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RESUMO

Foram estudadas folhas de plantas cultivadas, vivas ou fi
xadas, em cortes transversais e paradermicos. Fez-se a determinacao
da area ocupada pelas celulas epidermicas, estomatos e tricomas, se
gundo método estereologico. Para essa determinacao e o estudo da ve
nacao, utilizaram-se folhas inteiras, clarificadas. A estrutura das
folhas & dorsiventral. Os estomatos sao anomociticos. Os tricomas
sao dos tipos conico, filiforme, glandular bisseriado. A venacao &
acrodroma. Plexos de terminacoes de nervuras se dirigem para o api
ce dos dentes da margem serreada, participando da formacao de hida
todios. Os feixes vasculares sao colaterais, ocorrendo diferencia
gao de fibras do floema. Os feixes vasculares das nervuras de ordem
mais alta apresentam bainha parenquimatica. Canais secretores esqui
zogenos, opostos ao protoxilema, acompanham as nervuras primarias.

SUMMARY

GRASSIOLLI, T.; ACHUTTI, M.H.C. and LOPES, A.M.V., 1985. Leaf structure
of Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni (Compositae). Ciencia
e Natura, 7: 129 - 144.

Leaves of cultivated plants, alive or fixed, in paradermal
and cross sections were studied. The determination of occupied area
by epidermal cells, stomata and trichomes according to the stereological
method was done. For this determination and the study of venation,
whole clarified leaves were used. The structure of leaves js dorsi
ventral. The stomata are anomocytic. The trichomes area of the conical,
filiform and glandular biseriate types. The venation is acrodromous.
The vascular bundles have a collateral arrangement. Floem fibers are
present. The minor veins have paranchymatic bundle sheat. Hydathodes
occur at the apices of serrations on the margins of leaves. Schizoge
nous secretory canals, opposed to protoxylem, accompany the primary
veins.

INTRODUGAO

Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni & Compositae, nativa da
regiao limitrofe entre o Brasil e o Paraguai. 0 interesse pelo cul
tivo dessa planta no Brasil vem aumentando cada vez mais nos ultimos
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anos (13). Sua importancia decorre, principalmente, da presenca de
esteviosideo que possui propriedades adogantes.

FELIPPE (2) e SAKAGUCHI & KAN (13) apresentam revisao dos
trabalhos publicados a respeito de S. rebaudiana. Sao estudos de fi
siologia, quimica, farmacologia, cultivo, cultura de tecido e taxo
nomia.

Com o presente trabalho, visamos a estudar aspectos da es
trutura foliar de 5. rebaudiana, tendo como objetivo conhecer sua
organizagao.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados exemplares cultivados no Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria, Rio Grande do Sul
e em Capao Bonito, Vale da Ribeira, Estado de Sao Paulo. Foram usa
das folhas jovens e adultas, vivas ou fixadas. Os fixadores usados
foram FAA 50, FPA (8) e alcool etilico a 70% (7). Foram feitas lami
nas temporarias, com cortes a mao livre, utilizando-se, como coran
te, vermelho neutro (8). Para a elaboracao das laminas permanentes,
segquiu-se a tecnica usual de inclusao em parafina, usando-se o pro
cesso de dupla coloragao safranina - "fas-green" (8). Para identifi
cagao da natureza dos constituintes celulares, foram efetuados tes
tes histoquimicos, utilizando-se Lugol, Sudan IV e floroglucina em
meio acido (14). Para o estudo da venacao, as folhas foram diafani
zadas, segundo técnica indicada por FOSTER (4). A determinagao da
area ocupada pelas células epidérmicas, estomatos e tricomas, foi
obtida pelo méetodo estereologico da fragao de pontos (6), em folhas
inteiras, clarificadas pela agua sanitaria comercial. Aspectos da
morfologia, incluindo padrao de venagao, foram descritos segundo o
método proposto por HICKEY (5). Para a descrigao da estrutura dos
tricomas, tomou-se por base o estudo de tricomas de Compositae rea
lizado por RAMAYYA (11). 0s desenhos foram feitos ao microscopio oti
co, com o auxilio da camara clara. 0 aspecto geral da venagao foi
obtido através da projecao de lamina em um anteparo.

RESULTADOS

As folhas de Stevia rebaudiana sao simétricas, elipticas,
com margens convexas inteiras, na base, e serreadas nas porgoes me
dia e apical. 0 angulo apical dos dentes & obtuso ou reto. 0 tipo
de serreado & convexo, com espaciagao comumente regular e seriagao
simples. 0 apice da lamina & agudo, a base & aguda, atenuada. A tex
tura & membranacea. A posi¢ao das glandulas (tricomas glandulares)
€ laminar. 0 peciolo esta ausente ou & muito curto com a base alar
gada.

Epiderme - A lamina foliar adulta, de estrutura nitidamente
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dorsiventral, € revestida de epiderme unisseriada, provida de trico
mas tectores e glandulares. Os tricomas glandulares se alojam em
concavidades da epiderme, o que confere a mesma aspecto ondulado.

Em vista frontal, a epiderme das superficies adaxial e aba
xial € formada por ceélulas com tamanho e forma variados. As paredes
celulares sao delgadas, sendo as anticlinais onduladas (Figuras 1
a,b). Em corte transversal, predomina o diametro periclinal das ce
lulas sobre o diametro anticlinal. As celulas da face adaxial sao
maiores que as da abaxial. A epiderme €& revestida da cuticula fina
com estrias epicuticulares (Figuras 1 c,d).

Estomatos - 0s estomatos estdao distribuidos irregularmen
te em ambas as faces, podendo ocorrer estomatos geminados (Figura
1 b). Sao mais elevados do que as celulas epidermicas. Na face aba
xial, sao mais elevados e numerosos do que na face adaxial (Figura
1 c,d). As determinagoes histometricas, apresentadas na Tabela I, mos
tram a relacao da area ocupada pelas células epidermicas, estomatos
e tricomas, nas faces adaxial e abaxial da lamina foliar adulta.

Na seqtencia de Figuras 2a-f, correspondentes a epiderme
de folhas jovens, estao representadas fases do desenvolvimento dos
estomatos. As células da protoderme, em geral, estao pouco diferen
ciadas. Em vista frontal, sua forma e geralmente poligonal, tenden
do para arredondada. 0 citoplasma e denso e o nucleo & grande em re
lagao ao volume da célula. Na Figura 2a, ve-se célula em inicio de
divisao que conduzira a formagao de duas ceélulas desiguais em forma
e tamanho. A Figura 2b mostra uma celula pequena, triangular e uma
maior. Ambas resultaram de uma divisao irregular semelhante a indi
cada na Figura 2a. A celula triangular pequena e a celula-mae do es
tomato. Esta celula divide-se, formando as duas células oclusivas:
na Figura 2c, ve-se o infcio da divisao e na Figura 2d, as duas cé
Tulas ja estao individualizadas. Nas Figuras 2e,f, aparecem estamg
tos em fase final de diferenciacao, com nicleo parietal e vacuolos
grandes. As céelulas epidérmicas que circundam as oclusivas nao se
distinguem das demais pelo aspecto. Os estomatos sao do tipo anomo
citico.

Tricomas - 0s tricomas sao dos seguintes tipos: simples c§
nico, simples filiforme e glandular bisseriado vesicular.

0 simples conico & um tricoma nao ramificado, unisseria
do, pluricelular. 0 pe & composto, o corpo e unisseriado inteiro,
afilado no apice e formado de sete a dez ceélulas. As células do api
ce sao longas, e as da base tem o diametro transversal maior do que
o longitudinal. As paredes sao espessadas e cutinizadas (Figura 1b).

0 simples filiforme & um tricoma nao ramificado, unisse
riado, pluricelular. 0 pé & simples, o corpo unisseriado inteiro, ar
redondado no apice e formado de quatro a cinco ceélulas com o diametro
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Figura 2 A-F - Fase do desenvolvimento de estomatos em epiderme de
folhas jovens.
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longitudinal maior do que o transversal. As paredes celulares sao
delicadas sendo as das células basais cutinizadas. As ce&lulas termi
nais possuem um conteudo mais denso e a longevidade parece ser me
nor em relacao as basais. 0 tricoma filiforme se apresenta curvado
em direcao a epiderme, ficando o apice pendente (Figura la).

TABELA I. VALORES DA DETERMINACAO HISTOMETRICA DAS FRAGCOES DE CELU
LAS EPIDERMICAS, ESTOMATOS E TRICOMAS NA LAMINA FOLIAR DE

Stevia rebaudiana.

FACE ADAXIAL

Tipo celular Valor Media Valor Desvio
minimo maximo padrao
Celulas epidermicas 78,0 84,3 88,0 2,79
Estomatos 5,0 5,9 8,0 1,37
Tricoma simples conico 0,0 1,9 3,0 1,10
Tricoma simples filiforme 1;0 257 3510 1541
Tricoma glandular bisseriado 3,0 52 750 1422
FACE ABAXIAL
Tipo celular Valor Media Valor Desvio
minimo maximo padrao
Celulas epidermicas 68,0 74,0 77,0 2,70
Estomatos 12,0 14,9 18,0 1422
Tricoma simples conico 3,0 4,1 6,0 0,99
Tricoma simples filiforme 3,0 4,1 6,0 1410
Tricoma glandular bisseriado 3,0 3,8 5,0 0,78

0 tricoma grandular bisseriado vesicular tem o pe compos
to por duas celulas, o corpo & bisseriado, inteiro com quatro celu
Tas em cada fileira. As celulas sao aproximadamente do mesmo tama
nho, com excegao das terminais que sao mais longas. As paredes sao
delicadas, as externas levamente convexas e o citoplasma & denso.
Todas as celulas do corpp sao secretoras. A vesicula cuticular envol
ve uma ou mais camadas celulares terminais (Figura 1c).

Mesofilo - 0 mesofilo, na folha adulta, & formado por um
parenquima assimilador diferenciado em palicadico lacunoso (Figura
3). 0 palicadico esta junto a epiderme da face adaxial e o lacuno
so, junto a face abaxial. 0 parenquima palicadico e formado de duas
a tres camadas de células. Na primeira camada, as celulas sao alon
gadas, compactadas e perpendiculares a epiderme. 0s espagos observa
dos correspondem as camaras subestomaticas. A camada mais interna do
palicadico nao & tao homogenea como a externa e tem alguma semelhan

¢a com o lacunoso.
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0 tecido lacunoso & formado de treés a quatro camadas de
células heteromorficas, com espagos intercelulares acentuados e profun
das camaras subestomaticas.

Na porgao inteira da margem da folha, ocorre parenquima pa
licadico logo abaixo da epiderme. Esse parenquima & formado de uma
ou duas camadas de celulas muito proximas umas das outras. Nessa re
giao, nao foram evidenciados estomatos (Figura 4a).

Na porgao serreada, no apice dos dentes, formam-se hidato
dios. Apdos a epiderme, ocorre um parenquima semelhante ao lacunoso,
tanto na forma das celulas como nos espagos intercelulares. Esses
espagos, grandes e fregllentes, correspondem as camaras subestomati
cas. Elementos condutores do xilema, pertencentes a plexos de termi
nagoes de nervuras, chegam muito proximo a epiderme. Muitas vezes,
ve-se apenas uma camada de células entre o elemento condutor e a
epiderme. Na extremidade livre desses elementos condutores, nao ocor
re bainha de feixe (Figura 4b).

Venagao - A venacao € acrodroma, suprabasal com desenvol
vimento perfeito (Figura 5a). Lagos broquidodromos ocorrem no api
ce da lamina. As nervuras primarias (mediana e laterais) sao de ta
manho moderado, percurso reto ou curvado, ramificado. As nervuras
secundarias tem angulo de divergencia agudo moderado. A  espessura
dessas nervuras & moderada, o percurso curvado de maneira abrupta,
sinuoso, ramificado. As ramificacoes que formam arco unen-se as ner
vuras secundarias supra-adjacentes em angulo reto ou agudo e estao
encerradas por arcos secundarios. 0 angulo de origem das nervuras
terciarias, no lado inferior das secundarias, € reto; no lado supe
rior, e agudo ou reto. As nervuras terciarias mostram padrdo reticu
lado: nervuras terciarias se anastomosam com outras terciarias ou com
nervuras secundarias (Figura 5b).

A venagao de ordem mais alta forma um reticulo no qual nao
se distinguem ordens de nervuras. Sua trajetoria & predominantemen
te ortogonal. As venulas sao simples, sem ramificacoes, curvadas, as
vezes, lineares, ou ramificadas uma a tres vezes por dicotomizagao.
As areolas sao de forma quadrangular, pentagonal ou, ainda poligo
nal. Venulas atravessam suas areolas e também se anatomosam em ar
cos (Figura 5c). Traqueideos espiralados isolados, aos pares, ou
grupos de tres ou mais, formam as extremidades livres das termina
coes de nervuras (Figura 5d).

Na margem inteira a venacgao Ultima & incompleta, com venu
las terminais livres, ou arqueada. Na porcao serreada da margem, as
terminacoes de nervura livres convergem para o apice dos dentes.

Nervuras primdrias - Na base da lamina foliar, observam-se
em corte transversal, tres feixes vasculares livres, sendo o central
ligeiramente maior (Figura 6). Esses feixes sao colaterais. Os elementos
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Figura 4. Margem da lamina foliar. A - corte transversal na porgao
inteira. A - corte paradérmico na porgao serreada.
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Figura »5.

Venagao foliar acrodroma. A - aspecto geral. B - area 11
mitada por uma porgao de nervura primaria mediana e nervu
ra secundaria. C - pormenor, mostrando uma porgao de ner
vura terciaria e vénulas. D - terminagoes de nervuras. As
linhas pontilhadas, em B e C, representam o escleren

quima_que acompanha as nervuras primarias, secundarias e
terciarias.
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Figura 6. Corte tragsversal ao~nTvel da base foliar, mostrando canal
de secrecao em posicao oposta ao protoxilema.
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condutores do xilema formam fileiras radiais unisseriadas ou bisse
riadas, que se alternam com raios parenquimaticos. 0s vasos sao ane
lados, espiralados ou reticulados com paredes transversais inclina
das ou nao e perfuracgoes simples. No floema, os tubos crivados e c§
lulas companheiras se dispoem em pequenos grupos separados por raios
parenquimaticos. Ocorrem fibras do floema, que se lignificam.

Um parénquima fundamental com celulas clorofiladas envol
ve os feixes vasculares; as celulas que limitam com o protofloema
contem amido. Nesse parenquima, os espacgos intercelulares sao gran
des, proximos a face adaxial. Logo abaixo da epiderme, em ambas as
faces, ocorre colenquima angular.

A medida que se observa em direcao ao apice da folha, no
ta-se que os feixes vasculares laterais se afastam do feixe central,
enquanto surge, entre eles, um mesofilo. Formam-se, assim, as tres
nervuras primarias que caracterizam a venacao acrodroma.

Ao nivel do tergo medio da lamina foliar, em corte trans
versal, o feixe vascular da nervura mediana se assemelha aos da ba
se em organizacao e tamanho (Figura 7). As células parenquimaticas,
proximas ao protoxilema e floema, sofrem lignificagao que aumenta
com o envelhecimento da folha. Um maior nimero de células de colen
quima e observado junto a face adaxial.

No apide da lamina, em corte transversal, o feixe vascular
da nervura mediana, em relagao ao terco médio, & bem menor. 0 paren
quima fundamental se reduz a uma ou duas camadas de células, fican
do o feixe muito proximo ao mesofilo. Fibras do floema estao presen
tes. As celulas, em posicao oposta ao protoxilema, se apresentam ligni
ficadas a semelhanca do que ocorre com as fibras do floema. Nao foi
constatada ocorrencia de colenquima.

As nervuras primarias laterais se assemelham a nervura me
diana em sua organizacao.

E freqtlente a ocorrencia de canais de secrecao esquizoge
nos, em posicao oposta ao protoxilema, nas nervuras primarias, des
de a base ate o apice da folha (Figura 6). Esses canais se dispoem
em séries longitudinais descontinuas, sao em numero de um ou dois
por feixe vascular. Observou-se que pode ocorrer a fusao entre dois
canais justapostos. Quando ocorre lignificacao nas proximidades do
protoxilema, inicialmente, ela nao atinge o parenquima que circunda
o canal. Com o envelhecimento da folha, apenas as paredes das cé]g
las epiteliais nao se apresentam espessadas, lignificadas.

Nervuras de ordem mais alta - 0s feixes vasculares, que se
encontram no mesofilo propriamente dito, estao circundados por uma
bainha de feixe, constituida de celulas parenquimaticas (Figura 3).
Essas celulas sao comumente alongadas e seu maior diametro & parale
1o ao eixo longitudinal do feixe. Tem paredes alongadas, cloroplastos
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Figura 7. Corte transversal ao nivel do terco medio da nervura mediana.
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pequenos, pouco numerosos e amido. A bainha de feixe pode ou nao es
tender-se em diregao a epiderme. Quando presente, a extensao da bai
nha de feixe pode estar em ambos os lados do feixe ou apenas no 1la
do adaxial.

DISCUSSAO

As folhas de 5. rebaudiana apresentam estrutura dorsiven
tral, estomatos anomociticos, hidatodios nas terminacoes de nervu
ras, feixe vasculares com distinta bainha de parenquima. Segundo
METCALFE & CHALK (1950), esses aspectos anatomicos sao de ocorrencia
comum em folha de Compositae.

Analisando-se os valores das determinacoes histométricas
(Tabela I) nota-se diferenca significativa na relagao da area ocupa
d; pelas células epidermicas, estomatos e tricomas, entre as faces
adaxial e abaxial da lamina foliar. 0 valor médio das células epider
micas e dos tricomas glandulares, na face adaxial, & maior do que o
da abaxial. 0 contrario observa-se em relagao aos estomatos e tri
comas conico e filiforme. 0 carater anfiestomatico, observado nas
folhas de S. rebaudiana, € comum na maioria das Compositae (10).

No apice dos dentes das folhas da espécie em estudo, ocor
rem hidatodios com mais de um estomato (poro). Essa caracteristica
€ mencionada para Compositae por ESAU (1).

Os tricomas das folhas de S. rebaudiana exemplificam pa
droes estruturais de tricomas propostos por RAMAYYA (12): filiforme
(simples filiforme), macroforme (simples conico) e bisseriado (glan
dular bisseriado vesicular). Os tricomas filiforme e conico sao unis
seriados como € comum ocorrer com tricomas tectores de Compositae
(15). 0 filiforme apresenta as celulas da porgao terminal com pare
des mais delicadas e conteudo mais denso do que as basais. UPHOF &
HUMMEL (16), RAMAYYA (11), fazem referencia a tricomas que apresen
tam diferenca no comportamento das células basais em relacao as api
cais. SOLEREDER (15) cita tal ocorrencia para Vernonia e Catananche.

0 tricoma g]aﬁdular bisseriado vesicular & amplamente dis
tribuido na familia Compositae (15, 9 e 16). Em S. rebaudiana, esse
tricoma encontra-se caracteristicamente alojado em concavidades, o
que confere a epiderme um aspecto ondulado.

WYLIE (17) se refere as paredes finas e permeaveis das c
lulas da extensao de bainha de feixe, como uma caracteristica de i

13 o

portancia na translocacao extravascular da lamina foliar. Em 5. re
baudiana, a bainha dos feixes menores e suas extensoes permanecem
parenquimaticas, enquanto que as celulas que circundam os feixes das
nervuras maiores sofrem esclerificacao. FERREIRA (3) cita a ocorren
cia de bainhas esclerificadas em diversas especies de Eupatoriae.
Canais secretores esquizogenos, que se originam por divisao
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de células da endoderme, sao caracteristicds das Compositae, poden
do ocorrer em raiz, caule e folhas. Alem de canais secretores endo
dermais, tem sido observados canais secretores em outras posigoes
nos diversos orgaos de determinados representantes da familia (15).

Nas folhas de 5. rebaudiana, canais de secregao esquizdoge
nos estao opostos ao protoxilema, delimitados por celulas epiteliais.
Foram observados canais secretores desprovidos de epitélio em cau
les e rizomas de espécies de determinados generos de Compositae, den
tre eles o genero Stevia (15). De acordo com SOLEREDER (15), a posi
¢ao dos canais secretores €& uma caracteristica Util em taxonomia de
Compositae, especialmente como um carater genérico.
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