acidos fendlicos reforca e corresponde com andlises anatomicas
realizadas para esse grupo de plantas, uma vez que em idioblastos presentes nos tecidos das
folhas, raizes e rizoforos foi detectada a presenca de derivados de acidos fendlicos através
de reagentes especificos como cloreto férrico (Martins & Appezzato-da-Gloria, 2006).

Observou-se que nao ocorrem diferencas entre as classes de compostos observadas
nos extratos analisados, porém, ocorrem diferencas qualitativas entre o perfil quimico das
raizes e rizoforo entre as espécies investigadas como observado na Tabela 6. O mesmo
também ocorre entre as folhas das espécies estudadas. Nessas, além dos acidos acima
mencionados, sdo observados flavonoides.

Diante destas semelhancas, somente a partir do perfil quimico nao ¢ possivel propor
a identificagdo das espécies do género Smilax, porém talvez seja possivel associar outros
caracteres tais como caracteristicas anatoOmicas para compor grupos de espécies
semelhantes. Além disso, ndo podemos esquecer que podem ocorrer diferengas na producao
de metabolicos secundarios decorrentes da pressdo ambiental a que as espécies estao
submetidas o que pode comprometer andlises isoladas.

Apesar dos estudos que ja comprovam as atividades antiinflamatorias para os
extratos de raizes e rizoforo do género Smilax (Jiang et al., 1997; Xu et al., 2005) e
propriedades analgésicas (Monteiro & Andreata 1997), em nossos estudos com o0s extratos
de raiz de S. polyantha nas concentragdes de 250 e 500mg/kg ndo detectamos atividade
antiedematogénica significativa através da administragdo oral do extrato. Embora a
atividade anti-inflamatdria nao tenha sido detectada para o presente experimento, devemos
considerar que alguns extratos embora nao apresentem atividade no edema de pata pela via

oral, as vezes podem apresentar atividade antiedematogénica pela via intraperitoneal ou
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mesmo uma resposta antiinflamatoria por outros modelos experimentais. Portanto, ainda
seriam indicadas outras avaliacdes com este extrato (modelo de formalina e dosagem de

citocinas in vitro) para finalmente descartar uma agdo anti-inflamatéria deste extrato.
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com a resoluc¢do da Anvisa (RDC n°. 48, 16/03/2004), um fitoterdpico é
um medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, e
€ caracterizado pelo conhecimento da eficdcia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e padrao de sua qualidade. Sua eficicia e seguranca sdo validadas através
de levantamentos etnofarmacoldgicos de utilizacdo, documentacdes tecnocientificas em
publicacdes ou ensaios clinicos. Ainda segundo tal regulamentacdo todo fitoterdpico deve
apresentar nomenclatura botinica oficial completa (gé€nero, espécie, variedade, autor do
bindmio, familia); seu principio ativo deve ser quimicamente caracterizado (substancias ou
classes quimicas), assim como sua a¢do farmacoldgica deve ser conhecida e responsdvel,

total ou parcialmente, pelos efeitos terap€uticos do medicamento fitoterapico.

Seguindo tal recomendacgdo, o presente trabalho buscou caracterizar de maneira
abrangente algumas espécies de Smilax, ainda ndo estudadas do ponto de vista de anatomia,
germinacdo e quimica, as quais sdo atribuidas propriedades medicinais de uso popular,
visando associar caracteristicas botanicas, quimicas, farmacoldgicas e possibilidades de
cultivo e desenvolvimento que permitam que esse medicamento, que € comercializado nas
farmdcias brasileiras sem nenhum controle de qualidade ou eficécia, tenha base cientifica
suficiente para despertar na indudstria interesse e assim possa realmente tornar-se um

fitoterdpico.

Diante de tal proposta as espécies que se destacaram durante o estudo e que poderiam
interessar para inddstria foram S. campestris e S. cissoides, que apresentaram melhor resposta
ao desenvolvimento e germinag¢do de sementes, o que se mostrou ser um fator fundamental para
conducdo de experimentos mais aprofundados, uma vez que as andlises quimicas e
farmacoldgicas dependem de uma grande quantidade de matéria prima vegetal. Ainda em
relacdo as andlises quimicas e anatdmicas apresentadas, as quatro espécies analisadas sdo muito
similares e, portanto, o fator de selecdo deve ser a resposta na germinacao de sementes. Novos
ensaios farmacoldgicos deveriam ser realizados com as demais espécies, uma vez que
realizamos apenas um ensaio preliminar com S. polyantha, e os dados da literatura refor¢cam a

eficdcia desse género no tratamento de doengas inflamatérias.
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