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Resumo

De acordo com o conceito vigente, Apocynacece s/ é composta por cinc
subfamilias. No presente frabalho, foram estudadas duas espécies de Aspidosperma
uma de Blepharodon, que integram, respectivamente, as subfamilias mais basal e mai:
derivada. As espécies foram anatomicamente investigadas quanto & ocorréncia
caracterizacdo de coléteres em érgdos vegetativos e florais, e com relaglio
estrutura floral, com énfase nas estruturas secretoras.

A auséncia de coléteres em drgdios vegetativos e flores de A. australe Miill. Arg. ¢
A. tomenfosum Mart. comprovou que esta estrutura ndo é universal na familic
Coléteres foliares e florais foram encontrados em 8 bicuspidatum Fourn. Eles varian
em nimero e sdo polimdrficos. Todos os tipos descritos sdo inédites para a familia. O
foliares ocupam posicdo inferpeciolar e peciolar, t&m origens distintas
desenvolvimento assincrdnico, sdo caducos e a fase secretora varia sazonalmente; o.
florais sdo alternos ds sépalas, formam-se no inicio do desenvolvimento floral, s&
persistentes e secretam até a flor estar em pés-antese.

A secre¢do dos coléteres é heterogénea e produzida em uma Unica fase. No.
foliares, ela € constituida por mucilagem e compostos fendlicos, enquanto nos calicinai
€ composta por mucilagem, dcidos graxos e compostos fendlicos. Além de proteger o
meristemas vegetativos e florais contra o dessecamento, os coléteres 1ém funcdo di
defesa contra fitéfagos nos ramos vegetativos e contra fungos nas flores.

Apenas duas estruturas secretoras foram encontradas na flor de A. australe:
epiderme da cabega dos estiletes e os laticiferos, além de tricomas corolinos cor
estrutura intermedidria entre secretores e tectores e um possivel obturado
placentdrio. A cabega dos estiletes € do tipo mais simples presente na familia ¢ o
laticiferos sdo articulados anastomosados. Embora as flores possuam aroma, 0

osméforos ndo foram localizados; tecido nectarifero também ndo foi encontrado.
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Em B. bicuspidatum, hé seis sitios secretores nas flores: a epiderme da dla da
antera, a epiderme da cabeca dos estiletes, a epiderme da c@mara estigmdtica, a
epiderme da corona estaminal, os coléteres e as laticiferos articulados anastomosados.
Com exceclo da epiderme da ala da antera, as demais estruturas permanzcem
secretando até a antese floral

A estrutura floral de A australe e de B bicuspidatum é bastante distinta, mas
algumas estruturas secretoras de ocorréncia universal na familia evidenciom a relagéo
das duas espécies, como a epiderme da cabeca dos estiletes e o mesmo tipo de
jaticifero. A restrita variedade de estruturas secretoras florais de A4 australe
corrobora a posicdio basal do género na subfamilia e na tribo; a grande diversidade de

glandulas florais de B bicuspidatum e sua complexa estrutura floral confirmam sua

posicio derivada na familia e na subfamilia.



Abstract

The current consensus amongst scientists is that the Apocynaceae s/ i
subdivided into five subfamilies. This paper presents a study of two Aspidosperm
species and one Blepharodon species. The Aspidosperma and the Blepharodon belon
to the most basal and the most derivative subfamilies respectively. An anatomice
study of the species was carried out in order fo look inte the characterization an
occurrence of colieters in vegetative and floral organs. Also, the same study was mad
in relation to the floral structure, focusing on the secretory structures.

The absence of colleters in vegetative organs and flowers of the A australe Mill
Arg. and the A. fomentosum fhart, proved that this structure is not universal in th
family. Foliar and floral colleters were found in the 8 bicuspidatum Fourn. They ar
polymorphic and they vary in number. The described colleters are new in the famil
The foliar colleters occupy an interpetiolar position, and they have distinct origins an
asynchronous developments. Also, they are deciduous and the secretory phase varie
seasonally. The floral colleters alternate with the sepals. They are formed at th
beginning of the floral development. They are persistent and they secrete until th
flower is in postanthesis.

The secretion of the colleters is heterogeneous and it is produced in a sing
phase. In the foliar colleters, it is made up of the mucilage and the phenol
compounds. But in the calycine, it is composed of the mucilage, fatty acids ar
phenolic compounds. Besides protecting the vegetative and floral meristems fro
desiccation, the colleters also protect against phytophagous insects in vegetatis
branches and against fungi in flowers.

Only two secrefory structures were found in the A. australe flower: the styl
head epidermis and the laticifers, besides the corolline frichomes with ¢

infermediate structure between glands and tector trichomes, and possibly ¢
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obturator from the placenta. The style-head is one of the simplest structures in the
family, and the laticifers are unbranched articulated. Although the flowers have an
scent, the osmophores were not found, nor was the nectariferous tissue.

In the B bicuspidatum, there are six glands in the flowers: the anther wing
epidermis, the style-head epidermis, the stigmatic chamber epidermis, the stamingl
corona epidermis, the colleters, and the unbranched articulated laticifers. Except for
the anther wing epidermis, the other structures continue secreting until the floral
anthesis.

The floral structure of the A gusirale and the B bicuspidatum is very distinct,
but some secretory structures that are universal {in the family) show the relationship
between the two species, such as the style-head epidermis and the same type of
laticifer. The restricted variety of floral secretory structures of the A autrale
confirm the basal position of the genera in the subfamily and in the tribe, a wide
variety of filoral glands of the B8 bicuspidatum and its complex floral structure

confirm its derivative position in the family and subfamily.



INTRODUCAO GERAL

Dentre as Gentianales, as Apocynaceae e Asclepiadaceae estdo mais intimamente
relacionadas entre si do que com qualquer outra familia da ordem e a sua proximidads
taxondmica deve-se, principalmente, & presenga de laticiferos e glicosideos
cardiotonicos (Cronquist 1981). Seus limites t8m sido melhor compreendidos com ¢
utilizagde de dados moleculares através dos quais as duas familias juntas mostraran
constituir um grupo monofilético (Judd ef a/ 1994; Struwe ef af 1994; Endress et a
1996; Sennblad & Bremer 1996, 2002). Endress e Bruyns (2000) propuseram uma nove
classificacdic para a familia Apocynaceae s/, que agora inclui as Asclepiadaceae. Con
isso, Apocynacece s/ ficou constitulda por 424 géneros agrupados em cine
subfamilias:  Rauvolficideae Kostel. (=Plumericidece), Apocynoideae Burnett
Periplocoideae R.Br. ex Endl., Secamoncidese Endl. e Asclepiadoideae R.Br. ex Burnett
Os representantes de Apocynaceae s./ possuem importlncia econdmica ou medicina
devido a presenca de algumas classes de metabélitos secunddrios (Rizzini & Mor:
1976: Joly 1977: Judd et al. 1999. Simfes ef a/ 2004). Estruturas secretoras poden
estar envolvidas na produgdio dos diferentes compostos do metabolismo secunddric
tanto em érgdos vegetativos quanto em reprodutives; em Apocynaceae, elas podem ser
tricomas, idioblastos, cavidades, laticiferos, coléteres, cabeca dos estiletes, nectério:
e osméforos (Solereder 1908; Woodson & Moore 1938; Metcalfe & Chalk 1950, 1979
1983; Fallen 1986, Kunze 1991, 1995, 1997; Thomas 1991; Endress 1994).

Estruturas secretoras em Apocynaceae s./.

Os tricomas glandulares ocorrem na base da l@mina e no peciole de muito:
membros da familia; jd os idioblastos com conteldo granuloso semelhante a létes
estdo presentes no mesofilo das folhas, formande uma camada abaixe do paré&nquime

palicédico, e os idioblastos taniferos nos raios medulares e medula de caules jovens de
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umas poucas espécies {Metcalfe & Chalk 1950). Cavidades mucilaginosas foram
encontradas no parénquima e Tecido vascular do caule e parénquima foliar de algumas
espécies {Solereder 1908),

Os laticiferos t&m ocorréncia universal em Apocynacece s/ (Metcalfe & Chalk
1980). Embora existam estudos anat@micos sobre laticiferos de espécies desta
familia, incongruéneias quanto a identificaglio do tipo e suc ontogénese podem ser
encontrades na literatura (Mahlberg 1961, 1963; Milanez 1977; Stockstill & Nessler
1986). Eles estdo presentes em drgdos vegetativos (Metcalfe & Chalk 1950; Milanez
1959, 1960-1, 1966, 1977. Appezzato-da-Gléria & Estelita 1997) e reprodutives
{Murugon & Inamdar 1987ab; Thomas & Dave 1994; Aguiar 2003). A cor do ldtex varia
de acordo com o génerc ou espécie, podendo ser branca leitosa, esverdeada, amarela
brithante ou vermelha pélida (Metcalfe & Chalk 1950). Sequndo Farrell e of (1991}, as
plantas produtoras de ldtex e resina t€m side mais bem sucedidas que os grupos
relacionados que ndo os produzem. As fungdes atualmente reconhecidas para
laticiferos sdo as de proteglio contra herbivoria, impedir a proliferacdo e ataque de
microorganismos, e selar ferimentos {Fahn 1979, 1990; Farrel er a/ 1991; Hunter
1994}

Os coléteres estdo particularmente bem representados nas Gentiandles, onde
ocorrem em 228 géneros (Thomas 1991). Em Apocynaceae s/, os coléteres foram
registrados para 74 dos 424 géneros {(Woodson 1935; Woodson & Moore 1938; Rao &
Ganguli 1963; Ramayya & Bahadur 1968; Pereira & Silva 1974; Silva et a/ 1975; Morillo
1978, 1995; Arekal & Ramakrishna 1980; Fjell 1983; Dave ef a/ 1987: Thomas e? o/
1989; Thomas & Dave 1989 ab,c, 1990, 1991, Thomas 1991; Sennblad et a/ 1998;
Appezzato-da-Gléric & Estelita 2000; Rio er al 2002, 2005; Simdes 2004) e

mencionados nas descri¢des taxon8micas de membros das cinco subfamilias (Endress &

Bruyns 2000).



A semelhanca estrutural enfre coléteres e outras estruturas secretoras levo
alguns pesquisadores a confundi-los com nectdrios extraflorais e glandulas de resin
(Arekal & Ramakrishna 1980; Tnamdor ef o/ 1985: Mohan & Tnamdar 1986
Subramanian e7 @/ 1989. Thomas 1991). O que diferencia oz coléteres das demai
estruiuras secreforas € a sua secregdio que lubrifica e protege gemas (Fahn 1979
Thomas 1991). Esta secreglio pode ser constitulda apenas por mucilagem (Fahn 1979
Thomas 1991) ou uma mistura de mucilagem e substéncias lipofilicas (Fahn 1979, 1990

Nesta familia, eles sto emergéncias ou gldndulas persistentes que podem esta
presentes nas folhas, brdcteas, bractéolas e cdlice (Thomas 1991). A maioria do
coléteres j& descritos para as Apocynacece € do tipo padrdic {Thomas 1991
recentemente, Tipos inéditos foram observados em Presionia coalita (Vell) Woodso
(Rio 2001}, Forsteronia glabrescens Milll. Arg. (Rio et al 2005), Mandevilla pycnanth
(Steud.) Woodson, M. scabra (R & S) K. Schum., M. tenuifolia (T.C. Mikan) Woodson
Mesechites mansoana (A.DC.) Woodson (Simbes 2004). Os coléteres destacam-se nd
sé pela fungdo, como pela importéncia taxondmica (Woodson & Moore 1938, Thoma
1991): a posicdo, o nlmero e o aspecto dos coléteres foram considerados de valo
taxonbmico para Apocynaceae por Woodson e Moore (1938) e sua presenca fa
utilizada como cardter distintive em chaves de identificagdo em nivel de género
espécie (Barroso 1986; Rio 2001).

Poucas pesquisas foram efetuadas por pesquisadores brasileiros a respeito di
coléteres em espécies de Apocynaceae, podendo ser citados os trabalhos redlizado.
em Mandevilla illustris (Vell.) Woodson e M. velutina (Mart. ex Stadelm.) Woodso
(hoje M. pohliana; Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000), Forsteronia glabrescens (Ri
et al, 2005), Prestonia coafita (Rio 2001; Rie et al 2002), Macrosiphonia longifior
(Desf) MUl Arg., Mandevilla pycnantha, M. scabra, M. tenuifolia, Mesechite
mansoana, Secondatia densifiora ADC. e S. floribunda ADC. (SimSes 2004).
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Estrutura floral

As Apocynaceae s/ possuem flores com diferentes graus de complexidade e
dentre estos destacam-se as Asclepiadoideae, por apresentarem as flores mais
complicadas e elaboradas de todas as dicotileddneas; apenas com a avaliagdo conjunta
das demais subfamilias, € possivel compreender como elas chegaram a este grau de
complexidade (Endress 1994). O trabalho mais abrangente envolvends a estrutura
floral de espécies de Apocynacece s/ foi realizado por Woodson e Moore {1938), com
o estudo da vascularizagdo e da morfologia comparativa das flores de 39 géneros e 59
espécies. Trabathos posteriores também se destacaram, como os de Rao e Ganguli
{1963}, Fallen (1986), Kunze (1991, 1995, 1997), Galetto (1997), Torres e Galetto
(1998) ¢ Lin & Bernardelio {1999},

As estruturas secretoras florais relatadas sdo: epiderme que reveste a cabega
dos estiletes, nectdrios, osméforos, laticiferos e coléteres.

A cabecga dos estiletes € coberta por epiderme secretora (Walker 1975; Fallen
1986; Kunze 1993, 1994; Galetto 1997, Lin & Bernardello 1999). Fallen (1986) estudou
a estrutura floral de 65 espécies de Apocynaceae 55 e de quatro de Asclepiadaceae e
descreveu fipos bdsicos de cabega dos estiletes, definindo uma progressde de
complexidade estrutural dentro da familia com base na morfologia, histologia e funcdo.
Esta estrutura € responsdvel pela producdio de uma substincia viscosa que retém os
gréios de pélen nas Rauvolficidese e Apocynoideae; nas demais subfamilias, ela produz
o franslador, que juntamente com as polinias forma o polindrio (Kunze 1993, 1994;
Endress 1994).

Os nectdrios formam um anel basal ao redor do ovéric nas Rauvolficidese e
Apocynoideae, freqlientemente lobado na porcdo apical (Woodsen & Moore 1938),
sendo considerado de natureza receptacular (Galetto 1997). Em Aspidosperma
quebracho-blanco Schlecht., este anel € inconspicuo e ndo secretor e nectdrios ndo

estruturados foram mencionados no cdlice e na corola {Lin & Bernardelic 1999). Nas



Asclepiadoideae, a posiclio dos nectdrios também & controversa. A localizacdo primdr
dos tecidos nectariferos € no tubo estaminal, alterno as anteras (Kunze 1991, 1997)
o néctar pode ser acumulado na corona (Galil & Zeroni 1965, Eisikowitch 1986) ou 1
base da corola (Kunze 1991}, O tecido nectarifero pode ocorrer também na corona «
na regido em que os lobos da corola esifio conectados ao ginostégio (Galil & Zero
1965; Christ & Schnepf 1985; Kunze 1991, 1995, 1997 Vieira 1998: Vieira & Shephe
2002). O néctar pode ser encontrado na cmara estigmdtica (nectdrio primdrio) e
corona estaminal (nectdrio secunddrio). Em geral, assume-se que apenas o nectdr
primdrio € secrefor e o néctar flui através de um intrincado sis?e?na capilar até
nectdrio secunddrio (Galil & Zeroni 1965, Kunze 1997); todavia, tecido nectarifero
foi descrito na corona (Woodson 1954; Kunze 1995, 1999).

Osmoforos sdo referidos para flores de algumas espécies de Apocynaceae :

{Endress 1994 Torres & Galetto 1998; Lin & Bernardelio 1999}, mas nunca fore

anatomicamente ilustrados.

Justificativa da presente investigagdo

O presente trobalho estd inserido em uma ampla pesquisa que esté sen
realizada por um grupo composto por professores e alunos do Departamento ¢
Botdnica/IB/UNICAMP, cujo objetive ¢é estudar aspectos morfoldgicos
histoquimicos das estruturas secretoras de espécies brasileiras de Apocynaceae. Con
produtos desta pesquisa, referimos as teses de Rio {2001), Aguiar {2003), Sim&
(2004) e o artigo publicado por Rio ef a/ (2002) efetuados em espécies «
Apocynoidece.

Este trabalho também estd vinculado ao temdtico intitulado “Estud
morfoldgicos, anatémicos, histoquimicos e ultra-estruturcis em plantas de cerra

(sensu fato) do estado de Sdo Paule” (Biota/FAPESP proc. n° 00/12469-3) ¢
p
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pesquisa espécies representativas de cerrado, pertencentes a dez familias de
angiospermas incluindo as Apocynaceae.,

Os géneros Aspidosperma {Rauvoificideae) e Blepharodon {Asclepiadoidece;
Endress & Bruyns 2000) foram confemplados nesta investigacdo. Esta escolha se deve
& ampla ocorréncia de espécies destes géneros nos cerrados paulistas; por
Aspidosperma ser um dos géneros brasileiros mais basais de Apocynacese s/
(Kinoshita com. pess.), enquanto Blgpharodon um dos mais derivados. Espécies de
Apocynoideae estdo sendo estudadas por Rio (2001-2004) e Martins (2003-2007).
Desta forma, o grupo estd pesquisando espécies das trés subfamilias que ocorrem no
Brasil contribuindo assim, para o methor entendimento da familia e suas relacSes.

De acordo com o novo conceito, Apocynacece s/ passou a ser constituida por
cerca de 4800 espécies (Mabberley 1997) de distribuigdo principalmente fropical e
subtropical e, em menor escala, nas regides temperadas (Barroso 1986). A familia
agora possui 86 géneros de trés subfamilias ocorrendo no Brasil (Barrose 1986);
entretanto, apesar de sua grande ocorréncia, poucos estudes anatbmicos sdo
encontrados na literatura sobre espécies brasileiras, incluindo as dos géneros
Aspidosperma e Blepharodon.

Aspidosperma é constituido por 44 espécies de distribuico neotropical, a maioria
no Brasil (Marcondes-Ferreira 1991, 1999; Marcondes-Ferreira & Kinoshita 1996;
Gomes & Cavalcanti 2001). O género se destaca dentro da familia pela grande
importéncia econdmica no uso da madeira, como a peroba (Joly 1977), e gquimica, pela
fregliente ocorréncia de alcalides inddlicos (Bolzani et a/ 1987). Estudos quimicos
sobre estes compostos do metabolismo secunddrio foram desenvolvidos por Banerjee e
Lewis (1953), Gilbert (1966), Lyon et a/ (1972), Garcia e Brown (1976), estas
substéncias foram utilizadas para avaliar a evolugdo das espécies do género (Bolzani ef
al. 1987} e auxiliar na sua posi¢de sistemdtica (Aliorge & Poupat 1991). A maior parte

dos pouces trobalhos anatdmicos publicadoes sobre espécies do género foi realizada por
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pesquisadores brasileiros; eles estdo relacionados & anatomia de madeira (Milane
1938, 1939. Rebollar & Quintanar 2000), anatomia foliar (Morretes & Ferri 195¢
Santos & Grisi 1976 Ferraz & Pimenta 1988; Isafas ef a/ 2000; Formiga ef a/ 200
Christione 2002), desenvolvimento de dpices vegetativos {Valente & Carvaltho 197:
Prazeres & Alves 1980) e estrutura floral (Lin & Bernardello 1999). Por sutro ladc
embora Blepharodon ocorra em vdrios tipos de vegetacdo brasileira (Pereira & Sily
1973: Ferreira & Pereira com. pes.), nenhum trabalho anatdmico sobre suas espécie
foi encontrado. Ha grande divergéncia sobre o nimero de espécies deste géner
Segundo Mabberley (1997), ele é composto por 45 espécies; Ferreira e Pereira (con
pess.) consideram aproximadamente 34 e Morille (1997) apenas 20, dentre as quai
cerca de dez ocorrem no Brasil {Rapini ef a/ 2001).

Tendo em vista a escassez de dados anatSmicos para as espécies brasileiras d
Apocynaceae e, principalmente, de Aspidosperma e Blepharodon, este trabalho vis
estudar tanto drglos vegetativos quanto reprodutives, contribuindo assim, para
melhor conhecimento destes géneros, das relagSes entre as subfamilias, d

complexidade estrutural exclusiva das flores deste grupo e de ampliar os dados sobr

espécies dos cerrados paulistas.

OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo investigar a estrutura floral de espécie
de Aspidosperma e Blepharodon, com &nfase nas estruturas secretoras, e efetuar ut
estudo comparado dos coléteres. As espécies estudadas foram Aspidosperma austra

Mill. Arg., Aspidosperma fomentosum Mart. e Blepharodon bicuspidatum Fourn,

Objetives especificos

A proposta da presente investigagdo foi:



verificar a ocorréncia de coléteres em érglos vegetativos e florais de
Aspidosperma australe, Aspidosperma fomentosum e Blepharodon
bicuspidatum,

identificar os fipos, descrever a estrutura, definir a distribuicdo dos
coléteres e avaliar o seu potencial taxon8mico para as Apocynaceae s./;
estudar a ontogénese, histoguimica e funclo da secrecdo dos coléteres
foliares e florais de 8 bicuspidarum,

caracterizer anatomicamente as estruturas secretoras florais de A

australe e B. bicuspidatum e definir os estddios de desenvolvimento em que

estus estruturas estejam em fase secretora,



CAPITULO 1

Distribuigdo e estrutura dos coléteres foliares e calicinais de espécie;

de Apocvynaceae s./

Introducdo

Os coléteres sfo estruturas que produzem uma secrecio viscosa que lubrifica ¢
profege meristemas em inicio de desenvolvimento (Themas 1991); a secrecdo pode se;
constituide apenas por mucilagem (Fahn 1979: Thomas 1991} ou uma mistura d
mucilagem e compostos lipofilicos (Fahn 1979, 1990). Em termos estruturais, o
coléteres podem ser tricomas ou emergéncias (vascularizadas ou ndo); eles sd
enconirados nos drgdos vegetativos e/ou reprodutivos (Fahn 1979, 1990; Thoma:
1991) de 58 familias de dicotiledbneas (Thomas 1991). Estas estruturas sd
particularmente bem representadas nas Gentianales, onde estdo presentes em 22¢
géneros (Thomas 1991).

Em Apocynacece s/ (Endress & Bruyns 2000), os coléteres foram registrado:
para 74 dos 424 géneros (Waodson 1935; Woodson & Moore 1938; Rao & Ganguli 1963
Ramayya & Bahadur 1968; Pereira & Silva 1974; Silva ef a/ 1975; Morillo 1978, 1995
Arekal & Ramakrishna 1980; Fjell 1983 Dave ef a/ 1987: Thomas et a/ 1989: Thomas
& Dave 1989 ab.c, 1990, 1991; Thomas 1991; Sennblad e# a/ 1998: Appezzato-da-
Gléria & Estelita 2000; Rio ef a/ 2005; Rio ef a/ 2002; Simdes 2004) e mencionados
nas descricfes taxondmicas de membros das cinco subfamilias (Endress & Bruyns
2000).

Para as Apocynaceae s./, os coléteres sdo emergéncias ou glandulas persistentes
(Thomas 1991) que podem estar presentes na margem da ldmina foliar (Sennblad e7 a/

1998), peciolo, brdcteas, bractéolas e cdlice (Thomas 1991), Apesar de sua amplc
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distribuigdo na familia, poucos trabalhos foram publicados sobre estruturg,
distribuicdo, ontogénese e histoquimica de coléteres, podendo ser citados os estudos
de Ramayya e Bohadur (1968), Dave et o/ (1987), Thomas ef o/ (1989) e Thomas e
Dave (1989 ab.c); Thomas e Dave {1990) estudaram o modo de secrecdio dos coléteres
de Alstonia schofaris .. e Thomas e Dave (1991), os aspectos filogenéticos dos
coléteres em Apocynaceae. Apenas os trobalhos redlizados em Mandevifla illustris
(Vell) Woodson e M. velutina (Mart. ex Stadelm) Woodson (hoje M. pohliana
Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000), Forsteronia glabrescens Mill. Arg. (Rio et af
2008), Prestonia coalita (Vell.) Woodson (Rio er a/ 2002), Macrosiphonia longifiora
(Desf)y MUl Arg., Mandevifla pycnantha (Steud) Woodson, M. scabra (R & 3) K
Schum., M. fenuifolia (3.C. Mikan) Woodson e Mesechites mansoana (ADC) Woodson,
Secondatia densiflora ADC. e 5, floribunda A.DC. (Sim8es 2004) foram efetuados por
pesquisadores brasileiros,

Aspidosperma pertence & tribo Alstonieae G. Don (Endress & Bruyns 2000). Nas
descri¢Bes taxondmicas, o género e a tribo sdo desprovides de coléteres calicinais
{(Allorge & Poupat 1991, Marcondes-Ferreira & Kinoshita 1996; Endress & Bruyns
2000), embora coléteres foliares e florais jé tenham sido observados em Alstonia
scholaris (Mueller 1985; Thomas & Dave 1989q,b, 1990, 1991) e coléteres foliares em
Vallesia Ruiz & Pav. (Mirabella 1897 apud Thomas 1991), que sdo representantes de
Alstoniece (Endress & Bruyns 2000).

Blepharodon perience & fribo Asclepiadece (R. Br.) Duby. Nesta tribo sdo
encontrados coléteres foliares agrupados na face adaxial do pecfolo préximo & lamina
foliar. Os membros da subfamilia possuem poucos a muitos coléteres cdlicindis na
superficie adaxial das sépalas e sdo mais ou menos alternisépalos (Endress & Bruyns
2000). Hé registro macromorfoldgico de coléteres peciolares e calicinais {Pereira &

Silva 1974; Morillo 1978, 1995}, mas nenhum dado anatdmico sobre estas estruturas

foi encontrado na literatura,
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Dada a falta de informagdes anatémicas sobre estas estruturas secretorc
nestes dois géneros, o presente estudo objetivou verificar a ocorréncia de colétere
em ¢érglos vegetativos e florais de Aspidosperma australe Mill. Arg., Aspidospern
fomentosum Mart. e Blepharodon bicuspidatum Fourn., com énfase na estrutura
distribuigio. Além disso, teve Também o propésite de ampliar o conhecimento sobre ¢

espécies dos cerrados paulistas e avaliar o potencial taxondmico destas estruture

para as Apocynaceae 5./

Material & métodos

O material de estudo foi coletado em gquatro dreas de cerrado do estade de S2
Paule (Reserva Bioldgica e Estacdio Experimental de Mo ji-Guagu, Estaclio Experiment
de Ttirapina e fragmentos situados nos municipios de Campinas e Praténic) e uma dre
urbana (campus da Universidade Estadual de Campinas). As coletas foram realizade
de novembro de 2002 a outubro de 2003 e as plantas identificadas pela Profa. Dr
Luiza S. Kinoshita e pelo Dr. André O. Simdes. Materiais testemunha com flores ¢
frutos de 14 individuos foram herborizados: A. gustrale: Brasil, Sdo Paulo, Campina
08/V/2003, D. Demarco 10; A ‘fomentosum: Brasil, Sdo Paulo, Mo ji-Guag
25/IX/2003, D. Demarco 12; 01/X/2004, D. Demarce 19, D. Demarce 20, D. Demarc
21; Praténia, 30/IX/2003, D. Demarco 13: B bicuspidatum: Brasil, Sdo Paulo, Moj
Guagu, 18/X1/2002, D. Demarce 7; Praténia, 05/III/2003, D. Demarco 8: Ttirapin
19/111/2003, D. Demarco 9: Campinas, 29/VIII/2003, D. Demarco 11; 08/V/2004,
Demarco 14, D. Demarce 15; 04/VIII/2004, D. Demarco 16, D. Demarco 1
23/IX/2004, D. Demarco 18. Todas as exsicatas serdo incorporadas ao Herbdrio UEC

Apices vegetativos de individuos de sol (borda de trilha) e de sombra (interior d
vegetacdo) de B bicuspidatum foram coletados e fixados na primavera (setembro
outubro), verdio (fevereiro e marco), outono (maio e junho) e inverno {agesto).

contagem dos nés de cada material coletado foi realizada a partir do édpice do ram
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Na coleta do material botdnico, os ramos foram cortados com ldmina aquecida para
coagular e manter o ldfex dentro dos laticiferos.

Ramos vegetativos e reprodutivos portando bot8es florais em diferentes estddios
de desenvolvimento e flores adultas de um individuo de A australe, quatro de A
tomentosum e 13 de B bicuspidatum foram fixados em FAA (formaling, dcido acético,
dlcool etilico B0%, L1118 v/v) por 24 h (Johansen 1940) e em FNT{formalina neutra
tamponada, tampdo fosfato, formaling, 9:1 v/v) por 48 h (Lillie 1948 /n Clark 1973) e
estocados em etanol 70%. Devide & fdcil visudlizaclio a olho nu dos coléteres de &
bicuspidatum, todos os nds abaixo do dpice caulinar que apresentavam coléteres
também foram coletados e receberam os mesmos Tratomentos dos ramos para fixagdo.

Ramos, vegetative fresco e floride fixado, foram utilizados para a caracterizagio
morfoldgica dos coléteres. A familia do inseto fitéfago -Aphididae - encontrado no
ramo vegetativo de B. bicuspidatum foi identificada pela MS. Giovanna &. Fagundes.

Para ¢ estudo anatdmico, dpices caulinares vegetativos, nés subsegiientes com as
respectivas folhas, botdes florais e flores adultas dos individuos das trés espécies
foram isolados, desidratados em série butilica (dlcool butilico tercidrio; Johansen
1940}, incluidos em “paraplast” e seccionados transversal e longitudinaimente em
micrétomo rotativo Microm HM340E. A espessura das secgdes variou de 8 a 40 um
dependende da espécie. Os dpices e bot8es florais das espécies de Aspidosperma
foram corados com a tripla coloragdo de Flemming (Johansen 1940) e as flores adultas
de A. australe, dpices, botSes florgis e flores adultas de B bicuspidatum, com azul de
astra e safranina {CT 50240; Gerlach 1969 modificado); as ldminas foram montadas em
resina sintética.

As fotografias foram obtidas em microscépio estereoscépico Nikon SMZ-U e as
fotomicrografias, em microscépio Olympus BX 51 utilizando-se filme Kodak Pro Image
asa 100. As escalas das figuras foram obtidas através de régua e ldmina micrométrica,

fotografadas nas respectivas condigBes dpticas das demais ilustracdes,



!

A andlise biométrica dos coléteres foi efetuada com a utilizagéio de paquimetr
digital. As medidas foram obtidas a partir de ampliagSes fotogréficas e desenhos er
cmara clara; 120 mensuracdes foram redlizadas em coléteres foligres e 80 er
calicinais de nove individuos. 39 flores adultas foram observadas para se verificar

eficiéncia da secreglio dos coléteres calicinais contra fungos.

Resultados
Aspidosperma

Muitos dpices caulinares vegetativos de A australe e A fomentosum forar
seccionados fransversal e longitudinalmente a procura de coléteres. No entanto, esto
estruturas ndo foram encontradas em nenhum dos individuos estudados (Fig. 1-5).

Ambas as espécies de Aspidosperma apresentam as folhas alternas e congesta
nos dpices e cerca de 20 nds podem ser observados em um mesmo dpice isolado d
planta. Grandes quantidades de tricomas multiceiulares unisseriados estdo presente
nos primérdios foliares e folhas jovens das duas espécies (Fig. 1-2, 4-5; cabeca d
seta). porém, nenhum tricoma glandular foi encontrado nesta regido. Todos o
tricomas observados sdio tectores, geralmente com parede ndo lignificada no
primérdios foliares (Fig. 1-2, 4-5; cabeca de seta). A partir do quinto ou sexto né e
A. tomentosum (Fig. 5 seta) e cerca do vigésimo em A australe, as folhas j
apresentam a maior parte dos tricomas com as paredes lignificadas.

Botdes florais em vdrios estddios de desenvolvimento ¢ flores adultas fora:
investigados & procura de coléteres através de cortes seriados transversais

longitudinais. Em A. australe e A fomentosum, nenhum coléter foi encontrads na

flores das duas espécies analisadas (Fig. 6-11).



Embora ambas as espécies ndo possuam tricomos na face adaexial das sépales,
muitos tricomas tectores de paredes ndo lignificades foram cobservados na face
abaxial do tubo da corola de botBes em inicic de desenvolvimento (Fig. 6-7, 10-1L;

cabeca de seta) raramente foram encontrados na face abaxial da base da corola de

flores em antese {Fig. 8-9),

Blepharodon

B bicuspidatum possui coléteres foliares e calicinais cbservdveis a olhe nu. Os
coléteres foliares sdo encontrados nas regifes nodais ocupando pesicdo interpeciolar
e peciolar (Fig. 12-20,27-41), produzem uma secrecdo de aspecto viscoso e de cor
branca que permeia o dpice, os primérdios foliares e as folhas jovens enquanto estas
estdo junto ao caule (Fig. 12-15). Esta secregdo lubrifica os meristemas protegendo-os
contra o dessecamento e, por ser ido profusa e viscosa, imobilizou um afideo
(Aphididae) junto ac dpice (Fig. 20},

Os coléteres calicinais de B bicuspidatum (Fig. 21) sdo observados retirando-se
a corola, corona e ginostégio, ocupando posiclio alterna ds sépalas (Fig. 22-26). Grande

quantidade de fungos foi encontrada apenas em duas flores em pés-antese (Fig. 24-

26) e estiveram ausentes em todas as demais.

Numero

Os coléteres inferpeciolares geralmente aparecem em trés pares por né (Fig. 31);
entretanto, este nimero pode variar entre diferentes nés de um mesmo individuo (Fig.
13-17), sendo observados seis ou sete coléteres (Fig. 27). Mais de sete coléteres
interpeciolares sfio encontrados em um mesmo nd, quando o individuo esté florido (Fig.

20) e, neste case, o nimero pode variar muito, pois para cada ramo floral hé pelo

menos trés pares de coléteres.
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Em cada peciolo geralmente € encontrado um par de coléteres (Fig. 19); contuds

eventualmente, observa-se um terceiro coléter exiremamente reduzido em posicd
intermedidria junto & base dos outros dois (Fig. 28).

Os coléteres calicinais ocorrem na base do cdlice, nas cinco regides alternas &

sépalas (Fig. 22-26, 42-43). Em cada um destes locais, um a trés coléteres podem se;

encontrados (Fig. 22-26). Essa variaclo numérica foi observada entre individuos di

diferentes dreas, entre flores de um mesme individuo e até em uma mesma flor (Fig

22-23),

Estrutura

Os coléteres foliares stio cBnicos, Integros (raramente bifides) e caducos. N&
hé diferencas quanto & estruiura destes coléteres entre individuos de sol e d
sombra, nem entre individuos coletados nas diferentes estagdes. Os interpeciolare
(Fig. 13-17, 33-35, 37-40) sdo, inicialmente retilineos (Fig. 13-16) e, em sua fase final
curvos (Fig. 17). Os peciolares situam-se na face adaxial do peciolo junto & lamin
foliar, ¥&€m a base alargada (Fig. 19), posicionam-se paralelos ao peciolo em folha
Jovens (Fig. 33-34, 36) e levemente inclinados em folhas adultas (Fig. 19).

Os coléteres foliares sto verdes em sua fase inicial {Fig. 13-14), depois a tornam
se amarelados e o pedincule permanece verde (Fig. 15-16); conforme senescem d
dpice para a base, as regides necrosadas ficam acastanhadas (Fig. 15-18), send
encontrados até o sétimo né visivel a olho nu (Fig. 13-19).

Os coléteres interpeciolares e peciolares sdo de tipos distintos. O
interpeciolares sdo formados por um pedinculo e uma parte secretora alongada (Fic
33-35, 37) e podem ter de 700 @ 1300 um de comprimento por 190 a 400 um d
largura. Eventualmente, pode ser observada uma bifurcaclio no dpice da cabeca d
coléter central (Fig. 31-32); portanto, os coléteres interpeciolares margingis sd

integros e os centrais podem ser integros ou bifidos.



O pedinculo destes coléteres € constituido por epiderme com células quadradas
secretoras e ndo secretoras e um parénquima central. A face abaxial possui células
epidérmicas ndo secretoras e a adaxial fem células secretoras na regifio distal (Fig.
29, 35) e ndo secreforas no proximal (Fig. 34-35). As células parenguimdticas t&m
formato irregular ou levemente alongado e ndo apresentam afividade secretora (Fig.
35). Estes coléteres se inserem em uma estrutura em arco, que interconecta os
peciclos de um mesmo né; ela possui cerca de 20 um e € formada por epiderme ¢
parénquima ndo secretores (Fig. 30).

A parte secretora € formada por epiderme secretora e um eixo parenguimdtico
central ndo secretor (Fig. 33-35, 37-38, 40). A epiderme € unisseriada, composta por
células secretoras em palicada com paredes finas, citoplasma de aspecto denso e sdo
recobertas por uma fina cuticula (Fig. 34-35, 38, 40). O niclec dificilmente pode ser
observado devido & secregdo acidéfila que preenche todo o citoplasma. Espagos
periplasmdticos s@o observados (Fig. 38, seta). eles sdo formados pela retragdo do
citoplasma e/ou distensdo da parede periclinal externa e € o local onde a secrecgéio se
acumula anfes de ser liberada para o exterior. Rompimento de cuticula nunca foi
observado nestes coléteres. O eixo parenquimdtico é formado por células ndo
secretoras alongadas longitudinalmente em relacdo ao coléter e se afunila em directio
ao dpice (Fig. 33-35, 37). Nenhum dos coléteres interpeciolares possui vascularizagéo
(27,29-35, 37-40).

Os coléteres peciolares, ao contrdario dos interpeciolares, ndo s#io pedunculedos
(Fig. 33-34, 36, 41) e podem ter de 600 ¢ 1100 um de comprimento por cerca de 720
um de largura. Eles sdo formados apenas por um eixo parenquimdtico recoberto por
uma epiderme secretora (Fig. 33-34, 36, 41). Assim como nos coléteres
interpeciolares, a epiderme € unisseriada, composta por células em palicada com
paredes finas, citoplasma com secrecdo acidéfila de aspecto denso e recoberta por

uma fina cuticula (Fig. 34, 36, 40). Os nicleos também nde podem ser observados, pois
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possuem afinidade pela safranina e apresentam a mesma cor que a secregéio. Espacos
periplasmdticos podem ser observados; entretanto, rompimento de cuticula ndo fo
observado nestes coléteres. O eixo parenquimdtico é formado por células nic
secretoras alongadas no sentido longitudingl do coléter e se afunila em directio ac
dpice (Fig. 33-34, 36). Eles ndo apresentam vascularizaclio (Fig. 28, 33-34, 36, 41).

Idioblastos cristaliferos foram encontrados no parénquima de alguns colétere:
interpeciolares. Todos os coléteres que os apresentaram estavam em fase secretora ¢
os cristais sto sempre drusas (Fig. 37-39). Com ocorréncic bem mais fregiiente
iaticiferos foram observados entremeando as células parenquimdticas de todos o
coléteres inferpeciolares e peciclares (Fig. 40-41),

Os coléteres calicinais stio laminares (Fig. 22-26, 42-44), podem ser infeiros of
partidos e sdo persistentes (Fig. 22-26). As suas dimensSes variam muite e «
comprimento € diferente até entre os coléteres de um mesmo grupo, mas, em geral
sto menores que os coléteres foliares. Eles podem ter de 340 a 650 um d
comprimento; quando em nimero de trés, geralmente o central é maior (Fig. 22-25). #
largura varia de acordo com o nimero de coléteres e se eles sfo inteiros ou partidos
podendo ter de 150 a 820 um,

O nivel de segmentacdio dos coléteres partidos variou entre os individuos da:
diferentes localidades (Tabela 1). As flores do individuo de Moji-Guagu apresentan
coléteres que se partem ro dpice (Fig. 26, 43). Porém, as flores dos individuos de
Campinas, Prat@nic e Itirapina possuem coléteres que se partem na base, préximo a su
insercdo com o cdlice (Fig. 42) e, geralmente, em trés ou, ds vezes, em dois. O:
tripartidos no dpice sdo trilobados na face abaxial da porglio unida (Fig. 43). Eles s
sésseis sendo formados apenas por uma epiderme secretora e um eixo parenquimdtic

ndo secretor (Fig. 44).
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Taobela 1. Coléteres enconfrados em flores adultas de individucs provenientes das

diferentes localidades de Blepharodon bicuspidatum Fourn.

Campinas Pratdnia Itirapina Moji-Guacu
Tipo TouP LouP TouP P
Mimere™ lou3 lous tou3l 1
Particdo basal basal basal apical

Legenda: T = inteiro; P = partido: * = nimero de coléferes em cada regido entre as
sepalas.

A epiderme € unisseriada, composta por células alongadas dispostas em palicada e
recoberta por uma fina cuticula. As células possuem paredes finas e citoplasma
contendo uma secrecdo acidéfila de aspecto denso. O nicleo dificilmente esid
evidente devido a sua coloraglio ser semelhante & da secregdo; porém, quando ele é
observado, ocupa preferencialmente posicio mediana na célula.  Espagos
periplasmdticos, formados pela retraco do citoplasma e/ou distensdio da parede
periclinal externa, sdo observados na mcioria das células (Fig. 44); neste local, a
secregdo € acumulada antes de ser liberada para o exterior. Ndo foi observado
rompimento de cuticula para liberagdio da secregdo.

O parénguima € formado por células ndo secretoras clongadas longitudinalmente.
O nimero de camadas de células varia imensamente dependendc do plano de
seccionamento e da regido do coléter analisada, principalmente quando se compara um
coléter inteiro e um partido. O parénquima sempre se afunila em dire¢do ao dpice (Fig.
44).

Os coléteres calicinais ndo apresentam vascularizagfio (Fig. 42-44) e laticiferos

de pequeno calibre, ds vezes, so observados entre as células parenquimdticas.



ILUSTRACOE:
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Fig. 1-3. Secc¢les longitudinal (1) e fransversais (2-3) de dpices caulinares
vegetativos de Aspidosperma australe Mill. Arg. 1-3. Auséncia de coléteres e
presenca de grande gquantidade de tricomas tectores ndo lignificados (cabega de

seta) nos primérdios foliares. Escalas: 1. 75 um: 2-3. 150 um.
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Fig. 4-5. Seccdes longitudinal (4) e transversal (5) de dpices caulinares vegetativos
de Aspidosperma tomentosum Mart. 4. Auséncia de coléteres e presenca de
grande quantidade de tricomas tectores ndo lignificados nos primérdios foliares. 5.
Tricomas tectores lignificados presentes em folhas jovens do quinto e sexto nés.
cabega de seta = fricomas ndo lignificados; seta = tricomas lignificados. Escalas:
4-5. 300 pm.
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Fig. 6-8. Seccdes longitudinal e transversal de botdes florais (6-7) e longitudinal de
flor adulta (8) de Aspidosperma australe Miill. Arg. 6-8. Auséncia de coléteres
calicinais. 6-7. Presenca de fricomas tectores ndo lignificados (cabeca de seta)
na face abaxial da base do fubo da corola. 8. Auséncia dos tricomas tectores na
base da corola. Ca = cdlice; S = sépala; TC = tubo da corola. Escalas: 6. 150 um; 7.
300 pm; 8. 250 pm.






30

Fig. 9-11. Secgdes transversal de flor adulta de Aspidosperma australe Mill. Arg.
(9) e longitudinal e transversal de botdes florais de Aspidosperma tomentosum
Mart. (10-11). 9-11. Auséncia de coléteres calicinais. 9. Auséncia de tricomas na
face externa do fubo da corola. 10-11, Presenca de tricomas tectores ndo
lignificados (cabega de seta) na face externa da base do tubo da corcla. S =

sépala; TC = tubo da corola. Escalas: 9. 300 um; 10. 75 um; 11. 150 pm.
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Fig. 12-20. Ramos vegetativo fresco de individue de cerrade de Campinas (12-19) e
florido fixado de individuo de Moji-Guagu (20) de Blepharodon bicuspidatum Fourn,
12-15, 19. Presenca de secregdo branca e viscosa secretada pelos coléteres
foliares. 12. Vista geral do dpice caulinar vegetativo. 13. Pormenor da figura 12.
14-18. Segundo, terceiro, quarto, quinto e sétimo nés visiveis a olho nu,
respectivamente. 19. Folha do sexto né visivel a olho nu. 20. Afideo (Aphididae)
preso G secregdo dos coléteres. P = peciolo. Escalas: 12. 15 mm; 13,16,19. 400
pum; 14-15,18,20. 500 pm; 17. 750 pm.






34

Fig. 21-26. Flores adultas de Blepharodon bicuspidatum Fourn. 22-26. Flores
fixadas. 22-23. Vista frontal dos coléteres calicinais do individuo de Pratdnia. 23.
Pormenor da figura 22. 24-25. Vista frontal dos coléteres calicinais do individuo
de Itirapina. 25. Pormenor da figura 24. 26. Coléter calicinal do individuo de Moji-
Guagu. S = sépala; seta = fungos. Escalas: 22,24. 1 mm; 23,25. 250 pm: 26. 200

pm.
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Fig. 27-32. Secgoes transversais do quarto (27), quinto (29-30) e sexto (28, 31~
32) nés de ramos vegetativos de Blepharodon bicuspidatum Fourn. 27. Variagdo do
ndmero (trés a quatro) de coléteres interpeciolares. 28. Variacdo do niimero (dois
a trés) de coléteres peciolares. 29. Porgdo secretora do pedinculo dos coléteres
interpeciolares. 30. Estrutura em arco que interconecta os peciolos e na qual os
coléteres interpeciolares estdo-inseridos. 31-32. Porg¢des mediana e apical de
coléteres interpeciolares do mesmo né; um dos coléteres centrais é bifido e o
outro integro. AE = arco estipular; € = caule; CI = coléter interpeciolar; CP =

coléter peciolar; P = peciolo. Escalas: 27. 75 um; 28-32. 150 um.
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Fig. 33-36. Secgdo longitudinal do dpice caulinar vegetativo de Blepharodon
bicuspidatum Fourn. 33. Vista geral do dpice. 34-36. Pormenores da figura 33.
34. Coléteres interpeciolar pedunculado do quarto né e peciolar séssil do quinto.
35. Detalhe do coléter interpeciolar. 36. Detalhe do coléter peciolar. € = caule;
CI = coléter interpeciolar; CP = coléter peciolar. Escalas: 33. 250 um; 34. 150
um; 35-36. 75 um,
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Fig. 37-41. Secgdes longitudinais de ramos vegetativos de Blepharodon bicuspidatum
Fourn. 37-39. Coléter interpeciolar do quinto né. 37. Coléter em fase secretora.
38. Pormenor da figura 37; notar espago periplasmdtico (seta) e drusa (seta
larga). 39. Cristais no parénquima do coléter evidenciados por luz polarizada. 40-
41. Laticiferos (seta) no parénquima dos coléteres interpeciolar (40) e peciolar

(41). Escalas: 37,39. 150 um; 38. 30 um; 40-41. 75 um.
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Fig. 42-44. Seccgdes transversais de flores adultas (41-42) e longitudinal de botdo
floral (43) de B8lepharodon bicuspidatum Fourn. Coléteres calicinais em fase
secretora. 41. Coléteres tripartidos na base (individuo do cerrade de Campinas);
os coléteres se inserem na base do cdlice. 42. Coléteres tripartidos no dpice
(individuo de Moji-Guagu); coléteres trilobados na face abaxial da porgéo unida. 43.
Detalhe de um coléter calicinal séssil; notar espago periplasmético (seta). CC =
coléter calicinal; Co = corola: Pe = pétala; S = sépala. Escalas: 41-42. 300 um; 43.
75 um.
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Discusséo

Em A. australe e A. fomentosum, nenhum coléter foi encontrado nos dpices
caulinares vegetativos e nas flores dos individuos investigados.

Apesar de ndo haver nenhum relato anatdmico sobre a presenga de coléteres em
érgdos vegetativos de espécies de Aspidosperma (Prazeres & Alves 1980), coléteres
foliares ja foram registrados em 13 géneros de Rauvolfioideae: Allamanda, Alstonia,
Carissa, Catharanthus, Cerbera, Ervatamia (= Tabernaemontana), Himatanthus,
Landolphia, Plumeria, Rauvolfia, Tabernaemontana, Thevetia, Vallesia e Vinca (Mia
1960; Ramayya & Bahadur 1968; Mello Filho 1973; Fjell 1983; Mueller 1985; Barros
1989: Thomas & Dave 1989ab, 1990, 1991; Thomas 1991). Dentre estes, Alstonia e
Vallesia pertencem a mesma tribo - Alstonieae - que Aspidosperma (Endress & Bruyns
2000).

Embora o género e a tribo sejam citados como desprovidos de coléteres calicinais
nas descri¢bes taxondmicas (Allorge & Poupat 1991; Marcondes-Ferreira & Kinoshita
1996; Endress & Bruyns 2000), coléteres florais jé foram anatomicamente descritos
em Alstonia scholaris (Thomas & Dave 1989b, 1990). Além disso, membros de outras
tribos de Rauvolfioideae também caracterizadas pela auséncia de coléteres calicinais
(Endress & Bruyns 2000) jé tiveram sua presenga registrada na revisdo de Thomas
(1991) em flores de Catharanthus, Chilocarpus, Condylocarpon, Kopsia, Rauvolfia,
Rhazia (=Amsonia) e Vinca. Esse fato mostra que, a anatomia pode contribuir com
caracteres relevantes para os estudos taxondmicos. Além disso, os coléteres podem
ser caducos, ndo sendo encontrados em flores adultas, como verificaram Koch e
Kinoshita (1999) em Rhodocalyx rotundifolius, que havia sido erroneamente descrita
como desprovida de coléteres calicinais.

B. bicuspidatum possui coléteres foliares e calicinais. Em Asclepiadoideae
(Endress & Bruyns 2000), esses coléteres ja foram observados em 20 géneros:

Acerates (=Asclepias), Asclepias, Blepharodon, Calotropis, Ceropegia, Cosmostigma,
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Cynanchum, Daemia (=Pergularia), Dischidia, Ditassa Gonivantbela, Grisebachiell,
Marsdenia,  Cianthus  (=Heterostemma), Oxystelma, Pentatropis, Pergulari
Sarcostemma, Stapelia, Stephanotis (=Marsdenid), Telosma, Tylophora e Wattakak
(hoje Dregea Woodson 1935; Metcalfe & Chalk 1950; Pereira & Silva 1974; Silva ef ¢
1975, Morille 1978, 1995; Arekal & Ramakrishna 1980; Kuriachen & Dave 1989; Thoma
1991; Farinaccio 2000).

Os coléteres foliares de 8 bicuspidatum produzem uma secrecdc que in vive tel
aspecto viscose e cor branca que permeia o dpice, os primdrdics foliares e folha
Jovens enquanto estes estdo junto ao caule; sua presencea pode ser notada também e
muitos nds abaixo do dpice. A secrectio viscosa dos coléteres geralmente £ incolor, mo
também pode ser amarelada (Thomas 1951) ou branca {Thomas ef af 1989), como &
8 bicuspidatum.

A principal funglio atribuida aos coléteres é a de proteger os meristemc
(Thomas 1991) do dessecamento e esta fungdo protetora tem sido bem estabelecid
em Apocynaceae {Thomas & Dave 1989a,b). Em ramos vegetativos de 8. bicuspidatur,
além da fungdo de prote¢dio contra o dessecamento, o secreclio viscosa dos colétere
foliares também protege contra fitéfagos, através de sua imobilizactio. Os colétere
calicinais desta espécie permanecem secretores mesmo depois da flor estar em pé:
antese e, somente neste Ultimo estddio, quando os coléteres estdo cessando st
atividade secretora, algumas flores sdo encontradas com grande quantidade de fungo:
portanto, mesmo ndo havendo mais regides meristemdticas, os coléteres continual
secretando, ndo mais para lubricar, mas para proteger as flores contra a proliferacd
de fungos. Além disso, através de andlise histoquimica se detectou a constant
produg8o de compostos fendlicos ao longo de toda a fase secretora dos coléteres de |
bicuspidatum (capitulo 2); os compostos fenélicos sdio conhecidos, dentre outre
propriedades, por inibirem o crescimento de fungos (Simdes et a/ 2004). De acord

com estes dados, os coléteres de B bicuspidatum possuem uma maior amplitud
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funcional que os demais coléteres descritos para a familia, funcionando como
estruturas de protecdo externa contra o dessecamento, imobilizando fitéfagos ou
impedinde a proliferacdo de fungos.

QOs coléteres de B bicuspidatum sdo facilmente observiveis. Os foliares
localizam-se em posigdo interpeciolar e peciolar e os calicinais, solitdrios ou em grupos,
alternos as lacinias do célice. Segundo Woodson e Moore (1938), os coléteres cdlicinais
podem ser alternos, opostos ou continuos ds sépalas. Os coléteres alternos foram
considerados uma caracteristica basal e os coléteres opostos, derivada.

Coléteres alternos foram registrados em Aganosma, Vallaris (Reo & Ganguli 1963),
Holarrhena, Wrightia (Rao & Ganguli 1963; Sennblad e7 of 1998), Periploca, Secomone
e Stephanostema (Sennblad et af 1998): opostos em Cerbera, Nerium (Rao & Ganguli
1963), Tabernaemoniana (Roo & Ganguli 1963; Ramayya & Bohadur 1968) e Prestonia
(Sennblad e? af 1998; Rio 2001); continucs em Mascarenhasia, Nerium, Picralima,
Thevetia, Trachelospermum {Sennblad et a/ 1998).

Embora os coléteres calicinais tferham sido considerados de importéncia
taxonbmica por terem posigdo, forma e nimero suficientemente constanies (Woodson
& Moore 1938), 8 bicuspidatum apresentou coléteres com estruturas distintas num
mesmo né e numa mesma flor; eles variam em nimero entre individuos, em diferentes
nés e em um mesme nd, em flores de um mesmo individuo e até em uma mesma flor
{mantendo constante apenas as posi¢des).

B. bicuspidatum possui de seis a sete coléteres interpeciolares, de dois a trés
peciolares e de cinco a 15 coléteres calicinais. Varia¢des quanto ao nimerc também jé
foram registrados em Aflamanda cathartica L. (Ramayya & Bahadur 1968; Thomas &
Dave 1989a) e em Thevetia (Hifny Saber et a/ 1969 gpud Thomas 1991 Fjell 1983),
quanto ao nimero e posicdo em Beaumontia grandiflora Wall., Funtumia elastica Stapf,
Mandevilla sanderi (Hemsl.}) Woodson e Strophanthus emini Aschers. exPax e quanto a

sua presenga ou auséncia em Baissea leonensis Benth. e Parsonsia heterophylla A. Cunn,
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(Sennblad e# a/ 1998). Em Blepharodon, dois coléteres sto enconirados nos peciclo
de 8. colombianum Morillo, 8. cuatrecasii Morillo, B. julianii Morille (Morillo 1978), ¢
hatschbachii Font. e Marg. {Pereira & Silva 1974), dois a Trés peciolares e numerosc
coléteres interpeciolares diminutos em B polydori Morillo (Morillo 1995); nesta
espécies, os coléteres calicinais mantém a posicdo alferna, mas o nimero de colétere
em cada regi@o pode variar de um a dois em 8 hatschbachii Font. ef Marg. (Pereira .
Silva 1974) e 8 colombianum (Morille 1978).

Os coléteres foliares de B. bicuspidatum sto totalmente verdes no infcio de se
desenvolvimento, possuem o pediinculo verde e a parte secretora amarelada durant
foda a fase secrefora e tornam-se acastanhados conforme senescem do dpice para
base. Em Allamanda cathartica (Ramayya & Bahadur 1968), o pedincule do coléte
permanece verde e fotossintético, enquanto a cabeca torna-se amarelade e d
natureza secretora. Posteriormente, os coléteres senescem do dpice para a base
mudando do amarelado para o acastanhado. A senescéncia do dpice para a base jé f¢
observada em Agarosma caryophyllata G. Don. (Dave et al 1987), Calotropis (Kuriache
& Dave 1989), Roupelia grata Wall. (Thomas et al. 1989), Mandevilla illustris e A
velutina (noje M. pohliana Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000). Em geral, o
coléteres tornam-se castanhos conforme senescem (Thomas 1991 Appezzato-de
Gléria & Estelita 2000).

Apds a senescéncia, usualmente os coléteres retém sua forma (Thomas 1991}
coléteres foliares persistentes jé foram registrados em Allamanda cathartic
(Thomas & Dave 1989a), Roupelia grata (Thomas ef al 1989), Mandevilla illustris e A
velutina (hoje M. pohliana, Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000). Porém, em |
bicuspidatum, assim como em Calotropis (Kuriachen & Dave 1989), os colétere
diminuem de volume e desconectam-se dos respectivos érgdos.

Com relagdo & estrutura dos coléteres, sete tipos jé foram descritos {Thoma

1991} 1. padrdo (S); 2. padrdo reduzide (SR); 3. semelhante a pincel (B); 4. dendritic
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(D} 5. intermedidrio (entre 5 e D), 6. alado (W) e 7. filiforme {F). Embora estes tipos
tenham sido descritos para coléteres de Rubiaceae (Lersten 1974; Thomas 1991), esta
terminologia tem sido empregada na descriglie de coléteres de diversas familics. A
maioria dos coléteres de Apocynacese s/ € descrita como do tipo padrdo (digitiforme
pedunculado; Thomas 1991, Appezzato-da-6léria & Estelita 2000, Rio 2001, Ric ef of
2002). Recentemente, tipos inéditos de coléteres foram descritos pare Prestonia
coalita (Rio 2001), Forsteronia globrescens (Rio et al 2005), Mandevilla pyenantha, M,
scabra., M. tenuifolia e Mesechites mansoana (Sim8es 2004), B bicuspidatum possui
guatro tipos: o cBnico pedunculado (integro ou bifido), o cBnico séssil e os laminares
sésseis infeiro e (bi-) tripartido (na base ou no dpice). Coléteres partidos préximo &
base também j& foram descritos em Holarrhena antidysenterica Wall. (Reo & Ganguli
1963} e como fimbriado em Prestonia coalita {Rio 2001).

A existéncia de um arco interconectando os peciolos e do qual partem coléteres
que ocupam posigdo interpeciolar observade em B bicuspidatum, sé foi registrado para
Mandevifla bridgesii (Muell. Arg.) Woods (Woodson & Moore 1938; prancha 3, figura
3), sendo considerados apéndices estipulares.

A parte secretora dos coléteres interpeciolares, peciolares e calicinais é formada
por epiderme unisseriada em palicada e um eixo de células parenquimdticas néo
secretoras. Os coléteres em geral possuem uma epiderme unisseriada {Thomas 1991),
mas em Roupelia grata, ocasionalmente algumas células se dividem periclinaimente
(Thomas et a/ 1989). Em Prestonia coalita, os coléteres calicinais também néc possuem
pedinculo; porém, ao contrdrio de 8 bicuspidatum, as células epidérmicas da base do
coléter ndo apresentam atfividade secretora (Rio 2001). Em Tabernaemontana
divaricata {L.} R. Br., apenas a cabega dos coléteres cdlicinais estd diferenciada
(Ramayya & Bahadur 1968).

Nos coléteres de B. bicuspidaium, o secreclio se acumula em um espago

periplasmdtico (capitulo 2) antes de ser liberada para o meioc externc através da
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parede e da cuticula. Normalmente, a secregdic £ liberada por ruptura da cuticula
(Fahn 1990), ¢ que ndo foi observado no presente estudo. Em Allamanda neriifolia
Hook., Thevetia peruviana (Pers) K. Schum. (Fjell 1983) ¢ Calotropis (Kuriachen &
Dave 1989}, a secreglio se acumula sob a cuticula e em Allamanda cathartica {Thomas
& Dave 1989q), Plumeria rubra L. (Mohan & Inamdar 1986), Mandevilla illustris e M.
velutina (hoje M. pohliana Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000), a secrecdo é
liberada em fendas formadas pela dissolucdo da lameia média das paredes radiais das
células epidérmicas. Os coléteres de Alsionia apresentam um mecanismo de exsudacdo
ndo usual: em coléteres do terceiro ou guarto nd, algumas células centrais abaixo da
epiderme expandem devido ao actimule de material e quanto maior a quantidade de
material acumulado nestas células, maior é a pressfio exercida sobre as células
epidérmicas, até que ambas se desloquem e rompam (Thomas & Dave 1950).

Nenhum dos coléteres de B. bicuspidatum possui vascularizagdo. A presenca de
tecido vascular pode variar até mesmo entre os diferentes tipos de coléteres
encontrados nos drgdos vegetativos. Em Mandevilla, os coléteres interpeciolares ndo
possuem vascularizaglo e os coléteres foliares podem ter ou néio dependendo da sua
proximidade do fraco vascular (Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000). Em Presionia
coalita, apenas os coléteres intercalares possuem vascularizacéio (Rio ef af 2002).
Embora Woodson e Moore (1938) tenham descrito os coléteres calicingis de
Apocynaceae como sendo normalmente desprovidos de vascularizacdo, coléteres
calicinais vascularizados jd foram observades em Funtumia elastica, Strophanthus
grafus Baill. (Woodson & Moore 1938), Holarrhena antidysenterica, Vallaris solanacea
(Roth) O. Ktze. , Wrightia tinctoria R. Br. {(Rao & Ganguli 1963), Aganosma
caryophyllata (Dave et al 1987) e Nerium indicum Mill. (hoje N. oleander; Thomas &
Dave 1989¢).

Idioblastos portando cristais do tipe drusa foram encontrados no parénquima de

coléteres interpeciolares durante sua fase secretora em B8 bicuspidetum. Cristais
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também jé foram registrados em coléteres de Alamands (Ramayya & Bahadur 1968),
Calotropis (Arekal & Ramakrishna 1980), Theveria (Fjell 1983; Subramanian ef a/
1989), Afstonia {Thomas & Dave 1989b) e Agarosma (Subramanian ef af 1989).
Laticiferos foram observados no parénquima de todos os coléteres de 2
bicuspidatum e sua presenca foi considerada uma das modificagBes estruturais que
alguns coléteres de Apocynaceae apresentam (Thomas 1991). Laticiferos também jd
foram registrados em coléteres de Plumeria alba Linn., Vallaris solanacea (Murugan &
Inamdar 1987ab), Allamanda cathartica (Thomas & Dave 1989a), A. violacea Gard.
{Subramanian ef al 1989), Nerium indicum (hoje N oleander, Thomas & Dave 1991),
Mandevilla illustris e M. velutina {noje M. pohiiana Appezzato-da-Gldria & Estelita
1997, 2000). Tricomas unicelulares também jé foram observados em coléteres de
Aganosma caryophyllata (Dave et al 1987) e multicelulares em Prestonia coalita (Rio ef
al. 2002}, células subepidérmicas alongadas radialmente em Roupelia grata{Thomas et
al 1989) e Nerjum indicum (hoje N. oleander: Thomas & Dave 1989c). Todas essas
caracteristicas foram consideradas como um passo evolutivo enire os coléteres de

Apocynaceae por Thomas e Dave (1991).

Conclusdes

A anatomia jd confribuiu com caracteres relevantes para a taxonomia das
Apocynaceae, registrando a presenga de coléteres em espécies de tribos nas quais os
coléteres calicinais foram considerados ausentes segundo as descrigdes taxondmicas
{Endress & Bruyns 2000). O presente estudo provou anatomicamente que os coléteres
ndo ocorrem em drgdos vegetativos e reprodutivos de duas espécies de Aspidosperma,
confirmando que a presenca de coléteres ndo € universal na familia.

Segundo Woodson e Moore (1938), hd uma similaridade de posicdio dos coléteres

calicinais em relaco ds sépalas e dos apéndices dos nés vegetativos em relag@o aos



peciolos. Em B bicuspidatum, isso ¢ vélido apenas para os coléteres interpeciolares, jé
que os coiéteres calicinais sdo alternos &s sépalas.

O nlmero de coléteres foliares e calicinais variou independentemente da
localizagdo geogréfica, ao contrdrio do proposts por Thomas (1991). Em diferentes
nés de um mesmo individuo, num mesmo né, em diferentes flores ou numa mesma flor
foi encontrada variacto no nimerc de coléteres,

Considerando que a grande maioria dos coléteres de Apocynaceae s/ descritos é
do tipo padrdio, B bicuspidatum possui uma considerdvel variedade de tipos. Quatre
tipos inéditos de coléteres foram encontrados nos érgdos vegetativos e florais desta
espécie: 1. coléter conico pedunculado (inteiro ou bifide); 2. cBnico =éssit: 3. laminar
séssil inteiro e 4. laminar séssil partido (préxime & base ou no dpice). Os
interpeciclares sdo pedunculados, enquanto os peciolares e calicinais sdo sésseis.

Embora o tipe (forma) do coléter calicinal tenha valor taxonBmico parg
Apocynaceae (Woodson & Moore 1938) e sua presenca seja utilizada como cardter
distintivo em chaves de identificagtio em nivel de génerc e espécie (Barroso 1986; Rio
2001), em 8. bicuspidatum, os coléteres podem ser inteiros ou partidos no dpice ou na
base e o tnico cardter constante € a posigdo.

A parte secretora de fodos os coléteres é formada por epiderme secretora
composta por células em paligada dispostas em uma dnica camada e parénquima central
formado por células ndo secretoras alongadas longitudinalmente. Fles ndo possuem
vascularizaglo; laticiferos foram encontrados no parénguima de todos os tipos de
coléteres e drusas, apenas nos interpeciolares. Tanto nos coléteres foliares quanto nos
calicinais, a secregdo € acumulada em um espago periplasmdtico antes de ser liberado
para o meio externo através da parede e da cuticula. Rompimento natural de cuticula

ndo foi observado em nenhum coléter.



Além da fungdo de proteger as regides meristemdticas contra ¢ dessecamento, os
coléteres de B bicuspidatum também protegem os ramos vegetativos imobilizando
fitéfagos e as flores, impedindo a proliferacdo de fungos.

Ao contrdric dos coléteres de todas as Apocynaceae 5/ descritos até o momento,
B bicuspidatum se destaca pelo polimorfismo destas estruturas e suc amplitude
funcional. Dionte deste fato, estudos incluinde mais representantes de
Asclepiadoideae seriam desejdveis, no sentido de se obter maiores informaches sobre

os coléteres e assim verificar se o nimero e tipo de coléter possuem valor taxondmico

parg este grupo.
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Capitulo 2

Ontogénese e histoquimica dos coléteres foliares e calicinais de

Blepharodon bicuspidatum Fourn. (Apocynaceae s./.)

Introducdo

A semelhanca estrutural entre coléteres e outras estruturas secretoras levou
alguns autores a confundi-los com nectdrios extraflorais e glandulas de resina
(Arekal & Ramakrishna 1980; Inamdar e o/ 1985; Mohan & Inamdar 1986;
Subramanian ef 4/ 1989, Thomas 1991). Por isso, é necessdrio efetuar estudos
histoguimicos para andlisar as principais classes quimicas dos metabélitos que
compdem o exsudato, uma vez que a identificaclio das estruturas secretoras é
baseada no tipo de substéncia que predomina no secretado (Fahn 1979). Radford e
al. (1974) também consideraram importante utilizar testes nistoquimicos ou
andlises quimicas na identificagdo dos tecidos secretores para complementar os
caracteres morfoldgicos, estruturais e de desenvolvimento,

O que diferencia os coléteres das demais estruturas secretoras é a sua
secre¢do que lubrifica e protege gemas (Fahn 1979; Thomas 1991). Esta secrecdio
pode ser constituida apenas por mucilagem (Fahn 1979; Thomas 1991) ou uma
mistura de mucilagem e substéncias lipofilicas (Fahn 1979, 1990). Algumas
substdncias detectadas no exsudato produzido pelos coléteres de espécies de
Apocynacede sdo resina (Ramayya & Bohadur 1968 Subramanian er a/ 1989),
lipidios (Thomas & Dave 1989a, 1990; Thomas 1991; Appezzato-da-Gléria & Estelita
2000), proteinas (Thomas ef o/ 1989; Thomas & Dave 1989a, 1990; Thomas 1991) e

monossacarideos (Dave et a/ 1987; Thomas ef a/ 1989; Thomas & Dave 1989ac,
1990; Thomas 1991).

L
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Poucos frabalhos apresentam dados sobre a cntogénese e/ou histoquimica de
coléteres, podendo ser citados os estudos em Allamanda cathartica L. (Ramayya &
Bohadur 1968; Thomas & Dave 1989 o), Tabernaemontana divaricata (L) R. Br.
(Ramayya & Bchadur 1968), Plumeria rubra L. (Mohan & Inamdar 1986), Aganosma
caryophyllata &. Don. {Dave ef ol 1987), Alstonia scholaris L., Nerium indicum Rill.
(hoje N oleander. Thomas & Dave 1989b ¢, 1990), Calotropis (Kuriachen & Dave
1989), Roupelic grata Wdll. {Thomas ef af 1989), Mandevifla illustris {Vell)
Woodson, M. velutina (Mart. ex Stadelm.} Woodson (hoje M. pohliana, Appezzato-
da-&léria & Estelita 2000) e Prestonia coalita (Vell.) Woodson (Rio 2001; Rio ef o/
2002).

Dada g escassez de informagBes sobre a composigdo da secrectio dos coléteres
de Apocynaceae e a auséncia de qualquer estudo anatmico em espécies de
Blepharodon, o presente estudo teve por objetivo andlisar a ontogénese e
histoquimica da secregdo dos coléteres foliares e florais de Blepharodon
bicuspidatum Fourn,, evidenciands as principais classes quimicas dos metabélitos

que o compbem o exsudato produzido por estas estruturas e sua fungdo.

Material & métodos

O material de estudo foi coletado em quatre dreas de cerrade: Reserva
Bioldgica e Estagdo Experimental de Moji-Guagu, Estaclo Experimental de Itirapina
e fragmentos situados nos municipios de Campinas e Praténia. As coletas foram
realizadas de novembro de 2002 a outubro de 2003 e as plantas identificadas pela
Profa. Dra. Luiza 5. Kinosnita e pelo Dr. André O. Simdes. Materiais testemunha
com flores de nove individuos foram herborizades: 8. bicuspidatum: Brasil, Séo
Paule, Moji-Guagu, 18/XI/2002, D. Demarco 7: Praténia, 05/II1/2003, D. Demarco
8: Ttirapina, 19/111/2003, D. Demarco 9; Campinas, 29/VII1/2003, D. Demarco 11;
08/V/2004, D. Demarco 14, D. Demarco 15; 04/VIII/2004, D. Demarco 16, D.



Demarco 17; 23/IX/2004, D. Demarco 18. Todas as exsicatas serdo incorporadas
ao Herbdric UEC,

Ramos vegetativos de individuos de sol (borda de tritha) e de sombra (interior
da vegetagtio) foram coletados e fixados na primavera (setembro e outubro)}, verdo
(fevereire e margo), outono {maio e junho) e inverno (agoste). A contagem dos nés
de cada material coletado foi realizada a partir do épice do ramoe.

Ramos vegefativos portando dpices caulinares de 9 individuos de &
bicuspidatum e florais de quatro foram fixados em FAA {formalina, dcido acético,
dleool etilico 50%. 1:1:18 v/v) por 24 h (Johansen 1940), em FNT (formalina neutra
tamponada; tampdo fosfate, formaling, 9:1 v/v: Lillie 1948 jn Clark 1973) e SFF
(solucdo de sulfato ferreso, formaling, 9:1 v/v) por 48 h {Johansen 1940) e
estocados em etanol 70%. Devido & fdcil visualizac@o a olho nu dos coléteres de 2
bicuspidaturm, todos os nds abaixo do dpice que apresentavam coléteres também
foram coletados e receberam os mesmos tratamentos dos ramos para fixacédo.

Para o estudo ontogenético e histoquimico, foram isolados épices caulinares
vegetativos, Todos os nds que possufam coléteres foliares (um a seis ou sete no
outono/inverno e um a 12 ou 13 na primavera/verdo), botdes florais e flores. Trés
estddios do desenvolvimento floral com seus comprimentos medidos a partir da
base do receptdculo foram utilizados: Estddio 1 - botSes florais até 0.9 mm:
Estddio 2 - botdes florais de 1 a 5 mm; Estddio 3 - flores adultas em pré-antese (6
mm), antese e com as pétalas reflexas. Todas estas pecas foram desidratadas em
série butilica (dlcool butilico tercidrio; Johansen 1940), incluidas em “paraplast” e

seccionadas transversal e longitudinalmente com 10 a 14 yum de espessura em

micrétomo rotativo Microm HM3I40E,
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Ontogénese
fateriais fixados em FAA e FNT foram usados ne estude estrutural. As

seccles foram coradas com azul de astra e safraning (€I 50240; Gerlach 1969

modificade) e as ldminas montadas em resina sintética,

Histoquimica

Materiais fixados em FAA foram utilizedos para os testes histoquimicos que
evidenciam polissacaridecs (incluindo mucilagem e amido), proteinas e compostos
fendlicos hidrossoliveis: materiais fixados em FNT para os testes que evidenciam
lipidios fotais (incluindo deidos graxos livres), compostos fendlicos lipossoliveis e
alcaldides e materiais fixados em SFF para confirmar os resultados dos compostos

fendlicos.

Os tratamentos realizados para evidenciar as principais classes gquimicas dos

componentes da secregdo dos coléteres foram:

a) Vermelho de ruténio para mucilagens dcidas (6regory & Baas 1989)

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

¢) Azul de Alcido (C1 74240) para mucopolissacarideos dcidos (Pearse 1985)

d) Reaglio PAS (Periodic-Acid-Schiff's reagent. pararosanilina CI 42510) para
polissacarideos gerais (McManus 1948)

e) Reagente de Lugol para amido (Johansen 1940)

f) Azul mercdrico de bromofenol para proteinas totais (Mazia ef af 1953)

g) Azul brilhante de Comassie (CT 42660) para proteinas totais (Fisher 1968)

h) Preto de amido B (Aniline Blue Black: CT 20470) para proteinas (Fisher 1968)

i) Preto de Suddo B (CI 26150) para lipidios totais (Pearse 1985)

J) Vermelho de Suddo IV (CI 26105; alcodlico e glicerinado) para lipidios totais
(Pearse 1985)
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k) Sulfato azul do Nile (CT 51180) para lipidios dcides e neutros (Cain 1947: Jensen
1962)
1) Reagente de Nadi parc esséncias e dcidos resiniferos (David & Carde 1964)
m) Acetato de cobre/ deido rubeinico para dcidos graxos {Ganter & Joliés 1969,
1970)
n) Cloreto de ferro III para compostos fendlicos (Tohansen 1940)
o) Dicromato de potdssio para compostos fendlicos (Gabe 1968)

p) Reagente de Wagner para alcaldides (Furr & Mahlberg 1981)

Os testes foram aplicados em coléteres interpeciolares e peciolares de
primérdios foliares e folhas adultas e em coléteres calicinais em diferentes
estdadios do desenvolvimento floral.

As l@minas do material fixade em SFF e do material do teste com preto de
amido B foram montadas em resina sintética e as demais, em gelatina glicerinada.

Para o controle dos testes para substéncias lipofilicas, foram utilizados dpices
caulinares e botdes floradis colocados em soluglo extrativa composta por
metanol/cloroférmio/dgua/HCI (66:33:4:1 v/v; High 1984) por 48 h. Apés este
perfodo, os materiais foram fixados em FNT e receberam o mesmo tratamento das
demais pecas. Os controles dos testes para substdncias hidrofilicas, exceto para
proteina, foram realizados conforme as respectivas técnicas.

As fotomicrografias foram obtidas em microscdpio Olympus BX 51 utilizando-
se filme Kodak Pro Image asa 100. As escalas das figuras foram obtidas afravés de

ldmina micrométrica fotografada nas mesmas condigdes dpticas das demais

ilustracdes.

Resultados
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Ontogénese dos coléteres foliares

Fase meristemdtica

A formaciio dos coléteres foliares ndo varia sazonalmente nem entre individuos
de sol e de sombra. A ontogénese dos coléteres interpeciclares e peciolares ocorre
de forma assincronica. Os coléteres interpeciolares comecam a se formar no
primeire nd. Nesta regido, grupos de células meristemdticas projetam-se das
margens da base do primérdio foliar em dire¢des opostas (Fig. 1. seta). A partir do
segunde nd, os grupos de células meristemdticas se fundem formande uma
estrutura em arco gue interconecta os peciclos. Nesta fase, o infcio da
diferenciagio dos coléteres marginais e do central pode ser observado {Fig. 2;
seta); os margingis comegam a se formar pouco antes do central. O fato destes
coléteres serem formades a partir de uma estrutura em arco que se projeta das
margens da base foliar demonstra que eles sdo de origem estipular. No terceiro né,
os coléteres dinda estdo em fase meristemdtica; as células protodérmicas sdo
quadradas sem secre¢do em seu inferior e o eixo parenquimdtico ainda ndo atingiu
suas dimensdes finais (Fig. 3).

Os coléteres peciolares comegam a se formar no terceiro né e dois grupos
distintos de células meristemdticas sdo observados na face adaxial do peciolo
préximo a lamina foliar (Fig. 3; seta). As células meristemdticas tanto dos coléteres
interpeciolares quanto dos peciolares dividem-se sequndo planos definidos: as
células protodérmicas dividem-se anticlinalmente aumentando a superficie: as
células do meristema fundamental dividem-se em vdrios planocs formando ¢ eixo
parenquimdfico e o coléter aumenta em altura e di@metro. No guarto né, os
coléteres peciolares ainda estdo meristemdticos com as células protodérmicas

quadradas sem secrecdo e um eixo central reduzido {(Fig. 4).



Fase secretora

No quarto né, os coléteres interpeciolares estdo totalmente formados, com as
células epidérmicas alongadas e em qtividade secretora (Fig. 4). Esta fase
prossegue até 12 nds,

A partic do quinto nd, em ramos mais desenvelvidos (entrends maiores), os
coleteres peciolares comecam a secretar (Fig. B), mas em alguns casos, em ramos
menos desenvolvides, eles ainda estdio meristemdticos (Fig. 6) e somente no sexto
né comegam a secretar (Fig. 7). Eles podem ser observados em folhas até o 13° né.

A duragdo da fase secretora dos coléteres foliares ndo varia entre individuos
de sol e de sombra, mas varia enfre as estacdes. Nos individuos coletados no
oufone/inverno, os coléteres interpeciolares secretaram do quarto ao sétimo e os
peciolares do quinto ao sétimo né; nos individuos coletades na primavera/verdo, os
coléteres interpeciolares secretaram do quarto ao décimo segundo e os peciolares

do quinto ao décimo segundo nd.

A secreclo dos coléteres € liberada para o meio externo sem que haja

rompimento de cuticula.

Fase pds-secretora

Dificilmente € observado um coléter foliar em fase pés-secretora, pois esta
fase é muito breve e todo o coléter necrosa, contraindo-se do dpice para a base até
desconectar do respectivo drgfio (Fig. 13-14). Todos os coléteres foliares sdo
caducos.

Alguns poucos coléteres foram enconirados em fase pés-secretora e os
encontrados, geralmente, foram os peciolares, jé que estes senescem depois dos
interpeciolares e podem ser observados um ou dois nés abaixo do tltimo né que

apresenta coléteres interpeciolares. Na fase pés-secretora, os coléteres
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apresentam células epidérmicas sem secregdo em seu interior (Fig. 13-14) e os
niiclecs ocupam, preferencialmente, posicdo mediana na célula.

A senescéncia do coléter ndo estd relacionada com o né em que se localiza ou
se o individuo € de sol ou de sombra, mas sim, com a fase de desenvolvimento dos
drgtios deste nd. Us ramos coletados durante o outono e inverno possuiam de seis a
sete ndés com coléteres, jd os ramos coletados durante o primavera e verdo
possufam de 12 a 13 nds. Em ambos, as folhas do dltimo né que possui coléteres

estavam totalmente ou quase totalmente distendidas (7 ¢ 8 cm de comprimento),

Ontogénese dos coléteres calicinais

Fase meristemdtica

Os coléteres calicinais, assim como os foliares, se formam precocemente
durante o desenvolvimento do érgdo em que se inserem. Eles comegam a se formar
em botdes com menos de 1 mm de comprimento (Estddio 1). Nesta fase, coléteres
sdo totalmente meristemdticos (Fig. 8; seta) com as células protodérmicas
dividindo-se anticlinalmente aumentande o superficie e as do meristema
fundamental, em vdrios planos formando ¢ eixo parenguimético. O coléter aumenta
em altura e largura em decorréncia deste acréscimo de células. Em alguns botdes
deste estddio, coléteres cinda em formacdio jé possuem células epidérmicas
variando de quadradas a ligeiramente alongadas com secre¢lo em seu inferior (Fig.

9; seta).

Fase secretora

Botdes com cerca de 1 mm de comprimento, ainda recobertos pelo cdlice
(Estadio 2}, j& possuem coléteres totaimente diferenciados com as células

epidérmicas alongadas e em atividade secretora (Fig. 10). Os coléteres permanecem



secretores até a flor estar formada (Fig. 10-12, 15) e com as pétalas reflexas
{Estédio 3).
O modo de secrecBio dos coléteres nio pbde ser determinado, pois nde foi

observado rompimento de cuticula ou estrutura para liberacdo dos exsudato ao

meio externo,

Fose pos-secretorg

Os coléteres calicinais sfo persistentes e sdc encontrados em fase pés-
secretora em flores adultas com as pétalas reflexas. Fles apresentam células
epidérmicas sem secreglic com os nicleos ocupando posicdc mediana ou apical e
células parenquimdticas contendo substéincia acidéfila (Fig. 16). Apesar de serem
observadas células senescentes no dpice de coléteres de botdes e flores (Fig. 12,

15), nenhuma seqiiéncia deste processo foi observada.

Histoquimica

Os resultados obtides nos testes para detecgdo de substéncias hidrossoliveis
e lipossoldveis estdo apresentados na tabela 1.

Através dos festes com preto de Sudfio B e sulfato azul do Nilo, pode-se
verificar que a cuticula dos coléteres nunca distende (Fig. 41, B1) e, portanto, ¢
espago onde a secreglo se acumula antes de ser liberada para o meio exterior é
periplasmdtico (Fig. 15, 25, 27, 32, 36, 38, 40, 50, 59; setas), formado pela
distenstio da parede periclinal externa e/ou retragdio do protoplasto. Rompimento

natural de cuticula para liberaglio do exsudato ndo foi observado em nenhum

coléter.
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Tabela 1. Resultados da aplicaclo dos testes histoquimicos em coléteres foliares e

florcis de Blepharodon bicuspidatum Fourn,

Tratamentos o . . ) , -
re em’ ) Substincia detectada Coléteres foliares| Coléter calicinal
histoguimicos
. M i P i B
Vermelhe de ruténio ucilagens dcidas (Fig.17-19.22-23) (Fig. 20-21)
Acide ténico/ cloreto ucilagerm - b
de ferro III g (Fig. 24-25) (Fig. 26-28)
Azl de Aleido ﬁfzucapo%%s‘s‘sacamdeas i )
dcidos
PA Polissacarid i T e
S olissacarideos gerais (Fig. 29-32) (Fig. 33)
Reagente de Lugol Amido - -
Azul mercirico de ,
Proteinas - -
bromofeno!
Azul brilhante de Protelnas + bk
Comassie {Fig. 34-35) (Fig. 36-37)
Preto de amido B Proteinas (Fi;; 9) ( ﬁ:; 8)
Vermelho de Suddo Lipidios totais ) )
v
de Suddo B Lipidi i ""’ ””
Preto de Suddo ipidios totais (Fig. 40-43) (Fig. 44-45)
Acetato de cobre / Acidos araxos e
dcido rubednico 9 (Fig. 46)
Suifate azul do Niio Lipidios dcidos (Fég.j;@l) (Fig.+g;-54)
Reagente de Nadi Terpenos - -
Cloreto de ferro II1 Compostos fendlicos + (Fég.;;éﬁ)
Sulfato ferroso em Compostos fendlicos - 4
formalina P (Fig. 55-57)
Dicromato de potdssio| Compostos fendlicos - -
Reagente de Wagner Alcaldides - -

Legenda: + = fracamente positivo; ++ = positive; +++ = fortemente positivo

Mucilagem (Fig. 17-33) e compostos lipofilicos (Fig. 40-60) estdo presentes na
secregdo de todos os coléteres de B bicuspidatum e proteinas foram detectadas no

inferior das células secretoras epidérmicas (Fig. 34-39). H4 um predominio na



produgdo de mucilagem durante toda a fase secretora dos coléteres foliares e
florais; a sua presenga s6 foi detectada no meio extracelular no material fixado em
FNT (Fig. 33; cabega de seta).

O exsudato dos coléteres apresentou resultado positivo para cloreto de ferro
IIT somente quando o material foi fixado em FNT. Isso mostra que os compostos
fendlicos encontrades na secregdio sdo lipofilicos. Além disso, os methores
resultados foram obtides com o material fixado em sulfate ferross em formalina.

O teste com dicromafo de potdssio pode estar apresentando resultado
negativo, pois um fraco positive seria ocultade pela cor amarelada do material
fixado sem tratamento,

A secrectio dos coléteres interpeciolares e peciclares ¢ semelhante, mas
difere quanto aos dcidos graxos da composigdo do exsudato dos coléteres calicinais.
Os coléteres foliores secretam mucilagem e compostos fendlicos lipofilicos. Os
coléteres calicinais possuem uma secrecdio composta por mucilagem, dcidos graxos
e compostos fendlicos lipofilicos.

Embora os coléteres foliares e cdlicinais exsudem um material de composiglio
heterogénea e produzam os respectivos compostos em uma Unica fase de secrecilo,
a predomindncia de cada substdncia variou nos diferentes tratamentos, sende mais
fraca nas fases iniciais da atividade secretora. Em geral, os coléteres atingem o
auge de sua atividade secretora na fase intermedidria: em coléteres foliares do

sexto ao nono né e em calicinais de botdes no estddio 2 (1 a 5 mm de comprimento).

ILUSTRACOES
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Fig. 1-7. Sec¢les transversais de dpices caulinares vegetativos de 8. bicuspidatum
Fourn. 1. Células meristemdticas da base do primérdio foliar (estipulas; seta) do
primeiro né. 2. Inicic da formagdo dos coléteres interpeciolares (seta) no segundo
nd. 3. Coléteres interpeciolares e peciolares em formagdo no terceiro né; notar
células meristemdticas no peciolo (seta). 4. Quarto né. 5. Coléteres peciolares do
primérdio foliar do quinto nd. 6. Coléteres interpeciolares e peciolares do quinto
né. 7. Coléteres peciolares do primdrdio foliar do sexto né. € = caule; CI = coléter
interpeciolar; CP = coléter peciolar; PF = primérdio foliar. Escalas: 1-2. 75 um;

3-7. 150 um.
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Fig. 8-12. Seccgdes longitudinais de bot8es florais de B bicuspidatum Fourn. 8-9.
Botdes no estddio 1. 8. Coléter meristemdtico (seta) de botdo com 0,5 mm de
comprimento. 9. Coléter na fase final de diferenciacdo (seta) de botéo com 0,7
mm de comprimento. 10-12. Coléteres em fase secretora em botdes no estddio 2.
10. Botdo com 1 mm de comprimento. 11. Botdio com 2 mm de comprimento. 12.

Botdo com 3 mm de comprimento. Escalas: 8. 75 um; 9-12. 150 um.
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Fig. 13-16. Secgdes longitudinais de coléteres foliares (13-14) e calicinais (15-16)
de B bicuspidatum Fourn. 13. Coléter interpeciolar senescente do sexto né,
necrosando do dpice para a base. 14. Coléter peciolar senescente do sétimo né 15.
Coléter calicinal em fase secretora da flor em antese (estddio 3); notar espaco

periplasmdtico (seta). 16. Coléteres em fase pés-secretora da flor em pés-antese

(estddio 3). Escalas: 13. 150 ym; 14-16. 75 um.
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Fig. 17-21. Secgdes longitudinais de coléteres foliares (17-19) e calicinais (20-21)
de B. bicuspidatum Fourn. em fase secretora tratados com vermelho de ruténio.
17. Coléter interpeciolar do quarto né. 18. Coléter interpeciolar do décimo
segundo né. 19. Coléteres peciolares do décimo segundo né. 20. Coléter calicinal
de botdo com 1 mm de comprimento (estddio 2). 21. Coléter calicinal de flor em
pés-antese (estddio 3); notar espago periplasmdtico (seta). CI = coléter

interpeciolar. Escalas: 17-18,20-21. 75 pm: 19. 150 pm.






76

Fig. 22-23. Secgdes longitudinais de coléteres foliares de B. bicuspidatum Fourn.
tratados com vermelho de ruténio. 22-23. Coléteres interpeciolar (22) e peciolar
(23) do sétimo né em fase secretora; notar espago periplasmdtico (seta). Escalas:
22-23. 75 pm.
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Fig. 24-28. Secgdes longitudinais de coléteres foliares (24-25) e calicinais (26-27)
de B. bicuspidatum Fourn. tratados com dcido tanico/ cloreto de ferro III. 24-25.
Coléteres interpeciolar e peciolar do sexto né. 26-27. Coléteres calicinais de
botdes com 1 e 5 mm de comprimento (estddio 2), respectivamente. 28. Coléter
calicinal de flor com as pétalas reflexas (estddio 3); notar espago periplasmdtico

(seta). Escalas: 24-28. 75 ym.
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Fig. 29-33. Secgdes longitudinais de coléteres foliares (29-32) e calicinal (33) de &
bicuspidatum Fourn. em fase secretora submetidos & reagdo PAS. 29-32.
Materiais fixados em FAA. 29. Coléter interpeciolar do quinto né. 30. Coléter
interpeciolar do sexto né. 31. Coléter peciolar do quinto né. 32. Coléter peciolar
do sexto né. 33. Coléter calicinal de botéo com 5 mm de comprimento (estddio 2)
fixado em FNT. secreg¢do no meio extracelular (cabeca de seta). Escalas: 29-33.
75 pum.
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Fig. 34-39. Secgdes longitudinais de coléteres foliares (34-35, 39) e calicinais (36-
38) de B. bicuspidatum Fourn. tratados com azul brilhante de Comassie (34-37) e
preto de amido B (38-39). 34. Coléter peciolar do sexto nd. 35. Coléter
interpeciolar do oitavo né. 36. Coléter calicinal de botdio com 1 mm de comprimento
(estddio 2). 37. Coléter calicinal de flor com as pétalas reflexas (estddio 3). 38.
Coléter calicinal de botdo com 2 mm de comprimento (estddio 2). 39. Coléter
foliar do oitave nd. seta = espago periplasmdtico. Escalas: 34,36-39. 75 um; 35.
50 um.
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Fig. 40-46. Seccdes longitudinais de coléteres foliares (40-43) e calicinais (44-46)
de B. bicuspidatum Fourn. tratados Preto de Suddo B (40-45) e acetato de
cobre/dcido rubednico (46). 40. Coléter interpeciolar do sexto né. 41. Pormenor
da figura 40; notar espago periplasmdtico (seta). 42. Coléter peciolar do sétimo
né. 43. Coléter interpeciolar do oitavo né. 44-45. Coléteres calicinais de botdes
com 1 e 4 mm de comprimento (estddio 2), respectivamente. 46. Coléter calicinal de
botdo com 5 mm de comprimento (estddio 2). cabeca de seta = secrecdo no meio

extracelular. Escalas: 40,42. 150 ym; 41. 30 um; 43-46. 75 um.
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Fig. 47-54. Secgdes longitudinais de coléteres foliares (47-51) e calicinais (52-54)
de B bicuspidatum Fourn. tratados sulfato azul do Nilo. 47-48. Coléteres
interpeciolares do quarto e sexto nés, respectivamente. 49. Coléter peciolar do
sétimo né. BO. Coléter interpeciolar do nono né; notar secrecdc no meio
extracelular (cabegca de seta). 51. Detalhe da epiderme de um coléter
interpeciolar do oitavo né: notar espago periplasmético (seta). 52-53. Coléteres
calicinais de botdes com 1 ¢ 5 mm de comprimento (estddio 2), respectivamente.
54. Coléter calicinal de flor com as pétalas reflexas (estddio 3). Escalas: 47-
48,52-54. 75 um: 49-50. 150 pm; 51. 30 pm.
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Fig. 55-60. Secgdes longitudinais de coléteres foliares tratades com cloreto de
ferro III (55-57) e calicinais fixados em SFF (58-60) de 8. bicuspidatum Fourn.
85. Coléter interpeciolar do quinto nd. B6. Coléter peciolar do quinto né. 57.
Coléteres peciolares do sexto né; notar espago periplasmdtico (seta) e secregdio no
meio extracelular (cabeca de seta). 58-59. Coléteres calicinais de botdes com 1 e
5 mm (estddio 2), respectivamente. 60. Coléter calicinal de flor com as pétalas

reflexas (estddio 3). Escalas: 55-60. 75 um.
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Discussdo

Os coléteres foliares de B. bicuspidatum tém origens diferentes e se formam
assincronicamente. Os coléteres interpeciolares se originam de estipulas que se
fundem formando uma estrutura em arco que interconecta os peciolos e os peciolares
se formam a partir de grupos de células meristemdticas da face adaxial do peciolo
préximo & ldmina foliar. Uma estrutura estipular com coléteres interpeciolares
semelhante a observada em B. bicuspidatum sé foi registrada em Mandevilla bridgesii
(Muell. -Arg.) Woods (Woodson & Moore 1938; prancha 3, figura 3).

A formagdo dos coléteres interpeciolares se inicia no primeiro né e prossegue até
o quarto, enquanto a dos peciolares comega no terceiro né e progride até o quinto ou
sexto nd. Estes cinco ou seis primeiros nés encontram-se no dpice caulinar vegetativo
e, nesta fase, os coléteres sdo verdes (capitulo 1).

Um padrdo de divisdes celulares para formagdo dos coléteres semelhante ao de 8.
bicuspidatum foi regisirado em Allamanda cathartica (Ramayya & Bahadur 1968),
Nerium indicum (hoje N. oleander; Thomas & Dave 1989c¢), Mandevilla illustris e M.
velutina (hoje M. pohliana, Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000).

A duracdo da fase secretora dos coléteres foliares varia sazonalmente. Na
primavera/verdo, os coléteres interpeciolares secretam do quarto ao décimo segundo
né e os peciolares, do quinto ao décimo segundo né. no outono/inverno, os
interpeciolares secretam do quarto ao sétimo e os peciolares, do quinto ao sétimo né.
Durante a fase secretora, os coléteres stio amarelados (capitulo 1).

A formagdo dos coléteres de B. bicuspidatum ocorre nos primeiros nés e estes
comegam a secrefar no dpice caulinar vegetativo, antes que as folhas jovens se
distanciem do caule através do crescimento. Este fato também foi constatado por
Thomas (1991) e Appezzato-da-Gléria e Estelita (2000).

Como a secregdo foi observada no meio externo (capitulo 1), apés ser acumulada

no espago periplasmdtico, pode-se inferir que ela é liberada através da cuticula sem
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danificd-la. Normalmente, a secre¢do & liberada por ruptura da cuticula (Fahn 1990
Em Allamanda neriifolia Hook. (hoje A4. shottii Pohl), Thevetia peruviana (Pers) k
Schum. (Fjell 1983) e Caloiropis (Kuriachen & Dave 1989), a secreciio se acumula sob
cuticula e em Allamanda cathartica (Thomas & Dave 1989a), Plumeria rubral.. (Moha
& Inamdar 1986), Mandevilla illustris e M. velutina (noje M. pohliana, Appezzato-da
Gioria & Estelita 2000), a secrecdo é liberada em fendas formadas pela dissolugéo d
lamela média das paredes radiais das células epidérmicas. Os coléteres de Alstom
scholaris apresentam um mecanismo de exsudactic ndo usual: em coléteres do terceir
ou quarto né, algumas células centrais abaixo da epiderme expandem devido ao acdmul
de material e guanto maior a quantidade acumulada nestas células maior é a pressd
exercida sobre as células epidérmicas, até que ambas se desloguem e se rompan
{Thomas & Dave 1990).

A senescéncia dos coléteres foliares ndo estd relacionada ao né em que s
encontram, mas com o grau de expansto dos érgdios em que se inserem, jé que est
caracteristica varia sazonalmente. Apds a senescéncia, usualmente os coléteres retér
sua forma (Thomas 1991} mas em B bicuspidatum, assim como em Calotrop,
(Kuriachen & Dave 1989), eles se contraem e necrosam do dpice para a base gté s
desconectarem dos respectivos érgdos e, por isso, dificilmente sdo encontrados er
fase pds-secretora. Ao contrdrio dos calicinais, os coléteres foliares de
bicuspidatum sdo caducos. Células lignificadas ndo foram observadas, como ocorre n
senescéncia dos coléteres de Allamanda cathartica, Alstonia sc};o/a}"fs, Nerium indicu
(hoje N. ofeander) e Roupelia grata (Thomas et a/. 1989; Thomas & Dave 1989a,b c).

Os coléteres calicinais de 8 bicuspidatum se formam precocemente nas flores
em botdes com menos de 1 mm de comprimento, jé possuem secreclo ho interior da
células epidérmicas; em botSes com 1 mm, quando o cdlice ainda recobre as pecas do
demais verticilos, os coléteres jd estdo totalmente diferenciados e em atividad

secretora. Em Prestonia coalifa (Rio 2001), os coléteres também comecam a secreta
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nos estddios inicigis de botSes florais com 3 a 4 mm de comprimento, Em 8
bicuspidatum, estes coléteres continuam secretando até as flores estarem em pés-
antese; em algumas destas flores, os coléteres stio encontrados em fase pds-
secretora. Os coléteres calicinais sdo persistentes e nenhuma sequéncia de necrose
foi observada, come ocorre nos foliares. Este fato concorda com a afirmacde de
Thomas (1991) de que os coléteres calicinais em Apocynaceae 5./ sio persistentes.

A secregdo € acumulada no espago periplasmdtico e, posteriormente, liberada
parg ¢ meio externo através da parede e da cuticuia, como observade para os
coléteres foliares.

A funglo atribuida acs coléteres é proteger os meristemas em desenvolvimento
(Thomas 1991) do dessecamento. Em B bicuspidatum, entretanto, os coléteres
possuem uma funcdo mais ampla; além de evitarem ¢ dessecamento, também imobilizam
fitofagos e impedem a proliferagdo de fungos {capitulo 1), Estas fungdes
complementares se justificam pela composiclio do exsudato. Por ser viscosa, a
secregto € capaz de imobilizar afideos e a presenca de compostos fendlicos durante
toda a fase secretora dos coléteres justifica a sua inibi¢do no crescimento de fungos,
jd que esta classe de substdncias possui esta propriedade.

Os coléteres té€m sido tradicionalmente descritos como estruturas que produzem
uma secregdo viscosa, composta por mucilagem (Fahn 1979; Thomas 1991) ou uma
mistura de mucilagem e substancias lipofilicas (Fahn 1979, 1990). O fato da secrego
de B bicuspidatum ser encontrada no meic extracelular apenas nos coléteres de
materiais fixados em FNT e SFF, indica que este exsudato possui uma importante
fragdo lipossolivel que ¢ fixador hidrofilico (FAA) ndo preserva.

Todos os coléteres de B bjcuspidatum secretam um exsudato de composicdo
heterogénea. Os foliares produzem mucilagem e compostos fendlicos lipofilicos e os
calicingis secretam mucilagem, dcidos graxos e compostos fendlicos lipofilicos. Os

coléteres de Plumeria rubra (Mohon & Inamdar 1986) +também secretam
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polissacarideos e compostos lipofilicos em uma Unica fase secretora, variando apenas |
predomindncia de cada composto ao longo desta fase.

A mucilagem, principal componente da secreclio de coléteres, foi detectada er
coléteres foliares e cdlicinais de Prestonia coalita (Rio 2001). Polissacarideo
insoliveis foram regisirados em coléteres de Plumeric rubra (Mohan & Inamdar 1986
Roupelia grata (Thomas ef al, 1989), Allamanda cathartica {Thomas & Dave 1989’
Mandevilia illustris e M. velutina (noje M. pohliana Appezzato-da-Gléric & Estelit
2000). Alguns monossacarideos foram identificados através de cromatografia
variaram nos diferenfes géneros: ramnose ocorre na secrectio dos coléteres d
Aganosma caryophyllata (Dave et al 1987), Roupelia grata {Thomas ef al 1989
Alstonia scholaris {Tnomas & Dave 1990), glicose e ramnose em Aflamanda cathartic
(Thomas & Dave 198%a), além de arabinose em Merium indicum (hoje N, cleandei
Thomas & Dave 1989¢).

Amido foi detectado no interior das células secretoras em Plumeria rubra (Moha
& Inamdar 1986), Alstonia scholaris (Thomas & Dave 1990), Allamanda cathartic
(Thomas & Dave 1989q), Mandevilla illustris e M. velutina (hoje M. pohlian:
Appezzato-de-Gidria & Estelita 2000) e proteina, em Plumeria rubra (Mohan .
Inamdar 1986), Allamanda cathartica (Thomas & Dave 1989a), Roupelia grata (Thoma
et al 1989) e Alstonia scholaris (Thomas & Dave 1990). Aminodcidos ndo forar
detectados na secregtio dos coléteres das espécies investigadas (Thomas 1991).

A secrecdo composta exclusivamente por resina anteriormente descrita par
Allamanda catharfica (Ramayya & Bchadur 1968; Subramanian et a/ 1989), Aganostr
caryophyllata, Allamanda violacea Gard., Carissa congesta Wt. Teon., Nerium indicu
(hoje M. oleander), Plumeria alba Linn., Tabernaemontana divaricata., Thevet,
neriifolia Juss. e Vallaris solanacea (Roth) O Kize. (Subramanian e? af 1989) ndo f¢
confirmada para Allamanda  cathartica (Thomas & Dave 1989a), Aganosm

caryophyllata (Dave et al 1987), Nerium indicum (hoje A oleander, Thomas & Dav
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1989¢) e os resultados obtidos em Plumeria rubra (Mohan & Inamdar 1986) foram
distintos dos obtidos em Plumeria alba (Subramanian et af 1989). A presenca de
compostos lipofilicos foi comprovada em Calotropis (Kuriachen & Dave 1989), Alstonia
scholaris {Thomas & Dave 1990) e Plumeria rubra(Mohan & Inamdar 1986). A producdo
de compostos lipofilicos por coléteres de dérglos vegetativos varia em diferentes
espécies: em Plumeria rubra, eles sdo continuamente produzidos do estéddio inicial ao
final (Mohan & Inamdar 1986); em Allamanda cathartica, o secrecdo da fracdo
lipofilica € mdxima em coléteres jovens e cessa nos adultos (Thomas & Dave 1989a);
em Mandevifla illusiris e M. velutina (hoje M. pohlianad), eles stc secretados em uma
segunda fase de secreclo, quando os coléteres param de secretar mucilagem
(Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000). Esta segunda fase de secreclio também foi
observada em Roupelia grata, onde as células passam a acumular compostos fendlicos

(Thomas ef a/ 1989). Os coléteres de B bicuspidatum secretam compostos fendlicos

durante toda a fase secretora.

Conclusdes

Os coléteres de 8. bicuspidatum diferem dos das demais espécies jé estudadas
em muitos aspectos. Dentre estes, destaca-se o polimorfismo dos tipos levantados em
um mesmo individuo.

Os coléteres interpeciolares e peciolares se formam assincronicamente nos
ramos vegetativos e té€m origens distintas. Os interpeciolares t€m origem estipular e
os peciolares, a partir do peciolo. Desta forma, a teoria estipular proposta por
Woodson e Moore (1938} ndo € universal para a familia,

A duracdo da fase secretora dos coléteres foliares varia sazonalmente, de
acordo com a expansdo dos drgdos em que se inserem; eles sfo encontrados nos nés
que possuem folhas quase ou completamente distendidas (sexto ou sétimo no

outono/invernc e décimo primeire a décimo terceire na primavera/verds).
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Os coléteres cdlicinais se formam em botdes até 0,9 mm de comprimento; e
botdes com 1 mm, eles jd estdo formados e em estddio ativo de secrecdio. A fas
secretora continua até a flor estar totalmente formada e com as pétalas reflexa
(ditimo estddio). Em flores deste estddio, coléteres podem ser encontrados em fas
nés-secretora.

Os coléteres foliores sfo caducos e os calicinais, persistentes. Os foliare
senescem do dpice para a base, enguanto os calicinais mantém sua forma.

A secrecdo viscosa dos coléteres de 8 bicuspidatum é branca e de naturez
heferogénea. Ao longo de uma dnica fase secretora dos coléteres, as célulo
epidérmicas produzem mucilagem e compostos lipofilicos variando apenas
predomindncia de cada composto. A secreglio dos coléteres calicingis difere d
secregdo dos foliares pela presenca de dcidos graxos. A deteccdio de proteinas n
citoplasma das células epidérmicas indica a intensa sintese de compostos envolvidos n
produ¢lo do exsudato. A secrecdio mostrou-se eficiente ndo sé protegendo o
meristemas contra o dessecamento, mas, também, na protegdo de ramos vegetativo

contra fitéfagos e de flores, contra fungos (capftulo 1).
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CAPITULO 3

Estruturas secretoras florais de Aspidosperma australe Mill. Arg.

(Apocynaceae 5./ - Rauvoificideae)

Introducdoe

Atualmente, as Asclepiadaceae integram a familia Apocynaceae s/ que agorc
apresenta uma grande variaco na estrutura floral iniciande em Rauvolficideae Kostel
com as flores menos especializadas da familia, e culminando em Asclepiadoideae R. Br
ex Burnett, que apresentam as flores mais complexas e elaborades de todas a:
dicotiledoneas (Endress 1994; Endress & Bruyns 2000).

Alguns trabalhos andlisaram g estrutura floral de espécies de Apocynaceae sot
diferentes enfoques, destacando-se as publicacdes de Woodson e Moore (1938), Rao ¢
Ganguli (1963), Fallen (1986), Galetto (1997), Torres e Galetto (1998) e Lin «
Bernardelle (1999). Dentre os pesquisadores brasileiros, podem ser citados o
trabalhos de Rio (2001) e Simdes (2004).

As estruturas secretoras florais relatadas para espécies de Rauvolficideae sdo
epiderme que reveste a cabega dos estiletes, laticiferos, nectdrios, coléteres ¢
osméforos (Woodson & Moore 1938; Rao & Ganguli 1963; Fallen 1986; Thomas 1991
Lin & Bernardello 1999; Endress & Bruyns 2000). Destas, apenas a epiderme secretor
da cabega dos estiletes e os laticiferos tém ocorréncia universal na familia (Metcalfe
& Chalk 1950; Fallen 1986; Endress & Bruyns 2000).

A cabeca dos estiletes ¢ formada pela fusde posgénita do dpice dos carpelos
Fallen (1986) definiu uma progressdo na familia que reflete os estddios evolutivos «

estudar 65 espécies de Apocynaceae s.5 e quatro de Asclepiadaceae baseando-se n
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morfologia, histologia e funglio da cobeca dos estiletes. Esta estrutura possui
epiderme secretora que € responsdve! pela producgio de um liguido viscoso que retém
os grdos de pdlen nas Rauvoifioidece e Apocynoideae Burnett (Fallen 1986),

Os laticiferos também estdo presentes nos drgdos reprodutivos das Apocynaceae
s/ (Murugen & Inamdor 1987a,b: Thomas & Dave 1994 Aguiar 2003). O létex
geralmente € leitoso, mas também pode ser avermelhado ou amareglado (Endress &
Bruyns 2000} as funcBes jd atribuidas ao ldtex sdo protecde contra herbivoroes,
microorganismos e selar ferimentos (Fahn 1979, 1990; Farrel ef af 1991; Hunter 1994)
e a sua presenca tornou as plantas latescentes mais bem sucedidas que os grupos
relacionados nlo latescentes (Farrell ef of 1991).

Os nectarios podem ter diversas formas, constituicBes e localizac8es nas
Apocynaceae 5/ Nas Rauvolfioidese, ¢ nectdrio pode estar presente ou ausente;
quando presente, forma um anel basal ao redor do ovério (Woodson & Moore 1938; Rao
& Ganguli 1963 Endress & Bruyns 2000). Sua ccorréncia e posiglio stio controversas
nas espécies de Aspidosperma (Lin & Bernardello 1999). |

Os coléteres t€m ampla ocorréncia na familia, porém, ndo esifo presentes em
todas as espécies (Endress & Bruyns 2000). Eles ndo foram observados em dpices
vegetativos e flores de Aspidosperma tomentosum Mart. nem de A. austrafe (capitulo
1). Os coléteres sfo responsdveis pela prote¢do dos meristemas confra o
dessecamento {Thomas 1991) e também dos ramos vegetativos contra fitéfagos e das
flores impedindo a proliferagto de fungos (capitulos 1 e 2).

Dados de literatura referem que as flores de algumas espécies de Apocynaceae
sdo aromdticas, liberande fragréncia; porém, os sitios de produgdo desta fragréncia
nunca foram anatomicamente ilustrados. No entanto, esméforos séo citados para a
familia e para o género (Endress 1994; Torres & Galetto 1998; Lin & Bernardello
1999).
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Embora terha grande ocorréncia no Brasil, as espécies de Aspidosperma sio
pouco estudadas sob o ponto de vista anatdmico. Apenas um trabalhe foi encontrado
sobre a estrutura floral de Aspidosperma gquebracho-blanco Schlecht. (Lin &
Bernardelio 1999}

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar anatomicamente as estruturas
secretoras florais observadas em Aspidosperma australe Mill. Arg. com a definigdo
dos estddios do desenvolvimento floral em que estas estruturas estejam em fase
secretora, ampliando o conhecimento sobre a estrutura floral das espécies do género e

contribuindo para o maior conhecimento das espécies brasileiras em relaglio s demais

espécies de Apocynaceae 5./

Material & métodos

O material de estudo foi coletado no campus da Universidade Estadual de
Campinas. As coletas foram realizadas de outubro a novembro de 2003 e a planta foi
idenfificada pela Profa. Dra. Luiza S. Kinoshita. O material testemunha foi
herborizado: A. australe: Brasil, Stio Paulo, Campinas, 08/V/2003, D. Demarco 10. As
exsicatas serdo incorporadas ao Herbdrio UEC.

Ramos florais de um individuo foram cortados com l8mina aquecida e fixados em
FAA (formaling, écido acético, dicool etflico 50%. 1:1:18 v/v) por 24 h (Johansen 1940)
e FNT (formaling neutra tfamponada; tamp8io fosfato, formalina, 9:1 v/v; Lillie 1948 /n
Clark 1973) por 48 h. Apds este periodo, 0s materiais foram desidratados e estocados
em etanol 70%.

Botdes florais e flores foram classificados em trés estddios considerando-se o
desenvolvimento floral com seus comprimentos medidos a partir da base do
receptéculo: Estddio 1 - botSes florais com até 3 mm; Estddio 2 - botdes florais de 4 a
& mm; Estddio 3 - flores adultas com cerca de 8 mm (pré-antese, antese e pds-antese).

Todas estas pecas foram desidratadas em série butilica (dlcool butilico fercidrio;
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Johansen 1940}, incluidas em “paraplast™ e seccionadas em séries transversais e
longitudinais com 12 a 20 um de espessura em micrétomo rotativo Microm HM340E .
As secgBes foram coradas com safranina (€I 50240), violeta cristal (€T 42555) e
laranjo & (CI 16230; Johansen 1940) e as ldminas montadas em resina sintética.

As fotomicregrafias foram obtidas em microscépio Olympus BX B1 utilizando-se
filme Kodak Pro Image asa 100. As escalas das figuras foram obtidas através de
ldmina  micrométrica fotografada nas mesmas condigSes dpticas das demais
ilustragdes.

Para verificar a ocorréncia de substéncias incrustantes ou adcrustantes nas
paredes dos laticiferos foram redlizados testes com azul de anilina {(CI 42755) para
calose {Smith & McCully 1978}, preto de Suddo B (CI 26150) e vermelho de Suddo TV
(CI 26105) para lipidios totais (Pearse 1985) e floroglucina acidificada para lignina
(Johansen 1940).

Resultados

Apenas dois sitios secretores foram encontrados nas flores de A. australe (Fig. 1,
4): a estrutura secretora externa € a epiderme da cabega dos estiletes e a interna é o
laticifero. Coléteres estdo ausentes (capitulo 1), nectdrios e osméforos ndo foram

localizados.

Tabela 1. Estddios do desenvolvimento floral de Aspidosperma austrafe Miill. Arg. em

que as estruturas estdo em fase meristemdtica e secretora.

Botges florais Flores adultas
Estruturas secretoras Estddio 1 Estadio 2 Estadio3
até 3 mm 4 - 6 mm ca, 8 mm
gid:;;;eja cabega meristemdtica secretora secretora
Laticifero secretora secretorg secretora




Epiderme da cabega dos estiletes (Fig. 4-10; tabela 1)

Estrutura
A flor de A australe possui um estilete formado pela fusdo quase integral dos

estiletes dos dois carpelos (Fig. 4,6-7 11). Esta fusdo ocorre em botfes no estédio 1
{até 3 mm). os estiletes ainda estlio separados no inicio do desenvolvimento (Fig. 5;
seta) e se fundem apds a abertura do cdlice (Fig. 6). Na porglio apical do estilete,
encontra-se a cabega dos estiletes que possui epiderme secretora {Fig. 1-2, 4). Esta
estrutura tem formato cBnico e € formada pela unido da porgdo distal dos dois
estiletes (Fig. 1-2, 4, 7). Na ponta da cabeca dos estiletes € possivel observar os
apéndices apicais que ndo se fundem (Fig. 4, 6-7, 11) e ndo possuem epiderme
secretora (Fig. 11). Ndo hd adnagdio de qualquer estrutura & cabega dos estiletes.

A epiderme da cabega dos estiletes € composta exclusivamente por tricomas
unicelulares alongados (Fig. 7, 9-10), com base alargada e que apresenta um vacdolo
relativamente grande que € observado nesta regido durante toda a fase secretora
(Fig. 9-10}. Essas células apresentam paredes finas, conteddo citoplasmdtico de
aspecto denso (Fig. 9} e nicleo, em geral, em posicdo mediana. Um espago &€ observado
nestas células, onde a secre¢fio € acumulada antes de ser liberada para o meio externo.
O feixe vascular dos estiletes situa-se préximo & superficie e ramificagBes vasculares

em diregdo a epiderme secretora ndo foram observadas (Fig. 8, 10).

Distribuicdo
A cabega dos estiletes possui epiderme secretora que a recobre desde sua base

até a porgdo superior (Fig. 4, 7-10), com excegdo dos dois apéndices apicais (11).
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Fase secretora

A fase secretora se inicia apenas em botSes no estddio 2. Nesta fase, a cabeca
dos estilefes jé estd totalmente formada (Fig. 7) e as células epidérmicas comecam a
apresentor secregdo em seu interior. No estddio sequinte {estddio 3}, a flor atinge
suas dimensSes Totais e a secrecdo € observada no meio exiracelular (Fig. 9-10; seta
larga). Na flor em antese, a secreclo apresenta aspecto denso e reccbre tanto a
cabega dos estiletes quanto os fricomas da face inferna do tube da corola que estdio a
sua volta (Fig. 2-3, 36: seta). In vivo, esta secreglo tem aspecto viscoso. A secrecdo e

os tricomas corolincs formam uma rede que retém os grdos de pélen (Fig. 2-3, 10-11),

Latictfers (Fig. 12-26; tabela 1)

Ontogénese e estrutura

Os laticiferos de A australe sdio facilmente observados nos diferentes érgdos
devido, principalmente, do seu cdlibre e conteldo, além das ramificacdes do sistema
(Fig. 12-26). O didmetro dos laticiferos varia em todas as pegas florais de 13 a 31 um.
O comprimento de um laticifero € de dificil mensuracdo, mas um mesmo laticifero pode

ser observado por toda a extensdo da flor nos cortes longitudinais.

Os laticiferos possuem paredes primdrias espessas, sem substéncias incrustantes
ou adcrustantes. Elas ndo reagiram positivamente cos testes para calose, suberina ou
lignina; no entanto, elas apresentam coloracde arroxeada nos laticiferos jovens (Fig.
15-16} devido a sua afinidade pelo violeta cristal. Os laticiferos sd@o polinucleados (Fig.
16} por adigdo de células e cada niicleo possui de um a quatro nucléolos; os niicleos

geralmente ocupam posi¢do parietal (Fig. 16; seta).

O laticlfero é um dos primeiros tipos celulares a se diferenciar; sug fase

meristemdtica € muito breve e jd no estddio 1, enquanto a maioria dos tecidos estéd
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meristemdtica, os laticiferos jd estdo diferenciados e em fase secretora (Fig. 14
cabeca de seta).

Os laticiferos de A australe sdo articulados anastomosados, formados pel
adi¢to de células. A dissoluclo das paredes terminais & rdpida e poucas células de se
dpice podem ser vistas com estas paredes (Fig. 12-13; seta); logo abaixo, as célulg
estdo totalmente unidas, sem vestigios da parede terminal. Nesta regido, as parede
dos laticiferos jd estdo espessadas, embora continuem o crescer em diémetr
posteriormente. No inicio do desenvolvimento (Estddio 1), a parede dos laticiferos cor
em roxo pelo violeta cristal (Fig. 15-16); posteriormente, quando eles estéio totalment
diferenciados, a parede cora apenas pelo laranja & (Fig. 24-25). O sistema laticifer
tem origem a partir do meristema fundamental e/ou deo proclmbio, Os laticiferos s
crescem em comprimento em regifes meristemdticas, por adi¢lio de novas células ¢
posteriormente, por alongamento celular, Em todas estas regides meristemdticas ond
os laticiferos estdo se formando, as células apicais dos laticiferos possuem as mesma
dimensdes das demais células (Fig. 12-13). Embora rara, a anastomose lateral do
laticiferos origina um sistema ramificado. Os laticiferos de maior calibre determina:

um arranjo radial das células parenquimdticas & sua volta (Fig. 25). Eles atingem se

di@metro mdximo em boiSes ainda no estddio 1 (Fig. 16).

Distribuicdo

Os laticiferos estdo presentes em todas as pegas florais (Fig. 12-26). N
pedicelo, os laticiferos sdo encontrados quase exclusivamente no parénquima cortic
(Fig. 17, 23-26): dlguns podem ser observados no floema externo e raramente n
interno (Fig. 24) do sifonostelo anfifldico. As ramificacdes sdc raras e s@
encontradas principalmente nas pétalas. Hé uma maior concentracdo de laticiferos nc
pétalas na alfura dos estames, onde aproximadamente um terco do mesofilo

composto por laticiferos (Fig. 19). Os laticiferos também ocorrem na sépala (Fig. 18
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no estame (Fig. 20}, no ovédrio (Fig. 21) e no estilete (Fig. 22). Eles sdo quase
exclusivamente retilineos e raramente apresentam conforno sinuoso. Laticifercs néo

foram encontrados no parénquima medular do pedicelo (Fig. 23,26) nem nos évulos (Fig.

21)

Fase zsecretora

O latex € o proprio protoplasto das células laticiferas, sendo observado desde os
estddios mais jovens destas células (Fig. 12-16). A secreclio possui aspecto denso e
preenche todo ¢ laticifero (Fig. 16). Ao seccionar um drgdio, imediatamente inicia o
extravasamento do idtex de aspecto leitoso que, pouco tempe depois, coagula e sela o
érgdio injuriado. Ndo foi encontrade nenhum sinal de herbivoria nas flores.

Os laticiferos jd apresentam secregio durante a sua diferenciaglo (Fig. 12-14). A
fase secrefora sé fermina quando todo o laficifero e ¢ drgdio onde ele ocorre
estiverem totalmente diferenciados, ndo havendo mais adictio de novas células. As
células aparentemente permanecem vivas e com a secregdo em seu interior, que

somente serd liberada para o meio extracelular se o tecido for injuriado.

Epiderme da placenta (Fig. 21, 27-31)

Ontogénese e estrutura

Epiderme diferenciada também foi observada na placenta de A. australe (Fig. 21,
27-31; seta). Ela se forma no estddio 2 através do alongamento das células
protodérmicas da placenta em direcdo & micrédpila (Fig. 27-28; seta). No estddic 3, ela
estd totalmente formada e as células epidérmicas alongadas possuem paredes de
composicdo distinta das demais células, que pode ser observado pela coloragdo

arroxeada (Fig. 21, 29-31. seta) devido a sua afinidade pelo violeta crigtal O
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profoplasto destas células tem aspecto denso (Fig. 30) e nenhuma secrecde fo

observada no meio extracelular,

Tricomas corolines (Fig. 32-36)
Estruturg

Tricomas com caracteristicas infermedidrias entre glandulares e tectores sd
encontrados no tergo basal da face interna do tubo da corola de 4. gustrale {Fig. 32
35). No tergo apical do tubo, os tricomas corolinos sdo tipicamente tectores, de dpic
agudo e parede espessa (Fig. 36; seta) e encontram-se préximos & cabeca do.
estiletes,

Os tricomas corolinos de estrutura intermedidria sdo unicelulares. O tricoma «
alargado no dpice e tem um espago periplasmdtico (Fig. 33-34; seta). Entretanto, el
possui cutfcula muito espessa e ornamentada (Fig. 35). Estes tricomas tér
desenvolvimento assincronico, sendo observadas diferentes fases de sua formacd
num mesmo estddio floral; nenhuma secrecdo foi observada nestes tricomas no

materiais fixados em FAA e FNT.

ILUSTRACOE:
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Fig. 1-4. Flores adultas e botdio floral ne final do estddio 2 de Aspidosperma australe
Mill. Arg. 1. Vista geral da flor. 2-3. Detalhes da cabeca dos estiletes e tricomas
corolinos. 4. Vista geral do botdo floral. CE = cabega dos estiletes; $ = sépala; TC =

tubo da corola; seta = fricomas corolines. Escalas: 1. 1 mm; 2,4, 300 pm; 3. 400 um.
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Fig. 5-11. Botdes florais (5-7) e flores adultas (8-11) de Aspidosperma australe
Mill. Arg. 5,8,10-11. Secg¢les transversais. 6-7,9. Secgdes longitudinais. 5.
Estiletes separados no inicio do estddio 1 (seta). 6. Estiletes fundidos no final do
estddio 1. 7. Botdo no inicio do estddio 2; formacdo da cabeca dos estiletes e
alongamento das células epidérmicas. 8. Flor no estddio 3 (pré-antese). 9-11. Flor em
antese. 9. Detalhe da epiderme secretora da cabeca dos estiletes. 10. Secrecdo de
aspecto denso no meio extracelular, retendo os grdos de pélen (cabegca de seta =
vacdolos). 11. Apéndices apicais. CE = cabeca dos estiletes; seta larga = secregéo no

meio extracelular. Escalas: 5-6,10-11. 75 um: 7. 150 um; 8. 250 um; 9. 30 um.
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Fig. 12-16. Laticiferos em botdes florais no estddio 1 de Aspidosperma australe
Miill. Arg. 12-13. Terminacdes de laticiferos na sépala; notar paredes transversais
(seta). 14. Laticiferos totalmente formados no receptdculo do botdo. 15-16.
Laticiferos jovens no pedicelo. 15. Laticiferos com parede de coloragéio arroxeada.
16. Laticiferos com vdrios nicleos de posi¢do parietal (seta). cabeca de seta =

laticifero. Escalas: 12-13. 25 um; 14, 75 um; 15-16. 30 pym.
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Fig. 17-22. Distribuicdo dos laticiferos em flores adultas de Aspidosperma australe
Mill. Arg. 17. Pedicelo. 18. Sépala. 19. Pétala. 20. Estame. 21. Ovdrio. 22. Estilete.
cabega de seta = laticifero. Escalas: 17-19,21. 75 um; 20. 150 um; 22. 50 um.
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Fig. 23-26. Laticiferos em secgdes transversais do pedicelo de flores adultas de
Aspidosperma australe Mill. Arg. 23. Vista geral; notar laticiferos no cértex. 24.
Pormenor da figura 23; notar laticiferos de diferentes calibres, laticiferos préximos
ao floema externo e interno. 25. Laticiferos maduros com paredes de coloragdo
alaranjada. 26. Laticiferos ausentes na regido central do parénquima medular. cabega

de seta = laticifero. Escalas: 23. 150 um; 24,26. 75 um; 25. 30 um.



11



118

Fig. 27-31. Epiderme da placenta em botdes florais e flores adultas de
Aspidosperma australe Mill. Arg. 27-30. Secgdes longitudinais. 27-28. Botdes
florais no estddio 2: alongamento das células protodérmicas da placenta. 29. Vista
geral do ovdrio. 30. Pormenor da figura 29; notar epiderme da placenta fotalmente
diferenciada com as paredes celulares arroxeadas. 31. Secgde transversal do ovério;
células placentdrias crescem em direcdio a micrépila dos évulos. Pl = placenta; seta =

epiderme da placenta. Escalas: 27,30. 150 um; 28,31. 75 um; 29. 300 um.
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Fig. 32-36. Tricomas corolinos em botdes florais e flores adultas de Aspidosperma
australe Mill. Arg. 32. Vista geral dos tricomas. 33-34. Pormenores da figura 32;
tricomas de estrutura intermedidria. 34. Detalhe do tricoma de estrutura
intermedidria com espago periplasmdtico evidente (seta). 35. Tricoma de estrutura
intermedidria tratado pelo preto de Suddo B; notar ornamentagdes da cuticula (seta).
36. Secgdo transversal no tergo apical do tubo; tricomas tectores (seta) muito longos
e de parede espessa, proximos & cabega dos estiletes. TC = tubo da corola. Escalas:

32,36. 250 pm; 33. 150 um; 34. 25 pm; 35. 30 pm.
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Discusséo

Aspidosperma é um dos géneros brasileiros mais basais de Apocynaceae s./
(Kinoshita com. pess.). Ele pertence 4 tribo Alstonieae, considerada a mais basal das
Rauvolfioideae (Endress & Bruyns 2000) e apenas duas estruturas secretoras foram
encontradas nas flores de A. australe: a epiderme da cabeca dos estiletes e o
laticifero. Estas ndo s@io as dnicas estruturas secretoras descritas para o género;
segundo Lin e Bernardello (1999), em A. guebracho-blanco, o nectério presente na
superficie da base do ovdrio ndo tem atividade secretora e o néctar é produzido em
nectdrios ndo estruturados na superficie externa do cdlice e da corola. No presente
estudo, nenhum tecido nectarifero foi encontrado na superficie do ovdrio nem no
cdlice e na corola. A presenca do disco nectarifero € varidvel em Alstonieae; embora
esteja ausente em Aspidosperma, ele ja foi registrado em Alstonia (Rao & Ganguli
1963). Um par de gldndulas elipticas na regido livre do filete foi relatado unicamente
para A. nobile Miill. Arg. (Gomes & Cavalcanti 2001). As flores de A. australe exalam

um aroma; entretanto, nenhum osméfore foi localizado.

Cabeca dos estiletes

A cabega dos estiletes é resultado da fusdo posgénita dos dpices dos carpelos
(Fallen 1986). Esta estrutura tem significado evolutivo e Fallen (1986) descreveu
quatro tipos bdsicos de cabeca dos estiletes com base na morfologia, histologia e
complexidade funcional e definiu uma progressdo desta estrutura dentro da familia. O
tipo 1 possui uma cabega “indiferenciada” morfologicamente e coberta por uma camada
uniforme de epiderme secretora; o tipo 2 tem um anel superior de tricomas longos, um
corpo principal cilindrico com epiderme secretora composta por células colunares
curtas e uma coroa inferior de tricomas longos fundidos; o tipo 3 apresenta a mesma

organiza¢lo do tipo 2, mas com anteras adnatas & cabega do estilete: e o tipo 4
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Led

assemelha-se superficialmente ao tipo 1 devido & perda secundéria das estruturas parg
captura do pdlen na base da cabega do estilete e do anel superior de tricomas. A
cabega dos estiletes de 4. australe é do tipo 1. ela é cnica, recoberta por ricomas
unicelulares secretores e ndfo ¢ adnata & nenhuma estrutura. Embora o tipo 1 seja ¢
tipo mais basal, ele j& é consideravelmente especializado e apresenta a funcdo de
produgdo de substincia adesiva para a captura do pélen. A cabeca dos estiletes de
Geissospermum laeve (Vell. Conc.) Miers e A guebracho-blanco foram descritas come
tendo duas fun¢Ses: produzir substéincia para a captura do pélen e estigma (Faller
1986; Lin & Bernardelio 1999); no presente estudo, embora houvesse muitos grdos de
pélen retidos junfo 4 cabega dos estiletes, ndic foi observada germinaciio de tubos
polinicos. O formato cdnico da cabeca dos estiletes também foi observado en
Landolphia owariensis Beauv. e Haplophyton crocksii L. Benson, ambas Rauvolfioideae

{sob Plumerioideae; Fallen 1986).

Hé uma correlagdo entre o inicio da fusdo posgénita dos estiletes e a posicéic
filogenética do género; quanto mais derivado o género ou quanto mais complexa ¢
morfologia da cabega dos estiletes ou o mecanismo de polinizagdo, mais cedo ocorre ¢
fusdo (Fallen 1986). Em Blepharodon bjcuspidatum Fourn., cuja cabeca dos estiletes ¢
funcionalmente complexa e que tem um igualmente complicado mecanismo de
polinizag8o, a fusde ocorre rapidamente e antes que o cdlice se abra, a cabeca dos
estiletes jd estd totalmente formada ¢ em fase secretora (capitulo 4). Em A. australe
que pertence a um género basal, a fustio é mais tardia, ocorrendo apenas apés
abertura do cdlice e a fase secretora se inicia pouco antes da flor estar em pré.

anfese. Este resultado concorda com os anteriormente descritos por Fallen (1986

para a cabega dos estiletes do tipo 1.

Em todas as Apocynaceae s/, a cabega dos estiletes é coberta por epiderme

unisseriada secretora (Fallen 1986; Kunze 1993, 1994: Galetto 1997: Lin & Bernardelic
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1999: capitulo 4); enfretanto, as células epidérmicas secretoras t8m diferentes
disposi¢Ses. bm B bicuspidatum, as células secretoras sto bastante alongadas, mas
estdo dispostas em pdlicada, estando intimamente relacionadas (capftuio 4), jd em A,
australe as células sdo longas e livres entre si, formando uma superficie secretora
composta por tricomas unicelulares. Alguns pesquisadores cogitaram a hipdtese dos
apéndices apicais da cabeca dos estiletes serem o estigma, mas estes apéndices

pareceram ndo ser receptivos em todos os géneros estudados por Fallen (1986).

A secregdo da cabega dos estiletes € viscosa e envolve os tricomas tectores que
estdo ao redor desta estrutura, formando uma rede que retém os grios de pdlen.

Segundo Fallen (1986}, esta secreglio € composta por polissacaridess e terpencs.

Laticifers

Qs laticiferos estdo presentes em membros de vérias familias, muitas vezes sem
relagdo taxondmica préxima, sugerindo que a capacidade de produzir létex surgiu mais
de uma vez ao lengo da histéria evolutiva destes grupes {(Metcalfe 1967; Fahn 1979).
Laticiferos j@ foram registrados em 40 familias {Lewinsohn 1991), sendo uma
caracteristica importante das Apocynacese s/, pois estd presente em todos os
membros da familia, ocorrendo em édrgtios vegetativos e reprodutivos (Metcalfe &

Chalk 1950; Yoder & Mahlberg 1976; Murugan & Inamdar 1987ab; Thomas & Dave
1994; Aguiar 2003).

O létex de A. australe é branco leitoso, mas ldtex avermelhado e amarelado jd
foram registrados em outras espécies de Aspidosperma (Marcondes-Ferreira &
Kinoshita 1996; Endress & Bruyns 2000). Segundo Farrell ef af (1991}, as plantas

produtoras de ldtex e resina t€m sido mais bem sucedidas que os grupos relacionados

que ndo os produzem,
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Os laticiferos de A. australe foram observados em todas as partes da flor, con
exceclo dos dvulos e do parénquima medular do pedicelo. Eles também ndo foran
encontrados nos dwulos de Blepharodon bicuspidatum, Plumeria alba Linn, e Vailari
solanacea (Roth} O. Kize. , mas estdio presentes no parénquima medular do pedicele na:
irés espécies {(Murugan & Inamdar 1987ab; capituic 4). Nestas flores, os laticifero:
sdo ramificados. Além de ndo ocorrerem na regido central do pedicelo, os laticifero:
florais de A australe raramente apresentam ramificacSes: no entanto, muita:
ramificacles foram observadas nos laticiferos foliares desta espécie (Christian
2002).

O laticifero é composto por uma célule especializada ou uma fileira de células que
contém ldtex e, de acordo com a classificactio mais utilizada, podem ser divididos en
dois tipos: articulado e ndo articulado (Fehn 1979). Os laticiferos da grande maiorit
das Apocynaceae s/ stio considerados do tipo nfio articulado (Metcalfe 1967: Yoder ¢
Mahlberg 1976 Giordani 1978; Wilson & Mahlberg 1978, 1980; Murugan & Inamdai
1987a,b; Inamdar ef a/ 1988; Roy & De 1992; Mahlberg 1993; Appezzato-da-Giéria ¢
Estelita 1997) e sdo descritos como provenientes de células iniciais laticiferas que st
alongam por crescimento apical autdnomo intrusivo através dos espacos intercelulare:
dos diversos tecidos do corpo vegetal (Metcalfe 1967; Mahlberg 1993). Entretanto
através de andlise cuidadosa das terminag8es dos laticiferos de A. australe, percebe
se que eles sdo articulados, que t&m rdpida dissolugdo da parede terminal, ndo sends
observado restos desta, logo abaixo de seu dpice. Laticiferos articulados tambén
foram encontrados em Vinca sardoa (Stearn) Pign. e 8 bicuspidatum (Sacchetti et 4
1999, capitulo 4) e tanto articulados quanto ndo articulados em Stapelia bella A
Berger {Wilson & Maxam 1987).

Ha discorddncia com relaglio ao tipo e desenvolvimento dos laticiferos. Seqund:
Milanez (1959, 1960-1, 1966, 1977), os laticiferos de Cryptostegia grandifiora R. Br. ¢

Nerium oleander L. s€o formados por fusto celular, contradizendo as descricdes feita:
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por Blaser (1945), Mahlberg (1961, 1963) e Stockstill e Nessler (1986) para estas
mesmas espécies,

O diamefro dos laticiferos pode variar bastante em uma mesma flor, como
observado no presente estudo. Em &8 bicuspidatum, P. alba e V. solanacea a maior
diferenca ocorre enfre os laticiferos medulares do pedicelo e os demais (Murugan &
Inamdar 1987a.b; capitulo 4).

As paredes dos laticiferos podem ser tfo finas quanto a parede das células
parenquiméticas ou muito mais grossas (Mchlberg 1993). Flas sdo exciusivamente
primdrias e podem ter subsi@ncias incrustante ou adcrustante que sela o sistema
laticifero dos demais tecidos (Fineran ef o/ 1988; Condon & Fineran 1989; Fahn 1990).
Uma lamela de suberina foi enconfrada na parede dos laticiferos de espécies de
Convoivulaceae, contudo, até o momento, isto aparentemente estd restrito & esta
familia. Fahn (1990) sugeriu a presenca de calose, mas os laticiferos de 4. ausirale ndo
reagiram positivamente ao teste aplicado com este fim; assim como ndo apresentaram
resultade positivo no teste para suberina e lignina. Portanto, em nivel de microscopia
éptica, ndo foi possivel detectar nenhum tipo de substdncia que isole o sistema
laticifero da flor de A. australe. As paredes dos laticiferos de Asclepias speciosa
Torr. foram investigadas histoquimica e imunocitoquimicamente com relacdo &
presenga de substancias que as diferenciem das paredes das demais células (Serpe e?
al. 2001); eles ndo encontraram calose, proteinas, lignina nem compostos fendlicos, mas
descobriram que a porg¢do madura dos laticiferos tem propriedades citoquimicas
diferentes das paredes da porcdio mais jovem com relacfo a epitopos de pectina. A
distinta coloragdo da parede da porc¢dio jovem dos laticiferos (roxa) de A. australe e a
da porgto madura (laranja) através da coloractio com safranina, violeta cristal e

laranja G, pode indicar que também hd diferenca de composicdo entre as diferentes

regites destes laticiferos.
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O latex estd presente desde a porcdio mais jovem do laticifero e o preenche
totalmente, sendo constituido pelo préprio protoplasto. Esta secreclio somente é
liberada para o meio extracelular se o tecido for injuriado. Milanez {1946} jé havic
reconhecido a natureza protopidsmica do ldtex em Hevea

Muitoes nicleos podem ser observados nos laticiferos de A. gustrale. Em geral, os
laticiferos multinucleados s8o considerados cencciticos, resultantes de repetidas
divisdes nucleares sem a formogdo de parede terminal, embora a maioria dos
pesquisadores ndo tenha sido capaz de detectar a ocorréncia de qualquer divisdc
nuclear denfro de laticiferos {Mahlberg 1993). Em A. australe, assim como em B8
bicuspidatum, €. grandiflora e N oleander, o profoplasto multinucleado € resultado de
fusdo de células que sdio constantemente adicionadas ao sistema {condigdio sincicial).

Muitos autores consideraram os laticiferos ndo articulados de toda a planta come
sendo resultantes do crescimento de um ndmero especifico de células iniciais
laticiferas embriondrias. Entretanto, produgio continua deste tipo de laticifero fo
observada no dpice caulinar de Vallaris solanacea (Murugan & Inamdar 1987b) e nos
tecidos primério e secunddrio de Mandevilla illustris (Vell) Woodson e M. velutin
(Mart. ex Stadelm.) Woodson (hoje M. pohliana, Appezzato-da-Gléria & Estelita 1997)
Em 1961, Mahlberg registrou a existéncia de cerca de 28 iniciais laticiferas en
Nerium oleander e considerou seu crescimento pela planta toda como sendo auténomo,
posteriormente, Milanez (1977) estudou os laticiferos desta mesma espécie ¢
observou que os laticiferos cresciam por meio de fusSes celulares.

Alguns pesquisadores tentaram provar o crescimento apical aut8nomo dos
laticiferos. Snyder {1955) ndo obteve qualquer crescimento dos laticiferos em cultur
asséptica de fragmentos de medula de Crypfostegia grandifiora. Mahlberg {1959), ac
realizar cultura de embrio de Fuphorbic marginata Pursh., considerou o contorne
sinuoso dos laticiferos e sua presenca entre grandes espagos intercelulares come

provas de seu crescimento apical. Os laticiferos florais de A australe raramente
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apresentam contorno sinuoso e as células de seu dpice nde t8m crescimento intrusivo,
apresentando sempre as mesmas dimensdes das demais e fazendo contato com outra
célula. Através da andlise da série de cortes, também é possivel perceber que o dpice
agudo observado muitas vezes, € resultado de uma secclio obligua a esta célula,

A presenca de ramos transestelares em £ grandiflorae B bicuspidatum (Milonez
1977 capitulo 4} sem que haja qualquer deformidade nestas células intimamente
relacionadas, também € dificilmente explicade pela teoria de crescimento apical
autdnomo,

As fungdes atribuidas aos iaticiferos, em geral, é de protecio contra herbivoros,
microorganismos e de selar ferimentos (Fohn 1979, 1990; Farrel er o/ 1991, Hunter
1994). Embora os bot@es e flores adultas dos individuos de A. ausirole aparentemente

sejam protegidos pelo ldtex, galnas foliares sdo fregiientes nesta espécie (Isaias et af

2000; Formiga ef a/ 2001, Christiano 2002).

Eniderme da placenta e tricomas corolinos

Segunde Endress e Bruyns {2000), é muito dificil encontrar caracteres florais
estdveis para distinguir as fribos de Rauvolficideae e, por isso, a delimitacdo tribal &

quase sempre baseada nos frutos.

Embora néo tenha sido comprovada a fungdo do tecido encontrado em A. australe,
sua estrutura, origem e posicdo levam a crer que este seja um obturador placentdrio.
O obturador € uma estrutura cuja fungdo € direcionar o crescimento do tubo polinico
até a micrdpila. Sua origem € varidvel. Ele pode ter origem do funiculo, placenta ou uma
combinagdo de ambos, e ser formado por tricomas secretores e tecido subepidérmico
ou simplesmente por uma camada epidérmica papilosa (Johri 1984; Werker 1997).
Embora ele tenha ampla ocorréncia em algumas familias, como Euphorbiaceae (Sutter

& Endress 1995), ndo foi encontrado nenhum registro de sua presenca em Apocynaceae
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5./ A presenca de obturador € uma das caracteristicas que distinguem as Rubiaceae
das demais Gentianales (Backlund e7 a/ 2000).

Os itricomas glandulares possuem paredes finas e, muitas vezes, acumulam
secregdo num espago subcuticular. For outro lado, os tectores t8m parede espessa e
nde apresentam este espaco. Os tricomas corolinos do terco basal da face interna de
tubo da corola de A agusirale apresentam caracteristicas intermedidrias entre
glandulares e tectores. Embora possuam espago periplasmdtico, também apresentam
cuticula espessa e ornamentads e nenhuma secrecdo foi observada. Nenhumc

referéncia foi encontrada com relagdo g este tipo de tricoma.

Conclusbes

A flor de A ausirale possui poucas estruturas secretoras em relacdo &s outras
espécies da familia. Apenas duas estruturas foram encontradas: epiderme secretorc
da cabega dos estiletes e laticiferos. Ndo hd coléteres nem disco ao redor do ovdrio
Nenhum tecido nectarifero foi encontrado e, embora as flores sejam aromdticas, ndc
foram localizados osméforos. Novos estudos sdo necessdrios para se localizar o sitic
de produgdo do aroma floral.

A cabeca dos estiletes de A. australe é simples em relaglio ds demais presentes
nas espécies da famflia. Ela possui epiderme secretora composta por tricomas, que
iniciam sua atividade secretora no estddio intermedidrio do desenvolvimento floral e
continuam secretando até o (ltimo estddio. A secrectio é acumulada em um espaco nc
por¢do apical da célula e depois liberada para o meio extracelular; in vivo, ela ter
aspecto viscoso e juntamente com os tricomas corolinos forma uma rede que retém os
grdos de pélen,

Os laticiferos sdo articulades anastomosados, esto presentes em todas as pegaos

florais, com exce¢lo do parénquima medular do pedicelo e dos dvulos, possuen
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didmetro varidvel e raramente se ramificam. A parede dos laticiferos é
exclusivamente pecto-celuldsica e suas caracteristicas quimicas provavelmente se
alteram durante o desenvolvimento do laticifero. Os laticiferos jé estlio formados e
em fase secretora em botdes no estddio 1 e somente liberam o ldtex se o tecide for
injuriade. Portanto, os bofdes florais j& apresentam um sistema de defesa contra
herbivoria desde o inicic do seu desenvolvimento.

Novos estudes sdo necessdrios para se verificar se a epiderme diferenciada da
placenia das flores de A ausira/e realmente é um obturador e se os tricomas
corolinos de estrutura intermedidria s@o {ou ndo) secretores.

A auséncia de coléteres e de disco nectarifero, além da cabeca dos estiletes
estruturalmente simples, confirmam a posi¢fo basal de Aspidosperma na subfamilia

Rauvolfioideae e na fribo Alstonieae (sensvEndress & Bruyns 2000),
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CAPITULO 4

Caracterizagdo anatfmica das glandulas florais de Blepharodos

bicuspidatum Fourn. (Apocynaceae s./ - Asclepiadoideae)

Introductio

Dentre as Apocynaceae s/, as Asclepiadoidece destacam-se por possuirem a
flores mais complexas e elaboradas de todas as dicotiledbneas. Elas apresentan
aglgumas estruturas que ndo sdoe enconirados em outras dicotiledéneas. Fstas flore
teém corona e um complicado sistema de canais para deposicdo de néctar, ginostégio «
polindrio, formado por duas polinias mais o translador (Endress 1994). O trabalho mai.
abrangente envolvendo a estrutura floral de espécies de Apocynaceae foi redlizad
por Woodson e Moore (1938). Trabalhos posteriores também se destacaram, como o
de Rac e Ganguli (1963), Fallen (1986), Kunze (1991, 1995, 1997), Galetto (1997
Torres e Galetto (1998), Vieira (1998), Lin e Bernardello (1999), Farinaccio (2000
Vieira e Shepherd (2002) e Sim8es (2004).

As estruturas secretoras florais relatadas stio: epiderme que reveste a cabeg
dos estiletes, laticiferos, coléteres, nectdrios e osméforos.,

A cabeca dos estiletes € coberta por epiderme secretora (Walker 1975; Falle
1986; Kunze 1993, 1994 Galetto 1997, Lin & Bernardello 1999). Nas Asclepiadoideas
esta estrutura € responsdvel pela productio do translador (Endress 1994). Falle
(1986) descreveu tipos bdsicos de cabecga dos estiletes e definiu uma progressd
desta estrutura para a familia.

Os coléteres possuem ampla ocorréncia, porém, ndo universal na famflia (Endres
& Bruyns 2000; capitulo 1). Eles produzem uma secrecdo viscosa que lubrifica

protege 0s meristemas contra o dessecamento {Thomas 1991) e fambém pode protege
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as flores contra a proliferacdio de fungos (capitulo 1 e 2). Os coléteres florais de 8,
bicuspidatum ndo serdo abordados neste capitulo, pois j& foram descrites em termos
ontogenéticos, histoquimicos e estruturais (capitulos 1 e 2),

Os nectdrios formam um anel basal ao redor do ovdrio nas Rauvolficideae e
Apocynoideae, fregiientemente lobade na porgdio apical (Woodson & Moore 1938),
sendo considerado de natureza receptacular (Galetto 1997). Nas Asclepiadeideae, a
sua posi¢dio € controversa. O tecido nectarifere pode ocorrer no tubo dos filetes, nas
cmaras estigmdticas, na corona ou na regido em que os lobos da corola estdo
conectados ao ginostégio (Galil & Zeroni 1965; Christ & Schnepf 1985; Kunze 1991,
1995, 1997, Vieira 1998; Vieira & Shepherd 2002). O néctar pode ser encontrado na
cdmara estigmdtica (nectdrio primdrio) e na corona estaminal {nectdrio secunddrio).
Em geral, assume-se que apenas o nectdrio primdrio € secretor e o néctar flui através
de um intrincado sistema capilar até o nectdrio secunddrio (Galit & Zeroni 1965; Kunze
1997); todavia, tecido nectariferc jd foi descrito na corona (Woodson 1954; Kunze
1995, 1999).

O laticifero tem ocorréncia universal em Apocynacece s/ (Metcalfe & Chalk
1950). A classificaclo de laticiferos mais usada € a de De Bary (1884 apud Rudall
1987) que reconnece dois tipos de laticiferos: os articulados e os ndo articulados.
Segundo Esau (1977), ambos os tipos podem ser ramificados ou ndo. Embora existam
estudos anatdmicos sobre laticiferos de Apocynacece s/, incongruéncias quanto &
identificacdo de seu tipo e sua formagio podem ser encontradas na literatura, como
por exemplo em Merium oleander |_. (Mahlberg 1961, 1963; Milanez 1977; Stockstill &
Nessler 1986). As provdveis fungles sfioc as de proteclio contra herbivoros,
microorganismos e selar ferimentos (Fahn 1979, 1990; Farrel er 4/ 1991; Hunter
1994). Segundo Farrell ef af (1991), as plantas produtoras de ldtex e resina t8m sido

mais bem sucedidas que os grupos relacionados gue ndio os produzem.
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Osméfores sfo apenas citados fazendo parte da estrutura floral (Endress 1994,
Torres & Galetto 1998; Lin & Bernardello 1999), mas nunca foram anatomicamente
ilustrados.

Baseado na ausénecia de dados anatfmicos sobre as complexas flores con
gléndulas de origem e posiglio controversas e a falta de estudos estruturais de
espécies brasileiras de Asclepiadoidese, o presente estudo teve por objetiv
caracterizar anatomicamente as estruturas secretoras florais de Blepharodo,
bicuspidatum, com a definicdo dos estddios de desenvolvimento em que esta:

estruturas estejam em fase secretora.

fAaterial & métodos

O material de estudo foi coletado em duas dreas de cerrado do estado de S&
Paulo: Reserva Bioldgica e Estagdio Experimental de Moji-Guacu e fragmento situado n
municipio de Campinas. As coletas foram realizadas de novembro de 2002 a outubro di
2003 e as plantas identificadas pelo Dr. André O. Simdes. Os materiais testemunh
dos trés ind.ivfduos foram herborizados: B bicuspidatum: Brasil, Sdo Paulo, Maji
Guagu, 18/XI/2002, D. Demarco 7. Campinas, 29/VIII/2003, D. Demarco 1I
04/VIII/2004, D. Demarco 16. Todas as exsicatas serdo incorporadas ao Herbdri
UecC.

Ramos florais de trés individuos foram cortados com ldmina aquecida e fixado
em FAA (formdling, dcido acético, dlcool etilico 50%. 1:1:18 v/v) por 24 h (Johanse
1940) e FNT (formaling neutra tamponada; tampdo fosfato, formalina, 9:1 v/v; Lilli
1948 /n Clark 1973) por 48 h. Apéds este periode, os materiais foram desidratados
estocados em etanol 70%.

Botdes flerais e flores foram classificados em cinco estddios considerando-se

desenvolvimento floral com seus comprimentos medidos a partir da base d
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receptaculo: Estadio 1 - botdes florais com até 0,9 mm: Estddic 2 - botdes florais de 1
a 2 mm (inicio da formagdo da corona); Estddio 3 - botdes com cerca de 4 mm: Fstddio
4 - botBes com cerca de 5 mm; Estddio 5 - flores adultas com cerca de 6 mm {pré-
antese, antese e pos-antese). Todas estas pecas foram desidratadas em série butilica
(&lcool butilico tercidrio; Johansen 1940), incluidas em “paraplast” e seccionadas em
séries fransversais e longitudingis com 10 a 14 um de espessura em micrétomo rotativo
Microm HM340E. As seccBes foram coradas com azul de astra e safraning (CI 50240;
Gerlach 1969 modificado) e as ldminas montadas em resina sintética. Também foram
utilizados cortes tratados com vermelho de ruténio (6regory & Baas 1989) e
submetidos & reagdo PAS (Periodic-Acid-Schiff's reagent. pararosanilina CT 42510;
Mchanus 1948),

As fotomicrografias foram obtidas em microscépic Olympus BX 51 utilizando-se
filme Kodak Pro Image asa 100, As escalas das figuras foram obtidas através de

ldmina micremétrica fotografada nas mesmas condigdes dpticas das demais

ilustracoes.

Resultados

As estruturas secretoras distribuem-se em diferentes compartimentos nas
flores de 8. bicuspidatum. Hd seis sitios de secreclio: epiderme secretora da ala da
antera {Fig. 6, 12-17), epiderme secretora da cabeca dos estiletes (Fig. 1-2, 4,7, 18-
25, 27), laticifero (Fig. 8, 28-45), coléter (Fig. 9), epiderme secretora da clmara
estigmdtica (Fig. 4, 10, 47-57) e epiderme secretora da corona estaminal (Fig. 1-3, 11,
59-63).

Estas gldndulas apresentam atividade secretora em diferentes estddics do

desenvolvimento floral {Tabela 1)
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Epiderme secretora da ala da antera

A ala da antera € uma estrutura formada por uma projecdo lateral da antera.
As alas de duas anteras adjecentes delimitam uma fenda (Fig. 3, 5-6, 12) que
servird como guia para o polinizador ("guide rail") e retirard a pelinia deste devido &
presenga de tricomas que se encontram nesta regifio voltedos para a base da flor

(Fig. 6, 12). Em cada ala das anteras, hd um sftio secretor (Fig. 12-17),

Estruture

A regido secretora se estende ao longo de toda a extremidade interna de ala
da antera (Fig. 14} ¢ é composta por uma Unica camade de células epidérmicas
secretoras (Fig. 12-17). Estas células s8o colunares e dispem-se em pelicada sobre
células parenquimdfices ndo secretoras (Fig. 12-17). Esta estrutura mantém a forma
desde seu dpice (Fig. 16) até quase sua base, quando se alarga, aumentando a
superficie secretora (Fig. 17). As células secretoras possuem paredes finas,
conteldo citoplasmdtico de aspecto denso com gotas fortemente coradas pela
safranina em materiais fixados em FNT e ndcleoc ocupando posiclic mediana na
célula (Fig. 13, 15). A secrecdo € acumulada num espago na porgdo apical da célula
antes de ser liberada para o meio extracelular. Ndo hd vascularizacdo na dla da

antera e o sistema vascular mais préximo & o feixe do filete (Fig. 10).

Distribuicdo
Como a flor possui cinco anteras e cade antera, duas alas, em cada flor sdo

encontradas 10 regifes secretoras em posicdo interestaminal, na fenda anteral,

opostas a camara estigmética (Fig. 10).



Fase secretora

Em boides no estddio 3, as células epidérmicas jd sdo colunares e apresentam

otividade secretora (Fig. 12-17). Esta fase dura apenas até botdes no estddio 4

{Tabela 1}.

Epiderme secretore da cabega dos estiletes

Estrutura

A cabega dos estiletes € formada pela fusdo apical dos dois estiletes (Fig. 1-2,
4, 18) e possui epiderme secretora composta por uma dnica camade de esireitas
células colunares dispostas em paligada {Fig. 7, 18-26).

Nas regides oposta e alterna ds anteras, as células epidérmicas secretoras sio
colunares; porém, nas regides alternas, as células sdo mais longas (Fig. 20-22),

Estas células apresentam paredes finas, conteddo citoplasmdtico de aspecto
denso (Fig. 7, 18-26) e niicleo em posicdo mediana. Um espaco pode ser observado
em algumas células (Fig. 25), onde a secrecdio é acumulada antes de ser liberada
para o meio externo. Ndo hd vascularizagio préxima & epiderme secretora, o
sistema vascular mais préximo estd na regido central da cabeca dos estiletes,

formado pelos feixes vasculares dos estiletes (Fig. 20, 23).

Distribuicdo
No inicio da fase secretora (estddio 2), a epiderme secretora se estende por
toda a superficie lateral da cabeca dos estiletes (Fig. 20); porém, nos demais

estddios, ela permanece secretora apenas nas cinco regies alternas as anteras

(Fig. 7, 23-26) e formard o translador (Fig. 7, 25-26).
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Fase szeretora

A fase secretora inicia nos botdes do estddio 2 (Tabela 1). Logo apds a
formaglio da cabega dos estiletes, a epiderme desta estrutura jd possui as células
muito alongadas e estreitas, formando uma camada continua por toda a sua
superficie lateral (Fig. 18-22). Neste estddio (botfes com 2 mm), a regifio
secretora se restringe ds porc8es alternas ds anteras (Fig. 23); nestas regides, a
epiderme secretora se estende por toda a lateral da cabege dos estiletes (Fig. 24)
e as células em palicada sdo mais longas. Jd neste estddio, o translador comesa a
ser formado. A secregdio foma forma e em botdes do estddio 4, o corplsculo
(corpusculum de Corry: chamado retindculo por alguns pesquisadores) jd estd
totalmente formado e inicia-se a liberag8o da secrecdo que formard as caudiculas
(Fig. 25). Em flores adultas (estddio 5), a partir da pré-antese, o franslador jd estd
totalmente formado (Fig. 7, 26), sendo constituido pelo corplscule mais duas
caudiculas (Fig. 7, 26-27) ¢ o polindrio pode ser observado, principalmente em
flores em antese ¢ pés-antese, através da ligagdio do translador a duas polinias de
anteras distintas (adjacentes) por meio das caudiculas {Fig. 26-27). Embora o
ranslador esteja totalmente formade, a epiderme continua a apresentar atividade

secretora nas flores em pés-antese (Fig. 26).

Laticifero

Estrutura

Os laticiferos de 8 bicuspidatum sdo articulades anastomosados e facilmente
observados nos diferentes drgdos devido, principalmente, & espessura de suas
paredes e as ramificagfes do sistema, além do calibre e contelido destas estruturas
(Fig. 8, 28-46). As paredes laterais dos laticiferos possuem muitas vezes a
espessura das paredes das células parenquimdticas (Fig. 30-31) e #¥8mde 1 a 1,6 um.

Embora possuam paredes espessas, elas s8o exclusivamente primdrias (Fig. 30-31).
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O didmetro dos laticiferos varia muito principalmentz no pedicelo. Os
laticiferos encontrados na medula possuem grande didmetro (de 21 a 48 um; fig. 8,
30-34, 43-44), enquanto os do cdrtex possuem de 5 a 38 um de difmetro
geralmente, os laticiferos mais calibrosos encontram-se préximos ao sifonostelo
anfifldico (Fig. 32, 43-44) ¢, a3 vezes cruzam-no, interrompendo o tecido vascular
{Fig. 43).

O comprimento de um laticifero € de dificil mensuracdo, mas no pedicelo, onde
eles sto razoavelmente refilineos, pode se observar um mesmo laticifero
atravessando alguns centimetros (Fig. 8, 34).

O ldtex & o préprio protoplasto das células e, por isso, pode ser observado
desde as partes mais jovens preenchendo todo o laticifero. A secrecdo possui
aspecto denso e cora fortemente com safranina, evidenciando sua natureza
acidéfila (Fig. 29). Cada laticifere possui muitos niicleos ao longo de sua extensdo e
cada nicleo tem pelo menos 1rés ou quatro nucléolos (Fig. 33).

Em todos os individuos estudados, poucas vezes drgdios com singis de
herbiveria foram observados. Ac seccionar um drgdo, imediatamente inicia o
extravasamento do ldtex de aspecto leitoso que, pouco tempo depois, coagula e sela

o drgdo injuriado. Parasitas foram fregiientemente encontrados nas pétalas dos

individuos de Moji-Guagu (Fig. 46).

Distribuicdo

Os laticiferos estdo presentes em todas as pegas florais (Fig. 8, 28-45).
Laticiferos de grande calibre com trajetéria quase retilinea localizam-se
principalmente na medula do pedicelo (Fig. 8, 34). Muites laticiferos de menor
calibre também séio observados no cértex do pedicelo e tecido vascular (Fig. 32,
43). Eles ramificam-se, principalmente, no receptdculo juntamente com o tecido
vascular (Fig. 34). Nos demais partes florais, os laticiferos possuem dimetro
menor, mas ainda hd variaglo de calibre {de 4 a 15 um). Fles ocorrem na sepala (Fig.

35), na pétala (Fig. 36), na corona {Fig. 38), no estame {Fig. 37}, na parede de ovdrio
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(Fig. 39), na placenta (Fig. 39), no estilete e cabega dos estiletes (Fig. 18, 40). Em
todas estas partfes, os laticiferos sfio sinuosos e estdo presentes em todos os
tecidos, exceto na epiderme. Laticiferos também nde foram encontrados nos évulos,
A grande maioria dos laticiferos localiza-se no parénquima (Fig. 8, 28-44)
entretanto, oulros sdo cobservados crurands o tecids vascular (Fig. 29, 43-44) ou

em meio aos elementos condutores (Fig. 45).

Fase secretora

O laticifero € a primeira estrutura secretora a se diferenciar jd no estddio 1
(Tabezla 1). Enquanto todos os demais tecidos ainda estéic meristemdticos, oz

laticiferas jé estdo diferenciados e em estddio secretor (Fig. 28-31, 33, 41-44),

A fase meristemdtica dos laticiferos € muito breve. Em botSes florais no
estddio 1, laticiferos totalmente formades podem ser observados (Fig. 28-29, 41-
42).

Os laticiferos de B bicuspidarum sto articulades anastomosados, formados
pela adigdo de células (Fig. 28-29, 42). A dissolucdo das paredes terminais é rdpida
e a poucas células de seu dpice, ndo ¢ mais possivel vé-las (Fig. 28-29, 42; cabeca de
seta), formando um sistema continue (Fig. 33). Nesta regifio, as paredes dos
laticiferos jé estdo espessadas, embora continuem a crescer em didmetro
posteriormente. O sistema laticifero pode ter origem a partir de células do
meristema fundamental e/ou do procdmbio. Os laticiferos sé crescem em
comprimento em regides meristemdticas, por adiglo de novas células e,
posteriormente, por alongamento celular. Em todas estas regides meristemdticas
onde os laticiferos estdo se formando, as células apicais dos laticiferos possuem as
mesmas dimensdes das demais células, das quais se originaram (Fig. 28-29, 41-42).
A anastomose lateral de células origina um sistema laticifero ramificade (Fig. 29,
42); estas ramificacdes ocorrem no inicio do desenvolvimento dos laticiferos e sdo

observadas em todas as partes da flor. Os laticiferos de grande calibre do pedicelo
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crescem rapidamente em didmetro e originam um arranjo radial das células
parenquimdticas @ sua volta (Fig. 32, 43-44). Eles atingem seu diGmetro mdximo em
botdes no estddio 2 (Fig. 43-44); as células dos laticiferos de menor calibre

atingem seu didmetro mdximo poucas células abaixo de seu dpice.

Os laticiferos jd apresentam secrecdio durante a diferenciaclio das células que
os compdem (Fig. 29). A fose secretora sé termina quando fodo o laticifero estiver
chelo e o drgdio onde ele ocorre estiver totalmente diferenciade, nflo havendo mais
adigdo de novas células. Entretanto, as células aparentemente permanecem vivas e
com a secre¢do em seu inferior {Fig. 8, 28-45). A secreglio (protoplasto) sé €
liberada para o meio extracelular quando o tecido € injuriade; quando isto ocorre, o

idtex de todos os laticiferos interconectados exiravasa.

Epiderme secretora da cdmara estigmdtica

Estrutura

A c@mara estigmdtica & o espago delimitado pelo tubo dos filetes e as alas das
anteras (Fig. 4, 10, 47, 50, 52-53). A porcdo secretora corresponde apenas &
epiderme do tubo dos filetes (Fig. 10, 47-57) e se estende até a base das alas das
anteras (Fig. 47, 52-565). Esta cdmara é coberta na sua parte superior por uma
projecdo da cabega dos estiletes, mantendo livre apenas a fenda anteral (“guide
rail”; fig. 3).

A epiderme secretora € composta por uma Gnica camada de células quadradas a
levemente alongadas, com paredes finas, citoplasma com contetds de aspecto denso
(secregdo acidéfila) e nicleo volumoso em relagdo as suas dimensdes (Fig. 49, 51),
com dois a quatre nucléolos. Esta epiderme é continua até a base da cabeca dos
estiletes (Fig. 10, 47-53), onde se encontra a regido estigmdtica, composta por
células epidérmicas alongadas ndo secretoras (Fig. 54-55, 57): nesta regido, que
corresponde & porgdo apical dos filetes, as anteras sfo livres entre si {(mas adnatas

a cobega dos estiletes) e € por ela que os tubos polnices irio penetrar no estigma
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(Fig. B5). A secrecdo € acumulada num espago celular (Fig. 49, 51) antes de ser
liberada para o interior da camara. Ndo hd ramificacfes vasculares em direcdo &
epiderme, mas os feixes vasculares dos filetes estdio préximos a esta estrutura
(Fig. 10, 52).

A secreclio flui através de toda a clmara estigmdtica e da cdmara formada
pelas projecdes da corona interestaminal (Fig. B6), que ndlo € secretora (Fig. B8), e
ird se acumular na base da corena. Esta segunda cémara € continua com a
estigmatica, formando uma Unica cdmara interestamingl, cujc metade superior é
delimitada pelo tubo dos filetes e alas das anteres (cdmara estigmdfica) e na
metade inferior, pelo tubo dos filetes e corona interestaminal {Fig. 4-5, 56). Parte
da secreg¢do que permanece no interior da c@mara ird propiciar a germinagtio dos

tubas polinicos (Fig. 55).
Distribuicdo
Em cada flor, cinco cmaras estigmdticas sto encontradas alternas ds anteras,

atrds da fenda anteral (Fig. 1-2, 10, 52).

Fase secretora

A fase secretora da cdmara estigmdtica inicia pouco antes da pré-antese, em
botbes no estddio 4 (Tabela 1). As células praticamente ndo se alongam 2 sua
atividade secretora pode ser percebida pelo aspecto do conteddo citoplasmdtico e a
presenca de um espago na porglc apical (Fig.l0, 47-54, 56-57). As cémaras

permanecem secretando até o término do desenvolvimento floral.

Epiderme secretora da corona estaminal

A corona estaminal corresponde & porgdo da corona oposta & antera. Ela forma

uma estrutura cupuliforme que fica repleta de secregdo (Fig. 1-3).
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Estrutura

A epiderme secretora da corona estaminal localiza-se na por¢do proximal co
estame (Fig. 11, 61). A drea secretora se estende lateralmente cerca de um tergo
da abertura da corena (Fig. 11, 59) e longitudinalmente, do nivel da base da antera
até a base da estrutura cupuliforme (Fig. 61).

A epiderme secretora € composta por uma Unica camada de células quadradas
(extremidades) a colunares curtas (regido central Fig. 59-63). Estas células
apresenfam paredes finas, citoplasma com contelido de aspecto denso (secrecéo
acidéfila) e nicleo em posigdo basal (Fig. 60, 63) com dois a guatro nucléolos. A
secregdo € armazenada em um espace (Fig. 60, 63) antes de ser liberada para ¢
meio externo e se acumular nesta estrutura formada pela corona. O feixe do filete

fica préximo a regifio secretora da corona, mas nde hd qualquer ramificacdo em sua

diregdo (Fig. 11).

Distribuicde
A flor possui cinco coronas estaminais cupuliformes onde a secregdo produzida

pela prépria corona serd acumulada (Fig. 1-3). Embora a flor seja péndula, a

secrecdo € viscosa o suficiente para ndo escoar.

Fase secretora

As células secretoras da corona s6 comegam a secretar pouco antes da pré-
antese, em botdes no estddio 4 (Tabela 1). Nesta fase, as cé!uias comegam a
apresenfar secrecdo no citoplasma e um espago na porgdo apical (Fig. 59-60). As
células da porgdo central da regido secretora se alongam um pouco (Fig. 59-60, 63).

A fase secretora dura até a flor estar totalmente formada e em antese (Estddio 5:

fig. 61-63).

ILUSTRACOES
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Fig. 1-5. Flores adultas de Blepharodon bicuspidatum Fourn. 1-2. Vista frontal e
lateral da flor. 3. Pormenor da fenda anteral. 4. Secglo longitudinal mostrando a
cémara estigmdtica. 3. Detalhe da fenda anteral com o transiador em porgéo apical
e sua continuidade com a cdmara formada pela corona interestaminal. CE = cabeca
dos estiletes; CR = corona inferestaminal, €5 = cmara estigmética; CT = corona
estaminal; F = fenda anteral; Pe = pétala; T = translador. Fscalas: 1. 1,5 mm: 2.

1,6 mm; 3,5. 300 um; 4. 400 um.
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Fig. 6-11. Secgdes transversais (6-7, 10-11) e longitudinal (8-9) de flores adultas
de Blepharodon bicuspidatum Fourn. 6-11. Estruturas secretoras florais
observadas. 6. Ala da anfera. 7. Epiderme secretora da cabeca dos estiletes e
translador. 8. Laticiferos no pedicelo (seta). 9. Coléter calicinal. 10. Cémaras
estigmdticas. 11. Corona estaminal. AA = ala da antera; CE = cabeca dos estiletes:
CR = corona interestaminal; €S = cdmara estigmdtica; CT = corona estaminal; E =
estiletes; F = fenda anteral; Pe = pétala; S = sépala; T = translador; TF = tubo dos
filetes. Escalas: 6-7,9. 75 ym; 8,10. 300 pm; 11. 250um.
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Fig. 12-17. Sec¢des transversais (12-13, 16-17) e longitudinais (14-15) de botdes
florais de Blepharodon bicuspidatum Fourn. 12-17. Epiderme secretora da ala da
antera. 12-13, 15. Botdes do estddio 4. 14, 16-17. Botdes do estddio 3. 12.
Vista geral da regi@o secretora da ala da antera. 13. Pormenor da figura 12. 14.
Regido secretora da ala da antera. 15. Detalhe da epiderme secretora em secgdo
longitudingl da figura 14. 16. Porgdo apical da regido secretora da ala da antera.
17. Porgdo basal da regito secretora da ala da antera. AA = ala da antera: TF =

tubo dos filetes. Escalas: 12,14,16. 150 um; 13,15, 30 um; 17. 75 um.
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Fig. 18-22. Secgdes longitudinais (18-19) e transversais (20-22) de botdes florais
do estddio 2 de Blepharodon bicuspidatum Fourn. 18-22. Epiderme secretora da
cabega dos estiletes. 18. Vista geral da cabega dos estiletes. 19. Pormenor da
figura 18. 20. Epiderme secretora continua da cabe¢a dos estiletes. 21-22.
Pormenores da figura 20. CE = cabega dos estiletes. Escalas: 18-19,21. 75 um;
22. 30 um; 20. 150 pm.
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Fig. 23-27. Secgbes de botdes florais (23-25) e flor adulta (27) de Blepharodon
bicuspidatum Fourn. 23-25,27. Epiderme secretora da cabeca dos estiletes e
translador; sec¢des transversais. 23-24. Botdes do estddio 2. 23. Vista geral da
cabega dos estiletes; notar epiderme secretora descontinua. 24. Epiderme
secrefora se estende por toda a regido lateral da cabeca dos estiletes. 25.
Corpusculo formado; inicio da secregdo das caudiculas em botdo do estddio 4. 26.

Epiderme secretora permanece em atividade secretora e o corpdsculo se liga &

polinia através da caudicula. 27. Polindrio em vista frontal. A = antera; Cd
caudicula; CE = cabega dos estiletes; Cp = corplsculo; Po = polinia. Escalas: 23.

250 pm; 24-25. 75 pum; 26. 50 pm; 27. 200 pm.
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Fig. 28-33. Laticiferos em botdes florais de Blepharodon bicuspidatum Fourn.
Secgoes longitudinais (28-29, 33) e transversais (30-32). 28-29. Botdes florais
do estddio 1. 30-31, 33. Botdes florais do estddio 2. 32. Botdo floral do estddio
3. 28. Laticiferos no meristema fundamental e procmbio. 29. Laticifero e ramo
transestelar. 30-31. Laticiferos medulares (30) e corticais (31) do pedicelo;
cortes tratados com vermelho de ruténio. 32. Presenca de laticiferos de
diferentes calibres no pedicelo. 33. Laticifero polinucleado (seta = niicleos).
cabega de seta = parede terminal do laticifero; seta = laticifero. Escalas: 28-

31. 30 um; 32. 75um; 33. 25 pum.
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Fig. 34-40. Distribuicio dos laticiferos em flores adultas de Blepharodon
bicuspidatum Fourn. Secgdes longitudinais. 34. Pedicelo. 35. Sépala. 36. Pétala.
37. Estame. 38. Corona. 39. Ovdrio. 40. Cabeca dos estiletes. seta = laticiferos.
Escalas: 34. 300 ym; 35-36. 75 um; 37-40. 150 um.



16




164

Fig. 41-46. Seccbes de botdes florais (41-44) e flores adultas (45-46) de
Blepharodon bicuspidatum Fourn. 41-42. Botdo floral do estddio 1. 41,
Laticiferos sendo formados nas regides meristemdticas. 42. Pormenor da figura
41; notar parede terminal (cabeca de seta). 43-44. Botdo floral do estddio 2. 43.
Laticiferos de grande calibre do pedicelo presentes na medula, no cértex junto ao
tecido vascular e cruzando o anel vascular. 44. Pormenor da figura 43. 45-46. Flor
adulta (estddio 5). 45. Laticiferos no tecido vascular do filete. 46. Parasita na
pétala. seta = laticifero. Escalas: 41. 75 um; 42,44. 30 pm; 43,45-46. 50 um.
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Fig. 47-51. Secgdes transversais (63-65) e longitudinais (66-67) de botdes florais
do estddio 4 de Blepharodon bicuspidatum Fourn. 47-51. Cémara estigmdtica. 47.
Vista geral da cimara estigmdfica. 48-49. Detalhes da epiderme secretora da
cimara estigmdtica: pormenores da figura 47. 50. Vista geral da cémara
estigmdtica em secgdo longitudingl. 51. Detalhe da epiderme secretora; pormenor
da figura 50. CS = cGmara estigmdtica; TF = tubo dos filetes. Escalas: 47,50.
150 um; 48. 75 um; 49,51. 30 um.
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Fig. 52-55. Secgdes transversais de flores adultas de Blepharodon bicuspidatum
Fourn. 52-55. Cdmara estigmdtica. 52. Vista geral das cinco cémaras
estigmdticas. 53. Pormenor da figura 52. 54-55. Abertura da cmara estigmdtica
na base da cabega dos estiletes (estigma) através da qual penetram os tubos
polinicos. 55. Corte submetido d reacdo PAS. AA = ala da antera; €S = cdmara
estigmdtica; CT = corona estaminal; E = estilete; Es = estigma; F = fenda anteral; Po
= polinia; TF = tubo dos filetes; TP = tubos polinicos. Escalas: 52. 300 um; 53. 75
um; 54-55. 150 um.
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Fig. 56-58. Seccdes longitudinais (56-57) e transversal (58) de flores adultas de
Blepharodon bicuspidatum Fourn. 56-58. Cémara estigmdtica e corona estaminal.
56. Cdmara interestaminal formada pela continuidade entre a cdmara estigmdtica
e a cdmara delimitada pela corona interestaminal. 57. Regido de abertura da
cdmara estigmdtica na base da cabeca dos estiletes. 58. Cdmara formada pela
corona interestaminal. AA = ala da antera; CE = cabeca dos estiletes; CR = corona
interestaminal; €S = cdmara esﬁgmc‘iﬁca;:E = estilete; Es = estigma; TF = fubo dos
filetes. Escalas: 56. 300 um; 57. 150 um; 58. 250 um.
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Fig. 59-63. Secgdes de botdo floral (59-60) e flor adulta (61-63) de Blepharodon
bicuspidatum Fourn. 59-60. Secgdo transversal. 59. Epiderme da corona estaminal
em atividade secretora. 60. Pormenor da figura 59. 61-63. Secgdo longitudinal.
61. Vista geral da regido secretora da corona estaminal (linha tracejada = limites
da epiderme secretora). 62-63. Pormenores da figura 61. A = antera; CT = corona

estaminal. Escalas: 59,62. 75 um; 60. 50 um; 61. 250 pm; 63. 30 um.
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Discusséo

Ala da antera

A estrutura encontrada na extremidade interna das alas das anteras de 8
bicuspidatum nunca foi descrita antes. Apenas em Matelea reticulata (Engelm. ex A.
Gray) Woodson foi mencionada uma estrutura similar; porém, ela foi chamada de “pad”
do interior da fenda anteral e ndo foi considerada como tendo atividade secretora
(Kunze 1995). Em 8 bicuspidatum, esta estrutura tem sua formacdo, fase secretora e
senescéncia antes da antese, durante o desenvolvimento dos botdes florais. Ela é
composta por uma Unica camada de células epidérmicas colunares secretoras dispostas
em palicada. Devido & sua posicdo, a secregdo desta estrutura provavelmente serd

adicionada a secregdo da cdmara estigmdtica.

Cabeca dos estiletes

A cabega dos estiletes é resultade da fusdo posgénita dos dpices dos carpelos
(Fallen 1986). Em Catharanthus roseus 6. Don (Walker 1975), a morfogénese desta
estrutura € rdpida, com a diferenciagdo da epiderme secretora logo apés o contato dos
dois dpices carpelares. Esta estrutura tem significado evolutivo e Fallen (1986)
descreveu quatro tipos bdsicos de cabeca dos estiletes com base na morfologia,
histologia e complexidade funcional e definiu uma progressdio desta estrutura dentro
da familia. Em todas as Apocynéceae s./, a cabega dos estiletes é coberta por
epiderme unisseriada secretora (Fallen 1986; Kunze 1993, 1994; Galetto 1997; Lin &
Bernardello 1999: capitulo 3). A cabega dos estiletes de 8. bicuspidatum também tem
uma morfogénese rdpida e jd possui a epiderme em atividade secretora no inicio do
desenvolvimento floral. Esta epiderme possui uma dnica camada de células em palicada,
como nas demais espécies da familia. As regifes opostas ds anteras secretam apenas

durante o inicio da atividade secretora e, depois, apenas as regides alternas ds
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anteras, que sdo responsdveis pela secrecdo do translador, continuardo secretando
Esta atividade diferencial de regies distintas da cabeca dos estiletes é um relate
inédito para espécies desta subfamilia,

Kunze (1994) estudou a ontogénese do transiador em espécies de Asclepiadoideac
e observou a formagdo inicial do corpisculo e posterior, das caudiculas, céns%@eraada ¢
translador de Fockea o mais primitivo e o das Asclepiadeae o mais elaborade. &
bicuspidatum pertence & tribo Asclepiadeae (Endress & Bruyns 2000) e segue este
mesmo padrdo de secregto do translador: primeiro € secretado o corplsculo, que st

situa sobre a fenda anteral, e depois as caudiculas, que irdo se prender &s polinias.

Laticifere

Laticiferos jé foram registrados em 40 familias {Lewinsohn 1991). A falta de
relaglo taxondmica préxima em muitas delas sugere que a capacidade de produzis
létex surgiu mais de uma vez durante a evoluglo (Metealfe 1967; Fahn 1979). Segund:
Farrell ef al (1991), as plantas produtoras de ldtex e resina t&m sido mais ben
sucedidas que os grupos relacionades que ndo os produzem.

Ldtex estd presente em Yodas as Apocynaceae s/ (Metcalfe & Chalk 1950
Endress & Bruyns 2000) e pode ser leitoso, avermelhado, amarelado ou incolo:
{Endress & Bruyns 2000: Aguiar 2003; capitulo 3).

Laticiferos foram observados em praticamente todas as partes da flor di
Plumeria alba Linn. e Vallaris solanacea (Roth) O. Kize. , exceto nos lobos da anterg
dvulo e estigma (Murugan & Inamdar 1987ab). No presente estudo, eles esté
presentes em todas as partes florais, exceto nos évulos. Eles ocorrem em todos o
tecidos, exceto epiderme, e sfo encontredes principalmente no parénquima. O
laticiferos s@o bastante ramificados; porém, os medulares do pedicelo apresentar

ramificagdes apenas no receptdculo,



Os extensos laticiferos da grande maioria das Apocynaceae s/, Euphorbiaceae e
Moraceae sdo considerados laticiferos ndo articulados formados a partir de células
iniciais laticiferas que se alongam por crescimento apical autnome através de todo o
corpo vegetal (Metcalfe 1967: Mahlberg 1993). Os dpices da célula laticifera e de seus
ramos sdc descrifos como tendo crescimento intrusivo através dos espagos
intercelulares nos diversos fecidos (Mahlberg 1993),

Os laticiferos podem variar bastante seu didmetro nas diferentes partes florais;
como observado em B bicuspidatum, os laticiferos medulares do pedicelo de Plumeria
alba e Vallaris solanacea apresentam di@metro bem maior gue os demais (Murugan &
Inamdar 1287a,b).

As paredes dos laticiferos podem ser tio finas quanto a parede das células
parenquimdticas ou muito mais grossas (Mahlberg 1993). Elas stio exclusivamente
primdrias e podem ter substdncias incrustantes como calose ou suberina (Fineran 7 af
1988; Condon & Fineran 1989 Fahn 1990). As paredes dos laticiferos de &8
bicuspidatum sfo vérias vezes mais espessas que as paredes das células
parenquimdticas e ndo apresentam suberina, que até o momento foi encontrada apenas
em espécies de Convolvulaceae (Fineran ef a/ 1988; Condon & Fineran 1989).

Em geral, os laticiferos de Apocynaceae s/ sdo descritos como ndo articulados
(Metcalfe 1967); entretanto, laticiferos formados por fusfo celular foram descritos
em Cryptostegia grandiflora R. Br. e Nerium oleander (Milanez 1959, 1960-1, 1966,
1977), contradizendo as descrigfes anteriores para estas espécies (B?aser‘ 1945;
Mahlberg 1961, 1963; Stockstill & Nessler 1986). Os dois tipos de laticiferos
{(articulado e ndo articulado) jé foram encontrados em um mesmo individuo de Stapelia
befla A. Berger {Wilson & Maxam 1987). Embora laticiferos ndo articulados tenham
sido descritos em Allamanda violacea Gard., Asclepias curassavica L., A. syriaca L.,
Calotropis gigantea (Linn) R. Br., Mandevilla illustris (Vell) Woodson, M. velutina

(Mart. ex Stadeim.) Woodson (hoje M. pohliand), Flumeria alba, Vallaris solanacea
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{Giordani 1978; Wilson & Mahlberg 1978, 1980; Murugan & Inamdar 1987a,b; Inamda
et al 1988; Roy & De 1992; Appezzato-da-Gléria & Estelita 1997), apenas laticifero.
articulados foram encontrados em Vinca sardoa (Stearn) Pign. (Sacchetti er af 1999
Os laticiferos de B bicuspidatum stio articulados anastomosados e, através de répid
dissoluglio das paredes de contato, formam um sistema continuo. Esta dissolucdo |
fotal, ndio sendo observado nenhum indicic das paredes terminais abaixe do dpice di
cada laticifero.

A secregdo, que jd estd presente desde a porglo mais jovem dos laticiferos e
preenche totalmente, é constituida por fodo o protoplasto, que é liberado quando -
tecido € injuriado. O protoplaste multinucleado encontrado nos laticiferos, geralment:
€ considerado uma condiglio cenocitica resultante de repetidas divisBes nucleares ser
a formagde de parede terminal, embora a maioria dos pesquisadores ndo tenha sid
capaz de detectar g ocorréncia de qualquer divisto nuclear dentro dos laticifero
(Mohlberg 1993). Em 8 bicuspidatum, o protoplasto multinucleado é resultado d
fusdo de células que sdo adicionadas ao sistema (condicdo sincicial),

Muitos autores consideraram os laticiferos néo articulados de toda a planta com
sendo resultantes do crescimento de um nimero especifico de células iniciai
iaticiferas embriondrias. Em 1961, Mchlberg registrou a existéncia de cerca de 2
inicigis laticiferas em Merium ofeander e descreveu seu crescimento de acordo cor
esta teoria. Posteriormente, Milanez (1977) estudou os laticiferos desta mesm
espécie e observou fusdes celulares, através das quais os laticiferos cresciam. Muito
outros estudos descreveram a continua formagdo de laticiferos a partir do meristem
apical e do cdmbio, contradizendo clguns pontos da teoria cldssica. Em Vallar
solanacea, as iniciais 1€m origem procambial e sdo continuamente produzidas pelo dpic
caulinar (Murugan & Inamdar 1987b). Em Mandevilla illustris e M. velutina (hoje A
pohliand), sistemas laticiferos primdrio e secunddrio foram encontrados (Appezzato

da-Gléria & Estelita 1997) e em Cryprostegia grandiflora, o formactc de laticiferos fe
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observada no sistema axial do floema secundério e radial do floema e xilema
secunddrios (Milanez 1966). Em B bicuspidatum, os laticiferos sdo continuamente
formados por adigdo de células e dissolucdo das paredes de contato.

Alguns pesquisadores tentaram provar o crescimento apical autbnomo dos
laticiferos. Entretanto, em cultura asséptica de fragmenios de medula de
Cryptostegia grandifiora, Snyder (19885) ndo obteve gualquer crescimento dos
laticiferos. Em cultura de embrido de Euphorbiac marginata Pursh., Mahiberg (1959)
considerou ¢ contorno sinuoso dos laticiferos no hipocétilo e sua presenca entre os
grandes espagos inftercelulares das células parenguimdticas do cotilédone, muitas
vezes proximo & epiderme, como provas de seu crescimento apical.

No estddio inicial do desenvolvimento floral de B bicuspidatum, hd muitos
laticiferos atravessando o anel procambial, sem que haja qualquer deformidade nestas
células infimamente relacionadas. Pela teoria cldssica, este fato & dificilmente
explicado. Jd Milanez (1977) observou células recém-divididas do procdmbio de
Cryptostegia grandifiora dando origem a um ramo transestelar. No presente estudo,
laticiferos com paredes ferminais também foram encontrados no meristema
fundamental e proc@mbio de botdes florais em inicio de desenvolvimento.

As anastomoses dos laticiferos de & bicuspidatum ocorrem rapidamente préximo
aos dpices das séries e o sistema ramifica-se por fusdio lateral de outras células
meristemdficas. Estes laticiferos ndo t&m crescimento intrusivo; as células do dpice de
cada ramo apresentam sempre as mesmas dimensdes das demais e fazem contato com
outra célula. Afravés da andlise da série de cortes, percebe-se que o dpice agudo
muitas vezes encontrado nas células do dpice dos laticiferos, corresponde a uma
secgdo obliqua a estas células. Os laticiferos sé crescem em regides meristemdticas
por adi¢dio de novas células; a célula adicionada pode estar em posi¢tio apical ou lateral
em relagdio A série, gerando seu contorno sinuose. Hd uma grande variagdo de diémetro

entre os laticiferos florais de B bicuspidatum. Segundo Milanez (1974), os laticiferos
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de grande calibre adquirem este tamanho por fusto lateral de células. No present:
estudo, isto ndo foi observado, sendo proposto que as células aumentem seu didmetre
Provavelmente, os laticiferos de pequeno calibre se formam por divistio desigual da
células meristemdticas, como observado por Milanez (1977) em Nerium ofeander

As funcdes atfribuidas aos laticiferos sdo de protecdo contra herbivoros
microorganismos e de selar ferimentos (Fahn 1979, 1990; Farrel er o/ 1991, Hunte
1994). As observagOes dos individuos de 8 bicuspidatum corroboram esta hipdtese, |
que poucas vezes foram encontrados rgdos injuriades. Segundo Farrell e7 af (1991),
presenca de ldtex ou resina nas plantas estd relacionada com o seu sucesso n
ambiente. Eniretanto, a presenga de parasitas nas pétalas de 8. bicuspidatum fc
fregiiente e, embora poucos insetos consigam se alimentar de plantas latescente:
alguns fitéfagos desenvolveram mecanismos para combater este sistema de defes
(Lewinsohn & Vasconcelos-Neto 1980, 1985; Compton 1987; Dussourd & Eisner 1987
Dussourd 1990; Isaias ef af 2000; Formiga ef a/ 2001; Christianc 2002).

Clmara estigmdtica e corona estaminal

Nas Asclepiadoideae, o tecido nectarifero pode ocorrer em diversas regides, ma
sua localizagdo primdria € no tubo dos filetes (Galil & Zeroni 1965; Christ & Schnep
1985; Kunze & Liede 1991; Kunze 1991, 1995, 1997; Vieira 1998: Vieira & Shepher
2002). Devido & grande diversidade e complexidade das flores desta subfamilia,
posicdo dos nectdrios é controversa. O néctar pode ser encontrado na clmar
estigmdtica, na corona e na base da corola junto ao ginostégio. Em geral, assume-s
que apenas o nectdrio localizade no fubo dos filetes, abaixo da fenda anterdl
secretor e o néctar flui através de um intrincado sistema capilar até compartimentc
formados pela corona (Galil & Zeroni 1965; Kunze 1997). Na descrigiio da subfamfli
feita por Endress e Bruyns (2000), hd cince nectdrios atréds das cinco fendas anteral

no tubo dos filetes, Muitas vezes, como neste caso, o nectério corresponde ao tecid
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que reveste a cAmara estigmdtica (Galil & Zeroni 1965; Kevan e a/ 1989; Kunze 1957).
Em algumas espécies de Asclepiadoideae, o néctar presente na cmara estigmdtica é o
responsdvel pela germinacio dos tubos polinicos e o promove dependendo de sua
concentracdo {(Wyatt & Shannon 1986; Kevan e7 o/ 1989).

Woodson (1954) enconfrou células nectariferas na corona estaminal de espécies
de Asclepias. Entretanto, a pﬁr‘?ir do trabalho de Galil e Zeroni (1965) com Asclepias
curassavica, passou a se admitir que hd apenas cinco nectdrios (no tubo dos filefes)
que o néctar flui através de passagens capilares até a corona estaminal. Este ponto de
vista foi adotado por diverses autores, que trabalharam com Asclepias (Kevan et af
1989), Calofropis (Eisikowitch 1986) e outras 24 espécies de Asclepiadinas (Kunze
1997). Apenas com os frabaihos em espécies de Gonolobinae {sensw Rapini et o/ 2003;
Kunze 1995), a existéncia de tecido secretor na corona foi admitida novamente: nestas
espécies, nd tecido secretor no anel formado pelas coronas estaminal e interestaminal.
Posteriormente, Kunze (1999} observou trés regides secretoras, que ele chamou de
nectdrio primdrio (no dpice do fubo dos filetes junto & regidio estigmdtica), nectdrio
secunddrio (na base do tubo dos filefes) e nectdrio tercidrio (na por¢do externa do
anel formado pela corona). Em B bicuspidatum, regides secretoras também foram
encontradas no fubo dos filetes e corona estaminal. A regifio secretora do tubo dos
filetes corresponde & epiderme da cd@mara estigmdtica, Esta epiderme é descontinua
apenas na porgdo estigmdfica. Abaixo da c@mara estigmdtica, hd uma clmara
delimitada pela corona inferestaminal que ndo possui atividade secretora e,
aparentemente, apenas guia a secrecde até a base formada pela corona, como
observado em Parapodium e Xysmalobium {Kunze 1997). No presente trabaiho, estas
duas regiSes estdo sendo consideradas como uma dnica c8mara interestaminal devido &
continuidade entre elas. O oferecimento de néctar na base, abaixe da fenda anteral,

amplamente distribuido nas Asclepiadoideae foi considerado por Kunze {1997) como um

cardter plesiomérfico,
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Nas Asciepiadoideae, o nectdrio pode ser composto por apenas uma camada de
células epidérmicas secretoras (Kunze 1991; Kunze & Liede 1991; Kunze 1995) ou pelc
epiderme & uma ¢ duas camadas subepidérmicas (Christ & Schnepf 1985; Kunze 1999).
Em 8. bicuspidatum, a corona estaminal também possui tecido secretor e pode ser
observada repleta de secreglo. A epiderme da clmara estigmética é composta por
células quadradas, enquanto a epiderme secretora da corona estaminal é composta poi
células quadradas a levemente alongadas. N@o hd nenhuma ligacdo entre a cémare
estigmdtica e a corona estaminal, cada estrutura produz seu préprio exsudato. Todos
os trabalhos levantados assumem que a secreglo encontrada na cdmara estigmdtica e
na corona estaminal € néctar, embora ndo haja nenhum estudo histoguimico destc
secreglo. Atribui-se ao néctar dupla fungdo: recurso para o polinizador e indutor de
germinagdo do tubo polinico (Galil & Zeroni 1965; Eisikowitch 1986; Kunze 1991). Em 4
bicuspidatum, a secreg¢do da clmara promoveu a germinacdo dos tubos polinicos; talve:

a secregdo da corona estaminal sirva como recurso para o polinizador,

Conclusdes

8. bicuspidatum possui seis sitios de secregtio florais: epiderme da extremidade
interna da ala da antera, epiderme da superficie lateral da cabeca dos estiletes
laticifers, coléter, epiderme da cmara estigmdtica e epiderme da face proximal ¢
antera da corona estaminal.

Em cada flor sdo encontradas: dez regides secretoras das alas das anteras; «
epiderme secrefora da cabega dos estiletes; laticiferos em todas as pecas florais
exceto os évulos, e em todos os tecidos exceto a epiderme; cinco a 15 coléteres n
base do cdlice, alternos ds suas lacinias (capitulo 1) cinco clmaras estigmdtica:
delimitadas por epiderme secretora e cinco coronas estamingis com epiderm

secretora. O grande ndmero de partes da flor envolvidas no processo secretor parece
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estar relacionado com a grande complexidade deste 6rgtio nas Asclepiadoideae e com a
coevolucdo dos agentes polinizadores.

Dos seis sftios de secregfio, cinco sdio externos e apenas um & interno. O
laticifero {interno) pode ser formado a partir de células do meristema fundamental
e/ou do procdmbio; nas demais estruturas encontradas, a porgdo secretora se
restringe & epiderme (ala da anterq, cabega dos estiletes, coléter, cmara estigmética
e corona estaminal),

A epiderme secretora da ala da antera nunca foi descrifa para outras espécies da
familia. A epiderme da cabega dos estiletes ¢ semelhante & maioria das Apocynaceae
5./, embora a secregdo das Rauvolficideae e Apocynoideae seja diferente da secrecio
das Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae (translador).

Os laticiferos estdo presentes em todes os membros da familia, mas sua origem &
contraditéria e os resultados obtidos no presente estudo divergem dos resultados da
maioria dos laticiferos descritos em espécies de Apocynaceae s/ Os coléteres +8m
ampla ccorréncia na familia, mas ndo universal (capitulo 1).

A cdmara estigmdtica possui epiderme secretora, que é descrita como nectarifera
na subfamilia. Ndo hd ligaclo entre a cdmara estigmdtica e a corona estaminal, como
sugerida para alguns membros da subfamilia, e 6 secrecdo encontrada nesta estrutura
¢ produzida neste mesmo local. Os sitics de secrecdio comecam a secretar em
diferentes estddios do desenvolvimento floral.

Primeiro comegam a secretar as estruturas que estdo relacionadas com protecdo -
laticiferos e coléteres; depois, as que estdo envolvidas com a polinizacdo - epiderme
secretora da cabega dos estiletes (franslador), epiderme da c8mara estigmdtica e
epiderme secretora da corona estaminal. A cdmara estigmdtica e a corona estaminal

apresentam atividade secretora no estddio que antecede a pré-antese.
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A diversidade de estruturas secretoras encontradas na flor de 8 bicuspidatum e

sua estrutura complexa em relaglo ds demais Apocynaceae sl confirmam sua posicéc

derivada na familia e na subfamilia
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Discussdo e conclusdes gerais

Apocynacece s/ & uma familia grande e diversa, composta por 424 géneros e
cerca de 4800 espécies (Mabberley 1997 Endress & Bruyns 2000). Seus
representantes possuem importéncia econdmica ou medicinal devido & presenca de
algumas classes de metabdlites secunddrios (Rizzini & Mors 1976, Joly 1977; Judd e;
al 1999. Simdes ef a/ 2004). Os mais variados compostos estdo presentes nos
integrantes desta familia devido & existéncia de vérios tipos de estruturas secretoras
envolvidas na sua producdio, tanto em érglios vegetativos quanto em reprodutivos, come
tricomas, idioblastos, cavidades, laticiferos, coléteres, cabeca dos estiletes, nectérios
e osmoforos (Solereder 1908; Woodson & Moore 1938; Metcalfe & Chalk 1950, 1979
1983: Fallen 1986, Kunze 1991, 1995, 1997: Thomas 1991; Endress 1994).

Dentre as estruturas secretoras, os coléteres se destacam pela sua amplec
ocorréncia e importdncia taxendmica para a familia. Até o momento, coléteres forarm
registrados em 74 géneros de Apocynaceae s/ e mencionados nas descricdes
taxondmicas de membros das cinco subfamilics (Woodson 1935; Woodson & Moore
1938 Rao & Ganguli 1963; Ramayya & Bahadur 1968; Pereira & Silva 1974: Silva e a/
1975; Morillo 1978, 1995; Arekal & Ramakrishna 1980; Fjell 1983; Dave et a/ 1987,
Thomas et a/ 1989; Thomas & Dave 1989 ab,c, 1990, 1991; Thomas 1991: Sennblad e;
al. 1998; Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000; Endress & Bruyns 2000; Rio 2001; Ric
et a/ 2002, 2005; Simdes 2004). Entretanto, a presenca de coléteres ndo é universa
nesta familia. A ausfrale e A. tomentosum ndo possuem coléteres nos drgdos
vegetativos nem nos reprodutivos. Embora ndio haja relato anatmico sobre suc
presenca em orgdos vegetativos de espécies de Aspidosperma, coléteres foliares j¢
foram registrados em 13 géneros de Rauvolfioidese (Mia 1960; Ramayya & Bahadur
1968; Mello Filho 1973; Barros 1989: Thomas & Dave 198%9ab, 1990, 1991: Thomas

1991), inclusive em Aflstonia e Vallesia que também pertencem a Alstonieae (Endress &
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Bruyns 2000). Coléteres calicinais Também jé foram observados em Alstonia scholaris
{Thomas & Dave 1989b, 1990).

Membros de outras iribos de Rauvolficideae também caracterizadas pela
auséncia de coléteres calicinais (Endress & Bruyns 2000} jd tiveram sua presenca
registrada na revisdo de Thomas (1991) em flores de Catharanthbus, Chilocarpus,
Condylocarpon, Kopsia, Rauvolfia, Rhazia (=Amsonid) e Vinca Coléteres caducos
também podem levar a uma descriglio incorreta das flores, como em Rhodocalyx
rotundifolius, onde os coléteres calicinais estdo presentes apenas nos botdes florais;
ndo sendo encontrados em flores maduras (Koch & Kinoshita 1999). Esse fato
evidencia, que a anatomia pode contribuir de forma relevante para os estudos
sistemdticos; como € o caso dos coléteres. O presente estudo confirmou
anatomicamente, que coléteres ndc estio presentes em A australee A tomentosum. A
auséncia de coléteres em Aspidosperma indica sua ancestralidede na tribo e,
consegiientemente, na familia. Novos estudos anat8micos em outros representantes de
Rauvolfioideae e de Alstonieae sto necessdrios para se verificar a sua ocorréncia em
outros géneros da subfamilia ou, principalmente, da tribo.

B. bicuspidatum possui coléteres foliares e cdlicinais, que jé foram observados em
outros 19 géneros de Asclepiadoideae (Woodson 1935; Metcalfe & Chalk 1950; Pereira
& Silva 1974; Silva ef a/ 1975; Morillo 1978, 1995; Arekal & Ramakrishna 1980:
Kuriachen & Dave 1989; Thomas 1991).

Os coléteres foliares foram encontrados em posicdio interpeciolar e peciolar e os
calicinais, solitdrios ou em grupos, alternos ds lacinias do cdlice. Coléteres calicinais
alternos fambém foram registrados em outros dez géneros de Apocynaceae s/ (Rao &
Ganguli 1963; Sennblad e7 o/ 1998; Simdes 2004). Esta caracteristica foi considerada
basal e a presenca de coléferes opostos ds sépalas, como derivada por Woodson e
Moore (1938). Entretanto, Blepharodon, que pertence & tribo mais derivada da familia,

possui coléteres alternos,
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8. bieuspidatum possui variaglo de ndmerc de coléteres foliares e florais, O
interpeciclares variam de seis a sete por nd, os peciolares, de dois a trés por folha «
os calicinais, de cinco a 15 por flor. Variacdes quanto o nimero também jé foran
registrados em Blepharodon hatschbachii (Pereira & Silva 1974), B. colombianun
(Morillc 1978) e 8. polydori (Morillo 1995), além de Allamanda cathartica, Beaumont
grandifiora, Funtumia elastica, Mandevifla sanderi, 5 frophanthus emini e Theveti
(Ramayye & Bchadur 1968, Hifny Saber ef o/ 1969 agpud Thomas 1991 Fjell 1983
Thomas & Dave 1989a; Sennblad ef o/ 1998). O nimero de coléteres de £
bicuspidatum varia independentemente da localizagdo geogrdfica, ac contrério d
proposto por Thomas (1991,

Embora o maioria dos coléteres de Apocynaceae 5./ seja descrita como do tipe
padrdo (Thomas 1991, Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000, Rio 2001, Rio 7 af 2002)
recenfemente, tipos inéditos de coléteres foram descritos para Prestonia coalita (Ric
2001}, Forsteronia glabrescens (Rio et al 2005), Mandeviflla pycnantha, M. scabra., M
tenuifolia e Mesechites mansoana (Simdes 2004). 8. bicuspidatum possui quairo tipo:
inéditos: 1. cdnico pedunculado (integro ou bifide); 2. c8nico séssil: 3. laminar séssi
inteiro e 4. laminar séssil (bi-) tripartido (na base ou no dpice). Coléter partidc
proximo & base também jd foi descrito em Holarrhena antidysenterica (Rao & Gangul
1963), como fimbriade em Prestonia coalita (Rio 2001) e bifurcado em Mandevill
pycnantha e M. tenuifolia (Simdes 2004). Coléteres partidos estéic sendo encontrado:
em outras espécies (Martins 2003-2007) e asparentemente ndo sdo incomuns dentre a:
espécies brasileiras.

Os coléteres interpeciolares, peciolares e calicinais de 8 bicuspidatum st
formados por epiderme secretora unisseriada em palicada e um eixo de célula:
parenquimdticas ndo secretoras. Em geral, os coléteres possuem uma epiderme
unisseriada {Thomas 1991). Os coléteres interpeciolares de B bicuspidatum s&

pedunculados, enquanto os peciolares e calicinais sdo gésseis. Em Prestonia coalita (Ric
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2001} e Mesechites mansoana (Simdes 2004), oz coléteres calicinais também ndo
possuem pedinculo.

Woodson e Moore (1938) descreveram os coléteres calicinais de Apocynacece
como sendo normalmente desprovidos de vascularizacdio, como sdo todos os coléteres
de B bicuspidatum. Contudo, coléteres calicinais vascularizados jd foram cobservados
em Aganosma, Funtumia, Helarrhena, Nerium, Strophanthus, Vollaris e Wrightia
(Woodson & Moore 1938. Rao & Ganguli 1963; Dave e af 1987, Thomas & Dave 1989¢),

A presenca de tecido vascular também pode variar até mesmo enire os
diferentes tipos de coléteres foliares. Em Mandevilla, os coléteres interpeciolares nio
possuem vascularizacto e os foliares podem ter ou ndio dependendo da sua proximidade
do trago vascular (Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000). Em Presfonia coalita, apenas
os coléteres intercalares possuem vascularizacdo (Rio ef af 2002).

Tdioblastos portande cristais de tipo drusa e laticiferos foram encontrados no
parénquima dos coléteres de 8. bicuspidatum. Embora a presenca destas estruturas
tenha sido considerada como modificagBes estruturais de alguns coléteres de
Apocynaceae (Thomas 1991), cristais também sdo observados em outros érgdos destas
mesmas plantas e laticiferos ocorrem em todas as Apocynaceae s/ Portanto, a sua
presenga nesta estrutura € tdo normal quanto em qualquer outro érgdo, ndo devendo
ser considerada uma modificacdo estrutural,

Embora os coléteres calicinais tenham sido considerados de importéncia
taxondmica por terem posiglo, forma e nimero suficientemente constantes (Woodson
& Moore 1938) e sua presenca seja utilizada como cardter distintivo em chaves de
identificagio em niveis genérico e especifico (Barroso 1986; Rio 2001), o Unico cardter
constante dos coléteres de 8 bicuspidatum é a posigdo. O polimorfismo destes
coléteres impede que eles sejam utilizados como cardter taxondmico no momenic e
novos esfudos em representantes de Asclepiadoideae sfio necessdrios para que se

possa verificar o seu potencial taxondmico nesta subfamilia.



19

Estes coléteres se destacam dos das demais Apocynaceae ndo sé pelo se
polimorfismo, como também por sua ontogénese e composicio do exsudato. O
coléteres foliares de B8 bicuspidatum sdo totalmente verdes no inicio, possuem
pedinculo verde e a porglio secretora amarelada durante toda a fase secretora
fornam-se acastanhados conforme senescem do épice para o base.

Os coléteres calicinais se formam nos primeiros estadios do desenvolviment:
floral, como observade em outras espécies da familia. Entretanto, os foliares possuern
um desenvolvimento assincrénico e 1€m origens distintas. Os coléteres interpeciolare
comegam a ser formados no primeiro né, a partir de proje¢Ses da base dos primérdio
foliares (estipulas) que se fundirdo formande um arco do qual se originam os colétere
interpeciolares. A existéncia desse arco interconectando os peciolos sé foi registrad
para Mandevilla bridgesii (Woodson & Moore 1938; prancha 3, figura 3), cnde tambér
foi considerado de natureza estipular. O desenvolvimento dos coléteres peciolares s
se inicia no terceiro né, a partir de grupos de células meristemdticas na regido adaxic
do peciolo préxime & lamina foliar. No né seguinte, os coléteres interpeciolares |
estdo em fase secretora; porém, os peciolares sé iniciardo esta fase no quinto né. s
duragtio da fase secretora dos coléteres foliares varia sazonalmente de acordo com
expansdo dos respectivos érgdos em que estdo inseridos; na primavera e verdo, ele
permanecem em afividade secretora até o 12° né, enquanto no outono e inverno, ah
cerca do sétimo né. Nos coléteres calicingis ndio hd variacdo sazonal; os colétere
comegam a secretar no segundo estddio do desenvolvimento floral (cercade 1mmjes
cessam sua atividade no Ultimo estddio.

Apés a senescéncia, usuaimente os coléteres retém sua forma (Thomas 1991), ma
em B. bicuspidatum, assim como em Calofropis (Kuriachen & Dave 1989), os colétere
foliares se contraem do dpice para a base até desconectarem (coléteres caducos) do
respectivos drglos. A senescéncia do dpice para a base jd foi observada em Aganosm

caryophyllate (Dave et al 1987), Calotropis (Kuriachen & Dave 1989), Roupelia grat
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(Thomas ef al. 1989), Mandevilla illustris e M. veluting (hoje M. pohliana Appezzato-
da-Gléria & Estelita 2000). J& os coléteres cdlicinais de B bicuspidatum sdo
persistentes, mantém sua forma e a fase pds-secretora é observada em flores em pés-
antese.

Os coléteres foliares e calicingis ndo se distinguem apenas pelo tipe como
também pela secrecdo. A secrecdo de aspecto viscoso dos coléteres foliares é branca,
enquanto a secreglio dos calicinais € incolor. A secreclio dos coléteres foliares &
composta por mucilagem e compostos fendlicos lipofilices, enquanto a dos calicinais
possui mucilagem, dcidos graxos e compostos fendlicos lipofilicos. Esta secregdio
heterogénea € produzida ao longo de Toda a fase secretora dos coléteres.

A secrecdo de todos os coléteres de 8 bicuspidaium se acumula em um espago
periplasmdtico antes de ser liberada para o meio externo através da parede e da
cuticula. Este ndo € o mecanismo mais comum; segundo Fahn (1990), normalmente «
secregdo dos coléteres € liberada por ruptura da cuticula.

A fungdic dos coléteres € proteger os meristemas do dessecamento e esta fungto
protetora tem sido bem estabelecida em Apocynaceae {Thomas & Dave 1989a,b). Os
coléteres de B bicuspidatum possuem outras fungdes além da lubrificagto das gemas,
como proteger 0s ramos vegetativos imobilizando fitéfagos e as flores, conira a
proliferaglc de fungos. Estas fungdes complementares mostram, que a espécie possui
ndo sé a defesa inferna dos laticiferos, como também uma defesa externa. Os
coléteres foliares estdo presentes nos drgdos apenas enguanto estes estdo se
desenvolvendo, tendo, portanto, a funcdo de lubrificacdo. Entretanto, os coléteres
calicinais confinuam secretando mesmo depois da flor estar totalmente formada e em
pés-antese; portanto, mesmo ndo havendo mais regiGes meristemdticas, os coléteres
continuam ativos, nde mais como produtores de secrecdo lubrificante, mas como
protetores contra fungos. Além disso, a andlise histoquimica detectou a constante

producdo de compostos fendlicos, que reconhecidamente impedem o crescimento de



197
fungos. De acordo com estes dados, os coléteres de 8 bicuspidatum séo estruturas de
protecdo externa, contra o dessecamento, fitéfagos e a proliferagdo de fungos.

Com relagdo & estrutura floral, as Apocynaceae 5./ possuem uma grande variagé
que se inicia nas Rauvolfioideae, com as flores menos especializadas da familia, passe
pelas Apocynoidece, Periplocoideae, Secamonoideae e culmina nas Asclepiadoideae, gue
apresentam as flores mais complexas e elaboradas de todas as dicotiledbnea:
(Endress 1994: Endress & Bruyns 2000). Estas diferencas puderam ser observada:
através da andlise estrutural das flores de A australe e B bicuspidatum que st
encontram nos extremos da familia. Enquanto A. australe, possui estrutura flora
simples e apresenta apenas dois sitios secretores, B bicuspidatum tem uma floi
complexa e seis sitios secrefores.

A cabeca dos estiletes estd presente em todos os membros da familia e é um
estrutura muito utilizada na taxonomia (Fallen 1986; Endress & Bruyns 2000)
principalmente com relagdo a sua adnagdo aos estames formando o ginostégio (Endres:
1994). Esta € uma das caracteristicas mais Gteis para a classificactio da:
Apocynoideae; enfretanto, ela nfio estd presente nas Rauvolfioideae e a delimitagtio d
suas tribos € baseada quase exclusivamente em caracteres de fruto (Endress & Bruyn:
2000). O dnico género que possui alguma estrutura unida & cabeca dos estiletes nest:
subfamilia € Thevetia, onde a cabega dos estiletes, por fusdo posgénita, é adnata
apéndices infraestaminais do fubo da corola (Endress et a/ 1996; Endress & Bruyn
2000).

A cabeca dos estiletes de A australe e de B. bicuspidatum apresenta muita:
diferencas. Em A. ausfrale, hd um par de apéndices apicais, a porcdo secretora
formada por epiderme unisseriada, com longas células livres entre si {tricomas), qus
recobre toda a cabega dos estiletes, exceto os apéndices apicais. Em 8. bicuspidatun
a cabeca dos estiletes ndo possui ap€ndices apicais, a porglio secretora também

foermada por epiderme unisseriada, mas as células estdo dispostas em palicada e
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regido secrefora se restringe a porgdo lateral da cabeca dos estiletes, alterna as
anteras em quase todo o desenvolvimento floral. Em A. australe, a fustio dos estiletes
e, consegliente formagde da cabeco dos estiletes, é tardic em relaclio a de &
bicuspidatum, esta constatagdo corrobora a relagdo feita por Fallen (1986) de que nos
géneros mais derivados a fusfio ocorre primeiro. A estrutura da cabeca dos estiletes
de A. australe foi considerada como do tipo 1, segundo a classificactio de Fallen (1986),
que € o tipo mais basal e que ocorre apenas em alguns géneros de Rauvolfioideoe. Fm A,
guebracho-blanco e Geissospermum laeve (Alstonieae) também foi observado a mesma
estrutura da cabega dos estiletes encontrada no presente estudo (Fallen 1986; Lin &
Bernardello 1999}

A secregto nas dugs espécies estudadas também é distinta. A secrecdc de A
ausirale € viscosa e envolve os tricomas tectores presentes no tubo da corola e g
prépria cabega dos estiletes, formande uma rede que retém os grdos de pélen. Em &
bicuspidatum, a cabega dos estiletes forma o translador que se prende ds polinias
originande o polindrio. A produgdic de uma secregdio viscosa pela epiderme da cabega
dos estiletes ¢ caracteristica de Rauvoifioidese e Apocynoideae; enguanto em
Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae hd a formacdo do translador (Kunze
1994). A fungto do translador estd bem definida para estas trés subfamilias, mas @
fungdo da secre¢lo da cabega dos estiletes do tipo 1 e a posiglo de seu estigma
precisam de comprovagdo. Segundo Fallen (1986) e Lin e Bernardello (1999), a
epiderme secretorc da cabega dos estiletes de A. guebracho-blanco e Geissospermum
laeve, além de produzir a substdncia adesiva, também possui a fungdo de estigma, mas
nenhum deles comprova este fato através de ilustra¢des. Em A. australe, germinacdo

‘de pélen e penetracdo do tubo polinico ndo foi observade em nenhuma das flores
seccionadas, ndo sendo possivel localizar o estigma. J& em B bicuspidatum, assim como

nas demais Asclepiadoideae, o estigma estd localizado na parte inferior da cabega dos
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estiletes (Endress & Bruyns 2000) e tubos polinicos foram observados penetrando
este local.

Os laticiferos também 18m ocorréncia universal nas Apocynaceee s/ Fles estiio
presentes em orgdos vegetativos e reprodutives. Em A. australe e B bicuspidatum,
eles sfo do mesmo tipo, mas apresentam diferencas quante & estrutura e &
distribuicdo. Os laficiferos de A australe sto articulados anastomosados, quase
exclusivamente retilineos e praticamente ndo t8m ramificacdes. Eles sdo formados no
meristema fundamental e/ou no procémbio e estdo presentes em todas as pecas
florais, mas ndo ocorrem nos Gvulos nem no parénquima medular do pedicelo. Em 2
bicuspidatum, os laticiferos também sdo articulados anastomosados, mas, com excecdo
dos presentes na medula do pedicelo, sdio muito sinuosos e com muitas ramificacdes.
Eles sdo formados a partir de meristema fundamental e/ou procdmbio, estdo
presentes em todas as pecas florais e s6 ndio ocorrem nos évulos, A auséncia de
laticiferos no parénquima medular do pedicelo de A. australe contraria a distribuicto
dos laticiferos florais descritos até o momento (Murugan & Inamdar 1987ab; capitulo
2), mas devido ao pequeno nimero de espécies estudadas, ainda ndo se pode ter
certeza se esta distribuicdo distinta pede ter significado taxondmico. Os laticiferos
de ambas as espécies stio polinucleados e a parede dos laticiferos de A. australe néio
apresenta subst@ncia incrustante (calose) como sugerido por Fahn (1990) ou
adcrustante (suberina), como observado nos laticiferos de Convolvulaceae, para selar o
sistema, sendo constituida apenas por substéncias pecto-celulésicas. A composicdo da
parede dos laticiferos de A australe varia durante seu desenvolvimento, como
observado em Asclepias speciosa(Serpe et al 2001).

Em geral, os laticiferos das Apocynaceae sdo muito extensos e classificados como
ndo articulados (Metcalfe 1967; Giordani 1978; Wilson & Mahlberg 1978, 1980;
Murugan & Inomdar 1987a,b; Inamdear ef a/ 1988: Roy & De 1992; Mahlberg 1993;

Appezzate-da-Gléria & Estelita 1997). Embora, logo abaixe de suas terminacdes eles
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sejam continuos, através de andlise cuidadosa, pode-se encontrar paredes terminais,
revelando seu verdadeiro tipo e forma de crescimento. Incongruéncios com relactio a
estas duas caracteristicas sto observadas em Cryprostegia grandifiora e Nerium
oleander (Blaser 1945; Milanez 1959, 1960-1, 1966, 1977: Mahlberg 1961, 1963;
Stockstill & Nessler 1986). Este fato mosira a importincia de se estudar a
ontogénese dos laticiferos para se identificar o seu tipo. Com os resultados obtidos
em A australe e B. bicuspidatum, laticiferos articulados anastomosadoes de rdpida
dissoluglo das paredes terminais foram registrados em quatro das cince subfamilias
de Apocynaceae s/ - Rauvolficideae {Aspidosperma), Apocynoidese (Nerium),
Periplocoideae (Crypfostegia) e Asclepiadoideae (Blepharodon). Novos estudos sfo
necessdrios para se verificar qual € o tipo de laticifero predominante na famflia e se
outros extensos laticiferos descritos come ndio articulados poderiam ter o mesmo tipo
de formaglio encontrado no presente trabalho.

Os laticiferos t&m como principais fungdes, proteger a planta contra herbivoria,
microorganismos e selar ferimentos (Fahn 1979, 1990; Farrel ef a/ 1991; Hunter
1994). A presenga de laticiferos estd diretamente relacionada com o sucesso das
plantas no ambiente, pois tanto os drgdos vegetativos quanto os reprodutivos ndo sdo
predados e, consegiientemente, podem se estabelecer melhor que as plantas ndo
latescentes nos mais variados ambientes. Farrell e o/ (1991) também considerou as
planfas produtoras de ldtex e resina como sendo mais bem sucedidas que os grupos
relacionados que ndo os produzem.

Embora os laticiferos estejam presentes em todas as Apocynacese s/ e que sug
principal funcdo seja de defesa, alguns géneros também possuem outras estruturas de
defesa internas. Embora de ocorréncia restrita, idioblastos secretores foram
registrados em géneros de Rauvolfioideae, Apocynoideae e Asclepiadoidese (Tabela 1),
Eles nfo foram observados em drgdios vegetativos nem em flores de A australe, A.

fomentosum e B. bicuspidatum. Outros trabalhos anatbmicos de espécies de
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Aspidosperma (Milanez 1938, 1939, Morretes & Ferri 1959; Valente & Carvalho 1973

Santos & Grisi 1976 Prazeres & Alves 1980; Ferraz & Pimenta 1988 Lin & Bernardello
1999; Rebollar & Quintanar 2000) e Alsfonia (Mueller 1985; Thomas & Dave 1989b)
também ndo registraram a ocorréncia deste tipe de idioblasto, que parece estar
ausente na tribo Alstonieae. A ocorréncia de idioblastos produtores de compostos
fendlicos parece estar melhor definida. Em Apocynoideae, eles estdo restritos s
tribos Apocynece e Mesechiteae (Tabela 1). Estudos em Prestonia (Rie 2001) e
Temnadenia (Martins 2003-2007) mostram que estes idiocblastos estdio ausentes na
tribo Echiteae. Embora haja poucos dados até o momento, a presenca de idioblastos
produtores de compostos fendlicos nestas espécies pode contribuir na delimitacdio das
tribos desta subfamilia. Em Asclepiadece, ndio héd um padréo de presenga de idioblastos
em nivel de tribo, mas de acordo com as subtribos {(Rapini et al 2003), Glossonema é
Glossonematinae e Pentatropis é Astephaninae, enquantc  Blepharodon &
Metastelmatinge. Somente com mais estudos de representantes das subtribos de
Asclepiadeae serd possivel verificar se a ocorréncia de idioblastos de contelido

fendlico estd restrita a algumas subtribos, como ocorre nas tribos de Apocynoideae, e

se possui valor taxondmico.
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A flor de A australe ainda apresenta outras duas estruturas que devem ser
destacadas. Na face interna do terco basal do tubo da corola, tricomas corelines de
estrutura intermedidria enire glandulares e tectores sfio encontrados. Estes tricoma:
sdo unicelulares, com a porgio apical dlargade, onde se observa um espag
periplasmdtico - caracteristico de tricomas glandulares. Entretanto, estes tricomas
possuem cuticula espessa e ornamentada - caracteristicas encontradas em tricoma:
tectores. Embora eles tenham desenvolvimento assincrénico e todas as suas fase:
sejam encontradas numa mesma flor, nenhum tipo de secrecdo foi encontrade. Estudo:
histoquimicos sto necessdrios para se verificar se estes fricomas sdo ou nic
secretores.

Células epidérmicas alongadas originadas da placenta também foram encontradas
Embora experimentos para verificar sua funglio nde tenham sido efetuados, suc
estrutura, origem e posicdo levam a crer que este seja um obturador placentdrio, cuj
fungdo € guiar o tubo polinico até a micrépila. Novos estudes sdo necessdrios para s¢
verificar a funcdo deste fecido que, se for realmente um obturador, terd sua presenct
registrada pela primeira vez na familia. Além disso, a presenca de obturador é uma da
caracteristicas que distingue as Rubiaceae das demais Gentianales (Backiund ef a
2000).

Osméforo também ndo foi encontrado em A australe, embora as flores sejan
aromdticas. Segundo Lin e Bernardello (1999}, 0 osméforo de 4. guebracho-blanco est
localizado na corola, mas ndo comprovou esta afirmagdio com ilustragSes. Eles jé foran
registrados em outras espécies, mas ndo foram descritos anatomicamente (Endres:
1994; Torres & Galetto 1998). Novos estudos stio necessdrios para se localizar o sftic
secrefor da fragrdncia floral de 4. australe.

B. bicuspidatum apresenta outras estruturas secretoras, que refletem set

complexo mecanismo de polinizacdo.



A epiderme secrefora da ala da antera nunca foi descrita para Apocynaceae s./
Apenas em Matelea retficulata foi mencionada uma estrutura similar; porém, ela foi
chamada de "pad” e ndo foi considerada secretora (Kunze 1995). Esta estrutura possui
uma camada de células epidérmicas secretoras em paligada e tem sua formagdo, fase
secretora e senescéncia antes da antese. Devido & sua posiclo, sugere-se que ¢
secregdo desta estrutura seja adicionada & secrecdo da cémara estigmdtica,

A posicdio do nectdrio é controversa em Aspidosperma e ras Asclepiadoideae.
Segundo Lin e Bernardelio (1999), hd um nectéric inconspicuo nio funcional ao redor
do ovdrio de A guebracho-blanco e rectérios extraflorais ndo estruturados estdo
presentes no cdlice e corola. No presente estudo, ndo foi observado tecido nectarifero
em nenhum verticilo floral nem anel ao redor do ovério. Embora haja nectdrio em
forma de anel na maioria das Rauvolficidese & Apocynoideae (Woodson & Moore 1938),
ele parece estar ausente em Aspidosperma.

Em Asclepiadoideae, o tecido nectarifero pode ocorrer em diversas regides, mas
sua localizaglo primdria € no tubo dos filetes (Galil & Zeroni 1965; Christ & Schnepf
1985; Kunze & Liede 1991; Kunze 1991, 1995, 1997 Vieira 1998; Vieira & Shepherd
2002). Na descrigdo da subfamilia feita por Endress e Bruyns (2000), hd cinco
nectdrios afrds das cinco fendas anterais no tubo dos filetes. Muitas vezes, como
neste caso, ¢ nectdrio corresponde ao tecide que reveste a c@mara estigmdtica (Galil &
Zeroni 1965; Kevan ef a/ 1989; Kunze 1997). A partir do trabalhe de Galil € Zeroni
(1968) com Asclepias curassavica, passou a se admitir que hd apenas cince nectdrios
{no tubo dos filetes) e que a secregdo encontrada na corona estaminal é o néctar que
flui através de passagens capilares até ela. Este ponto de vista foi adotado pelos
autores subseqiientes {Eisikowitch 1986; Kevan ef a/ 1989; Kunze 1997). Kunze (1997)
chamou a regifio produtora de nectdric primdrio e a corona esfaminal de nectéric
secunddrio. Enfretanto, segundo o préprio autor, a corona apenas contém o néctar;

porfanto, ela ndo deve ser considerada como um outro nectdrio, mas apenas uma regido
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contentora da secregtio. Apenas com os trabalhos em espécies da subtribo Gonolobinae
(sensu Rapini ef a/ 2003: Kunze 1995, 1999), a existéncia de tecido secretor ne
corona foi admitida novamente. Em 8. bicuspidatum, hé tecido secrefor na clmare
estigmética e na corona estaminal. Abgixo da cdmara estigmdtica, hd um espage
delimitado pela corona interestaminal que ndo possui atividade secretora e é continue
com a cdmara estigmdtica, formando uma dnica clmara de posiclio interestaminal
Através dela, a secrecdio flui até a base da corona. O ofereciments de néetar na base
abaixo da fenda anteral, amplamente distribuido nas Asclepiadoideae, foi considerad:c
por Kunze (1997} como um cardter plesiomérfico. Em B. bicuspidatum, a secreciio que
permanece na cdmara estigmdtica promove a germinacdio dos fubos polinicos da polinic
que fica retida pelos tricomas lignificados da fenda anteral. A corona estamina
também possui tecido secretor e ndo tem ligago com a clmara interestaminal,

Tanto a porglo secretora da cdmara estigmdtica quanto a da corona estaminal séc
formadas por uma camada de células epidérmicas secretoras. Nas Asclepiadoideae, ¢
nectdrio pode ser composto por apenas uma camada de células epidérmicas secretoras
{Kunze 1991; Kunze & Liede 1991; Kunze 1995) ou pela epiderme e uma a duas camadas
subepidérmicas (Christ & Schnepf 1985; Kunze 1999). Todos os trabalhos levantados
assumem que a secregdo enconfrada na clmara estigmdtica e na corona estaminal ¢
néctar, embora ndo haja nenhum estude histoquimico desta secrecdio e ihe atribuer
dupla fung¢do: recurse para o polinizador e indutor da germinagéio do tubo polinico (&ali
& Zeroni 1965, Eisikowitch 1986; Kunze 1991).

A escassez de estruturas secretoras na flor de A. austrafe (auséncia de coléter e
nectdric) e o tipo de cabeca dos estiletes encontrado corroboram sua posicde basal ne
familia. Endress e Bruyns (2000) consideraram a tribo Alstonieae, como a tribo mais
basal de Rauvolficideae, caracterizada por uma morfologiac floral e do frute
plesiomérfica. Por outro lado, & bicuspidatum é classificado como Asclepiadeae, que €

a tribo mais derivada de Asclepiadoideae {Endress & Bruyns 2000}, apresenta
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estrutura floral complexa e grande diversidade de estruturas secretoras (dez regides
secretoras das alas das anteras; a epiderme secretora da cabeca dos estiletes:
laticiferos em todas as pegas florais, exceto os dvulos, e em todos os tecidos exceto
epiderme; cinco a 15 coléteres na base do cdlice, alternos as suas lacinias; cinco
clmaras estigmdticas delimitadas por epiderme secretora e cinco coronas estaminais
com epiderme secretora), evidenciando sua posigdo derivada na familia.

As estrufuras secretoras encontradas nas flores de 4. australe e 8. bicuspidatum
evidenciam a relagdo entre as duas espécies através de estruturas conservativas,
como a presenga da cabeca dos estiletes e de laticiferos articulados anastomosados.
Por outro lado, a maior diversidade de gléndulas florais em 8 bicuspidatum em relagtio
a A australe e sua estrutura muito mais complexa justificam os seus respectivos

posicionamentos nas subfamilias Asclepiadoideae (derivada) e Rauvolfioideae {basal)

em Apocynaceae 5./
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