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RESUMO

O estudo morfolégico das estruturas secretoras encontradas em ARauvolfia sellowii
Mull.Arg. foi realizado com o intuito de confirmar a presenca de coléteres, através da analise
da composicdo quimica, do secretado por eles produzido em Orgaos vegetativos e
reprodutivos, e efetuar um estudo comparado definindo tipo, niumero e posicao ocupada. As
estruturas secretoras florais também foram anatomicamente caracterizadas, com énfase na
cabeca dos estiletes. Uma grande quantidade de secrecdo esbranquicada de aspecto gomoso
€ observada envolvendo ambas as faces dos primérdios foliares e a regido adaxial das folhas
jovens. Esta secrecao é constituida principalmente por mucilagem (detectada pela reacao PAS
e pelo Vermelho de ruténio) e produzida por um numero elevado de coléteres cOnicos, 0s
quais apresentam uma variacdo de comprimento e estao dispostos em duas ou trés fileiras
paralelas a superficie da base dos primordios. Estas estruturas apresentam tanto origem
axilar quanto marginal, sdo integras e persistem nas folhas adultas ocupando posicao
intrapeciolar. Coléteres responsaveis pela liberacdo de uma secrecdo incolor, constituida
principalmente por mucilagem, sdo observadas nas bracteas folhosas e nas bracteas
diminutas das inflorescéncias. Cada bractea folhosa possui 9-13 coléteres polimorfos e
destes, 2-4 sdo marginais do tipo standard e os demais sdo axilares cénicos semelhantes aos
foliares. Nas bracteas diminutas é possivel notar 2-4 coléteres marginais conicos. A distensao
da cuticula é observada nos coléteres foliares e das bracteas folhosas, e nos senescentes das
bracteas diminutas. As estruturas secretoras encontradas nas flores sdo: epiderme da cabeca
dos estiletes, nectarios e laticiferos. Coléteres calicinais ndo foram observados. A epiderme da
cabeca dos estiletes produz polissacarideos e a presenca de tricomas longos abaixo dos

apéndices apicais diferencia a cabecga da flor funcionalmente masculina da feminina. A cabeca
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dos estiletes destas flores n&o apresenta adnagdo a qualquer dos verticilos florais e
corresponde ao “tipo 2” descrito para Apocynaceae. O nectéario € anelar na base e levemente
bilobado no &pice; a vascularizacdo é constituida por feixes concéntricos na regiao basal e
por corddes floematicos na regido apical. O parénquima nectarifero é revestido por epiderme
unisseriada, com estédmatos ocupando preferencialmente a regido apical. Os laticiferos sao
ramificados e estao presentes em todas as pegas florais. A presenca de um anel nectarifero e
auséncia de coléteres calicinais sdo caracteres relevantes em nivel de tribo: considerados

conjuntamente, eles corroboram a posicao de A. sellowii em Vinceae.



ABSTRACT

The work here presented a morphological and anatomical study of the secretory
structures of Rauvolfia sellowii Mull.Arg. The main goal of this study is to confirm the
presence of colleters in the vegetative and reproductive organs of this species by analysing
the chemical composition of the exsudate they produce and by doing a comparative study of
their structural type, number and organization. An anatomical characterization of flower
secretory strutures was also conducted, with emphasis on the style head. A substancial
amount of a whitish, gluelike secretion was observed surrounding both faces of the young
leaf primordia. This secretion is mainly composed by a mucilage (detected by the PAS and
Ruthenium red reactions) produced by several, conical colleters organized in two to three
rows parallel to the leaf primordia base. The observed colleters can be either axillary and
marginal in origin, form an entire and undivided body, and are persistent even in mature
leaves, where they have an intrapetiolar position. Other colleters secreting a colorless fluid,
mainly composed by mucilage, were also observed on the leafy and minute bracts of the
inflorescences. Each leafy bract bears 9-13 colleters, from which 2 to 4 are marginal and
standard-type, and the remaining are axillary and resemble morphologically the conical
colleters from the leaf primordia. The minute bracts, on the contrary, bear 2 to 4 marginal,
conical colleters at the base. A distention of the cuticle was observed in the epidermal cells of
the colleters at the leaf primordia and leafy bracts, and also on the senescent colleters at the
minute bracts. Three types of secretory structures were found in the flowers of A sellowir
epidermal cells of the style-head, nectaries and laticifers. No colleters were found at the base
of the calyx lobes. The epidermal cells of the style-head produce mucilage, and the presence

of long trichomes below the apical appendages of the style-head is a major distinctive
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characteristic of masculine functionally flowers. Regardless the flower type, the style-head is
never fused to the androecium and thus correspond to the “type 2” organizational level
described in Apocynaceae. The nectaries form an annular ring surrounding the ovary base
and slightly bilobed at the apex. Vascularization of the organ is constituted by concentric
bundles at the basal portion and phloematic bundles at the apical portion. The nectariferous
parenchima is covered by a single epidermal layer, with stomata distributed preferentially at
the apex. The observed laticifers are branched and are widely distributed in all floral organs.
The presence of a conspicuous nectary ring surrounding the ovary and the absence of
colleters at the base of the calyx lobes are diagnostic characteristics traditionally used in the
tribal classification of Apocynaceae, and their co-ocurrence in A sellowii corroborates its

placement in the tribe Vinceae.



INTRODUGAO GERAL

Rauvolfia sellowii Miill.Arg. esta inserida na familia Apocynaceae, a qual passou por
mudancas desde que foi descrita pela primeira vez por Adanson (1763). Endress & Bruyns
(2000) propuseram uma nova classificagdo para Apocynaceae, com a inclusdo de
Asclepiadaceae que, desta maneira, ficou constituida por 424 géneros distribuidos em cinco
subfamilias: Rauvolfioideae Kostel., Apocynoideae Burnett, Periplocoideae R.Br. ex Endl.,
Secamonoideae Endl. e Asclepiadoideae R.Br. ex Burnett. Recentemente, a familia foi descrita
por Judd ef al. (2002) com cerca de 335 géneros e 3700 espécies de areas tropicais e
subtropicais e alguns poucos géneros distribuidos por areas temperadas.

A vasta ocorréncia das estruturas secretoras ou glandulas em espécies de
Apocynaceae traz uma grande importancia econdmica e medicinal, pois desses sdo extraidas
compostos como latex, glicosidios cardiotdnicos e alcaldides (Metcalfe & Chalk 1950; Rizzini &
Mors 1976). As estruturas secretoras estdo relacionadas com a producdo de substancias
resultantes do metabolismo primario e secundario. Estas substancias comecaram a ser
estudadas no século passado por pesquisadores interessados, principalmente, no poder
destas como: drogas medicinais, veneno, aromatizantes e materias industriais (Taiz & Zeiger
1998).

Em Apocynaceae, as estruturas secretoras sdo encontradas tanto nos 6rgaos
vegetativos quanto nos reprodutivos e as mais relatadas sao: coléteres, epiderme da cabeca
dos estiletes, nectarios, laticiferos, osmoforos, cavidades, idioblastos e tricomas (Solereder
1908; Woodson & More 1938; Metcalfe & Chalk 1950, 1979; Rao & Ganguli 1963; Fallen

1986; Thomas 1991; Kunze 1993, 1994, 1997; Lin & Bernardello 1999; Endress & Bruyns
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2000; Rio 2001, 2006; Rio et al. 2002, 2006; Simoes 2004; Demarco 2005; Demarco et al.

2005; Simdes et al. 2006, 2007).

Os coléteres sao estruturas glandulares associadas a protecdo dos meristemas, através
da producdo de uma secrecao viscosa ou gomosa de coloragdo variada (Thomas 1991). A
secrecao pode ser constituida por mucilagem, lipidios (Fahn 1979, 1990; Thomas 1991), ou
ainda, por uma mistura de ambas (Fahn 1979). Quando presentes em Apocynaceae, sao
emergéncias ou glandulas persistentes localizadas na regido adaxial de érgaos como folhas,
bracteas, bractéolas e sépalas (Thomas 1991). Apesar de ser uma estrutura de grande
ocorréncia e utilizada como um carater taxondmico em Apocynaceae (Woodson 1936; Rao
1956; Marcondes-Ferreira & Kinoshita 1996; Rio 2001, 2006; Rio ef a/ 2002, 2005; Koch
2002; Simbes & Kinoshita 2002; Spina 2004), poucos trabalhos, foram realizados envolvendo
distribuicao, estrutura, ontogénese e histoquimica dos coléteres (Mirabella 1897; Ramayya &
Bahadur 1968; Fjell 1983; Mohan & Inamdar 1986; Dave ef al/ 1987; Kuriashen & Dave
1989; Thomas & Dave 1989a,b,c; Thomas et a/. 1989; Thomas 1991; Thomas & Dave 1991;
Appezzato—da-Gléria & Estelita 2000; Rio 2001, 2006; Rio ef a/. 2002, 2005; Simdes 2004;
Demarco 2005; Simoes ef al. 2006).

Segundo Metcalfe & Chalk (1950), os laticiferos tém ocorréncia universal em
Apocynaceae, pois além de serem relatados para as partes vegetativas (Metcalfe & Chalk
1950; Milanez 1959; Appezzato-da-Gléria & Estelita 1997; Demarco et al. 2006), também sao
encontrados em partes reprodutivas (Murugan & Inamdar 1987a,b; Aguiar 2003; Demarco
2005, Demarco et al. 2006; Rio 2006). As plantas produtoras de latex sdo consideradas bem
sucedidas (Farrell et al. 1991), pelo fato do latex inibir a herbivoria, impedir a proliferacao de

fungos e selar ferimentos (Fahn 1979; Farrell et a/. 1991; Demarco 2005).
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Apocynaceae apresenta uma grande variagdo na estrutura floral, que vai de flores mais
simples sem adnagdo entre os verticilos férteis nas subfamilias mais basais, até as mais
complexa culminando em Asclepiadoideae (Fallen 1986; Endress 1994). A maioria dos
representantes caracteriza-se por apresentar simetria radial, corola tubular pentamera e
muitas espécies sdao polinizadas por insetos (Fallen 1986). O trabalho mais abrangente de
estrutura floral das Apocynaceae, até o momento, foi realizado por Woodson e Moore (1938),
no qual 59 espécies foram estudadas, com o objetivo principal de comparar a vascularizacao
e morfologia floral. Posteriormente, Rao & Ganguli (1936), Fallen (1986), Kunze (1993, 1994,
1997), Galetto (1997), Torres & Galetto (1998), Lin & Bernardello (1999) contribuiram com
dados importantes sobre a estrutura floral de representantes desta familia. Para alguns
géneros brasileiros podemos citar os trabalhos de, Rio (2006), Simées (2004), Demarco
(2005), Gomes (2006), Simdes (2006) e Simodes ef al. (2006, 2007) que contribuiram com
dados importantes, sobre anatomia e morfologia floral de algumas espécies da flora
brasileira.

A unido dos carpelos é um fato comum nas angiospermas mais derivadas (Walker
1975a; Endress ef al. 1983). Em Apocynaceae, esta fusdo da origem a cabeca dos estiletes a
qual é revestida por epiderme secretora (Walker 1975a,b). Fallen (1986) ao analisar a
morfologia, histologia e a fungdo da cabeca dos estiletes de espécies de Apocynaceae definiu
uma progressao em relacdo aos estadios evolutivos desta estrutura.

Nas Apocynaceae, os nectarios florais podem apresentar uma grande variacdo em
relacdo a origem, posi¢ao e forma (Woodson & More 1938; Rao & Ganguli 1963; Rachmilevitz
& Fahn 1973; Galetto 1997; Torres & Galetto 1998; Lin & Bernardello 1999; Rio 2006),

ocorrendo também fusdo parcial ou total destas estruturas secretoras ao gineceu, ou a
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corola, ou a corona (Rao & Ganguli 1963). Em Rauvolficideae, quando presentes, os nectarios
podem estar localizados ao redor do ovéario formando um anel continuo (Woodson & More
1938), com &pice lobado ou ndo, ou até mesmo como dois nectérios alternos aos dois
carpelos (Woodson & More 1938; Rachmilevitz & Fahn 1973).

O osmoforo é uma estrutura glandular floral epidérmica exposta (Vogel 1990), a qual
pode apresentar diversas formas (Esau 1965) e ser encontrado em varias partes florais;
freqientemente, na regido mais distal do perianto. Esta estrutura utiliza rapidamente os
materiais de reserva para produzir secre¢des volateis de composigdo variavel para atrair
polinizadores (Vogel 1990). Em Apocynaceae, esta estrutura é pouco estudada sendo apenas
citada, sem nenhuma comprovacao estrutural nos trabalhos de Galetto (1997), Torres &
Galetto (1998) e Lin & Bernardello (1999). Demarco (com. pess.) sugere a presenca destas
estruturas nos lobos da corola de Aspidosperma australe Mull.Arg.

Rauvolfioideae constitui um grupo bastante heterogéneo em relacdo a estrutura floral
e agrupa os taxons mais basais de Apocynaceae. Para a delimitacdo de tribos sdo utilizados
tanto caracteres vegetativos quanto reprodutivos (Endress & Bruyns 2000). Evidéncias
morfologicas associadas a dados moleculares tém demonstrado mudancas significativas na
delimitacdo de tribos em Rauvolfioideae (Simdes et al. 2007).

Rauvolfia L. pertence a tribo Vinceae Duby de Rauvolfioideae (Endress & Bruyns 2000;
Simoes et al. 2007) e apresenta cerca de 70 espécies de distribuicdo tropical. Destas, 20 sao
encontradas no Brasil e 11 sdo endémicas, sendo Rauvolfia sellowii MUll.Arg. a Unica espécie
que ocorre no estado de Sao Paulo (Koch & Kinoshita 2005). A revisdao taxondmica mais

recente, das espécies neotropicais do género foi realizada por Koch (2002) juntamente com o
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estudo sobre a biologia reprodutiva e aspectos morfolégicos e funcionais de A sellowii, no
qual foi constatado o primeiro caso de dioicia funcional para a familia (Koch et al. 2002).

Os componentes deste género podem ser subarbustos, arbustos ou arvores, com 3-6
folhas por nd, verticiladas. Coléteres dentiformes ou filiformes estdo presentes na regiao
nodal, na margem dos peciolos, na face ventral dos peciolos e nos articulos das
inflorescéncias (Thomas 1991; Koch 2002). A ocorréncia e a posicdo dos coléteres
vegetativos no género foram utilizadas como carater taxondmico na definicdo de seg¢des dos
géneros americanos e na determinacao das espécies neotropicas (Rao 1956; Koch 2002).

Rauvolfia tem sido objeto de estudos fitoquimicos devido aos alcaldides inddlicos (Kato
2001), sendo que estas plantas séo utilizadas como fontes de importantes agentes
terapéuticos. Apenas um trabalho com enfoque no isolamento de compostos quimicos foi
encontrado para A sellowii; neste, a partir do extrato das folhas um novo alcaldide foi
detectado e denominado sellowiine (Batista ef a/. 1996).

Baseado na importancia dos estudos relacionados com as espécies portadoras destes
compostos ativos, Gongalves (1962/65) realizou um estudo sobre a anatomia da folha de AR
grandiflora Mart. por achar necessario um melhor conhecimento das plantas brasileiras de
importancia farmacolégica.

As flores de ARauvolfia geralmente sdo actinomorfas a levemente zigomorfas,
pentdmeras e na maioria dos casos hermafroditas, podendo apresentar ginodioicia ou dioicia
(Koch 2002). Poucos trabalhos foram realizados em relagéo a estrutura floral, estando estes
mais voltados para morfologia e polinizagao, como os de A. grandiflora Mart. ex A.DC. in DC.
(Lopes & Machado 1999), R tetraphylla L. (Bawa et al. 1985), AR. sellowii (Koch 2002; Kock et

al. 2002) e R serpentina (L.) Benth. ex Kurtz. (Mital & Issar 1968). Koch et al (2002)
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relataram a dioicia funcional em A sellowii Dados anatdémicos foram encontrados apenas
sobre a vascularizacao floral de A tetraphyla (Woodson & More 1938). Apesar de Fallen
(1986) ter incluido A balansae (Baillon) Boit. e A reflexa Teijsm. & Binnend em seu estudo,
estas ndao foram selecionadas para a descricdo da estrutura floral. Dados anatémicos florais
de AR sellowii ndo foram encontrados. Assim, os trabalhos que envolvem o género abordam
principalmente as substancias de interesse farmacoldgico havendo, portanto, escassez em
estudos relacionados a parte estrutural de 6rgaos vegetativos e reprodutivos.

Este trabalho esta inserido em uma ampla pesquisa, realizada no Departamento de
Botanica do Instituto de Biologia da UNICAMP por um grupo de professores e alunos, a qual
tem por objetivo principal o estudo anatémicos de espécies brasileiras de Apocynaceae.
Dentre os trabalhos realizados até o momento podemos citar: Rio (2002, 2006), Rio ef al.
(2002, 2005), Aguiar (2003), Simdes (2004), Demarco (2005), Demarco ef al. (2006), Gomes
(2006), Simbes et al. (2006, 2007).

Os unicos trabalhos anatémicos de espécies brasileiras de Rauvolfioideae, realizados
por pesquisadores brasileiros, foram descritos por Goncalves (1962/65) para Rauvolfia
grandiflora Mart., Aguiar (2003) para T7abernamontana catharinensis A.DC., por Demarco
(2005) para duas espécies de Aspidosperma Mart. (Alstoniae) e Demarco et al. (2006) para
A. australe Mull.Arg. A escolha de Rauvolfia sellowii, para este trabalho, deve-se ao fato desta
espécie ser componente da subfamilia mais basal de Apocynaceae (Kinoshita & Simdes
2005), uma das trés subfamilias de ocorréncia no territorio brasileiro e por ser a unica
espécie do género que ocorre no estado de Sao Paulo (Koch & Kinoshita 2005). Os dados

obtidos irdo colaborar também, com as pesquisas realizadas no presente momento pela
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equipe do Departamento de Botanica da UNICAMP, relativas aos estudos anatémicos e

filogenéticos de Rauvolfia.

OBJETIVOS

Diante da escassez de dados anatomicos das espécies brasileiras de Rauvolfioideae, os
objetivos principais deste trabalho s&do: caracterizar anatomicamente os coléteres em 6rgéos
vegetativos e reprodutivos , bem como as estruturas secretoras das flores de Rauvolfia

sellowiy.

Objetivos especificos

e Definir a ocorréncia, a posicao, o numero, o tipo dos coléteres foliares e comprovar a
presenca de mucilagem na secrecao por eles produzida;

e Verificar a ocorréncia dos coléteres em 6érgaos reprodutivos, definir sua posicao e
numero, caracterizar a sua estrutura, comprovar a presenca de mucilagem na secrecao
por eles produzida e realizar um estudo comparativo com os coléteres foliares;

o Caracterizar anatomicamente as estruturas secretoras dos dois tipos florais de

Rauvolfia sellowii, dando énfase a cabeca dos estiletes.



12
CAPIiTULO |

Coléteres foliares de Rauvolfia sellowiji Mill.Arg.

(Apocynaceae, Rauvolfioideae, Vinceae)

INTRODUCAO

Os coléteres tém por fungao lubrificar e proteger os meristemas através da producao
de uma substancia viscosa composta por mucilagem, por substancias lipofilicas, incluindo os
terpenos, ou por ambas (Fahn 1979, 1990; Thomas 1991). Por semelhanca estrutural, os
coléteres ja foram confundidos com nectérios extraflorais (Mohan & Inamdar 1986) e, de
acordo com a posigdo ou caracteristicas semelhantes as de outras estruturas secretoras,
apresentaram diferentes denominagbes ao longo dos anos na literatura (Woodson & Moore
1938; Rao & Ganguli 1963; Ramayya & Bahadur 1968; Metcalfe & ChalK 1950, 1979;
Subramanian et al. 1989).

Nas Apocynaceae, 0s coléteres sao freqientemente encontrados em &rgaos
vegetativos (Thomas 1991) e podem estar ausentes em alguns géneros (Marcondes-Ferreira
& Kinoshita 1996; Sennblad ef a/. 1998; Demarco 2005). Por serem identificados pela funcao
que exercem, 0s coléteres podem variar estruturalmente como tricomas, emergéncias ou
glandulas, quando vascularizados (Fahn 1990; Thomas 1991).

Os coléteres podem fornecer caracteres utilizados em trabalhos taxonémicos em
Apocynaceae, pois a sua ocorréncia, tipo e numero sao, geralmente, constantes dentro de
um género e/ou espécie (Woodson 1935, 1936; Rao 1956; Rio 2001; Rio et a/. 2002; Koch
2002; Simdes & Kinoshita 2002). Poucos estudos relacionados a estrutura, distribuicéo,

desenvolvimento e histoquimica dos coléteres vegetativos (Mirabella 1897; Fjell 1983;
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Thomas & Dave 1989a,b; Thomas ef al. 1989; Demarco 2005) foram realizados até o
momento em espécies de Rauvolfioideae Kostel. Poucos trabalhos com espécies brasileiras
foram realizados por pesquisadores brasileiros, 0os quais desenvolveram estudos com espécies
das subfamilias Apocynoideae Burnett (Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000; Rio ef a/. 2002;
2005) e Asclepiadoideae (Demarco 2005).

O tipo estrutural mais descrito nas Apocynaceae é o padrao (standard), denominado
por Lersten (1974) para descrever os coléteres em Rubiaceae. Recentemente, novos tipos de
coléteres como, cbnicos, ramificados e sésseis, foram descritos em érgaos vegetativos de
espécies de PFPrestonia R.Br. (Rio et al. 2002), Blepharodon Decne. (Demarco 2005),
Forsteronia G.Mey. (Rio et al. 2005) e Mandevilla Lind. Simbes ef al. (2006). Em relagdo ao
posicionamento dos coléteres em Orgaos vegetativos, eles podem ocupar duas posigdes:
interpeciolar e intrapeciolar (Sennblad et a/. 1998).

Rauvolfia é pantropical pertencente a tribo Vinceae Duby de Rauvolfioideae (Endress &
Bruyns 2000), sendo que, 26 das 70 espécies sdo atualmente reconhecidas e endémicas na
América do Sul (Koch 2002). As estruturas presentes na regidao nodal dos representantes
deste género foram interpretadas como estipulas por Rao (1956), apesar de chama-las de
escamas de botbes em algumas espécies. Diante desta contradicdo, Koch (2002) identificou
as estipulas descritas por Rao (1956) como catafilos, por protegerem gemas na regiao nodal
de algumas espécies neotropicais. A ocorréncia e a posicado dos coléteres vegetativos no
peciolo das folhas e regido nodal, foram utilizadas como caracteres taxondmicos na definicao
de seg¢bes dos géneros americanos (Rao 1956) e na determinagdo das espécies neotropicas

(Koch 2002). A presenca de coléteres peciolares foi relatada para o género (Mia 1960; Jain et
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al. 1986; Thomas 1991; Thomas & Dave 1991), existindo uma controvérsia em relagao a
presenca dos calicinais (Thomas 1991; Endress & Bruyns 2000).

Até o presente momento, apenas o apice caulinar de Rauvolfia vomitoria Afsel. (Mia
1960) e as folhas de Rauvolfia grandiflora Mart. (Gongalves 1962/65) foram anatomicamente
investigados. Nas descricdes destes 6rgaos vegetativos, dados sobre a estrutura anatémica
dos coléteres nao foram relatados. Apesar de nao ter realizado um estudo anatémico, mas
apenas analise morfologica, Rao (1956) relatou dados relevantes sobre estas estruturas ao
comparar a regidao nodal de Rauvolfia cubana A.DC., R littoralis Rusby, R. serpentina (L.)
Benth ex Kurz e R. tetraphylla L..

Rauvolfia sellowii Mill.Arg. € a Unica espécie do género ocorrente no estado de Sao
Paulo (Koch & Kinoshita 2005) e a uUnica em Apocynaceae a apresentar dioicia funcional
(Koch et al. 2002).

Diante da importancia taxondmica e da escassez de dados anatémicos dos coléteres de
Rauvolfia sellowii, o objetivo deste trabalho é definir a ocorréncia, a posi¢ao, o numero, o tipo

dos coléteres foliares e comprovar a presenca de mucilagem na secrecao por eles produzida.

MATERI AL E METODOS
O material utilizado no presente estudo foi coletado em trés areas nas imediagdes de
Campinas (Distrito de Joaquim Egidio, Bairro Taquaral - Parque Portugal e Subdistrito de
Bardo Geraldo - campus da Universidade Estadual de Campinas), onde a marcacado dos
individuos femininos e masculinos de Rauvolfia sellowii foi realizada, durante o periodo de
floragdo no ano de 2005. Ramos vegetativos de trés individuos femininos e dois masculinos

foram coletados de junho a julho de 2006. Os materiais testemunha foram identificados pela
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Profa. Dra. Luiza Sumiko Kinoshita e Profa. Dra. Ingrid Koch, e incorporados ao Herbario UEC

(tabela 1).

Tabela 1. Dados referentes ao material testemunha de Rauvolfia sellowii Mill.Arg.

Individuo Localidade Nome e n? coletor Data Registro UEC
feminino Campinas, Distrito de Joaquim Egidio RM Marasca 1 17/1X/2005 145793
masculino Campinas, Distrito de Joaquim Egidio RM Marasca 3 17/1X/2005 145795
masculino Campinas, Bairro Taquaral RM Marasca 8 11/X/2005 145798
feminino Campinas, Bairro Taquaral RM Marasca 9 11/X/2005 145799
feminino Campinas, Subdistrito de Barao Geraldo RM Marasca 13 20/1/2006 145815

A analise morfologica foi realizada em material vivo, com o uso de microscopio
estereoscopico, para confirmar a presenca dos coléteres nas folhas adultas, folhas jovens e
primérdios foliares. O registro dos resultados morfolégicos relevantes foi obtido através de
camera digital Nikon SMZ-U.

Os éapices vegetativos foram selecionados e fixados em FAA (formalina, acido acético,
alcool etilico 50% 1:1:18 v/v) por 24h (Johansen 1940) e FNT (formalina neutra tamponada;
tampao fosfato, formalina 9:1 v/v) por 48h (Lillie 1948 /n Clark 1973). As pecas isoladas
foram desidratadas em série butilica (alcool butilico terciario; Johansen 1940) e incluidas em
paraplast. Secgbes seriadas longitudinais e transversais, com 12um de espessura, foram
obtidas através de micrétomo rotativo Microm HM340E, coradas com Safranina e Azul de
astra para o estudo estrutural (Gerlach 1969) e montadas em resina sintética. Para evidenciar
as principais classes de compostos sintetizados pelos coléteres, alguns testes foram

realizados: reacdo PAS para evidenciar polissacarideos totais (Jensen 1962), Vermelho de
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ruténio para mucilagem (Gregory & Baas 1989) e preto de Sudao B (Pearse 1985) para
lipidios totais. As laminas obtidas foram montadas em gelatina glicerinada.

Dados relevantes foram registrados em filme KODAK Pro Image 100 e Gold 100
utilizando-se microscépio Olympus BX51; as escalas foram obtidas através da projecao de
ldmina micrométrica nas mesmas condicbes O6pticas utilizadas para as ilustracbes. Os
negativos foram digitalizados em 600 dpi e utilizados para a elaboragcdo das pranchas no

software Microsoft PowerPoint 2000.

RESULTADOS

Os ramos vegetativos de Rauvolfia sellowii sdo desprovidos de estipulas (figuras 1-4).
Os apices caulinares apresentam em seu primeiro né visivel quatro folhas jovens eretas
(figura 1), as quais envolvem os primérdios foliares (figuras 2-3). Com a utilizacdo de
microscépico estereoscopico, € possivel observar uma grande quantidade de secrecao
esbranquicada de aspecto gomoso envolvendo a regido adaxial das folhas jovens (figuras 2-
4) e ambas as faces dos primérdios foliares (figuras 3-4). Esta secrecdo é produzida por
coléteres de cor amarela, os quais estdo presentes na base das folhas jovens e dos
primoérdios (figuras 3-4). A partir do segundo né visivel, a secre¢cdo € escassa e 0s coléteres
tém cor castanha (figura 1).

Opostos aos primérdios foliares, os coléteres sao diferenciados na gema apenas pela
sua origem em: marginais (figuras 5-7) e axilares (figuras 8-9). Os marginais sdo formados
na base dos primordios do segundo e terceiro nés (figuras 5-7). No terceiro né, coléteres
axilares também sdo observados em inicio de seu desenvolvimento (figuras 8-9). Todos os

coléteres ocupam posicao intrapeciolar (figuras 12, 14, 16). O elevado numero de coléteres e
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sua disposicao em duas ou trés fileiras, paralelas a superficie da base dos 6rgaos examinados
(figuras 10, 12, 14, 16, 18), inviabilizam a definicdo do numero destas estruturas em A
sellowii.

Na fase secretora, uma variagdo no comprimento dos coléteres é observada no quarto
no (primeiro no visivel) na base das folhas jovens (figura 18). Os mais curtos ocupam posicao
proximal ao né (figuras 18-19) e os mais longos, posi¢ao distal (figuras 18-20). Ambos séo
cOnicos, integros, persistentes e recobertos por cuticula que pode se apresentar distendida do
apice para a base (figuras 14-17, 20, 26, 32). Estruturalmente sdo formados por um
pedunculo ndo secretor (figuras 10-11, 19) e uma regidao alongada constituida por epiderme
em palicada secretora que recobre um eixo central de células parenquimaticas (figuras 14-17,
19, 22, 27).

O pedunculo é constituido por epiderme com células cubicas recobertas por cuticula
(figuras 10-11, 19, 24, 29) e eixo central formado apenas por células parenquiméticas
desprovidas de cristais (figuras 19, 21, 24, 29).

Na regido alongada, a epiderme em palicada possui células secretoras de paredes
finas, citoplasma denso que sdo responsaveis pela produgcdo do exsudato acidofilo,
evidenciado no interior das células pela Safranina (figura 19). As células secretoras
apresentam retragdo no protoplasto (figuras 19, 26, 28, 32) apds a liberagdo do exsudato,
que sera acumulado no espaco deixado pela distensdo da cuticula (figuras 26, 31-32) para,
posteriormente, ser liberado para o meio extracelular. A presenga do nucleo nado pode ser
observada devido a grande quantidade de secreg¢ao no interior da célula (figuras 19, 26, 32).
O eixo central é formado por células parenquimaticas alongadas longitudinalmente e

desprovido de vascularizagdo (figuras 18-21). Idioblastos cristaliferos com cristais do tipo
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drusa (figura 21), sdo observados em alguns coléteres em fase secretora. Tricomas e
laticiferos nao foram observados.

A presenga de polissacarideos é constatada no interior das células da epiderme em
palicada (figuras 22-28), no espaco subcuticular (figuras 24-26) e no meio extracelular
(figuras 22-26). Para o teste com Vermelho de ruténio, o resultado € positivo para mucilagem
apenas no interior das células da epiderme em paligcada (figuras 27-28).

A cuticula recobre o coléter desde sua base até o apice e é evidenciada pelo preto de
Sudao B (figura 29). Com a distensao desta estrutura, forma-se um espago onde a secregao é
acumulada (figuras 31-32). O exsudato dos coléteres de materiais fixados pelo FAA (figura

30) ou pelo FNT (figura 32) apresenta resultado negativo para preto de Sudéo B.
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Figuras 1-4. Ramos vegetativos do individuo coletado no campus da UNICAMP (UEC
145815). 1. Vista geral do ramo; notar folhas jovens (seta curta) no primeiro né visivel.
Coléteres senescentes na base de folha jovem (removida) no segundo noé visivel (seta longa).
2-4. Secrecao esbranquicada de aspecto gomoso envolvendo as folhas jovens e os

primoérdios foliares. Escala: 1. 1cm
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Figuras 5-9. Coléteres do segundo e terceiro né em secgdes transversais. 5-7. Formagao
dos coléteres marginais nos primordios do segundo e terceiro nos (setas). 5. Regido apical da
gema. 6. Regido mediana da gema. 7. Regido basal da gema. 8. Coléteres em formacéao na

axila dos primérdios do terceiro n6. 9. Pormenor da figura 8. Escalas: 5-7. 200um; 8.

150pum; 9. 50um
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Figuras 10-17. Coléteres em secgbes transversais de um primoérdio foliar do terceiro né.
10-11. Regido basal do coléter marginal, pedinculo (seta). 12-13. Regido basal do coléter,
epiderme em palicada (seta). 14-15. Regidao mediana do coléter, células epidérmicas
apresentam retracdo do protoplasto (seta curta) e cuticula distendida (seta longa). 16-17.
Regido apical do coléter, cuticula completamente distendida (seta). 11,13,15,17. Pormenor

das figuras 10,12,14,16. Escalas: 10,12,14,16. 200um; 11,13,15,17. 100um.
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Figuras 18-21. Coléteres em secgdes longitudinais do quarto n6 (primeiro né visivel). 18.
Notar variagdo no comprimento dos coléteres foliares e presenca de cuticula distendida no
coléter mais longo. 19. Detalhe do coléter mais curto, notar retragdo do protoplasto (seta).
20. Detalhe do coléter mais longo com cuticula distendida (seta). 21. Drusas no parénquima
da porgdo central do coléter evidenciadas por luz polarizada. Escalas: 18. 200um; 19.

75um; 20-21. 100pm.
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Figuras 22-26. Coléteres do terceiro e quartos nés submetidos a reagdo PAS. 22. Seccéo
longitudinal (UEC 1457983). 23-26. Seccbes transversais (UEC 145799). 22. Polissacarideos
evidenciados no interior das células em palicada e no meio extracelular. 23. Vista geral dos
coléteres do terceiro né. 24. Vista geral dos coléteres do quarto no6, notar células nao
secretoras no pedunculo (seta). 25-26. Detalhe da figura 24, notar retracdo do protoplasma
(seta longa), distensdo da cuticula; polissacarideos evidenciados no interior da célula, no
espaco subcuticular (seta curta) e no meio extracelular (*). Escalas: 22. 150um; 23-24.

200pm; 25.100um; 26. 50um.
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Figuras 27-32. Coléteres do terceiro e quarto n6. 27, 29. Seccdes longitudinais. 28,30-32.
Seccbes transversais. 27—28. Resultado positivo para mucilagem no interior das células
epidérmicas em palicada, nos coléteres submetidos ao Vermelho de ruténio (UEC 145815).
29-32. Resultado positivo apenas na cuticula, notar espago subcuticular; coléteres fixados
em FAA (29-30) e FNT (31-32) submetidos ao preto de Sudao B (UEC 145799). 32. Pormenor

da figura 31. Escalas: 27,29-30. 200um; 28,31. 100um; 32. 50um.
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DI SCUSSAO

Os coléteres ocorrem na base da face adaxial dos primérdios foliares e no peciolo das
folhas jovens e adultas dos individuos com flores funcionalmente masculinas e
funcionalmente femininas de Rauvolfia sellowii (Koch 2002). Essa caracteristica ja foi
observada nas folhas de outras espécies do género (Rao 1956; Mia 1960; Goncalves
1962/65; Thomas 1991). A presenca destas estruturas no peciolo ja foi registrada em 12
géneros de Rauvolfioideae: Allamanda L., Alstonia R., Carissa L., Catharantus G., Cerbera L.,
Himatanthus Willd., Melodinus Forst., Plumeria L., Rauvolfia L., Thevetia L. Vallesia Ruiz &
Pav. e Vinca L. (Mirabella 1897; Mia 1960; Fjell 1983; Jain ef a/. 1986; Thomas & Dave 1989
a,b; Thomas et al. 1989; Thomas 1991; Thomas & Dave 1991). Nas tribos mais basais de
Rauvolficoideae (Endress & Bruyns 2000) podem estar presentes, em espécies como Vallesia
cymbaefolia Orteg. (Mirabella 1897) e Alstonia scholaris L. (Thomas & Dave 1991), ou
ausentes, em espécies como Aspidosperma australe Mill. Arg. e A. tomentosum Mart.
(Marcondes-Ferreira & Kinoshita 1996; Demarco 2005).

Os coléteres encontrados em A sellowii sao amarelos, desde o inicio de seu
desenvolvimento até a fase secretora, quando produzem uma secreg¢do esbranquicada de
aspecto gomoso, que envolve a regido adaxial das folhas jovens do primeiro no6 visivel e
todos os primérdios do apice. Thomas (1991) afirmou que a secrecdao dos coléteres se inicia
antes do desenvolvimento das folhas, quando estes sdo amarelos e secretam um material
pegajoso que envolve todo apice vegetativo. Essa observagéo se confirma nos primérdios de
todo apice vegetativo de R sellowii. Em Blepharodon bicuspidatum Fourn., os coléteres tém
cor verde no inicio de seu desenvolvimento, mas possuem a porcao secretora amarelada

durante a fase secretora quando produzem uma secreg¢ao de cor branca de aspecto viscoso
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(Demarco 2005). Coléteres de cor verde palida ja foram descritos em Vinca acutiflora Bert.
por Mirabella (1897).

Os coléteres marginais e axilares de R. sellowii sdo formados na base dos primérdios
do segundo e terceiro nos. Neste ultimo, coléteres axilares também sdo observados em inicio
de seu desenvolvimento. Todos os coléteres ocupam posicao intrapeciolar, a qual esta de
acordo com as descritas na revisao feita para as espécies neotropicais do género (Koch 2002)
e para secao Macrovolfia (Rao 1956). Koch (2002) observou a auséncia de catafilos nessa
espécie, mas no género as espécies podem ou nao apresentar essas estruturas. Rao (1956)
relatou que através de observagdes realizadas em Rauvolfia tetraphylla, R. littoralis, R.
serpentina e R. cubana, os coléteres e as estipulas, embora associados, sdo distintos em
relacdo a sua origem. A sellowii ndo apresenta estipulas, ou estas ndo sdo observadas, e os
coléteres tém origem na base adaxial das folhas.

Nos individuos observados, um numero elevado de coléteres posicionados em duas a
trés fileiras na base dos primérdios e das folhas jovens inviabilizou a definigao do numero
dessas estruturas. A ocorréncia de seis a oito coléteres ja foi registrada para espécies de
Rauvolfia (Thomas & Dave 1991), mas o relato da presenca de inUmeros coléteres, como 0s
encontrados em A sellowii, € um dado novo. O numero dos coléteres pode variar entre
individuos, como ja foi registrado para 7hevetia (Hifny Saber et al. 1969 apud Thomas 1991),
Allamanda cathartica L. (Ramayya & Bahadur 1968; Thomas & Dave 1989a) ou até mesmo
no proprio individuo, como em B. bicuspidatum (Demarco 2005).

Estruturalmente, os coléteres de R sellowii sao emergéncias que apresentam variagao
de comprimento. Todos sao conicos, constituidos por um pedunculo nao secretor, uma

porcao alongada secretora e revestidos totalmente por cuticula fina que apresenta distensé@o
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do apice para a base. As estruturas encontradas sdao semelhantes ao tipo “standard” descrito
por Lersten (1974), por apresentarem uma regido alongada revestida por epiderme
secretora, porém, sao diferentes em relacdo a forma e ao tamanho do pedunculo, pois estes
sao mais longos. Nas Apocynaceae, como em varias familias, essa terminologia tem sido
amplamente utilizada para descrever os coléteres encontrados (Thomas 1991; Rio et al.
2002; Demarco 2005; Rio et al. 2005). Coléteres conicos ja foram descritos em Blepharodon
bicuspidatum (Demarco 2005), mas estes se diferenciam dos encontrados em A. sellowii por
apresentar pedunculo curto.

Todo o corpo do coléter de A sellowii é revestido por fina cuticula que apresenta
distensdo do dapice para a base. Através da analise das secgbes transversais, € possivel
observar que o exsudato sai do interior das células epidérmicas é acumulado no espago
subcuticular e posteriormente liberado para o meio extracelular, sem rompimento da cuticula.
O processo de liberacdo e o acumulo da secrecdo no espacgo subcuticular estdo de acordo
com o registrado em Mellodinus scandens Forst. e Vallesia cymbaefolia (Mirabella 1897), mas
ha divergéncia quanto ao rompimento da cuticula, que nao é observado em A sellowii. A
distensado parcial da cuticula e o acumulo do exsudato ja foram registrados em Allamanda
neriifolia e Thevetia peruvuiana (Fjell 1983). Fahn (1979) descreveu que, normalmente, a
mucilagem e a goma sao acumuladas abaixo da parede celular ou entre ela e o espago
deixado pela retracdo do protoplasma ou, ainda, sdo secretadas através da parede e da
cuticula para o exterior.

Modificagbes estruturais na epiderme em paligada ndo foram encontradas, mas a
presenca de idioblastos cristaliferos foi registrada na parte central do parénquima, que

constitui o corpo central do coléter. Estas estruturas ja foram registradas nas células centrais
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de Allamanda canthartica (Thomas & Dave 1989a) e Roupelia grata Wall. (= Strophanthus

gratus (Wallich & Hook. ex Benth.) Baill). (Thomas ef a/. 1989). Embora seja considerado por
Thomas (1991) como uma modificacdo estrutural, Demarco (2005) ressalta que em B
bicuspidatum estas estruturas ndo devem ser consideradas como modificagdes, pois ocorrem
em todos os o6rgaos desta espécie. Em R sellowii, esses idioblastos tém ocorréncia
semelhante a descrita por Demarco (2005) para B. bicuspidatum pois sdo observadas em
varias pegas florais (Ver Cap. II1).

Mucilagem foram evidenciados no interior das células epidérmicas em palicada,
caracteristica que valida a identificagdo destas estruturas como coléteres. A presenga dessa
substancia também foi comprovada, como componente principal, na secre¢gdo dos coléteres
foliares de Prestonia coalita (Rio et al. 2002) e Blepharodun bicuspidatum (Demarco 2005). A
secrecao presente ao redor de todos os primérdios e folhas jovens corrobora a funcgao
descrita por Fahn (1979) para os coléteres encontrados em A. sellowii. Além da mucilagem, a
presenca de compostos lipofilicos também ja foi registrada em Allamanda cathartica L.
(Tomas & dave 1989a), Alstonia scholaris L. (Thomas & Dave 1990), Blepharodon
bicuspidatum (Demarco 2005), Mandevilla illustris e M. velutina (hoje M. polhiana) e Plumeria

rubra (Mohan & Inamdar 1986).
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CAPIiTULO 11

Coléteres bracteolares de Rauvolfia sellowii Miill.Arg.
(Apocynaceae, Rauvolfioideae, Vinceae) — caracterizacao estrutural e

analise comparativa com os foliares

INTRODUCAO

Os coléteres sao estruturas glandulares associadas a protegdo dos meristemas, através
da producdo de uma secrecao viscosa ou gomosa de coloragdo variada (Thomas 1991). A
secrecao pode ser constituida por mucilagem, por substancias lipofilicas (Fahn 1979, 1990;
Thomas 1991) ou, ainda, por uma mistura de ambas (Fahn 1979). A funcdo da mucilagem
difere muito entre as espécies, o6rgaos, ou tecidos em que ocorre (Fahn 1979).
Estruturalmente, os coléteres podem ser tricomas ou emergéncias (Thomas 1991) e
receberam diferentes denominagbes ao longo dos anos (Woodson & Moore 1938; Rao &
Ganguli 1963; Ramayya & Bahadur 1968; Metcalfe & ChalK 1950,1979; Subramanian et al.
1989).

Em Apocynaceae, estas estruturas s@o persistentes e estdo localizadas na regiédo
adaxial de dérgaos como folhas, bracteas, bractéolas e sépalas (Thomas 1991). Segundo
Endress e Bruyns (2000), essas estruturas estdo ausentes em Alstonieae G.Don, ou em
Aspidospermae Miers segundo Simdes et al. (2007). Apesar de ser utilizada como um carater
taxonébmico em Apocynaceae (Woodson 1935, 1936; Rao 1956; Marcondes-Ferreira &
Kinoshita 1996; Rio 2001; Rio et al. 2002; Koch 2002; Simbes & Kinoshita 2002), poucos

trabalhos foram realizados, diante do numero elevado de espécies (Judd ef al. 2002),
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envolvendo essas estrutura na familia (Mirabella 1897; Ramayya & Bahadur 1968; Fjell 19883;
Mohan & Inamdar 1986; Dave et al. 1987; Kuriashen & Dave 1989; Thomas & Dave
1989a,b,c; Thomas ef a/. 1989; Thomas 1991; Thomas & Dave 1991; Appezzato—da-Gléria &
Estelita 2000; Rio 2001, 2006; Rio ef al. 2002, 2005; Simdes 2004; Demarco 2005; Simdes et
al. 2006).

O tipo estrutural mais comum nas Apocynaceae € o tipo padrao (standard), de acordo
com a terminologia proposta por Lersten (1974) para coléteres de Rubiaceae. Recentemente,
coléteres cOnicos, laminares, ramificados e sésseis foram descritos em espécies de FPrestonia
R.Br. (Rio 2001), Blepharodon Decne. (Demarco 2005), Forsteronia G.Mey. (Rio et al. 2005) e
Mandevilla Lind. e Mesechites A. DC. (Simdes 2004; Simbes et al. 2006).

Em Rauvolfioideae Kostel., os coléteres peciolares ja foram descritos para espécies de
12 géneros, dos quais apenas Allamanda L., Himatanthus Willd., Thevetia L. e Carissa L.
apresentam também coléteres bracteolares (Mirabella 1897; Mia 1960; Fjell 1983; Jain et al.
1986; Thomas & Dave 1989 a,b; Thomas ef a/. 1989; Thomas 1991; Thomas & Dave 1991;
Spina 2004; Gomes 2006). Dados anatémicos relacionados a estas estruturas em
Rauvolfioideae ja foram relatados em Allamanda canthartica L., A. neriifolia Hook.,
Himathanthus obovatus (A.DC.) Woodson, Vinca minor L. e Thevetia peruviana (Pers.) K
Schum (Fjell 1983; Thomas & Dave 1989a; Demarco 2005; Gomes 2006).

As inflorescéncias de Rauvolfia L. sao variagdes de dicasios, morfologia basica descrita
por Woodson (1935) para Apocynaceae e que podem apresentar diferengas entre o numero
de paracladios, de flores por paracladios, ramificacbes e nas proporgées dos eixos da
inflorescéncia (Koch 2002). Para as 36 espécies neotropicais do género reconhecidas por

Koch (2002), as bréacteas das inflorescéncias sao estruturas foliares pequenas, geralmente
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membranaceas que variam de forma e tamanho com margem inteira, denteada somente na
base ou glanduloso-denteada. Este ultimo carater foi descrito para dez espécies de Rauvolfia.
Quando presentes nesses 6rgaos, os coléteres ocorrem na face adaxial (Koch 2002).

A presenga de coléteres peciolares ja foi descrita para o género (capitulo 1), os
bracteolares nao foram descritos anatomicamente havendo a controvérsia quanto a
ocorréncia dos calicinais (Mia 1960; Jain ef a/. 1986; Thomas 1991; Thomas & Dave 1991;
Endress & Bruyns 2000).

Rauvolfia sellowii Mill.Arg. apresenta inflorescéncias pleiocasiais, dispostas apenas nos
verticilos terminais, com bracteas triangulares de margem denteada na base e na regiao
mediana (Koch 2002). Diante da importancia taxond6mica relatada para os coléteres
peciolares em Rauvolfia, a controvérsia existente em relacdo a presenca dos calicinais e a
auséncia de dados sobre os bracteolares, os objetivos deste trabalho sao: verificar a
ocorréncia dos coléteres em 6rgaos reprodutivos, definir sua posicdo e niumero, caracterizar a
sua estrutura, comprovar a presenca de mucilagem na secregao por eles produzida e realizar

um estudo comparativo com os coléteres foliares.

MATERI AL E METODOS
Ramos com flores funcionalmente masculinas e funcionalmente femininas de Rauvolfia
sellowii foram coletados em trés areas nas imediacdes de Campinas (Bairro Taquaral - Parque
Portugal, Subdistrito de Bardo Geraldo - campus da Universidade Estadual de Campinas e
Instituto Agrondmico de Campinas — Fazenda Santa Elisa). Ramos vegetativos foram

coletados em junho de 2006 e reprodutivos de agosto a janeiro em 2005 e 2006. Os
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materiais testemunha foram coletados, identificados pelas Profas. Dras. Luiza Sumiko

Kinoshita e Ingrid Kock, e incorporados ao Herbario UEC (tabela 1).

Tabela 1. Dados referentes ao material testemunha de Rauvolfia sellowii Mull.Arg.

Individuo Localidade Nome e n? Coletor Data Registro UEC
masculino Campinas, Bairro Taquaral RM Marasca 8 11/X/2005 145798
feminino Campinas, Bairro Taquaral RM Marasca 9 11/X/2005 145799
masculino Campinas, Instituto Agronémico RM Marasca 11 10/X/2006 145813
feminino Campinas, Subdistrito de Bardo Geraldo RM Marasca 13 20/1/2006 145815

A analise morfolégica dos ramos vegetativos e reprodutivos foi realizada em material
vivo e fixado, através da utilizacdo de microscopio estereoscédpico para verificar a ocorréncia
de coléteres nas folhas, nas bracteas e no célice. Os dados relevantes foram registrados com
camera digital Nikon SMZ-U e os esquemas, utilizando o microscopio estereoscopico Olympus
SZH10 com cémara clara acoplada. A determinagdo dos dois tipos estruturais de bracteas
presentes nos ramos reprodutivos foi baseada na descricdo realizada por Weberling (1992).

Ramos vegetativos de um individuo (UEC 145815) e reprodutivos de quatro (UEC
145815, 145799, 145798, 145813) foram fixados em FAA (formalina, acido acético, alcool
etilico 50% 1:1:18 v/v) por 24h (Johansen 1940) e FNT (formalina neutra tamponada;
tampao fosfato, formalina 9:1 v/v))48h (Lillie 1948 /n Clark 1973). Apices vegetativos,
inflorescéncias em inicio de desenvolvimento, a regido de articulacdo (n6s) dos paracladios
das inflorescéncias desenvolvidas e botdes florais foram isolados a partir destes ramos.

As pecas isoladas foram desidratadas em série butilica (alcool butilico terciario;
Johansen 1940) e incluidas em paraplast. Secg¢des seriadas longitudinais e transversais com

12um de espessura foram obtidas através de micrétomo rotativo Microm HM340E, coradas
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com Safranina e Azul de astra (Gerlach 1969) e montadas em resina sintética para o estudo
estrutural.

Para evidenciar as principais classes de compostos sintetizados pelos coléteres, alguns
testes foram realizados: reacdo PAS (Jensen 1962) para polissacarideos totais, Vermelho de
ruténio (Gregory & Baas 1989) para mucilagem e preto de Sudao B (Pearse 1985) para
lipidios totais. As laminas obtidas foram montadas em gelatina glicerinada.

Apoés a anadlise de todo laminério, dados relevantes foram registrados em filme Kodak
Pro Image 100 e Gold 100 utilizando-se microscopio Olympus BX51; as escalas foram obtidas
através da projecdo de lamina micromeétrica nas mesmas condi¢des Opticas utilizadas para as
ilustragbes. Os negativos foram digitalizados com 600 dpi e utilizados para a elaboragao das

pranchas no software Microsoft Powerpoint 2000.

RESULTADOS

Os ramos reprodutivos tém origem terminal (figuras 1-3) e apresentam paracladios
articulados, os quais tornam-se mais curtos a medida que se aproximam do apice (figuras 3,
5). As estruturas foliares dos ramos reprodutivos sdo chamadas, neste trabalho, de bracteas
folhosas por protegerem a inflorescéncia durante seu desenvolvimento inicial (figuras 1-2) e
por apresentarem as mesmas caracteristicas morfolégicas das folhas encontradas nos apices
vegetativos (figuras 3-4). Em uma analise mais detalhada das inflorescéncias em microscopio
estereoscopico, é possivel observar a presenga de bracteas diminutas glanduloso-denteadas
nas articulagbes (nos) dos paracladios (figura 5C-D). Coléteres sao evidenciados nos dois
tipos de bracteas e no peciolo das folhas (figuras 6-10, 12) e ndo sdo encontrados nos

verticilos florais (figura 11).
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Coléteres das bracteas folhosas

Quando analisadas em microscépio estereoscépico, as bracteas folhosas jovens
apresentam secrecdo incolor produzida por coléteres presentes em sua base (figura 5A-B)
ocupando posigao intrapeciolar (figura 5A).

Cada bractea possui 9-13 coléteres em sua base (figuras 5B, 8) e destes, 2-4 ocupam
posicdo marginal e os demais, posicao axilar. Os marginais sdo semelhantes ao tipo padréo e
os axilares sédo coénicos (figuras 6-7), semelhantes aos coléteres foliares (figura 12).
Estruturalmente ambos sao formados por peduinculo ndao secretor (figuras 6-8, 12, 13, 17,
22, 23, 26) e regido alongada constituida por epiderme em palicada secretora, que recobre
um eixo central de células parenquimaticas desprovido de vascularizagéo (figuras 6-7, 12, 13,
17, 18, 22). Tricomas e laticiferos ndo sdo observados nos coléteres bracteolares analisados.

O pedunculo dos coléteres é constituido por epiderme de células cubicas, nao
secretoras, recobertas por cuticula e eixo central formado apenas por células parenquimaticas
desprovidas de cristais (figuras 7-8, 12, 13). Nos coléteres marginais, o pedunculo € mais
longo que nos axilares (figuras 6-7).

A epiderme em palicada apresenta células secretoras de paredes finas, citoplasma
denso e estas sdo responsaveis pela producdo do exsudato acidéfilo, evidenciado apenas no
interior das células pela Safranina (figuras 7-8). A visualizagao do nucleo é dificultada devido
a grande quantidade de secrecao no interior das células. A retracdo do citoplasma observada
nas células secretoras dos coléteres foliares (figuras 12, 17, 26) ocorre também nos coléteres
das bracteas folhosas (figuras 7-8, 13, 18-20) ap6s a liberacdo do exsudato, que é
acumulado no espaco subcuticular e, posteriormente, liberado para o meio extracelular, sem

rompimento da cuticula.



46

Nas secgOes dos coléteres submetidas a reacdo PAS, a presencga de polissacarideos é
evidenciada no interior das células epidérmicas em palicada € no meio extracelular (figuras
13, 17). O resultado é negativo para as células epidérmicas da regido do pedunculo (figuras
13, 17). Para as seccdes tratadas com Vermelho de ruténio, o resultado € positivo para
mucilagem na secreg¢ado contida no interior das células epidérmicas em palicadas (figuras 18-
20).

A secrecgao dos coléteres tratados com preto de Sudao B apresenta resultado negativo
para substancias lipofilicas (figuras 23-26). O mesmo teste evidencia cuticula fina envolvendo
os coléteres da bractea folhosa (figura 23), os coléteres foliares (figura 26) e cuticula espessa

na face abaxial da bractea folhosa (figura 23)

Coléteres das bracteas diminutas

Em andlise realizada em microscopio estereoscépico, as bracteas diminutas estéo
presentes nas articulagbes dos paracladios que constituem a inflorescéncia (figura 5A,C,D).
Morfologicamente, elas sao triangulares com margem denteada (figura 5C-D). No apice das
expansoes da lamina, que formam as margens denteadas (figuras 9-10), € possivel notar 2-4
coléteres (figuras 9, 10) responsaveis pela produgcdo de secregdao incolor que envolve
bracteas diminutas e botdes florais. Estruturalmente, os coléteres sao conicos, formados por
um pedunculo nao secretor e uma regido curta revestida por epiderme em palicada secretora,
e sdo desprovidos de vascularizagao (figuras 9-10, 14-16, 21, 24-25).

A epiderme em palicada apresenta células de paredes finas e citoplasma denso, a qual
envolve um parénquima nao secretor central (figuras 9-10, 14-16, 20-21, 24-25). Nos

coléteres em fase secretora (figuras 15-16, 20, 24-25) e em inicio de senescéncia (figuras 9-
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10, 14, 21) é possivel observar a retracdo do protoplasto, a qual deriva da liberagdo do
exsudato. A distensao da cuticula ocorre apenas em coléteres em inicio de senescéncia.

Através da analise das secgdes longitudinais (figuras 14-16) submetidas a reacao PAS,
a presencga de polissacarideos totais é evidenciada no interior das células epidérmicas em
palicada. Ja com o tratamento pelo Vermelho de ruténio, o resultado é positivo para
mucilagem nas células epidérmicas dos coléteres em fase secretora (figuras 19-20)

Cuticula é evidenciada pelo preto de Sudéo B envolvendo toda a bractea diminuta e os
coléteres. O resultado é negativo para substancias lipofilicas na secrecdo contida no interior

das células epidérmicas em palicada (figuras 24-25).

| LUSTRACOES
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Figuras 1-4. Ramos reprodutivos (1-3) e vegetativo (4) do individuo coletado no campus da
UNICAMP (UEC 145815). 1-2. Inflorescéncias em inicio de desenvolvimento, observar
bracteas folhosas jovens (setas); 3. Vista geral da inflorescéncia. 4. Apice caulinar

vegetativo.
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Figura 5. Inflorescéncia do individuo coletado no campus da UNICAMP (UEC 145815). A.
Vista geral da inflorescéncia. B. Detalhe da porcdo adaxial do peciolo da bractea folhosa,
observar a presenca de coléteres. C-D. Detalhe dos nés da inflorescéncia, notar bréacteas

diminutas com margens denteadas. Escalas: A. 5mm; B-D. 1mm.
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Figuras 6-12. Coléteres bracteolares e foliares. 6-7, 11-12. Seccdes longitudinais. 8-10.
Seccbes transversais. 6-8. Bractea folhosa. 9-10. Bracteas diminutas. 6. Coléter do tipo
padrdo. 7. Coléter conico. 8. Disposicdo e numero dos coléteres, observar células
epidérmicas do pedunculo (seta). 9-10. Coléteres marginais. 11. Auséncia de coléteres
calicinais no botao floral (UEC 145813). 12. Coléteres foliares (UEC 145798). BF — Bractea
folnosa; BD — Bractea diminuta. Escalas: 6,8,11. 200um; 7. 75um; 9-10. 100um; 12.

150um.
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Figuras 13-17. Coléteres bracteolares e foliares submetidos a reacdo PAS. 13-14, 17.
Seccoes longitudinais. 15-16. Seccdes transversais. 13-16. Coléteres bracteolares. 17.
Coléteres foliares (UEC 145798). 13. Coléter da bractea folhosa (UEC 145798). 14. Coléter
da bréactea diminuta em inicio de senescéncia (UEC 145799). 15-16. Coléteres da bréactea
diminuta em fase secretora (UEC 145798, UEC 145813). 13, 15-16. Coléteres axilar e
marginais, polissacarideos evidenciados no interior das células em paligada. 17.
Polissacarideos evidenciados no interior das células em palicada e no meio extracelular (seta).
BF — Bractea folhosa; BD — Bractea diminuta. Escalas: 13,15-16. 75um; 14. 200um;

17.150um.
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Figuras 18-22. Coléteres bracteolares e foliares submetidos ao teste com Vermelho de
ruténio. 18, 21-22. Secgdes longitudinais. 19-20. Secgdes transversais. 18-19. Coléter da
bractea folhosa (UEC 145798, UEC 145799). 20. Coléteres das bracteas folhosa e diminuta
(seta) (UEC145799). 21. Coléter da bractea diminuta (UEC 145813). 22. Coléteres foliares
(UEC 145798). 18-20, 22. Resultado positivo para mucilagem no interior das células em
paligada. 21. Coléter em inicio de senescéncia. BF — Bractea folhosa; BD — Bractea diminuta.

Escalas: 18-22. 75um; 22. 250um.
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Figuras 23-26. Coléteres bracteolares e foliares em secgdes longitudinais submetidos ao
teste com preto de Suddao B em material fixado pelo FNT. 23. Bractea folhosa (UEC 145798).
24-25. Bractea diminuta (UEC 145815). 26. Coléteres foliares (UEC 145798). 23-27.
Resultado positivo na cuticula dos coléteres. BF — Bréactea folhosa; BD — Bractea diminuta.

Escalas: 23,26. 200um; 24. 75um; 25. 50um.
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60
DI SCUSSAO

Nas inflorescéncias de Rauvolfia sellowii dois tipos de bracteas sao observados:
folhosas e diminutas. As bracteas folhosas sdo morfologicamente semelhantes as folhas mas
diferenciam-se destas devido a funcao de protecao das inflorescéncias durante o inicio de seu
desenvolvimento. A andlise anatémica realizada neste trabalho indicou a presenca de
glandulas na margem das bracteas diminutas. As bracteas diminutas estdo localizadas nas
articulagdes dos paracladios e sédo triangulares com margem glanduloso-denteada, descrita
pela primeira vez para a familia no presente estudo, devido a ocorréncia dos coléteres
marginais observados em suas extremidades. A presenca de bracteas triangulares com
margem denteadas foi descrita para esta espécie por Koch (2002), mas ndo o carater
glanduloso-denteado.

Os coléteres de R sellowii estao presentes na base da porcédo adaxial dos primérdios
foliares e folhas, nas bracteas folhosas e nas diminutas. Apenas através da analise
comparativa da posicdo dos coléteres, e pela presenca de cuticula espessa das bracteas
folhnosas de R sellowii foi possivel diferencia-las das folhas fotossintetizantes. Koch (2002)
enfatizou a dificuldade em observar o desenvolvimento da inflorescéncia em material
herborizado. A posicdo dos coléteres no peciolo e nas bracteas de A. sellowii foi descrita por
Koch (2002).

Em A sellowii, a auséncia de coléteres calicinais esta de acordo com a descricao de
Endress & Bruyns (2000) para os géneros da tribo Vinceae Duby. A presenca desta estrutura
no célice de Rauvolfia ja foi descrita para o género por Thomas & Dave (1991), mas estes

autores nao mencionaram a espécie estudada e nem os descreveram anatomicamente.
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A presencga de bracteas com margem denteada glanduloso-denteada nas articulagbes
das inflorescéncias e a auséncia de coléteres calicinais em A sellowii sugerem que 0
exsudato produzido protege os meristemas presentes nas articulagées dos paracladios. Spina
(2004) propbs que a presenca de coléteres na base das bracteas de Himatanthus Willd. ex
Schult. estaria relacionada a protecdo das gemas florais. A fungdo de proteger os meristemas
ja foi proposta por Fahn (1979) e Thomas (1991); os resultados encontrados para os
coléteres das bracteas folhosas e diminutas das espécies de A sellowii corroboram a fungéao
proposta por estes autores. A auséncia de coléteres vegetativos em Aspidosperma australe
Mull.Arg. e Aspidosperma tomentosum Mart. (Demarco 2005), a presengca de coléteres
vegetativos em Alstonia scholaris L. (Thomas & Dave 1989b.) e vegetativos e bracteolares em
R. sellowii sugerem que estas estruturas surgiram inicialmente nos 6rgaos vegetativos destes
géneros

Os coléteres das bracteas folhosas de AR sellowii séao de dois tipos: cdnicos e
semelhantes ao tipo padrdo. Os cdnicos, que ocupam posi¢cdo axilar sdo semelhantes aos
coléteres foliares (capitulo 1). Nas bracteas diminutas estas estruturas ocupam posicao
marginal e sdo apenas cOnicos. Todos os coléteres encontrados em A. sellowii sdo formados
por pedunculo ndo secretor e regido constituida por epiderme em palicada secretora que
recobre um eixo central de células parenquimaticas desprovido de vascularizagdo. Os
coléteres marginais das bracteas folhosas sdo semelhantes ao tipo padrao (standard) descrito
por Lersten (1974) para Rubiaceae, mas sédo diferentes em relacdo ao tamanho do
pedunculo, pois os de A sellowii sao mais longos. Coléteres bracteolares do tipo padrao ja

foram registrados em Forsteronia pubescens (Rio 2006). Em Dijtassa retusa Mart. (Gomes
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2006), os coléteres bracteolares sao estruturalmente semelhantes aos presentes nas bracteas
diminutas de A. sellowii.

A presenca de idioblasto cristaliferos ndo é constante nos coléteres de R. sellowii, pois
estes sdo observados apenas no eixo parenquimatico dos coléteres foliares em fase secretora
(capitulo 1). Estas estruturas ja foram mencionadas nos coléteres de Allamanda canthartica
(Thomas & Dave 1989a), Blepharodon bicuspidatum Fourn. (Demarco 2005) e Roupelia grata
Wall. (Thomas et a/. 1989). Embora Rio (2006) tenha descrito os coléteres das bractéolas de
Forsteronia pubescens, a autora ndao mencionou a ocorréncia de idioblastos cristaliferos
nestas estruturas.

Todos os coléteres analisados de R. sellowii sao desprovidos tricomas, laticiferos e de
vascularizagdo. A auséncia de vascularizacdo é constante, nos coléteres calicinais das
espécies de Apocynaceae estudadas por Woodson & Moore (1938). Coléteres calicinais e
foliares desprovidos de vascularizacdo ja foram descritos em Allamanda cathartica,
Blepharodon bicuspidatum, Forsteronia australis Mull.Arg., F. glabrescens Mull.Arg., F
pubescens A.DC., F. thyrsoidea (Vell.) MUll.Arg., Macrosiphonia longiflora (Desf.) Mill.Arg.
(hoje Mandevilla longiflora, (Dest.) Pichon), Mandevilla pycnantha, M. scabra, M. tenuifolia,
Mesechites mansoana (A.DC.) Woodson, Roupelia grata, Secondatia densiflora A.DC. e S.
floribunda A.DC. (Thomas & Dave 1989a; Thomas ef a/. 1989; Demarco 2005; Rio ef al.
2005; Simdes et al. 2006).

Os coléteres das bracteas folhosas e das bracteas diminutas s&o responsaveis pela
secrecao de uma substancia incolor o que os distinguem dos foliares. A secreg¢édo produzida e

liberada pelos coléteres foliares é esbranquicada de aspecto gomoso (capitulo I). Secrecao
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incolor produzida por coléteres calicinais e esbranqui¢cada nos foliares j& foram observadas
por Demarco (com. pess.) em Blepharodon bicuspidatum.

O acumulo do exsudato no espago subcuticular liberado do interior das células
epidérmicas, sem rompimento da cuticula, é evidenciado nos coléteres das bracteas folhosas
e nos foliares (capitulo I) em A sellowii. Este modo de liberagdo do exsudato também j& foi
descrito para Allamanda neriifolia, Calotropi, Plumeria rubra L. e Thevetia peruviana (Fjell
1983; Mohan & Inamdar 1986; Kuriachen & Dave 1989). Em Mellodinus scandens Forst. e
Vallesia cymbaefolia (Mirabella 1897), o processo de liberagcdo do exsudato para o espago
subcuticular é semelhante ao encontrado em A sellowii mas diverge em relacdo ao
rompimento da cuticula ocorrente nestas duas espécies. Nos coléteres bracteolares e foliares
de AR sellowii, a presenca de mucilagem foi evidenciada no interior das células epidérmicas
em palicada. Nas bracteas diminutas, esta substancia foi registrada apenas no interior das
células epidérmicas. A presenca de polissacarideos ja foi registrada no interior das células
epidérmicas nos coléteres de Allamanda canthartica, Blepharodon bicuspidatum, , Forsteronia
australis, F. glabrescens, F. thyrsoidea, F. pubenscens, Mandevilla illustris, M. pohliana (sob
M. velutina, Appezzato-da-gloria & Estelita 2000) , Pumeria rubra, Prestonia coalita e
Roupelia grata (Mohan & Inamdar 1986; Thomas & Dave 1989a; Thomas ef al 1989;

Appezzato—da-Gléria & Estelita 2000, Rio 2001, 2006; Rio et a/. 2002, 2005; Demarco 2005).
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CAPIiTULO 111

Estruturas secretoras florais de Rauvolfia sellowii Mill.Arg.
(Apocynaceae, Rauvolfioideae, Vinceae), com énfase na cabeca dos

estiletes

INTRODUGCAO

Apocynaceae caracteriza-se por grande variagdo na estrutura floral em relagéo,
principalmente, a disposicdio ou adnacdo do androceu e gineceu. Um padrdao de
especializagdo pode ser observado nestas estruturas nos representantes desta familia, que se
inicia na subfamilia mais basal Rauvolfioideae Kostel., com flores mais simples, até culminar
com as flores mais complexas encontradas em Asclepiadoideae (Fallen 1986; Endress 1994;
Endress & Bruyns 2000).

As flores da maioria dos representantes desta familia apresentam simetria radial,
corola tubular pentédmera, e geralmente, sdo polinizada por insetos (Fallen 1986). Até o
momento, o trabalho mais abrangente de estrutura floral das Apocynaceae foi realizado por
Woodson e Moore (1938), no qual 59 espécies foram estudadas, com o objetivo principal de
comparar a vascularizagdo e morfologia. Posteriormente, Rao & Ganguli (1963), Fallen
(1986), Kunze (1993, 1994, 1997), Galetto (1997), Torres & Galetto (1998), Lin & Bernardello
(1999) e Gomes (2006) contribuiram com dados importantes sobre a estrutura floral
encontrada na familia.

A epiderme da cabeca dos estiletes, coléteres, nectérios e laticiferos sdo as estruturas

secretoras florais mais investigadas nos representantes de Apocynaceae (Woodson & More
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1938; Rao & Ganguli 1963; Fallen 1986; Thomas 1991; Galetto 1997; Torres & Galetto 1998;

Lin & Bernardello 1999; Endress & Bruyns 2000; Rio 2001, 2006; Simdes 2004; Demarco
2005; Demarco et al. 2005; Simdes et al. 2006, 2007). Trabalhos relacionados com estruturas
secretoras florais de alguns géneros brasileiros ja foram realizados por Rio (2001, 2006),
Simobes (2004), Demarco (2005) e Simdes et al. (2006, 2007). A ocorréncia de osméforo e
sua possivel localizagdo foram mencionadas para a familia (Torres & Galetto 1998; Lin &
Bernardello 1999), mas dados sobre sua estrutura foram descritos apenas para algumas
espécies de Ceropegia L. (Esau 1965; Vogel 1990; Endress 1994).

A unido congénita dos carpelos das flores € um fato comum nas angiospermas mais
derivadas (Walker 1975a; Endress et al. 1983). Em Apocynaceae, esta fusdo da origem a
cabeca dos estiletes, a qual é revestida por epiderme secretora (Walker 1975a,b) e descrita
como sendo a responsavel pela secrecdo de substancias relacionadas com o transporte de
polen em Rauvolfioideae e, por isso, de grande importancia para o sistema de polinizacao
(Fallen 1986; Endress 1994; Koch et al. 2002).

Fallen (1986), ao analisar a morfologia e a funcdo da cabeca dos estiletes de espécies
de Apocynaceae, definiu uma progressao em relacdo aos estadios evolutivos desta estrutura
e estabeleceu quatro tipos basicos dentro da familia. No tipo 1 a cabega dos estiletes € a
mais simples e apresenta apenas um tipo de célula na epiderme secretora. O tipo 2 possui
em sua regido apical um anel de tricomas, em seu corpo principal células em palicada curtas
e em sua base um “colar” membranoso de tricomas longos. No tipo 3 encontram-se todas as
caracteristicas do tipo 2, mas com adnagao as anteras, resultando na formagao do ginostégio.

Com a perda secundaria das estruturas para captura de pdlen na base da cabeca e do anel
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superior de tricomas, o tipo 4 € semelhante ao tipo 1, mas apresenta adnagdo com a cabeca
dos estiletes.

Os coléteres sdao emergéncias ou tricomas presentes em Orgédos vegetativos e
reprodutivos (Thomas 1991). Nas Apocynaceae, sdao emergéncia ou glandulas localizadas na
regiao adaxial das folhas, bracteas e sépalas. A auséncia de coléteres calicinais € frequiente
em Rauvolfioideae (Endress & Bruyns 2000).

Os nectarios variam de forma, desde superficies glandulares até glandulas
vascularizadas especializadas (Esau 1965; Fahn 1990). Podem ser encontrados na superficie
dos 6rgaos, formando elevagbes, ou ainda alojados em depressées (Fahn 1979) e
normalmente sdo constituidos por tecido secretor e tecido vascular (Fahn 1990).

Nas Apocynaceae, 0s nectarios podem apresentar uma grande variacdo em relagéo a
origem, posicao e forma (Woodson & More 1938; Rao & Ganguli 1963; Rachmilevitz & Fahn
1973; Galetto 1997; Torres & Galetto 1998; Lin & Bernardello 1999; Rio 2006), ocorrendo
também fusdo parcial ou total destas estruturas ao gineceu ou a corola (Rao & Ganguli
1963). Duas origens ja foram relatadas para os nectarios encontrados em Apocynaceae:
carpelar (Woodson & More 1938; Rao & Ganguli 1963) e receptacular (Galetto 1997). Em
Rauvolfioideae, quando presentes, 0s nectarios estdo localizados ao redor do ovario
formando um anel continuo (Woodson & More 1938), com apice lobado ou ndo, ou até
mesmo com dois nectarios alternos aos dois carpelos (Woodson & More 1938; Rachmilevitz &
Fahn 1973). A presenca de nectario ndo € universal em Apocynaceae (Endress & Bruyns
2000), pois podem estar ausentes em alguns representantes de Aspidospermeae miers

(Simoes et al. 2007), como em Aspidosperma australe Mill.Arg. (Demarco 2005).
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Além de serem relatados para as partes vegetativas (Metcalfe & Chalk 1950; Milanez
1959; Stockstill & Nessler 1986; Murugan & Inamdar 1987; Appezzato-da-Gléria & Estelita
1997; Rio et al. 2005; Demarco et al. 2006), os laticiferos também sdo encontrados em
partes reprodutivas (Murugan & Inamdar 1987; Aguiar 2003; Demarco 2005; Demarco et al.
2006; Rio 2006).

Rauvolfioideae constitui um grupo bastante heterogéneo em relagdo a estrutura floral
(Endress & Bruyns 2000) e as estruturas secretoras florais mais relatadas sdo: epiderme da
cabeca dos estiletes, laticiferos, nectarios, coléteres e osméforos (Woodson & Moore 1938;
Rao & Gabguli 1963; Fallen 1986; Thomas 1991;Lin & Bernardello 1999; Endress & Bruyns
2000; Demarco 2005; Gomes 2006).

Rauvolfia L. pertence a tribo Vinceae Duby, de Rauvolfioideae, apresenta cerca de 70
espécies de distribuicao tropical, e destas, das 20 espécies encontradas no Brasil, 11 sao
endémicas (Koch & Kinoshita 2005). Suas flores sao pequenas, levemente zigomorfas,
pentdmeras e na maioria dos casos, hermafroditas, podendo apresentar anteras vazias e
ginodioicia ou dioicia (Koch 2002; Koch et al. 2002). Rauvolfia sellowii Mlll.Arg., além de ser
a Unica espécie do género ocorrente no estado de Sao Paulo, se destaca das outras espécies
dentro de Apocynaceae por apresentar dioicia funcional; tal carater foi constatado em
estudos recentes de biologia floral; a qual ndo havia sido relatada até entdo para a familia
(Koch et al. 2002; Koch & Kinoshita 2005). Dos poucos estudos realizados com o género
constatou-se que a maioria esta relacionada a biologia floral (Mital & Issar 1968; Bawa et al.
1985; Lopes & Machado 1999; Koch et al/ 2002). Dados anatémicos foram encontrados

apenas sobre a vascularizacao floral de A. tetraphylla L.(Woodson & More 1938) e apesar de
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Fallen (1986) ter incluido A balansae (Baillon) Boit. e A reflexa Teijsm. & Binnend em seu
estudo, estas ndo foram selecionadas para a descricao da estrutura floral (Fallen 1986).
Devido a escassez de dados sobre a anatomia das estruturas secretoras florais de
espécies brasileiras de Rauvolfia, o objetivo deste trabalho foi caracterizar anatomicamente
as estruturas secretoras das flores funcionalmente masculinas e funcionalmente femininas, de
Rauvolfia sellowii, dando énfase a cabeca dos estiletes e contribuindo, assim, com novos
dados para o melhor entendimento da estrutura floral de espécies deste género. Os dados
obtidos irdo colaborar, também, com as pesquisas realizadas no presente momento pela
equipe do Departamento de Botanica da UNICAMP, relativas aos estudos anatémicos e

filogenéticos de Rauvolfia.

MATERI AL E METODOS
Ramos reprodutivos de individuos com flores funcionalmente masculinas e
funcionalmente femininas de Rauvolfia sellowii foram coletados em trés areas nas imediacdes
de Campinas (Distrito de Joaquim Egidio, Bairro Taquaral - Parque Portugal e Instituto
Agronémico de Campinas - Fazenda Santa Elisa). Os materiais testemunha foram
identificados pelas Profas. Dras. Luiza Sumiko Kinoshita e Ingrid Koch e posteriormente,

incorporados ao Herbario UEC (tabela 1).
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Tabela 1. Dados referentes ao material testemunha de Rawvolfia sellowii Mill.Arg.

Individuo Localidade Nome e n? do Coletor Data Registro UEC
feminino Distrito de Joaquim Egidio RM Marasca 01 17/1X/2006 145793
feminino Distrito de Joaquim Egidio RM Marasca 02 17/1X/2006 145794
masculino Distrito de Joaquim Egidio RM Marasca 03 17/1X/2005 145795
feminino Campinas, Fazenda Santa Elisa RM Marasca 06 11/X/2005 145812
masculino Campinas, Fazenda Santa Elisa RM Marasca 07 11/X/2006 145813
masculino Campinas, Bairro Taquaral RM Marasca 08 11/X/2005 145798
feminino Campinas, Bairro Taquaral RM Marasca 09 11/X/2005 145799

A analise morfologica dos ramos reprodutivos foi realizada em material vivo e fixado,
através da utilizagado de microscépio estereoscédpico para verificar a diferenga existente entre
as flores funcionalmente masculinas e funcionalmente femininas. Com esta analise foi
possivel constatar as caracteristicas necessarias para diferenciar os dois tipos florais e por
este motivo a terminologia utilizada no presente estudo foi baseada na descrita por Koch ef
al. (2002), pois os dados observados seguem o mesmo padrdo. Os dados relevantes foram
registrados através de camera digital Nikon SMZ-U.

Os ramos reprodutivos foram fixados em FAA (formalina, acido acético, alcool etilico
50% 1:1:18 v/v) por 24h (Johansen 1940) e FNT (formalina neutra tamponada; tampao
fosfato, formalina 9:1 v/v) por 48h (Lillie 1948 /n Clark 1973). A solugédo aquosa de Vermelho
neutro foi utilizada para verificar a ocorréncia de lipidios, esta solugdo estas substancias
coram os lipidios em vermelho e pode indicar a presenca e a distribuicdo de compostos
volateis responsaveis pela fragrancia floral (Kearns & Inouye 1993). Flores funcionalmente
masculinas e funcionalmente femininas adultas foram selecionadas, desidratadas em série
butilica (alcool butilico terciario; Johansen 1940) e incluidas em paraplast. Seccdes seriadas

longitudinais e transversais, com 12um de espessura, foram obtidas através de micr6tomo
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rotativo Microm HM340E, coradas com Safranina e Azul de astra (Gerlach 1969) para o
estudo estrutural e montadas em resina sintética. Para evidenciar a presenca de carboidratos
na cabeca dos estiletes, dois testes foram realizados: reacdo PAS (Jensen 1962) para
polissacarideos totais e Vermelho de ruténio (Gregory & Baas 1989) para mucilagem. As
laminas foram montadas em gelatina glicerinada.

Os dados relevantes foram registrados em filme Kodak Pro Image 100 e Gold 100
utilizando-se microscépio Olympus BX51; as escalas foram obtidas através da projecédo de
lamina micrométrica nas mesmas condi¢cdes Opticas utilizadas para as ilustragbes. Os
negativos foram digitalizados com 600 dpi, e as imagens utilizadas para a elaboragdo das

pranchas no Microsoft PowerPoint 2000.

RESULTADOS

As flores de Rauvolfia sellowii sao pequenas, com menos de 1cm quando adultas,
pentameras, de corola tubulosa branco-esverdeada, constrita na fauce e na metade do tubo
com lobos reflexos em antese (figuras 1-5), quando liberam fragrancia. Dois tipos florais sao
observados nos individuos analisados: flores funcionalmente masculinas apresentam anteras
com graos de podlen (figuras 2, 6, 10) e flores funcionalmente femininas com anteras
obliteradas, sem graos de pélen (figuras 4, 7, 11).

Os lobos das pétalas (figuras 6-7), dos dois tipos florais, apresentam células
papilosas na epiderme adaxial, acima das anteras (figuras 9-11). A regido das papilas na
epiderme (figura 9) apresenta resultado positivo ao tratamento com vermelho neutro (figura
5). Células papilosas na epiderme também foram observadas na face adaxial das sépalas

(figura 8), mas estas apresentam resultado negativo ao Vermelho neutro.
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As estruturas secretoras florais encontradas em A. sellowii sdo: a epiderme da
cabeca dos estiletes (figuras 12-15, 17-20, 22-27), nectarios (figuras 28-34) e laticiferos
(figuras 35-39). Coléteres calicinais ndo foram encontrados nesta espécie.

O gineceu é bicarpelar, sincarpico na base, livre na regiao mediana, unido na regiao
apical de onde saem os dois estiletes fundidos, os quais sdo mais longos nas flores
funcionalmente masculinas e mais curtos nas femininas (figuras 6-7). Na regiao apical dos
estiletes forma-se a cabeca dos estiletes que ndo apresenta adnagdo a qualquer outro
verticilo floral (figuras 6-7) e caracteriza-se por um corpo central fusiforme revestido por
epiderme secretora (figuras 15, 20) e dois apéndices apicais livres (figuras 12, 17).

Os apéndices apicais sao revestidos por células papilosas néo secretoras (figura 15)
opostas ao tubo da corola e células papilosas de parede lignificada na regiao livre (figuras 15-
16).

A epiderme da cabeca dos estiletes, abaixo dos apéndices apicais, apresenta trés tipos
estruturais de ceélulas secretoras que produzem uma substancia incolor de aspecto pegajoso:
células em palicada, tricomas unicelulares curtos e longos (figura 13, 15, 18, 20, 24, 27) e
células alongadas justapostas (figuras 14-15, 19-20, 24, 27). As células em palicada estdo na
regido mediana, situadas logo abaixo dos apéndices apicais (figuras 13, 15, 18, 20). Na
regiao entre os apéndices e as células em palicada foram observados tricomas mais longos
em algumas flores funcionalmente masculinas (figura 15). A regido mediana da cabeca dos
estiletes € composta exclusivamente por tricomas secretores unicelulares alongados de base
alargada (figuras 13, 15, 18, 20) onde normalmente, os nucleos estao localizados. A base da
cabeca tem formato umbraculiforme (figuras 14-15, 19-20) devido a unidao de quatro a seis

fileiras de células alongadas que se curvam para baixo na direcdo do ovario (figuras 14-15,
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19-20, 24, 27). Os trés tipos de células apresentam paredes finas e conteudo citoplasméatico
de aspecto denso em fase secretora (figuras 13, 22-27).

Nas células parenquiméticas que constituem o corpo da cabeca dos estiletes, em luz
polarizada, é possivel observar a presenca de cristais e grande quantidade de graos de amido
(figuras 16, 21). Os feixes vasculares, na base da cabeca, sdo concéntricos anficrivais (figuras
14, 19) e a medida que se aproximam do apice tornam-se colaterais (figuras 13, 18) até
apresentarem apenas elementos traqueais nos apéndices apicais (figuras 12, 15, 17, 20).

A presenca de mucilagem € evidenciada no interior das células epidérmicas secretoras,
tanto das flores funcionalmente masculinas (figuras 22-24) como nas femininas (figuras 25-
27), submetidas ao teste de Vermelho de ruténio (figuras 22-24, 26) e a reacao PAS (figuras
25, 27).

Um anel nectarifero conspicuo esta localizado ao redor do ovario das flores
funcionalmente femininas (figura 30) e masculinas, onde se observa pequena quantidade de
substancia incolor fluida. Este anel é livre da base até o apice (figuras 33-34), continuo desde
sua base até a porcdo mediana e bilobado na regidao apical (figuras 28-30). Os dois lobos
ficam opostos aos dois carpelos na altura do ovario (figura 28). A epiderme que reveste todo
0 nectario € unisseriada com estdmatos que sdo observados principalmente no apice (figuras
28-29, 31-32), na face oposta as pétalas (figura 32). O parénquima nectarifero é constituido
principalmente por células pequenas de parede fina, nacleo grande (figuras 32-34) e
citoplasma denso na fase secretora. O tecido vascular do anel &€ composto por feixes
vasculares concéntricos anficrivais (figura 32) e a medida que se aproximam do &pice

tornam-se constituidos apenas por elementos floematicos.
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Os laticiferos encontrados nas flores de A sellowii produzem latex branco de aspecto
leitoso. Devido ao seu calibre (figuras 35, 38) e a suas células alongadas (figuras 36, 37, 39)
os laticiferos sdo de facil observacao (figuras 35-39) nos cortes histolégicos das flores adultas
de R sellowii. Estes podem ser encontrados no mesofilo das sépalas (figura 35), das pétalas
(figura 36), do ovario (figura 37) e no parénquima medular do pedicelo (figuras 38, 39). No
ovario também podem ser facilmente observados devido ao grande numero de ramificagbes
(figura 37). Suas células alongadas sédo constituidas por paredes um pouco mais espessas
que as parenquimaticas do érgao onde estdo situados (figuras 35). O nucleo geralmente

ocupa posicao central (figuras 36, 38, 39).
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FI GURAS 1-5. Flores funcionalmente masculinas (1-2) e funcionalmente femininas (3-5)
adultas, coletadas no Distrito de Joaquim Egidio. 1-2 Flores funcionalmente masculinas;
notar anteras (UEC 145795). 3-4. Flores funcionalmente femininas; observar anteras
reduzidas. 5. Flor funcionalmente feminina submetida ao vermelho neutro; notar resultado

positivo nos lobos da corola (UEC 145793).
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FIGURAS 6-11. Flores em secgbes longitudinais. 6. Flor funcionalmente masculina, em
antese. 7-9, 11. Flores funcionalmente femininas, em pré-antese. 10. Flor funcionalmente
masculina, em pré-antese. 6-7. Vista geral da flor, notar cabeca dos estiletes e anteras. 8.
Epiderme papilosa (seta) na face adaxial da sépala. 9. Epiderme papilosa na face adaxial
(seta) no lobo da pétala. 10. Antera com graos de polen. 11. Antera com saco polinico

obliterado, graos de poélen ausentes. Escalas: 6-7,10-11. 300um; 8-9. 75um.
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FI GURAS 12-16. Cabeca dos estiletes de flores funcionalmente masculinas, em antese. 12-
14. Seccdes transversais. 15-16. Secgdes longitudinais. 12. Apéndices apicais. 13. Regido
mediana com tricomas longos; notar secregao no meio extracelular retendo os graos de pélen
(setas). 14. Regido basal com secrecdo no meio intra e extracelular. 15. Vista geral da
cabeca; observar epiderme papilosa na regidao externa dos apéndices (seta longa), células
esclerificadas na regido interna (seta curta) e tricomas longos na base (cabeca de seta). 16.
Pormenor da figura 15 em luz polarizada; notar vascularizagdo. Escalas: 12-14. 100 um; 15.

150um; 16. 75um. RA — regido apical; RM — Regido mediana; RB — Regido basal.
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FI GURAS 17-21. Cabeca dos estiletes de flores funcionalmente femininas, em antese. 17-
19. Seccgoes transversais. 20-21. Seccdes longitudinais. 17. Apéndices apicais. 18. Regido
mediana. 19. Regido basal. 20. Vista geral da cabecga; observar auséncia de tricomas longos
na base dos apéndices apicais (seta). 21. Pormenor, em luz polarizada, da regido indicada

por seta na figura 20. Escalas: 17-19. 100um; 20.150um; 21. 75um.
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FI GURAS 22-27. Cabeca dos estiletes de flores em pré-antese, submetidas ao teste com
Vermelho de ruténio (22-24, 26) e reagdo PAS (25, 27). 22-24. Flores funcionalmente
masculinas (UEC 145795, UEC 145798). 25-27. Flores funcionalmente femininas (UEC
145793, UEC 145799). 22, 24, 25, 27. Seccgbes longitudinais. 23, 26. Secgbes transversais.
22, 24. Resultado positivo para mucilagem no interior dos tricomas presentes na regido
central da cabeca. 23, 26. Resultado positivo para mucilagem no interior das células em
palicada presente na base dos apéndices apicais. 25, 27. Resultado positivo no interior das

células em paligada e tricomas. Escalas: 22,25. 150um; 23-24,26-27. 75um.
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FI GURAS 28-34. Nectarios das flores em pré-antese e antese. 28-32. Flores em pré-antese
33-34. Flores em antese. 28-32, 34. Flores funcionalmente femininas. 33. Flor
funcionalmente masculina. 28-32. Seccdes transversais da regido basal da flor. 33-34.
Seccdes longitudinais. 28. Regido apical do nectario. 29. Regido mediana. 30. Regiao basal.
31. Pormenor da figura 29; notar presenca de estdmatos (seta). 32. Pormenor da figura 30;
observar presenca de feixes vasculares (seta). 33-34. Vista geral dos nectérios. Escalas: 28-

30. 200um. 31-34. 100um. CO — Corola; NE — Nectario; OV — Ovario.
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FI GURAS 35-39. Laticiferos das flores em antese. 35, 38. Secgbes transversais. 36-37,
39. Secgdes longitudinais. 35. Laticifero na sépala; notar calibre e parede fina. 36.
Laticiferos no mesofilo do tubo da corola; observar posicdo do nucleo. 37. Ramificagbes dos
laticiferos no ovario (seta). 38-39. Laticiferos na medula do pedicelo; notar calibre e posi¢ao

do nucleo (seta). Escalas: 35-39, 75um.
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DI SCUSSAO

As flores de Rauvolfia sellowii sao pequenas, com menos de 1cm quando adultas,
pentdmeras, de corola tubulosa branco-esverdeada, constrita na fauce e na metade com
lobos reflexos em antese quando liberam fragréancia. Este tipo de corola protege o néctar ou
o polen do vento e da chuva e, ainda, restringe o acesso de certos grupos de polinizadores
ao centro da flor (Endress 1994) que no caso de AR sellowii sdo polinizadas freqlientemente
por abelhas, moscas e mariposas (Koch ef al/. 2002). Dois tipos florais foram observados:
flores com anteras contendo graos de pélen e flores com anteras obliteradas, sem graos de
polen.

Os lobos da corola das flores funcionalmente masculinas e funcionalmente femininas
em A sellowii apresentam epiderme papilosa na face adaxial. A presenca desta estrutura
associada, ao resultado positivo ao Vermelho neutro sugere a funcdo de osméforos aos lobos
das pétalas. Os osméforos secretam compostos altamente volateis que podem ser produzidos
por uma epiderme secretora ou pelo mesofilo para depois ser liberado através de estématos
(Endress 1994). Além destas regides, outras partes florais podem se diferenciar em
osmoforos e assumir varias formas (Esau 1965). Em Ceropegia strapeliaeformis
(Asclepiadoideae R. Br. ex Burnett), os osmoforos sado constituidos por papilas secretoras
encontradas nas sépalas (Esau 1965). Em Apocynaceae, estas estruturas ja foram
mencionadas para espécies de Aspidosperma e Mandevilla, mas nenhum dado atémico foi
ilustrado (Torres & Galetto 1998, Lin & Bernardello 1999).

A organizacao das flores de R. sellowii é semelhante a descrita por Fallen (1986) para
Kopsia fruticosa Blume, principalmente em relacdo a forma da cabeca dos estiletes. A cabeca

dos estiletes de A sellowii ndo apresenta adnacdo com qualquer verticilo floral.
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Estruturalmente, a cabeca dos estiletes das flores funcionalmente masculinas e femininas
apresenta dois apéndices apicais ndo secretores. Estas estruturas apresentam epiderme
papilosa externamente e sdo vascularizados por elementos traqueais. A presenca de
traqueides ja foi mencionada por Fallen (1986) nos apéndices apicais de Kopsia fruticosa,
Anechites Griseb., Cameraria L. e Haplophyton croksii L. Benson.

O corpo principal da cabeca é revestido por epiderme secretora, a qual é constituida
de células em palicada em seu tergo superior, tricomas curtos e longos na regiao mediana e
células alongadas no terco basal que conferem formato umbraculiforme a cabega. Apenas a
epiderme secretora da cabeca dos estiletes das flores funcionalmente masculinas apresenta
tricomas longos na base dos apéndices apicais. Fallen (1986) definiu uma progressao
evolutiva desta estrutura em Apocynaceae e a cabeca dos estiletes de A. sellowii corresponde
ao tipo 2.

Um grau de especializacdo em relagdo a epiderme ja pode ser observada nas cabecas
dos estiletes de A sellowii, quando comparadas com as espéecies ja estudadas de
Aspidosperma Mart. (Lin & Bernardello 1999; Gomes 2006; Demarco 2005), Geissospermum
Allemao, Haplophyton A.DC. (Fallen 1986).

Embora os tricomas longos da base dos apéndices, que formam o anel voltado para as
anteras sejam observados apenas nas flores funcionalmente masculinas, a presenga destas
estruturas corrobora com a funcdo descrita por Fallen (1986) em relagcdo a deposicao de
pélen nesta regido. E possivel que a presenca destes tricomas esteja relacionada com
apresentagdo secundaria de polen nas flores funcionalmente masculinas de R sellowi.

Apresentacado secundaria de pélen ja foi descrita para A. grandiflora Mart. ex A. DC in DC, na
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qual a deposicao do pélen é realizada sobre a regidao apical, ndo receptiva, da cabeca dos
estiletes (Lopes & Machado 1999).

Em R sellowii, a epiderme que reveste a cabeca dos estiletes apresenta atividade
secretora desde a regido abaixo dos apéndices apicais até a regiao basal da cabeca. Fallen
(1986) denominou a regido da base da cabeca de colar membranoso e atribuiu a ela a fungao
de retirar e acumular os graos polens transportados pelos polinizadores; no presente estudo,
além de ter sido encontrado pdlen aderido a esta regido foi confirmada a atividade secretora
da mesma.

A epiderme secretora da cabeca dos estiletes das flores funcionalmente masculinas e
funcionalmente femininas produz uma substancia incolor de aspecto pegajoso, na qual foi
evidenciada a presenca de mucilagem no interior das células desde as em palicada até as
alongadas da base. Esta substancia tem papel fundamental no sistema de polinizacao (Fallen
1986; Koch et al. 2002). Mital & Issar (1968) observaram que a germinacao dos graos de
polen de ARauvolfia serpentina (L.) Benth. ex Kurtz ocorria somente na presenca de
mucilagem. A mucilagem tem funcado relevante no transporte de graos de podlen pelos
polinizadores em A. sellowii (Koch 2002; Koch et al. 2002). Essa substancia apresenta uma
desidratagao rapida no aparelho bucal dos polinizadores entre as visitas realizadas em mais
de um individuo. Para que o pélen seja depositado na proxima flor, a mucilagem deve ser
hidratada novamente e duas hipdteses sdo sugeridas por Koch ef a/. 2002: 1) a reidratacao
ocorreria na préxima flor visitada, pelo contato com a mucilagem presente na regido mediana
da cabeca dos estiletes, 2) a reidratacao ocorreria pelo contato com o néctar. A presenca dos
elementos traqueais em grande quantidade nos apéndices apicais da cabeca dos estiletes de

R. sellowii, descrita no presente estudo, pode estar intimamente relacionada com este
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processo. Fallen (1986) descreveu a importancia da presenca dos traqueides para manter a
umidade em toda a cabeca evitando a desidratacdo do adesivo (do meio extracelular), o que
poderia prejudicar todo o mecanismo de polinizacao.

O nectério de R sellowii é livre desde a base até o apice, formando um anel como em
Thevetia peruviana L. e Tarbernaemontana chrysocarpa L. (Woodson & More 1938), mas em
sua metade distal deixa de ser circular e apresenta-se em forma de ferradura, e mais acima,
levemente bilobado. Nectérios bilobados e com apice bilobado ja foram descritos em outros
géneros da tribo Vinceae como em Catharanthus G. (Walker 1975a), Kopsia Blume (Woodson
& More 1938) e Vinca L. (Rachmilevitz & Fahn 1973).

O anel nectarifero € constituido por epiderme unisseriada revestida por fina cuticula e
com estoématos principalmente em seu éapice. A liberagdo de néctar via estébmatos ja foi
descrita em Vinca rosea L. e Vinca major L. (Rachmilevitz & Fahn 1973; Fahn 1979).
Estbmatos estdo presentes na regido mediana e apical dos nectarios de espécies de
Mandevilla Lindl. (Galetto 1997) e Forsteronia G.Mey. (Rio 2006).

O sistema vascular do anel nectarifero de A sellowii é constituido por feixes
concéntricos anficrivais em sua base e regido mediana e apenas elementos floeméaticos
proximo ao 4pice. Nectarios vascularizados por elementos floematicos e xilematicos ja foram
relatados para espécies de Mandevilla por Galetto (1997).

Os laticiferos ramificados sdao observados em todas as pecas de flores em antese
masculinas e femininas de A sellowii. O latex tem aspecto leitoso e € liberado mediante a
injuria do tecido. As ramificagbes sao observadas, principalmente, no mesofilo ovariano. O
latex pode ser leitoso, avermelhado, amarelo, cinza ou incolor e esta presente em todas as

Apocynaceae (Metcalfe & Chalk 1950; Endress & Bruyns 2000, Aguiar 2003; Demarco 2005;
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Demarco et al. 2006; Rio 2006). Segundo Fahn (1979) os laticiferos sao classificados em dois
tipos: articulados e nao articulados. Na maioria das espécies descritas de Apocynaceae, 0S
laticiferos sdo do tipo nao articulado (Murugan e Inamdar 1987, Appezzato-da-Gloria &
Estelita 1997, Aguiar 2003). Nos laticiferos de Aspidosperma australe e Blepharodum
bicuspidatum (Demarco et al. 2006) constatou-se a dissolucdo rapida das paredes
transversais das células e sinais de dissolugdo ndo foram observados logo abaixo do apice
vegetativo, onde estas estruturas foram formadas. A partir desta observagédo, estes autores
denominaram os laticiferos destas espécies de articulados anastomosados. Em Forsteronia,
laticiferos nao-articulados ramificados ja foram registrados no receptaculo floral, célice,

mesofilo ovariano e nas lacinias da corola (Rio 2006).
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CONSI DERACOES FINAIS

Através do estudo dos apices vegetativos de Rauvolfia sellowii foi possivel observar
que os coléteres ocorrem na base da porgao adaxial dos primordios foliares, no peciolo das
folhas jovens e adultas. Eles tém cor amarela desde o inicio de seu desenvolvimento até a
fase secretora, quando produzem uma secrecdo esbranquicada de aspecto gomoso que
envolve a regidao adaxial das folhas jovens do primeiro né visivel e todos os primérdios do
apice. Estas observagbes corroboram com a afirmagdo de Thomas (1991) de que a secrecéo
dos coléteres se inicia antes do desenvolvimento das folhas, quando estes apresentam cor
amarelada e secretam um material pegajoso que envolve todo apice vegetativo.

Um ndmero elevado de coléteres foliares, de origem axilar e marginal, esta
posicionado em duas a trés fileiras paralelas a superficie da base dos érgaos examinados. A
posicao dos coléteres de A. sellowii esta de acordo com a descrita por Koch (2002) na revisao
feita para as espécies neotropicais do género. A ocorréncia de seis a oito coléteres ja foi
registrada para o género (Thomas & Dave 1991).

Os coléteres de R sellowii estdao presentes também, na base da face adaxial das
bracteas folhosas, nas diminutas, ausentes nas sépalas e sdo responsaveis pela produgcao de
uma secrec¢ao incolor. A posicao destas estruturas nas bracteas folhosas de A. sellowii esta de
acordo com a descrita por Koch (2002). Segundo a autora, as bracteas das inflorescéncias
sdo estruturas que variam de forma e tamanho com margem inteira, denteada somente na
base ou glanduloso-denteada. Este ultimo carater ja foi descrito para dez espécies de
Rauvolfia (Koch 2002) e esta relacionado com a presenca dos coléteres marginais

encontrados nas bracteas diminutas de A sellowii.
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Na base de cada bractea diminutas de A. sellowii foram observados 9-13 coléteres e
destes, 2-4 ocupam posicdo marginal e os demais, posi¢cdo axilar. Os marginais sao
semelhantes ao tipo padrédo e os axilares sdo cbnicos, semelhantes aos coléteres foliares. O
tipo estrutural mais comum nas Apocynaceae é o tipo padrédo (standard), mas recentemente,
novos tipos de coléteres foram descritos para algumas espécies (Rio 2001, 2006; Rio ef al.
2002, 2005; Demarco 2005; Simdes et al. 2006).

A presenca de coléteres nas bracteas das articulagées das inflorescéncias e a auséncia
de coléteres calicinais em A sellowii sugerem que o exsudato produzido protege os
meristemas presentes nestas regides. Esta funcdo ja foi proposta para os coléteres
bracteolares de Himatanthus Willd. ex Schult. (Spina 2004). A protecdo dos meristemas pela
secregao produzida pelos coléteres, ja foi proposta por Fahn (1979) e Thomas (1991); os
resultados encontrados para os coléteres foliares e bracteolares de A. sellowii reforgcam a
hipdtese proposta por estes autores.

Mucilagem foi evidenciada na secregdo de todos os coléteres de R sellowi,
caracteristica que valida estas estruturas como coléteres. O acumulo do exsudato no espaco
subcuticular liberado do interior das células epidérmicas foi evidenciado nos coléteres das
bracteas folhosas e nos foliares, mas néo nos coléteres das bracteas diminutas. Este modo de
liberacdo do exsudato também ja foi descrito para espécies de alguns géneros de
Rauvolfioideae (Fjell 1983; Mohan & Inamdar 1986).

Ao analisar a estrutura floral de A sellowii foi possivel caracterizar anatomicamente as
estruturas secretoras encontradas, dando énfase a cabeca dos estiletes. As estruturas

secretoras florais desta espécie sdo: a epiderme da cabeca dos estiletes, nectarios e
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laticiferos. Nesta espécie ndao foram encontrados coléteres calicinais, o que corrobora o
posicionamento desta espécie dentro de Rauvolfioideae (Endress & Bruyns 2000).

Os lobos da corola de AR sellowii apresentam uma epiderme papilosa na face adaxial.
Ao analisar a morfologia destas papilas e associa-las com o resultado positivo ao Vermelho
neutro, sugerimos a estas estruturas a funcdo de osmoforos. Em Apocynaceae, estas
estruturas ja foram mencionadas para outras espécies mas nenhum dado anatémico foi
registrado (Torres & Galetto 1998; Lin & Bernardello 1999).

A cabecga dos estiletes dos dois tipos florais de A sellowii é caracterizada por corpo
central fusiforme e dois apéndices apicais ndao secretores. A porcao secretora é formada por
epiderme de tricomas longos, células em palicada em seu tergco superior, tricomas curtos e
longos na regidao mediana e na base quatro a seis fileiras de células alongadas unidas que se
curvam para baixo na diregdo do ovario conferindo um formato umbraculiforme a esta regiéo.
Os tricomas longos situados logo abaixo dos apéndices apicais estao presentes apenas na
epiderme secretora da cabeca dos estiletes das flores funcionalmente masculinas. A cabeca
dos estiletes de R sellowii é semelhante ao tipo 2 descrito por Fallen (1986), e a presenca de
tricomas longos na base dos apéndices apicais das flores funcionalmente masculinas esta de
acordo com a funcdo de deposicdo de gréos podlen, descrita pela autora. Na secrecdo da
epiderme secretora foi constatada a presenca de mucilagem.

A auséncia de adnagdo da cabeca dos estiletes a qualquer verticilo floral foi
observada no presente estudo. Esta caracteristica é descrita para os membros de
Rauvolfioideae Kostel., pois a adnagdo com os estames esta presente nos representantes de
Apocynoideae Burnett. Periplocoideae R.Br. ex Endl., Secamonoideae Endl. e Asclepiadoideae

R.Br. ex Burnett. (Endress & Bruyns 2000).
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O nectério de R sellowii é anelar, livre desde sua base até o épice e vascularizado. A
ocorréncia de estbmatos no apice destas estruturas sugere que a liberacdo do néctar ocorre
via estbmatos, sendo que este tipo de liberacdo ja foi descrito para outras espécies de
Rauvolfioideae (Rachmilevitz & Fahn 1973; Fahn 1979).

Os laticiferos ramificados, encontrados em todas as pecas florais de A sellowii séao
mais visiveis no mesofilo dos carpelos. Na maioria das Apocynaceae, os laticiferos sdo do tipo
nao articulado (Murugan & Inamdar 1987, Appezzato-da-Gléria & Estelita 1997), mas no
presente estudo ndo foram observadas paredes transversais nos extensos laticiferos, um

estudo de ontogénese é necessario para melhor descrever estas estruturas.

PERSPECTI VAS

Diante dos dados inéditos apresentados no presente estudo, em relacao a presenca de
coléteres marginais nas bracteas diminutas das inflorescéncias de A sellowii, seria muito
interessante realizar uma investigacdo mais ampla destas estruturas em outras espécies de
Rauvolfia e verificar a importancia deste carater dentro do género. Ao analisar os dados
morfoldgicos descritos por Koch (2002) e a classificagdo infragenérica de Rao (1956) foi
possivel observar que bracteas com margem glanduloso-denteada ocorrem principalmente
nos componentes da secdo Macrovolfia (Rao 1956).

Um estudo de ontogénese das flores funcionalmente femininas e masculinas de A,
sellowii ajudaria a descrever as diferentes fases de secrecdo das estruturas secretoras e
facilitaria o entendimento do mecanismo de polinizagdo. Este tipo de estudo seria
interessante para elucidar o processo de microsporogénese e assim, explicar os sacos

polinicos obliterados e destituidos de pélen, das flores funcionalmente femininas.
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A anédlise cuidadosa da ontogénese de 6rgaos vegetativos e reprodutivos de R. sellowii
€ necessaria para tipificacao dos laticiferos.

Investigar as principais classes de substancias que estdo presente no exsudato dos
coléteres foliares e bracteolares de R sellowiij descritos no presente trabalho e, com os dados
obtidos realizar um estudo comparativo. Um estudo de microscopia de transmissao pode ser
utilizado como ferramenta para descrever o processo de exsudacdo dos coléteres, sem

rompimento da cuticula.
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