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RESUMO

A anatomia foliar de quatro espécies de Forsteronia que ocorrem em cerrados paulistas
foi investigada com o objetivo de identificar caracteres morfo-anatdmicos Uteis para a
identificacdo das espécies semelhantes em estadio vegetativo. Onze caracteres foliares foram
levantados, dois macromorfolégicos e nove anatémicos, permitindo diferenciar F. australis de F.
glabrescens e F. pubescens de F. thyrsoidea. A anatomia das domacias e 0s coléteres sésseis
e ramificados foram descritos pela primeira vez para 6rgaos vegetativos de Apocynaceae. A
deteccdo de mucilagem na secregdo dos coléteres foliares das quatro espécies confirma a
identificacdo dessas estruturas. Os coléteres sdo marginais ou axilares, de acordo com a regiao
em que se originam no primérdio foliar. Em ramos completamente desenvolvidos, os marginais
sdo caducos e suas cicatrizes ocupam posi¢ao interpeciolar; os axilares sdo persistentes e
posicionam-se sobre a nervura mediana na base da lamina foliar. Em todos os tipos estruturais
(padrao, séssil e ramificado), a secrecdo é produzida por uma epiderme em palicada que
reveste o eixo central parenquimatico. Os coléteres marginais de F. glabrescens produzem
inicialmente mucilagem, passando a secretar compostos fendlicos em uma segunda fase de
secregado. O estudo histoquimico de apices caulinares vegetativos de F. glabrescens indicou
que as células da hipoderme secretora produzem uma mistura heterogénea de acidos graxos e
compostos fendlicos, enquanto o latex é uma emulsdo de substancias lipofilicas, incluindo
lipidios neutros, acidos graxos, compostos fendlicos e alcaldides. Provavelmente, a hipoderme
e os laticiferos atuam em conjunto, protegendo o apice vegetativo de radiagédo UV e do ataque
de herbivoros no cerrado. As estruturas secretoras florais encontradas em F. australis, F.
glabrescens, F. pubescens e F. velloziana foram: idioblastos; hipoderme e epiderme, laticiferos;
apéndices apicais e epiderme da cabeca do estilete; coléteres calicinais, coléteres bracteolares
(apenas em F. pubescens); e nectarios. Em F. glabrescens, os idioblastos secretores, as

células que constituem os apéndices da cabeca do estilete, a hipoderme de diferentes 6rgaos



(anteras, lacinias da corola e do calice, e ovario) e a epiderme do nectario produzem &acidos
graxos e compostos fendlicos. Trés tipos estruturais de coléteres (padrao, séssil ou ramificado)
ocorrem indefinidamente distribuidos pela base do calice. Os cinco nectarios podem ser livres
ou unidos dois a dois na base (e o quinto livre), ou uma estrutura anelar, dividida em cinco lobos
apicais. O ginostégio é formado pela unido dos estames com a cabega do estilete, que é
revestida por uma epiderme secretora em palicada. Em F. glabrescens, a secregao € composta
por polissacarideos. A cabecga do estilete, 5-lobada, apresenta cinco projecdes laterais adnatas
ao conectivo pela cimentacao das paredes das células epidérmicas de ambas as estruturas. A
zona de adesao é dividida em duas partes, uma envolvida com a producdo e acumulo de
secrecao, e outra com o processo de adnagao. Essas caracteristicas do ginostégio, associadas
a ocorréncia de coléteres calicinais sésseis em Forsteronia, corroboram a exclusdo do género

da tribo Apocyneae e o seu reposicionamento em Mesechiteae.



ABSTRACT

The leaf anatomy of four cerrado species of Forsteronia was investigated in order to
determine characters that could help to identify individuals collected in vegetative stage. Eleven
characters, two macromorphological and nine anatomical, were surveyed and are useful to differ
F. australis from F. glabrescens and F. pubescens from F. thyrsoidea. Domatia and sessile and
branched colleters were described for the first time in vegetative organs of species of
Apocynaceae. The mucilage detection in the secretion of foliar colleters confirms the
identification of these structures on the four species. The colleters are marginal or axilar, in
agreement with the region of leaf primordia that they originate. In completely developed
branches, the marginal colleters are deciduous and their traces are interpetiolar placed; the
axilar colleters are persistent and they are placed upon the midrib, on the base of leaf blade. In
all structural types (standard, sessile and branched), the secretion is produced by a secretory
epidermis that surrounds the central core of parenchyma. The marginal colleters of F.
glabrescens produce mucilage initially and become secretory of phenolic compounds on a
second phase of secretion. The shoot apex histochemical analysis of F. glabrescens indicated
that the secretory hypodermis produces a heterogeneous secretion containing fatty acids and
phenolic compounds, while the latex is an emulsion of lipophilic substances including neutral lipids,
fatty acids, phenolic compounds and alkaloids. Probably both the hypodermis and the laticifers
protect the shoot apex from UV radiation and from herbivorous in the cerrado vegetation. The
floral secretory structures found in F. australis, F. glabrescens, F. pubescens e F. velloziana
were: idioblasts, hypodermis and epidermis, laticifers, style-head apical appendages and
secretory epidermis; calycine colleters, bracteole colleters (only in F. pubescens); and nectaries.
In F. glabrescens, the secretory idioblasts, the cells that constitute the style-head apical
appendages, the hypodermis of several organs (anthers, corolla and calyx lobes, and ovary) and

the nectary epidermis produce fatty acids and phenolic compouds. Three structural types of



colleters (standard, sessile and branched) occur indefinitely distributed on the calyx base. The
five nectaries may be free each other or united two and two (the fifth free), or an annular
structure divided in five apical lobes. The gynostegium is a structure formed by the union of
stamens and style-head; the last is surrounded by a palisade secretory epidermis. In F.
glabrescens, the secretion is constituted by polysaccharides. The 5-lobed style-head has the five
projecting ribs adnated to the connective by the cementation of the both structures epidermal
cells walls. The glue zone is divided in two functional and structural parts, one of them involved
in production and storage of secretion, and other involved with the adnation process. These
gynostegium characters, associated to occurrence of sessile calycine colleters, support the

exclusion of the genus from the tribe Apocyneae and their inclusion in Mesechiteae.



INTRODUCAO GERAL

Apocynaceae apresenta grande importancia econémica e medicinal devido a presenca
de diversas classes de metabdlitos secundarios isolados a partir de folhas e cascas de seus
representantes, como glicosideos cardiotdnicos, alcaléides e antibiéticos (Rizzini & Mors 1976).
A producéao de alguns desses compostos do metabolismo secundario pode estar relacionada a
presenca de estruturas secretoras, dentre as quais varios tipos ja foram mencionados para a
familia: tricomas, coléteres, idioblastos, cavidades, nectérios, laticiferos e osméforos (Solereder
1908; Metcalfe & Chalk 1950, 1979, 1983; Thomas 1991; Stranghetti & Kinoshita 1996; Galetto
1997; Torres & Galetto 1998; Sennblad et al. 1998).

Poucos trabalhos referentes aos caracteres anatdbmicos vegetativos de espécies de
Apocynaceae foram realizados recentemente, destacando-se aqueles relacionados a
arquitetura foliar de 29 espécies pertencentes a 19 géneros (Mohan & Inamdar 1982), a
anatomia de folhas xeromérficas em Allamanda, Thevetia e Vinca (Fjell 1983) e a anatomia do
sistema aéreo e ultraestrutura dos laticiferos em Mandevilla (Appezzatto-da-Gléria & Estelita-
Teixeira 1992, Appezzatto-da-Gléria & Estelita 1997).

Dentre as estruturas secretoras ja relatadas para espécies de Apocynaceae, 0s
coléteres merecem destaque especial tanto pela funcdo que desempenham, quanto por sua
comprovada importancia taxondmica em diferentes niveis hierarquicos (Woodson & Moore
1938, Thomas 1991, Simbes & Kinoshita 2002, Rio & Kinoshita 2005). Eles sdo estruturas
presentes em 6rgaos vegetativos e/ou reprodutivos que produzem uma substancia viscosa que
lubrifica e protege meristemas em inicio de desenvolvimento (Fahn 1979), sendo encontrados
em diversas familias de dicotiledéneas (Thomas 1991). A secrecao dessas glandulas pode ser
constituida apenas por mucilagem (Fahn 1979, Thomas 1991) ou por uma mistura de
mucilagem e substancias lipofilicas (Fahn 1979).

Poucos trabalhos relacionados a estrutura, distribuicdo, desenvolvimento e/ou
histoquimica dos coléteres de espécies de Apocynaceae foram realizados, sendo citados

aqueles efetuados em Aganosma caryophyllata G.Don. (Dave & Kuriachen 1987), Allamanda
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cathartica L., Alstonia scholaris L., Nerium oleander L. (= Nerium indicum Mill.; Thomas & Dave
1989a,b,c), Roupelia grata Wall. (Thomas et al. 1989), Mandevilla illustris (Vell.) Woodson, M.
pohliana (Stadelm.) A.H.Gentry (Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000) e Prestonia coalita (Vell.)
Woodson (Rio et al. 2002). Além desses, os trabalhos que descrevem o modo de secrecao de
coléteres em Alstonia scholaris L. (Thomas & Dave 1990), a ultra-estrutura dos coléteres de
Plumeria rubra L. (Mohan & Inamdar 1986) e os aspectos filogenéticos de coléteres em
Apocynaceae (Thomas & Dave 1991) podem ser mencionados.

O trabalho mais abrangente envolvendo a estrutura floral de espécies de Apocynaceae
foi realizado por Woodson & Moore (1938), onde 39 géneros e 59 espécies foram estudados
sob o ponto de vista da vascularizacdo e morfologia comparativa das flores. Posteriormente,
destacaram-se os trabalhos de Fallen (1986), Galetto (1997), Torres & Galetto (1998) e Lin &
Bernardello (1999). Nesses estudos, quatro tipos de estruturas secretoras ja foram relatados:
epiderme que reveste a cabeca do estilete; coléteres, também conhecidos como glandulas ou
“esquamelas” calicinais; nectarios e osmaéforos.

Nos ultimos anos, Apocynaceae foi alvo de uma controvérsia quanto a sua circunscri¢ao,
culminando na proposicdo de uma nova classificacdo, baseada em caracteres morfolégicos e
apoiada por dados moleculares, que inclui Asclepiadaceae (Endress & Bruyns 2000). Dessa
forma, Apocynaceae (ou Apocynaceae s.l.) ficou constituida por cinco subfamilias:
Rauvolfioideae Kostel. e Apocynoideae Burnett, referentes a antiga familia Apocynaceae
(atualmente designada Apocynaceae s.str.); Periplocoideae R.Br. ex Endl., Secamonoideae
Endl. e Asclepiadoideae R. Br. ex Burnett, que constituiam a antiga familia Asclepiadaceae.

Este trabalho é parte integrante de uma ampla pesquisa realizada por pesquisadores do
Departamento de Botéanica da Universidade Estadual de Campinas (IB - UNICAMP), incluindo
professores e alunos de Iniciacdo Cientifica, Mestrado e Doutorado. Estudos envolvendo
aspectos morfo-anatémicos e histoquimicos de 55 espécies estdo sendo desenvolvidos com o
objetivo de ampliar o conhecimento das espécies brasileiras Apocynaceae. Até o presente

momento, teses concluidas e artigos publicados sédo referidos como produtos do grupo de
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pesquisa: Rio (2001), Rio et al. (2002), Aguiar (2003), Simbdes (2004), Rio & Kinoshita (2005),
compreendendo espécies de Apocynoideae; Demarco (2005a), que contempla espécies de
Rauvolfioideae e Asclepiadoideae; e Gomes (2006), que pesquisou espécies das cinco
subfamilias. Os seguintes géneros estdo sendo estudados atualmente no Laboratério de
Anatomia Vegetal: Rauvolfia (Marasca 2005), Odontadenia, Secondatia, Temnadenia (Martins
2003), Allamanda, Aspidosperma, Blepharodon, Couma, Cryptostegia, Forsteronia, Hancornia,
Himathanthus, Mandevilla, Mesechites, Rauvolfia, Thevetia, Tabernaemontana (Aguiar 2004),
Fischeria, Gonioanthela e Matelea (Demarco 2005b).

Além disso, esta tese é vinculada ao projeto tematico intitulado “Estudos morfoldgicos,
anatébmicos, histoquimicos e ultra-estruturais em plantas de cerrado (senso lato) do Estado de
Sao Paulo” (Biota/FAPESP proc. n® 00/1249-3), que reline pesquisadores de varios centros de
pesquisa de universidades paulistas e estuda espécies de cerrado pertencentes a dez familias
de angiospermas.

O género Forsteronia G.Mey. foi contemplado nesta investigacao devido a ocorréncia
comum de suas espécies em cerrados paulistas, indicada pelo levantamento realizado para a
Flora Fanerogamica do Estado de Sao Paulo — FFESP (Koch & Kinoshita 2005). Seus
representantes sdo predominantemente lianas, raros arbustos, e apresentam as menores flores
dentre as Apocynaceae (Hansen 1985). Duas espécies apresentam importancia medicinal e/ou
farmacologica: Forsteronia gracilis (Benth.) Mull.Arg., que € utilizada por comunidades
tradicionais da Guiana contra doencgas de pele e como inibidor de veneno de sapo (DeFilipps et
al. 2004), e Forsteronia refracta Mull.Arg., que contém um flavondide com atividade contra
proliferagéo de células cancerigenas isolado a partir de extratos de folhas (Smith et al. 2005).

Forsteronia é constituido por 46 espécies de distribuicdo neotropical, 24 delas ja
registradas para o Brasil (Hansen 1985). O levantamento da FFESP localizou nove espécies
(Koch & Kinoshita 2005), das quais cinco sao encontradas em regides de cerrado: F. australis
Mull.Arg. (figuras 1-2), F. glabrescens Miill.Arg. (figuras 3-4), F. pubescens A.DC., F. thyrsoidea

(Vell.) Mull.Arg e F. velloziana (A.DC.) Woodson (figuras 5-6). Forsteronia australis € muito
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semelhante a F. glabrescens, separando-se desta pelo maior tamanho de suas folhas e
principalmente pelo indumento mais denso no eixo da inflorescéncia e nas lacinias do calice.
Forsteronia thyrsoidea pode ser facilmente confundida com F. pubescens, quando em estadio
vegetativo. Os caracteres que as diferenciam séo o formato da inflorescéncia e o aspecto dos
frutos (Koch & Kinoshita 2005).

Faltam dados anatébmicos de espécies de Forsteronia, uma vez que estudos desta
natureza ainda nao foram realizados para o género (Hansen 1985). Solereder (1908) descreveu
algumas caracteristicas foliares para Forsteronia, como a ocorréncia de laticiferos e floema
intraxilematico. Metcalfe & Chalk (1950), embora tenham listado o género dentre os descritos na
obra, ndo o mencionaram na descricdo anatébmica detalhada da familia. Hansen (1985)
registrou a presenca de glandulas nodais e foliares, posicionadas na base da nervura central,
para todo o género; preferiu ndo identifica-las como coléteres por nao ter avaliado a natureza
quimica da secregao.

Segundo a proposta de classificacao para Apocynaceae de Endress & Bruyns (2000), o
género Forsteronia esté incluido na tribo Apocyneae Rchb. Com base em estudos filogenéticos
apoiados por caracteres morfolégicos e moleculares, Simbes et al. (2004) propuseram um
rearranjo dos géneros pertencentes a tribo Mesechiteae Miers; para que a tribo seja
considerada monofilética, é necessaria a manutencdo de Mandevilla, Macrosiphonia e
Mesechites em sua circunscricdo, associada a inclusdo de Forsteronia e a exclusdao de
Galactophora e Secondatia (Simdes et al. 2004). Os principais caracteres diagnésticos para a
tribo Mesechiteae sdo o formato pentagonal da cabeca do estilete e a adnacdo entre essa
estrutura e o conectivo dos estames, formando o ginostégio (Simdes et al. 2004).

Tendo em vista a importancia econdmica e sistematica do género e a escassez de
dados anatémicos publicados para seus representantes, este trabalho estudou a anatomia de
orgaos vegetativos e florais de espécies de Forsteronia de cerrado com énfase na
caracterizacdo das estruturas secretoras, de forma a auxiliar a taxonomia de espécies

semelhantes, identificar a natureza quimica do exsudato de suas glandulas, avaliar o
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reposicionamento do género na tribo Mesechiteae e, finalmente, ampliar o conhecimento da
anatomia de espécies brasileiras de Apocynaceae e de cerrados paulistas.

As cinco espécies estudadas neste trabalho correspondem a todas aquelas encontradas
nas regides de cerrado do Estado de Sdo Paulo (Koch & Kinoshita 2005). As quatro espécies
de Forsteronia consideradas semelhantes em estadio vegetativo (F. australis e F. glabrescens;
F. pubescens e F. thyrsoidea) foram abordadas nos estudos sobre anatomia foliar como
subsidio a taxonomia (Rio et al. 2005; capitulo 1) e caracterizacdo anatémica dos coléteres
foliares (capitulo 2). Para a caracterizagdo anatdémica das estruturas secretoras florais (capitulo
4) e do ginostégio (capitulo 5), F. australis, F. glabrescens, F. pubescens e F. velloziana foram
utilizadas, uma vez que nao foi possivel encontrar material de F. thyrsoidea com botbes florais
ou flores em antese. Forsteronia glabrescens foi escolhida como espécie modelo para a
realizacao do estudo histoquimico (hipoderme e laticiferos no apice caulinar vegetativo, capitulo
3; hipoderme e idioblastos em &rgaos florais, capitulo 4; epiderme secretora da cabecga do
estilete, capitulo 5) pela grande quantidade de estruturas secretoras encontradas em suas
partes vegetativas e reprodutivas, pela ocorréncia comum de seus individuos na Fazenda

Campininha e pelo bom resultado apresentado pela fixagdo do material em diversos fixadores.



Figuras 1-6. Espécies em ambiente natural. 1-2. Forsteronia australis. 1. Habito. 2. Detalhe do ramo
florifero. 3-4. F. glabrescens. 3. Ramos com inflorescéncias. 4. Detalhe da inflorescéncia.
5-6. F. velloziana. 5. Habito. 6. Ramo com inflorescéncias. Fotos: Itayguara Ribeiro da Costa (1-4) e André
Olmos Simdes (5-6).
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OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo investigar a estrutura foliar e floral das espécies de
Forsteronia encontradas em regides de cerrado, enfatizando a caracterizacdo anatémica das
estruturas secretoras. Cinco espécies sao estudadas: Forsteronia australis Mull.Arg., F.
glabrescens Mull.Arg., F. pubescens A.DC., F. thyrsoidea (Vell.) Mill.Arg. e F. velloziana
(A.DC.) Woodson. As seguintes questoes sao formuladas:

1. E possivel separar as espécies semelhantes que ocorrem em cerrados paulistas
através do uso de caracteres morfo-anatémicos vegetativos?

2. As glandulas registradas na regido nodal e na base da lamina foliar sédo coléteres?

3. Qual a natureza quimica do exsudato das glandulas secretoras encontradas em
Forsteronia glabrescens?

4. As glandulas florais de Forsteronia correspondem aos tipos encontrados em
Apocynaceae?

5. A caracterizacdo anatbémica do ginostégio confirma o recente posicionamento do

género na tribo Mesechiteae?

Objetivos especificos

A proposta da presente investigacao é:

» Levantar caracteres morfo-anatdmicos vegetativos que facilitem a distincdo das
espécies semelhantes (Forsteronia australis e F. glabrescens; F. pubescens e F.
thyrsoidea) encontradas em formacoes de cerrado do Estado de Sao Paulo, visando
a auxiliar a taxonomia do género.

» Verificar se as glandulas observadas na regido nodal e na base da lamina foliar das
espécies sdo coléteres, determinar o estadio de desenvolvimento foliar em que se
encontrem em fase secretora de mucilagem, definir sua posicdo e numero no

primérdio foliar e caracterizar a sua estrutura.
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Identificar as principais classes de metabdlitos secundarios presentes em estruturas
secretoras de F. glabrescens, através da caracterizacao histoquimica do exsudato
em amostras de material fresco e fixado.

Caracterizar as estruturas secretoras florais e verificar se os tipos que ocorrem em
Forsteronia correspodem aqueles encontrados em Apocynaceae.

Estudar o ginostégio, visando a corroborar o reposicionamento do género na tribo

Mesechiteae com dados anatémicos.



1. CAPITULO 1

Anatomia foliar como subsidio para a taxonomia de espécies de Forsteronia G.Mey.

(Apocynaceae) dos cerrados paulistas

O estudo de anatomia foliar realizado em quatro espécies de cerrado de Forsteronia, de autoria
de Maria Carolina Scatolin do Rio, Luiza Sumiko Kinoshita e Marilia de Moraes Castro, foi
submetido para publicagéo na Revista Brasileira de Botanica em 13/01/2005, aceito em
13/10/2005, e encontra-se no prelo desde 20/01/2006. O artigo sera publicado no volume

28 (4): 713-726, e a prova grafica esta sendo apresentada como capitulo 1 da tese.
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Revista Brasil. Bot., V.28, n.4, p.713-726, out.-dez. 2005

Anatomia foliar como subsidio para a taxonomia de espécies de Forsteronia
G. Mey. (Apocynaceae) dos cerrados paulistas!

MARIA CAROLINA S. RIO?, LUIZA S. KINOSHITA? e MARILIA M. CASTRO?3
(recebido: 13 de janeiro de 2005; aceito: 13 de outubro de 2005)

ABSTRACT - (Leaf anatomy as subsidy to the taxonomy of Forsteronia G. Mey. species (Apocynaceae) in cerrados of Sdo
Paulo). The foliar anatomy of four cerrado species of Forsteronia was investigated in order to determine characters that could
help to identify individuals collected in vegetative stage. Specimens of F. pubescens A.DC., F. thyrsoidea (Vell.) Mill.Arg.,
F. australis Miill.Arg., and F. glabrescens Miill. Arg. were collected in Moji-Guagu and Itirapina cities (Sao Paulo state, Brazil).
Results support the use of foliar features to achieve determination of individuals in vegetative state. Forsteronia australis
differs from F. glabrescens in two macromorphological and four anatomical characters: 1. petiole outline in transverse sections;
2. occurrence of phloem strand above the petiole’s midvein; 3. occurrence of secretory hypoderm in the petiole; 4. occurrence
of trichomes in the domatia; 5. occurrence of secretory idioblasts and the aspect of their secretion; 6. axilar colleter type.
F. pubescens is distinguished from F. thyrsoidea by eight characters: 1. petiole outline in transverse sections; 2. occurrence of
phloem strands above the petiole midrib; 3. midvein shape; 4. position of secretory idioblasts in the petiole; 5. mesophyll type;
6. occurrence of crystal idioblasts; 7. occurrence of secretory idioblasts around main vascular bundle; 8. occurrence of axilar
branched colleters. This is the first work describing domatia anatomy and sessile and branched colleters in vegetative organs
of species of Apocynaceae. The characters described herein have taxonomic significance and are useful to identify Forsteronia
species, thus contributing to a better delimitation of similar species found in cerrado vegetation of Sdo Paulo.

Key words - “cerrado” vegetation, domatia, Forsteronia, leaf anatomy, secretory structures

RESUMO - (Anatomia foliar como subsidio para a taxonomia de espécies de Forsteronia G. Mey (Apocynaceae) dos
cerrados paulistas). Quatro espécies de Forsteronia encontradas em regides de cerrado tiveram sua anatomia foliar
investigada com o objetivo de levantar caracteres que auxiliem a identificar individuos em estddio vegetativo. Individuos de
F. australis Miill.Arg., F. glabrescens Miill.Arg., F. pubescens A.DC. e F. thyrsoidea (Vell.) Miill. Arg. foram coletados em
Moji-Guagu e Itirapina (Sdo Paulo, Brasil). De acordo com os dados obtidos, € possivel identificar individuos em estadio
vegetativo através da estrutura foliar. Dois caracteres macromorfoldgicos e quatro anatdomicos diferenciam F. australis de
F. glabrescens: 1. contorno do peciolo em secg¢do transversal; 2. ocorréncia de corddo de floema acima do feixe vascular no
peciolo; 3. ocorréncia de hipoderme secretora no peciolo; 4. ocorréncia de indumento nas domadcias; 5. ocorréncia de
idioblastos secretores e aspecto da sua secre¢do; 6. tipo dos coléteres axilares. F. pubescens distingue-se de F. thyrsoidea
por oito caracteres: 1. contorno do peciolo em sec¢do transversal; 2. ocorréncia de corddes de floema acima do feixe
vascular no peciolo; 3. formato do feixe vascular; 4. posicdo dos idioblastos secretores no peciolo; 5. tipo de mesofilo;
6. ocorréncia de idioblastos cristaliferos; 7. ocorréncia de idioblastos secretores ao redor do feixe vascular mediano;
8. ocorréncia de coléter axilar ramificado. A anatomia das domécias e os coléteres dos tipos séssil e ramificado sdo ineditamente
descritos para 6rgdos vegetativos de espécies de Apocynaceae. Os caracteres levantados t€ém importancia taxondmica e
sdo uteis na identificacdo das espécies de Forsteronia, contribuindo dessa forma para uma melhor delimitac@o das espécies
consideradas semelhantes ocorrentes nos cerrados paulistas.

Palavras-chave - anatomia foliar, cerrado, domadcias, estruturas secretoras, Forsteronia

Introducao constituido por 46 espécies de distribui¢cao neotropical,

cujos representantes sdo predominantemente lianas, raro

Incluido na subfamilia Apocynoideae Burnett arbustos; para o Brasil, jd foram registradas 24 espécies
(Endress & Bruyns 2000), Forsteronia G. Mey. é (Hansen 1985). O levantamento da Flora Fanerogamica
do Estado de Sao Paulo (Koch & Kinoshita 2005)

localizou nove espécies, das quais quatro, F. australis

1. Parte da tese de doutorado de Maria Carolina S. Rio, Programa . .
de Pés-graduacdo em Biologia Vegetal, Instituto de Biologia, Mull.Arg.,.F. glabrescen‘iMull‘Arg" F.pubescens A.DC.
Universidade Estadual de Campinas. eF thyrsozdea (Vell.) Mull.Arg., podem ser encontradas
2. Universidade Estaquva] de VCampinas, Instituto de Biolqgia, em regiées de cerrado. Em estadio Vegetativo,
Departamento de Botanica, Caixa Postal 6109, 13083-970 Campinas, . .
SP. Brasil. F. australis ¢ muito semelhante a F. glabrescens, e

3. Autor para correspondéncia: mariliac@unicamp.br F. thyrsoidea pode ser facilmente confundida com
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F. pubescens, sendo diferenciadas apenas por
caracteres essencialmente reprodutivos.

Poucos trabalhos referentes aos caracteres
anatdmicos vegetativos de espécies de Apocynaceae
foram realizados, destacando-se aqueles relacionados a
arquitetura foliar de 29 espécies pertencentes a 19 géneros
(Mohan & Inamdar 1982), anatomia de folhas
xeromorficas em espécies de Allamanda, Thevetia e
Vinca (Fjell 1983), anatomia do sistema aéreo, coléteres
e ultra-estrutura dos laticiferos em espécies de
Mandevilla (Appezzato-da-Gloria & Estelita-Teixeira
1992, Appezzato-da-Gloria & Estelita 1997, 2000).

Domacias estdo presentes em 37 espécies de
Apocynaceae, estando incluida F. brasiliensis A.DC.
(Brouwer & Clifford 1990, Gregory 1990). Tais
estruturas sdo mencionadas para algumas espécies de
Forsteroniana obra de revisao de Hansen (1985) e foram
adotadas como um cardter importante para separar
grupos em chave de identificac@o de espécies (Koch &
Kinoshita 2005). Glandulas nodais e foliares,
posicionadas na base da nervura mediana, foram
registradas para o género (Hansen 1985) e identificadas
como coléteres em estudos recentes de representantes
dessa familia (Rio et al. 2002, Koch & Kinoshita 2005).

Solereder (1908) descreveu a ocorréncia de
laticiferos e de floema intraxilemético para as folhas de
Forsteronia. Metcalfe & Chalk (1950, 1979) citaram o
género no item de anatomia geral, mas nfo o
mencionaram nas descricdes detalhadas. Faltam dados
anatdmicos sobre as espécies brasileiras de Forsteronia,
uma vez que estudos desta natureza ainda ndo foram
realizados (Hansen 1985).

A presente investigacdo teve por objetivo levantar
caracteres anatdomicos foliares que pudessem auxiliar na
taxonomia do género, principalmente em espécies de
cerrado, facilitando a disting@o entre espécies semelhantes

Tabela 1. Relagdo dos espécimes de Forsteronia.

Table 1. List of Forsteronia specimens.

ou préximas, que sdo dificeis de serem diferenciadas
pela morfologia externa. Especial atencdo foi dada a
caracterizacdo anatomica das domécias e das estruturas
secretoras foliares.

Material e métodos

Ramos vegetativos de individuos de Forsteronia
australis Mill.Arg., F. glabrescens Mull.Arg., F. pubescens
A.DC. e F thyrsoidea (Vell.) Miill. Arg. foram coletados na
Reserva Biolégica e Estacdo Experimental de Moji-Guagu
(Fazenda Campininha) e/ou na Estagdo Ecoldgica de
Itirapina, dependendo da disponibilidade de material;
material testemunha para cada individuo foi providenciado
e estd sendo incorporado no herbario UEC. Dois individuos
de cada espécie (trés no caso de F. pubescens) foram
utilizados nos estudos morfolégicos; para F. thyrsoidea e
F. pubescens, recorreu-se também a material herborizado
(tabela 1). A identificacdo dos individuos foi realizada pela
Profa. Dra. Luiza Sumiko Kinoshita e pelo Dr. André Olmos
Simdes. Observacdes sobre a fenologia dos individuos
marcados da Fazenda Campininha foram realizadas
mensalmente durante o ano de 2003.

O material coletado foi fixado em FAA (Johansen
1940) por 24 horas. Alguns individuos foram fixados em
formalina neutra tamponada (FNT) por 48 horas (Lillie 1948
apud Clark 1973) e em sulfato ferroso em formalina (SFF)
por 48 horas (Johansen 1940). Todo o material fixado foi
estocado em etanol 70%. Folhas adultas foram selecionadas
do material fixado ou herborizado e dpices caulinares
vegetativos foram isolados do material fixado. A regido
mediana da folha adulta e a regido proximal do peciolo (junto
a base da lamina foliar) foram utilizadas para o estudo
estrutural; a nervura mediana e a margem da lamina foram
isoladas em pecgas com cerca de 1 cm?.

Apices vegetativos e pecas isoladas das folhas adultas
foram transferidos para dlcool butilico 70%, desidratados
pela série butilica (Johansen 1940) e incluidos em

Espécie Individuo Local (tipo de vegetacdo) Coletor e niimero Data
Forsteronia australis AUSI1 Moji-Guagu (cerrado) M.C.S. do Rio et al. 21 6.1.2002
AUS2 Moji-Guagu (cerrado) M.C.S. do Rio et al. 26 6.11.2003
F. glabrescens GLAl Moji-Guagu (cerrado) M.C.S. do Rio et al. 19 22.X1.2001
GLAS Itirapina (cerrado) M.C.S. do Rio et al. 32 8.X1.2003
F. pubescens PUBI1 Itirapina (cerrado) M.C.S. do Rio et al. 28 8.X1.2003
PUBY%4 Sdo José do Rio Pardo (cerraddao) L.S. Kinoshita & A. Sartori 94-19 8.X1.1994
PUB95 Suzandpolis (cerrado) M.R. Pereira-Noronha et al. 1583 VIII.1995
F. thyrsoidea THY1 Itirapina (cerrado) M.C.S. do Rio et al. 29 8.X1.2003
THY98 Pilar do Sul — Sarapui (cerrado) A.M.GA. Tozzi et al. 357 3.X11.1998
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Paraplast. Cortes seriados longitudinais e transversais, com
espessura de 12 a 16 pm, foram obtidos em micrétomo
rotativo, corados com safranina e azul de astra (Gerlach 1969)
e as laminas montadas em resina sintética Permount. Os cortes
obtidos a partir do material fixado em SFF (Johansen 1940),
especifico para evidenciar compostos fenélicos, foram
desparafinizados, diafanizados e montados em resina sintética.
Folhas adultas selecionadas de exsicatas de
F. pubescens e F. thyrsoidea depositadas no Herbario UEC
foram hidratadas; o material permaneceu em hidréxido de
potdssio para distensdo dos tecidos (Smith & Smith 1942)
e folhas inteiras foram utilizadas para a clarificacdo da
lamina foliar. A regido mediana da lamina foliar e a regido
proximal do peciolo foram isoladas para inclusdo das pecas
em resina plastica. As pecas isoladas foram desidratadas
rapidamente, transferidas para etanol 100% e incluidas em
resina plastica (Gerrits 1991). Cortes com 10 pm de
espessura foram obtidos em micrétomo rotativo e corados
com azul de toluidina 0,05% pH 4,7 (O’Brien et al. 1964);
as ldminas permanentes, montadas em resina sintética.
Para a clarificag¢do das 1aminas foliares, foram utilizadas
folhas adultas fixadas em FAA (F. australis e F. glabrescens)
ou hidratadas de material herborizado (F. pubescens e
F. thyrsoidea). As folhas foram diafanizadas e coradas

segundo Shobe & Lersten, modificado por Monteiro et al.
(1979), para estudo da epiderme em vista frontal, com
especial atencdo as domdcias.

Os esquemas dos peciolos foram obtidos em cédmara
clara acoplada a microscépio. As ilustragdes foram
efetuadas através de fotomicrografias coloridas obtidas em
microscopio Olympus BX51 com o uso de filme Kodak
Prolmage 100 ou Kodak Gold 100; as escalas foram obtidas
através da projecdo de lamina micrométrica nas mesmas
condicdes Opticas utilizadas para as ilustracdes. Todas as
figuras foram digitalizadas com alta resolucdo (600 dpi) e
as pranchas montadas em meio digital.

Resultados

Os dados referentes ao peciolo (figuras 1-17) e
lamina foliar (figuras 18-41) permitem diferenciar
Forsteronia australis Miill.Arg. (figuras 1, 5-8, 18-23)
de F. glabrescens Miill.Arg. (figuras 2, 9-12, 24-29) e
F. pubescens A.DC. (figuras 3, 13, 14, 30-36) de
F. thyrsoidea (Vell.) Miill. Arg. (figuras 4, 15-17,37-41).
Peciolo — O contorno da secc¢ao transversal do peciolo
(figuras 1-4) é um carater macromorfolégico util na

—~ .
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|
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[

Figuras 1-4. Esquemas das sec¢des transversais da regido proximal dos peciolos obtidos dos cortes ilustrados nas figuras
5,9, 13 e 15 respectivamente. 1. F. australis. 2. F. glabrescens. 3. F. pubescens. 4. F. thyrsoidea. Barras = 500 um.

Figures 1-4. Diagrams of petiole outline and midrib in transection obtained from sections illustrated in figures 5, 9, 13 and
15, respectively. 1. F. australis. 2. F. glabrescens. 3. F. pubescens. 4. F. thyrsoidea. Bars = 500 pum.
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distin¢do das espécies. Forsteronia australis (figuras
1, 5) e F. thyrsoidea (figuras 4, 15) possuem o peciolo
achatado dorsiventralmente. Forsteronia glabrescens e
F. pubescens t€m peciolos cilindricos (figuras 2, 3, 9, 13).
A epiderme apresenta células pequenas com paredes
arqueadas (figuras 6, 10, 14), com aspecto papiloso
apenas em F. thyrsoidea (figuras 16, 17). O feixe
vascular € bicolateral em todas as espécies e tem formato
de arco ténue com as extremidades curvas em F.
australis (figuras 5, 7) e F. glabrescens (figuras 9, 11);
arco ténue em F. pubescens (figura 13) e arco
pronunciado em formato de “V” em F. thyrsoidea
(figura 15). Corddes de floema sdo observados
acompanhando o feixe mediano em F. australis (figuras
5,7, 8) e F. thyrsoidea (figura 15).

Forsteronia australis difere de F. glabrescens quanto
a distribui¢do dos idioblastos secretores. Em F. australis,
os idioblastos sdo raros e possuem um contetddo
fracamente corado (figura 6), sendo encontrados no
cortex, acima da nervura mediana (figura 5), e junto ao
floema (figuras 7, 8). Em F. glabrescens, os idioblastos
constituem uma hipoderme continua em toda a
circunferéncia do peciolo; também estdo presentes no
parénquima cortical (figura 9) e apresentam um contetido
acidofilo de aspecto denso fortemente corado pela
safranina (figuras 10, 12).

Forsteronia thyrsoidea também difere de
F. pubescens quanto a posicao dos idioblastos secretores,
que se encontram dispersos na por¢do inferior do cértex
e seu conteudo apresenta coloracdo verde (figura 15).
Idioblastos nesta posi¢cdo nunca foram observados em
F. pubescens (figura 13); nessa espécie, eles ocorrem
associados ao floema do feixe mediano e também
possuem um contetido acidéfilo de aspecto denso, corado
em vermelho pela safranina.

Laticiferos foram observados no cortex e ao redor

dos feixes vasculares (indicados por setas) em todas as
espécies. Suas células apresentam parede espessa em
F. australis e F. glabrescens (figuras 8, 12) e calibre
maior que as demais em F. pubescens e F. thyrsoidea
(figuras 13, 15).
Lamina foliar — Nas quatro espécies estudadas, a
epiderme € unisseriada em ambas as faces (figuras 18,
23-26, 30, 31, 37, 38). Forsteronia australis e
F. glabrescens possuem células epidérmicas com
paredes anticlinais sinuosas (figuras 22 e 27,
respectivamente); em F. pubescens (figura 34) e
F. thyrsoidea as paredes sdo retas, o que confere um
aspecto poligonal a essas células.

Estomatos estdo restritos a epiderme da face inferior,
sdo predominantemente do tipo paracitico (figura 22) e

encontram-se no mesmo nivel das demais células
epidérmicas (figuras 23, 26, 31, 38). Tricomas
multicelulares unisseriados ndo secretores sdo encontrados
em trés espécies; em F. glabrescens, eles estdo restritos
as criptas das domdcias (figura 25). Em F. pubescens
(figura 36) e F. thyrsoidea, esses tricomas predominam
ao longo das nervuras mediana e laterais, principalmente
na face inferior. Nesta dltima espécie, um adensamento
de tricomas tectores € observado nas axilas da nervura
mediana com as laterais. Apenas a epiderme de
F. australis é glabra.

Em corte transversal (figuras 18, 24, 30, 37), as
células epidérmicas da nervura mediana sio menos
volumosas que as demais, tanto na face superior quanto
na inferior. Ao longo da nervura, duas a trés camadas de
colénquima ocorrem junto a epiderme em ambas as faces
da lamina foliar.

O feixe vascular € bicolateral e apresenta formato
de arco (figuras 18, 24, 30) a excecdo de F. thyrsoidea,
que tem arco pronunciado em forma de “V” e cinco
corddes de floema voltados em direcdo a face adaxial
(figura 37); apenas F. pubescens possui costela na nervura
mediana (figura 30). O metaxilema é constituido por
elementos de condugdo de grande calibre entremeados
por células parenquiméticas pouco volumosas (figuras
18, 24, 30, 33, 37, 40). Células esclerenquiméticas sdao
encontradas acima do floema préximo a face superior
em F. australis (figura 18) e F. glabrescens (figura 24).
O floema apresenta idioblastos secretores de compostos
fendlicos com conteddo de aspecto denso em F. australis
(figura 18), F. pubescens (figura 13) e F. glabrescens
(figuras 24, 25).

Laticiferos sdo encontrados ao redor do feixe
vascular mediano (figuras 18, 24, 30, 33, 37, 40, 41).
Essas estruturas (setas) possuem parede espessada em
F. pubescens (figura 33) e calibre maior que as demais
células em F. thyrsoidea (figuras 37, 40, 41).

As espécies apresentam mesofilo dorsiventral (figuras
23,26, 38) exceto F. pubescens (figura 31), cujo mesofilo
€ homogéneo, sem clara distincdo entre parénquima
palicadico e lacunoso. O nimero de camadas do
clorénquima é préximo de cinco em F. australis (figura
23); de trés em F. glabrescens (figura 26) e F. pubescens
(figura 31) e de duas em F. thyrsoidea (figura 38).
Laticiferos sdo encontrados apenas em F. australis
(figura 23).

Os feixes vasculares do mesofilo sdo bicolaterais
em F. glabrescens (figura 26) e colaterais em F. australis
(figura 23), F. pubescens (figura 31) e em F. thyrsoidea
(figura 38). Em F. pubescens, a bainha parenquimatica
do feixe apresenta cloroplastos e as suas extensoes
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atingem a epiderme em ambas as faces (figura 31).
Fibras ndo sdo registradas nos feixes vasculares de
F. thyrsoidea e a bainha do feixe com suas extensoes
sdao bem definidas (figura 38). Apenas F. pubescens
apresenta costela nas nervuras laterais de primeira
ordem (figura 31).

Dois tipos de idioblastos foram encontrados: os
secretores, com contetido granuloso (figura 23) ou denso
(figura 26); e os cristaliferos, sob a forma de drusas
(figura 26), cristais romboidais (figura 29) ou prismaticos
(figura 35).

Os idioblastos secretores estdo presentes em
F. australis (figuras 20, 23), F. glabrescens (figuras
24-26) e F. thyrsoidea (figuras 37, 41). Nas duas
primeiras, eles estdo distribuidos no parénquima
palicddico, onde apresentam formato retangular (figuras
23,26) e na bainha dos feixes vasculares e suas extensoes,
onde sdo arredondados; na terceira, estdo presentes no
cortex, ao redor do feixe vascular mediano (figuras 37,
41). Os idioblastos de F. glabrescens sdo mais longos
que as demais células do parénquima pali¢ddico (figura
26) e podem apresentar contetido denso (figura 26) ou
granuloso (figura 25). Em F. australis, hi somente
idioblastos com contetdo granuloso (figuras 20, 23), trés
a quatro vezes mais longos que as células do parénquima
pali¢ddico (figura 23).

Idioblastos cristaliferos sdo observados dispersos no
mesofilo em todas as espécies estudadas a excecdo de
F. thyrsoidea. O formato dos cristais e sua freqiiéncia
variam de espécie para espécie. Forsteronia glabrescens
apresenta drusas (figura 26, 29) e cristais romboidais
em grande quantidade (figura 29); em F. australis, ambos
os tipos de cristais sdo raros. Forsteronia pubescens
apresenta cristais prismadticos (figura 35) e drusas.

Forsteronia pubescens e F. thyrsoidea diferem
quanto ao tipo de idioblastos que apresentam.
Forsteronia pubescens possui idioblastos cristaliferos
com cristais prismaticos dispersos pelo parénquima ao
redor da nervura mediana (figura 30); esse tipo de
idioblasto nao foi registrado em F. thyrsoidea. J4 nesta
ultima, idioblastos secretores com conteido acidofilo
(denso ou granuloso) sdo encontrados no parénquima
fundamental ao redor do feixe vascular (figura 37); esses
idioblastos ndo ocorrem nesta posicdo em F. pubescens
(figura 30).

Domécias foram registradas em F. australis
(figuras 19, 20) e F. glabrescens (figura 25), estando
presentes nas axilas da nervura mediana com as laterais,
na face inferior da lamina foliar. Em F australis, as
domdcias estdo restritas a regido mediana da lamina, as
criptas sdo rasas e revestidas por duas camadas de

células com conteiddo granuloso; tricomas nao sao
observados (figuras 19, 20). Em F. glabrescens, elas
sdo encontradas ao longo da nervura mediana, em quase
toda a extensao da lamina foliar, estando ausentes apenas
no dpice e na base da lamina. Sdo criptas profundas
revestidas por duas camadas de células obliteradas;
tricomas tectores multicelulares unisseriados, eretos ou
recurvados, estdo presentes apenas proximo a regido
de abertura da cripta (figura 25). Em ambas as espécies,
observa-se que a cripta é formada com reducio apenas
do parénquima lacunoso (figuras 19, 20, 25).

Coléteres em fase secretora sdo encontrados nos
apices caulinares vegetativos das quatro espécies (figuras
21, 28, 32, 39). Todos eles t€ém origem no primoérdio
foliar, ocupando posi¢do marginal ou axilar e ndo
apresentam tecido vascular ou qualquer tipo de
modificacdo estrutural.

Os coléteres marginais sdo caducos em drgaos
adultos, restando apenas cicatrizes em posi¢ao
interpeciolar. Os coléteres axilares sdo persistentes e
ficam reduzidos a pequenas estruturas senescentes
posicionadas na base da lamina foliar préximas ao
peciolo, sobre a nervura mediana. O ntimero de coléteres
marginais e axilares € varidvel nas quatro espécies; 4-8
marginais e 2-8 axilares sdo encontrados em média por
nd vegetativo, considerando os dois primérdios foliares
com filotaxia oposta. O nimero de coléteres varia entre
as espécies, entre individuos da mesma espécie e em
nos diferentes de um mesmo individuo.

Trés tipos de coléteres foram registrados: padrio,
séssil e ramificado. O tipo padrdo é formado por um
eixo alongado recoberto por epiderme em palicada e um
pedinculo curto (figura 21). O tipo séssil ndo apresenta
pedinculo e possui a palicada secretora extremamente
espessa (figura 28). O tipo ramificado € semelhante ao
tipo padréo e ramifica-se ao longo do seu comprimento
(figura 32). A ramificacdo s6 € registrada através da
andlise de cortes transversais seriados.

O tipo padrio foi encontrado nos coléteres marginais
de todas as espécies; apenas F. pubescens possui dois
tipos: padrdo e séssil. Em relagdo aos coléteres axilares,
F australis e F. glabrescens apresentam os tipos padrdo
e séssil respectivamente. F. pubescens possui os trés tipos;
o ramificado ndo foi observado em F. thyrsoidea
(tabela 2).

Discussao

Todas as espécies de Forsteronia estudadas
apresentam epiderme unisseriada em ambas as faces da
lamina foliar e estdmatos predominantemente paraciticos
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Figuras 5-12. Peciolo de folhas adultas de F. australis (5-8) e F. glabrescens (9-12) em secgdes transversais. 5, 9. Vista
geral. 6, 10. Detalhe da regido cortical da face adaxial. 7, 11. Detalhe do feixe vascular. 8. Detalhes dos corddes floematicos
e de laticifero (seta). 12. Detalhe do floema; idioblastos e laticiferos (setas). Barras = 200 um (5, 9), 100 um (7, 11),
25 um (6, 8, 10, 12).

Figures 5-12. Petiole of F. australis (5-8) and F. glabrescens (9-12) mature leaves; transections. 5, 9. General view.
6, 10. Region above midrib. 7, 11. Vascular bundle. 8. Phloem strands and laticifer (arrow). 12. Phloem; idioblasts and
laticifers (arrows). Bars = 200 um (5, 9), 100 pm (7, 11), 25 um (6, 8, 10, 12).
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Figuras 13-17. Peciolo de folhas adultas de F. pubescens (13-14) e F. thyrsoidea (15-17) em secdes transversais. 13, 15.
Vista geral; laticiferos (setas). 14. Detalhe da regido cortical da face adaxial. 16-17. Detalhes da epiderme das faces superior
(16) e inferior (17); células epidérmicas papilosas. Barras =200 um (13, 15), 50 um (14, 16, 17).

Figures 13-17. Petiole of F. pubescens (13-14) and F. thyrsoidea (15-17) mature leaves; transections. 13, 15. General
view; laticifers (arrows). 14. Region above midrib. 16-17. Upper (16) and lower (17) papillose epidermis. Bars = 200 um
(13,15),50 um (14, 16, 17).
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Figuras 18-23. Folha adulta (18-20, 22-23) e primérdio foliar (21) de F. australis em sec¢des transversais (18-20, 23) e
longitudinais (21-22). 18. Nervura mediana. 19. Domdcia em seccdo transversal mediana. 20. Domdcia em secc¢do tangencial.
21. Coléter axilar padrdo. 22. Epiderme da face abaxial em vista frontal; estdmatos paraciticos e células com paredes

sinuosas. 23. Mesofilo dorsiventral; laticifero e feixe vascular lateral. C = caule; CA = coléter axilar; PF = primérdio
foliar. Barras = 100 um (18), 50 pm (19-21, 23), 25 um (22).

Figures 18-23. Mature (18-20, 22-23) and young leaf (21) of F. australis; transections (18-20, 23) and longisections
(21-22). 18. Midrib. 19. Median transection of domatia. 20. Tangential transection of domatia. 21. Standard axilar colleter.
22. Lower epidermis in surface view; paracytic stomata and wavy walls. 23. Dorsiventral mesophyll; laticifer and lateral
vascular bundle. C = stem; CA = axilar colleter; PF = young leaf. Bars = 100 um (18), 50 um (19-21, 23), 25 um (22).
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Figuras 24-29. Folha adulta (24-27, 29) e primoérdio foliar (28) de F. glabrescens em seccdes transversais (24-26, 29) e
longitudinais (27-28). 24. Nervura mediana. 25. Domadcia; tricoma tector multicelular unisseriado. 26. Mesofilo dorsiventral;
idioblastos com contetido denso no parénquima palicddico, na bainha do feixe vascular e extensoes. 27. Epiderme da face
adaxial em vista frontal com células de paredes sinuosas. 28. Coléter axilar séssil. 29. Mesofilo em luz polarizada; drusa e
cristais romboidais (setas). C = caule; CAs = coléteres axilares; PF = primérdio foliar. Barras = 100 um (24, 25), 50 um (26, 28, 29),
25 um (27).

Figures 24-29. Mature (24-27, 29) and young leaf (28) of F. glabrescens; transections (24-26, 29) and longisections
(27-28). 24. Midrib. 25. Domatia; multicellular uniseriate trichome. 26. Dorsiventral mesophyll; idioblasts with dense
contents in palisade parenchyma, bundle sheaths and bundle-sheath extensions. 27. Upper epidermis in surface view with
wavy walls. 28. Sessile axilar colleter. 29. Mesophyll observed under polarized light; druse and rhomboid (arrows) crystal.
C =stem; CA = axilar colleter; PF = young leaf. Bars = 100 um (24, 25), 50 um (26, 28, 29), 25 um (27).
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Figuras 30-36. Folha adulta (30-31, 33-36) e primérdio foliar (32) de F. pubescens em secgdes transversais (30-33, 36) e
longitudinais (34-35). 30. Nervura mediana. 31. Mesofilo homogéneo; feixe vascular lateral. 32. Coléteres axilares
ramificados. 33. Detalhe do feixe vascular mediano; laticiferos (setas). 34. Epiderme da face adaxial em vista frontal;
células com paredes retas. 35. Cristal prismatico no mesofilo. 36. Tricoma tector multicelular unisseriado. C = caule;
CAs =coléteres axilares; PF = primérdio foliar. Barras = 200 um (32), 100 pm (30), 50 um (31, 33), 25 um (34-36).

Figures 30-36. Mature (30-31, 33-36) and young leaf (32) of F. pubescens; transections (30-33, 36) and longisections
(34-35). 30. Midrib. 31. Regular mesophyll; lateral vascular bundle. 32. Branched axilar colleters. 33. Detaild view of midrib;
laticifers (arrows). 34. Upper epidermis in surface view; straight walls. 35. Prismatic crystal. 36. Multicellular uniseriate
trichome. C = stem; CA = axilar colleter; PF = young leaf. Bars = 200 pum (32), 100 um (30), 50 um (31, 33), 25 um (34-36).
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Figuras 37-41. Folha adulta (37-38, 40-41) e primérdio foliar (39) de F. thyrsoidea em seccgdes transversais (37-40) e
longitudinal (41). 37. Nervura mediana; laticiferos (seta). 38. Mesofilo dorsiventral; feixe vascular lateral e estdmatos.
39. Coléteres axilares nido ramificados. 40-41. Detalhe da nervura mediana. 40. Colénquima e laticiferos (seta).
41. Idioblastos secretores (cabecas de seta) e laticifero (seta). C = caule; CAs = coléteres axilares; PF = primérdio foliar.
Barras =100 um (37, 39), 50 um (38, 40,41).

Figures 37-41. Mature (37-38, 40-41) and young leaf (39) of F. thyrsoidea; transections (37-40) and longisections (41).
37. Midrib; laticifers (arrow). 38. Dorsiventral mesophyll; lateral vascular bundle and stomata. 39. Not branched axilar
colleters. 40-41. Detailed view of midrib. 40. Colenchyma and laticifers (arrow). 41. Secretory idioblasts (arrow heads)
and laticifer (arrow). C = stem; CA = axilar colleter; PF = young leaf. Bars = 100 um (37, 39), 50 um (38, 40, 41).
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Tabela 2. Tipo de coléteres nas espécies de Forsteronia.
P = padrao; S = séssil; R = ramificado.

Table 2. Colleters types of Forsteronia species. P = standard;
S = sessile; R = branched.

Marginais Axilares
Forsteronia australis P P
F. glabrescens P S
F. pubescens P, S P S, R
F. thyrsoidea P P, S

restritos a face inferior, assim como feixe vascular em
forma de arco na nervura mediana. Esses caracteres
foram anteriormente registrados para as folhas de
Allamanda neriifolia Hook. (hoje A. schottii Pohl),
Thevetia peruviana (Pers.) K.Schum e Vinca minor L.,
consideradas xeromorficas por Fjell (1983).

Todas as espécies analisadas neste trabalho a
excecdo de F. pubescens apresentam mesofilo
dorsiventral, da mesma forma que A. neriifolia,
T. peruviana e V. minor (Fjell 1983). Segundo Metcalfe
& Chalk (1950), este € o tipo de mesofilo mais comum
em Apocynaceae, podendo ocorrer raramente mesofilo
isobilateral. Idioblastos secretores de compostos fenélicos
com contetido granuloso ou denso estdo presentes no
parénquima palicddico apenas em F. australis e
F. glabrescens respectivamente. Esse tipo de idioblasto
ndo foi registrado nas espécies estudadas por Fjell (1983);
Metcalfe & Chalk (1950) mencionaram a ocorréncia de
células secretoras abaixo do parénquima pali¢ddico em
Cleghornia, Echites, Kopsia e Tabernaemontana.
Idioblastos cristaliferos (drusas e cristais prisméticos ou
romboidais) sdo encontrados nas espécies de Forsteronia
estudadas, a excecdo de F. thyrsoidea. Cristais foram
anteriormente registrados em A. neriifolia e T. peruviana
(Fjell 1983), sendo as drusas o tipo mais comum, € em
Acokanthera, Alstonia, Apocynum, Cerbera, Gonioma,
Hunteria e Oncinotis (Metcalfe & Chalk 1950).

O tipo de idioblasto cristalifero varia entre as
espécies estudadas; este ndo € considerado um caréter
diagndstico importante, pois pode variar com o meio
ambiente (Metcalfe 1983). Os cristais podem estar
presentes em maior ou menor quantidade de acordo com
a composicdo do solo onde a planta se encontra. O
estudo de um maior ndmero de individuos, inclusive de
outras localidades, seria necessdrio para avaliar melhor
a questdo da variacao da freqiiéncia dos cristais.

Tricomas de vdérios tipos podem ser encontrados
em Apocynaceae (Metcalfe & Chalk 1950). Em
Forsteronia, apenas tricomas multicelulares unisseriados

ndo secretores (tipo 1) sdo observados em trés das
espécies estudadas. Os coléteres presentes nos nos
vegetativos e na base da lamina foliar das quatro espécies
de Forsteronia estudadas ndo sdo considerados tricomas
e sim emergéncias, uma vez que sua origem ndo &
exclusivamente protodérmica.

O termo domdcia é usualmente aplicado a tufos de
tricomas, depressoes, bolsos ou sacos presentes nas axilas
das nervuras de maior calibre, quando ocorrem
exclusivamente na face inferior das folhas (Wilkinson
1979). Segundo Brouwer & Clifford (1990), as domécias
foram definidas pela primeira vez como formagdes ou
transformacdes em plantas com fungdo de hospedar
simbiontes durante um periodo essencial do seu
desenvolvimento, configurando mutualismo. Vérios
autores consideram que hd uma relacao restrita entre as
domadcias e organismos animais, principalmente dcaros e
formigas (Wilkinson 1979). Dom4cias sao encontradas
predominantemente em plantas lenhosas de regides
tropicais Umidas ou subtropicais; apesar de estarem
presentes em plantas de regides frias, nunca foram
registradas em espécies que ocorrem em solos
permanentemente secos. Os tipos de domécias foliares
j& descritos sdo: tufos de tricomas, bolsos, sacos (bolsos
estendidos), criptas e margem revoluta na base da 1amina
(Wilkinson 1979).

Dentre as espécies estudadas, domécias sdo
registradas em F. australis e F. glabrescens,
constituindo-se um importante cardter macromorfolégico
devido a presenca de tricomas na cripta. As
caracterfsticas anatdomicas das domécias encontradas
em Forsteronia assemelham-se as descritas por
Wilkinson (1979), principalmente quanto a compactagao
das células, reducdo do nimero de camadas do
parénquima lacunoso na regido da cripta e auséncia de
estomatos na epiderme interna. Diferentemente do
descrito por essa autora, nenhum tecido de sustentacdo
foi encontrado ao redor da domdcia. A descri¢cdo da
anatomia das dom4cias foliares € inédita para espécies
de Apocynaceae. A distribuicdo das domdcias ndo se
mostrou um cariter consistente para a identificacao de
espécies a partir dos individuos coletados em estddio
vegetativo, uma vez que se observou uma grande
variacdo entre diferentes individuos da mesma espécie
e entre diferentes folhas de um mesmo individuo. No
entanto, a ocorréncia de tricomas nas domécias € sempre
constante e independe do nimero de domé4cias por folha.

Coléter do tipo padrio, caracterizado pela presenca
de um eixo alongado recoberto por epiderme em paligada
e um pedinculo curto (Lersten 1974), foi encontrado
em todas as espécies estudadas de Forsteronia. Este
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termo, proposto para coléteres de Rubiaceae, tem sido
amplamente utilizado na descri¢ao dos coléteres de varias
familias, inclusive Apocynaceae (Thomas 1991,
Appezzato-da-Gloéria & Estelita 2000, Rio et al. 2002).
Além de coléteres do tipo padrio, coléteres sésseis foram
registrados em F. glabrescens, F. pubescens, F. thyrsoidea
e coléteres ramificados em F. pubescens (tabela 2). Os
tipos séssil e ramificado s@o descritos pela primeira vez
para 6rgdos vegetativos de espécies de Apocynaceae.

Considerando-se as espécies estudadas, os coléteres
marginais sdo caducos em 6rgdos completamente
desenvolvidos, restando apenas cicatrizes em posi¢cao
interpeciolar, restringindo sua utilizacdo para fins
taxondmicos. O tipo dos coléteres axilares é um carater
constante e importante na distin¢do entre F. australis e
F. glabrescens, e entre F pubescens e F. thyrsoidea,
devendo ser observado nos dpices caulinares vegetativos
(tabela 3). Os coléteres observados nestas espécies de
Forsteronia sdo equivalentes as glindulas nodais e
foliares registradas por Hansen (1985).

O numero de coléteres encontrados por nd
vegetativo € varidvel em diferentes individuos de uma
mesma espécie e em folhas de um mesmo individuo, e
por isto ndo constitui um cardter Gtil para fins
taxondmicos. Variagdes no nimero de coléteres em folhas

725

de uma mesma espécie sao comuns e ji foram relatadas
para outras espécies de Apocynaceae (Ramayya &
Bahadur 1968, Thomas & Dave 1989, Thomas 1991).

Forsteronia australis distingue-se de F. glabrescens
pelo contorno do peciolo em seccdo transversal,
ocorréncia dos idioblastos secretores no peciolo e nervura
mediana e ocorréncia de corddes de floema acima do
feixe vascular no peciolo. Essas caracteristicas, somadas
a ocorréncia de tricomas nas domacias, ocorréncia de
laticiferos no mesofilo e tipo dos coléteres axilares,
constituem um conjunto de caracteres taxonomicamente
consistentes para diagndstico destas espécies a partir de
individuos coletados apenas em estddio vegetativo.

Forsteronia pubescens diferencia-se de
F. thyrsoidea pelo contorno do peciolo e formato do
feixe vascular em secc¢do transversal, tipo de mesofilo,
ocorréncia de idioblastos cristaliferos, ocorréncia de
corddes de floema acima do feixe vascular e ocorréncia
de idioblastos secretores ao redor do feixe vascular
mediano da lamina foliar.

Os principais caracteres diagndsticos das folhas
adultas das espécies estudadas de Forsteronia de cerrado
referem-se as dom4cias; ocorréncia, tipo e posi¢do das
estruturas secretoras e formato do feixe vascular mediano
em seccdo transversal. Alguns caracteres destacam-se

Tabela 3. Caracteres diagndsticos levantados para Forsteronia australis, F. glabrescens, F. pubescens e F. thyrsoidea.
+ = presenca; — = auséncia; P = padrdo; S = séssil; R = ramificado.

Table 3. Diagnostic character survey of Forsteronia australis, F. glabrescens, F. pubescens e F. thyrsoidea. + = presence;

— = absence; P = standard; S = sessile; R = branched.

Caracteres diagnésticos

F. australis

F. glabrescens F. pubescens F. thyrsoidea

Peciolo Contorno em sec¢do transversal
Corddes de floema acima do feixe
vascular +
Hipoderme secretora -
Formato do feixe vascular
Posicdo dos idioblastos secretores floema
Lamina foliar Domécias +
Indumento nas domadcias -

Idioblastos secretores na nervura

mediana +
Aspecto do contetdo dos

idioblastos granuloso
Tipo de coléter axilar P
Tipo de mesofilo dorsiventral
Idioblastos cristaliferos +
Idioblastos secretores no cortex

da nervura mediana +

Coléter axilar ramificado -

achatado

arco ténue

cilindrico cilindrico achatado
- - +
+ — —
arco ténue arco ténue arco pronunciado (V)
floema e cértex floema cortex
+ i —
+
+ — i
denso
S P,S,R P, S
dorsiventral homogéneo dorsiventral
+ + -
+ - +
- + —
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pela facilidade de observacdo na lupa ou através da
obtencdo de cortes amao livre, diferenciando F. australis
de F. glabrescens e F. pubescens de F. thyrsoidea
(tabela 3).
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ABSTRACT - (Foliar colleters of species of Forsteronia G.Mey. (Apocynaceae) in cerrados of
S@o Paulo). The colleters of four cerrado species of Forsteronia (F. australis Mill.Arg., F.
glabrescens Miill.Arg., F. pubescens A.DC. e F. thyrsoidea (Vell.) Miill. Arg.) were investigated
in order to determine in which stage of leaf development they produce mucilage, to establish its
origin and position in leaf primordia and to describe its structure. Hystochemical tests were
performed in order to elucidate the chemical nature of the secretion produced by the foliar
colleters of F. glabrescens in different vegetative nodes. The differentiation and the secretion
occur in the early stages of leaf development, in primordia with less than 5 mm; the detection of
mucilage on colleter’s secretion of the four species confirms the identification of these structures.
All colleters originate from the foliar primordia. The marginal colleters originate from the
stipular region. They are placed in interpetiolar position in young organs, but they are not
permanent in adult organs. The axilar colleters originate from the axilar region of the primordia
and they are placed on the base of the leaf blade upon the midrib in leaves completely developed.
Standard, sessile and branched colleters were found in studied species; sessile colleters were
found in three species, except F. australis, and branched colleters were found only in F.
pubescens. In all types, the secretion is produced by a palisade epidermis that surrounds the
central core of parechymatic cells, independently if this central core is whole or branched. The
foliar marginal colleters of F. glabrescens produce initially mucilage (second and third nodes)
and become secretory of phenolic compounds in a second stage of secretion (third and fourth

nodes).

Key words — Apocynaceae, foliar colleters, Forsteronia, mucilage, phenolics.
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RESUMO - (Coléteres foliares em espécies de Forsteronia G.Mey. (Apocynaceae) de cerrados
paulistas). Os coléteres foliares de quatro espécies de Forsteronia (F. australis Miill. Arg., F.
glabrescens Miill.Arg., F. pubescens A.DC. e F. thyrsoidea (Vell.) Miill. Arg.) encontradas em
cerrados paulistas foram estudados com o objetivo de determinar o estddio de desenvolvimento
foliar em que se encontrem em fase secretora de mucilagem; definir sua origem e posi¢do por
primérdio foliar, e caracterizar a sua estrutura. Testes histoquimicos foram aplicados aos dpices
vegetativos de F. glabrescens para determinar a natureza quimica do exsudato dos coléteres em
diferentes nds. A diferenciacdo e a fase secretora dos coléteres ocorrem em estidios iniciais do
desenvolvimento foliar, em primérdios foliares menores que 5 mm; a deteccdo de mucilagem na
secrecdo dos coléteres nas quatro espécies confirma a identificagdo dessas estruturas. Todos os
coléteres sao formados no primérdio foliar. Os marginais originam-se na regido correspondente a
estipula, ocupam posi¢do interpeciolar em ramos jovens e sd@o caducos em 6rgaos adultos. Os
axilares tém origem na axila do primérdio e posicionam-se sobre a nervura mediana na base da
lamina de folhas totalmente desenvolvidas. Coléteres dos tipos padrao, séssil e ramificado foram
registrados nas espécies estudadas; séssil em trés espécies, exceto F. australis e ramificado
apenas em F. pubescens. Em todos os tipos, a secrecao é produzida por uma epiderme em
palicada que reveste o eixo central parenquimatico, seja ele ramificado ou inteiro. Os coléteres
foliares marginais de F. glabrescens produzem inicialmente mucilagem (segundo e terceiro nés),
passando a secretar compostos fendlicos em uma segunda fase de secrecdo (terceiro e quarto

nos).

Palavras chave — Apocynaceae, coléteres foliares, compostos fendlicos, Forsteronia, mucilagem.
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Introducao

Os coléteres sdo estruturas secretoras que produzem uma substancia viscosa que lubrifica
e protege gemas em inicio de desenvolvimento (Fahn 1979); sua secre¢do pode ser composta
apenas por mucilagem (Fahn 1979, Thomas 1991), ou por uma mistura de mucilagem e
substancias lipofilicas (Fahn 1979), incluindo os terpenos (Fahn 1990). Eles sdo encontrados em
orgdos vegetativos, presentes nos apices caulinares e primoérdios foliares, e/ou reprodutivos de
diversas familias de dicotiledoneas (Thomas 1991). Estruturalmente, podem ser tricomas,
emergéncias ou glandulas, se vascularizados (Fahn 1990).

Os coléteres receberam diferentes denominagdes ao longo do tempo, de acordo com sua
posicdo ou identidade morfoldgica e estrutural com outras estruturas secretoras (Thomas 1991).
Dentre essas denominacdes, destacam-se: “esquamelas” ou “glandulas” (Woodson & Moore
1938, Rao & Ganguli 1963, Ramayya & Bahadur 1968), “glandular shaggy hairs” (Metcalfe &
Chalk 1950, 1979), “glandulas resiniferas” (Subramanian et al. 1986). Os coléteres também
foram equivocadamente interpretados como “nectérios extraflorais” (Mohan & Inamdar 1986).

Em Apocynaceae, familia atualmente composta por 335 géneros e 3700 espécies (Judd et
al. 2002), os coléteres sdao emergéncias ou glandulas persistentes registradas em dapices
vegetativos, folhas, bracteas, bractéolas e calice de 71 géneros (Woodson & Moore 1938, Rao &
Ganguli 1963, Ramayya & Bahadur 1968, Silva et al. 1975, Fjell 1983, Hansen 1985, Dave &
Kuriachen 1987, Thomas et al. 1989, Thomas & Dave 1989a,b,c, 1990, 1991, Thomas 1991,
Sennblad et al. 1998, Appezzato-da-Gldria & Estelita 2000, Rio et al. 2002, Schwarz & Furlan
2002, Simoes 2004, Demarco 2005). Nas partes vegetativas, eles podem ocupar posicao
interpeciolar ou intrapeciolar (Sennblad er al. 1998, Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000). A

z

ocorréncia dos coléteres ndo € universal na familia, uma vez que estdo ausentes em alguns
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géneros (Woodson & Moore 1938, Marcondes-Ferreira 1988, Sennblad er al. 1998, Demarco
2005).

Apesar de serem estruturas freqiientes na familia, poucos trabalhos relacionados a
estrutura, a distribuicdo, ao desenvolvimento e/ou a histoquimica dos coléteres de espécies de
Apocynaceae foram realizados nos dltimos anos, sendo citados aqueles efetuados em Aganosma
caryophyllata G. Don. (Dave & Kuriachen 1987), Allamanda cathartica L., Alstonia scholaris L.,
Nerium oleander L. (= N. indicum Mill.; Thomas & Dave 1989a,b,c), Roupelia grata Wall.
(Thomas et al. 1989). Os trabalhos que descrevem o modo de secrecdo de coléteres em Alstonia
scholaris L. (Thomas & Dave 1990), a ultra-estrutura dos coléteres de Plumeria rubra L. (Mohan
& Inamdar 1986) e os aspectos filogenéticos de coléteres em Apocynaceae (Thomas & Dave
1991) também podem ser mencionados. Estudos envolvendo coléteres presentes em partes
vegetativas de espécies brasileiras foram efetuados em Mandevilla illustris (Vell.) Woodson, M.
pohliana (Stadelm.) A.H.Gentry (= M. velutina (Mart. ex Stadelm.) Woodson) (Appezzato-da-
Gléria & Estelita 2000), Prestonia coalita (Vell.) Woodson (Rio et al. 2002), Oxypetalum R.Br.
(Schwarz & Furlan 2002) e Blepharodon bicuspidatum Fourn. (Demarco 2005).

Forsteronia G.Mey. foi incluido na subfamilia Apocynoideae Burnett, tribo Apocyneae
Rchb. (Endress & Bruyns 2000). No entanto, um estudo filogenético com base em caracteres
morfolégicos e moleculares indicou que o género deveria ser reposicionado na tribo Mesechiteae
Miers, de forma a torna-la monofilética (Simdes et al. 2004). Seus representantes sdo lianas,
raramente arbustos; constituem 46 espécies de distribui¢do neotropical, das quais 24 ocorrem no
Brasil (Hansen 1985). Nove espécies podem ser encontradas no Estado de Sdo Paulo, sendo cinco
delas freqiientes em cerrado (Koch & Kinoshita 2005). Ha registro da presenca de glandulas
nodais e foliares, posicionadas na base da nervura mediana, para todo o género; Hansen (1985)

ndo as identificou como coléteres por nao ter avaliado a secrecao que produzem. Apesar disso,
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essas estruturas foram consideradas coléteres em estudo taxonémico (Koch e Kinoshita 2005) e
em estudo de anatomia foliar subsidiando a taxonomia de espécies de cerrado de Forsteronia
(Rio et al. 2005; capitulo 1).

Tendo em vista a inexisténcia de dados anatdmicos referentes as glandulas observadas em
orgdos vegetativos de Forsteronia, o objetivo deste trabalho € verificar se as estruturas citadas
como glandulas por Hansen (1985) e como coléteres por Koch & Kinoshita (2005) e por Rio et
al. (2005; capitulo 1) podem ser consideradas coléteres por meio de estudos de secrecdo, origem,
posicdo e caracterizagdo anatdmica. Para tanto, pretende-se avaliar a presenca de mucilagem na
secrecdo e determinar o estddio de desenvolvimento da folha em que as glandulas se encontrem
em fase secretora; definir a origem e posi¢do ocupada por estas estruturas no dpice caulinar
vegetativo e caracterizar os tipos estruturais. Além disso, objetiva-se avaliar a natureza quimica

do exsudato das glandulas de F. glabrescens com a aplicacdo de testes histoquimicos.

Material e métodos

Quatro espécies de Forsteronia encontradas em cerrados do Estado de Sdo Paulo foram
investigadas: F. australis Mill.Arg., F. glabrescens Mill.Arg., F. pubescens A.DC. e F.
thyrsoidea (Vell.) Miill.Arg. Ramos vegetativos com dpices caulinares e primordios foliares
foram coletados na Reserva Bioldgica e Estacio Experimental de Mogi Guacu e na Estacdo
Ecoldgica e Experimental de Itirapina (tabela 1). Material testemunha para os oito individuos
coletados foi incorporado ao Herbario UEC. Todo o material foi identificado pela Profa. Dra.
Luiza Sumiko Kinoshita e pelo Dr. André Olmos Simdes.

O material coletado foi fixado em FAA (formalina:acido acético:alcool etilico 50%,
1:1:18 v/v) por 24 horas (Johansen 1940). Além disso, apices caulinares de F. glabrescens

também foram fixados em FNT (formalina neutra tamponada; tampao fosfato:formalina, 9:1 v/v)
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por 48 horas (Lillie 1948 in Clark 1973) e em SFF (sulfato ferroso em formalina; solucdo de
sulfato ferroso:formalina 9:1 v/v) por 48 horas (Johansen 1940) para avaliacio da natureza
quimica do exsudato das glandulas. Todo o material foi mantido em mantido em vacuo durante a

fixacdo e, em seguida, estocado em dlcool etilico 70%.

Tabela 1. L/ista das espécie;s estudadas de Forsteronia, material testemunha e fixadores utilizados (FAA =
Formalina:Acido acético:Alcool etilico 50%; FNT = Formalina Neutra Tamponada; SFF = Sulfato
Ferroso em Formalina).

Table 1. List of studied species, voucher and fixatives utilized (FAA = formalin: acetic acid: etilic alcohol
50%; FNT = Buffered neutral formalin; SFF = Ferrous sulfate in formalin).

espécie local data coletor herbdrio fixador

F. australis Mogi Guagu 06-1-2002 MCS do Rio etal. 21 UEC FAA
Mogi Guagu 11-X1-2003  MCS do Rio etal. 26 UEC FAA

F. glabrescens Mogi Guagu 22-XI1-2001 MCS do Rio etal. 19 UEC FAA, FNT, SFF
Mogi Guagu 21-X-2002  MCS do Rio etal. 22 UEC FAA, FNT, SFF
Mogi Guagu 21-X-2002  MCS do Rio et al. 24 UEC FAA, FNT, SFF
Mogi Guagu 21-X-2002  MCS do Rioetal. 25 UEC FAA, FNT, SFF

F. pubescens Itirapina 8-X1-2003 MCS do Rio etal. 28 UEC FAA

F. thyrsoidea Itirapina 8-X1-2003 MCS do Rio et al. 33 UEC FAA

Apices vegetativos foram isolados a partir dos ramos fixados. As pecas foram transferidas
para élcool butilico 70, desidratadas pela série butilica e incluidas em “paraplast” (Johansen
1940). Seccdes seriadas longitudinais e transversais com espessura de 10um foram obtidas com o
uso de micrétomo rotativo.

Para o estudo estrutural, as sec¢des foram coradas com Safranina alcodlica 0,25% e Azul
de Astra aquoso 1% (Gerlach 1969) e as laminas permanentes montadas em resina sintética
Permount. Para a avaliacdo da presen¢a de mucilagem na secrecao, sec¢des de material fixado em

FAA das quatro espécies foram coradas com Vermelho de Ruténio (Gregory & Baas 1989).
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Para o estudo histoquimico de F. glabrescens, sec¢des obtidas do material fixado em
FAA, considerado um bom fixador para substancias hidrossoliveis, foram utilizados para os
testes que evidenciam polissacarideos (incluindo mucilagem), proteinas e compostos fendlicos
hidrossoldveis; em FNT, adequado para fixacdo de substancias lipofilicas, para os testes que
evidenciam lipidios totais (incluindo 4cidos graxos livres) e compostos fendlicos lipossoliveis, e
em SFF, fixador especifico para compostos fendlicos, para confirmar os resultados obtidos para
compostos fendlicos.

Os seguintes tratamentos foram efetuados para evidenciar as principais classes de
metabolitos da secrec¢do dos coléteres de F. glabrescens:

a. Vermelho de ruténio para mucilagens acidas (Gregory & Baas 1989);

b. Acido tanico/cloreto de ferro III para mucilagem (Pizzolato & Lillie 1973);

c. Azul de Alcido para mucopolissacarideos dcidos (Pearse 1985);

d. Reacdo PAS (Periodic-Acid-Schiff reagent) para polissacarideos totais (McManus 1948);
e. Azul brilhante de Comassie para proteinas totais (Fisher 1968);

f. Preto de Suddo B para lipidios totais (Pearse 1985);

g. Sulfato azul do Nilo para lipidios 4cidos e neutros (Cain 1947, Jensen 1962);

h. Acetato de cobre/dcido rubeanico para acidos graxos (Ganter & Jollés 1969, 1970);

i. Cloreto de ferro III para compostos fendlicos totais (Johansen 1940);

J. Dicromato de potéssio para compostos fenolicos totais (Gabe 1968).

Seccdes obtidas do material fixado em SFF foram desparafinizadas, diafanizadas e
montadas em resina sintética; as ldminas resultantes dos demais tratamentos foram montadas em
gelatina glicerinada.

Apices caulinares inteiros foram submetidos a uma solugdo de extragdo de lipidios

(metanol:cloroférmio:dgua:HCl, 66:33:4:1 v/v; High 1984) por 48h a temperatura ambiente e
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utilizados para a realizacdo dos controles negativos dos testes para substancias lipofilicas. Apds a
extracdo, parte do material foi fixado em FNT e parte em SFF; apds a fixacdo, esse material
recebeu 0 mesmo tratamento para inclusdo e seccionamento que as demais pecas. Os controles
dos testes para substancias hidrofilicas foram realizados segundo as indica¢des nas respectivas
técnicas. O controle para o teste que evidencia proteinas nao foi realizado.

Ap6s observagdo e andlise do lamindrio, o registro dos aspectos importantes foi efetuado
através de fotomicrografias coloridas obtidas em microscépio Olympus BX51 com a utilizacdo
de filme Kodak Prolmage 100; as escalas foram obtidas através da projecdo de lamina
micrométrica nas mesmas condicdes Opticas utilizadas para as ilustracdes. As fotomicrografias
foram digitalizadas com alta resolu¢do (600 dpi) e as pranchas de ilustracdes montadas em meio

digital.

Resultados

Os coléteres sdo encontrados em fase secretora de mucilagem no inicio do
desenvolvimento dos primoérdios foliares dos &pices caulinares vegetativos de F. australis
(figuras 1-3, 23-24), F. glabrescens (figuras 4-6, 25-47), F. pubescens (figuras 7-14, 29-32) e F.
thyrsoidea (figuras 15-22, 33-35). Para fins elucidativos, os nds vegetativos foram numerados de
acordo com a ordem crescente a partir do dpice caulinar vegetativo do ramo. Dessa forma, o
primeiro né vegetativo é subseqiiente ao dpice, o segundo né € subseqiiente ao primeiro, € assim
por diante (figura 4).

No primeiro n6 vegetativo de F. glabrescens, os coléteres ainda ndo se formaram (figura
4). A presenca de mucilagem na secrecdo das células epidérmicas dos coléteres de todas as
espécies (figuras 23-24, 26-35) foi evidenciada pelo Vermelho de ruténio no segundo e terceiro

nos vegetativos, com primordios foliares de até 5 mm de comprimento.

48



Os coléteres foliares de Forsteronia sdo marginais ou axilares, de acordo com a regidao do
primérdio foliar em que se originam. Essa terminologia foi definida pelas autoras e serd utilizada
para diferenciar os coléteres, de acordo com a sua origem, durante a descricdo anatdmica
detalhada. Os coléteres marginais t€ém origem na regido lateral do primérdio foliar que seria
correspondente a estipula, quando esta ainda estd unindo os dois primérdios do nd, que
apresentam filotaxia oposta (figuras 21-22). Os coléteres axilares originam-se na axila do
primérdio, e encontram-se uniformemente distribuidos (figuras 7-14). Em 6rgdos completamente
desenvolvidos, os coléteres marginais sdo caducos, restando apenas cicatrizes em posicao
interpeciolar; os axilares ficam reduzidos a pequenas estruturas senescentes posicionadas na base
da lamina foliar, sobre a superficie adaxial da nervura mediana. O niimero de coléteres marginais
e axilares por né vegetativo € varidvel nas espécies estudadas (tabela 2). Essa variacdo também ¢é

observada entre individuos da mesma espécie e em 6rgaos distintos de um mesmo individuo.

Tabela 2. Posicdo no primdrdio foliar, nimero por né vegetativo e tipos estruturais dos coléteres foliares
nas espécies de Forsteronia.

Table 2. Position on leaf primordia, number on each vegetative node and structural types of foliar
colleters on species of Forsteronia.

espécie posicdo  ndmero  tipos
F. australis marginal 6 padrdo
axilar 4-6 padrao
F. glabrescens  marginal  6-8 padrao
axilar 4-6 séssil
F. pubescens marginal  4-8 padrao; séssil
axilar 4-16 séssil; ramificado
F. thyrsoidea marginal 6 padrdo
axilar 4-8 padrio; séssil
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Trés tipos estruturais distintos de coléteres foliares foram encontrados nas espécies de
Forsteronia: padrao, ramificado e séssil (tabela 2). O tipo padrao (figuras 1-5, 24-25) € formado
por um eixo de células parenquimdticas rodeado por uma epiderme secretora unisseriada em
palicada sobre um pedunculo curto, onde as células epidérmicas sdo cubicas e ndo apresentam
atividade secretora; o conjunto € recoberto por uma fina cuticula (figura 25). O tipo séssil (figuras
6, 26-27) ndo possui pedinculo e sua palicada secretora € extremamente espessa. Os coléteres
ramificados sdo semelhantes aqueles do tipo padrdo em corte longitudinal; no entanto,
apresentam uma base alargada e ramificam-se em dois ou trés a partir da regido mediana em corte
transversal (figuras 7-14); em microscopia de luz, a ramificacdo s6 pode ser detectada através da
observacao de seccOes seriadas. As células epidérmicas em palicada dos coléteres, responsdveis
pela secrecdo do exsudato, t€ém paredes celulares finas, citoplasma denso e nicleo relativamente
grande, caracteristicas comuns a células secretoras (figuras 24, 27-42). Células com retracdo do
protoplasto sdo observadas em ambas as faces dos coléteres axilares (figura 2; seta) ou em apenas
uma delas (figura 24; seta) em F. australis, € em ambas as faces dos coléteres marginais de F.
glabrescens (figuras 26, 28). A secrecdo é evidenciada dentro das células (figuras 23-24, 26-28,
31-32, 34-42), retida no espaco entre a célula e a cuticula (figuras 36, 42) e no meio extracelular
(figuras 40-41). A distensdao da cuticula ocorre (figuras 38-39), embora o seu rompimento nao
tenah sido observado. Nenhum dos coléteres apresenta tecido vascular ou modificacdes
estruturais como presencga de tricomas e laticiferos.

Em F. glabrescens, o Negro de Sudao evidenciou a fina cuticula que recobre os coléteres
(figura 25). A secregdo das células epidérmicas dos coléteres marginais e axilares do segundo e
terceiro nos, e dos axilares do quarto n6 apresentam resultado positivo (tabela 3) para mucilagem
(figuras 36-39), mucilagens acidas (figuras 26-28) e polissacarideos totais (figuras 40-47). Hifas

de fungos foram registradas ao redor dos coléteres (figuras 28, 46).
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Durante a fase secretora de mucilagem, as células epidérmicas dos coléteres marginais e
axilares apresentam resultado negativo para compostos fendlicos (figuras 48-51). A partir do
terceiro nd vegetativo, as células secretoras do dpice dos coléteres marginais apresentam
resultado positivo para compostos fendlicos (figura 52). Do quarto n6é em diante, todas as células
epidérmicas dos coléteres marginais t€m compostos fenélicos no protoplasto (figuras 53-54). Isso
indica que os coléteres marginais tém uma segunda fase de secre¢do, onde predominam os
compostos fendlicos. Nessa fase, a secrecdo foi observada apenas no interior das células
parenquimaticas e epidérmicas do coléter, e hifas de fungos nido foram registradas no material

(figuras 52-54).

Discussao

Os coléteres foliares de Forsteronia encontram-se em fase secretora de mucilagem em
estddios muito iniciais do desenvolvimento da folha (coléteres marginais, segundo ao terceiro
nos; coléteres axilares, segundo ao quarto nds vegetativos), em primordios com ca. 5 mm de
comprimento, o que confirma a identificacdo dessas estruturas. Segundo Thomas (1991), os
coléteres comecam a secretar antes da expansdo da lamina foliar, o que foi observado nas
espécies de Forsteronia estudadas e, anteriormente, para P. coalita (Rio et al. 2002). A natureza
mucilaginosa da secrecdo e a fase inicial de desenvolvimento foliar em que os coléteres sdao
encontrados em fase secretora estdo relacionadas a funcdo que essas estruturas desempenham, de
lubrificar e proteger gemas em inicio de desenvolvimento (Fahn 1979). Os resultados
apresentados neste trabalho estdo de acordo com outros descritos para Apocynaceae, onde os
coléteres foliares sdo ativos apenas em estddios iniciais de desenvolvimento do 6rgdo em que se

encontram (Appezzato-da-Gldria & Estelita 2000, Rio et al. 2002, Demarco 2005).
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Tabela 3. Tratamentos aplicados aos coléteres foliares de Forsteronia glabrescens (M = coléteres

marginais; A = coléteres axilares; — = negativo; + = fraco positivo; ++ = positivo; +++ = forte positivo).

Table 3. Treatments applied to foliar colleters of Forsteronia glabrescens (M = marginal colleters; A =

axilar colleters; — = negative; + = weak positive; ++ = positive; +++ = strong positive).
Tratamento Cor 2°n6 3°né 4°né
(substancia evidenciada) (resultado positivo) M A M A M A
vermelho de ruténio
. . vermelho a rosa ++ ++ ++ ++ - ++
(mucilagens 4cidas)
acido tanico/Cloreto de ferro II1
. preto ++ ++ ++ ++ — ++
(mucilagem)
azul de Alcido
. , L. azul — - — _ _ _
(mucopolissacarideos dcidos)
reacdo PAS }
. ) . rosa a purpura +++ -+ A = +++
(polissacarideos totais)
azul brilhante de Comassie
, azul — — — — _ _
(proteinas)
negro de Suddo B
L . azul, preto ou castanho escuro  — - - - - -
(lipidios totais)
sulfato azul do Nilo
o azul/rosa e e e e A Y
(lipidios acidos/neutros)
acetato de cobre/acido rubeanico
. verde escuro - - - - - -
(4cidos graxos)
cloreto de ferro IIT
. castanho escuro - - + - ++ -
(compostos fendlicos)
dicromato de potéssio
. castanho avermelhado - - + - ++ -
(compostos fendlicos)
sulfato ferroso em formalina
castanho escuro - - ++ - +++ -

(compostos fendlicos)

De acordo com a posi¢do de origem no primérdio foliar, os coléteres das espécies de

Forsteronia s@ao marginais ou axilares. Essa terminologia foi definida pelas autoras e utilizada

para a caracterizagdo dos coléteres em estudo de anatomia foliar (Rio et al. 2005; capitulo 1).

Todos os coléteres marginais sdo originados a partir das expansodes laterais da base do primérdio
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foliar, regido correspondente as estipulas. Apenas os coléteres axilares t€ém origem na regiao
axilar do primérdio foliar. Dessa forma, a teoria proposta por Woodson & Moore (1938) de que
todos os coléteres t€ém origem estipular em Apocynaceae € confirmada no caso dos marginais de
Forsteronia, que ocupardo posi¢ao interpeciolar em 6rgdos jovens. No entanto, devido a presenca
de coléteres axilares em Forsteronia e em outras espécies de Apocynaceae (Rio et al.2002,
Schwarz & Furlan 2002, Demarco 2005), o estudo dos coléteres foliares deveria ser estendido
para outras espécies da familia com o objetivo de reavaliar a teoria proposta por Woodson &
Moore (1938).

Os coléteres marginais das espécies estudadas de Forsteronia sdo caducos em Orgaos
adultos, restando apenas cicatrizes em posi¢do interpeciolar, que dificulta a sua observacdao em
ramos completamente desenvolvidos. Geralmente as emergéncias sao persistentes, no entanto, os
coléteres marginais apresentam um eixo parenquimatico muito reduzido, composto por poucas
camadas de células, o que dificulta a permanéncia dessas estruturas nos ramos adultos. Isso
mostra a necessidade de investigar meristemas e 6rgios joves para o estudo dos coléteres, pois
apesar destes ja terem sido observados em 6rgaos vegetativos de 53 géneros de Apocynaceae,
com ocorréncia registrada para peciolos em todos os casos e para lamina foliar apenas em
Blepharodon, Forsteronia, Mandevilla e Oxypetalum (Woodson & Moore 1938, Ramayya &
Bahadur 1968, Silva et al. 1975, Fjell 1983, Hansen 1985, Dave & Kuriachen 1987, Thomas et
al. 1989, Thomas & Dave 1989a,b,c, 1990, 1991, Thomas 1991, Sennblad et al. 1998,
Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000, Rio et al. 2002, Schwarz & Furlan 2002, Koch &
Kinoshita 2005, Demarco 2005), eles podem estar ausentes em alguns géneros da familia
(Marcondes-Ferreira 1988; Sennblad er al. 1998, Demarco 2005). Os coléteres axilares de
Forsteronia sdo persistentes e posicionam-se na base da lamina foliar de folhas adultas, sobre

superficie adaxial da nervura mediana. Coléteres nessa posi¢cdo sdo freqiientes nas espécies da
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tribo Mesechiteae (Endress & Bruyns 2000, Simdes 2004), onde Forsteronia foi posicionado
recentemente (Simoes et al. 2004).

Sobreposi¢cdes no nimero de coléteres foliares foram observadas no dpice vegetativo de
todas as espécies estudadas de Forsteronia. Essa variacdo ocorre entre individuos da mesma
espécie e em diferentes nds vegetativos de um mesmo individuo. Embora o nlimero e a posicao
dos coléteres ja tenham sido referidos como caracteres taxondmicos relevantes para as espécies
de Apocynaceae (Woodson & Moore 1938, Schwarz & Furlan 2002, Rio & Kinoshita 2005),
estudos quantitativos, envolvendo a investigagao de um maior nimero de individuos provenientes
de diferentes localidades, associada a uma anélise estatistica dos dados, sdo necessdrios para
avaliar a plasticidade desse cardter nas espécies de Forsteronia e definir a sua utilidade para fins
taxondmicos. Variagdes no nimero de coléteres nas folhas de uma mesma espécie j4 foram
registradas para a familia (Thomas 1991). Ramayya & Bahadur (1968) observaram 10-13
coléteres foliares em Allamanda cathartica L., enquanto Thomas & Dave (1989a) registraram
apenas quatro a seis coléteres foliares para esta espécie. Diferentes numeros de coléteres
peciolares também foram referidos para Thevetia peruviana (Pers.) K.Schum. (Thomas 1991,
Fjell 1983). Segundo Thomas (1991), o niimero de coléteres de uma mesma espécie pode variar
de acordo com a sua distribuicdo geogréfica.

A maioria dos coléteres observados em espécies de Forsteronia € do tipo padrio
(“standard” — S) descrito por Lersten (1974), caracterizado pela presenca de um eixo alongado
recoberto por epiderme em palicada sobre um pedinculo curto. A terminologia definida por
Lersten (1974), proposta para coléteres de Rubiaceae, tem sido amplamente utilizada para a
descri¢ao dos coléteres de varias familias, inclusive Apocynaceae (Thomas 1991, Appezzato-da-
Gléria & Estelita 2000, Rio et al. 2002, Simdes 2004). No entanto, além desse tipo, coléteres

sésseis ocorrem em trés das espécies estudadas de Forsteronia, ja que F. australis apresenta

54



apenas coléteres do tipo padrdo. Coléteres ramificados foram encontrados somente em F.
pubescens. Tais tipos estruturais foram registrados em estudo de anatomia foliar realizado nas
espécies de Forsteronia de cerrado, sendo utilizados para separar as espécies semelhantes em
estddio vegetativo: F. australis, com coléteres axilares do tipo padrdo, diferencia-se de F.
glabrescens, que apresenta coléteres sésseis nessa posicao; F. pubescens, com coléteres axilares
ramificados, distingue-se de F. thyrsoidea, onde este tipo de coléter nao ocorre (Rio et al. 2005).
Os coléteres de Forsteronia glabrescens produzem polissacarideos (incluindo mucilagem)
em uma primeira fase de secrecdo, diferentemente do que foi registrado nos coléteres foliares de
Blepharodon bicuspidatum Fourn., que produzem uma mistura de mucilagem e lipidios
(Demarco 2005). A partir do terceiro nd, uma segunda fase de secrecdo foi observada apenas nos
coléteres marginais de F. glabrescens, quando as células epidérmicas produzem compostos
fendlicos. A presenca de compostos lipofilicos em células epidérmicas de coléteres em fase pos-
secretora de mucilagem foi registrada anteriormente em espécies de Mandevilla (Appezzato-da-

Gloria & Estelita 2000).
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Figuras 1-6. Sec¢des longitudinais de dpice caulinar vegetativo de F. australis (1-3) e F. glabrescens (4-6). 1. Vista
geral do primoérdio foliar (PF) no terceiro nd, com coléteres axilares (A). 2. Coléter axilar (A); células epidérmicas com
protoplasto retraido (setas). 3. Outro coléter axilar (A), de tamanho reduzido. 4. Vista geral do dpice, mostrando
coléteres no segundo (29), terceiro (3°2) e quarto (4°) nés. 5. Coléteres marginal (M) do segundo né e axilar (A) do
primérdio foliar no terceiro né. 6. Coléteres axilares (A). 2, 5. Pormenores das figuras 1 e 4, respectivamente. PF =
primérdio foliar; C = caule; A = coléter axilar; M = coléter marginal. Barras = 200um (1, 4), 100um (2, 6), 50um (3, 5).
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Figuras 7-14. Sec¢des transversais de primérdio foliar (PF) do terceiro né vegetativo de F. pubescens, com coléteres
axilares (A). 7. Apice dos coléteres. 8. Detalhe do dpice bifurcado do coléter. 9, 11. Regido mediana dos coléteres. 10.
Detalhe do coléter recém separado. 12. Detalhe do coléter ainda unido pela epiderme; 13. Regido basal dos coléteres.
14. Detalhe do coléter unido por células parenquimdticas. 8, 10, 12, 14. Pormenores das figuras 7, 9, 11 e 13
respectivamente. PF = primérdio foliar; A = coléter axilar. Barras = 200um (7, 9, 11, 13), 100um (8, 10, 12, 14).
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Figuras 15-22. Secgdes transversais de dpice caulinar vegetativo de F. thyrsoidea. 15. Vista geral dos primérdios do
primeiro ao quarto né vegetativo (PF1, PF2, PF3 e PF4), com coléteres marginais. 16. Detalhe do dpice dos coléteres
marginais (M) do terceiro né e axilar (A) do quarto n6; células epidérmicas dos coléteres marginais com retracdo do
protoplasto. 17-22. Coléteres foliares, primérdios do terceiro né (PF3). 17. Vista geral dos coléteres marginais (M) e
axilares (A). 18. Detalhe da regido mediana dos coléteres marginais (M); células com contetido fortemente corado. 19.
Vista geral, base dos coléteres axilares e marginais; 20. Detalhe da base dos coléteres marginais. 21. Vista geral do
caule (C), separacdo do primérdio foliar. 22. Detalhe da regido correspondente a estipula (E). 16, 18, 20, 22.
Pormenores das figuras 15, 17, 19 e 21 respectivamente. PF = primérdio foliar; C = caule, A = coléter axilar; M =
coléter marginal; E = regido estipular. Barras = 200um (15, 17, 19, 21), 100um (16, 18, 20, 22). 65



de F. australis (23-24) e F. glabrescens (25-28). 23-24, 26-28. Secc¢des coradas com Vermelho de Ruténio, células
epidérmicas com resultado positivo para mucilagens dcidas. 25. Sec¢do corada com Negro de Sudao B, evidenciando a
fina cuticula que recobre o coléter (seta). 23. Coléteres axilares (A). 24. Epiderme secretora em palicada; retracdo do
protoplasto de algumas células (seta). 25. Coléter marginal (M). 26. Vista geral, dois coléteres marginais (M) e um

axilar (A). 27. Detalhe da base de um coléter axilar, ligada ao primérdio foliar. 28. Detalhe de um coléter marginal;
retracdio do protoplasto de algumas células epidérmicas (setas). A = coléter axilar; M = coléter marginal; C = caule.
Barras = 100pum (26), 50um (24, 27), 25um (23, 25, 28).
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Figuras 29-35. Secgdes transversais de coléteres axilares (A) do terceiro né vegetativo de F. pubescens (29-32) e F.
thyrsoidea (33-35) coradas com Vermelho de Ruténio; mucilagens &4cidas evidenciadas no interior das células
epidérmicas. 29. Vista geral dos coléteres axilares. 30. Pormenor da figura 29. 31. Apice de um coléter. 32. Base desse
coléter. 33. Vista geral dos coléteres axilares. 34-35. Pormenores da figura 33; secre¢do no interior das células
epidérmicas. A = coléter axilar; PF = primérdio foliar. Barras = 100 um (29-33); 50 um (34-35).
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Figuras 36-39. Secc¢oes longitudinal (36) e transversais (37-39) de coléteres marginais (M) e axilares (A) do terceiro n6
vegetativo de F. glabrescens coradas com Acido Ténico e Cloreto de Ferro III. 36. Mucilagem evidenciada no interior
das células epidérmicas e sob a cuticula (seta). 37-39. Mucilagem evidenciada no interior das células epidérmicas. 37.
Vista geral, trés coléteres axilares (A). 38. Coléteres marginais (M). 39. Pormenor da figura 38; detalhe do coléter
marginais com cuticula distendida (seta). A = coléter axilar; C= caule; M = coléter marginal; PF = primérdio foliar.
Barras = 100 pum (38); 50 um (36-37, 39).
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Figuras 40-42. Secg¢des longitudinais de dpice caulinar vegetativo de F. glabrescens submetidas a reagdo PAS. 40. Vista
geral do dpice, coléteres marginais (M) no primeiro e segundo nds, e axilares (A) nos primérdios foliares (PF) do
primeiro e terceiro nds. 41. Pormenor da figura 40; polissacarideos totais evidenciados no interior das células e no meio
extracelular (seta). 42. Coléter marginal do segundo né; secrecdo acumulada sob a cuticula (seta). A = coléter axilar;

C = caule; M = coléter marginal; PF = primérdio foliar. Barras = 200 um (40); 50 um (41-42). 73



submetidas a reacdo PAS. 43. Coléter marginal (M) do primeiro né e axilar (A) do segundo nd; inicio da fase secretora.

44. Coléteres axilares (A) do terceiro n6. 45. Detalhe dos coléteres axilares; polissacarideos totais evidenciados no
interior das células e no meio extracelular. 46. Coléteres marginais (M) do terceiro né. 47. Detalhe dos coléteres
marginais (M). 45, 47. Pormenores da figura 44 e 46 respectivamente. A = coléter axilar; C = caule; M = coléter
marginal; PF = primérdio foliar. Barras = 200 um (44); 100 um (46); 50 um (43, 45, 47).
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Figuras 48-54. Sec¢des transversais de dpice caulinar vegetativo de F. glabrescens fixado em SFF, com coléteres

foliares. 48-51. Células epidérmicas dos coléteres destituidas de compostos fendlicos; segundo (48-50) e terceiro
(51) n6s. 48. Coléteres marginais e base dos coléteres axilares unidos ao primérdio foliar. 49. Detalhe de coléter
axilar (A). 50. Pormenor da figura 48; detalhe dos coléteres marginais (M). 51. Vista geral, coléteres marginais (M).
52-54. Células epidérmicas dos coléteres possuem compostos fendlicos; terceiro (52) e quarto (53-54) nds. 52.
Detalhe do dpice de coléter marginal. 53. Vista geral da regido mediana dos coléteres marginais (M). 54. Pormenor
da figura 53; detalhe dos coléteres marginais. A = coléter axilar; C = caule; M = coléter marginal; PF = primérdio
foliar. Barras = 100um (48, 52), 50um (49-51), 25um (53-54).
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3. CAPITULO 3

Histoquimica da hipoderme e de laticiferos de apice caulinar vegetativo de
Forsteronia glabrescens Miill.Arg. (Apocynaceae)’

Introducao

As Apocynaceae sao bastante interessantes do ponto de vista fitoquimico pela presenca
de glicosidios cardiotonicos, alcaldides e latex em seus representantes (Rizzini & Mors 1976).
Alguns desses compostos do metabolismo secundario estdo relacionados a presenca de
estruturas secretoras nos 6rgaos vegetativos e reprodutivos, sendo que varios tipos ja foram
mencionados para a familia: tricomas, coléteres, idioblastos, cavidades, laticiferos, osméforos e
nectarios (Solereder 1908; Metcalfe & Chalk 1950, 1979, Metcalfe 1983; Thomas 1991;
Stranghetti & Kinoshita 1996; Galetto 1997; Torres & Galetto 1998; Sennblad et al. 1998).

Poucos estudos relacionados a ontogénese, estrutura e histoquimica dos laticiferos de
espécies de Apocynaceae tém sido efetuados nos ultimos anos, destacando-se aqueles
realizados por Mahlberg (1961, 1963), Murugan & Inamdar (1987a, b), Thomas & Dave (1994),
Appezzato-da-Gloria & Estelita (1997), Sachetti et al. (1999), Aguiar (2003) e Demarco (2005).
Em geral, eles sdo descritos como nao-articulados (Metcalfe 1967), embora os dois tipos de
laticiferos (articulados e n&o-articulados) ja tenham sido encontrados em diversas espécies,
com ocorréncia concomitante ou nao (Wilson & Maxam 1987, Appezzato-da-Gléria & Estelita
1997, Demarco 2005).

Forsteronia € um género composto por 46 espécies de distribuicdo Neotropical, das

quais 24 ocorrem no Brasil (Hansen 1985) e nove no Estado de Sao Paulo. Duas espécies

Trabalho desenvolvido na disciplina NT257C — Topicos especiais e projetos em Anatomia
Vegetal, no periodo de abril a maio de 2003, ministrada pela Dr? Lia Ascensdo (FAPESP, proc. 02/13532-
6).
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apresentam importancia medicinal e/ou farmacoldgica: F. gracilis (Benth.) MuUll.Arg., que é
utilizada por comunidades tradicionais da Guiana contra doencas de pele e como inibidor de
veneno de sapo (DeFilipps et al. 2004), e F. refracta Mlll.Arg, que possui um flavondéide com
atividade contra proliferacdo de células cancerigenas isolado a partir de extratos de folhas
(Smith et al. 2005).

Dentre as nove espécies do género que ocorrem no Estado de Sdo Paulo, cinco podem
ser encontradas em éareas de cerrado (Koch & Kinoshita 2005). Quatro tipos de estruturas
secretoras foram identificados em partes vegetativas de espécies de Forsteronia de cerrado:
idioblastos dispersos em varios tecidos, desde o apice caulinar até érgaos adultos, incluindo
caule e folhas; hipoderme secretora em caules jovens e peciolos; laticiferos, presentes em
praticamente todos os 6rgaos analisados, com latex branco leitoso; e dois tipos distintos de
coléteres foliares, de acordo com a sua origem (Rio et al. 2005, capitulo 1; Rio et al., capitulo 2).
Tais estruturas secretoras ja foram registradas em outras espécies de cerrado: idioblastos e
hipoderme secretora, em espécies de Leguminosae (Alvez 2006); laticiferos e coléteres, em
espécies de Apocynaceae (Demarco 2006).

Durante o estudo dos coléteres foliares de Forsteronia glabrescens Mull.Arg. (Rio et al.,
capitulo 2), verificou-se a ocorréncia de sobreposicao de resultados de testes histoquimicos
para o contetudo das células que constituem a hipoderme secretora presente no apice caulinar
vegetativo, que se mostrou positivo para mucilagem, lipidios totais e compostos fendlicos (Rio,
observagao pessoal).

Diante da sobreposicao de resultados para a hipoderme secretora no caule jovem de F.
glabrescens, propbe-se a aplicacdo de outros testes histoquimicos, incluindo-se os de
microscopia de fluorescéncia, visando elucidar se a hipoderme é constituida por trés tipos de
células secretoras considerando-se a natureza quimica do material secretado — células
mucilaginosas, resiniferas e taniferas — ou se tais células produzem conteudo heterogéneo de

natureza mista (mucilagem, lipidios e compostos fendlicos). Além disso, frente a importancia
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dos laticiferos em Apocynaceae, o estudo histoquimico do conteudo dos laticiferos presentes no
apice vegetativo sera realizado com o objetivo de avaliar a natureza quimica do latex,

contribuindo para o conhecimento dessas estruturas.

Material e métodos

Ramos vegetativos com apices caulinares em bom estado foram coletados a partir de
trés individuos previamente marcados na Reserva Bioldgica e Estagdo Experimental de Mogi
Guacu. As viagens foram realizadas de margco a abril de 2004. O material testemunha esta
depositado no Herbario da Universidade Estadual de Campinas (UEC): BRASIL: Sdo Paulo:
Mogi Guacu, 22/X1/2001, M.C.S. do Rio et al. 19 (UEC); Mogi Guacu, 21/X/2002, M.C.S. do Rio
et al. 24 (UEC); Mogi Guacgu, 21/X/2002, M.C.S. do Rio et al. 25 (UEC). O material foi coletado
com lamina de ago aquecida, acondicionado em sacos plasticos Uumidos no campo e,
posteriormente, colocado em recipiente com agua no Laboratério de Anatomia Vegetal, para a
obtencdo de cortes de material fresco. Alguns apices foram fixados em FAA (formalina:acido
aceético:alcool etilico 50%, 1:1:18 v/v) por 24h (Johansen 1940) e em FNT (formalina neutra
tamponada; tampao fosfato:formalina, 9:1 v/v) por 48h (Lillie 1948 in Clark 1973), mantidos em
vacuo e estocados em etanol 70%, garantindo assim que os materiais fresco e fixado utilizados
no trabalho tenham sido coletados a partir dos mesmos individuos e na mesma época do ano.

Para o estudo do material fresco e fixado, os apices foram isolados dos ramos e
seccionados transversalmente a mao livre com o auxilio de laminas de ago descartaveis, sendo
as seccgoes colocadas em agua destilada ou etanol 70%.

Cerca de quinze testes histoquimicos foram aplicados as secg¢des de caule jovem:

a. Vermelho neutro para deteccao de lipidios totais através de fluorescéncia (Kirk 1970);
b. Negro de Sudao B para deteccao de lipidios totais (Pearse 1980);
c. Sulfato azul do Nilo para diferencia¢ao entre lipidios &cidos e neutros (Cain 1947);

d. Reagente de NADI para deteccao de esséncias e acidos resiniferos (David & Carde 1964);
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e. Acetato de cobre/acido rubeénico para deteccdo de &cidos graxos (Ganter & Jollés
1969/1970);
f. Tricloreto de antimbénio para caracterizacdo de esterdides (Hardman & Sofowora 1972,
Mace et al. 1974);
g. Cloreto de ferro lll (Johansen 1940) e dicromato de potassio (Gabe 1968) para detecg¢éao de
compostos fendlicos totais;
h. Vanilina cloridrica para identificagao de taninos (Mace & Howell 1974);
i. Acido periédico/reagente de Schiff (Reacdo PAS) para a caracterizacdo de polissacarideos
totais (McManus 1948);
j.  Vermelho de ruténio para detecgao de mucilagens acidas (Gregory & Baas 1989);
k. Acido tanico/cloreto de ferro Ill para detecgdo de mucilagem (Pizzolato & Lillie 1973);
|.  Reagente de Dragendorff (Svendsen & Verpoorte 1983) e reagente de Wagner (Furr &
Mahlberg 1981) para a deteccao de alcalbides;
m. Azul de bromofenol para detec¢cao de proteinas (Mazia et al. 1953).
Os testes para lipidios e compostos fendlicos foram aplicados em material fixado em
FNT, adequado para fixacao de compostos lipofilicos, enquanto os testes para polissacarideos,
em material fixado em FAA, considerado um bom fixador para carboidratos, proteinas e
compostos fendlicos hidrossoluveis. Para a realizacdo dos controles dos testes para
substancias lipofilicas em material fixado, os apices inteiros foram submetidos a extragéo de
lipidios com uma mistura de Metanol:Cloroférmio:Agua:Acido Cloridrico (66:33:4:1 v/v; High
1984) por 48h a temperatura ambiente e fixados, posteriormente, em FNT e SFF. Para o
material fresco, as secgbes foram submetidas a mesma solugao de extragéo de lipidios a 60°C
por 1Th no caso de testes para identificacdo de substancias lipofilicas (lipidios ou compostos
fendlicos). Para os demais testes, os controles foram realizados de acordo com as instruges

contidas nas respectivas técnicas.
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Fotomicrografias coloridas das sec¢des que apresentaram resultado positivo para cada
teste, assim como de material sem nenhum tratamento (branco) observado em luz branca, luz
fluorescente ultravioleta (UV) e luz fluorescente azul, foram obtidas em microscépio Olympus
BX51 com uso de filme Kodak Prolmage 100 ou Kodak Gold 100. As fotomicrografias foram
digitalizadas com alta resolu¢do (600 dpi) e as pranchas de ilustracbes montadas em meio

digital.

Resultados

Os dados referentes aos testes histoquimicos aplicados as secgdes frescos e fixados
sdo apresentados na Tabela 1. As ilustragcbes representam os principais dados obtidos
referentes a hipoderme (figuras 1-9) e aos laticiferos (figuras 10-25), estando ilustrados os
resultados obtidos em material fresco (figuras 1-5 e 10-22) e fixado (figuras 6-9 e 23-25).

Hipoderme secretora

As células presentes na hipoderme do caule jovem de Forsteronia glabrescens possuem
conteudo incolor (figura 1) em material fresco e ambar (figura 6) no fixado em FNT. O conteudo
destes idioblastos apresentou uma coloragéo azul (considerada fraco positivo) com o reagente
de NADI (figura 2). A reacdo obtida com o acetato de cobre/acido rubeénico evidenciou a
presenca de &cidos graxos no conteudo das células da hipoderme, tanto no material fresco
(figura 3) como no fixado (figura 7). O conteudo dos idioblastos teve resultado negativo para os
testes que evidenciam lipidios totais em material fresco e fixado (tabela 1). O mesmo ocorreu
com os testes azul do Nilo e tricloreto de antiménio, o que indica auséncia de lipidios neutros ou
acidos e de esteroides respectivamente (tabela 1).

As células da hipoderme foram intensamente coradas pelo cloreto de ferro Ill em
material fresco (figura 4) e fixado (figura 8); 0 mesmo aconteceu com a aplicacao do dicromato
de potassio (figuras 5, 9), testes que evidenciam a presenga de compostos fendlicos. No

entanto, estes fendlicos ndo sao taninos, uma vez que estes nao foram detectados pelo teste
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com a vanilina cloridrica (tabela 1). Todos os testes utilizados para a detecgdo de
polissacarideos, alcaldides e proteinas (tabela 1) apresentaram resultado negativo, tanto no
material fresco quanto no fixado em FAA.

Laticiferos

Os laticiferos presentes no apice vegetativo de F. glabrescens possuem conteldo cinza,
tanto em material fresco (figura 10) quanto em fixado em FNT (figura 23). Todos os testes
realizados para lipidios totais apresentaram resultado positivo (tabela 1). Sao eles:
autofluorescéncia em material fresco, em luz UV (figura 11) e em luz azul (figura 12); vermelho
neutro, através de inducao de fluorescéncia secundaria (figura 13); e negro de Sudao (figuras
14-15). O teste com azul do Nilo evidenciou a natureza neutra dos lipidios presentes no
conteudo dos laticiferos (figuras 16-17), enquanto o reagente de NADI evidenciou 6leos
essenciais no latex, devido a coloragédo azul obtida (figuras 18-19). A reagdo com o acetato de
cobre/acido rubeanico detectou acidos graxos no conteudo dos laticiferos, tanto no material
fresco (figuras 20-21) como no fixado. O teste com o tricloreto de antiménio apresentou
resultado negativo para esteroides (tabela 1).

O latex foi fortemente corado de castanho avermelhado pelo dicromato de potéassio,
tanto no material fresco (figura 22) como no fixado (figura 24), o mesmo aconteceu com o
cloreto de ferro Ill no material fixado (figura 25); estes testes evidenciam a presenca de
compostos fendlicos totais no conteddo dos laticiferos (tabela 1). Os compostos fendlicos
encontrados ndo sao taninos, uma vez que estes nao foram detectados pelo teste com a
vanilina cloridrica (tabela 1). Os testes para alcaléides apresentaram resultado fraco positivo
(tabela 1). Proteinas e polissacarideos ndo foram observados no contetdo dos laticiferos; todos
os testes para estas substancias resultaram negativo tanto no material fresco quanto no fixado

(tabela 1).
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Tabela 1. Tratamentos aplicados as secgdes de material fresco e fixado de caule jovem de

Forsteronia glabrescens Mull.Arg. (- = negativo; +: fraco positivo; ++: positivo; /: teste nao realizado).

TRATAMENTO HIPODERME (figura) LATICIFERO (figura)
(substancia a ser evidenciada) fresco fixado fresco fixado
branco incolor (1) ambar (6) cinza (10) cinza (23)
branco — luz UV - / azul (11) /
branco — luz Azul - / verde (12) /
vermelho neutro — luz Azul / + /
(lipidios totais) amarelo (13)

- T . ++ ++
negro de Sudao B (lipidios totais) — -

preto (14, 15) preto
sulfato azul do Nilo - o
(lipidios &cidos e neutros) purpura (16,17) plrpura
reagente de NADI + / —_ )
(6leos essenciais e &cidos resiniferos) azul (2) azul (18,19)
acetato de cobre/acido rubeanico it - o o
verde escuro (20,
(acidos graxos) verde escuro (3) preto (7) 21) preto
tricloreto de antiménio (esterdides) - — — —
cloreto de ferro Il i+ — + ++
(compostos fenolicos totais) verde escuro (4) preto (8) castanho preto (25)
dicromato de potassio o o o o
castanho castanho castanho castanho

(compostos fendlicos totais)

avermelhado (5)

avermelhado (9)

avermelhado (22)

avermelhado (24)

vanilina cloridrica (taninos)

reacao PAS (polissacarideos totais)

vermelho de ruténio (mucilagens acidas)

acido tanico/cloreto de ferro Ill (mucilagem)

reagente de Dragendorff
(Alcalbides)

+

castanho claro

+

castanho claro

reagente de Wagner
(Alcal6ides)

+

castanho claro

+

castanho claro

azul de bromofenol mercurio (proteinas)
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Discussao

A secrecao presente na hipoderme é heterogénea e constituida por uma mistura de
acidos graxos e compostos fenélicos (nao incluindo a classe dos taninos). Vérias funcbes dos
compostos fendlicos encontrados em plantas ja foram propostas e documentadas, como
protecao contra radiagao ultravioleta e defesa contra patégenos e herbivoria, devido a natureza
adstringente e téxica destes compostos (Beckman 2000, Yoshitama 2000). E provavel que a
hipoderme encontrada no caule jovem de Forsteronia glabrescens desempenhe essas fungoes,
pois trata-se de uma liana de cerrado e o0s apices caulinares vegetativos muitas vezes se
encontram expostos a altos niveis de radiacdo solar e ao possivel ataque de herbivoros. A
ocorréncia de hipoderme secretora de compostos fendlicos e substancias lipofilicas foi
registrada em folhas de espécies de cerrado pertencentes a familia Leguminosae, como
Acosmium subelegans (Mohlenbr.) Yakolev e Bowdichia virgilioides Kunth. (Alves 2006); no
entanto, essa ndo é uma caracteristica presente em todas as espécies de cerrado, uma vez que
a hipoderme nao foi observada em Aspidosperma australe Mull.Arg. e Blepharodon
bicuspidatum Fourn., espécies de Apocynaceae estudadas por Demarco (2005).

Em F. glabrescens, o conteudo dos laticiferos tem aspecto denso e ocupa todo o espaco
intracelular; é provavel que o latex seja constituido pelo préprio protoplasto da célula, como foi
proposto por Milanez (1946) ao reconhecer a natureza protoplasmica do latex de Hevea
brasiliensis MUll.Arg. Dessa forma, o latex preenche totalmente o laticifero, sendo que sua
secrecao so € liberada para o meio extracelular se o tecido for injuriado (Milanez 1946). Frente
a ocorréncia de laticiferos articulados ou nao-articulados nas Apocynaceae (Wilson & Maxan
1987, Appezzato-da-Gléria & Estelita 1997, Demarco 2005), estudos detalhados sobre a
ontogénese dos laticiferos de Forsteronia sao necessarios para a determinacdo do seu tipo
estrutural.

Os resultados dos testes histoquimicos indicam que o latex presente nos laticiferos do

apice vegetativo de Forsteronia glabrescens € uma emulsao de substancias lipofilicas, incluindo
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lipidios neutros, acidos graxos e compostos fendlicos; os alcaldides também estdo presentes.
De acordo com os dados existentes para a familia Apocynaceae, a composicao do latex varia
de acordo com a espécie considerada: além dos compostos fendlicos, lipidios neutros, acidos
graxos e alcalbides presentes no latex de F. glabrescens, lipidios de varias classes e proteinas
também foram registrados (Appezzato-da-Gloria & Estelita 1997, Aguiar 2003). Nos laticiferos
dos frutos de Tabernaemontana catharinensis A.DC. foram constatados apenas lipidios totais e
neutros, enquanto em Prestonia riedelii (MUll.Arg.) Markgr., proteinas, lipidios acidos e
fosfolipidios foram evidenciados no latex (Aguiar 2003). Proteinas e lipidios sdo encontrados
nos laticiferos de Mandevilla illustris (Vell.) Woodson e M. pohliana (Stadelm.) A.H.Gentry (= M.
velutina (Mart. Ex Stadelm.) Woodson; Appezzato-da-Gloria & Estelita 1997); nessas espécies,
os laticiferos estao presentes no embrido e em todos os 6rgéos vegetativos, incluindo as raizes
tuberosas. Amido e mucilagem ndo foram detectados no latex de nenhuma das espécies
supramencionadas (Appezzato-da-Gloria & Estelita 1997, Aguiar 2003).

O latex tem sido relacionado a defesa contra herbivoros e microorganismos podendo,
também, estar envolvido na cicatrizacdo de ferimentos (Fahn 1979, 1990; Farrel et al. 1991).
Segundo Farrel et al. (1991), as plantas produtoras de latex sdo mais bem sucedidas no meio
ambiente do que os grupos relacionados que ndo o produzem, uma vez que seus Orgaos
vegetativos e reprodutivos sdo menos predados, permitindo um melhor estabelecimento nos
mais diversos ambientes.

A presenga de compostos fendlicos e acidos graxos no conteudo das células da
hipoderme e dos laticiferos de F. glabrescens indica que ambas as estruturas atuam em

conjunto, protegendo o apice vegetativo do ataque de herbivoros no cerrado.
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Figuras 1-9. Secgdes transversais de caule jovem de F. glabrescens com hipoderme secretora (seta). 1-5.
Material fresco. 6-9. Material fixado em FNT 1, 6. Material sem tratamento (branco); 2. Reagente de NADI
para terpenos; 3, 7. Acetato de Cobre/Acido Rubeanico para acidos graxos; 4, 8. Cloreto de Ferro Il para
compostos fendlicos; 5, 9. Dicromato de Potassio para compostos fendlicos. Barras = 10um (1), 20um
(2,5,9), 25um (3-4, 6-7).
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Figuras 10-15. Secgdes transversais de caule jovem de F. glabrescens com laticiferos (sé-tras) e hipoderme
(14); material fresco. 10. Material sem tratamento (branco). 11. Autofluorescéncia em luz UV (branco). 12.
Autofluorescéncia em luz Azul (branco). 13. Vermelho Neutro para lipidios totais. 14-15. Negro de Sudao B
para lipidios totais; a fig. 15 € um pormenor da fig. 14. Barras = 10um (15), 25um (10), 50pum (11-14).
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Figuras 16-21. Secc¢des transversais de caule jovem de F. glabrescens com laticiferos (setas) e hipoderme
(H); material fresco. 16-17. Sulfato azul do Nilo para lipidios neutros. 18-19. Reagente de NADI para
terpenos. 20-21. Acetato de cobre/acido rubeénico para acidos graxos. 17, 19, 21. Pormenores das figuras
16, 18 e 20 respectivamente. H = hipoderme. Barras = 50um (16, 18, 20), 10um (17, 19, 21).
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Figuras 22-23. Seccbes transversais de caule jovem de F. glabrescens com laticiferos (setas largas),
idioblastos (setas finas) e hipoderme (H). 22. Material fresco; dicromato de potassio para compostos
fendlicos totais. 23-25. Material fixado em FNT. 23. Material sem nenhum tratamento (branco). 24. Dicromato
de potassio para compostos fendlicos totais. 25. Cloreto de ferro Ill para compostos fendlicos totais.
H = hipoderme. Barras = 25um (23), 50um (22, 24-25). 99



4. CAPITULO 4

Caracterizacao anatomica das glandulas florais de quatro espécies de Forsteronia
G.Mey. (Apocynaceae) de cerrado

Introducao

Apocynaceae € uma familia relativamente grande e diversa, de distribuicdo
predominantemente tropical (Judd et al. 2002), com uma estrutura floral complexa (Fallen
1986). Uma progressao da complexidade floral foi relatada para as subfamilias: Rauvolfioideae
Kostel, considerada basal, apresenta as flores menos especializadas, enquanto
Asclepiadoideae R.Br. ex Burnett possui as flores mais derivadas da familia e dentre todas as
dicotiledéneas (Endress 1994, Endress & Bruyns 2000).

Dentre os trabalhos envolvendo a estrutura floral de espécies de Apocynaceae, 0s mais
abrangentes foram aqueles realizados por Woodson & Moore (1938), que estudaram a
vascularizacao e morfologia comparativa das flores de 39 géneros e 59 espécies, e por Fallen
(1986), que avaliou 65 espécies de Apocynaceae s.str. e quatro de Asclepiadaceae em termos
morfolégicos e anatdbmicos. Destacam-se também os trabalhos de Rao & Ganguli (1963),
Galetto (1997), Torres & Galetto (1998), Lin & Bernardello (1999) e, recentemente, os de
Simdes (2004) e Demarco (2005). Nestes estudos, cinco tipos de estruturas secretoras ja foram
relatados: epiderme que reveste a cabeca do estilete; coléteres, também conhecidos como
glandulas ou “esquamelas” calicinais; nectarios, laticiferos e osmoforos.

Os coléteres tém ampla ocorréncia na familia, porém estdo ausentes em algumas
espécies (Wodson & Moore 1938, Marcondes-Ferreira 1988, Endress & Bruyns 2000, Demarco
2005); a posicao, o numero e o0 aspecto dessas estruturas sédo suficientemente constantes para
serem consideradas taxonomicamente importantes na diferenciacdo de géneros e espécies
(Woodson & Moore 1938, Koch & Kinoshita 2005, Rio & Kinoshita 2005). Com respeito a

posicao que ocupam em relagdo aos lobos do calice, Woodson & Moore (1938) reconheceram
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trés categorias de glandulas calicinais: 1. alternas aos lobos, sobre suas margens, em grupos
ou solitarias; 2. opostas aos lobos, em grupos ou solitarias; 3. distribuidas indefinidamente, uma
franja composta por muitas glandulas posicionadas uniformemente ao longo da base do célice.
Os coléteres calicinais de cinco géneros brasileiros foram estudados recentemente:
Macrosiphonia longiflora (Desf.) Mull.Arg., Mandevilla pycnantha (Steud.) Woodson, M. scabra
(R & S) K.Schum., M. tenuifolia (J.C.Mikan) Woodson, Mesechites mansoana (A.DC.) Woodson,
Secondatia densiflora A.DC., S. floribunda A.DC. (Simbes 2004) e Blepharodon bicuspidatum
Fourn. (Demarco 2005).

A ocorréncia de nectario ndo é universal em Apocynaceae; geralmente, apresenta-se
como um anel continuo circundando o ovario na porgao basal e partido em lobos (dois a cinco)
na porcao superior (Woodson & Moore 1938, Rao & Ganguli 1963, Endress & Bruyns 2000),
sendo considerado uma estrutura de natureza receptacular (Galetto 1997). Ja os laticiferos
ocorrem em toda a familia (Endress & Bruyns 2000) e estdo presentes também em 6rgaos
reprodutivos (Aguiar 2003, Demarco 2005).

Osmoforos sao citados para Apocynaceae, que apresenta algumas espécies com flores
aromaticas; porém, estas estruturas sao apenas mencionadas compondo a estrutura floral das
espécies pesquisadas e ndao foram anatomicamente ilustradas até o momento (Endress 1994,
Torres & Galetto 1998, Lin & Bernardello 1999, Demarco 2005).

Espécies de Forsteronia foram investigadas em estudos relacionados a anatomia floral
de espécies de Apocynaceae; no entanto, apenas dados referentes a vascularizagdo de célice e
corola foram apresentados, com pouca ou nenhuma informagcdo a respeito das glandulas
presentes nesse género (Woodson & Moore 1938, Rao & Ganguli 1963). Portanto, o objetivo
deste trabalho é a caracterizacdo anatémica das estruturas secretoras encontradas nos botoes
florais e flores em antese de quatro espécies de Forsteronia de cerrado, com a finalidade de
verificar se os tipos encontrados correspondem aos demais ja registrados para a familia e

contribuir para o conhecimento anatémico das flores de Apocynaceae. Testes histoquimicos
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sao aplicados a botdes e flores de F. glabrescens, espécie utilizada como modelo para o estudo
histoquimico, para determinar a natureza quimica dos compostos lipofilicos produzidos por suas

glandulas florais.

Material e métodos

Inflorescéncias de F. australis Mull.Arg., F. glabrescens Mull.Arg., F. pubescens A.DC. e
F. velloziana (A.DC.) Woodson com flores em antese e botdes florais de diversos tamanhos
foram coletadas em areas de cerrado na Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Mogi
Guacgu, SP; na Estacdo Ecoldgica de ltirapina, SP; em Sao José do Rio Pardo, SP; ou em
Carrancas, MG (tabela 1). Material testemunha para cada individuo coletado foi providenciado e
incorporado ao herbario UEC. Todas as exsicatas foram identificadas pela Prof? Dr? Luiza
Sumiko e pelo Dr. André Olmos Simdes.

Material das quatro espécies foi fixado em FAA (formalina:acido acético:alcool etilico
50%, 1:1:18 v/v) por 24 horas (Johansen 1940), mantidas em vacuo e estocadas, em seguida,
em alcool etilico 70%. Além disso, inflorescéncias de F. glabrescens foram fixadas em FNT
(formalina neutra tamponada; tampao fosfato:formalina, 9:1 v/v) por 48h (Lillie 1948 in Clark
1973) e em SFF (sulfato ferroso em formalina; solugao de sulfato ferroso:formalina 9:1 v/v) por
48h (Johansen 1940) para avaliacao da natureza quimica do exsudato das glandulas.

Botdes florais em pré-antese e flores em antese foram isolados, transferidos para élcool
butilico 70%, desidratados pela série butilica (Johansen 1940) e incluidos em “paraplast”.
Seccoes seriadas longitudinais e transversais foram obtidas com espessura de 10um com o uso
de microtomo rotativo. As seccdes foram coradas com safranina alcodlica 0,25% e azul de astra
aquoso 1% (Gerlach 1969) para o estudo estrutural, e as laminas montadas em resina sintética
Permount.

Para o estudo histoquimico de F. glabrescens, secgbes obtidas do material fixado em

FAA foram utilizados para os testes que evidenciam polissacarideos (incluindo mucilagem),
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proteinas e compostos fendélicos hidrossoluveis; em FNT (Lillie 1948 in Clark 1973), para testes
que evidenciam lipidios totais (incluindo acidos graxos livres) e compostos fendlicos
lipossoluveis, e em SFF (Johansen 1940), para confirmar os resultados dos compostos
fendlicos.

Os seguintes tratamentos foram efetuados para evidenciar as principais classes de
metabdlitos produzidos pelas estruturas secretoras de F. glabrescens:

a. Preto de Sudao B para lipidios totais (Pearse 1985);

b. Sulfato azul do Nilo para lipidios acidos e neutros (Cain 1947, Jensen 1962);

c. Acetato de cobre/acido rubeanico para acidos graxos (Ganter & Jollés 1969/1970);
d. Cloreto de ferro lll para compostos fendlicos totais (Johansen 1940);

e. Dicromato de potassio para compostos fenélicos totais (Gabe 1968).

Flores em antese e botbes florais foram submetidos a uma solucdo de extracdo de
lipidios (metanol:cloroférmio:agua:HCI, 66:33:4:1 v/v; High 1984) por 48h a temperatura
ambiente, fixados em FNT e SFF por 48h. Posteriormente, esse material recebeu o mesmo
tratamento das demais pegas para a realizacdo dos controles dos testes para substancias
lipofilicas.

Secgbes obtidas do material fixado em SFF e do controle submetido a esse fixador
foram desparafinizadas, diafanizadas e montadas em resina sintética; as laminas resultantes
dos demais tratamentos foram montadas em gelatina glicerinada.

ApOs observacdo e analise do laminario, o registro dos aspectos importantes foi
efetuado por fotomicrografias coloridas obtidas em microscépio Olympus BX51 com a utilizagéo
de filme Kodak Prolmage 100; as escalas foram obtidas através da projecdo de lamina
micrométrica nas mesmas condicdes Opticas utilizadas para as ilustracées. As fotomicrografias
obtidas foram digitalizadas com alta resolugéo (600 dpi) e as pranchas de ilustra¢cdes, montadas
em meio digital. As estruturas florais foram organizadas nas pranchas considerando-se a flor de

cima para baixo, para facilitar a visualizacéo.
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Tabela 1. Espécies estudadas. Relacdo do material testemunha: local de coleta, coletores, data e

fixadores utilizados (A = individuo).

espécie A Local Data Coletor Herbario Fixadores
F. australis AUS2 Mogi Guagu 11-X1-2008  MCS do Rio et al. 26 UEC FAA
F. glabrescens GLA2 Mogi Guagu 21-X-2002 MCS do Rio et al. 22 UEC FAA
GLA4*  Mogi Guagu 21-X-2002 MCS do Rio et al. 24 UEC FAA, FNT, SFF
GLA5 Mogi Guagu 21-X-2002 MCS do Rio et al. 25 UEC FAA
GLA8 Itirapina 8-X1-2003 MCS do Rio et al. 32 UEC FAA
F. pubescens PUB94 Sao José do 8-XI-1994 LS Kinoshita 94-19 & UEG FAA
Rio Pardo Sartori
F. velloziana VELM Mogi Guagu 14-X-2003 MCS do Rio et al. 29 UEG FAA
VELC Carrancas 13-X-2001 MCS do Rioetal. 17 FAA

* Material utilizado para os testes histoquimicos; coleta em 15-XI-2004.

Resultados

Os dados obtidos referentes a caracterizagdo anatbmica das estruturas secretoras
encontradas em botdes florais e flores em antese de F. australis (figuras 1, 5-14), F.
glabrescens (figuras 2, 15-39), F. pubescens (figuras 3, 67-100) e F. velloziana (figuras 4, 101-
102) sado apresentados, bem como os resultados dos testes histoquimicos realizados nas
estruturas secretoras florais de F. glabrescens (figuras 40-66).

As estruturas secretoras encontradas nas flores e botdes florais das espécies estudadas
sao: apéndices apicais da cabeca do estilete; idioblastos no parénquima de praticamente todas
as pecas florais (tabela 2); epiderme em lacinias da corola e nectérios; hipoderme em estames,
calice, corola, ovario, receptaculo e bractéola (tabela 3), laticiferos em calice, corola, ovario e
receptaculo floral (tabela 4); coléteres calicinais e bracteolares (tabela 5); e nectarios. Os
resultados referentes a epiderme secretora que reveste a por¢gdo mediana da cabega do estilete
serao apresentados juntamente com a caracterizagdo anatémica do ginostégio em espécies de

Forsteronia de cerrado (Rio, capitulo 5).
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Os apéndices do apice cabecga do estilete sdo formados por células secretoras com
contetdo de aspecto denso (tabela 3) em F. australis (figura 1), F. glabrescens (figura 2) e F.
pubescens (figura 3), e com contetdo de aspecto granuloso em F. velloziana (figura 4). Em F.
glabrescens, tais células possuem coloracdo ambar no material fixado em FNT sem nenhum
tratamento (figura 36) e apresentam resultado positivo para acidos graxos (figura 52) compostos
fendlicos (figuras 57, 62). Provavelmente essas células produzem também compostos fendlicos
hidrossollveis, uma vez que estes nao foram totalmente extraidos pela solugao de extracao de
lipidios.

Idioblastos secretores com conteudo de aspecto denso ou granuloso (tabela 2) sao
encontrados dispersos no parénquima de diversos 6rgaos florais de F. australis (figuras 5-14) e
F. glabrescens (figuras 15-39): estames (figuras 1-2), lacinias e tubo da corola (figuras 5, 9, 15-
16, 18), cdlice (figuras10-14, 20-25), nectario (figuras 6-7, 31, 37), receptaculo (figuras 33-35) e
bractéola (figura 35). Em F. pubescens (figuras 67-73, 81-91, 95-96) e F. velloziana (figuras
101-102), os idioblastos ocorrem nos estames (figura 4), lacinias e tubo da corola (figuras 4, 67-
73, 80, 101-102) e ovério (figuras 95, 101); idioblastos no nectario foram observados em F.
pubescens (figuras 89-93, 95-96).

Epiderme secretora corada de vermelho pela safranina foi registrada apenas na face
adaxial das lacinias da corola de F. pubescens (figuras 67, 69-70) e F. velloziana (figura 4), e
nos nectarios de F. australis (figuras 5-7), F. glabrescens (figuras 31, 36-37) e F. pubescens
(figuras 82-83, 89-96).

Hipoderme secretora foi observada em diversos 6rgaos florais das quatro espécies
estudadas (tabela 3). Em F. australis, ela ocorre na face abaxial do calice e do tubo da corola
(figura 5), em ambas as faces das lacinias da corola (figura 9), no ovario (figura 5, 8), no
receptaculo e na bractéola. Nessa espécie, as células da hipoderme coram de vermelho ou roxo
pela dupla coloracdo com safranina e azul de astra (figuras 5, 8-9). Em botdes florais de F.

glabrescens, a hipoderme ocorre na face adaxial do calice (figuras 17, 20, 22, 24) e do tubo da
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corola (figuras 17-18); em ambas as faces das lacinias da corola, com células coradas
variadamente do azul ao vermelho (figuras 15-18); no ovario (figuras 31, 36, 38-39), no
receptaculo (figuras 33-35) e na bractéola. Em F. pubescens, a hipoderme esta presente na
face abaxial do tubo da corola (figuras 71-73), onde é observada interrompida em seccgdes
transversais (figuras 81, 83-87); em ambas as faces das lacinias da corola (figuras 67-70) e no
ovario (figuras 93-94). Em F. velloziana, a hipoderme esta presente no ovario (figura 101) e na
face abaxial da base do célice gamossépalo e das lacinias, no inicio da separacdo destas
(figuras 101-102); a partir da regido mediana da lacinia, os idioblastos ndo sdo observados

nesta espécie.

Tabela 2. Distribuicao dos idioblastos secretores e aspecto de seu conteldo no parénquima de pecas

florais de espécies de Forsteronia (—: hipoderme ausente; D: conteldo denso; G: contetdo granuloso).

Pecas Florais F. australis F. glabrescens  F. pubescens  F. velloziana
Anteras — porcao fértil D D D D
conectivo D D D D
Calice D,G D,G - G
Corola — tubo D,G D,G D, G D,G
lacinias D,G D,G D, G D, G
Ovério D D D D
Nectério D D D -
Coléteres D D D D
Receptaculo D, G D,G - G
Bractéola D, G D,G - -

Em todas as espécies ha uma diferenga na distribuicao das células secretoras ao longo
do tubo e das lacinias da corola. A hipoderme sob a face abaxial ndo ocorre na regido basal do
tubo; apenas a hipoderme sob a epiderme externa esta presente, corada de azul (figura 17-18).

Mais acima, onde as lacinias se encontram separadas, a hipoderme é observada em ambas as
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faces das lacinias (figura 18). A epiderme sobre a face adaxial das lacinias da corola de F.
glabrescens possui células papilosas nao-secretoras (figuras 16, 18-19). Ha poucos espacos
intercelulares nas lacinias dos botbes (figura 16); a expansao destas na flor em antese se da
através do aumento de espacos intercelulares, e a hipoderme passa a ser corada apenas de

azul (figura 19).

Tabela 3. Distribuicdo da hipoderme secretora e aspecto do contetido de suas células nas pecas florais
de espécies de Forsteronia (—: hipoderme ausente; D: conteido denso; G: conteldo granuloso)

Pecas Florais localizacdo F. australis F. glabrescens  F. pubescens  F. velloziana

Anteras — porcao fértil D D D D

Conectivo dorsal D D D D

Calice abaxial D, G D, G - G

Corola - tubo adaxial - - - -
abaxial D, G D, G D D, G

lacinias adaxial D D D -

abaxial G D D,G -

Ovario continua G D,G D,G

Receptaculo continua D,G D,G -

Bractéola abaxial D,G D,G - -

Em F. glabrescens, o conteudo dos idioblastos e das células secretoras, que constituem
epiderme e hipoderme nos O6rgaos florais, apresenta coloracdo ambar (figuras 41-43) e
castanho escuro (figuras 44-46) em material fixado em FNT e SFF respectivamente. Os testes
histoquimicos aplicados as seccodes das flores em antese indicam a presenca de lipidios totais
(figuras 47-51), especificamente os &acidos graxos (figuras 52-56), e compostos fendlicos
(figuras 44-46, 57-66).

Laticiferos ramificados com paredes pecto-celuldsicas relativamente espessas coradas

pelo azul de astra ocorrem nas lacinias da corola, no mesofilo ovariano e no receptéculo floral
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de F. australis (figuras 7, 9) e F. glabrescens (figuras 36, 38-39); em F. pubescens (figuras 68,
89, 93-94) e F. velloziana (figura 101), foram registrados nas lacinias da corola, no calice, no

mesofilo ovariano e no receptéculo floral (tabela 4).

Tabela 4. Distribuicao dos laticiferos nas pecas florais das espécies de Forsteronia (++: laticiferos

presentes em grande quantidade; +: laticiferos presentes; — : laticiferos ausentes).

Pecas Florais F. australis F. glabrescens F. pubescens F. velloziana

Cabeca do estilete - - — _

Anteras - - - -
Ovario (mesofilo) ++ ++ ++ ++
Nectario - - - -
Calice - - + +
Corola + + + +
Coléteres - - - -
Receptéaculo + + + +
Bractéola - - - -

Coléteres calicinais estdo presentes em todas as espécies de Forsteronia estudadas
(figuras 10-14, 20-30, 71, 74-88 e 101-102). Coléteres na bractéola sao encontrados apenas em
F. pubescens (figuras 97-100).

Dois a sete coléteres ocorrem distribuidos uniformemente pela face interna e margem de
cada uma das lacinias do cdlice, com origem na base do célice gamossépalo tanto em botoes
florais quanto em flores em antese de F. australis (figuras 10-14, 8), F. glabrescens (figuras 20-
30), F. pubescens (figuras 71, 74-88) e F. velloziana (figuras 101-102). Uma sobreposicao é
observada no numero de coléteres por lacinia do calice dentro de cada espécie, entre diferentes

espécies (tabela 5) e em pecas diferentes de um mesmo individuo.
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Trés tipos estruturais de coléteres sdo observados no cdlice de Forsteronia: padrao,
ramificado e séssil. Os coléteres sdo formados por um nulcleo central composto por células
parenquimaticas e idioblastos, revestido por uma epiderme em palicada secretora (figuras 8, 26-
30, 71, 74-75). Nao é possivel diferenciar o pedunculo dos coléteres de F. glabrescens em corte
longitudinal (figuras 28-30), o que os caracteriza como sésseis; ja em F. australis (figura 8) e F.
pubescens (figuras 74-75), a regiao do corpo do coléter, onde as células epidérmicas estdao em
palicada, diferencia-se do pedunculo, curto, cujas células da epiderme sao cubicas. Os
coléteres sao independentes na base (figuras 14-13, 24-25, 27, 78, 87-88), podendo ramificar-
se em dois (figuras 10-12, 85-86) ou trés (figuras 81-84) ao longo do seu comprimento. Dentre
os coléteres com pedunculo, os que ndo se ramificam sdo considerados do tipo padrdo; os
demais, do tipo ramificado.

Cinco coléteres do tipo padrdo, distribuidos uniformemente pela face interna das
bractéolas, sdo encontrados em botdes florais de F. pubescens (tabela 5; figuras 97-100); os
coléteres tém origens independentes (figura 97) e ndo se encontram em fase de secrecao no
botdo em pré-antese; as células da epiderme secretora em palicada estdo na sua maioria sem
contetudo (figuras 98-100), sendo que apenas algumas delas apresentam um conteudo
fortemente corado de vermelho. Nenhum coléter foi observado nas bractéolas das demais
espécies.

Coléteres em fase secretora ndo sdo encontrados nos botdes florais em pré-antese e
nas flores abertas de Forsteronia, exceto nas flores em antese de F. pubescens, onde conteudo
denso fortemente corado de vermelho ou azul é observado em algumas células epidérmicas
(figuras 75, 77, 79). As células da epiderme dos coléteres de flores em antese de F.
glabrescens apresentam resultado negativo para lipidios totais (figura 51), acidos graxos (figura

53) e compostos fendlicos (figuras 58, 63).
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Tabela 5. Posicdo, numero e tipo dos coléteres florais observados em Forsteronia. ( -: coléter ausente).

espécie peca floral nuamero tipos

F. australis calice 2-5 padrao, ramificado
bractéola - -

F. glabrescens calice 3-6 séssil
bractéola - -

F. pubescens calice 2-5 padrdo, ramificado
bractéola 5 padrédo

F. velloziana calice 2-7 padrao
bractéola — —

Cinco nectérios livres ou fundidos na base (dois a dois, e um livre) sdo observados em
trés espécies: F. australis (figuras 5-7), F. glabrescens (figuras 31, 36-37) e F. pubescens
(figuras 89-93, 95-96); sao estruturas formadas por um parénquima nectarifero com feixes
vasculares e idioblastos, rodeado pela epiderme, onde sao encontrados diversos estdmatos em
maior concentragao na regiao apical (figuras 6-7, 36-37, 89-91). Abaixo dos estbmatos, ha uma
concentracdo de células com caracteristicas secretoras: pequenas, com protoplasto denso e
nucleo volumoso (figuras 7, 36-37, 89-91); provavelmente estas células estdo envolvidas na
secrecdo do néctar, que ndao é muito profuso nas flores em antese encontradas no campo. Nas
trés espécies, o conteudo granuloso ou denso das células epidérmicas dos nectarios cora
intensamente de vermelho pela Safranina (figuras 6-7, 31, 36-37, 89-96). Em F. glabrescens,
essas células produzem lipidios totais (figura 50), acidos graxos (figura 55) e compostos
fendlicos (figuras 60, 65). Os nectérios de F. velloziana apresentam uma estrutura diferente,
formando um disco na base, que se torna 5-lobado em direcdo ao apice (figura 101). Sao
estruturas carnosas pouco alongadas no eixo longitudinal, ao contrario das anteriormente

apresentadas, e ndo possuem idioblastos secretores.
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Discussao

Os idioblastos secretores foram as estruturas mais comuns nas espécies de cerrado de
Forsteronia, com ocorréncia registrada em praticamente todas as pecas florais: cabega do
estilete, estames, lacinias e tubo da corola, célice, nectario, ovario, receptaculo e bractéola.
Além deles, uma hipoderme secretora também ocorre em quase todos os érgaos florais das
espécies de avaliadas neste trabalho.

Em F. glabrescens, testes histoquimicos evidenciaram a presenga de compostos
fendlicos e acidos graxos nos idioblastos e hipoderme presentes nas pecas florais. Varias
fungdes dos compostos fendlicos presentes em plantas ja foram propostas, como protegao
contra radiagdo ultravioleta e defesa contra patégenos e herbivoria, devido a natureza
adstringente e téxica destes compostos (Beckman 2000, Yoshitama 2000). De acordo com o
posicionamento das células secretoras de compostos fendlicos em grande concentragdo na
cabeca do estilete, anteras e lobos da corola nas espécies de Forsteronia, supde-se que eles
constituam guias de néctar para polinizadores, principalmente abelhas, pela sua capacidade de
refletir raios ultravioleta (Thompson et al. 1972; Kay et al. 1981). E possivel que os idioblastos
secretores, em associagao aos laticiferos registrados predominantemente nos envoltorios florais
e no mesofilo ovariano, desempenhem um papel de protecdo contra herbivoria das partes
florais. Este € o primeiro registro da ocorréncia de idioblastos secretores de compostos
fendlicos em uma espécie de Apocynaceae.

Nas espécies estudadas de Forsteronia, uma sobreposicdo no numero de coléteres
encontrados nas partes reprodutivas ocorre entre as espécies, entre individuos diferentes e
dentro do mesmo individuo; em todas as pecas, os coléteres encontram-se indefinidamente
distribuidos, formando uma franja ao longo da base do célice. Woodson & Moore (1938), em
amplo estudo de anatomia floral, afirmaram que a distribuicdo, o numero e o aspecto das
“esquamelas calicinais” tém importancia taxondmica em nivel de género e espécie. Em estudos

taxonémicos, a posicdo, o numero e o tipo dos coléteres calicinais foram importantes na
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delimitacao de espécies semelhantes de Forsteronia (Koch & Kinoshita 2005) e Prestonia R.Br.
(Rio & Kinoshita 2005). No entanto, a sobreposicdo do numero de coléteres e a sua distribuicao
uniforme no calice, constante em todas as espécies, dificultam a utilizacdo desse carater para
fins taxondmicos nas espécies de cerrado de Forsteronia; estudos quantitativos envolvendo um
maior numero de individuos provenientes de diferentes localidades sdo necessarios para avaliar
a plasticidade desse carater e sua utilidade para a taxonomia desse género.

Trés tipos estruturais de coléteres ocorrem nas flores das espécies estudadas de
Forsteronia: padréao, ramificado e séssil. O tipo padrdo (“standard” — S), descrito por Lersten
(1974), é caracterizado pela presenca de um eixo alongado recoberto por epiderme secretora
em palicada e um pedunculo curto. O tipo ramificado divide-se em dois ou trés ao longo do seu
comprimento, enquanto os sésseis ndao apresentam pedunculo. Os trés tipos foram registrados
em Orgaos vegetativos de espécies de Forsteronia (Rio et al. 2005). Coléteres calicinais sésseis
foram recentemente descritos para espécies da tribo Mesechiteae, sendo caracterizados pela
auséncia de pedunculo e pelo discrepante aumento na espessura da palicada secretora
(Simées 2004). Os coléteres sésseis de Forsteronia sao semelhantes ao tipo proposto por
Simbes (2004) em corte longitudinal. No entanto, ndo sdo estruturas laminares inteiramente
fundidas ao calice e sim cilindricas, aproximando-se do tipo padrdo em corte transversal.
Simbes (2004) considerou que o numero de coléteres calicinais pode ser (til para estudos
filogenéticos, se avaliados em conjunto com outras caracteristicas, como estrutura e posicao.

Coléteres em fase secretora de mucilagem néo foram encontrados nos botdes florais em
pré-antese e flores em antese das espécies estudadas de Forsteronia. Provavelmente isso
ocorreu devido ao estadio avangado de desenvolvimento floral, uma vez que os coléteres séo
estruturas secretoras que produzem uma substancia viscosa que lubrifica e protege gemas em
inicio de desenvolvimento (Fahn 1979). Algumas células com contetdo acidéfilo denso foram
registradas na epiderme dos coléteres calicinais e bracteolares de flores em antese de F.

pubescens. E possivel que esses coléteres se encontrem em uma segunda fase de secrecéo,
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de compostos fendlicos, ou em processo de senescéncia. Apesar de compostos fendlicos néo
terem sido observados na epiderme de coléteres de flores em antese de F. glabrescens, duas
fases de secrecdo foram registrados em coléteres foliares de F. glabrescens, uma de
mucilagem e outra de compostos fendlicos (Rio et al.; capitulo 2). Portanto, estudos mais
abrangentes de ontogénese e histoquimica sdo necessarios para determinar com seguranga o
processo de secrecado dos coléteres calicinais e bracteolares em Forsteronia.

Os nectarios encontrados em Forsteronia correspondem ao padrdao observado na
familia, podendo tanto apresentar lobos separados ou unidos dois a dois (e um livre) desde sua
base (em F. australis, F. glabrescens ou F. pubescens), quanto formar uma estrutura anelar na
base e se dividir em lobos apenas na regiao superior (F. velloziana). Os nectarios sao descritos
como estruturas carnosas, freqientemente separadas em numero de duas a cinco, encontradas
ao redor do ovario; ocasionalmente, formam uma estrutura anelar continua nas Apocynaceae
(Woodson & Moore 1938). Nas descricdes anatbmicas mais recentes para a familia, o nectario
apresenta-se como um anel continuo circundando o ovario na porgao basal e partido em lobos
(dois a cinco) na porgao superior (Galetto 1997, Lin & Bernardello 1999), sendo considerado
uma estrutura de natureza receptacular (Galetto 1997). No caso de Aspidosperma quebracho-
blanco, o disco nectarifero presente na base do ovario nao tem atividade secretora e o néctar é
produzido em nectarios que foram encontrados na superficie externa do calice e da corola (Lin
& Bernardello 1999). Woodson & Moore (1938) afirmaram que os nectarios tém origem carpelar
em Apocynaceae; no entanto, os resultados de presente trabalho concordam com os dados
obtidos por Galetto (1997), que indicam que o nectario tem origem receptacular.

Nao foi possivel identificar as estruturas secretoras dos volateis responsaveis pelo odor
adocicado liberado pelas flores de Forsteronia, da mesma forma que em Aspidosperna australe
Mull.Arg. (Demarco 2005). Isso indica a necessidade de estudos mais abrangentes para
garantir a ocorréncia e localizagdo dos osméforos em espécies de Apocynaceae. Osmoforos

sao estruturas secretoras de compostos lipidicos volateis responsaveis pelo odor (fragrancia)
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liberado pela flor, sendo que dois tipos estruturais ja foram relatados na literatura: um em que
0s compostos sdo produzidos pela epiderme da estrutura, e outro em que sdo produzidos no
mesofilo da estrutura e liberados através de estdmatos (Endress 1994). Ao contrario de outros
tipos glandulares, a secrecao dos osméforos geralmente néo € visivel, por ser constituida de
compostos altamente volateis. Apesar dos osmoforos ja terem sido relatados para espécies de
Apocynaceae (Torres & Galetto 1998, Lin & Bernardello 1999, Demarco 2005), sua estrutura

anatébmica nao foi descrita nem ilustrada.
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Figuras 1-4. Secgbes transversais de botdes florais de F. australis (1), F. glabrescens (2), F. pubescens (3)
e F. velloziana (4), destacando os apéndices da cabega do estilete. 1. Células dos apéndices (Ap) com
conteudo de aspecto denso, hipoderme (seta) no dorso das anteras (A) e nas lacinias da corola (LC). 2.
Células dos apéndices com conteldo denso, hipoderme e idioblastos (seta) nas anteras. 3. Células dos
apéndices com contetdo denso. 4. Células dos apéndices com contetdo granuloso e epiderme secretora
(seta) nas lacinias da corola (LC). A = antera; Ap = apéndice da cabeca do estilete; LC = lacinias da corola.
Barras = 200um (1, 4), 100um (2-3).
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Figuras 5-9. Seccbes transversais (5-6) e longitudinais (7-9) da regido inferior do botao floral de F. australis.
5. Vista geral do ovario (O), nectarios (N) alternos aos filetes (F), que estdo adnatos ao tubo da corola (T), e
lacinias do calice (L). 6. Pormenor da figura 5; detalhe do nectario, notar estdmato (seta) e idioblastos (seta
larga) no parénquima. 7. Nectario com idioblastos no parénquima e epiderme; notar células parenquimaticas
coradas proximas ao estdbmato (seta). 8. Coléter calicinal (Co). 10. Lacinia da corola, com hipoderme na face
adaxial (seta larga). F = filetes; L = lacinia do calice; N = nectario; O = ovario; T = tubo da corola. Barras =
200pm (5); 100um (7-9); 50um (6).
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Figuras 10-14. Secgdes transversais de botao floral de F. australis com dois coléteres calicinais ramificados.
10. Regido apical dos coléteres. 11. Regido mediana dos coléteres, onde nota-se a ramificagao (seta larga).
12-13. Inicio da ramificacdo (setas largas) dos coléteres. 14. Base dos coléteres, mostrando sua origem
independente (setas finas); notar idioblastos (IS) no célice. Ca = base do célice; Co = coléter; | = idioblastos
secretores; L = lacinia do cdlice; T = tubo da corola. Barras = 100um (10-14). 123
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Figuras 15-19. Secgdes transversais (15-17) e longitudinais (18-19) de botéo floral (15-18) e flor em antese
(19) de F. glabrescens. 15. Lacinia da corola (LC). 16. Detalhe da hipoderme (H); a fig. 16 € um pormenor da
fig. 15. 17. Regiao inferior do botao floral; nectario, tubo da corola (T) e calice (Ca/L). 18. Pormenor da figura
17; detalhe da corola, hipoderme sob a superficie abaxial do tubo (T) e sob ambas as faces na lacinia (LC) e
idioblastos secretores (IS) no parénquima. 19. Lacinia da corola com hipoderme e muitos espagos
intercelulares (setas). Ca = base do cdlice; H = hipoderme; IS = idioblastos secretores; L = lacinia do calice;
LC = lacinia da corola; T = tubo da corola. Barras = 100um (15,17); 50pm (16, 18-19). 125
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Figuras 20-25. Seccgdes transversais do botéo floral de F. glabrescens com trés co.Iéteres calicinais opostos a
lacinia do cdlice. 20. Regido apical dos coléteres, livres da lacinia. 21. Detalhe da lacinia, notar coléteres (Co)
e hipoderme (H). 22-23. Regidao mediana dos coléteres, fundidos as lacinias do calice. 24. Regido basal dos
coléteres, origens independentes entre si. 25. Detalhe da lacinia e dos coléteres, notar idioblastos secretores
(1S). 21, 23, 25. Pormenores das figuras 20, 22 e 24 respectivamente. Co = coléter calicinal; H = hipoderme;
IS = idioblasto secretor; L = lacinia do calice; N = nectario; O = ovario. Barras = 100um (20, 22, 24); 50um
(21, 23, 25). 197
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Figuras 26-30. Secgbes transversais (26-27) e longitudinais (28-30)
destacando coléteres calicinais. 26. Regido mediana dos coléteres. 27. Regido basal dos coléteres. 28.

Coléter séssil, sem pedunculo diferenciado. 29. Coléter reduzido. 30. Pormenor da figura 29; detalhe do
coléter reduzido. Ca = base do calice; Co = coléter calicinal; T = tubo da corola. Barras = 50um (26-29); 25um
129

(30).



-

Figuras 31-35. Seccgbes transversais da regiao inferior do botéao floral de F. glabrescens. 31. Ovario (O) e
nectarios (N). 32. Regido basal do ovario, demais pegas florais fundidas. 33. Receptaculo floral (R), grande
quantidade de idioblastos na hipoderme. 34. Pormenor da figura 33; detalhe da hipoderme secretora (H) e da
epiderme com estdmato (seta). 35. Base do receptaculo e bractéola (B); coléteres ausentes. B = bractéola;H =
hipoderme; N = nectario; O = ovario; R = receptaculo floral. Barras = 100um (31-33, 35); 50um (34).
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Figuras 36-39. Seccgdes longitudinal (36) e transversais (37-39) da regido inferior da flor em antese de F.
glabrescens. 36. Ovario (O) com laticiferos (setas finas), e nectario (N). 37. Regido apical do nectario;
epiderme secretora (seta larga). 38. Ovario com laticiferos (setas finas) e hipoderme secretora (H). 39.
Pormenor da figura 34; detalhe do ovario, destacando a hipoderme (H) e os laticiferos (setas finas). F = filete;
H = hipoderme; N = nectério; O = ovario. Barras = 50um (36-37); 25um (39). 133



Figuras 40-46. Secc¢des longitudinais (40-41) e transversais (42-46) de flor em antese de F. glabrescens. 40-
43. Material fixado em FNT (branco). 44-46. SFF evidencia compostos fendlicos em hipoderme (H) e
idioblastos (IS). 40. Cabeca do estilete (CE). 41. Lacinia da corola (LC). 42. Ovario (O) e nectério (N). 43.
Lacinia do calice (L). 44. Cabeca do estilete (CE) e estames (E). 45. Pormenor da figura 44; detalhe da
cabeca do estilete. 46. Lacinia do célice (L). CE = cabeca do estilete; E = estame; IS = idioblasto secretor.
Barras = 100um (40, 44); 50um (45-46); 25um (41-43).
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Figuras 47-51. Seccbes longitudinais (47-48) e transversais (49-51)
material fixado em FNT e corado pelo negro de Sudao B para evidenciar lipidios totais. 47. Vista geral da

cabeca do estilete (CE) e estames (E). 48. Lacinia da corola (LC). 49. Ovario (O) com évulos. 50. Pormenor da
figura 49; detalhe da hipoderme do ovario (O) e epiderme do nectario (N). 51. Lacinia do célice com coléteres;
cuticula evidenciada pelo Negro de Sudao B (seta). CE = cabega do estilete; E = estame; L = lacinia do cdlice;
LC = lacinia da corola; N = nectario; O = ovario. Barras = 100um (47); 50um (48-49, 51); 25um (50).
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Figuras 52-56. Seccoes longitudinais (52-55) e transversal (56) de flor em antese de F. glabrescens; material
fixado em FNT e corado pelo acetato de cobre/acido rubeénico para evidenciar acidos graxos. 52. Vista geral da
cabeca do estilete (CE) e estames (E). 53, 56. Lacinia do calice (L) com coléter (Co). 54. Lacinia da corola (LC).
55. Ovério (O) com 6vulos e nectario (N). CE = cabeca do estilete; Co = coléter; E = estame; L = lacinia do
cdlice; LC = lacinia da corola; N = nectario; O = ovario. Barras = 200um (52); 100um (53-56).

139



Figuras 57-61. Secc¢obes longitudinais (57-59) e transversais (60-61) de flor em antese de F. glabrescens;
material fixado em FNT e corado pelo cloreto de ferro lll para evidenciar compostos fendlicos. 57. Vista geral
da cabeca do estilete (CE) e estame (E). 58. Lacinia do calice (L) com coléter (Co). 59. Lacinia da corola
(LC). 60. Ovéario (O) com o6vulos e nectario (N). 61. Lacinia do célice (L). CE = cabeca do estilete; Co =
coléter; E = estame; L = lacinia do calice; LC = lacinia da corola; N = nectario; O = ovario; T = tubo da corola.
Barras = 100um (57); 50um (58-61). 141



Figuras 62-66. Secgdes longitudinais (62-64) e transversais (65-66) de flor em antese de F. glabrescens;
material fixado em FNT e corado pelo dicromato de potassio para evidenciar compostos fendlicos. 53. Vista
geral da cabeca do estilete (CE) e estame (E). 54. Lacinia do calice (L) com coléter (Co). 55. Lacinia da
corola (LC). 56. Ovario (O) com 6vulos e nectario (N). 57. Lacinia do calice (L). CE = cabega do estilete; Co
= coléter; E = estame; L = lacinia do calice; LC = lacinia da corola; N = nectario; O = ovaério; T = tubo da
corola. Barras = 100pm (62); 50um (63-66). 143



Figuras 67-70. Secgdes longitudinais (67-68) e transversais (69-70) de lacinias da corola de botéo floral de
F. pubescens. 67. Epiderme da face adaxial das lacinias com células coradas (setas largas) e hipoderme
secretora (H). 68. Laticifero ramificado (seta fina). 69. Vista geral das lacinias, epiderme interna e idioblastos
corados. 70. Pormenor da figura 69; detalhe da epiderme, hipoderme e idioblastos (IS). H = hipoderme; IS =
idioblasto secretor. Barras = 50um (58,60); 25um (59,61). 145



Figuras 71-75. Secgdes longitudinais (71-72, 74-75) e transversal (73) da regido inferior de botao floral de
F. pubescens. 71. Tubo da corola (T) com idioblastos e lacinia do calice (L) com coléter (Co). 72. Pormenor
da figura 71; detalhe da hipoderme (H) no tubo da corola. 73. Regido inferior do tubo da corola, com
hipoderme e idioblastos (FV). 74. Coléter calicinal em seu maior comprimento. 75. Pormenor da figura 74;
detalhe do coléter. Co = coléter; FV = feixe vascular; H = hipoderme; T = tubo da corola. Barras = 100um

(71); 50pm (72-75). 147
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Figuras 76-80. Secgdes transversais de botdo floral de F. pubescens, destacando coléteres calicinais. 76.
Regido apical dos coléteres. 77. Regido mediana dos coléteres opostos e base do coléter marginal (seta fina).
78. Base dos coléteres opostos, mostrando origem independente de trés deles (setas finas), que se ramificam
na regido mediana. 79. Coléteres opostos e marginal (seta larga) de outras lacinias. 80. Pormenor da figura
79; detalhe dos coléteres opostos. L = lacinia do célice; T = tubo da corola. Barras = 100um (76-79); 50um

(80). 149




Figuras 81-88. Seccdes transversais de flor em antese de F. pubescens, destacando coléteres calicinais.
81. Apice dos coléteres; um deles completamente dividido. 82. Células epidérmicas do coléter sem
conteldo (seta). 83. Regido apical dos coléteres, inicio da divisdo de um deles. 84, 86. Células epidérmicas
com conteudo acidéfilo denso (setas). 85. Regido mediana dos coléteres. 87. Base de dois coléteres, que
se ramificam em cinco na regido mediana e apical. 88. Detalhe da base dos coléteres. 82, 84, 86, 88.
Pormenores das figuras 81, 83, 85 e 87 respectivamente. L = lacinia do cdlice; N = nectario; T = tubo da
corola. Barras = 100pm (81, 83, 85, 87); 50um (84, 86, 88); 25um (82).
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Figuras 89-94. Seccées longitudinais (89-90) e transversais (91-94) da regido inferior do botao floral de F.
pubescens. 89. Nectario (N), tubo da corola (T) e calice (Ca) com coléter. 90. Pormenor da figura 89; detalhe
do nectéario. 91. Regido apical do nectario, diversos estdmatos (setas) e epiderme secretora. 92. Regiao
mediana do nectario, estbmato e idioblastos na epiderme. 93. Nectarios (N) e ovario (O), vista geral. 94.
Detalhe do ovario e nectério, destacando a hipoderme (H), um laticifero (seta) no mesofilo ovariano e
epiderme (seta larga) do nectario. Ca = base do calice; H = hipoderme; N = nectario; O = ovario; T = tubo da
corola. Barras = 100pm (89, 93); 50um (90-92, 94). 153



Figuras 95-100. Seccoes transversais da regiao inferior da flor em antese (95-96) e botao floral (97-100) de
F. pubescens. 95. Vista geral do ovario (O), nectarios (N) e tubo da corola (T). 96. Pormenor da figura 95;
detalhe do nectario. 97. Base dos coléteres bracteolares (setas), origens independentes. 98. Regido mediana
dos coléteres. 99-100. Pormenores da figura 98; detalhe dos coléteres em fase pos-secretora de mucilagem.
B = bractéola; N = nectario; O = ovario; R = receptaculo floral; T = tubo da corola. Barras = 100um (95);
50um (96-98); 25um (99-100). 155
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Figuras 101-102. Secdes transversais de botdo floral de F. velloziana. 101. Vista geral da regido inferior do
botao, mostrando ovario (O), nectario (N) 5-lobado, tubo da corola (T), coléteres calicinais indefinidamente
distribuidos (setas) e lacinias do célice (L). 102. Pormenor da figura 101; detalhe do botédo, destacando
coléteres calicinais (setas). L = lacinia do célice; N = nectario; O = ovaério; T = tubo da corola. Barras =

200um (101); 100um (102).
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5. CAPITULO 5

Ginostégio em espécies de Forsteronia G.Mey. (Apocynaceae) de cerrado

Introducao

A familia Apocynaceae, uma das maiores dentre as Angiospermas (Judd et al. 2002), foi
alvo de uma controvérsia quanto a sua circunscrigdo nos ultimos anos, culminando na
proposicao de uma nova classificagcdo, baseada em caracteres morfolégicos e apoiada por
dados moleculares, que inclui Asclepiadaceae (Endress & Bruyns 2000). Dessa forma,
Apocynaceae ficou constituida por cinco subfamilias: Rauvolfioideae Kostel. (=Plumerioideae) e
Apocynoideae Burnett (=Echitoideae), referentes as antigas Apocynaceae; Periplocoideae R.
Br. ex Endl., Secamonoideae Endl. e Asclepiadoideae R. Br. ex Burnett, que constituiam as
antigas Asclepiadaceae.

A sinorganizacao progressiva do gineceu e androceu, com diferentes niveis de fusédo
posgénita entre essas estruturas, formando o ginostégio, € uma das principais tendéncias
evolutivas em Apocynaceae e esta presente em quatro das cinco subfamilias circunscritas nas
mais recentes propostas de classificacao para a familia (Endress & Bruyns 2000, Simbes 2004).

Fallen (1986) investigou flores de 65 espécies de Apocynaceae e quatro de
Asclepiadaceae, e verificou uma evolucdo progressiva da estrutura da cabeca do estilete,
propondo quatro tipos basicos baseados na complexidade morfolégica, histolégica e funcional.
Simdes (2004) descreveu anatomicamente o ginostégio de sete espécies pertencentes a tribo
Mesechiteae Miers sensu Endress & Bruyns (2000). A epiderme secretora que reveste a cabeca
do estilete produz uma substancia viscosa que facilita o transporte do pdélen pelo polinizador nos
representantes das subfamilias Rauvolfioideae e Apocynoideae (Fallen 1986).

Forsteronia G.Mey. esta incluido na tribo Apocyneae Rchb., caracterizada por
apresentar a cabecga do estilete ovéide a fusiforme, com formato circular em secgao transversal,

e as anteras ligadas a cabeca do estilete através de tufos de tricomas alongados, sem fusao
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celular (Endress & Bruyns 2000). Com base em estudos filogenéticos apoiados por caracteres
morfolégicos € moleculares, Simbes et al. (2004) propuseram um rearranjo dos géneros
pertencentes a tribo Mesechiteae Miers para torna-la monofilética, pelo qual seriam necessarias
a inclusdo de Forsteronia, a exclusao de Galactophora e Secondatia, e a manutencédo de
Mandevilla Macrosiphonia e Mesechites em sua circunscricao. Essa tribo é caracterizada pela
presenca de cinco projecdes evidentes na cabeca do estilete, que tem um formato pentagonal e
se encontra adnata aos conectivos por justaposicao de tricomas e fusao celular (Simbes et al.
2004).

Frente as recentes pesquisas relacionadas ao posicionamento supra-genérico de
Forsteronia, pretende-se identificar elementos anatdémicos que corroborem a proposta de

reposicionamento desse género na tribo Mesechiteae.

Material e métodos

Inflorescéncias de F. australis, F. glabrescens, F. pubescens e F. velloziana, com flores
em antese e botdes florais de diversos tamanhos, foram coletadas na Reserva Biologica e
Estacdo Experimental de Mogi Guacgu (SP), na Estacado Ecolégica e Estacdo Experimental de
Itirapina (SP), em Séao José do Rio Pardo (SP) ou em Carrancas (MG). Material testemunha
para cada individuo coletado foi incorporado ao herbario UEC (tabela 1). Todo o material foi
fixado em FAA (formalina:acido acético:alcool etilico 50%, 1:1:18 v/v) por 24 horas (Johansen
1940), mantidas em vacuo e estocadas, em seguida, em etanol 70%.

Botdes florais em pré-antese e flores em antese foram isolados, transferidos para élcool
butilico 70%, desidratados pela série butilica (Johansen 1940) e incluidos em “paraplast”.
Seccobes seriadas longitudinais e transversais, com espessura de 10um, foram obtidas com o
auxilio de micrétomo rotativo. As sec¢des foram coradas com safranina alcodlica 0,25% e azul

de astra aquoso 1% (Gerlach 1969), e as laminas montadas em resina sintética Permount.
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Para evidenciar a natureza da secrecao produzida pela epiderme da cabeca do estilete,
os tratamentos citados a seguir foram empregados, sendo as laminas semipermanentes
montadas em gelatina glicerinada:

a. Vermelho de ruténio para mucilagens acidas (Gregory & Baas 1989);

b. Acido tanico/cloreto de ferro Il para mucilagem (Pizzolato & Lillie 1973);

c. Azul de Alcido para mucopolissacarideos acidos (Pearse 1985);

d. Reacao PAS (Periodic-Acid-Schiff reagent) para polissacarideos gerais (McManus 1948).

Ap6s observacdo e analise do laminario, o registro dos aspectos importantes foi
efetuado por fotomicrografias coloridas obtidas em microscépio Olympus BX51 com a utilizagéo
de filme Kodak Prolmage 100; as escalas foram obtidas pela proje¢céao de lamina micrométrica
nas mesmas condi¢des Opticas utilizadas para as ilustragées. As fotomicrografias obtidas foram
digitalizadas com alta resolugédo (600 dpi) e as pranchas de ilustragbes montadas em meio
digital com o uso do software Microsoft Power Point 2003. As figuras foram agrupadas por
espécie e as estruturas florais foram organizadas nas pranchas considerando-se a flor de cima

para baixo, para facilitar a visualizagéao.

Tabela 1. Dados referentes ao material testemunha das espécies de Forsteronia: local de coleta, data,

coletores e herbario (A — individuo).

espécie A Local Data Coletor Herbario

F. australis AUS2  Mogi Guagu 11-XI-2008  MCS do Rio et al. 26 UEC

F. glabrescens GLA2  Mogi Guagu 21-X-2002 MCS do Rio et al. 22 UEC
GLA4  Mogi Guagu 21-X-2002 MCS do Rio et al. 24 UEC
GLA5  Mogi Guagu 21-X-2002 MCS do Rio et al. 25 UEC
GLA8 ltirapina 8-XI-2003 MCS do Rio et al. 32 UEC

F. pubescens PUB94 Séao José do Rio Pardo 8-X1-1994 LS Kinoshita 94-19 & Sartori UEC

F. velloziana VELM  Mogi Guacgu 14-X-2003 MCS do Rio et al. 29 UEG
VELC  Carrancas 13-X-2001 MCS do Rio etal. 17
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Resultados

Nas espécies de Forsteronia, a cabeca do estilete e os estames estdo adnatos,
formando um aparato especializado para a polinizagédo por insetos que possuem lingua longa.

Ha pouca diferenca no formato da porcao da cabeca do estilete proxima a regiao fértil
das anteras entre as quatro espécies: em F. glabrescens, a estrutura pode ser 5-lobada ou 10-
lobada (figura 27), enquanto em F. australis (figura 2), F. pubescens (figuras 33, 35) e F.
velloziana (figura 45), a cabeca do estilete € 10-lobada, se observada em secgéo transversal.
Em F australis (figuras 3-4) e F. pubescens (figuras 37-38), ha uma justaposicao das células
epidérmicas papilosas da cabeca do estilete com a parte fértil da antera, embora elas nao
estejam adnatas nessa regiao.

A epiderme que reveste a cabega do estilete é secretora e assume um aspecto em
palicada logo abaixo da regido apical. Nessa regido, a cabeca do estilete é 5-lobada em todas
as espécies (figuras 4-6, 13, 15, 39, 41, 46) e esta justaposta aos conectivos dos estames, uma
vez que as tecas com poélen estdo restritas a sua porgao apical. Células epidérmicas com
retracdo do protoplasto e sem conteudo sdo observadas na cabeca do estilete de botdes florais
de F. pubescens (figuras 39-40), embora ndo tenha sido detectada secrecdo no meio
extracelular. Em botdes florais de F. australis (figuras 6-9), F. glabrescens (figuras 13-16) e F.
velloziana (figuras 47-48), células epidérmicas com protoplasto retraido e secrecao acidofila
presente no meio extracelular, corada pela Safranina, sdo observadas na cabeca do estilete.
Em F. glabrescens, a secrecao das células epidérmicas € constituida por polissacarideos, como
evidenciado pela reacdo PAS, e foi observada no interior das células (figura 29) e no meio
extracelular, acumulada na porcao superior do ginostégio (figuras 25-28).

A epiderme continua em palicada pela regido onde a cabeca do estilete é 5-lobada
(figuras 18-20), embora ndo esteja em fase secretora em toda a sua extensédo. Observa-se o
inicio da adnacao entre as células epidérmicas da cabeca do estilete e do conectivo expandido

(figuras 19-20), que vai estar completamente estabelecida cerca de 50um abaixo, onde verifica-
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se a cimentacao entre as paredes dessas células (figuras 21-22, 41-42). Em todas as espécies,
as células epidérmicas do conectivo do estame tém um aspecto alongado e papiloso na regiao
de adnacao a cabeca do estilete, onde esta é levemente 5-lobada. Logo abaixo da regido de
adnacao, a cabeca do estilete torna-se cilindrica (figura 23) e a cimentagdo entre as paredes
das células epidérmicas da cabecga do estilete e do conectivo expandido ndo € mais observada

(figura 24).

Discussao

A estrutura do ginostégio de Forsteronia segue o padrdo diagnéstico para a tribo
Mesechiteae e nao o padrdo de Apocyneae, conforme designado por Endress & Bruyns (2000),
sendo muito semelhante aquela de espécies de Mandevilla, Macrosiphonia e Mesechites
(Simbes 2004). A cabeca do estilete das quatro espécies de Forsteronia pesquisadas apresenta
cinco projecoes laterais, formadas pela proliferacdo de células parenquimaticas do corpo
principal, que estdo adnatas ao conectivo dos estames. A zona de adesao entre a cabecga do
estilete e 0 estame pode ser dividida em duas regides, uma envolvida com a producéo e
acumulo de secrecdo e outra com o0 processo de adnacdo, onde pode ser observada
cimentagao entre as paredes das células epidérmicas, da mesma forma que em outros géneros
da tribo (Simbées 2004). Essas caracteristicas do ginostégio, associadas aos tipos e distribuicdo
dos coléteres encontrados em Forsteronia, corroboram a exclusdo do género da tribo
Apocyneae e 0 seu reposicionamento em Mesechiteae.

Nas espécies de Forsteronia estudadas, a estrutura do ginostégio, formado pela
adnacao entre a cabeca do estilete e os estames, constitui um aparato especializado para a
polinizacdo. Segundo Hansen (1985), o inseto, a procura de néctar, insere sua proboscide pelo
pequeno espacgo entre as anteras e atinge primeiro o nectario e a regido estigmatica, localizada

no terco inferior da cabega do estilete, deixando pédlen proveniente de outras flores.
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Provavelmente esta é a regido estigmatica da cabeca do estilete, embora tubos polinicos em
germinagao nao tenham sido observados em nenhuma das espécies.

Ao retirar a probéscide, esta passa pelo meio da cabeca do estilete, onde a secrecao
viscosa produzida pelas células epidérmicas adere-se ao aparelho bucal; finalmente, atinge o
terco superior, onde se encontra a porgao fértil das anteras, e o pdlen dessa flor fica preso,
pronto para polinizar outras flores. A estrutura altamente especializada do ginostégio, dessa
forma, dificulta a ocorréncia de autopolinizagao nas espécies de Forsteronia (Hansen 1985).

Hansen (1985) relatou que as inflorescéncias de Forsteronia posicionam-se eretas no
apice dos ramos laterais da planta e suas flores, com corolas brancas a amareladas, emitem
fragrancia adocicada; além disso, considerou que as anteras amarelas brilhantes exsertas e
conspicuas, em conjunto com as caracteristicas da corola, tornam a flor um alvo para insetos,
principalmente pequenos himendpteros. Isso confere com as observagdes dos individuos de F.
glabrescens realizadas no campo, onde as plantas foram visitadas predominantemente por
pequenas abelhas e vespas durante o dia. No entanto, como Hansen (1985) utiliza
freqientemente o termo probdscide durante a descricdo do processo de polinizagdo em
Forsteronia, sugerindo que ele possa ser efetuado também por lepiddpteros, estudos de
biologia reprodutiva sdo necessarios para definir o tipo de polinizador em cada uma de suas

espécies.
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Figuras 1-5. Secgoes longitudinal (1) e trasversais (2-5) de boto floral de F. australis, destacando cabeca do
estile e estames. 1. Cabega do estilete (CE) e antera (A), com gréos de pdlen; secregdo presente nas células
epidérmicas da cabega do estilete e no meio extracelular (seta). 2. Apéndices apicais (Ap) e anteras (A). 3. Base
das anteras justapostas a cabecga do estilete (CE), com formato pentagonal. 4. Regido mediana da cabega do
estilete, inicio da epiderme secretora em palicada. 5. Regido mediana da cabecga do estilete, células epidérmicas
em estagio pds secretor; adnacao da cabecga do estilete com conectivo (C). A = antera; Ap = apéndice apical; C
= conectivo; CE = cabega do estilete. Barras = 200um (2-5); 50um (1). 167
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Figuras 6-9. Secgdes transversais de botao floral de F. australis, destacando a cabega do estile e o conectivo.
6. Regiao mediana da cabeca do estilete (CE), células epidérmicas em estagio pds-secretor justapostas ao
conectivo (C). 7. Pormenor da figura 6; detalhe da epiderme, células com retragao do protoplasto e secre¢do no
meio extracelular (seta), junto ao estame (E). 8. Regido mediana da cabega do estilete, células epidérmicas em
estégio secretor. 9. Pormenor da figura 8; detalhe da epiderme, células com conteldo corado e secregdo no
meio extracelular (seta). C = conectivo; CE = cabega do estilete; E = estame. Escalas: 100um (6,8); 50um (7,9).
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Figuras 10-12. Secgbes longitudinal (10) e transversais (11-12) de botao floral de F. glabrescens. 10. Vista
geral mostrando cabega do estilete (CE), ovario (O), estame (E), tubo (T) e lacinias (LC) da corola, e calice
(Ca) com coléter (seta). 11. Regiao apical da cabeca do estilete e anteras (com graos de pélen). 12. Pormenor
da figura 11; detalhe da antera (A). A = antera; Ca = base do calice; CE = cabega do estilete; E = estame; LC
= lacinia da corola; O = ovario; T = tubo da corola; Barras = 100pum (10-11); 50um (12). 171



Figuras 13-16. Seccdes transversais de botao floral de F. glabrescens; regiao superior da cabega do estilete
(CE), 5-lobada, e estames (E). 13. Epiderme secretora em palicada em fase pos-secretora. 14. Pormenor da
figura 13; detalhe da epiderme e da secrecdo acidéfila no meio extracelular (seta fina). 15. Vista geral do
ginostégio. 16. Detalhe da cabega do estile; células parenquimaticas (P) alongadas e células epidérmicas com
conteldo (seta larga). CE = cabega do estilete; E = estame; P = célula parenquimatica. Barras = 100um (13, 15);
25um (14, 16). 173



Figuras 17-20. Seccgdes transversais de botao floral de F. glabrescens evidenciando o ginostégio. 17, 19.
Cabega do estilete (CE) justaposta aos estames (E). 18. Pormenor da figura 17; epiderme secretora em palicada
(ES) com células justapostas ao conectivo (C). 20. Pormenor da figura 19; Inicio da adnagéao (seta larga) entre
as células epidérmicas da cabeca do estilete e do conectivo.C = conectivo; CE = cabeca do estilete; E = estame;
ES = epiderme secretora. Barras = 100pum (17,19); 50um (18,20). 175
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Figuras 21-24. Seccgdes transversais de botéo floral de F. glabrescens evidenciando o ginostégio. 21. Células
epidérmicas da cabecga do estilete (CE), com aspecto papiloso, adnatas ao conectivo (C). 22. Pormenor da figura
21; detalhe da adnagao, paredes celulares cimentadas (seta larga). 23. Regido basal da cabega do estilete (CE),
com formato cilindrico; células epidérmicas justapostas ao conectivo. 24. Pormenor da figura 23; detalhe das
células epidérmicas da cabeca do estilete e do conectivo, as paredes celulares ndo estdo cimentadas (seta
larga). C = conectivo; CE = cabega do estilete. Barras = 100um (23); 50um (21, 24); 25um (22). 177



Figuras 25-30. Seccgbes transversais de botdo floral de F. glabrescens submetidas a reagdo PAS;
polissacarideos totais evidenciados na secregcédo (25-28) e no interior das células (29-30). 25. Secrecao
acumulada no meio extracelular, entre os apéndices apicais (Ap) da cabeca do estilete e as anteras (A). 26.
Detalhe da secrecéo (S). 27. Secrecao entre a regiao superior da cabeca do estilete, 10-lobada, e as anteras.
28. Detalhe da secrecéo (S) e da antera (A); 29. Células epidérmicas da cabeca do estilete (CE) justapostas as
anteras. 30. Regido mediana da cabeca do estilete, células epidérmicas em estagio secretor (seta larga) e
cuticula distendida (seta fina). A = antera; Ap = apéndice; CE = cabeca do estilete; S = secrecao. Barras =
100pm (25, 27); 50um (26, 28-30). 179
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Figuras 31-36. Seccdes transversais de botao floral de F. pubescens, destacando a cabeca do estilete e as
anteras. 31. Apéndices apicais da cabeca do estilete e anteras (A). 32. Detalhe dos apéndices, com secrecao
acidofica no meio extacelular (seta). 33. Regiao superior da cabecga do estilete, 10-lobada. 34. Detalhe do inicio
da separagao dos apéndices apicais. 35. Regiao superior da cabeca do estilete (CE), 10-lobada. 36. Detalhe das
células epidérmicas papilosas (seta larga). 32, 34, 36. Pormenores das figuras 31, 33 e 35 respectivamente. A =
antera; CE = cabeca do estilete. Barras = 100um (31, 33, 35); 50um (32, 34, 36). 181



Figuras 37-42. Secgdes transversais de botdo floral de F. pubescens evidenciando o ginostégio. 37. Regido
superior da cabega do estilete (CE), 10-lobada;. 38. Células epidérmicas papilosas justapostas a antera (seta
larga). 39. Regido mediana, 5-lobada; células epidérmicas em paligada. 40. Detalhe das células epidérmicas
com protoplasto retraido (seta fina). 41. Regido basal, levemente 5-lobada; células epidérmicas em palicada da
cabeca do estilete (CE) adnatas ao conectivo (C). 42. Detalhe da cimentacao das paredes celulares (seta larga).
38, 40, 42. Pormenores das figuras 37, 39 e 41 respectivamente. C = conectivo; CE = cabeca do estilete. Barras
= 100um (37,39,41); 50um (38,40,42). 183
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Figura 43-48. Seccdes transversais de botéo floral de F. velloziana; regido apical (43-46) e mediana (47-48) da
cabega do estilete. 43. Apéndices apicais (Ap), anteras (A) e lacinias da corola (LC). 44. Detalhe das anteras e
das lacinias da corola. 45. Vista geral do ginostégio, cabega do estilete (CE) 10-lobada em sua regido superior.
46. Cabeca do estilete pentagonal, epiderme em palicada em fase secretora, secrecao no meio extracelular. 47.
Detalhe da epiderme da cabeca do estilete e do conectivo (C). 48. Detalhe da secreg¢ado dentro das células (seta
larga) e no meio extracelular (seta fina). 44, 46, 48. Pormenores das figuras 43, 45 e 47 respectivamente. A =
anteras; Ap = apéndices da cabeca do estilete; C = conectivo; CE = cabecga do estilete; LC = lacinia da corola.
Barras = 200um (37,39,40); 100um (38,41); 50um (42). 185



6. CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados obtidos durante o desenvolvimento da pesquisa permitiram responder
satisfatoriamente as questbes inicialmente levantadas; as perguntas e suas respectivas

respostas sao detalhadas abaixo:

1. E possivel separar as espécies semelhantes que ocorrem em cerrados paulistas através do
uso de caracteres morfo-anatémicos vegetativos?

O estudo de anatomia foliar das espécies de Forsteronia encontradas em regiées do
cerrado do Estado de Sao Paulo, apresentado no primeiro capitulo desta tese, identificou uma
série de caracteres morfo-anatémicos pelos quais é possivel separar as espécies semelhantes
em estadio vegetativo. Assim, dois caracteres macromorfolégicos e quatro anatémicos
diferenciam F. australis de F. glabrescens: 1. contorno do peciolo em seccao transversal; 2.
ocorréncia de cordao de floema acima do feixe vascular no peciolo; 3. ocorréncia de hipoderme
secretora no peciolo; 4. ocorréncia de indumento nas doméacias; 5. ocorréncia de idioblastos
secretores e aspecto da sua secregao; 6. tipo dos coléteres axilares. Forsteronia pubescens
distingue-se de F. thyrsoidea por oito caracteres: 1. contorno do peciolo em secgéo transversal;
2. ocorréncia de corddes de floema acima do feixe vascular no peciolo; 3. formato do feixe
vascular; 4. posicao dos idioblastos secretores no peciolo; 5. tipo de mesofilo; 6. ocorréncia de
idioblastos cristaliferos; 7. ocorréncia de idioblastos secretores ao redor do feixe vascular
mediano; 8. ocorréncia de coléter axilar ramificado. Os caracteres levantados tém importancia
taxon6mica e sao Uteis na identificacdo das espécies de Forsteronia, contribuindo dessa forma
para uma melhor delimitacdo das espécies consideradas semelhantes ocorrentes nos cerrados
paulistas.

Tais resultados ja foram publicados na Revista Brasileira de Botanica, o que evidencia a

relevancia da realizagdo de estudos anatémicos para o maior conhecimento das espécies
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brasileiras, incluindo o estabelecimento de caracteres que auxiliem a identificagédo de espécies
em estadio vegetativo. No caso dessas espécies de Forsteronia, anteriormente diferenciadas
apenas por caracteres reprodutivos, como formato e indumento das inflorescéncias e aspecto
dos frutos, restritos a apenas alguns meses, o estudo possibilitara a identificacdo das espécies
de cerrado em qualquer periodo do ano. Além disso, o estabelecimento de uma técnica
adequada para o processamento de material herborizado (inclusdo em resina plastica) pode
auxiliar a identificagdo de exsicatas ja depositadas em herbarios, bem como a utilizagdo desses

materiais em diversos tipos de estudos estruturais.

2. As glandulas registradas na regido nodal e na base da ldmina foliar sdo coléteres?

As glandulas secretoras sdo comumente confundidas entre si pela sua identidade
morfolégica; dessa forma, pela caracterizagao histoquimica do seu exsudato é possivel garantir
a natureza quimica da secrecao produzida e, conseqlientemente, a identificagdo da estrutura de
acordo com a sua funcdo. Na revisdo do género Forsteronia realizada por Hansen (1985),
glandulas sao registradas na regido nodal e na base do calice das espécies; no entanto, essas
estruturas nao foram identificadas como coléteres, pois a secrecdo que produzem nao foi
avaliada. Em estudos mais recentes com espécies desse género, Koch & Kinoshita (2005)
consideraram que tais estruturas encontradas em noés vegetativos e nas lacinias do calice séo
coléteres, embora também ndo tenham realizado qualquer tipo de teste para verificar a
presenga de mucilagem na secregao.

Frente a isso, um estudo estrutural e histoquimico das glandulas foliares de quatro
espécies de Forsteronia dos cerrados paulistas foi efetuado e apresentado no segundo capitulo
desta tese. Os resultados obtidos comprovaram que a diferenciacdo e a fase secretora das
glandulas ocorrem em estadios iniciais do desenvolvimento foliar; a detec¢do de mucilagem na
secrecao confirma a identificacao dessas estruturas como coléteres. A natureza mucilaginosa

da secrecao e o estadio de desenvolvimento foliar em que os coléteres sao encontrados em
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fase secretora estdo relacionadas a fungdo de lubrificar e proteger gemas em inicio de
desenvolvimento que essas estruturas desempenham (Fahn 1979).

Todos os coléteres marginais de Forsteronia sao originados a partir das expansoes
laterais da base do primérdio foliar, regido correspondente as estipulas e ocupam posicéao
interpeciolar em 6rgaos adultos. Apenas os coléteres axilares tém origem na regido axilar do
primoérdio e posicionam-se sobre a nervura mediana na base da lamina em folhas totalmente
desenvolvidas. Dessa forma, a teoria de que todos os coléteres de Apocynaceae tém origem
estipular, proposta por Woodson & Moore (1938), é confirmada no caso dos marginais de
Forsteronia. Devido a presenca de coléteres axilares em Forsteronia e em outras espécies de
Apocynaceae (Rio et al. 2002, Demarco 2005a), o estudo dos coléteres presentes na regiao
nodal deveria ser estendido para outras espécies da familia com o objetivo de reavaliar a teoria
estipular proposta por Woodson & Moore (1938).

O numero de coléteres marginais e axilares sobrepde-se entre as espécies estudadas;
diferentes quantidades séo observadas em individuos de uma mesma espécie e mesmo em um
Unico individuo. Estudos quantitativos, envolvendo a investigacdo de um maior nimero de
individuos provenientes de diferentes localidades, associada a uma analise estatistica dos
dados, sao necessarios para avaliar a plasticidade desse carater nas espécies de Forsteronia e
definir a sua utilidade para fins taxonémicos.

Coléteres dos tipos padréo, séssil e ramificado foram registrados em Forsteronia. Em
todos estes tipos, a secregéo € produzida por uma epiderme secretora em palicada que reveste
0 eixo central parenquimatico, seja ele ramificado ou inteiro. Os coléteres marginais de F.
glabrescens produzem inicialmente mucilagem, passando a secretar compostos fendlicos em
uma segunda fase de secrecéo.

E necessario ressaltar a importancia da aplicacdo de testes histoquimicos para inferir
sobre a natureza quimica da secrec¢ao das glandulas, de forma a garantir a identificacao dessas

estruturas de acordo com a sua funcdo, bem como a da realizacdo de seccbes seriadas
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transversais e longitudinais, para definir o numero real de glandulas por pec¢a analisada, a sua
localizag&o, para identificar o seu tipo estrutural e para verificar a ocorréncia de diferentes fases

de secrecao que podem ocorrer nos coléteres.

3. Qual a natureza quimica do exsudato das glandulas secretoras encontradas em Forsteronia
glabrescens?

Durante o estudo histoquimico dos coléteres em apices vegetativos de Forsteronia
glabrescens, a sobreposicdo de resultados positivos para lipidios totais, mucilagem e
compostos fendlicos na hipoderme secretora de caules jovens foi observada em material fixado.
Um estudo histoquimico em material fresco e fixado foi realizado em sec¢des obtidas a méo
livre dos apices vegetativos com a finalidade de elucidar a natureza quimica do conteudo das
células, em colaboragdo com a Profa. Dra. Lia Ascensdo (FCUL — Portugal), durante a visita
dessa pesquisadora ao Departamento de Botanica da UNICAMP, financiada pela FAPESP
(proc. no. 02/13532-6). A caracterizacdo histoquimica dos laticiferos presentes no apice
vegetativo também foi efetuada, aproveitando-se as mesmas secgbes utilizadas para o estudo
da hipoderme.

A secregao presente nas células da hipoderme € constituida por uma mistura
heterogénea de éacidos graxos e compostos fendlicos (ndo incluindo a classe dos taninos).
Varias fungdes ja foram propostas e documentadas para os compostos fendlicos presentes em
plantas, como protecdo contra radiacdo ultravioleta e defesa contra patégenos e herbivoria,
devido & natureza adstringente e téxica destes compostos (Beckman 2000, Yoshitama 2000). E
provavel que a hipoderme encontrada no caule jovem de Forsteronia glabrescens desempenhe
essas fungdes, pois trata-se de uma liana de cerrado e os apices caulinares vegetativos
encontram-se expostos a altos niveis de radiagdo solar e ao possivel ataque de herbivoros. Os
resultados dos testes histoquimicos indicam que o latex presente nos laticiferos do apice

vegetativo de Forsteronia glabrescens é uma emulsdo de substancias lipofilicas, incluindo
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lipidios neutros, acidos graxos e compostos fendlicos; os alcaléides também estéo presentes. O
latex tem sido relacionado a defesa contra herbivoria podendo, também, estar envolvido na

cicatrizacao de ferimentos.

4. As glandulas florais de Forsteronia correspondem aos tipos encontrados em Apocynaceae?

Devido a complexidade da estrutura floral das flores de Apocynaceae, o objetivo do
quarto capitulo desta tese foi a caracterizagdo anatémica das glandulas encontradas nos botoes
florais e flores em antese de Forsteronia, contribuindo assim para o conhecimento das
estruturas secretoras presentes nas espécies da familia.

As estruturas secretoras encontradas nas flores e botdes florais das espécies estudadas
foram: idioblastos; epiderme e hipoderme secretoras, laticiferos; apéndices apicais e epiderme
secretora na cabega do estilete; coléteres calicinais, coléteres bracteolares (apenas em F.
pubescens); e nectarios.

Os idioblastos secretores foram as estruturas mais comuns nas espécies de Forsteronia,
com ocorréncia registrada em praticamente todas as pegas florais: cabega do estilete, anteras,
lacinias e tubo da corola, célice, nectario, ovario, receptaculo e bractéola. Hipodermes
secretoras também foram observadas em diversas pecas florais. Os idioblastos e as células da
hipoderme de F. glabrescens produzem &cidos graxos e compostos fenélicos. Provavelmente,
as células secretoras da cabega do estilete, anteras e lacinias da corola constituem guias de
néctar para polinizadores pela sua propriedade de refletir raios UV (ultravioleta), enquanto os
demais tém funcao protetora contra herbivoria e patégenos.

Laticiferos foram registrados no receptaculo floral, no calice, no mesofilo ovariano e nas
lacinias da corola. E possivel que apresentem as fungdes de protecdo contra herbivoria e de
selar ferimentos, pela sua localizagcdo predominante nos envoltérios florais e no mesofilo

ovariano. O grande sucesso evolutivo das Apocynaceae pode estar relacionado a presenca de
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laticiferos em suas espécies; segundo Farrell et al. (1991), as plantas produtoras de latex tém
sido mais bem sucedidas que 0s grupos relacionados que ndo o produzem.

Trés tipos estruturais de coléteres (padrao, ramificado e séssil) ocorrem indefinidamente
distribuidos no calice das espécies de Forsteronia, com origem na sua base, onde as lacinias
estdo unidas. A sobreposicao no numero de coléteres calicinais, da mesma forma que o
observado para os coléteres foliares, torna necesséria a realizagcdo de estudos quantitativos,
envolvendo a investigacdo de um maior niumero de individuos provenientes de diferentes
localidades, associada a uma analise estatistica dos dados, para avaliar a plasticidade desse
carater nas espécies de Forsteronia e definir a sua utilidade para fins taxonémicos.

Os nectarios observados nas espécies de Forsteronia correspondem ao padrdo
registrado para a familia; apresentam lobos separados ou unidos dois a dois, com um livre (F.
australis, F. glabrescens e F. pubescens), ou sdo uma estrutura anelar na base e dividem-se
em lobos apenas na porgao superior (F. velloziana). Em todos os casos, 0s nectarios originam-
se no receptaculo floral.

Nao foi possivel identificar as regides estruturais responsaveis pela secregdo dos
volateis responsaveis pelo odor adocicado liberado pelas flores de Forsteronia, da mesma
forma que em Aspidosperna australe Mill.Arg. (Demarco 2005). Isso indica a necessidade de
estudos mais abrangentes, envolvendo a observacdo detalhada das espécies no campo, o
acompanhamento de sua fenologia e dos seus polinizadores, para garantir a ocorréncia e
localizagdo dos osmoforos em espécies de Apocynaceae.

Os coléteres calicinais serdo publicados juntamente com os resultados obtidos para os
coléteres de Prestonia coalita (Vell.) Woodson (Rio 2001), de forma a estabelecer uma

comparacao estrutural entre os coléteres florais de espécies pertencentes a diferentes tribos.
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5. A caracterizagdo anatémica do ginostégio de Forsteronia confirma o recente posicionamento
do género na tribo Mesechiteae?

Frente ao reposicionamento do género na tribo Mesechiteae, procurou-se identificar
elementos anatémicos florais que corroborassem essa alteracdo em sua classificacdo supra-
genérica.

A estrutura do ginostégio constitui um aparato especializado para a polinizagdo por
insetos com lingua longa nas espécies de Forsteronia. A epiderme em palicada que reveste a
cabeca do estilete, 5-lobada, produz uma substancia viscosa que facilita o transporte do pélen
pelo polinizador. A estrutura do ginostégio provavelmente dificulta a ocorréncia de
autopolinizagdo em Forsteronia.

A cabeca do estilete das espécies de Forsteronia apresenta cinco projecoes laterais,
formadas pela proliferacdo das células parenquimaticas do corpo principal, que estdo adnatas
ao conectivo dos estames através de cimentacdo das paredes das células epidérmicas de
ambas as estruturas. A zona de adesao entre a cabeca do estilete e os estames é dividida em
duas partes, uma envolvida com a produc¢ao e acumulo da secre¢éo e outra com o processo de
adnacao. Essas caracteristicas do ginostégio, associadas a ocorréncia de coléteres calicinais
sésseis em Forsteronia, corroboram a exclusdo do género da tribo Apocyneae e o seu
reposicionamento em Mesechiteae.

Os dados anatémicos sdo de grande importadncia para a confirmagdo dos resultados
obtidos em estudos filogenéticos com base em dados moleculares. Esses estudos adquirem
maior consisténcia quando realizados em conjunto com uma matriz de dados morfoldgicos e
anatdémicos, o que evidencia a relevancia do conhecimento gerado pelos estudos estruturais.
Além disso, é possivel estudar a evolucao de caracteres anatémicos em grupos onde estudos
filogenéticos baseados em dados moleculares ja foram realizados.

Os resultados referentes a estrutura da cabeca do estilete serdo publicados em conjunto

com aqueles obtidos pelo Dr. André Olmos Simbes para as demais espécies da tribo
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Mesechiteae, de forma a corroborar a inclusdo de Forsteronia nessa tribo, como ja foi indicado

pelo estudo filogenético (Simdes et al. 2004).

6. Perspectivas

Uma abordagem quimica associada a estrutural seria muito interessante para o

prosseguimento das pesquisas envolvendo espécies de Forsteronia. Uma grande quantidade

de idioblastos secretores de compostos fendlicos foi observada em praticamente todos os

orgaos vegetativos e florais analisados das espécies de Forsteronia. Esse tipo de idioblasto €

comum nas espécies da tribo Mesechiteae (Simbes 2004, Demarco 2005).

Dentre os varios compostos quimicos provenientes do metabolismo secundario

recentemente indicados como substancias biologicamente ativas e/ou isolados a partir de

extratos de folhas, cascas e raizes de diferentes espécies de Apocynaceae, 0s compostos

fendlicos, em especial os flavondides, sdo importantes do ponto de vista farmacolégico. Uma

série de utilidades populares e atividades funcionais ja comprovadas em testes laboratoriais

tiveram sua eficiéncia atribuida a presenca desses compostos em diversas espécies, entre elas

Forsteronia refracta (tabela 1).

Tabela 1. Utilidades e atividades funcionais atribuidas a presenca de compostos fendlicos em espécies de

Apocynaceae.

espécie

compostos isolados

utilidades e/ou atividades

referéncia

Alstonia bonei
Apocynum vernetum
Poacynum hendersonii
Carissa carandas
Carissa edulis
Forsteronia refracta

Peltastes peltatus

Tabernaemontana divaricata

Trachelospermum jasminoides

flavonoides
fendlicos totais e
flavonoides

acidos fendlicos e
flavonoides
fendlicos sollveis e
lignanas
flavonéides

flavonéides e
taninos

acidos fendlicos e
taninos

lignanas

antioxidante

supressao de tumores, redugdo da
pressdo arterial e recrutamento de
radicais livres

anti-escorbuto, digestivo, anti-
helmintico, adstringente e carditdnico
diurética

inibidor da proliferagdo de células
cancerigenas
anti-mutagénica

remédios anti-cancer, aplicagdo em
feridas e partes inflamadas do corpo;
antiinflamatdria

anti-bronquite, anti-reumatico e anti-
cancer

Oke & Hamburger (2002)
Ma et al. (2003)

Siddiqui et al. (2003)
Nedi et al. (2004)

Smith et al. (2005)

Horn & Vargas (2003)

Henriques et al. (1996)

Nishibe (1994)
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Ha poucos dados sobre os compostos quimicos presentes em espécies de Forsteronia
na literatura especializada consultada. Uma dnica referéncia ao uso popular de uma planta
pertencente a esse género, Forsteronia cf. gracilis, foi obtida na Flora Medicinal das Guianas;
no entanto, percebe-se que a determinacdo da espécie em questdao € imprecisa e nao ha
detalhamento sobre os compostos ativos responsaveis pelo efeito descrito (DeFilipps et al.
2004). Recentemente, um flavonoide (kaempferol) com atividade inibitéria especifica contra um
ativador da mitose celular foi isolado a partir de extratos de Forsteronia refracta Mull.Arg.,
revelando uma propriedade contra proliferacao de células cancerigenas (Smith et al. 2005). Fica
evidente a importancia de investigar a presenca de flavondides em outras espécies de
Forsteronia, frente a possibilidade de identificar compostos com fungdes bioldgicas importantes.
Além disso, faltam dados quimicos sobre quase todas as espécies pertencentes a tribo
Mesechiteae (Endress & Bruyns 2000), onde o género foi recém posicionado (Simdes et al.
2004). Dessa forma, a analise de extratos obtidos de espécies de Forsteronia poderia também
contribuir para o conhecimento dos metabdlitos secundarios encontrados na tribo Mesechiteae.

Considerando-se a identificagcdo prévia da presenga de compostos fendlicos nas folhas
de espécies de Forsteronia, seria interessante realizar uma estimativa da quantidade desses
idioblastos nas folhas das diferentes espécies e verificar se esse valor é correspondente a
quantidade de fendlicos totais e de flavondides encontrada em extratos obtidos a partir das
mesmas plantas. Além disso, tendo em vista que a concentragdo desses compostos pode variar
ao longo das estagbes do ano (Ma et al. 2003), um estudo envolvendo coletas em todas as
estacdes poderia definir em qual época a concentracdo de compostos nos extratos € maior e,
assim, direcionar futuras coletas para experimentos quimicos e farmacoldgicos.

A comprovagado da existéncia de uma relagdo entre os compostos identificados em
analises estruturais e a concentracdo de compostos em extratos levaria ao estabelecimento de

uma nova abordagem para a selecdo de espécies-alvo para estudos quimicos e
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farmacoldgicos, além de uma nova aplicagao para os produtos gerados por estudos anatémicos

e histoquimicos.
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