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ABSTRACT

Rodriguezia venusta is an orchid with ornamental potential, native to Brazil and
Peru. This specie belongs to subtribe Oncidiinae that is in Epidendroideae, the
notorious biggest Orchidaceae’s subfamily. Although the wide morphology and
taxonomy studies on this family, the works concerning anatomy are rare, specially
focusing the secretory structures, in order that is the objective of the present work.
Floral buds, bracts and expansion leaves samples were carried out to microscopy
analysis. In the abaxial side of the bract subtending each flower, especially at the
portion of they insertion, there are material secreting trichomes that react positive
to carbohydrates and mucilage histochemical tests. Due the probable lubricant
action of this secretion during the floral bud growth passing over the bract, it 1s
expected that “colleters” is the most convenient term to designate these structures.
In the flowers, the stigmatic and transmitting tissues have similar cellular types
characterized by the elongated shape. The cellular unions only at the terminal walls
give a net shape to the structure. In the intercellular spaces copious secretion occurs
constituted predominantly of mucilage. There is a cuticle on the stigma surface and
at the canal delimited by transmitting tissue in it apical region. In addition, R.
venusta has extrafloral nectaries in the growing leaves and in the floral bud
subtending bract, and also a floral nectary inserted at the lip base. The extrafloral
nectaries are anatomically similar, whereas floral nectary is more complex

structurally, being covered by nectariferous trichomes.



RESUMO

Rodriguezia venusta ¢ uma orquidea com potencial ornamental nativa do Brasil e
do Peru. Pertence a subtribo Oncidiinae que se encontra na subfamilia
Epidendroideae que €, de longe, a maior subfamilia de Orchidaceae. Apesar desta
familia ser amplamente estudada quanto a morfologia e taxonomia, sdo raros 0s
trabalhos de anatomia, principalmente em se tratando de estruturas secretoras,
como se levou a cabo no presente trabalho. Amostras de botdes florais, bracteas e
folhas em expansdo foram processadas para a microscopia ¢ analisadas. Na face
abaxial da bractea que subtende cada flor, em especial na regido de sua insercao,
encontram-se tricomas que secretam material que reage positivamente a testes para
deteccdo de carboidratos e mucilagem. Como, provavelmente, esta secre¢do atua
como lubrificante durante o crescimento do botdo floral sobre a bractea, concluiu-
se que a denominacdo “coléteres” ¢ a mais adequada neste caso. Em se tratando das
flores, os tecidos estigmatico e transmissor sdo constituidos por tipos celulares
semelhantes, que se caracterizam pela presenca de células alongadas que se
mantém unidas por suas paredes terminais, formando assim uma estrutura
reticulada. Nos espagos intercelulares ocorre copiosa secre¢do predominantemente
mucilaginosa. Na superficie do estigma e na por¢do apical do canal delimitado pelo
tecido transmissor, ocorre uma cuticula. R. venusta possui também nectarios
extraflorais nas folhas em expansdo e na bractea que subtende os botdes, além de
um nectario floral que se insere na base da face abaxial do labelo. Os nectarios

extraflorais sdo anatomicamente semelhantes entre si enquanto o nectario floral é



estruturalmente mais complexo e revestido por uma epiderme constituida por

tricomas nectariferos.



INTRODUCAO GERAL

A atividade secretora € inerente a todas as células vivas (Roshchina & Roshchina,
1993), mas muitas células ou tecidos apresentam especializa¢cdes decorrentes de
processos de diferenciacdo que auxiliam ou otimizam essa atividade (Carvalho &
Recco-Pimentel, 2007).

Em plantas, existem estruturas secretoras especializadas com diferentes graus
de complexidade, desde idioblastos e tricomas unicelulares até conspicuas
estruturas multicelulares vascularizadas (Metcalfe & Chalk, 1950; Fahn, 1979). Na
identificagdo das estruturas secretoras sdo utilizados diversos parametros, como a
natureza quimica do produto de secrecdo, a morfologia da estrutura, sua localizagéo
no corpo da planta e a atuagdo fisiologica e, caso exista, ecoldgica na planta (Esau,
1976; Fahn, 1979; Schmid, 1988). Assim sendo, nectarios sdo estruturas secretoras
de néctar enquanto hidatodios secretam agua. Algumas estruturas superficiais que
secretam solucdo salina denominam-se glandulas de sal (Fahn, 1979), outras, que
secretam material mucilaginoso ou resinifero denominam-se coléteres (Uphof
1962) ou “squamelae” (Thomas, 1991). Além disso, estruturas secretoras internas
que delimitam espagos isodiamétricos sao denominadas cavidades e, se longos, sdo
denominadas ductos ou canais (Esau, 1976; Dickson, 2000). Dependendo do
produto da secre¢do dessas estruturas tem-se, por exemplo, cavidades ou canais
mucilaginosos, resiniferos e oleiferos (Castro & Machado, 2004). Em plantas
carnivoras, dentre outros tipos de estruturas secretoras, ocorrem as glandulas

digestivas que secretam enzimas que digerem o animal capturado (Fahn, 1979). Em



flores perfumadas, ocorrem estruturas produtoras de aroma, os osmoforos, em
outras ocorrem elaidforos, que sdo estruturas secretoras de oleos fixos (Endress,
1996).

A medida que os estudos sobre as estruturas secretoras se avolumam e
aprofundam, fica mais evidente a sua importancia. Por exemplo, dentre as
angiospermas, a secrecdo produzida pelo estigma ¢ utilizada na hidratacdo e
fornecimento de nutrientes para o grao-de-polen (Cruden & Lyon, 1985) sendo,
portanto, essencial para o ciclo de vida da planta. Em se tratando da importancia
para o homem do material secretado pela planta, os aromas utilizados em
perfumaria, nas industrias cosmética, farmacéutica e de alimentos (Simdes &
Spitzer, 2000), a produ¢do de mel em apiarios, onde a matéria-prima ¢ o néctar
obtido e regurgitado pelas abelhas operarias (Roubik, 1989) e o latex obtido dos
laticiferos da seringueira, a Hevea brasiliensis (Fahn, 1979), sdao alguns exemplos
da importancia econdmica das estruturas secretoras.

Também, as estruturas secretoras sdo muitas vezes caracteristicas valiosas
nos estudos taxondmicos, quando se analisa a sua anatomia, a natureza da secre¢do
e a posi¢do na planta (Solereder, 1908). Sabe-se que um tipo de estrutura secretora
pode se originar a partir de outro tipo (Fahn, 1988), e a analise de forma comparada
das estruturas secretoras em um grupo taxondmico pode levar a inferéncias
evolutivas de especializagdo de fungdo e interagdo ecologica.

Orchidaceae ¢ uma das maiores familias de angiospermas, com cerca de
19.500 espécies (Dressler, 1993) e o Brasil ¢ um dos paises com maior diversidade
de orquideas (Toscano-de-Brito & Cribb, 2005). As flores das orquideas sdo
epiginas, trimeras, geralmente possuindo uma pétala modificada, denominada
labelo. Esta pétala ¢ originalmente superior, entretanto, em muitas espécies ocorre

um movimento que direciona esta pétala para baixo, fendmeno denominado



ressupinag¢do (Dressler, 1993). As flores sdo zoofilas, e possivelmente as abelhas
sdo os agentes polinizadores mais freqiientes. Em algumas espécies pode haver
autogamia (Van Der Pijl & Dodson, 1966).

Segundo o sistema de classificagdo proposto por Dressler (1993),
Orchidaceae ¢ subdividida em cinco subfamilias: Apostasioideae e Cypripedioideae
sdo as mais basais, com dois ou trés estames férteis. Spiranthoideae,
Epidendroideae e Orchidoideae sdo as subfamilias monandricas, isto ¢, com um
unico estame fértil, geralmente completamente adnato ao estilete, formando uma
estrutura denominada coluna ou ginostémio. Os grdos de polen sdo pulverulentos
em Apostasioideae, porém em algumas espécies de Cypripedioideae e na grande
maioria das orquideas monandricas, os graos de polen sdo dispersos em massas
bem definidas, denominadas polinias.

Cameron et al. (1999), utilizando sequéncias nucleotidicas de rbcL,
propuseram algumas modifica¢des no sistema de Dressler (1993), que basicamente
consistem na criacdo da subfamilia Vanilloideae que passou a abrigar trés subtribos
anteriormente atribuidas a Epidendroideae; e a dissolugdo de Spiranthoideae, cujos
representantes foram distribuidos entre Orchidoideae e Epidendroideae. Em ambos
os sistemas de classificagdo, Epidendroideae ¢ de longe a maior ¢ mais diversa
subfamilia, com mais de 15.500 espécies em cerca de 570 géneros. E também nessa
subfamilia que se encontram as maiores dificuldades de classificacdo e
interpretacdo filogenética (Cameron et al., 1999), sugerindo a necessidade de um
acumulo de informacgdes sobre este grande grupo.

Apesar do grande nimero de espécies e da riqueza de diversidade de formas,
pouca atenc¢do tem sido dada as estruturas secretoras das orquideas, em especial ao
seu aspecto estrutural. Com o intuito de contribuir para o conhecimento das

estruturas secretoras nas orquideas, este trabalho teve como objeto de estudo



Rodriguezia venusta (Lindl.) Rchb. f. uma orquidea epifita com potencial
ornamental, pertencente a subtribo Oncidiinae, localizada na tribo Maxillarieae da
subfamilia Epidendroideae (Dressler, 1993). No presente trabalho realizaram-se
estudos anatomicos e histoquimicos das estruturas secretoras de R. venusta.
Também, frente as dificuldades na execugdo das atividades de inclusio em
parafina, foi desenvolvido um equipamento barato que substitui a dispendiosa

estufa de inclusdo de parafina sob vacuo.

Esta tese esta organizada em quatro capitulos. Sdo eles:

Capitulo 1 — “Inexpensive alternative equipment for plant material
embedding in paraffin under vacuum”, tratando-se de um artigo aceito para

publicagdo na revista Brazilian Archives of Biology and Technology:

Capitulo 2 — “Structural and histochemical characterization of the colleters of
Rodriguezia venusta (Lindl.) Rchb. f (Orchidaceae)”, tratando-se de um artigo

submetido a revista Australian Journal of Botany;

Capitulo 3 — “Ontogenia e histoquimica do tecido estigmatico e transmissor
de Rodriguezia venusta (Lindl.) Rchb. f (Orchidaceae)”, que sera traduzido para

inglés e formatado para submissdo na revista American Journal of Botany;

Capitulo 4 — “Anatomia e histoquimica dos nectarios de Rodriguezia venusta
(Lindl.) Rchb. f. (Orchidaceae)”, que sera traduzido para inglés e formatado para

submissdo na revista Annals of Botany.



Apos estes capitulos, sdo apresentadas as consideracdes finais e as
perspectivas de todo o trabalho realizado, onde sdo discutidas conjuntamente e de

forma sintética as informagdes aqui obtidas.



CAPITULO 1

Inexpensive alternative equipment for plant material

embedding in paraffin under vacuum

Carlos André Espolador Leitao & Angelo Luiz Cortelazzo
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Inexpensive Alternative Equipment for Plant Material
Embedding in Paraffin under Vacuum.

Carlos André Espolador Leitdao'~" and Angelo Luiz Cortelazzo’

'Departamento de Ciéncias Naturais; UESB - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia; Estrada do Bem
Querer, Km04; Vitéria da Conquista — BA - Brasil; 45.083-900; candreel@yahoo.com.br; *Programa de Pés-
Graduagdo em Biologia Celular e Estrutural; Unicamp; *Departamento de Biologia Celular; Unicamp; Campinas
— SP — Brasil; 13.083-863; angelo@unicamp. br

ABSTRACT

The present work describes an equipment constructed using inexpensive material, for embedding plant
material in paraffin under vacuum, using an oven and a vacuum pump. The equipment was tested using
samples of Rodriguezia venusta (Orchidaceae) buds embedded in paraffin, where half of the samples
were submitted to vacuum by the equipment during embedding. The material was sectioned with a rotary
microtome, obtaining full series of quality sections. The control was hard to section with the microtome,
obtaining damaged sections due the air bubbles, making ribbon formation difficult. These results prove
the effectiveness of the equipment, make it a practical, cheap and more portable solution for newly

established laboratories.

Kew words: Embedding, paraffin method, plant anatomy, technique in microscopy

INTRODUCTION

Paraffin embedding is a crucial step in preparing
permanent slides of material sectioned with a
microtome. For a structural study based on serial
sections, it is necessary to have good sectioning,
so as to easily obtain ribbons of sections and
therefore preserve the full series. The inclusion of
compact plant organs is usually easy, but
structures with many trichomes or air bubbles, as
occurs in buds, frequently are difficult to embed.
There are many models of vacuum ovens but this
equipment is expensive and bulky, and often
inaccessible to newly established laboratories or
field laboratories. Alternative methodologies can
provide several facilities and efficient results
contributing to the enhancement of research in
developing countries (Jorddo & Takaki, 1986;
Takaki, 1987). Thus the objectives of this study
were to construct a low cost equipment that could
maintain paraffin in liquid state at a controlled
temperature and under vacuum and to analyze the
equipment’s efficiency to obtain easily sectioned
material forming ribbon of serial sections during
microtomy.

* Author for correspondence

MATERIALS AND METHODS

Equipment construction

To make the equipment, we employed a thick
glass transparent 500mL flask with a wide mouth
and, a flexible, copper tube, Smm wide and 1m
long, a portion of %2 inch PVC pipe, three rubber
stoppers and 1m of latex tubing. The equipment
was mounted as in figures 1A and 1B schematic
drawings. The PVC pipe was sawed to fit
vertically in the wide mouthed flask, which was
covered with the large stopper, so that the pipe
rested on the flask bottom and was supported by
the contact with the stopper. Using a hot nail, three
holes were made near the top of the PVC pipe.
These holes should remain free even after
plugging the pipe. Holes were made through the
large stopper and a small one. This smaller one
was introduced firmly in the upper end of the PVC
pipe and the portion of the stopper rising above the
pipe was cut off with a blade. The copper tube was
threaded through the two stoppers, coupling them.
The bottom of the PVC pipe was closed with a
stopper, without hole (see figs. 1A and 1B).

10
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Figure 1 - Diagrams of the equipment for paraffin embedding under vacuum. A) General view of the mounted
equipment without the embedding samples. B) Internal components of the equipment before the mounting. C) Wide
mouth flask sectioned longitudinally, with the mounted equipment, showing the arrangement of the penicillin flasks,
containing the samples being embedded. The traced lines indicate internal edges of components. CT- copper tube;
H- hole; LS — large stopper; PF- penicillin flask; PVC- % inch PVC pipe; SS- smaller stoppers; WMF- wide

mouthed flask.

Operating the equipment

To test the equipment’s efficiency, flower buds of
Rodriguezia  venusta  (Lindl.)  Rchb. f

(Orchidaceae) were collected, fixed in FAAs,
(Johansen, 1940) dehydrated in a graded
ethanol/tertiary butanol series and embedded in
butanol and paraffin (1/1). The embedding paraftfin
baths occurred with the samples packed in
penicillin flasks. The flasks containing the samples
embedded in tertiary butanol and paraffin were
covered and placed in an oven, at 59°C. Two hours
later, the covers were removed and the flasks
returned to the oven, for 6 hrs. At the first pure
paraffin bath, they were placed, with the help of
clawed tweezers, inside a previously heated
500mL flask (Fig. 1C). The copper tube was
introduced into the oven trough the hole made to
pass a thermometer. The large flask, containing the
penicillin flasks was placed in the oven and
stopped. The copper tube outside the oven was
connected to the vacuum pump
(Primar®, mod.141) with latex tubing. When the
paraffin was liquefied, the vacuum pump was

turned on (Fig. 2) with vacuometer registering
50cmHg. After bubble formation, the latex tubing
was clamped and the vacuum pump turned off,
leaving the flask in the oven for 2hrs before
opening the oven. The material was embedded in
paraffin with 4% beeswax in paper trays, making
paraffin blocks.

The control material was identically processed but
without the vacuum step. The procedure was
performed five times and at least three hundred
sections (8um thick) were obtained for each one,
with a rotary microtome.

The paraffin was removed using xylol and the
sections were hydrated in a regressive ethanol
series, stained with Toluidine Blue (Colour Index
52040) in Mcllvaine buffer at pH4,0 (O’Brien and
McCully, 1981), washed in distilled water and air
dried. The slides were mounted with Canada
balsam (Berlyn and Miksche, 1976) and observed
with a light microscope.

11



Figure 2 - Diagram of the mounted equipment showing the oven and the vacuum pump. CT- copper tube; LT- latex
tubing; O- oven;, TH- hole originally made for passing a thermometer, VP- vacuum pump; WMF- wide mouthed
flask, mounted with the samples.

Figure 3 - Photographs showing the paraffin blocs with samples, cut with a rotary microtome, and the ribbons of
sections extending over the knife. A) Bloc of material submitted to vacuum during paraffin embedding. B) Control
not submitted to vacuum during embedding.

RESULTS AND DISCUSSION repetitions (Fig. 3A). However the control material
was very difficult to section, presenting many

The sections of material embedding in paraffin  large, deep air bubbles (Fig. 3B). Sectioning the
under vacuum, formed ribbons easily, making it  paraffin blocks with bubbles, it was practically
possible to attain the full series, in the three

12



impossible to obtain ribbons, making it impossible
to obtain a full series of sections.

After staining and mounting the slides, the
sections of the material not submitted to vacuum
during the paraffin embedding was inferior in
quality with less information due, mainly, to the
loss of many sections.

The construction of the vacuum embedding
equipment described in this work is inexpensive
and quickly mounted, using material easy to find.
The operation is also easy, although care must be
taken to avoid tipping over the penicillin flasks,
especially when moving, or opening and closing
the large flask. Despite the fact that sections were
attained with both procedures, the fact that a full
series could not be obtained for those not
embedded under vacuum, makes this procedure
highly desirable.

The equipment for paraffin embedding under
vacuum presented here is the best option for
obtaining a full series of plant material with air
pockets, such as buds.
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RESUMO

O presente trabalho apresenta um equipamento
feito com material barato, destinado a infiltragdo
de material botdnico em parafina sob vacuo,
utilizando-se uma estufa e uma bomba de vacuo. O
equipamento foi testado utilizando-se amostras de
botdo floral de Rodriguezia venusta (Orchidaceae)
incluidas em parafina, metade das quais fo1
submetida ao vacuo pelo equipamento durante a
infiltragdo. O material foi seccionado em
microtomo rotativo, obtendo-se séries completas
de cortes de boa qualidade das amostras
submetidas ao vacuo. O controle foi de dificil
seccionamento, obtendo-se cortes danificados pela
presenga de bolhas de ar, dificultando assim a
formacdo de fitas. Estes resultados comprovam a
eficacia do equipamento proposto, sendo este uma
solucdo pratica, barata e portatil para laboratorios
em inicio de estruturacdo.
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Abstract. Colleters are secretory structures present in many dicotyledon families,
but probably have not yet been reported for the Orchidaceae. However, the orchid
Rodriguezia venusta was observed to possess secretory trichomes on the adaxial
side of the bracts subtending floral buds that can be interpreted as colleters. The
present work describes the anatomy and histochemistry of such structures. These
bracteal trichomes are multicellular, uniseriate, and densely spaced near the region
where the bract attaches to the inflorescence. The secretions of these trichomes are
mucilaginous and apparently constituted by carbohydrates, and they appear to act
as a lubricant that facilitates the young floral bud to slide over the bract as it grows.
In light of these characteristics, it is proposed that these secretory trichomes should

be considered “colleters™.
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Introduction

According to Esau (1977), colleters are appendices or multicellular trichomes that
produce mucilaginous secretions. The term “colleter” comes from the Greek word
“colla”, referring to the tacky characteristics of the secretions (Thomas 1991),
which are composed of mucilaginous compounds and/or resins (Uphof 1962).

In spite of the fact that these structures have been reported in many
dicotyledon families (Wilkinson 1988; Thomas 1991), such as Rubiaceae (Lersten
1974), Apocynaceae (Thomas and Dave 1989), Rhyzophoraceae (Lersten and
Curtis 1974), Caricaceae (Decraene and Smets 1999), and Turneraceae (Gonzalez
1998), no published reports have been found pointing the existence of colleters in
the Orchidaceae or in another monocotyledon family.

Rodriguezia venusta is an epiphytic orchid native to Brazil and Peru
(Griffiths 1994) that has secreting trichomes of mucilaginous material, on the
adaxial side of the bracts that subtend each flower. The present work describes the
trichomal structure, the histochemistry of the trichomes and of their secretory

material, and discusses their identification as colleters.

Materials and Methods
Specimens of Rodriguezia venusta (Lindl.) Rchb. f were collected from a riparian
forest located in the municipality of Barra do Choca, Bahia State, Brazil
(14°53°26”S x 40°32°37”W) at 778m AMSL and cultivated in a greenhouse.
Voucher specimen was deposited at the herbarium (VIC) of the Biology
Department of the Federal University of Vigosa — Brazil under number 31,027..

The samples were collected in November 2005. Expanded bracts subtending

floral buds four to six millimeter long were removed with a razor blade, fixed in
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formalin-acetic acid-alcohol (FAA) for 24hr and stored in 70% ethanol (Johansen
1940). To increase the infiltration, the samples in fixative solution were submitted

to vacuum during fixation.

Light microscopy

Bract samples were dehydrated either in ethanol for embedding in Leica
Historesin®, or through a tertiary butyl alcohol series for embedding in paraffin.
These samples were subsequently sectioned both longitudinally and transversely at
2 and 8 pum thicknesses, respectively. Staining and histochemical analyses were
performed as follows: toluidin blue (Colour Index — C.I. 52040) 0.025% in
Mcllvaine buffer at pH 4.0 (Vidal 1977) for structural analysis and histochemical
inferences by metachromasia; PAS reaction (Maia 1979) for detecting total
polysaccharides; iodine and potassium 1odide solution (Johansen 1940) for
detecting starch; 5% tannic acid and 3% ferric chloride (Pizzolato and Lillie 1973)
for detecting mucilage; 0.1% xylidine ponceau (C.I. 16150) at pH 2.5 (Vidal 1970)
for detecting total proteins; and Sudan black B (C.I. 26150) (Benes 1964) for
detecting lipids. The PAS and acid tannic and chloride ferric tests were carried out
with the control. An Olympus CX21 light microscope equipped with image digital
acquire system was used for viewing the prepared slides and for documentation

purposes.

Scanning electron microscopy

Some of the samples stored in 70% ethanol were re-hydrated, post-fixed in 1%
osmium tetroxide for 24 h, washed in distilled water, dehydrated in a graded
ethanol series, submitted to critical point drying, and subsequently coated with gold

(Bozzola and Russell 1992). A 10kV Jeol JSM-5800 LV scanning electron
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microscope equipped with an image digital acquire system was used for

observation and documentation purposes.

Results
Secretory trichomes were observed on the basal portions of the adaxial sides of the
bracts subtending the floral buds of R. venusta (Figs 1-2). These trichomes were
densely spaced in the mid portion of the bracts where it attaches to the
inflorescence (Figs 3, 4). The trichomes were digitiform, generally uniseriate (Figs
5, 6, 7), composed of a unique basal cell that is the slender portion (Figs. 5, 8), and
distally there were from one to seven cells (Fig. 5) relatively uniform thickness
along their entire length with rounded apices (Fig. 6). The cytoplasm of these
trichomes stained densely with toluidin blue (Fig. 6) and xylidine ponceau (Fig. 7),
and contained numerous small vacuoles. Their nuclei also stained densely, but
nucleoli were not always evident (Fig. 6). The basal cell showed small starch
grains, as did the cells of the adaxial epidermis of the bract (Fig. 9). The cell walls
of the trichomes were thin (Fig. 6) with a thinner cuticle than the epidermal cells of
the bract (Fig. 10). Vascular terminations were not observed near the trichomes.
The entire length of the bract in contact with the flower bud was copiously
covered by secretions produced by the trichomes (Figs 3, 11, 12). This substance
demonstrated strong positive reactions in tests with tannic acid and ferric chloride
(Fig. 11) and PAS (Fig. 12). However, no additional staining was observed with the
other reagents employed (Figs 4-10).

Discussion

The use of the term “colleter” has varied somewhat with different authors due the

criteria utilized to define these secretory structures, like morphology, location and

18



the chemical nature of the secretions. The term colleter has been attributed to
secretory structures formed by emergences constituted by epidermal and
parenchymatic cells in Apocynaceae (Thomas et al. 1989), Rhyzophoraceae
(Lersten and Curtis 1974), and Rubiaceae (Klein ez al. 2004), and sometimes they
may be vascularized (Thomas 1991). The term is also used, however, for trichome
structures that are solely of protodermic origin, such as those that occur on the
bracts, bracteoles and sepals of Chrysosplenium alternifolium (Saxifragaceae)
(Decraene et al. 1998). In Gentianinae (Gentianaceae) trichome-like colleters have
also been described on the leaves, calyx and corolla (Renobales et al. 2001).
Colleters are frequently observed in apical positions, such as the precocious
structures encountered in meristematic regions (Decraene ez al. 1998).

The uniseriate trichomes observed in R. venusta represent simpler structures
than the multi-seriate trichomes observed in Gentianinae (Renobales et al. 2001).
However, the trichomes of R. venusta were densely spaced at the base of the bract
and they produced a copious secretion of a material that stained positively with
PAS and in the tests with tannic acid and ferric chloride, the latter being specific
for mucilage. This secretion did not stain with xylidine ponceau, a protein detecting
test. The negative result with sudan black B indicates the absence of lipids or, at
least their insoluble varieties.

In spite of the positive reactions with tannic acid and ferric chloride, no
staining was observed with toluidin blue at pH 4.0, in contrast to the coloration
observed in the mucilaginous idioblasts of Triumfetta semitriloba (Tiliaceae)
(Leitdo et. al. 2005) and in the mucilage produced on the stigma of R. venusta
itself, which stains purple to violet (personal observation). This differential staining
1s attributed to the phenomena of metachromasia, observed when planar molecules

of toluidin blue stack up in response to the large number of closely spaced anionic
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radicals in the sample (Kiernan 1990). In mucilage, these closely spaced anionic
radicals are attributed to acidic sugar molecules such as uronic acids, especially
galacturonic acid (Fahn 1979) and other pectates (Esau 1977; Roshchina and
Roshchina 1993). In the case of the mucilage produced by the bracteal trichomes of
R. venusta, only small quantities of these acidic sugars would seem to be present, as
no metachromatic reaction with toluidin blue was observed (Silva ez al. 1997).

Some functions are attributed to the colleters, such as: protecting
meristematic tissues from desiccation or from predation by animals (Uphof 1962;
Thomas et al. 1989; Thomas 1991); promoting symbiotic associations with bacteria
(Lersten 1975); and influencing apical dominance and phyllotaxis (Williams et al.
1982). Mucilaginous secretions may also serve as lubricant, facilitating the sliding
of one surface over another during growth (Uphof 1962).

The plant organs examined in the present work were not already fully
undifferentiated. The floral buds were approximately 5 mm long and their floral
parts were already well defined. The secretions were abundant on the adaxial
surfaces of the bracts where these made contact with the flower bud. As the
trichomes occurred principally in the region of the bract insertion, probable the
secretions was spread due to the movement of the bud over the bract during floral
growth. Then, these trichomes probably initiated their secretions when the flower
bud was quite small and these secretions have a role in lubricating the contact area
between the bud and the bract. Additionally, the trichomes themselves might serve
as physical buffers between these two surfaces, as has been observed iIn
Gentianaceae (Renobales et al. 2001).

The dense cytoplasm, innumerous small vacuoles, and large nuclei observed
in the bracteal trichomes of R. venusta suggest secretory activity during the phase

analyzed, and we can infer that the colleters secrete mucilage for relatively long
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periods of time during the growth of the floral bud. The presence of small starch
granules within the trichomes may indicate their participation in the secretory
process, but the results presented here are insufficient for a consistent conclusion.
Similar granules have been reported in the epidermal layer of colleters of
Allamanda cathartica (Apocyanaceae) (Thomas and Dave 1989) and associated to
other types of secretory structures, such as transmitting tissue (Ladd ef al. 1996)
and nectaries. These starch granules sometimes show evidence of degradation
during periods of active secretion (Rachmilevitz and Fahn 1973; Subramanian and
Inamdar 1986) but they also may remain apparently intact (Elephteriou and Hall
1983). Complementary studies with younger plants will be necessary to determine
when the bracteal trichomes of R. venusta first initiate their secretion.

Based on the observations presented here concerning the nature of the
mucilaginous secretions, the precocious activity of the trichomes, their presence on
the adaxial surface of the bracts that subtend the floral bud, as well as the visible
action of the secretion as a lubricant between these two contacting surfaces, the use
of the term “colleter” in designating these secretory structures of R. venusta is well

supported.
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Legends and Figures

Figs 1-7. Bracts and secretory bracteal trichomes of Rodriguezia venusta. Fig. 1.
General view of the inflorescence, with floral buds 4-6 mm in length covered by
the bracts that subtend them; bract are indicated (bracket). Fig. 2. Basal portion of
the adaxial face of a bract showing secretory trichomes. Fig. 3. Detail of the
insertion region of the bract, demonstrating dehydrated secretions and densely
spaced trichomes. Fig. 4. General view of the bract and floral bud, with secretory
trichomes (wide arrows). Stain: toluidin blue. Fig. 5. Detail of the insertion region
of the bract, with densely spaced secretory trichomes. Stain: toluidin blue. Fig. 6.
Detailed view of a glandular trichome. Stain: toluidin blue. Fig 7. Detailed view of
densely spaced trichomes. Stain: xylidine ponceau. Legends: br — bract; fb - floral

bud. Bar scales in micrometers.

Figs. 8-12. Secretory bracteal trichomes of Rodriguezia venusta. Fig. 8. Detailed
view of the basal cell of a trichome (bracket). Stain: toluidin blue. Fig. 9. Detailed
view of the base of the densely spaced secretory trichomes near the insertion region
of the floral bract, demonstrating starch granules (arrows). Stain: iodine and
potassium 1odide solution. Fig. 10. As Figure 9, but stained with Sudan black B.
Fig. 11. Wide view of the base of the bract and of the floral bud, with visible
secretions. Stain: tannic acid and ferric chloride. Fig. 12. As Figure 11, but stained

with PAS. Legends: br — bract; fb - floral bud. Bar scales in micrometers.
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RESUMO

O estigma e o tecido transmissor sdo fundamentais para a reproducdo sexuada das
angiospermas, estando envolvidos no estimulo da germinacéo do tubo polinico e na
nutricdo durante o crescimento deste em dire¢cdo ao ovario. Essas estruturas
também podem ser um valioso pardmetro no estudo taxonomico. Rodriguezia
venusta ¢ uma orquidea epifita pertencente a grande subfamilia Epidendroideae,
grupo este de complicada determinag¢do. Este trabalho teve como objetivos
descrever a anatomia e a histoquimica das diferentes fases da ontogenia do tecido
estigmatio e transmissor de R. venusta. Para este fim foram utilizadas amostras
processadas segundo diversas metodologias em microscopia de luz e eletronica de

varredura. Tanto o estigma quanto o tecido transmissor apresentam
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desenvolvimento e atividade secretora precoces, como se pode verificar no botdo
com 4mm. As divisdes celulares cessam quando o botdo atinge 12mm de
comprimento, e a antese se inicia com o botdo com 18mm. Esses tecidos secretam
material predominantemente mucilaginoso enquanto as células ainda estdo se
dividindo e se alongando no sentido longitudinal. A secrecdo ¢ acumulada nos
espagos intercelulares entre as paredes anticlinais das células secretoras, separando
assim umas das outras. Estas permanecem unidas as adjacentes apenas por suas
paredes terminais, conferindo aspecto reticulado ao tecido. O estigma € recoberto
por uma cuticula que se estende em direcdo ao tecido transmissor, revestindo o
canal central ai presente. Na regido do estigma, a cuticula aparenta possuir poros,
possivelmente envolvidos na saida de parte do material secretado. Também ai, nos
espacos intercelulares, ocorrem pequenos corpusculos esféricos que se coram com
o teste para lipidios, proteinas e carboidratos totais. Quando em senescéncia,
observa-se o colapso de todos os tipos celulares e o deslocamento da cuticula do
estigma, entretanto, a secrecdo contida nos espagos intercelulares permanece

reagindo fortemente ao teste para mucilagem.

INTRODUCAO
O estigma e o tecido transmissor sdo partes do carpelo responsaveis pela interagdo
do esporofito com o grdo de polen, isto €, entre as duas fases do ciclo de vida das
angiospermas (Rosen & Thomas, 1970). Portanto, sdo cruciais na reprodugdo
sexuada dessas plantas.

Em muitas espécies, o estigma produz secrecdo contendo carboidratos e
lipidios (Calder & Slater, 1985; Clifford & Owens, 1990), podendo ocorrer também

outros compostos, como proteinas (Calder & Slater, 1985), pigmentos (Heslop-
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Harrison, 1981) e compostos fendlicos (Esau, 1977). Aparentemente, a principal
funcdo do estigma ¢ aderir os graos de pdlen (Heslop-Harrison & Heslop-Harrison,
1982), protegé-los contra dessecacdo (Fahn, 1979) e nutrir, em algum grau, o polen
germinado (Cruden & Lyon, 1985). O tecido transmissor ocorre no estilete,
tratando-se de um tecido diferenciado que liga o estigma ao ovario (Esau, 1977).
Neste tecido podem ocorrer adaptagdes citologicas que conferem caracteristicas de
células de transferéncia, favorecendo o aporte de substancias para o tubo polinico
em desenvolvimento (Rosen & Thomas, 1970).

Os estigmas sdo estruturalmente muito diversos, podendo ser utilizados como
parametro taxondmico (Heslop-Harrison, 1981). Dentre as Orchidaceae, existem
trés tipos morfoldgicos principais: tipo I, caracteristico de Paphiopedilum, convexo
com trés lobos claramente visiveis; tipo II, convexo com papilas digitiformes; e
tipo III, concavo e afunilado. Tais tipos aparentemente exibem uma seqiiéncia
evolutiva correlacionada com o desenvolvimento do polindrio nesta familia
(Dannenbaum et al., 1989). O pistilo das orquideas € tricarpelar e o estigma €
trilobado. O carpelo correspondente ao lobo mediano quase sempre apresenta o
desenvolvimento adiantado em relacdo aos outros dois carpelos e o lobo
estigmatico correspondente a este carpelo é geralmente muito maior que os demais
(Kurzweil, 1987a; 1987b; 1988; 1993).

Nas orquideas monandricas ancestrais, possivelmente a secre¢do estigmatica
produzida era espalhada sobre o inseto polinizador durante a sua visitagdo, agindo
como um adesivo para um grupo de graos de polen. As orquideas consideradas
mais avancgadas desenvolveram estruturas estigmaticas especializadas na adesdo do
polinario, como o viscidio (Dressler, 1993). O estigma também pode atuar
ecologicamente como nectario floral, como se verifica nos géneros Aceras e

Himanthoglossum (Dahlgren & Clifford, 1982). Porém, em se tratando das
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caracteristicas anatdmicas dos tecidos estigmatico e transmissor nas orquideas,
infelizmente se verifica uma grande caréncia de informagdo, sendo incomuns 0s
trabalhos que abordam essas estruturas de forma mais aprofundada.

Rodriguezia venusta ¢ uma orquidea epifita nativa do Brasil e do Peru
(Griffiths, 1994). O género Rodriguezia possui 40 espécies, sendo pertencente a
subtribo Oncidiineae, da subfamilia Epidendroideae, que apresenta grande
diversidade e que abriga mais da metade dos géneros e espécies de Orchidaceae
(Dressler, 1993).

No intuito de contribuir para um melhor entendimento das caracteristicas
anatomicas florais e, conseqiientemente, da biologia reprodutiva das orquideas, o
presente trabalho teve como objetivos caracterizar a anatomia do estigma e do
tecido transmissor de R. venusta, e descrever suas modificacdes no decorrer da
ontogenia da flor detectando, mediante a utilizagdo de testes histoquimicos,

algumas classes de substancias nas diferentes fases de desenvolvimento.

MATERIAL E METODOS
Foram utilizados espécimes de Rodriguezia venusta (Lindl.) Rchb. f. ortundos de
uma mata de galeria localizada no municipio de Barra do Cho¢ca — BA, Brasil
(14°53°26°S; 40°32°37”W, 778m de altitude) e cultivados em casa de vegetagdo. O
material testemunha foi depositado no Herbario pertencente ao Departamento de
Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa (VIC) — MG, Brasil, sob o
numero N°: 31.027.

Amostras da coluna de botoes florais com 4 a 14mm de comprimento, de
botdes em inicio de antese (18-20mm), de flores recém abertas e de flores abertas

apos 4 a 9 dias, foram fixadas em FAAs, por 24h e estocadas em etanol 70%
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(Johansen, 1940). Durante a fixa¢do, as amostras foram submetidas ao vacuo, para
garantir uma maior penetracdo do fixador. O comprimento do botdo tratado neste
trabalho desconsidera o pedicelo, isto €, trata-se da medida do receptaculo ao apice

do botao.

Microscopia de luz. As amostras foram desidratadas em série etilica para inclusdo
em Historesin® Leica, ou em série etilica/butilica terciaria para inclusdo em
parafina sob vacuo (Leitdo & Cortelazzo, in press), sendo obtidos cortes seriados
longitudinais e transversais de 2 e 8um respectivamente, segundo metodologia
usual (Berlyn & Micksche, 1976). Para a coloragdo e histoquimica, foram
utilizadas as seguintes técnicas: Azul de toluidina (Colour Index — C.I. 52040)
0,025% em tampao Mcllvaine pH4,0 (Vidal, 1977), para caracterizacdo estrutural e
obtencdo de metacromasia; reagdo PAS com o controle adequado (Maia, 1979),
para deteccdo de carboidratos totais; lugol (Johansen, 1940), para detec¢do de
amido; acido tanico 5% e cloreto férrico 3% com o controle adequado (Pizzolato &
Lillie, 1973), para evidenciagdo de mucilagem; xylidine ponceau (C.I. 16150) 0,1%
pH 2.5 (Vidal, 1970), para evidenciagdo de proteinas totais e sudan black B (C.I.
26150), (Pearse, 1980 modificado; Benes, 1964 modificado), para localizagcdo de
lipidios.

Para montagem das laminas, utilizou-se balsamo-do-canada (Berlyn &
Miksche, 1976), gelatina glicerinada (Kaiser, 1880) ou agua (Johansen, 1940),
segundo a metodologia utilizada.

Para andlise e documentagdo fotografica, utilizou-se um microscopio

Olympus CX21, equipado com recurso de captura de imagem digital.
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Microscopia eletronica de varredura. Amostras de estigmas de flores recém-
abertas estocadas em etanol 70% foram re-hidratadas, pos-fixadas em tetroxido de
osmio 1% por 24h, lavadas em agua destilada, desidratadas em série etilica,
submetidas ao ponto critico do CO, e a posterior deposicdo catdédica com ouro
(Bozzola & Russell, 1992). Para observagdo e documentacdo fotografica, utilizou-
se um microscopio eletronico de varredura Jeol JSM-5800 LV, a 10KV, equipado

com sistema de captura de imagens digital.

RESULTADOS

No botdao com 4 a Smm (figs. 1-8), a coluna apresenta sua por¢do terminal com
desenvolvimento mais adiantado (fig. 1). A cavidade do estigma ¢€ nitida, o estilete
¢ relativamente curto apresentando um canal central colabado e a cavidade do
ovario ¢ ampla, com as placentas em inicio de desenvolvimento (fig. 2). Os tecidos
estigmatico e transmissor ja iniciaram o seu desenvolvimento, sendo constituidos
por células secretoras cubicas, pouco vacuolizadas, com citoplasma densamente
corado, nucleo relativamente grande, com cerca de quatro nucléolos (figs 3, 4) e
pequenos graos de amido presentes no citoplasma. Essas células ocorrem em trés
camadas, sendo subtendidas por cerca de trés camadas de células mais estreitas no
sentido periclinal, também pertencentes aos tecidos estigmatico e transmissor e
aqui denominadas células de transicdo (fig. 4). Observam-se divisdes
predominantemente periclinais em todas as camadas (figs. 3, 4). Entre as células,
em especial no canal central e entre as paredes anticlinais, ja se observa alguma
secrecdo birrefringente (fig. 5) que se cora fortemente com azul de toluidina (figs.
3, 4), e que reage positivamente com acido tanico e cloreto férrico (fig. 6) e

também com o teste PAS (fig. 7). Externamente as células superficiais do estigma e
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da abertura do tecido transmissor no dpice do ovario, ocorre secre¢do de aspecto
granuloso que se cora com o PAS (fig. 7) e com o xylidine ponceau (fig. 8).

As demais células parenquimaticas da coluna s3o relativamente maiores,
1sodiamétricas, contendo grdos de amido maiores do que o das células dos tecidos
estigmatico e transmissor.

No botdo com 7mm, os tecidos estigmatico (fig. 9) e transmissor (fig. 10)
encontram-se com suas células alongadas, sendo as da camada superficial do
estigma mais curtas (fig. 9). Nessa regido, ocorre uma cuticula que se cora com
sudan black B (fig. 11). No estigma e no tecido transmissor ocorrem amplos
espacos intercelulares, células unidas por suas paredes terminais, em geral a quatro
ou mais células adjacentes, conferindo aspecto reticulado ao tecido (figs. 9, 10). A
secrecdo presente nesses espacos, assim como no canal delimitado pelo tecido
transmissor, apresenta cor arroxeada (metacromasia) apds coloragcdo com o azul de
toluidina (fig. 10), e reage fortemente com o PAS (fig. 12). Nas camadas de células
de transicdo ainda ocorrem divisdes periclinais (fig. 13). Ja no parénquima
subjacente prevalecem as divisdes anticlinais que geralmente ocorrem na por¢ao
basal da coluna (fig. 14).

No botdo com 9mm, torna-se nitida a ocorréncia de corpusculos esféricos no
tecido estigmatico que se coram diferencialmente com xylidine ponceau (fig. 15),
que reagem fortemente com o sudan black B (fig. 16), e que se coram também
diferencialmente com o PAS (fig. 17). Tais estruturas ndo se coram com o azul de
toluidina. A secre¢do presente nos espagos intercelulares cora-se menos com azul
de toluidina, exceto na regido em torno das células, onde permanece arroxeada pela
metacromasia, birrefringente e de aspecto fibrilar (fig. 18). Sobre as células da
camada superficial do estigma, observa-se material de aspecto fimbriado que reage

com o PAS (fig. 17) e se cora fortemente com o azul de toluidina (fig. 19). A
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cuticula praticamente ndo se cora com este corante. Em alguns cortes, observa-se
material corado com xylidine ponceau na superficie do estigma (fig. 20). A cuticula
aparenta uma espessura maior que aquela observada na fase anterior e se prolonga
até o terco apical do estilete (fig. 21), revestindo a superficie interna do canal
central do tecido transmissor.

As divisdes mitoticas na coluna cessam quando o botdo atinge 12mm e a
antese se Inicia quando o botdo atinge cerca de 18mm. Neste estagio, a secrecdo
presente nos espacos Intercelulares dos tecidos estigmatico e transmissor
praticamente ndo se cora mais com o azul de toluidina, sendo visivel a parede
dessas células, que se cora fracamente com este corante (fig. 22). No entanto, a
secrecdo permanece reagindo fortemente com o PAS (fig. 23) e com o acido tanico
e cloreto férrico (fig. 24). As células dos tecidos estigmatico (figs. 23, 24) e
transmissor encontram-se mais alongadas, sendo extremamente finas e com o
nucleo também alongado no tecido transmissor do estilete (fig. 22). Os graos de
amido encontrados nas células desses tecidos sdo inconspicuos.

Na flor recém aberta (figs. 25-30), isto €, no dia seguinte apds o inicio da
separacdo das pecas do perianto, ndo se observa mais o material fimbriado na
superficie das células da camada externa do tecido estigmatico (figs. 28, 29). Em
algumas amostras, encontrou-se material granulado (fig. 26) depositado
externamente a cuticula (figs. 25), que apresenta possiveis poros (fig. 26). Este
material se cora com azul de toluidina (fig. 28) e com o PAS (fig. 29). Ja o material
encontrado entre as células do tecido estigmatico apresenta aspecto fibrilar (fig.
27). Observa-se que a secrecdo de todo o trato cora-se progressivamente menos
com o PAS (fig. 29). No ovario, todas as células do tecido transmissor mantém
aspecto semelhante ao das células de transi¢do do tecido transmissor do estilete, e

nos espacos intercelulares ocorre discreta secrecdo que se cora fortemente com azul

36



de toluidina (fig. 30). Os corpusculos que ocorrem nos espagos intercelulares do
tecido estigmatico permanecem se corando pela reacdo PAS, pelo xylidine ponceau
e pelo sudan black B.

Nas flores no terceiro dia, apds a abertura, observa-se diminui¢do da
intensidade de coloragdo do citoplasma de todos os tipos celulares.

A partir do sexto dia de antese, todos os tecidos encontram-se em notavel
senescéncia, com as células apresentando paredes colapsadas. Em todas as
amostras analisadas, a camada celular superficial do estigma mostrou-se separada
das células subjacentes (fig. 31), e a secre¢do apresentou aspecto granulado,
quando corado com o PAS (fig. 32). Também, a secrecdo permanece reagindo
intensamente com o acido tanico e cloreto férrico, em especial nas camadas de

células de transicdo (fig. 33).

DISCUSSAO
O desenvolvimento dos tecidos estigmatico e transmissor Inicia-se precocemente
em Rodriguezia venusta. No botdo com 4mm, ja se observavam até seis camadas de
células nesses tecidos, bem como a presenga de secrecdo intercelular. A ocorréncia
de divisdes periclinais nas células mais superficiais indica que algumas camadas de
células desses tecidos sdo de origem protodérmica. No entanto, as divisdes
periclinais em células mais internas ndo sdo, necessariamente, indicativo de origem
a partir do meristema fundamental, uma vez que neste trabalho ndo se analisaram
botdes em que os tecidos estigmatico e transmissor ainda se encontrassem
plenamente indiferenciados.

Durante o desenvolvimento dos tecidos estigmatico e transmissor, observou-

se uma separagdo entre as células no sentido periclinal. Esses espagos intercelulares
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encontravam-se ocupados com copiosa secre¢do e as células do trato encontravam-
se unidas as células adjacentes apenas por suas paredes terminais, conferindo
aspecto reticulado, semelhante ao descrito na orquidea Lemboglossum maculatum
(Clifford & Owens, 1990), que também pertence a subtribo Oncidiinae.

Em Dendrobium speciosum, foi descrito que as células do estigma
encontram-se destacadas e livremente suspensas na matriz estigmatica
mucilaginosa (Calder & Slater, 1985; Slater & Calder, 1990). Esses autores
propuseram a sigla WDc (Wet Detached-cellular), uma variante da WP (Wet
Pappilate) segundo o sistema de classificagdo de Heslop-Harrison (1981), para
denominar este tipo de estigma (Calder & Slater, 1985). Ja em Cephalanthera,
Prutsch & Schill (2000) também descreveram a condic¢do de células destacadas no
tecido estigmatico, porém neste caso, as células permaneciam um pouco conectadas
umas as outras por plasmodesmos. Esses autores descreveram a presenga de uma
epiderme revestida por cuticula e também classificaram esse estigma como do tipo
WDec.

Em R. venusta, as células de todo o trato ndo sé aparentaram coesdo, como
até mesmo tensdo, sendo entdo inaplicavel a classificacio como WDc. Apenas
quando em senescéncia, observou-se o desprendimento celular do tecido
estigmatico, em especial da camada superficial como um todo. Por conta disso,
talvez se possa especular que a condigdo WDc descrita para D. speciosum (Calder
& Slater, 1985; Slater & Calder, 1990) e, em menor grau para Cephalantera
(Prutsch & Schill, 2000) seja uma derivagdo de uma condicdo em que as células
secretoras permane¢am unidas entre si.

As células mais profundas do tecido estigmatico e transmissor também
aparentam ser ativas na secre¢do, uma vez que seus citoplasmas se coraram

fortemente com azul de toluidina e pelo xylidine ponceau. Essas células apresentam
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aspecto transicional, entre as células do parénquima da coluna e as células das
camadas mais externas dos tecidos estigmatico e transmissor, € cessam a atividade
mitotica tardiamente em relacdo as células mais superficiais. No ovario, o tecido
transmissor ¢ constituido apenas por células deste tipo transicional, diferindo do
relatado em Lemboglossum maculatum, que apresenta trés camadas de células de
arranjo mais frouxo externamente (Clifford & Owens, 1990), indicando que, em R.
venusta, ocorre menor diferencia¢do do tecido transmissor na regido do ovario.

A secreg¢do intercelular dos tecidos estigmatico e transmissor corou-se
fortemente com o PAS bem como com &cido tanico e cloreto férrico em todas as
fases de desenvolvimento, indicando natureza mucilaginosa. Entretanto, quando
corada com azul de toluidina em pH4,0, observou-se progressiva diminui¢do de
afinidade pelo corante e conseqiiente diminui¢cdo de metacromasia, no botdo com
9mm ou mais. As mucilagens sdo heteropolissacaridios, geralmente incluindo
acucares acidos (Gregory & Baas, 1989), como acido uronico (Calder & Slater,
1985), acido galacturénico (Fahn, 1979) e pectatos (Esau, 1977) que, em pH4,0,
apresentam disponibilidade de radicais anidnicos por estarem com as carboxilas
desprotonadas. Quando esses radicais anidnicos ocorrem adensados, as moléculas
do corante ligados a eles também ficam muito proximas entre si e, por serem
planares, formam pilhas, ocasionando o fendmeno denominado metacromasia
(Silva et al. 1997). Entdo, seria razoavel supor uma mudanga nas caracteristicas
quimicas da mucilagem secretada, no decorrer da ontogenia. Uma possibilidade
seria a diminuicdo da concentracdo de agucares acidos, o que justificaria a
diminui¢do de metacromasia observada.

R. venusta possui cuticula conspicua recobrindo a concavidade e se
aprofundando pelo tecido transmissor. Tais caracteristicas, dentre outras,

configuram o estigma tipo IlIb, segundo a classificacdo de Dannenbaum et al.

39



(1989). Nesta cuticula, observaram-se estruturas aqui consideradas poros, cuja
presenga pode ser interpretada como pontos de entrada para os tubos polinicos
(Dannenbaum et al. 1989). Em adi¢do, a observacdo de material de aspecto
fimbriado na parede periclinal externa das células mais superficiais do estigma de
R. venusta (veja figura 19) parece se tratar da secrecdo atravessando pequenos
poros cuticulares, o que indica também para estes, uma func¢do de permeabilidade
para a secrecdo.

Em espagos intercelulares do estigma do botdo a partir de 9mm de
comprimento, observou-se a ocorréncia de corpusculos que se coraram com sudan
black B, indicando natureza lipidica. Porém, esses corpusculos se coraram com o
xylidine ponceau em pH2.,5, indicando a presenca de radicais catidnicos tais como
amina de proteinas e com o PAS, indicando a presenca de hidroxilas vicinais,
passiveis de oxidagdo pelo acido per-i6dico. Como eles ndo se coraram com o azul
de toluidina em pH4.,0, pode-se inferir que tais corpusculos ndo possuem radicais
anionicos nesse pH, isto €, sulfato, fosfato ou carboxilas.

Os corpusculos foram as dunicas estruturas presentes nos espagos
intercelulares que se coraram com o xylidine ponceau. Entretanto, externamente a
pelicula superficial, foi encontrada pequena quantidade de material com afinidade
por este corante, indicando natureza protéica e possivel origem a partir das células
da camada superficial.

Aparentemente, os lipidios apresentam importante fun¢do na interagdo polen-
estigma, regulando a captacdo de agua pelo tubo polinico ou grdo de polen
(Wolters-Arts et al., 1998) e determinando temporalmente a receptividade do
estigma (Sanzol et al., 2003). Por outro lado, também podem agir como substancia
de reserva (Souza et al., 2006). Nos processos de reconhecimento, germinagdo e

crescimento do tubo polinico, podem atuar substancias como proteinas (Mattson et
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al., 1974; Maldonato & Otegui, 1997), carboidratos, polissacarideos acidos, lipidios
e compostos fenolicos (Sedgley, 1982). Durante o crescimento do tubo polinico em
dire¢do ao ovario atuam agentes quimiotropicos cuja natureza quimica e a¢do pode
variar de acordo com a espécie considerada (Rosen, 1961). O quase completo
desaparecimento de grdos de amido nas células dos tecidos estigmatico e
transmissor, assim como nas células do parénquima adjacente no botdo de R.
venusta em 1inicio de antese, pode ter um envolvimento na aptiddo da flor para o
recebimento do pdlen. Porém, para um maior aprofundamento sobre o processo de
secrecdo dos tecidos estigmatico e transmissor de R. venusta, é necessaria a

complementacdo com estudos de ultra-estrutura.
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LEGENDAS E FIGURAS

Figuras 1-8: Botdes florais de Rodriguezia venusta com 4-5mm. Fig. 1- Panorama
do corte longitudinal do botdo, indicando os tecidos estigmatico e transmissor
(retangulo). Coloracdo: azul de toluidina. Fig. 2- Panorama dos tecidos estigmatico
e transmissor, conforme indicado na figura 1. Coloragdo: azul de toluidina. Fig. 3-
Detalhe do tecido transmissor, com célula superficial em divisdo periclinal (seta).
Coloragdo: azul de toluidina. Fig. 4- Detalhe de célula interna do tecido transmissor
em divisdo periclinal (seta). Coloragdo: azul de toluidina. Fig. 5- Panorama do
tecido transmissor sob luz polarizada. Fig. 6- Panorama do tecido transmissor apds
reacdo com &cido tanico e cloreto férrico. Fig. 7- Detalhe do tecido estigmatico
com secrecdo na superficie (setas), positiva ao PAS. Fig. 8- Detalhe do tecido
estigmatico com secre¢do na superficie (setas), positiva ao xylidine ponceau.
Legendas: asterico— canal central do tecido transmissor; Br— bractea; Co- coluna;
CS- células secretoras; CT- células de transi¢do; Es- estigma; Lb- labelo; Ov-

ovario; Pl- placentas. Barras de escala em micrometros.
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Figuras 9-14: Botdes florais de Rodriguezia venusta com 7mm. Fig. 9- Detalhe do
tecido estigmatico em corte longitudinal, corado com xylidine ponceau. Fig. 10-
Detalhe do tecido transmissor em corte longitudinal, indicando o canal central
(asterisco). Coloragdo: azul de toluidina. Fig. 11- Corte transversal do estigma, com
cuticula em evidéncia (setas). Coloragdo: sudan black B. Fig. 12. Corte transversal
do estigma, corado com PAS. Fig. 13. Corte longitudinal do tecido transmissor,
com célula de transi¢cdo em divisdo periclinal (seta). Coloragdo: azul de toluidina.
Fig. 14- Corte longitudinal do tecido transmissor, com célula do parénquima da
coluna em divisdo anticlinal (seta). Coloragdo: azul de toluidina. Legendas:
asterisco- canal central do tecido transmissor; Co- coluna; CPC- células do
parénquima da coluna; CS- células secretoras; CT- células de transicdo; Es-

estigma; Lb- labelo. Barras de escala em micrometros.

Figuras 15-18: Botoes florais de Rodriguezia venusta com 9mm. Fig. 15- Detalhe
do tecido estigmatico, com granulos que se coram com xylidine ponceau (setas).
Fig. 16- Detalhe do tecido estigmatico, com os granulos corados com sudan black
B (setas). Fig. 17- Detalhe do tecido estigmatico, com granulos corados pelo PAS
(setas) e material de aspecto fimbriado (cabecas de seta) na cuticula. Fig. 18-
Detalhe do corte longitudinal do estigma, com secrec¢do de aspecto fibrilar em torno

das células, corada com azul de toluidina (setas). Barras de escala em micrometros.

Figuras 19-21: Botdes de Rodriguezia venusta com 9mm. Figuras 22-24: Botdes de
R. venusta em inicio de antese. Fig. 19- Detalhe do corte transversal do estigma,
com material de aspecto fimbriado corado com azul de toluidina (setas). Fig. 20-
Corte transversal do estigma, com material corado com xylidine ponceau (setas)

externamente a superficie. Fig. 21- Panorama do corte longitudinal do estigma e
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regido apical do tecido transmissor, com cuticula (setas) evidenciada pelo sudan
black B. Fig. 22- Detalhe do tecido transmissor, corado com azul de toluidina. Fig.
23- Panorama do estigma e tecido transmissor, corado pelo PAS. Fig. 24- Detalhe
do estigma, corado com acido tanico e cloreto férrico. Legendas: asterisco- canal
central do tecido transmissor, CPC- células do parénquima da coluna; CS- células
secretoras; CT- células de transi¢do; Es- estigma; TT- tecido transmissor. Barras de

escala em micrometros.

Figuras 25-27: Micrografias de varredura do estigma da flor recém-aberta de
Rodriguezia venusta. Fig. 25- Panorama do estigma, com a cuticula evidente, com
uma parte se soltando (setas). Fig. 26- Detalhe da cuticula que recobre o estigma,
com material externo (setas) e inimeras estruturas interpretadas como sendo poros
(ovais). Fig. 27- Células do tecido estigmatico com a cuticula removida, mostrando

secrecdo de aspecto fibrilar (setas). Barras de escala em micrometros.

Figuras 28-30: Flores recém-abertas de Rodriguezia venusta. Figuras 31-33: Flores
senescentes de R. venusta, com pelo menos seis dias apos abertura. Fig. 28- Detalhe
do corte longitudinal do estigma, com material externo a cuticula, corado com azul
de toluidina (setas). Fig. 29- Detalhe do corte longitudinal do estigma, com material
externo a cuticula corado pelo PAS (setas). Fig. 30- Detalhe do corte longitudinal
do ovario corado com azul de toluidina. Fig. 31- Panorama do estigma e da regido
apical do tecido transmissor, com a camada celular superficial destacada (setas).
Coloragdo: azul de toluidina. Fig. 32- Detalhe do corte longitudinal do estigma,
corado com PAS. Fig. 33- Corte transversal do tecido transmissor, corado com
acido tanico e cloreto férrico. Legendas: Es- estigma; Pl- placenta; TT- tecido

transmissor. Barras de escala em micrometros.
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CAPITULO 4

Anatomia e histoquimica dos nectarios de Rodriguezia

venusta (Lindl.) Rchb. f. (Orchidaceae)
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Anatomia e histoquimica dos nectarios de Rodriguezia venusta (Lindl.) Rchb. f.

(Orchidaceae).

LEITAO, C. A. E'. & CORTELAZZO, A. L.

' Departamento de Ciéncias Naturais, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
- BA. candreel@yahoo.com.br
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PALAVRAS-CHAVE

Nectarios, estruturas secretoras, anatomia comparada, orquidea, histoquimica.

RESUMO

Rodriguezia venusta possui nectarios floral e extraflorais. Os nectarios extraflorais
localizam-se em regides pontuais no bordo e sub-bordo das folhas em expansdo, ou
na bractea que subtende o botdo floral. Sdo pouco diferenciados, possuindo um
parénquima nectarifero que secreta o néctar em espagos intercelulares, que chega
ao exterior através de estdmatos. E possivel que as células epidérmicas dos
nectarios bracteais também sejam atuem na eliminagdo do néctar. Ocorrem feixes
vasculares sem contudo emitir terminag¢des no local. O nectario floral insere-se no
receptaculo adnato a face abaxial do labelo. E estruturalmente complexo, sendo
parcialmente revestido por tricomas nectariferos secretores, possuindo em sua

estrutura interna um parénquima diferenciado em células nectariferas secretoras e

56



em células fundamentais. Este nectario € ricamente vascularizado, havendo

terminagdes vasculares nas subjacéncias da epiderme tricomatosa.

INTRODUCAO

Nectarios sdo estruturas secretoras de néctar, uma solu¢do composta basicamente
de sacarose, glicose e frutose, podendo conter outras substancias (Fahn, 1979a,
1988). Podem ocorrer em diferentes partes do corpo da planta, sendo denominados
florais os nectarios presentes na flor, e extraflorais aqueles em outras partes da
planta (Schmid, 1988).

A secrecdo de néctar ¢ geralmente associada a funcdo de atrativo a animais,
seja para polinizacdo (Cruden et al., 1983), seja para protecdo contra ataque de
herbivoros (Beattie, 1985). Entretanto, existem relatos de nectarios que sdo
visitados por organismos que aparentemente ndo conferem nenhum beneficio a
planta (Inouye, 1983; O’Dowd and Catchpole, 1983). A morfologia dos nectarios ¢é
muito diversa, visto que essas estruturas apareceram independentemente em
diversos taxons (Elias, 1983; Vogel, 1997). Os nectarios podem ter sua origem
evolutiva a partir de outras estruturas secretoras tais como hidatodios (Elias and
Gelband, 1977), ou entdo pela modificagdo de tricomas secretores (McDade and
Turner, 1997) ou pelo agregamento dos mesmos (Lersten and Brubaker, 1987).
Uma mesma planta pode ainda portar nectarios florais e extraflorais, que podem ser
estruturalmente semelhantes (Leitdo et al., 2005) ou diferentes entre si (Davis et
al., 1988; Thomas and Dave, 1992).

Orchidaceae, com aproximadamente 19.500 espécies, ¢ uma das maiores
familias de angiospermas (Dressler, 1993). O néctar ¢ o principal recurso floral

para os polinizadores (Van der Pijl and Dodson, 1966) e, tendo-se em vista o
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numero de espécies, sdo poucos os trabalhos que tratam da anatomia de nectarios.
Em adig¢do, praticamente ndo existem relatos de nectarios extraflorais em estruturas
fora das inflorescéncias (Solereder and Meyer, 1969; Fischer ez al., 1990; Almeida
and Figueiredo, 2003), ndo sendo encontrado, no presente levantamento
bibliografico, nenhum trabalho sobre a estrutura de um nectario foliar de orquidea.

Rodriguezia venusta pertence a subtribo Oncidiineae, subfamilia
Epidendroideae (Dressler, 1993). Trata-se de uma orquidea epifita que ocorre no
Brasil e no Peru (Griffiths, 1994). Suas flores sdo brancas com uma mancha
amarela no labelo, geralmente dispostas em um a trés racemos que emergem da
base dos pseudobulbos. R. venusta possui nectarios florais e extraflorais, estes
ultimos ocorrendo na bractea que subtende cada botdo floral e nas folhas
vegetativas, quando em expansao.

Visando contribuir para o conhecimento da estrutura dos nectarios em
Orchidaceae, este trabalho tem como objetivo descrever, de forma comparada, a
anatomia dos diferentes nectarios de R. vemsuta e detectar, mediante testes
histoquimicos, algumas classes de substancias presentes nos nectarios em atividade

secretora.

MATERIAL E METODOS

Obtencao das amostras. Os espécimes de Rodriguezia venusta (Lindl.) Rchb. f.
foram coletados em uma mata de galeria localizada no municipio de Barra do
Choca, estado da Bahia, Brasil, coordenadas 14°53°26”S; 40°32°37”W, 778m de
altitude, em excursdes realizadas nos anos de 2004 e 2005. O material testemunha

foi depositado no Herbario do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade
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Federal de Vigosa (VIC) — MG, Brasil, sob o numero 31.027. As plantas cresceram
em casa de vegetacdo e a coleta das amostras realizou-se durante as flora¢des de
novembro/dezembro de 2004 e 2005. Utilizando-se tubo capilar, foram obtidas
amostras da secre¢do dos nectarios analisados, que foram armazenadas a -4°C para
posterior submissdo ao teste Keto-Diabur-Test®, da Roche, para deteccdo de
glicose na urina. Amostras de nectarios florais (NFs) de flores em inicio de antese;
de nectarios extraflorais (NEFs) da bractea que subtende os botdes florais; do bordo
da base da lamina das folhas, em expansdo, que subtendem o pseudobulbo e do
bordo da lamina da folha, também em expansdo, no dpice do pseudobulbo; foram
removidas com o auxilio de uma lamina de barbear. As amostras foram fixadas em
formaldeido - acido acético glacial - alcool etilico (FAA) por 24h e estocadas em

etanol 70%.

Microscopia de luz. As amostras destinadas a inclusdo em parafina foram
desidratadas em série etanol / alcool butilico terciario, sendo posteriormente
embebidas em parafina sob vacuo (Leitdo and Cortelazzo, in press). Ja as amostras
destinadas a inclusdo em resina glicol-metacrilato (Historesin — Leica) foram
parcialmente desidratadas a etanol 95%, sendo posteriormente infiltradas na resina,
segundo instrugdes do fabricante. Para obtencdo de cortes seriados em parafina
(8um) e Historesin® (2um), foi utilizado um microtomo rotativo e navalha tipo C.
Os cortes foram afixados em laminas e submetidos a diferentes técnicas de
contrasta¢do e histoquimica, a saber: para caracterizacdo estrutural e obteng¢do de
metacromasia — azul de toluidina 0,025% em tampdo Mcllvaine pH4.,0 (Vidal,
1977). para deteccdo de carboidratos totais - reacdo PAS (Maia, 1979), para
deteccdo de amido — lugol (Johansen, 1940); para evidencia¢do de mucilagem —

acido tanico 5% e cloreto férrico 3% (Pizzolato and Lillie, 1973), para
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evidenciagdo de proteinas totais — xylidine ponceau 0,1% pH 2.5 (Vidal, 1970) e
para localizagdo de lipidios — sudan black B, (Pearse, 1980 modificado; Benes,
1964 modificado). Com excecdo do sudan black B, lugol e xylidine ponceau, foram
realizados os devidos controles para todos os testes histoquimicos.

Para montagem das laminas, utilizou-se resina sintética balsamo-do-canada
(Berlyn and Miksche, 1976), gelatina glicerinada (Kaiser, 1880) ou dgua (Johansen,
1940), segundo a metodologia de contrastagdo utilizada.

Para andlise e documentagdo fotografica, utilizou-se um microscopio
Olympus CX21, equipado com recurso de polarizagdo e com recurso se captura de

imagens digital.

Microscopia eletronica de varredura. Parte das amostras estocada em etanol 70%
foi re-hidrata, pos-fixada em tetroxido de 6smio 1% por 24h, lavada em agua
destilada e desidrata em série etilica. Posteriormente, foi submetida ao ponto critico
do CO, utlizando-se um CPDO030 da Balzers. A deposi¢do catodica com ouro foi
realizada utilizando-se um SCD050 da Balzers (Bozzola and Russell, 1992). Para
observagdo e documentagdo fotografica, utilizou-se um microscopio eletronico de
varredura Jeol JSM-5800 LV, a 10Kv, equipado com sistema de captura de

imagens digital.

RESULTADOS

A secregdo produzida pelas estruturas secretoras aqui estudadas reagiu fortemente
com o teste Keto-Diabur-Test®, da Roche, indicando a presen¢a de glicose. Sendo
assim, neste trabalho a secre¢do sera considerada néctar, e as estruturas secretoras,

nectarios.
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Nectarios extraflorais foliares. Sdo localizados apenas quando apresentam uma
gota de secrecdo (figs. 1, 2). Esta pode ocorrer na base sub-marginal da lamina
foliar, proximo a zona de abscisdo entre a lamina e a bainha, assim como ao longo
da margem da lamina foliar, sempre na face abaxial (fig. 1). No primeiro caso o
nectario ¢ maior e mais distante do bordo foliar (fig. 1, 3), enquanto os nectarios ao
longo do bordo s@ao menores e mais proximos a este (fig. 1, 2, 4, 5). Ambos o0s
nectarios sdo constituidos por um parénquima nectarifero, cujas células se dispdem
Justapostas, em fileiras periclinais no sentido longitudinal da folha (fig. 6), em
continuidade com as demais células do parénquima clorofiliano do mesofilo
homogéneo, porém sendo menores (fig. 5) e mais curtas. Essas células apresentam
nucleo relativamente grande com um nucléolo evidente, citoplasma mais denso e
fortemente corado com o azul de toluidina (AT) (fig. 3) e com o xylidine ponceau
(XP) (fig. 7), apresentando em geral um vactolo menor que o das demais células
do mesofilo (figs. 3, 5). Neste ocorre um corpusculo esférico ou de aspecto
granular, que se cora fortemente com o PAS (fig. 6) e com o acido tanico e cloreto
férrico (AcT/FeCl;) (fig. 8) e cujo contorno se cora com o XP (fig. 7). Associado a
este corpusculo, ocorre freqiientemente um corpusculo birrefringente (fig. 9) que se
cora com o sudan black B (SBB) (fig. 10). O citoplasma dessas células pode
apresentar pequenos graos de amido (fig. 11). As células mais proximas a epiderme
abaxial, em especial nas adjacéncias das cdmaras subestomaticas, delimitam
espagos intercelulares um pouco mais amplos que as demais células do parénquima
nectarifero (fig. 6). Na regido do nectario, assim como por toda a folha, observam-
se grandes 1dioblastos contendo um feixe de rafides (figs.4, 8) e com conteudo que

se cora com PAS e com AcT/FeCl; (fig. 8).
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A folha ¢ hipoestomatica, a epiderme € simples com a cuticula espessa (fig.
12) e as células apresentam paredes mais espessas e citoplasma menos denso que as
células do parénquima nectarifero (fig. 6). No vactiolo também ocorre o corpusculo
esférico ou de aspecto granulado (fig. 6). Tanto na regido do nectario quanto no
restante da lamina foliar, os estdmatos ocorrem dispostos em fileiras (fig. 13)
alinhadas com feixes de fibras (fig. 12), separados da epiderme abaxial por uma
hipoderme uniestratificada descontinua (figs. 4, 6). As fibras sdo vivas e possuem
pequenas pontoag¢des simples em toda sua parede celular. As mais externas
apresentam corpos coOnicos transliucidos e ndo birrefringentes em sua parede
periclinal externa, tratando-se provavelmente (e aqui denominados) de corpos
silicosos (fig. 12). Entre esses feixes ocorrem feixes hipodérmicos menos
calibrosos e destituidos de corpos silicosos (fig. 12). Sobre a epiderme, observam-
se hifas (fig. 3), algumas vezes penetrando pelos estomatos.

Os feixes vasculares encontram-se subjacentes a epiderme adaxial separados
desta por uma camada de células hipodérmicas mais uma ou duas camadas de
células parenquimaticas (figs. 3-5). Sdo colaterais, envolvidos por fibras vivas.
Assim como nos feixes de fibras, a parede periclinal externa das fibras superficiais
dos feixes vasculares também apresenta corpos silicosos. Tanto os feixes vasculares
quanto os feixes de fibras encontram-se em contato direto com as células do

parénquima nectarifero (figs. 3, 4).

Nectario extrafloral bracteal. Ocorre na metade basal da bractea que subtende
cada flor. Essa regido ¢ espessada e de coloragdo verde, afilando distalmente. O
restante da bractea ¢ uma regido mais fina, incolor e translucida (fig. 14),
apresentando estrias longitudinais (fig. 15) decorrentes do relevo formado pelos

feixes de fibras e vasculares, entre regides mais finas do mesofilo colapsado. Este
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nectario se mostrou mais ativo que os nectarios foliares. Produz uma ou duas gotas
de secre¢do que sdo frequentemente visitadas por formigas (fig. 14). No habitat
natural dos espécimes analisados, as formigas que forrageavam este nectario
pertenciam ao género Crematogaster.

O nectario apresenta um parénquima nectarifero, constituido por células
Justapostas, porém em disposicdo menos regular que a verificada nos nectarios
foliares (fig. 16). O nucleo ¢ grande e em geral esférico com um ou dois nucléolos,
o citoplasma ¢ denso e se cora fortemente pelo AT (fig. 17) e pelo XP, e o vacuolo
geralmente € unico e relativamente pequeno (fig. 17). Podem ocorrer pequenos
grdos de amido local (fig. 18). Em cada célula usualmente ocorre um corpusculo
intravacuolar, que possui formato esférico (fig. 17) ou de aspecto granulado. Assim
como descrito para os nectarios foliares, este corpusculo cora-se fortemente com o
PAS (fig. 19) e com o AcT/FeCls, e geralmente é associado a um corpusculo
birrefringente que se cora com o SBB. As células do parénquima nectarifero
encontram-se entre a vascularizagdo que irriga a bractea e a epiderme abaxial que
recobre o nectario (fig. 16) e possuem diversos campos primarios de pontoa¢do em
suas paredes (fig. 19). A camada de células subjacente a epiderme constitui uma
hipoderme muito pouco distinta das demais células do parénquima nectarifero (fig.
20). Ocorrem alguns idioblastos contendo rafides no local (fig. 16).

A epiderme do nectario ¢ semelhante a dos nectarios foliares (fig. 20),
entretanto a cuticula ¢ bem mais fina no nectario bracteal, podendo apresentar
regides intumescidas por aparente descolamento (fig. 21) e provaveis poros
diminutos (fig. 22). Os estomatos sdo modificados (fig. 22) e subtendidos por uma
pequena camara subestomatica (fig. 20). As células do parénquima nectarifero nas
proximidades da camara subestomatica delimitam espagos intercelulares mais

amplos que as células mais distantes (fig. 20).
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A vascularizacdo que passa pelo nectario ¢ também constituida por feixes
colaterais formados por xilema, floema e, externamente a este, fibras vivas com
pontoacdes simples, semelhantes as descritas nos nectarios foliares. As fibras em
contato com as células do parénquima nectarifero possuem corpos silicosos conicos
(fig. 23). Em células parenquimaticas pertencentes ao floema, ocorre um
corpusculo fusiforme conspicuo, que se cora fortemente pelo AT (figs. 23, 24) e
pelo XP. Nao foram vistos feixes unicamente constituidos por fibras, na regido do

nectario.

Nectario floral. Observando a flor apds a ressupinagdo que se da por tor¢do do
pedicelo, o nectario floral ocorre entre as sépalas laterais, que sdo coalescentes em
toda a sua extensdo, e o labelo (fig. 25) inserindo-se no receptaculo juntamente com
este. O nectario ¢ parcialmente revestido por tricomas nectariferos (fig. 26), e
possui formato semelhante a uma lingua humana, porém mais estreito (fig. 27).
Internamente, o nectario possui um parénquima nectarifero (PN) secretor, um
parénquima fundamental (PF) e vascularizag¢do (fig. 28). O PN ocorre subjacente
aos tricomas nectariferos em torno das terminacdes vasculares. E constituido por
células com nucleo relativamente grande e um ou dois nucléolos evidentes,
citoplasma denso que se cora fortemente com AT (fig. 29) e XP (fig. 30); porém
difere-se do parénquima nectarifero dos nectarios extraflorais por apresentar um
vacuolo maior, grdos de amido inconspicuos e pela auséncia dos corpusculos
intravacuolares birrefringentes que se coram com SBB. Entretanto, em algumas
células ocorre o corpusculo esférico ou de aspecto granulado, que se cora
fortemente com o PAS (fig. 31), mas ndo se cora de forma perceptivel como XP.
Esses corpusculos sdo maiores € mais frequientes nas células do PF, que sdo mais

volumosas (fig. 32), com o nucleo menor e o citoplasma discreto, envolvendo um
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grande vacuolo central (fig. 29). O PF constitui praticamente toda a estrutura
interna do nectario, tratando-se do seu tecido mais volumoso (fig. 28).

A epiderme do nectdrio ¢ constituida integralmente por tricomas nectariferos
nas suas regides apical e subapical. Em sentido basipeto, a ocorréncia desses
tricomas passa a se restringir apenas a face inferior do nectario, sendo
completamente ausentes em sua por¢do basal (figs. 26-28). No lugar dos tricomas,
ocorrem células epidérmicas de revestimento, isodiamétricas ou alongadas no
sentido longitudinal do nectario. Os tricomas nectariferos sdo pluricelulares,
apresentando a base multisseriada e a por¢cdo média e apical unisseriadas (fig. 33).
A base do tricoma ¢ larga, afilando em dire¢do ao apice obtuso (figs. 26, 33), sendo
comum a ocorréncia de tricomas geminados. Também podem ocorrer tricomas
ramificados (fig. 34). O nucleo ¢ evidente e o citoplasma se cora fortemente com
AT (fig. 33) e XP (fig. 30). Entre os tricomas, foi observado material que se cora
com o PAS, com AT (fig. 37) e com AcT/FeCl; (fig. 35). A parede das células dos
tricomas, assim como das demais células epidérmicas e das células parenquimaticas
da camada subjacente aos tricomas, ¢ mais espessa € se cora mais fortemente com
PAS e com AT, em comparagdo com as demais células do parénquima nectarifero
deste nectario (figs. 29, 33). A cuticula ¢ muito fina, corando-se fracamente com o
SBB (fig. 36). Os campos primarios de pontoa¢do encontrados nas paredes entre
células adjacentes nos tricomas nectariferos sdo conspicuos (figs. 33, 37, 38).

A vascularizagdo do nectario tem origem comum com a do labelo. E
constituida por xilema e floema, entretanto ndo ocorrem as fibras vivas nem 0s
corpos silicosos descritos nos nectarios extraflorais. No nectario floral, partem
ramifica¢des da vascularizacdo, formando terminag¢des vasculares que se dirigem a
epiderme secretora. O floema estende-se nesta dire¢gdo um pouco mais que o

xilema, sendo observadas terminagdes floematicas separadas da epiderme secretora
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por quatro camadas de células do PN (fig. 29). Em algumas células
parenquimaticas, aparentemente células companheiras e células terminais das
terminagdes vasculares, observa-se uma estrutura fusiforme conspicua que se cora
fortemente com AT (fig. 39) e com XP. Nas adjacéncias dos feixes mais calibrosos
encontrados na metade basal do nectario, ocorrem graos de amido evidentes, sendo
inconspicuos nas células parenquimaticas mais distantes da vascularizagdo, assim

como na metade superior do nectario (fig. 40).

DISCUSSAO

Rodriguezia venusta apresenta a particularidade de portar nectarios em folhas,
bracteas e flores, havendo grande diferenca anatdmica entre os nectarios
extraflorais e florais. Os nectarios encontrados em espécies de Orchidaceae sdo
muito diversos (Davies et al., 2005), sendo relatados em espordes (Brown, 1992;
Figueiredo and Pais, 1992; Galetto et al., 1997, Stpiczynska et al., 2005), na base
da coluna (Stpiczynska et al., 2003), no calo da face adaxial do labelo (Davies et
al., 2005), na base deste e das sépalas (Ruschi, 1997), no pedicelo do botdo floral,
flor e fruto (Almeida and Figueiredo, 2003).

Os nectarios extraflorais de R. venusta sdo estruturalmente semelhantes entre
si por serem constituidos por um parénquima nectarifero cujas células possuem
caracteristicas de células secretoras tais como paredes finas, citoplasma denso e
nucleo relativamente grande. Em visdo macroscopica, esses nectarios sao
indiscernivels quando sem a gota de secre¢do. Em cortes longitudinais do nectario
foliar, observa-se um alinhamento das células do parénquima nectarifero com as
demais células do mesofilo foliar adjacentes a este. Ja nos nectarios bracteais, o

arranjo menos organizado das células do parénquima nectarifero pode ser devido a
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disparidade da espessura da bractea na regido do nectdrio, em relacdo aos bordos e
a metade superior da bractea, bem mais finos e aclorofilados.

Em ambos os nectarios extraflorais, foram observados estdmatos na
epiderme, assim como em algum grau, caracteristicas de células secretoras nas
demais células epidérmicas do nectario. Seria razoavel supor a participag¢do, ainda
que pequena, dessas células na secrecdo do néctar para o apoplasto, tal qual
provavelmente ocorre com as células do parénquima nectarifero. Os espagos
intercelulares, que sdo maiores nas adjacéncias das pequenas camaras
subestomaticas, podem ser uma adaptagdo anatomica para uma drenagem mais
eficiente do néctar, que seria liberado para fora do mesofilo através dos estomatos
na regido do nectario.

A atuagdo de estOmatos na eliminagdo de néctar produzido por um
parénquima nectarifero ¢ amplamente descrita em varios grupos taxondmicos,
principalmente em nectarios florais (Fahn, 1952; Durkee et al., 1981, Decraene and
Smets, 1991; Galetto and Bernardello, 1992; O’Brien et al., 1996; Gaffal et al.,
1998). No caso dos nectarios foliares de R. venusta, por causa da grande espessura
da cuticula, provavelmente os estomatos sejam as Unicas vias de saida do néctar
para o exterior. Ja nos nectarios bracteais, cuja cuticula ¢ mais fina, com aparentes
poros e regides de descolamento das células epidérmicas, possivelmente também
ocorre saida de néctar através da cuticula, de maneira semelhante ao descrito em
Tropaelum majus (Rachmilevitz and Fahn, 1975), Echinacea purpurea (Wist and
Davis, 2006) e em espécies de Limnanthaceae (Link, 1992).

A vascularizagdo, constituida por floema, xilema e fibras vivas, apenas passa
através dos nectarios extraflorais de R. venusta, sem emitir terminagdes vasculares.
De acordo com Elias (1983), ocorrem nectarios bracteais em alguns géneros de

Orchidaceae, sendo do tipo avascularizado. Entretanto, observou-se no presente
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trabalho a intima relagdo da vascularizagdo com as células do parénquima
nectarifero, o que sugere ativa atuagdo no fornecimento de matéria prima para o
néctar.

A ocorréncia de corpos silicosos na bainha dos feixes vasculares ¢ comum
entre as orquideas (Stern et al., 1993a, b, Holtzmeier et al., 1998; Stern and
Whitten, 1999; Stern and Judd; 2002), porém ndo encontrada na subfamilia
Orchidoideae. Sua presenga ajuda a sustentar que Orchidaceae ¢ um grupo
fortemente natural (Dressler, 1993). Withner et al. (1974) e Bonates (1993)
descreveram estruturas semelhantes em fibras da bainha do feixe vascular de
orquideas, referindo-se a elas como pontoagdes. Bonates (1993) ainda
correlacionou essas fibras a uma adaptagdo para um efetivo controle de fluxo
hidrico. Na folha de varias espécies de Maxillaria, ocorrem fibras que sdo
interpretadas como atuantes no armazenamento de agua (Holtzmeier et al., 1998).
Em R. venusta é razoavel cogitar uma a¢do ao menos secundaria no transporte de
agua e/ou solutos por estas fibras, uma vez que elas mantém o protoplasto vivo e
possuem pequenas pontoc¢des simples.

Anatomicamente, o nectario floral de R. venusta é, sem duvida, muito mais
complexo que os seus nectarios extraflorais. Trata-se de uma estrutura que se insere
no receptaculo juntamente com o labelo, apresentando grande parte de sua
superficie revestida por tricomas especializados. Internamente, em adicdo a
vascularizacdo, ocorrem dois tipos distintos de parénquima: fundamental e
nectarifero. O parénquima fundamental aparentemente tem como principal fungdo
dar estrutura ao nectario, enquanto o parénquima nectarifero, por apresentar nucleo
relativamente maior e citoplasma intensamente corado com o XP, deve apresentar
atividade secretora, juntamente com os tricomas nectariferos. Segundo Galetto et

al., (1997), sao raros os relatos de nectarios vascularizados e de estrutura complexa
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em Orchidaceae. O nectario floral de R. venusta é de uma complexidade estrutural
impar, sendo provavelmente um dos nectarios mais complexos ja descritos em um
trabalho de anatomia de Orchidaceae.

Uma caracteristica que chama a aten¢do no nectario floral de R. venusta ¢ o
formato dos tricomas nectariferos, multisseriados na base e unisseriados no apice,
que nao ¢ globular. Essa caracteristica distoa da relatada em tricomas secretores de
néctar de algumas dicotiledoneas, como os encontrados em espécies de Malvales
(Arbo, 1972; Sawidis et al., 1987, Leitdo et al., 2005), Leguminosae (Fahn, 1979a;
Lersten and Brubaker, 1987) e Caprifoliaceae (Fahn, 19795b) e também de tricomas
glandulares ndo nectariferos (Werker, 2000), inclusive dos relatados em
Orchidaceae, que geralmente sdo capitados (Solereder and Meyer, 1969; Kurzweil
et al., 1995; Werker, 2000). Em adicdo, ndo se observou nenhum anel de
cutinizacdo, tal como uma estria de Caspary, que ocorre nas paredes laterais dos
tricomas nectariferos de Abutilon (Findlay and Mercer, 1971) e Triumfetta
semitriloba (Leitdo et al., 2005). Esse tipo de cutinizacdo ¢ uma caracteristica
comumente descrita em tricomas glandulares (Uphof, 1962; Ascensdo et al., 1999),
que atua for¢ando o transporte unicamente via simplasto dos precursores da
secrecdo (Luttge, 1971; Fahn, 1988).

Antagonicamente, o que se verificou em R. venusta fol uma maior espessura
em todas as paredes dos tricomas, assim como na camada celular do parénquima
subjacente, com forte afinidade com o AT em pH4,0, obtendo-se o fendmeno de
metacromasia (Silva et al., 1997). Uma vez que em pH inferior ao bioldgico ja
existe grande disponibilidade de radicais catidnicos nas paredes, ¢ de se esperar
uma permeabilidade a agua relativamente alta, ja que a parede tem carater polar.

As numerosas regides de menor espessamento de parede das células

nectariferas parenquimaticas e epidérmicas, nos nectarios estudados, sugerem uma
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rica comunicagdo simplastica entre essas células. Entre as células dos tricomas
nectariferos e respectivas adjacentes, esses campos sdo maiores € mais visiveis, o
que sugere adaptacdo para um fluxo fluente de pré-néctar. A cuticula extremamente
fina que reveste os tricomas nectariferos provavelmente ndo oferece resisténcia
significativa a saida do néctar. Ao microscopio de luz e ao eletronico de varredura,
ndo foram observados deslocamentos por acumulo de secre¢do no espago
subcuticular, como descritos para os nectarios de Abutilon (Findlay and Mercer,
1971), Lonicera japonica (Fahn, 1979a, b), Passiflora warmingii (Durkee, 1983) e
Aphelandra (McDade and Turner, 1997). A aparente permeabilidade e a
semelhanga estrutural, ao microscopio de luz, de todas as células que constituem os
tricomas nectariferos de R. venusta sugere que a secre¢cdo do néctar para o exterior
ndo ocorra, necessariamente, apenas nas células mais distais.

A presengca de um parénquima nectarifero cujas células possuem
caracteristicas de células secretoras, subjacente a epiderme tricomatosa do nectario
e também nas adjacéncias das terminag¢des vasculares, pode ser interpretada como
uma ativa participa¢do do PN e dos tricomas nectariferos na secre¢do do néctar em
R. venusta. As terminacdes vasculares de floema prolongam-se mais que as de
xilema, o que pode indicar uma concentracdo de agucares relativamente alta no
néctar secretado (Littge, 1971; Elias, 1983).

O corpusculo fusiforme encontrado em algumas células do floema dos
nectarios bracteal e floral de R. venusta, corou-se fortemente com o AT e com XP,
indicando grande quantidade de radicais cationicos e anionicos. Devido a estes
ultimos, pode-se inferir a natureza protéica desses corpusculos. Em Passiflora foi
constatada estrutura semelhante em células parenquimaticas do floema, descrita
como “material fibrilar proteinaceo” (proteinaceous fibrillar material) (Durkee et

al., 1981, Durkee, 1983). Entretanto, ao microscopio de luz ¢ dificil a exata
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identificagdo do corpo encontrado em R. venusta, podendo se tratar inclusive de um
plastideo.

Ja o corpusculo intravacuolar encontrado nas células epidérmicas e do
parénquima nectarifero dos nectarios extraflorais, e também no PF e PN dos
nectarios florais, observou-se a ocorréncia de duas formas basicas: esférica e
granulosa. Muitas vezes, esses corpusculos ocorreram em formatos intermediarios,
aparentando ser uma esfera se desmanchando em pequenos granulos, ou o inverso.
A forte reacdo com o PAS além da reacdo com o AcT/FeCl; indicam natureza
glicidica. A afinidade com o XP desses corpusculos nos nectarios extraflorais
também sugere natureza protéica. Nos nectarios florais de Maxillaria coccinea
(Stpiczynska et al., 2003) e de Hexisea imbricata (Stpiczynska et al., 2005), ambas
pertencentes a subfamilia Epidendroideae (a mesma de Rodriguezia), foram
descritos corpos intravacuolares semelhantes. Estes, por se corarem com
Coomassie brilliant blue R-250, foram denominados pelos autores como “corpos
protéicos” (protein bodies). Porém, nesses trabalhos, ndo foi realizada a reacfo
PAS. Segundo Stpiczynska et al. (2003), essas estruturas sdo incomuns € sua
funcdo ¢ incerta. Sobre as estruturas birrefringentes associadas aos corpos
intravacuolares nos nectarios extraflorais de R. venusta, ndo foi encontrado nada
similar no levantamento bibliografico realizado para este trabalho.

Nos nectarios extraflorais de R. venusta, foram encontrados pequenos graos
de amido no parénquima nectarifero. Ja4 no nectario floral, os grdos de amido
restringiram-se apenas as adjacéncias da vascularizagdo, mais calibrosa, da metade
basal do nectario. Sdo frequientes os relatos de consumo de graos de amido durante
a fase de secrecdo do nectdrio, contribuindo a0 menos em parte, na produgdo do
néctar (Subramaniam and Inamdar, 1985, 1986; Zer and Fahn, 1992; Galetto et al.,

1997). O fato de ter sido analisada apenas a aparente fase de secrecdo dos nectarios
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de R. venusta, nos impede de tirar conclusdes quanto a participacdo dessa reserva
no processo de secre¢do do néctar.

Apesar de todas as amostras de nectdrios do presente trabalho apresentarem
gotas de secre¢do, apos a confecgdo das laminas ndo foram encontrados resquicios
de material secretado externamente aos nectarios extraflorais. Tal fato
possivelmente se deve a solubilidade do néctar e a superficie lisa do nectario,
tornando mais facil a remog¢do do néctar no decorrer do processamento das
amostras. J4 no nectario floral, observou-se a presen¢a de material entre os
tricomas nectarifeos, principalmente em sua por¢do basal. Possivelmente, os
tricomas ajudaram a reter um pouco de secrecdo. A colora¢do deste material com
AcT/FeCl; indica a presenga de mucilagem no néctar.

Os nectarios bracteais eram ativos quando as flores associadas encontravam-
se em botdes, sendo intensamente visitados por formigas. No habitat natural, a
formiga forrageira pertence ao género Crematogaster, ao passo que as encontradas
em casa de vegetag¢do ndo foram identificadas. Essas ultimas forrageavam inclusive
os nectarios florais. A presenca de formigas nas plantas forrageando os nectarios
extraflorais muitas vezes tem efeito repelente para herbivoros, prevenindo danos a
planta (Keeler, 1977, Costa et al., 1992; Koptur et al., 1998; Almeida and
Figueiredo, 2003) e Crematogaster ¢ um género de comportamento agressivo,
comumente relatado como atuante nessa protecdo (Fiala et al., 1989; Bentley,
1977a, b, Smiley, 1986).

A presenca, em R. venusta, de nectarios em folhas jovens e também nas
proximidades dos botdes florais pode estar relacionada com a manuten¢do da
integridade dessas partes da planta, por atrair formigas para esses locais. Quanto ao
nectario floral, seria interessante a realizagdo de um estudo sobre a sua atuagdo na

interagdo inseto-planta. Este nectario mostrou algumas curiosas particularidades,
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como estrutura complexa e localizagdo, separada das estruturas reprodutivas
externas, pelo labelo, sugerindo uma certa inacessibilidade do néctar ao
polinizador. Para um melhor entendimento dessas caracteristicas, devem ser
encorajadas todas as iniciativas de estudo sobre nectarios florais dentro do género

Rodriguezia.
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LEGENDAS E FIGURAS

Figuras 1-2. Nectarios foliares de Rodriguezia venusta com secrecdo. Fig. 1- Folhas
em expansdo, com gotas de secrecdo (setas). Fig. 2- Detalhe da folha contendo duas

gotas de néctar (setas). Barras de escala em micrometros.

Figuras 3-6. Nectarios foliares de Rodriguezia venusta. Fig. 3- Corte transversal do
nectario do sub-bordo corado com AT, mostrando parénquima nectarifero (oval) e
hifas crescendo externamente (setas). Fig. 4- Corte transversal do nectario do bordo
em detalhe, corado com AT. Fig. 5- Corte transversal da folha, mostrando nectario
do bordo (oval). Coloragdo: AT. Fig. 6- Corte longitudinal corado com PAS,
evidenciando corpusculos esféricos ou granulados (setas finas) e espagos
intercelulares mais amplos (setas largas) nas adjacéncias de um estomato, que ndo
aparece no corte. Legendas: asterisco- camara subestomatica; FF- feixe de fibras;
FV- feixe vascular; Hd- hipoderme; PC- parénquima clorofiliano; Rf- idioblasto

contendo rafides. Barras de escala em micrometros.

Figuras 7-13. Nectarios foliares de Rodriguezia venusta. Fig. 7- Células do
parénquima nectarifero coradas com XP, mostrando corpusculos intravacuolares
(setas). Fig. 8- Células do parénquima nectarifero coradas com AcT/FeCls,
mostrando corpusculo intravacuolar (seta). Fig. 9- Corte transversal sob luz
polarizada, com corpusculo birrefringente (setas). Fig. 10- Corte transversal corado
com SBB, com corpusculo positivo ao teste (setas). Fig. 11- Corte longitudinal
corado com lugol, evidenciando pequenos graos de amido (setas). Fig. 12- Corte
transversal corado com SBB, evidenciando cuticula espessa (seta larga) e corpos

silicosos associados a fibras (setas finas). Fig. 13- Micrografia de varredura
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mostrando estOmatos indistintos na regido do nectdrio. Legenda: FF- feixe de

fibras. Barras de escala em micrometros.

Figuras 14-19. Nectario bracteal de Rodriguezia venusta. Fig. 14- Panorama da
bractea, onde aparece uma gota de néctar sendo visitada por formiga, em casa de
vegetacdo. Fig. 15- Micrografia de varredura do nectario, que se encontra em
evidéncia (oval). Em torno desta regido, ocorrem estrias, cuja dire¢do esta indicada
(setas). Fig. 16- Corte longitudinal da bractea, na regido do nectario (oval),
mostrando um feixe vascular (setas). Coloragao: AT. Fig. 17- Detalhe de células do
parénquima nectarifero, coradas com AT, evidenciando corpusculo esférico
intravacuolar (seta). Fig. 18- Parte do nectario, corado com lugol, mostrando
pequenos graos de amido (setas). Fig. 19- Células do parénquima nectarifero
coradas com PAS, mostrando granulo esférico intravacuolar (cabegas de seta) e
campos primarios de pontoagado (setas). Legenda: Rf- idioblasto contendo rafides.

Barras de escala em micrometros.

Figuras 20-24. Nectario bracteal de Rodriguezia venusta. Fig. 20- Corte
longitudinal na regido do estobmato do nectario, corado com AT. Fig. 21- Detalhe
da epiderme corada com SBB, mostrando estdmato e intumescéncia na cuticula
(seta). Fig. 22- Micrografia de varredura mostrando estomato e possiveis poros
(setas). Fig. 23- Corte longitudinal de um feixe vascular passando pelo nectario,
onde se vé as pontoacdes simples (setas) nas fibras. Fig. 24- Detalhe da regido do
floema de um feixe vascular, com corpusculos fusiformes. Legendas: asterisco-
camara subestomatica;, CF- corpusculos fusiformes; CS- corpos silicosos; EM-
estobmato modificado; ETC- elementos de tubo crivado; Hd- hipoderme; Xi-

xilema. Barras de escala em micrometros.
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Figuras 25-28. Nectario floral de Rodriguezia venusta. Fig. 25- Flor fixada em
FAA, onde se vé o nectario (seta), por transparéncia, através das sépalas laterais
coalescentes. Fig. 26- Micrografia de varredura mostrando tricomas nectariferos e
material aderido a estes (setas). Fig. 27- Micrografia de varredura mostrando o
nectario. Fig. 28- Corte longitudinal do nectario corado com AT, indicando a
vascularizacdo (setas) e demais partes constituintes. Legendas: Lb- labelo; PF-
parénquima fundamental; PL- pétala lateral, PN- parénquima nectarifero; SL-
sépalas laterais coalescentes; SS- sépala superior; TN- tricomas nectariferos. Barras

de escala em micrometros.

Figuras 29-40. Nectario floral de Rodriguezia venusta. Fig. 29- Detalhe do PF, PN
e terminacdes vasculares, subjacentes as bases dos tricomas nectariferos.
Coloragdo: AT. Fig. 30- Tricomas nectariferos ¢ PN corados com XP. Fig. 31-
Células do PN coradas com PAS, mostrando corpusculo intravacuolar (setas). Fig.
32- Células do PF coradas com PAS, mostrando corpusculos intravacuolares
(setas). Fig. 33- Detalhe de tricomas nectariferos, mostrando campos primarios de
pontoacdo (setas). Coloracdo: AT. Fig. 34- Detalhe de um tricoma nectarifero
ramificado, corado com AT. Fig. 35- Corte submetido ao AcT/FeCls, com secrec¢do
positiva ao teste. Fig. 36- Detalhe de tricomas nectariferos corados com SBB. Fig.
37- Detalhe da base de tricomas nectariferos corado com AT, onde se vé material
externo corado (setas largas) e campos primarios de pontoagdo (setas finas). Fig.
38- Corte transversal da por¢do subapical de um tricoma nectarifero, mostrando
parede transversal com inumeros campos primarios de pontoagdo (setas).
Coloracdo: AT. Fig. 39. Detalhe de terminagdo vascular corada com AT, com

célula floematica contendo um corpusculo fusiforme (seta). Fig. 40- Corte
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longitudinal da por¢ado basal do nectario corada com lugol, evidenciando pequenos
graos de amido (setas). Legendas: ETC- elemento de tubo crivado; PF- parénquima
fundamental, PN- parénquima nectarifero; TN- tricomas nectariferos, TV-

terminacdo vascular. Barras de escala em micrometros.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Rodriguezia venusta possul interessantes estruturas secretoras, que permitem inferir
uma engenhosa constitui¢do do corpo da planta.

Os coléteres na bractea que subtende o botdo floral aparentemente sdo pegas
de um mecanismo de crescimento da inflorescéncia, associadas a lubrificagdo. Uma
vez que a inflorescéncia, quando ainda muito jovem, ¢ fortemente compactada,
com os botdes protegidos por bracteas rigidas, a secre¢do de um lubrificante que
facilite o deslizamento dos delicados botdes sobre as bracteas, durante a sua
exposi¢do, pode ser decisiva para o perfeito desenvolvimento da flor.

Todo o trato transmissor, do estigma ao tecido transmissor ovariano, ¢ uma
grande estrutura secretora predominantemente de mucilagem. A penetracdo da
cuticula ao longo do ter¢o apical do estilete constitui, aparentemente, uma barreira
hidrofobica para a evaporacdo de agua que, no entanto, ndo se estende até o ovario.
Em outras palavras, o canal central que liga o estigma ao ovario tem a sua
superficie interna impermeabilizada apenas em seu terco apical. A analise do pdlen
em diferentes fases de desenvolvimento na flor de R. venusta, no intuito de elucidar
0 exato percurso dos tubos polinicos em dire¢do ao ovario e as reagdes passiveis de
acontecerem ao longo do estigma e tecido transmissor durante este processo, seria
um interessante objeto de estudos futuros. Esses eventos sdo fundamentais para a
reproducdo sexuada da planta, mas infelizmente trata-se de um assunto ainda pouco

explorado dentre as orquideas.
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Os diferentes nectdrios aqui estudados, com sua diversidade de formas,
sugerem também uma diferenca fisioldgica na eliminagdo da secrecdo.
Aparentemente, no nectario foliar, os estdbmatos sdo a unica via de saida do néctar.
Em se tratando do nectario bracteal, possivelmente ocorre a saida de algum néctar
através da cuticula, em adicdo a via estomatica. Ja o nectario floral, que
intrigantemente nao possui indicios de uma impermeabilizacdo da via apoplastica
nos tricomas nectariferos, provavelmente apresenta uma via de secrecdo
inexplicavel pelo modelo tradicionalmente descrito para tricomas secretores
(Luttge, 1971; Fahn, 1979; 1988). No modelo tradicional, ¢ forcada a via
simplastica da pré-secrecdo quando esta entra no tricoma e também ¢ impedido o
refluxo da secrecdo de sua porc¢do terminal, em dire¢do a base pela via apoplastica.
Em R. venusta, aparentemente ndo existem barreiras para a saida do néctar através
das células basais dos tricomas nectariferos, e possivelmente o néctar ¢ secretado
por toda sua extensdo. Também tem sido relatada a reabsor¢do do néctar secretado
(Cruden et al., 1983; Bernardello et al., 1994; Nepi et al., 1996, Wist & Davis,
2006), inclusive em Orchidaceae (Koopowitz & Marchant, 1998; Stpiczynska,
2003), o que leva a concluir que a fisiologia dos nectarios pode ser muito mais
complexa que o esperado em uma primeira analise. Assim sendo, os resultados
apresentados neste trabalho visam contribuir para a abertura de novas frentes de
pesquisa, dentre as quais o estudo da ultra-estrutura em diferentes fases de
desenvolvimento das estruturas secretoras de K. venusta, assim como a analise
quimica da secrecdo produzida por essas estruturas. Além disso, abrem-se
perspectivas para um estudo mais abrangente das estruturas secretoras em
Orchidaceae, enfatizando também a anatomia dos coléteres e dos nectarios

extraflorais.
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