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Resumo

No Brasil, Apocynaceae esta representada por 90 géneros e cerca de 850 espécies
distribuidas em diversas formagdes vegetais, incluindo o cerrado. Esta familia destaca-se
por ter grande importancia econdmica ou medicinal, caracteristica relacionada a presenca
de vérios tipos de estruturas secretoras em suas espécies. Vinculado ao projeto teméatico
BIOTA/FAPESP (proc. n® 00/12469-3) que estudou a morfologia, anatomia, histoquimica e
ultra-estrutura de plantas do cerrado do estado de Sdo Paulo, este estudo elegeu
Odontadenia Ilutea (Vell.) Markgr., Secondatia densiflora A.DC. e Temnadenia violacea
(Vell.) Miers com o propédsito de efetuar um levantamento de tipos de estruturas
secretoras em érgaos vegetativos e reprodutivos.

Os coléteres ocorrem nos 4&pices vegetativos e reprodutivos das trés espécies
estudadas. Coléteres foliares ocupam posi¢cdo peciolar, interpeciolar e intraestipular;
vasculariza¢éo ocorre no coléter axilar de O. /utea e no coléter marginal distal interpeciolar
de 7. violacea. Tipos inéditos de coléteres — laminar tripartido e assimétrico — sao
relatados para os botdes florais de O. /lutea. A secrecado produzida pela epiderme em
palicada do coléter calicinal de O. /utea é heterogénea, sendo sintetizada mucilagem em
uma primeira fase e compostos fenélicos em etapa posterior.

Idioblastos secretores sdo estruturas comuns nos érgaos vegetativos e florais de O.
lutea e S. densiflora, estando ausentes em 7. violacea, sendo encontrados no parénquima
fundamental e associados ao floema. No caule secundario de S densiflora, ocorre uma

hipoderme secretora com secrecdo de aspecto denso semelhante ao dos idioblastos. Os
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laticiferos sdo do tipo anastomosado, sendo observados em todos os 6rgaos estudados.
Eles tém diametro variavel e sua parede € geralmente mais espessa que as das células
parenquimaticas. A secregao do laticifero tem aspecto denso, sendo corada pela safranina.

Em S densiflora, os nectérios florais tém origem receptacular, sdo unidos na base e
livres na regido apical constituindo cinco unidades. O nectario é composto por epiderme
coberta por fina cuticula, parénquima nectarifero e feixes vasculares. Na regiao terminal,
os estdbmatos liberam o néctar para o meio externo.

Nas trés espécies estudadas, o ginostégio apresenta diferengas morfologicas. Nao
foi observada adnacao entre a cabeca do estilete e conectivo expandido em S. densiflora.
O. lutea e T. violacea ocorre adnacao da epiderme em palicada do conectivo com a
epiderme em palicada do anel parenquimatico da cabega do estilete. As estruturas
secretoras das trés espécies em estudo mostram ser relevantes a taxonomia e podem

auxiliar na delimitagéo de tribos da subfamilia Apocynoideae.



Abstract

Apocynaceae is represented in Brazil by 90 genera and approximately 850 species
distributed among diverse vegetation formations, including the cerrado. This family has
significant economic and medicinal importance that is related to the presence of differents
types of secretory structures (glands) among their species. The present study, linked to
the thematic project BIOTA/FAPESP entitled “Morphology, anatomy, histochemistry, and
ultrastructure of cerrado vegetation in the state of Sao Paulo, Brazil” (proc n® 00/12469-3),
focuses on a survey of the glands found in vegetative and floral organs of Odontadenia
lutea (Vell.) Markgr., Secondatia densiflora A.DC., and Temnadenia violacea (Vell.) Miers.

The colleters are located on the vegetative and floral apices of the three species
studied. Foliar colleters are found on the petiole, as well as the interpetiolar and intra-
stipular regions; vascularization is observed in the axial colleter of O. /uftea and in the
marginal distal interpetiolar colleter of 7. violacea. New types of colleters — laminar
tripartite and asymmetrical — are observed on the floral buds of O. /utea. The palisade
epidermis of the calycine colleter of O. /lutea produces a heterogeneous secretion,
composed of mucilage and phenolic compounds. The mucilage is synthesized in a primary
phase and the phenolic compounds are produced in a second phase.

Secretory idioblasts are common structures in vegetative and floral organs of O.
lutea and S densiflora, but absent in 7. violacea. These idioblasts are found in
fundamental parenchyma and associated with phloem. In secondary stem of S. densiflora,
a secretory hypodermis remains as a continuous layer, which is interrupted only by

stomatal complex regions, and the secretory cells are filled with dense material. The
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lactiferous are of the anastomose type, and are observed in all organs studied. They have
variable diameters and their walls are generally thicker than those of the parenchyma cells.
The secretion of the lactiferous is dense and stains with Safranin.

The floral nectaries of S densiflora originate from the receptacle and are united at
the base but free in the apical region, forming five units. The nectary is composed of
nectariferous epidermis, nectariferous parenchyma and vascular bundles. The nectar is
liberated through stomata found on the terminal region of the nectaries.

The gynostegium of the three species studied are morphologically different.
Adnation between the style head and the expanded connective is only observed in O. /utea
and 7. violacea. The secretory structures of the three species examined are taxonomically

relevant, and might aid the delimitation of the subfamily Apocynoideae tribes.



I ntroducao Geral

A familia Apocynaceae foi descrita por Jussieu em 1789, entdo denominada
Apocynae, na qual estava incluida a familia Asclepiadaceae (Endress & Bruyns 2000).
Posteriormente, Brown (1810 gpud Endress & Bruyns 2000) diferenciou Asclepiadaceae de
Apocynaceae. A principal caracteristica utilizada para justificar a separacao destes taxa foi
a presenca de polinario e polinias nas espécies de Asclepiadaceae e sua auséncia em
Apocynaceae.

Estudos recentes, envolvendo dados morfolégicos e moleculares, confirmam que a
separagao desses taxa nao reflete um arranjo natural (Judd ef a/. 1999). Desta forma,
Endress & Bruyns (2000) propuseram a inclusdo de Asclepiadaceae em Apocynaceae e
Apocynaceae s.I. passou a ser constituida por 424 géneros distibuidos em cinco
subfamilias: Rauvolfioideae, @ Apocynoideae, Periplocoideae, @ Secamonoideae e
Asclepiadoideae.

No Brasil, Apocynaceae esta representada por cerca de 90 géneros e
aproximadamente 850 espécies (Souza & Lorenzi 2005), distribuidas em diversas

formacdes vegetais, incluindo o cerrado (Joly 1977).

Estruturas secretoras em Apocynaceae
Os representantes de Apocynaceae destacam-se por terem grande importancia

econOmica ou medicinal devido a presenca de latex, glicosideos cardiotdnicos e alcaldides
(Rizzini & Mors 1976; Oliveira & Akissue 1989; Riet-Corra ef al. 1993; Bruneton 1999).

Dentre as espécies de valor medicinal, podem ser citadas Strophanthus hispidus que
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produz glicosideos cardiogénicos, Catharanthus roseus que possui alcaldides
anticarcinogénicos e Rauvolfia serpentina cujos alcaldides tem efeito hipotensor e sedativo
(Oliveira & Akissue 1989; Bruneton 1999). Espécies toxicas e venenosas também sao
encontradas como, por exemplo, Asclepias curassavica que possui latex composto por
glicosideos digitalicos (Riet-Correa et al. 1993) e Nerium oleander, a popular espirradeira
(Joly 1977).

Muitas estruturas secretoras estdo envolvidas na producédo de diferentes compostos
do metabolismo secundario nas espécies desta familia, podendo ser citados: tricomas,
idioblastos, laticiferos, coléteres, cavidades, epiderme da cabecga dos estiletes, nectérios e
osmoforos (Solereder 1908; Woodson & Moore 1938; Metcalfe & Chalk 1950, 1979, 1883;
Fallen 1986; Thomas 1991; Galleto 1997; Torres & Galleto 1998; Sennblad ef a/. 1998; Lin
& Bernardello 1999). Para as Apocynaceae da flora brasileira, estas estruturas secretoras
foram anatomicamente caracterizadas em cerca de 50 espécies (Appezzato-da-Gloria &
Estelita 2000; Rio 2001, 2006; Rio ef a/. 2002, 2005; Aguiar 2003; Simdes 2004; Demarco
2005; Gomes 2006; Demarco et al. 2006; Simbes et al. 2006, 2007; Marasca 2008; Gomes
et al. 2008).

Tricomas glandulares ocorrem na base da Iamina e no peciolo em muitos membros
da Apocynaceae; ja os idioblastos com conteudo granuloso semelhante a latex estédo
presentes no mesofilo das folhas, formando uma camada abaixo do parénquima palicadico,
e os idioblastos taniferos nos raios medulares e medula de poucas espécies (Metcalfe &
Chalk 1950).

Tanto os laticiferos nao articulados (Mahlberg 1963, Yoder & Mahlberg 1976, Wilson

& Mahlberg 1878, Appezzato-da-Gléria & Estelita 1997) quantos os articulados (Wilson &
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Maxan 1987, Demarco ef al. 2006) ja foram descritos para as Apocynaceae. Eles estao
presentes no caule, nas folhas e no cortex das raizes da maioria dos seus representantes;
a cor do conteudo varia de acordo com o género ou espécie, podendo ser esverdeada,
amarela brilhante ou vermelha palida (Metcalfe & Chalk 1950).

Dentre as vaérias estruturas presentes em Apocynaceae, os coléteres destacam-se
nao sé pela funcdo, como pela importancia taxonémica nos diferentes niveis hierarquicos
(Woodson & Moore 1938; Thomas 1991).

Coléteres

O termo coléter tem origem no grego kolla e foi introduzido por Hanstein (1848
apud Thomas 1991) referindo-se a secrecao pegajosa liberada por esta estrutura. Segundo
Fahn (1979), os coléteres podem estar presentes em érgaos vegetativos ou reprodutivos,
liberando uma secrecdo viscosa (mucilaginosa ou resinosa) que protege e lubrifica
meristemas em inicio de desenvolvimento. A semelhancga estrutural dos coléteres com
outras estruturas secretoras levou pesquisadores a confundi-los com nectéarios extraflorais
e glandulas de resina (Arekal & Ramakrishna 1980; Mohan & Inamdar 1986; Subramanian
et al. 1989; Thomas 1991). Por este motivo, a realizagdo de testes histoquimicos é
fundamental para detectar a mucilagem na secrecéo e identificar a estrutura como coléter.
Em levantamento realizado por Thomas (1991), os coléteres ocorrem em 41 géneros sob a
forma de emergéncias ou glandulas persistentes em Apocynaceae, sendo observados na
margem da lamina foliar e/ou na base do peciolo, bractea, bractéola e sépala.

Para as Apocynaceae da flora brasileira, alguns trabalhos tém sido realizados com
essas estruturas. Dentre eles, pode-se ressaltar o de Appezzato-da-Gléria & Estelita (2000)

que observaram o desenvolvimento, estrutura e distribuicdo dos coléteres foliares em
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Mandevilla ilustris e M. pohliana (Stadelm.) A.H. Gentry (= M. velutina (Mart. ex Stadelm.)

Woodson; Rio et al. (2002) que estudaram a distribuicdo e anatomia dos coléteres foliares
de Prestonia coalita; Demarco (2005) que realizou estudo ontogenético e histoquimico dos
coléteres de Blepharodon bicuspidatum; Rio et al. (2005) e Rio (2006) que descreveram 0s
coléteres foliares e florais de cinco espécies de Forsteronia;, Simoes et al. (2006) que
estudaram os coléteres calicinais de sete espécies da tribo Mesechitae e Marasca (2008)

que descreveu os coléteres foliares e bracteolares de Rauvolfia sellowii.

Estrutura floral
O trabalho mais abrangente envolvendo a morfologia e vascularizagao floral de 59

espécies de Apocynaceae foi realizado por Woodson & Moore (1938). Trabalhos
posteriores efetuados por Fallen (1986), Galetto (1997), Torres & Galetto (1998), Lin &
Bernardello (1999), Simdes (2004), Demarco (2005), Rio (2006), Gomes (2006), Simoes ef
al. (2006, 2007) e Marasca (2008) registraram a presenca de epiderme secretora na
cabeca do estilete, coléteres, laticiferos, nectarios e osmoforos.

Fallen (1986) estudou a estrutura floral de 69 espécies de Apocynaceae S.s. €
constatou uma variagdo na estrutura da cabeca do estilete destas espécies, e propds
quatro tipos com base na morfologia, histologia e complexidade funcional. No tipo um, a
cabeca do estilete € morfologicamente indiferenciada e coberta por uma camada uniforme
de epiderme secretora, sendo essa a forma mais simples; o tipo dois possui um anel
superior de tricomas longos, um corpo cilindrico com epiderme secretora composta por
células colunares curtas e uma coroa inferior de tricomas longos; o tipo trés apresenta a

mesma organizagdo do anterior mas com anteras adnatas a cabecga do estilete constituindo
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o tipo mais complexo estruturalmente e o tipo quatro é semelhante ao dois pela perda
secundaria das estruturas que capturam o pélen na base da cabeca e do anel superior de
tricomas.

Em Apocynoideae os nectérios formam um anel continuo basal ao redor do ovério,
frequentemente bi ou pentalobado na porcao apical (Woodson & Moore 1938) sendo
caracterizado de natureza receptacular (Galetto 1997) ou apendicular (Gomes 2006;
Gomes et al. 2008). Em Aspidosperma quebracho-blanco, o disco presente na base do
ovario nao tem atividade secretora e o néctar é produzido em nectarios encontrados na
superficie externa do calice e da corola (Lin & Bernardello 1999). Os osméforos sao citados
como fazendo parte da estrutura floral (Torres & Galetto 1998), sendo anatomicamente

descritos apenas por Marasca (2008).

Justificativa do trabalho
As espécies contempladas neste estudo, Odontadenia Iutea (Vell.) Markgr.

(Odontadenieae), Secondatia densiflora A.DC. (Odontadenieae) e T7emnadenia violacea
(Vell.) Miers (Echiteae), pertencentes a subfamilia Apocynoideae estdo incluidas em uma
ampla pesquisa realizada por professores e alunos do Departamento de Botanica/IB da
Universidade Estadual de Campinas, que tem o objetivo de estudar aspectos morfolégicos
e histoquimicos das estruturas secretoras de espécies de Apocynaceae. Alem disso, 0
presente trabalho esteve vinculado ao projeto tematico intitulado “Estudos morfoldgicos,
anatémicos, histoquimicos e ultra-estruturais em plantas do cerrado (senso /ato) do estado
de Sao Paulo”, que pesquisou espécies representativas de cerrado pertencentes a diversas

familias de angiospermas incluindo Apocynaceae (Biota/FAPESP proc. n® 00/12469-3).
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Além disso, os géneros selecionados para esse trabalho tem ja foram alvo de estudos

filogenéticos que visam avaliar o seu posicionamento dentro da subfamilia Apocynoideae.

Objetivos
Este estudo tem o propdsito de efetuar um levantamento de tipos de estruturas

secretoras em 0Orgaos vegetativos e reprodutivos de Odontadenia lutea, Secondatia
densiflora e Temnadenia violacea — ocorrentes nos cerrados paulistas. As estruturas
secretoras inventariadas sdo anatomicamente caracterizadas, visando melhor conhecer e
buscando padrbes estruturais nos representantes de Apocynaceae. Enfoque especial é
concedido aos coléteres foliares e florais, que sdo investigados quanto a sua origem,
estrutura, posicao e histoquimica.
Objetivos especificos
e verificar a ocorréncia de coléteres em 6rgaos vegetativos e reprodutivos de
O. lutea, T. violacea e S. densiflora,
e descrever a estrutura e distribuicdo dos coléteres em 6rgaos vegetativos e
reprodutivos de O. lutea, T. violacea e S. densiflora;
e descrever a ontogénese dos coléteres intraestipulares de O. /uteg;
e caracterizar a secrecdo dos coléteres calicinais de O [lutea
histoquimicamente;
e avaliar o potencial taxondmico dos coléteres e outras estruturas para

Apocynaceae;
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e caracterizar as estruturas secretoras em 6rgaos vegetativos e reprodutivos de
S. densiflora;

e identificar as principais classes de compostos quimicos presentes nos
idioblastos de S. densiflora;

e descrever a estrutura do ginostégio de O. /utea, T. violacea e S. densiflora;

e caracterizar a secrecao da epiderme da cabeca do estilete de O. lutea e S

densiflora.

Estrutura da Tese

Os resultados obtidos sdo apresentados em quatro capitulos:

O primeiro capitulo tem como tema os coléteres vegetativos e reprodutivos de O.
lutea. Sao descritos quatro tipos de coléteres vegetativos e quatro reprodutivos. Ainda
nesse capitulo, é estudada a ontogenia dos coléteres intraestipulares e a histoquimica dos
coléteres calicinais.

O segundo capitulo descreve os coléteres vegetativos e calicinais de 7. violaceae.
Sao descritos aspectos estruturais como origem, forma e posicédo; além da realizagdo de
testes histoquimicos para verificar a ocorréncia de mucilagem na secrecao.

O terceiro capitulo faz um levantamento das estruturas secretoras no apice
vegetativo e reprodutivo de S densiflora. E relatada a ocorréncia de coléteres vegetativos,
idioblastos, laticiferos e nectarios florais. Ainda nesse capitulo, testes histoquimicos séao

aplicados para caracterizar a natureza da secregao dos idioblastos.
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O quarto capitulo descreve a estrutura do ginostégio das trés espécies investigadas
nesta tese. Sao realizados uma série de testes histoquimicos para caracterizar a secregao

da epiderme da cabeca do estile.
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Capitulo |

Ontogénese e histoquimica dos coléteres foliares e calicinais de Odontadenia
lutea (Vell.) Markgr. (Apocynaceae — Apocynoideae —Odontadenieae)

Introducao
As estruturas secretoras variam quanto a sua morfologia, posicdo, tipo de

substancias que secretam e funcdo (Fahn 1979). Assim, o estudo da composi¢cdo quimica
do material secretado, associado a caracterizagdo anatébmica dessas estruturas, pode
contribuir para compreensado do seu papel e da funcdo do produto secretado para planta
(Schnepf 1974). Além disso, € necessario efetuar estudos histoquimicos para analisar as
principais classes quimicas dos metabdlitos que compdem o exsudado, uma vez que a
identificagcdo das estruturas secretoras esta baseada no tipo de substancia predominante
no secretado (Fahn 1979).

A semelhanca estrutural dos coléteres com outras estruturas secretoras e a falta de
estudos para identificar o tipo de secrecao levou pesquisadores a confundir coléteres com
nectarios e glandulas de resina (Arekal & Ramakrisna 1980, Mohan & Inamdar 1986,
Subramanian ef a/. 1989, Thomas 1991).

Os coléteres exercem uma fungao extremamente importante para o crescimento da
planta, pois sdo responsaveis pela secrecdo que protege e lubrifica o meristema (Fahn
1979). A secrecgéao liberada pelo coléter pode ser composta apenas por mucilagem (Fahn
1979; Thomas 1991) ou por uma mistura de mucilagem e substancias lipofilicas, inclusive
terpenos (Fahn 1990). Em Apocynaceae, outras substancias foram detectadas além da

mucilagem, designadas como: resina (Subramanian ef al/. 1989), lipidios (Appezzato-da-
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Gléria & Estelita 2000), proteinas (Thomas ef al/. 1989), mucopolissacarideos (Dave et al.
1987, Thomas et al. 1989), compostos fendlicos (Rio et a/. 2002, Rio 2006, Demarco 2005)
e acidos graxos (Demarco 2005). Alguns trabalhos foram realizados para descrever a
ontogenia e histoquimica dos coléteres, entretanto em ndmero reduzido. Entre eles, pode-
se ressaltar aqueles realizados com espécies brasileiras: Appezzato-da-Gléria & Estelita
(2000) descreveram o desenvolvimento, a estrutura e distribuicdo dos coléteres de
Mandevilla ilustris e M. pohliana (Stadelm.) A.H. Gentry (= M. velutina (Mart. ex Stadelm.)
Woodson; Rio et al. (2002) caracterizaram a anatomia dos coléteres foliares de Prestonia
coalita e Simbes et al. (2006) descreveram a anatomia dos coléteres calicinais de sete
espécies de Apocynaceae.

Com o propésito de contribuir para o conhecimento dos coléteres de Apocynaceae,
esse trabalho tem como objetivos descrever a ontogenia dos coléteres vegetativos e
calicinais, e caracterizar a histoquimica da secrecao dos coléteres calicinais de Odontadenia

lutea (Vell.) Markgr.

Material e métodos
O material de estudo foi coletado em duas areas de cerrado do estado de Sao

Paulo: Reserva Biolégica e Estacdao Experimental de Mogi-Guacu e Horto Botanico de
Bauru. Material testemunha proveniente de quatro individuos foi incorporado ao Herbario
UEC. Sdo Paulo: Bauru, 10/11/2004, F. Martins (147884 UEC); Sao Paulo: Mogi-Guacu,
22/11/2004, F. Martins (147886 UEC); 22/11/2004, F. Martins (147885 UEC); 22/11/2004, F.

Martins (147883 UEC). Todo o material foi identificado pela Profa. Dra. Luiza Sumiko
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Kinoshita da Universidade Estadual de Campinas e pelo Prof. Dr. André Olmos Simdes da
Universidade de Sao Paulo.

Ramos vegetativos com 4pices caulinares, primérdios foliares, inflorescéncias
portadoras de botdes florais em diferentes estadios de desenvolvimento e flores em antese
foram coletados. O material foi fixado em FAA (formalina, acido acético, alcool etilico
50%, 1:1:18 v/v) por 24 horas (Johansen 1940); FNT (formalina neutra tamponada;
tampao fosfato, formalina, 9:1 v/v) por 48 horas (Lillie 1948 /n Clark 1973) e SFF (solugéo
de sulfato ferroso, formalina, 9:1 v/v) por 48 horas (Johansen 1940). Todo o material foi
submetido a vacuo em dessecador durante o processo de fixacado e depois transferido para
alcool etilico 70% .

As pecgas foram isoladas e transferidas para alcool butilico terciario 70, onde
permaneceram por aproximadamente sete dias, desidratadas em série butilica e incluidas
em parafina histolégica (Histosec/Merck; Johansen 1940). Seccdes seriadas transversais e
longitudinais com espessura de aproximadamente 10um foram realizadas com uso
micrétomo rotativo.

No estudo ontogenético dos coléteres, as secgdes foram coradas com safranina
alcodlica 1,5% e azul de astra aquoso 1% (Gerlarch 1969) e as laminas permanentes
montadas em resina sintética (Permount/Fisher).

Os testes histoquimicos dos coléteres calicinais foram aplicados em cortes seriados
provenientes de botdes com 15mm e 30mm de comprimento: fixados em FAA quando o
objetivo foi evidenciar polissacarideos, proteinas e compostos fendlicos hidrossoluveis;
fixados em FNT para identificacdo de lipidios totais e compostos fendlicos lipossoluveis;

fixados em SFF para todas as classes de compostos fendlicos. Os tratamentos realizados
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foram: reagdo PAS (pararosalina Cl 42510) para polissacarideos totais (Periodic-Acid-
Schiff’s reaction; McManus 1948), vermelho de ruténio para mucilagens acidas (Gregory &
Baas 1989), acido tanico/cloreto férrico para mucilagem (Pizzolato 1977) e azul de alcidao
(Cl 74240) para mucopolissacarideos acidos (Pearse 1985); reagente de lugol para amido
(Johansen 1940); azul de bromofenol mercurico (Mazia ef al. 1953), azul brilhante de
comassie (Cl 42660 — Fisher 1968) e preto de amido B (Cl 20470) para proteinas totais
(Fisher 1968); preto de Sudao B (Cl 26150) e Sudao IV (Cl 26105) para lipidios totais
(Pearse 1985), sulfato azul do Nilo (CI51180) para lipidios acidos e neutros (Cain 1947),
reagente de Nadi para esséncias e acidos resiniferos (David & Carde 1964) e acetato de
cobre/acido rubeéanico para acidos graxos (Ganter & Jollés 1969); cloreto férrico (Johansen
1940) e dicromato de potassio (Gabe 1968) para compostos fendlicos e reagente de
Wagner para alcaléides (Furr & Mahlberg 1981). As laminas foram montadas com gelatina
glicerinada.

O controle dos testes para substancias lipofilicas foi realizado com solugao extrativa
composta por metanol/cloroférmio/agua/HCl (66:33:4:1 v/v, High 1948). As amostras
foram submetidas a essa solugdo por um periodo de 48 horas em temperatura ambiente,
logo em seguida fixadas em FAA e FNT e submetidas aos mesmos tratamentos das demais
pecas. Os controles para os testes de substancias hidrofilicas seguem o descrito no
meétodo.

As fotomicrografias foram obtidas em microscopio Olympus BX51 utilizando-se filme
Kodak Pro Image 100 e as imagens digitais realizadas em microscépio Olympus BX51
acoplado a camera digital Olympus E330. As imagens provenientes de fotomicrografias

foram digitalizadas no Software Adobe Photoshop 9.0. As escalas das figuras foram obtidas
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através da projecdo de uma lamina micrométrica fotografada/digitalizada nas mesmas
condicdes oOpticas das demais ilustracées. As medidas de comprimento dos coléteres foram
realizadas com trés apices vegetativos e florais de cada individuo em camara clara. A

classificacao dos coléteres esta de acordo com Lersten (1974).

Resultados

Coléteres foliares (Figuras 01-30)

Apices vegetativos com cerca de 5mm de comprimento e aproximadamente sete
nos foram utilizados nesse estudo. Os coléteres sdo encontrados a partir do quarto né
(figura 01), sendo a origem e o tipo semelhante para todos os nés com coléteres.

A formacdo dos coléteres intraestipulares e intrapeciolares é assincrénica. Os
coléteres intraestipulares comegcam o seu desenvolvimento no quarto nd; eles sao
observados na face adaxial da estipula (figuras 05-12; 23-28). As células meristematicas
que iniciam a formacado dos coléteres apresentam protoplasto denso corado pela safranina
e nucleo bem evidente (figuras 23-28). As células da protoderme dividem-se apenas no
plano anticlinal, possibilitando o crescimento do coléter em superficie e as do meristema
fundamental possuem as mais variadas orientacdes de divisdo, promovendo o crescimento
em altura e didmetro. Nessa fase, os coléteres ainda nao estdo secretando e as células da
epiderme apresentam aspecto denso e formato retangular (figura 28). No quinto e sexto
noés, o coléter esta em fase secretora e as células da epiderme em palicada estdo repletas
de secrecdo corada pela safranina. O mecanismo de liberagdo da secrecdao nao foi

evidenciado, entretanto ndo ha sinais de rompimento da cuticula. A partir do sétimo né, os
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coléteres ndo apresentam mais secregao no interior das células epidérmicas e a secregcao
pode ser evidenciada no meio externo. Nao ha sinais necrose nos coléteres vegetativos.

Em cada no6 (figuras 05-12), podem ser encontrados de 68 a 80 coléteres. Por
primérdio, apenas um coléter tem origem axilar, 3-5 intrapeciolares e 12-16
intraestipulares (figuras 09-11). O numero de coléteres intrapeciolares e intraestipulares
pode variar em diferentes n6s de um mesmo apice e entre apices no mesmo individuo.

Ocorrem quatro tipos de coléteres: padrao (figura 02), padrdo bipartido, séssil
(figura 03) e séssil bipartido. Eles podem ocupar posicao intrapeciolar (figuras 19-22),
intraestipular (figuras 13-18) ou axilar (figura 02). Todos os tipos sdo constituidos por um
nucleo central de células parenquimaticas, o qual é revestido por epiderme secretora
uniestratificada em paligada. Cristais estdo presentes no parénquima do coléter axilar
(figura 04). Vascularizacao é observada apenas no coléter axilar do tipo padrao. O coléter
bipartido bifurca-se ao atingir dois tercos do seu comprimento total, dando assim origem a
dois segmentos que divergem apenas nas dimensdes. As células epidérmicas secretoras
em palicada tém cuticula fina, ndcleo relativamente grande e citoplasma denso. No eixo
parenquimatico dos coléteres, os idioblastos secretores apresentam citoplasma denso
fortemente corado pela safranina.

O maior coléter encontrado foi o axilar, sendo ele do tipo padrao e atingindo cerca
de 800um de comprimento. Os coléteres intrapeciolares e intraestipulares do tipo
bipartidos e padrao atingem no maximo 420um.

Os testes realizados com vermelho de ruténio (figura 29) e acido téanico/cloreto

férrico (figura 30) evidenciam mucilagem no interior das células da epiderme em palicada.
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Coléteres calicinais (Figuras 31-79)

A descricdo e as ilustragdes dos coléteres calicinais foram realizadas a partir de
botdes florais com 15mm e 30mm de comprimento.

Os coléteres tém origem na base do calice (figura 31). Em O. /utea, o célice é
formado por cinco pecas desiguais, duas pecas externas, duas internas e uma imbricada,
caracterizando prefloracdo quincuncial sinistrorsa. Os coléteres ocorrem nas margens das
sépalas internas e apenas um coléter na porgédo interna da peca imbricada. Devido a
posicdo marginal, os coléteres podem ser considerados alternissépalos (figura 32).

No cdlice, quatro tipos de coléteres sdo observados, trés tipos ocorrem nas pecas
internas e um na porcao interna da sépala imbricada. Na por¢cdo mais marginal da sépala
interna, surge um coléter de dimensdes reduzidas do tipo séssil (figuras 32; 37-40; 65).
Apoés o aparecimento do primeiro, surge outro coléter séssil posicionado entre o primeiro e
a propria sépala, dando a impressdao de que o mesmo esta situado internamente a esta
peca (figuras 32; 41-45). O segundo coléter apresenta morfologia semelhante ao primeiro,
entretanto possui dimensbes maiores (figura 65).

Por Gltimo, forma-se o coléter laminar tripartido séssil. A primeira parte a se formar
esta localizada entre o segundo coléter e o tubo da corola (figuras 32-33; 43). Ao atingir a
metade do seu comprimento, ele bifurca (figuras 34; 46) e se divide novamente ao se
aproximar do terco apical (figuras 35-36; 48-49). Todas as bifurcacbes sao desiguais,
sempre originando seguimentos de tamanhos distintos (figuras 69-71).

O quarto tipo de coléter ocorre na porcao interna da sépala imbricada. Assim como
o coléter anterior, este nado apresenta uma formagdo homogénea, sendo considerado
assimétrico. A porcado do coléter mais proxima a margem da sépala forma-se primeiro

(figuras 50-53; 68) e representa um terco do tamanho da estrutura. A por¢gdo menor, que
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se diferencia primeiro, separa-se da por¢do maior do coléter, formando uma bifurcacao
(figuras 54-58). Ao atingir a metade do comprimento total, a por¢cdo maior bifurca-se
novamente (figuras 59-60) e préximo do terco apical do coléter ocorre mais uma divisao
desigual (figuras 61-64).

Todos o0s coléteres calicinais sdo formados por um nucleo de células
parenquimaticas revestido pela epiderme secretora uniestratificada em palicada e
recoberto por cuticula (figura 75). As células secretoras possuem parede fina, nucleo
evidente e citoplasma denso. O tecido vascular esta presente apenas nos coléteres

laminares (figura 66-67).

Histoquimica dos coléteres calicinais

Os testes histoquimicos demonstram que ndo ocorre o rompimento da cuticula no
processo de eliminagdo da secrecdo (figuras 74, 77). E possivel também verificar que néo
ocorre a distensdo da cuticula, ficando a secrecdo provavelmente acumulada no espaco
localizado entre a parede periclinal externa e o protoplasto (figuras 74-77). A secrecao é
evidenciada no interior das células epidérmicas secretoras no coléter de botées de 15mm
(figura 72) e no meio externo no coléter de botées de 30mm (figura 73) de comprimento.

Os resultados obtidos nos testes para deteccdao de substancias hidrossolUveis e
lipossolUveis estdo apresentados na tabela |I. A mucilagem € evidenciada pela reacdo PAS
(figura 74), pelo acido tanico/cloreto férrico (figura 75) e vermelho de ruténio (figura 76)
em botées com 15mm e 30mm. A mucilagem é menos evidenciada nos botbes mais

desenvolvidos, indicando que ocorre diminuicao ou até mesmo o término da fase secretora
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de mucilagem. Compostos fendlicos sédo evidenciados pelo cloreto férrico e dicromato de
potassio (figuras 78-79) apenas nos coléteres de botées com 30mm de comprimento.
Os coléteres calicinais apresentam duas fases distintas de secrec¢é@o, a primeira com

a sintese de mucilagem e a segunda com a produgao de compostos fendlicos.
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Tabela 1. Resultados dos testes histoquimicos aplicados em coléteres calicinais de botdes

florais de Odontadenia lutea com 15mm e 30mm de comprimento.

Tratamentos Substéncias a serem Resultados
detectadas 15mm 30mm
reagdo PAS polissacarideos totais ++ + +
(fig. 74)
acido tanico/cloreto férrico mucilagem +++ +
(fig. 75)
vermelho de ruténio mucilagens acidas +++ -
(fig. 76)
azul de alciao mucopolissacarideos acidos - -
reagente de Lugol amido - -
azul brilhante de comassie proteinas totais - -
azul de bromofenol mercurico proteinas totais - -
preto de amido B proteinas totais - -
preto de Sudao B lipidios totais - ++ +
(fig. 77)
Sudao IV lipidios totais + +
sulfato azul do Nilo lipidios acidos e neutros - -
Acetato de cobre/acido acidos graxos - -
rubeéanico
reagente de Nadi terpenos - -
sulfato ferroso em formalina compostos fendlicos totais - +
cloreto férrico compostos fendlicos - + +
(fig. 78)
dicromato de potassio compostos fendlicos - + +
(fig. 79)
reagente de Wagner alcal6ides - -

Legenda: - = negativo; + = fracamente positivo; + + = positivo; + + + = fortemente positivo.
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Legendas
Figuras 1-4. Secdes longitudinais do apice caulinar de Odontadenia lutea. 1. Vista geral. 2.
Coléter axilar. 3. Coléteres intraestipulares. 4. Cristais no parénquima do coléter axilar.

Legenda: G — gema; PF — primérdio foliar; C — caule. Escalas: 100um (1); 50 um (2-4).

Figuras 5-12. Secbes transversais do quarto né e entren6 do 4&pice vegetativo de
Odontadenia lutea. 5-6. Primordio foliar no quarto n6. 7-8. Regido basal dos coléteres. 9-
12. Regiao do entrend, por¢cao mediana e apical dos coléteres. Legenda: G — gema; PM —

primérdio foliar; P — peciolo; C — caule. Escala: 200 pm.

Figuras 13-22. Sec¢bes transversais dos coléteres intraestipulares (13-18) e intrapeciolares
(19-22) de Odontadenia lutea. 13-14. Regiao basal do coléter bipartido. 15-16. Inicio da
bifurcacdo. 17. Segmentos do coléter bipartido de dimensées distintas. 18. Porgcéao apical
do coléter bipartido. 19. Base o coléter intrapeciolar bipartido. 20. Inicio da bifurcagéo. 21.
Segmentos do coléter bipartido intrapeciolar de dimensdes distintas. 22. Porcao apical dos

segmentos do coléter. Escala: 100 pum.

Figuras 23-28. Ontogénese do coléter intraestipular de Odontadenia lutea. 23. Células
meristematicas no inicio da formacao do coléter (cabeca de seta). 24-27. Divisbes celulares
no meristema fundamental e na protoderme (seta), presenca dos idioblastos (*) no inicio
da formacédo do coléter. 28. Coléter em fase pré-secretora. Legendas: Seta — células em

divisdo; Asterisco — idioblasto. Escala: 50 um.
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Figuras 29-30. Secdes longitudinais dos coléteres vegetativos de Odontadenia lutea. 29.
Coléter submetido ao tratamento com vermelho de ruténio. 30. Coléteres tratados com

acido tanico/cloreto féerrico. Escalas: 200 pm.

Figuras 31-36. Seg¢Oes transversais dos botdes florais de Odontadenia lutea. 31. Coléter na
porgao interna da peca imbricada. 32. Base dos coléteres localizados nas pecgas internas do
calice; coléter com formagéo assimétrica. 33-34. Coléteres laminares tripartidos; primeira
divisdo. 35. Coléteres laminares tripartidos; segunda divisdo. 36. Porcdo terminal dos
coléteres laminares tripartidos. Legenda: Seta — divisdes dos coléteres; Cabeca de seta —
coléter assimétrico; CE — Cabecga do estilete; TC — tubo da corola; N — nectario; O - ovario.

Escala: 100um.

Figuras 37-49. Secdes transversais dos botdes florais de Odontadenia lutea. 37-39. Detalhe
da estrutura do coléter séssil reduzido. 40-44. Coléter séssil localizado entre a sépala e o
coléter laminar. 45- 47. Primeira divisdo do coléter laminar. 48-49. Segunda divisdao do
coléter laminar. Legendas: 1 — Primeiro coléter; 2 — Segundo coléter; S — Sépala; C —

Corola. Escala: 50um.

Figuras 50-64. Sec¢bes transversais dos botdes florais de Odontadenia lutea; detalhe da
estrutura do coléter laminar assimétrico. 50-54. Coléter com estrutura assimétrica. 55-57.
Primeira divisdo do coléter. 58-61. Segunda divisdo do coléter. 62-63. Terceira divisao do

coléter. 64. Porcao apical do coléter. Escala: 50 um.
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Figuras 65-68. Secdes transversais dos botdes florais de Odontadenia lutea. 65. Primeiro e
segundo coléteres formados na peca interna do calice. 66. Xilema no coléter laminar. 67.
Coléter laminar tripartido. 68. Coléter localizado na porgéo interna da sépala imbricada.

Escalas: 50um (65); 100um (66-68).

Figuras 69-71. Sec¢bes longitudinais do coléter calicinal tripartido de Odontadenia lutea
evidenciando bifurcacdo do coléter. Legendas: Seta — segmento maior; Cabeca de seta —

segmento menor. Escala: 100um.

Figuras 72-73. Sec¢bes longitudinais dos coléteres calicinais de Odontadenia lutea. 72.
Coléter no botao floral de 15mm. 73. Coléter no botao floral de 30mm, observar secrecao
no meio externo. Legenda: Seta — compostos fendlicos corados pela safranina; Asterisco —

secregao corada pelo azul de astra. Escala: 200um.

Figuras 74-75. Secbes longitudinais dos coléteres calicinais de Odontadenia lutea. 74.
Secrecao evidenciada pela reacdo PAS. 75. Coléter tratado com acido tanico/cloreto férrico.

Escala: 200um.

Figuras 76-77. Segbes longitudinais dos coléteres calicinais de Odontadenia lutea. 76.
Coléter submetido ao vermelho de ruténio. 77. Coléter tratado com preto de Sudao B,

observar reagao positiva apenas na cuticula. Escala: 200um.
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Figuras 78-79. Sec¢bes longitudinais dos coléteres calicinais de Odontadenia lutea. 78.
Coléter submetido ao cloreto férrico. 79. Coléter tratado com dicromato de potassio.

Escala: 200um.
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Discusséo
Coléteres em o6rgaos vegetativos e reprodutivos sdo estruturas freqlientes em

Apocynaceae (Thomas 1991) e foram registrados em 25 géneros de Apocynoideae
(Endress & Bruyns 2000). O género Odontadenia foi reposicionado recentemente por
Livshultz et al. (2007) em uma nova tribo composta por cinco géneros onde apenas
Secondatia foi estudado anatomicamente (Simdes 2004).

Odontadenia apresenta uma caracteristica pouco comum a outros géneros da
familia, que é a presenca de estipulas interpeciolares. Nessa estrutura, um grande numero
de coléteres é observado. Em muitas espécies de Apocynaceae, os coléteres sdo de origem
estipular como proposto por Woodson & Moore (1938) que afirmaram que os coléteres sao
uma categoria de estipula, inclusive com a retengédo do sistema vascular; tal como ocorre
em Mandevilla ilustris e M. pohliana (Stadelm.) A.H. Gentry (= M. velutina (Mart. ex
Stadelm. Woodson, Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000) e Prestonia coalita (Rio et al.
2002). Em O. /utea, os inUmeros coléteres se originam na face adaxial de uma estipula
interpeciolar. A ocorréncia destes coléteres nas estipulas ainda néo tinha sido descrita em
Apocynaceae e, por isso, receberam o nome de intraestipulares devido a sua localizacao.

Uma variagdo no numero dos coléteres vegetativos foi observada. Essa variacao
ocorre com freqliéncia em Apocynacae (Ramayya & Bahadur 1968, Thomas & Dave 1989a,
Fjell 1983, Thomas 1991). Segundo Thomas (1991), o numero dos coléteres de uma
mesma espécie pode variar com a distribuicdo geografica; desta forma, tal carater ndo tém
valor taxonémico por ser plastico. Essa grande variacdo é aceitavel e pode ser explicada
pelo elevado numero de coléteres que ocorrem em um mesmo né.

No que se refere ao tamanho dos coléteres, nota-se uma grande variacdo no

comprimento independente de serem inter ou intraestipular. Em um amplo trabalho,
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Lersten (1975) estudou mais de 296 espécies de Rubiaceae de diferentes continentes e
observou consideraveis diferengas no tamanho dos coléteres de uma mesma espécie.

Caracteristica marcante encontrada em O. /utea foi a ocorréncia de quatro tipos de
coléteres em um mesmo botao floral. Alem disso, foi constatado que eles apresentam
desenvolvimento assincréonico. No estudo ontogenético realizado em Blepharodon
bicuspidatum, a ocorréncia de uma iniciagdo assincrénica foi evidenciada nos coléteres
vegetativos (Demarco 2005).

A ocorréncia de coléteres em 6rgaos reprodutivos diferentes dos 6rgaos vegetativos
em uma mesma espécie contraria a teoria de Woodson & Moore (1938). Segundo eles, os
coléteres calicinais e foliares apresentam a mesma natureza, ou seja, sdo estruturas
homologas. Uma das afirmagdes destes autores € que a posicdao alternissépala dos
coléteres calicinais é semelhante a daqueles dos nés vegetativos em relacao ao peciolo. Se
levarmos em consideragdo que as estipulas de O. /utea tem correspondéncia com 0s
coléteres calicinais, referendamos a teoria de Woodson & Moore (1938); entretanto, torna-
se dificil explicar a auséncia de um coléter na porcao externa da sépala imbricada assim
como a variacdo estrutural nos coléteres calicinais. E possivel que a ocorréncia de um
coléter assimétrico esteja relacionada a fusdo entre um coléter laminar tripartido e um
coléter séssil reduzido.

Em varias espécies de Apocynaceae, a presenca de tecido em coléteres vascular ja
foi observada; isto se deve em muitos casos a retengdo da vascularizacdo das estipulas,
como em Prestonia coalita (Rio et al. 2002). Coléteres vascularizados ja foram
evidenciados em Wattakala volubilis (Arekal & Ramakrishna 1980), Aganosma

caryophyllata (Dave et al. 1987), Mandevilla ilustris e M. pohliana (Appezzato-da-Gléria &
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Estelita 2000). Entretanto, varias espécies de Apocynaceae nao apresentam coléteres
vascularizados, como em Allamanda neriifolia, Thevetia peruviana, Vinca minor (Fjell
1983), Allamanda cathardica (Thomas & Davis 1989a) e Aoupelia grata (Thomas et al.
1989). Em O. lutea, vascularizagdo ocorre apenas no coléter axilar do apice caulinar e no
laminar do apice floral. Segundo Demarco (2005), a presenca de tecido vascular pode
variar até mesmo dentre os diferentes tipos de coléteres encontrados no mesmo 6rgao.
Appezzato-da-Gloria & Estelita (2000) observaram que os coléteres interpeciolares de
Mandevilla possuem vascularizagdo e os coléteres foliares podem ou nao apresentar tecido
vascular. Woodson & Moore (1938) consideraram a auséncia de vascularizacdo uma
caracteristica predominante nos coléteres calicinais de espécies de Apocynaceae. Assim
como O. lutea, outras espécies da familia possuem vascularizagdo (Rao & Ganguli 1963,
Dave ef al. 1987, Thomas & Dave 1989b).

A vascularizacdo esta presente nos maiores coléteres de O. /utea. Para Carlquist
(1969), o tecido vascular em uma estrutura é diretamente proporcional ao seu tamanho e
ndo esta necessariamente relacionado a um estadio de desenvolvimento. Segundo
Appezzato-da-Gléria & Estelita (2000), a vascularizagdo independe do tamanho do coléter
sejam eles peciolares ou axilares. A presenca de idioblastos parece ser um carater comum
em Apocynaceae, estando presentes em varios érgaos da mesma planta (Metcalfe & Chalk
1950, 1983). Desta forma, ndo surpreende a presenca de idioblastos nos coléteres
vegetativos e calicinais dessa familia, assim como ocorre em O. /utea. ldioblastos
cristaliferos foram observados em HRoupelia grata (Thomas et al. 1989) e Thevetia

peruviana (Fjell 1983); idioblastos taniferos em Himatanthus (Barros 1988), Mandevilla
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ilustris e M. pohliana (Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000) e nos coléteres vegetativos de
Forsteronia glabrescens, F. pubescens, F. thyrsoidea (Rio et al. 2005).

O acumulo de secreg¢ao no espacgo periplasmatico e a liberacdo para o meio externo
através da parede e cuticula pode ser a forma de liberagdo da secregdo, pois nao ocorre
distensdo ou tampouco rompimento da cuticula. Essa forma de liberar o exsudado foi
apontada para os coléteres vegetativos de Blepharodon bicuspidatum (Demarco 2005).
Apenas com trabalhos de ultra-estrutura é possivel ter certeza do processo de liberagcao da
secrecao pelos coléteres.

Os coléteres sdao estruturas que produzem uma secrecao viscosa composta por
mucilagem (Fahn 1979, Thomas 1991) ou uma mistura de mucilagem e substancias
lipofilicas (Fahn 1979). A funcdo de proteger os meristemas atribuida aos coléteres por
Thomas (1991) pode ser justificada pela natureza da secrecao. A presenca da mucilagem
no meristema em desenvolvimento ndo permite a dessecagdo em uma regiao onde a
cuticula € muito fina. A presenga da mucilagem foi detectada nos coléteres de Pumeria
rubra (Mohan & Inamdar 1986), Aoupelia grata (Thomas et al. 1989), Allamanda cathartica
(Thomas & Davis 1989a), Mandevilla illustris e M. pohliana (Appezzato-da-Gloria & Estelita
2000), Prestonia coalita (Rio 2001), Blepharodon bicuspidatum (Demarco 2005) e
Forsteronia glabrescens (Rio 2006).

Entretanto, a presenca da mucilagem é um atrativo a organismos oportunistas como
fungos e bactérias, o que pode acarretar em danos estruturais do meristema. Em vérias
espécies de Rubiaceae, ocorre a infecgdo e inclusive processos de nodulagdo por bactérias
em meristemas apicais (Lersten 1974, 1975) o que pode indicar uma intima relacao entre a

espécie hospedeira e a nodulante, promovendo beneficios a ambos em um processo
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simbiético. Uma forma de evitar essa contaminagéo é o fato de ocorrer uma segunda fase
secretora, com a secrecdo de compostos fendlicos. Segundo Harbone (1988), os
compostos fendlicos podem assegurar a imunizagdo da planta a infeccdo de fungos ou
bactérias. A secrecdao de compostos fenolicos em uma segunda fase secretora foi
evidenciada em Aoupelia grata (Thomas et al. 1989) e Forsteronia glabrescens (Rio 2006).
A secrecao de compostos fendlicos e mucilagem ocorre de forma simultanea nos coléteres

foliares e calicinais de Blepharodon bicuspidatum (Demarco 2005).
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Capitulo 11

Distribuicao e estrutura dos coléteres foliares e calicinais de Temnadenia
violacea (Vell.) Miers (Apocynaceae — Apocynoideae — Echiteae)

Introducao

O termo coléter tem origem no grego kolla e foi introduzido por Hanstein (1848
apud Thomas 1991) referindo-se a secrecdo pegajosa liberada por essa estrutura. A
secrecao liberada pelo coléter pode ser composta apenas por mucilagem (Fahn 1979;
Thomas 1991) ou por uma mistura de mucilagem e substancias lipofilicas, inclusive
terpenos (Fahn 1990). Segundo Fahn (1979), essa estrutura pode estar presente em
orgaos vegetativos e reprodutivos e tem a funcédo de proteger e lubrificar os meristemas
em inicio de desenvolvimento.

Os coléteres receberam diferentes denominagdes ao longo do tempo, dentre as
quais podemos ressaltar: “squamellae” (Woodson & Moore 1938; Rao & Ganguli 1963;
Ramayya & Bahudur 1968), “glandular shaggy hair” (Solereder 1908, Metcalfe & Chalk
1950, 1979) e glandulas resiniferas (Subramanian ef a/. 1989). Além dessa diversidade de
nomenclaturas, os coléteres também ja foram confundidos com outras estruturas
secretoras, tais como nectarios extraflorais e glandulas de resina (Dave & Patel 1975;
Mohan & Inamdar 1986). Além disso, a denominagédo coléter pode ser apenas atribuida
mediante a realizacdo de testes histoquimicos que assegurem apresenca da mucilagem no

produto secretado.
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Na familia Apocynaceae, os coléteres foram observados em 71 géneros, ocorrendo
na forma de emergéncias ou glandulas persistentes em apices vegetativos, folhas,
bracteas, bractéolas e sépalas (Woodson & Moore 1938; Rao & Ganguli 1963; Ramayya &
Bahadur 1968; Silva ef al. 1975; Fjell 1983; Dave et al. 1987; Thomas ef al. 1989; Thomas
& Dave 1989a, b, c, 1990, 1991, Thomas 1991; Sennblad et al. 1998; Appezzato-da-Gloéria
& Estelita 2000; Rio 2001, 2006, Rio et a/ 2002, 2005; Schwarz & Furlan 2002; Simdes
2004; Demarco 2005; Simbdes ef al. 2006). Apesar de varios trabalhos relatarem a
ocorréncia dos coléteres em Apocynaceae, essas estruturas podemestar ausentes em
alguns géneros (Marcondes-Ferreira 1998, Sennblad ef a/. 1998; Demarco 2005).

Apocynaceae é uma familia que ndo possui estipulas e segundo a teoria estipular de
Woodson & Moore (1938) tanto os coléteres dos nos vegetativos quanto os calicinais
pertencem a categoria de estipulas.

Nos ultimos anos, apesar do numero de publicacbes que descrevem a estrutura e
distribuicdo dos coléteres em espécies brasileiras de Apocynaceae ter aumentado, as
informacdes a respeito deles ainda sdo reduzidas. Este trabalho tem como propdsito
descrever a estrutura e distribuicao dos coléteres vegetativos e calicinais em 7emnadenia
violacea (Vell.) Miers e avaliar o potencial uso destas estruturas para taxonomia da tribo

Echiteae.

Material e métodos

O material de estudo foi coletado em quatro areas de cerrado do estado de Sao

Paulo: Reserva Biolégica e Estagdao Experimental de Mogi Guagu, Estagcdo Ecoldgica e
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Experimental de ltirapina e Horto Botanico de Bauru. Material testemunha proveniente de
5 individuos foi incorporado ao Herbario UEC: BRASIL: Sdo Paulo: Itirapina, 23/111/2003, F.
Martins (147875 UEC); BRASIL: Sao Paulo: Itirapina, 23/111/2003, F. Martins (147874
UEC); : BRASIL: Sao Paulo: Mogi-Guacgu, 17/1V/2003, F. Martins (147873 UEC); BRASIL:
Sao Paulo: Campinas, 25/1V/2003, F. Martins (147871 UEC); : BRASIL: Sao Paulo: Bauru,
26/VI1/2003, F. Martins (147872 UEC). O material foi identificado pela Profa. Dra. Luiza
Sumiko Kinoshita da Universidade Estadual de Campinas e pelo Prof. Dr. André Olmos
Simdes da Universidade de Sao Paulo.

Ramos vegetativos com apices caulinares, primérdios foliares, folhas, inflorescéncias
portadoras de botdes florais em diferentes estadios de desenvolvimento e flores em antese
foram coletados. As amostras foram fixadas em FAA (formalina, acido acético, alcool
etilico 50%, 1:1:18 v/v) por 24 horas (Johansen 1940) e FNT (formalina neutra
tamponada; tampéao fosfato, formalina, 9:1 v/v) por 48 horas (Lillie 1948 /n Clark 1973).
Todo o material foi submetido a vacuo em dessecador durante o processo de fixagcéo e
depois transferido para alcool etilico 70%.

As pegas foram isoladas e transferidas para alcool butilico terciario 70, onde
permaneceram por aproximadamente sete dias, desidratadas em série butilica e incluidas
em parafina histologica (Histosec/Merck; Johansen 1940). Secgbes seriadas transversais e
longitudinais com espessura de aproximadamente 10um foram realizadas com uso
microtomo rotativo.

Para o estudo estrutural, as secgbes foram coradas com safranina alcodlica 1,5% e
azul de astra aquoso 1% (Gerlarch 1969) e as laminas permanentes montadas em resina

sintética (Permount/Fisher). Para evidenciar a presengca da mucilagem nas secrecgoes,
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secgoes de material fixado em FAA foram coradas com vermelho de ruténio (Gregory &
Baas 1989) e submetidas a reacdao PAS (Periodic-Acid-Schiff’s reaction; McManus 1948). O
controle da reagao PAS foi realizado pela supressdao do tratamento dos cortes com acido
periédico. As laminas foram montadas em gelatina glicerina.

As fotomicrografias foram obtidas em microscopio Olympus BX51 utilizando-se filme
Kodak Pro Image 100 e as imagens digitais realizadas em microscépio Olympus BX51
acoplado a camera digital Olympus E330. As imagens provenientes de fotomicrografias
foram digitalizadas no Software Adobe Photoshop 9.0. As escalas das figuras foram obtidas
através da projecdo de uma lamina micrométrica fotografada/digitalizada nas mesmas
condic¢des Opticas das demais ilustragées. As medidas de comprimento dos coléteres foram
realizadas em trés apices vegetativos e florais de cada individuo em cémara clara. A

classificagao dos coléteres esta de acordo com Lersten (1974).

Resultados

Coléteres foliares (Figuras 01-14)
Os coléteres vegetativos sdo encontrados nos estadios iniciais do desenvolvimento

no apice caulinar vegetativo. Eles ndo estdo presentes no primeiro nd, podendo ser
observados apenas a partir do terceiro. Sendo assim, a descricdo dos coléteres teve como
base o terceiro n6 do apice vegetativo caulinar (figura 01), considerando o primeiro né

visivel.
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Em cada n6 podem ser encontrados de 09 a 11 coléteres por primérdio e até 22
coléteres por né. Por primérdio apenas um coléter tem origem axilar. Ele é o primeiro a se
desenvolver e atinge até 400pm de comprimento (figuras 01 a 06).

O numero de coléteres marginais varia entre individuos e em diferentes nés no
mesmo individuo. Ocorrem de 09 a 10 coléteres por primérdio foliar. Esses coléteres
variam de 650 a 1200um de comprimento. Os primeiros coléteres marginais a serem
formados iniciam o desenvolvimento a partir da regiao interna da estipula e adquirem uma
posicao intercalar em relacdo ao coléter axilar e o ultimo coléter marginal que se forma. Os
ultimos coléteres marginais que se formam ficam mais distais alem de serem os maiores
(figuras 05 a 06).

Quanto a posicao, 5 coléteres possuem localizagcdo peciolar, isto é, 1 axilar e 4
marginais; sendo os demais de posicao interpeciolar (figuras 01 e 06).

Todos os coléteres sdao constituidos por uma porcdo alongada, formada por um
nucleo central de células parenquimaticas rodeado por epiderme secretora uniestratificada
em palicada com fina cuticula (figuras 07 a 10). O coléter axilar e os marginais distais
possuem pedunculo curto formado por uma epiderme unisseriada nao secretora com
celulas de formato retangular, sendo classificados como tipo “standard” (figura 07). Os
coléteres marginais intercalares nao possuem pedunculo, podendo ser considerados
sésseis. Os marginais distais possuem na sua face abaxial apenas metade da epiderme
secretora recobrindo o parénquima (figuras 09 e 10). Nessa regido podem ser observados

pelos tectores unicelulares.



56

Outra caracteristica presente apenas no coléter marginal distal (interpeciolar) é a
presenca de tecido vascular. E possivel observar a manutencdo do feixe vascular (xilema e
floema) na regiao central do coléter (figura 09).

A mucilagem foi evidenciada no meio extracelular e no interior das células
epidérmicas em palicada que recobrem todos os coléteres observados (figura 10) no inicio
do desenvolvimento dos primérdios foliares. A secrecéo foi observada também do primeiro
ao quarto nd visivel (figuras 11-14). A cuticula das células da epiderme secretora

permaneceu intacta apds o periodo secretor.

Coléteres calicinais (Figuras 15-22)
A descricdo e ilustracdo dos coléteres foi realizada a partir de botdes florais com

4mm e 30mm de comprimento. Ocorrem 3 coléteres opostos a cada umas das cinco
lacinias do calice. Os coléteres tém origem na base do calice (figura 15) e por isso séao
considerados calicinais. Todos os trés coléteres sdo sésseis, sendo apenas um deles
tripartido (figuras 16 e 20). No primeiro ter¢go do seu comprimento, o coléter fimbriado
inicia o processo de ramificacdo, partindo-se em trés partes desiguais (figura 16).

Os coléteres estdo constituidos por um nucleo central de células parenquimaticas
revestido por epiderme secretora uniestratificada formada por células em palicada e
recoberta por fina cuticula em toda a sua extensao (figura 21). Nao foi observada a
presenca de tecido vascular. A epiderme secretora em palicada do coléter possui células
com parede fina, nucleo evidente e citoplasma denso. Na porgdo basal, a epiderme
apresenta células menores, mas com as mesmas caracteristicas de uma célula secretora

(figura 21). O comprimento do coléter no botédo floral de 30mm variou entre 720um e
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840um. Esse coléter ndo apresenta vascularizacdo e foram observados laticiferos de
pequeno calibre no parénquima.

A mucilagem foi evidenciada nos coléteres calicinais tanto no interior das células
epidérmicas em paligada (figura 21) quanto no meio extracelular. Nos botées com menos
de 4mm, coléteres ndo apresentam atividade secretora evidente. Naqueles presentes em
botdes com mais de 4mm a secrecdo esta contida no interior das células epidérmicas,
enquanto nos botdes com mais de 35mm, os coléteres possuem epiderme secretora com

aspecto senescente e muitas células ja apresentam a parede celular rompida (figura 22).
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Legendas

Figuras 1-6. Seccdes transversais do primérdio foliar do terceiro né vegetativo de
Temnadenia violacea. 1. Inicio da formacdo do coléter axilar (asterisco). 2. Coléter
formado a partir da regiao interna da estipula (seta). 3-5. Coléteres marginais de posicao
peciolar. 6. Coléteres marginais de posicao peciolar e interpeciolar. Legendas: Ca — caule;
G — gema; MP — coléter marginal de posicdo peciolar; Ml — coléter marginal de posicao

interpeciolar. Escala: 85um.

Figuras 7-8. Secgbes longitudinais do primordio foliar vegetativo de 7emnadenia violacea.
7. Coléter axilar. 8. Coléter marginal. Legendas: G — gema; EP — epiderme secretora.

Escala: 70pum.

Figuras 9-10. Secgbes longitudinais do primérdio foliar vegetativo de 7emnadenia violacea.
9. Coléter marginal com tecido vascular evidente. 10. Coléter axilar submetido a reacao

PAS. Legendas: X — xilema; Asterisco — secrecdo. Escala: 70um.

Figuras 11-14. Seccdes longitudinais do caule de 7emnadenia violacea. 11. Primeiro no
visivel; secregcdo no meio externo. 12. Segundo né visivel. 13. Terceiro né visivel. 14.

Quarto né visivel. Legenda: Asterisco — secre¢do. Escala: 70um.

Figuras 15-20. Secgbes transversais do botéo floral de 7emnadenia violacea. 15. Base dos
coléteres evidenciando sua origem. 16-17. Inicio da ramificagdo do coléter tripartido. 18-
19. Bifurcacdo do coléter tripartido (seta). 20. Coléteres opostos a lacinia do cdélice.

Legendas: TC — tubo da corola; CT - coléter tripartido; CP — coléter padrdo. Escala: 85um.

Figuras 21-22. Seccdes longitudinais do botao floral de 7emnadenia violacea. 21. Coléter
séssil no botdo floral com 15mm de comprimento; secrecdo no meio externo. 22. Coléter
séssil no botao floral com 30mm de comprimento; células secretoras em senescéncia.

Legenda: Asterisco — secrecao; Seta - laticifero. Escala: 70pum
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Discussao

Coléteres foliares e calicinais foram registrados para espécies pertencentes a 25
géneros da subfamilia Apocynoideae (Endress & Bruyns 2000): Adenium, Aganosma,
Anodendron, Apocynum, Baissea, Beaumontia, Chonemorpha Forsteronia, Funtumia,
Holarrhena, [Ichnocarpus, Mandevilla, Mascarenhasia, Mesechites, Nerium, Parsonia,
Prestonia, Secondatia, Stephanostema, Strophanthus, Thenardia, Trachelospermum,
Urceola, Vallaris e Wrightia (Woodson & Moore 1938; Rao & Ganguli 1963; Dave et al.
1987; Thomas et al. 1989; Thomas & Daves 1989 a,b,c, 1991; Thomas 1991; Sennblad et
al. 1998; Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000; Rio 2001, 2006; Rio ef al 2002, 2005;
Simobes 2004; Simdes et al. 2006).

O coléter tipo “padrao” observado no apice vegetativo de 7. violacea foi evidenciado
para outros géneros de Apocynaceae e inclusive para tribo Echitaea. Rio et al/. (2002)
descreveram a presenca de coléteres do tipo padrao em FPrestonia coalita. Os coléteres
interpeciolares de P. coalita (Rio et al. 2002) e T. violacea apresentam caracteristicas
muito semelhantes, tais como a presenca de pelos tectores e epiderme néo secretora na
face dorsal do coléter atingindo a metade do comprimento do coléter. Nesses dois
géneros, esse tipo coléter demonstra um carater unificador, entretanto, € necesséario o
estudo dos demais géneros a fim de observar a consisténcia unificadora dessa
caracteristica.

Nos botbes florais 7. violacea foram observados coléteres sésseis e sésseis
tripartidos. Esses dois tipos ja foram observados em Apocynaceae, tais como em FPrestonia

coalita (Rio 2001), Forsteronia (Rio 2006), Mandevilla pycnantha, M. tenuifolia (Simobes et
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al. 2006). Existe uma grande confusdo na terminologia utilizada para descrever coléteres;
em muitos casos coléteres tripartidos e coléteres fimbriados sao sinénimos.

A primeira classificacdo da tipologia de coléteres proposta por Lersten (1974) para
familia Rubiaceae e amplamente utilizada para outras familias ndo contempla varios tipos
de coléteres, principalmente no que diz respeito a Apocynaceae. Segundo Simdes et al.
(2006), a terminologia tradicionalmente utilizada para caracterizar e descrever os coléteres
calicinais em Apocynaceae € um tanto confusa e ajustes sdo necessarios para evitar
interpretagdes equivocadas. Esses autores propdem tipologias que derivam do coléter
padrao original, tendo como mecanismo fundamental para as mudancas a separagao,
proliferacdo ou alongamento das células do coléter. Assim ocorreria separacdo em partes
distintas nos coléteres bifurcado e fimbriado.

O numero de coléteres foliares marginais de 7. violacea varia entre 09 e 10 por
primérdio. Essa variacdo foi observada em algumas espécies da familia. Em Allamanda
cathartica, Ramayya & Bahadur (1968) registraram de 10 a 13 coléteres e Thomas & Dave
(1989a) observaram apenas 4 a 6 coléteres foliares para a mesma espécie. Um namero
diferente de coléteres peciolares foi observado em Thevetia peruviana por Fjell (1983) e
por Thomas (1991). Para Thomas (1991), o numero dos coléteres de uma mesma espécie
pode variar com a distribuicdo geogréafica. A variacdo observada no numero de coléteres
foliares nao foi identificada nos coléteres calicinais. Em todos os individuos estudados, o
numero sempre foi constante. Apesar disso, uma variagdo no numero de coléteres
calicinais foi descrita por Ramayya & Bahadur (1968) em T7abernaemontana divaricata e

por Demarco (2005) em Blepharodon bicuspidatum.
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Em 7. violdcea, os coléteres sao opostos aos lobos do célice. Essa distribuigao foi
observada em outros géneros de Apocynaceae, tais como em Cerbera, Nerium (Rao &
Ganguli 1963), T7abernaemontana (Rao & Ganguli 1963; Ramayya & Bahadur 1968) e
Prestonia (Sennblad ef al/. 1998; Rio 2001). Alem de coléteres calicinais opostos a corola,
outras formas de distribuicdo ocorrem em Apocynaceae. Coléteres alternos a corola foram
observados em Aganosma, Vallaris (Rao & Ganguli 1963), Holarrhena, Wrightia (Rao &
Ganguli 1963, Sennblad et al. 1998), Periploca, Secamone e Stephanostema (Sennblad et
al. 1998) e coléteres continuos distribuidos pela base do célice formando uma franja foram
evidenciados em Mascarenhasia, Nerium, Picralima, Thevetia e Trachelospermun
(Sennblad et al. 1998) e Forsteronia (Rio 2006). Variagbes quanto ao numero e posi¢ao
foram observadas nos géneros Beaumontia, Funtumia e Nerium (Sennblad et al. 1998).
Woodson & Moore (1938) afirmaram que coléteres alternos representam uma condicao
basal, enquanto os opostos uma condicao derivada.

Embora o numero e a posicdo dos coléteres ja tenham sido referidos como
caracteres taxondmicos relevantes para espécies de Apocynaceae (Woodson & Moore
1938) ha necessidade de estudos quantitativos para verificar a relevancia desse carater
para taxonomia. Simdes ef al. (2004) considerou que o numero de coléteres calicinais
juntamente com outras caracteristicas pode ser Gtil como ferramenta auxiliar em estudos
filogenéticos.

Apenas nos coléteres foliares marginais foi observado tecido vascular. Segundo
Demarco (2005), a presencga de tecido vascular pode variar até mesmo entre os diferentes
tipos de coléteres encontrados nos 6Orgaos vegetativos. Appezzato-da-Gléria & Estelita

(2000) observaram que os coléteres interpeciolares de Mandevilla possuem vascularizagao
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e 0s coléteres foliares podem ou nao ter tecido vascular. Rio ef al. (2002) descreveram a
ocorréncia de coléteres intercalares vascularizados em PFPresfonia coalita. A auséncia de
vascularizacdo nos coléteres calicinais em espécies de Apocynaceae foi considerada uma
caracteristica predominante por Woodson & Moore (1938), entretanto, coléteres calicinais
vascularizados foram observados em Funtumia, Strophanthus (Woodson & Moore 1938),
Holarrhena, Vallaris, Wrightia (Rao & Ganguli 1963), Aganosma (Dave et al. 1987) e
Nerium oleander (Thomas & Dave 1989c).

A presenca de tricomas tectores nos coléteres foi observada em outros géneros de
Apocynaceae. Dave ef al. (1987) descreveram a ocorréncia de tricomas multicelulares em
Aganosma e Rio et al (2002) relataram a existéncia de tricomas multisseriados nos
coléteres foliares intercalares de P. coalita. Outra caracteristica marcante é a presencga de
laticiferos. Eles estdo presentes nos coléteres de varios géneros de Apocynaceae, tendo
sido registrados em Plumeria, Vallaris (Murugan & Inamdar 1987a,b), Allamanda (Thomas
& Dave 1989a, Subramanian et al. 1989), Nerium (Thomas & Dave 1991) e Mandevilla
(Appezzato-da-Gléria & Estelita 1997, 2000). Thomas & Dave (1991) consideram que
caracteristicas como vascularizagéo e a presenca de tricomas sdo um passo evolutivo entre
os coléteres de Apocynaceae.

A presenca da mucilagem na secrecdo dos coléteres em estadios iniciais de
desenvolvimento foliar € descrita também em outras espécies de Apocynaceae (Appezzato-
da-Gloria & Estelita 2000; Rio ef al. 2002; Demarco 2005; Rio 2006). Segundo Thomas
(1991), os coléteres comegam a secretar antes da expansao da lamina foliar. A presenga
dessa mucilagem na fase inicial do desenvolvimento do primérdio esta relacionada a

funcao de lubrificar e proteger as gemas (Fahn 1979).
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O fato de néao ter sido observado rompimento da cuticula no coléteres em fase
secretora pode indicar que a liberacdo do exsudato ocorre através de fendas na cuticula.
Esse mecanismo de liberacao foi descrito em Allamanda (Thomas & Dave 1989a), Plumeria
(Mohan & Inamdar 1986), Mandevilla (Appezzato-da-Gléria& Estelita 2000) e Blepharodon
(Demarco 2005). Segundo Fahn (1990), a ruptura da cuticula € uma caracteristica comum

no mecanismo de liberacdo da secregdo que nao foi evidenciada para 7. violacea.
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Capitulo 111

Glandulas em 6rgaos vegetativos e florais de Secondatia densiflora A.DC.
(Apocynaceae — Apocynoideae — Odontadenieae)

Introducao
Apocynaceae sensu lafo € uma das maiores e mais representativas familias de

Angiospermas, contando com cerca de 300 géneros e 4000 espécies (Judd et al. 2002). Ela
apresenta uma estrutura floral complexa caracterizada por uma progressao estrutural que
tem inicio na subfamilia Rauvolfioideae, considerada a mais basal até Asclepiadoideae, a
mais derivada (Fallen 1986; Endress & Bruyns 2000).

Além da estrutura floral complexa, essa familia é caracterizada por possuir uma
grande diversidade de estruturas secretoras. ldioblastos estdo presentes em o6rgaos
vegetativos e reprodutivos, ocupando as mais diversas posigdes (Appezzato-da-Gléria &
Estelita 1992, Galetto 1997, Rio ef al. 2005).

Os laticiferos tém ocorréncia universal na familia (Solereder 1908, Metcalfe &
Chalk 1950) e muitos trabalhos descreveram a sua presenca em Apocynaceae (Metcalfe &
Chalk 1983, Mahlberg 1993). Apesar disso, sdo motivo de grande divergéncia quanto a sua
tipologia e origem (Mahlberg 1963, Milanez 1977, Demarco et al. 2006). Eles ocorrem em
orgaos vegetativos (Appezzato-da-Gléria & Estelita 1997, Rio ef a/. 2005) e reprodutivos
(Murugan & Inamdar 1987 a, b; Thomas & Dave 1994; Demarco 2005).

Os coléteres estdo presentes na maior parte dos membros da familia (Thomas
1991), ndo ocorrendo em poucos géneros de Apocynaceae (Demarco 2005). Eles estao

distribuidos nos éapices vegetativos e florais, podem apresentar grande diversidade de
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formas, ocorrendo desde tipologias mais simples até coléteres mais complexos (Simoées et
al. 2006) como os que ocorrem nas flores de Odontadenia lutea (capitulo 1). Por esses
motivos, essa estrutura possui importancia taxondmica, sendo util na diferenciacdo de
géneros e espécies (Woodson & Moore 1938; Endress & Bruyns 2000; Rio & Kinoshita

2005; Rio et al. 2005; Simdes et al. 2006).

Os nectarios nao apresentam uma distribuicdo tdo ampla quanto os coléteres. Na
subfamilia Apocynoideae, eles ocorrem na forma de um anel basal continuo que circunda o
ovario e pode apresentar lobos na porgao apical (Woodson & Moore 1938). Além dos
nectarios na base do ovario, a existéncia de nectarios nao estruturados no calice e na

corola foi mencionada para Aspidosperma quebracho-blanco (Lin & Bernardello 1999).

A presente investigacao tem por objetivo caracterizar anatomicamente as glandulas
localizadas em 6&rgaos vegetativos e reprodutivos de Secondatia densiffora A.DC. e
identificar as principais classes de compostos quimicos presentes nos idioblastos e na

secrecao dos coléteres vegetativos.

Material e métodos
O material de estudo foi coletado em duas areas de cerrado do estado de Sao

Paulo: Horto Boténico de Bauru e uma &rea de cerrado no municipio de Campinas
pertencente ao Laboratério Nacional de Luz Sincroton do Cnpqg. Material testemunha
proveniente de sete individuos foi incorporado ao Herbario UEC: Sao Paulo: Bauru,
11/VI/2004, F. Martins (147877 UEC); Sao Paulo: Bauru, 11/VI/2004, F. Martins (147876
UEC); Sao Paulo: Campinas, 05/VI/2004, F. Martins (147879 UEC); Sao Paulo: Bauru,

20/VI1/2004, F. Martins (147882 UEC); Sao Paulo: Bauru, 20/VI/2004, F. Martins (147881
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UEC); Sao Paulo: Bauru, 20/VI/2004, F. Martins (147880 UEC); Sao Paulo: Bauru,

20/VI1/2004, F. Martins (147878 UEC). O material foi identificado pela Profa. Dra. Luiza
Sumiko Kinoshita da Universidade Estadual de Campinas e pelo Prof. Dr. André Olmos
Simdes da Universidade de Sao Paulo.

Ramos vegetativos com apices caulinares, primoérdios foliares, folhas completamente
expandidas, inflorescéncias portadoras de botdes florais com 5mm, 8mm e 10mm de
comprimento e flores em antese com 12mm de comprimento foram coletados. A coleta foi
realizada com lamina aquecida para preservar a secrec¢ao do laticifero. O material foi fixado
em FAA (formalina, acido acético, alcool etilico 50%, 1:1:18 v/v) por 24 horas (Johansen
1940), FNT (formalina neutra tamponada; tampao fosfato, formalina, 9:1 v/v) por 48 horas
(Lillie 1948 /n Clark 1973) e SFF (solucdo de sulfato ferroso, formalina, 9:1 v/v) por 48
horas (Johansen 1940). Todo o material foi submetido a vacuo em dessecador durante o
processo de fixacao e depois transferido para alcool etilico 70%.

As pecas foram isoladas e transferidas para alcool butilico terciario 70, onde
permaneceram por aproximadamente sete dias, desidratadas em série butilica e incluidas
em parafina histolégica (Histosec/Merck; Johansen 1940). Cortes seriados transversais e
longitudinais com espessura de aproximadamente 10um foram realizadas com uso
micrétomo rotativo. Os cortes foram corados com safranina alcodlica 1,5% e azul de astra
aquoso 1% (Gerlarch 1969) e as laminas permanentes montadas em resina sintética
(Permount/Fisher).

Testes histoquimicos foram realizados para identificar as principais classes de
compostos quimicos na secrecdao dos idioblastos. Os tratamentos foram: acido

tanico/cloreto férrico Il para mucilagem (Pizzolato & Lillie 1973, Pizzolato 1977); reacao
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PAS (pararosalina Cl 42510) para polissacarideos totais (Periodic-Acid-Schiff’s reaction;
McManus 1948); preto de amido B (Cl 20470) para proteinas (Fisher 1968); preto de
Sudao B (Cl 26150) para lipidios totais (Pearse 1985); azul do Nilo (Cl 51180) para lipidios
acidos e neutros (Cain 1947); cloreto férrico 111 (Johansen 1940) para compostos fendlicos
e reagente de Wagner para alcaléides (Furr & Mahlberg 1981). Os compostos fendlicos
também foram evidenciados pelo SFF.

O controle dos testes para substancias lipofilicas foi realizado com solugdo extrativa
composta por metanol/cloroférmio/agua/HCl (66:33:4:1 v/v, High 1948). As amostras
foram submetidas a essa solugcdo por um periodo de 48 horas em temperatura ambiente,
logo em seguida fixadas em FAA ou em FNT e submetidas aos mesmos tratamentos das
demais pegas. Os controles para os testes de substancias hidrofilicas seguem as
recomendacées metodoldgicas, com supressdao do tratamento pelo cloreto férrico
(Pizzolato 1977) e do tratamento com &acido periédico (McManus 1948).

Para evidenciar a presenca da mucilagem na secrecdo dos coléteres, seccoes de
material fixado em FAA foram coradas com vermelho de ruténio (Gregory & Baas 1989) e
submetidas a reacao PAS (McManus 1948).

As fotomicrografias foram obtidas em microscopio Olympus BX51 utilizando-se filme
Kodak Pro Image 100 e as imagens digitais realizadas em microscépio Olympus BX51
acoplado a camera digital Olympus E330. As imagens provenientes de fotomicrografias
foram digitalizadas no Software Adobe Photoshop 9.0. As escalas das figuras foram obtidas
através da projecdo de uma lamina micrométrica fotografada/digitalizada nas mesmas

condicdes oOpticas das demais ilustracoes. As medidas de comprimento dos coléteres foram
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realizadas com trés 4pices vegetativos e florais de cada individuo em camara clara. A

classificagao dos coléteres esta de acordo com Lersten (1974).

Resultados
Os idioblastos de S densiflora estao distribuidos por todos os 6rgaos aéreos da

planta (figuras 1-40). Nas folhas jovens, eles ocorrem no parénquima fundamental e
associados ao floema. No caule primario e secundario, estdo presentes no cortex e na
medula. Nos botdes florais, os idioblastos s&do encontrados em todas as pecas (figuras 29-
32). Eles ocorrem no parénquima das sépalas, pétalas, estames, nectarios e carpelos. Os
idioblastos também sao observados no parénquima dos coléteres foliares (figuras 24,27-
28) e florais. Uma hipoderme secretora com conteudo de aspecto denso semelhante ao
dos idioblastos € observada na folha jovem; entretanto, tal estrutura ndo esta presente
nas folhas adultas (figuras 01-04). No caule, a hipoderme permanece no estadio
secundario, sendo interrompida apenas pela presenga das camaras subestomaticas
(figuras 05-06).

O conteudo na maioria das vezes é denso (figura 8) e fortemente corado pela
safranina. Alguns idioblastos apresentam secrecao de aspecto granulado (figura 7). Nao ha
diferengca na distribuicdo entre os idioblastos de conteddo granulado e denso. Os testes
histoquimicos evidenciaram apenas compostos fendlicos (figura 10).

Os laticiferos sdo do tipo anastomosado (figuras 11-22) podendo ser observados
em todos os 6rgaos estudados. Eles estdo presentes na lamina foliar e peciolo, localizados
préximos ao feixe vascular. No caule, eles sdo observados tanto na regido cortical como na

medular. Nos botdes florais, eles estdo presentes em todas as pecas (figuras 29-32). Eles
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ocorrem no receptéculo floral, dispersos entre os feixes vasculares, no parénquima das
sépalas, pétalas, nectario floral e carpelos.

Laticiferos podem ser facilmente identificados pelo seu conteudo diferenciado e, em
alguns casos, pela presenca de paredes celulares mais espessas que as paredes das
células parenquimaticas (figuras 13-14). O diametro é variado e os laticiferos de maior
calibre sdo observados logo abaixo do apice vegetativo (figura 11) e na medula do caule
(figura 12).

A secrecao apresenta aspecto denso sendo fortemente corada pela safranina e
evidenciando sua natureza acidéfila (figuras 12-13). O latex tem cor branca e aspecto
leitoso, sendo extravasada logo que a planta é lesionada.

Os coléteres vegetativos sdo encontrados nos estagios iniciais do desenvolvimento
no apice caulinar vegetativo (figuras 15-22). A descricdo dos coléteres foi realizada no
segundo no, pois todos os coléteres estao desenvolvidos nesse estagio. Em cada no, 18-19
coléteres sdo observados, ocorrendo 9-10 coléteres por primérdio (figura 15). Por
primérdio, um coléter tem origem axilar e os demais tém origem marginal (figuras 17-22).
O numero de coléteres marginais varia entre individuos. Ocorre também uma variagdo no
tamanho dos coléteres; o axilar atinge no maximo 400um e os marginais variam entre
360um e 1300um de comprimento.

Os primeiros coléteres a se desenvolverem sao os intrapeciolares, incluindo o axilar.
Outros seis coléteres surgem a partir da porcao interna da estipula, ocupando posicao
interpeciolar (figura 20). Os ultimos a se formarem também ocupam posi¢ao interpeciolar,
entretanto estdo localizados mais externamente ao caule. Todos os coléteres sao

destituidos de vascularizagéo.
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Os coléteres sao do tipo padrao, formados por uma porgao alongada que se afina
em direcdo a extremidade. A epiderme secretora em palicada delimita um ndcleo
parenquimatico e o curto pedunculo é coberto por epiderme nao secretora de formato
retangular (figuras 23-24). Todo coléter é recoberto por cuticula fina. A secregéo é
observada no interior das células corada pela safranina e no meio externo corada pelo azul
de astra (figuras 23; 25). A mucilagem ¢é constatada tanto no interior das células
secretoras quanto no meio extracelular pelo vermelho de ruténio e pela reacdo PAS
(figuras 27-28).

Os nectarios florais sdo fundidos na base e livres na regido apical constituindo
assim cinco unidades distintas (figuras 34-37). Eles tém origem receptacular, possuem
uma epiderme que envolve toda estrutura, parénquima nectarifero e feixes vasculares
(figura 38; 40). Os idioblastos estdo no parénquima do nectario ocupando principalmente
posicdo central (figura 39); nas demais estruturas estudadas, eles ocupam posicao
subepidérmica. Na porgédo apical dos nectarios, os estbmatos sdo observados em maior
concentracdo e provavelmente estdo envolvidos na secrecdo do néctar. As células
parenquimaticas subepidérmicas apresentam protoplasto denso e fortemente corado pela

safranina, que pode indicar a atividade secretora dessas células.
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Legendas

Figuras 1-6. Seccbes transversais de 6rgaos vegetativos de Secondatia densiflora. 1.
Nervura mediana da folha jovem. 2. Idioblastos em posicao subepidérmica na folha jovem.
3. Nervura mediana da folha adulta. 4. Folha adulta sem idioblastos em posicao
subepidérmica. 5. Caule em estagio secundario, notar idioblastos na regido medular e
abaixo da epiderme. 6. Reagado positiva a SFF nos idioblastos do caule. Escalas: 1; 3 -

150um; 2; 4; 5; 6; - 75um.

Figuras 07-10. Idioblastos no apice caulinar de Secondatia densiflora. 7. |dioblastos com
secrecao de aspecto granulado. 8. Idioblasto com secre¢édo densa. 9. Coloracdo natural de
um idioblasto fixado em FNT. 10. Reagao positiva ao teste com cloreto férrico. Escalas:

15um.

Figuras 11-14. Seccao longitudinal e transversal do épice caulinar de Secondatia densiflora.
11. Vista geral do apice caulinar. 12. Laticiferos na medula do caule. 13. Detalhe do
laticifero, notar secrecao (asterisco) corada pela safranina. 14. Laticifero (cabeca de seta)
com parede celular mais espessa (seta) que as paredes das células parenquimaticas.

Escalas: 11- 150um; 12 - 80 um; 13;14; 25 um.

Figuras 15-22. Seccdo transversal do apice caulinar de Secondatia densiflora. 15.
Meristema apical (asterisco) do caule. 16. Primeiro primérdio foliar (PF1) evidenciando o

surgimento dos coléteres intrapeciolares (seta). 17-22. Coléteres axilares, coléteres
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marginais peciolares (MP) e coléteres marginais interpeciolares (MI) no segundo primérdio

foliar (PF2). Legenda: Ca — caule. Escalas: 85um.

Figuras 23-26. Seccao longitudinal e transversal dos coléteres vegetativos de Secondatia
densiflora. 23. Coléter axilar; secregdo nas células epidérmicas e no meio extracelular
(asterisco). 24. Coléter marginal interpeciolar em fase pds-secretora; notar laticifero (seta).
25. Coléteres marginais; secrecao evidenciada pelo azul de astra. 26. Polissacarideos

evidenciados na secrecao (asterisco) pela reagdo PAS. Escalas: 50um.

Figuras 27-28. Seccgdo longitudinal dos coléteres vegetativos de Secondatia densiflora
submetidos a reagdo PAS. 27. Coléter com células epidérmicas em fase pré-secretora no

segundo né. 28. Coléter em fase pOs-secretora no terceiro né. Escalas: 50um.

Figuras 29-35. Seccao transversal e longitudinal do botéo floral de Secondatia densiflora.
29, 31. Vista geral do botao floral. 30. Coléter calicinal (Co) e secrecdo no meio externo.
33, 33. Detalhe do nectario (N) floral. 34. Notar estdmato (seta) e idioblastos (cabecga de
seta). 35. Vascularizacdo do parénquima nectarifero. Legenda: Seta — laticifero; T-tubo da

corola; C—carpelo; X—xilema. Escalas: 50um.
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Discussao

Idioblastos
Os idioblastos estdao presentes em todos os 0Orgaos estudados de Secondatia

densiflora. Eles sao observados ocupando posicdo hipodérmica nos 6rgaos adultos de
Forsteronia glabrescens (Rio et al. 2005), Mandevilla pentlandiana (Galetto 1997) e
Mandevilla pohliana (Appezzato-da-Gléria & Estelita-Texeira 1992). Em S densifiora, a
formacdo de uma hipoderme secretora ocorre apenas no caule, pois na folha adulta os
idioblastos nao estdo distribuidos de forma continua como no érgao jovem. Castro &
Demarco (2008) afirmam que células secretoras distribuidas de forma continua em 6rgéos
jovens que mantem a mesma distribuicdo em érgaos adultos constituem uma epiderme ou
hipoderme secretora. ldioblastos ocorrem dispersos no parénquima em Forsteronia
australis, F. pubescens, F. thyrsoidea (Rio et al. 2005), Mandevilla illustris e M. velutina
(Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000). Eles sdo encontrados no parénquima dos coléteres
vegetativos de Forsteronia glabrescens, F. pubescens, F. thyrsoidea (Rio et al. 2005),
Mandevilla illustris, M. velutina (Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000) e no parénquima dos
coléteres florais de Mandevilla pycnantha, Macrosiphonia longiflora e Mesechites mansoana
(Simdes et al. 2006).

Alguns autores identificaram compostos fendlicos nos idioblastos (Appezzato-da-
Gloria & Estelita 2000; Rio et al. 2005). Em S densiflora, a presenca de compostos
fendlicos foi comprovada pelo SFF e pela reagédo positiva ao cloreto férrico; além disso,
outra evidéncia da presenca desses compostos foi a forte coloracdo pela safranina.
Segundo Gardner (1975), precipitados intracelulares aparecem ap6s a aplicacdo de
corantes basicos como a safranina. A presenca desses compostos fenolicos pode estar

relacionada a defesa da planta contra o ataque de herbivoros e o crescimento de fungos,
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pois sdo substancias adstringentes e toxicas (Bruneton 1999, Simées ef al. 2004). Sugere-
se que as células secretoras de compostos fendlicos localizadas na corola possam
desempenhar a fungdo de guias de néctar para polinizadores pela sua capacidade de

refletir raios ultravioleta (Thompson ef al. 1972; Kay et al. 1981)

Laticiferos
Os laticiferos estdo presentes em diversas familias de angiospermas, entre elas

Apocynaceae (Metcalfe & Chalk 1983). Muitas dessas familias ndo apresentam relagdes
taxon6micas, o que sugere que a capacidade de produzir latex surgiu mais de uma vez ao
longo da evolugdo desses grupos (Fahn 1979). E uma estrutura constante em
Apocynaceae e ocorre em 6rgaos vegetativos e reprodutivos (Wilson & Mahlberg 1978;
Thomas & Dave 1989; Rio ef al. 2005; Valente & Costa 2005).

Eles foram observados em todos os 6rgaos estudados de S. densiflora. Laticiferos ja
foram encontrados no mesofilo foliar de Allamanda neriifolia, Thevetia peruviana, Vinca
minor (Fjell 1983), Mateleia maritima (Valente 1996) e espécies de Forsteronia (Rio et al.
2005); parénquima cortical e medular do caule Mandevilla pohliana (Appezzato-da-Gloria &
Estelita-Texeira 1992), Mandevilla illustris, M. velutina (Appezzato-da-Gléria & Estelita
1997) e no receptaculo floral, verticilos estéreis e carpelos de Marsdenia loniceroides
(Valente & Costa 2005).

Segundo Fahn (1979), os laticiferos podem ser formados por uma unica célula
sendo assim considerados nao articulados ou formados por uma fileira de células sendo

denominados articulados. Os laticiferos ndo articulados tém origem a partir de uma Unica
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célula que apresenta crescimento intrusivo através de espacgos intercelulares por todos os
tecidos da planta (Mahlberg 1993).

A maioria dos laticiferos de Apocynaceae é descrita como do tipo nao-articulado
(Mahlberg 1963, Wilson & Malhberg 1978; Inamdar et al. 1988; Appezzato-da-Gléria &
Estelita 1997). Existe grande divergéncia quando ao tipo e desenvolvimento dos laticiferos
descritos para as espécies desta familia. Demarco et a/. (2006) afirmaram que os laticiferos
de Aspidosperma australe e Blepharodon bicuspidatum sao articulados apds analise
cuidadosa. Segundo eles, este tipo de laticifero tem rapida dissolugdo da parede terminal,
0 que pode levar a conclusbes equivocadas. Um exemplo desse problema ocorre na
divergéncia entre Milanez (1977) e Mahlberg (1963) em relagdo ao laticiferos de Nerium
oleander. O primeiro autor afirmou que eles sao do tipo articulado, ja o segundo do tipo
ndo-articulado. Ha casos onde laticiferos articulados e nao-articulados ocorrem na mesma
espécie, tal como em Stapelia bella (Wilson & Maxam 1987). Laticiferos articulados
também foram observados em Vinca sardoa (Sacchetti et al 1999) e Mandevilla
atroviolacea (Lopes 2007). O estudo dos laticiferos em 6rgaos adultos ndo possibilita
determinar sua origem e por isso é necessario que esse tipo de investigacdo seja realizado
em regides meristematicas. Mesmo com a analise das regides meristematicas de varios
individuos, néao foi possivel determinar a origem dos laticiferos de S densiflora. Talvez a
ampliacdo do numero de individuos seja necessaria para tipificar os laticiferos desta
espécie.

Em S densiflora, os laticiferos apresentaram paredes celulares finas e raramente
espessadas, 0 que esta de acordo com Mahlberg (1993), que afirmou que as paredes dos

laticiferos podem ser tdo finas quanto a parede das células parenquimaticas ou muito
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grossas. A parede € sempre primaria e pode possuir substancias que selam o sistema
laticiferos dos demais tecidos (Fahn 1990).

Muitas fungbes ja foram atribuidas aos laticiferos. Devido a sua distribuicdo pelo
corpo da planta, ele foi comparado ao tecido sanguineo dos animais. Por estar préximo ao
floema, acreditava-se que ele desempenhava a fungdo de auxiliar na translocacao de
assimilados. Posteriormente, atribuiram a ele a funcdo de reserva nutritiva para planta.
Entretanto, foi provado que o material presente no interior do laticifero ndo era mobilizado
em condicdes desfavoraveis. Atualmente, sabe-se que ele € uma estrutura secretora e que
produz varias substancias que ndo sao reutilizadas no metabolismo primario da planta.
Provavelmente, os laticiferos selem ferimentos e protejam as plantas contra o ataque de

herbivoros e microorganismos (Fahn 1979).

Coléteres
Coléteres vegetativos sdo amplamente descritos para Apocynaceae (Thomas 1991;

Endress & Bruyns 2000). Em S densiflora, ocorrem de a 9 a 10 por primoérdio foliar; essa
variacao é pequena e pode ser observada em outras espécies da familia. Segundo Thomas
(1991), o numero de coléteres de uma mesma espécie pode variar com a distribuicao

geografica.

O coléter do apice vegetativo do tipo padrdao de S densiflora esta presente também
em Odontadenia lutea (capitulo ), ambos os géneros da tribo Odontadenieae. O coléter
padrdao ocorre amplamente em géneros de outras tribos, tais como FPrestonia (Rio et al.
2002) da tribo Echiteae, Forsteronia (Rio et al. 2005) e Mandevilla (Apezzato-da-Gloria &

Estelita 2002) da Mesechiteae. Os coléteres de S densiflora nao apresentaram
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vascularizacdo, entretanto, ha relatos de tecido vascular em coléteres foliares. Martins
(Capitulo I) descreveu a presenca de xilema no coléter marginal distal (interpeciolar) de
Temnadenia violacea. Appezzato-da-Gloria & Estelita (2000) observaram vascularizagao
nos coléteres interpeciolares de Mandevilla. Rio et al. (2002) relataram vascularizagdo nos
coléteres marginais de Prestonia coalita. Segundo Demarco (2005), a presenca de tecido
vascular pode variar até mesmo entre os diferentes tipos de coléteres encontrados nos
orgaos vegetativos. Os coléteres calicinais de S. densiflora foram descritos por Simdes ef

al. (2006) e por esse motivo nao fizeram parte desse estudo.

Nectarios
Os nectarios de S densiflora sao semelhantes ao de outras espécies de

Apocynoideae, apresentando-se unido na base e lobados no apice. Em um dos primeiros
estudos realizados, Woodson & Moore (1938) descreveram os nectarios florais de
Apocynaceae como sendo uma estrutura anelar continua. Trabalhos mais recentes
realizados por Galetto (1997), Torres & Galetto (1998) e Lin & Bernardello (1999)
evidenciaram a ocorréncia de nectarios continuos na porcao basal, mas que se partem
formado até cinco lobos na porgcao apical. Sakane & Shepherd (1986) utilizaram a
morfologia do nectério para identificar espécies de Allamanda, citando a ocorréncia de um
disco carnoso que pode ser liso, aneliforme ou lobado. Simbes (2004) descreveu a
ocorréncia de nectarios bilobados em Mandevilla tenuifolia.

Outra questao divergente é quanto a origem dos nectarios. Woodson & Moore
(1938) afirmaram que a natureza do nectario € carpelar. Rao & Ganguli (1963)

contestaram estes autores e afirmaram a origem receptacular dos nectérios; entretanto,
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sugeriram que nectarios carpelares podem ocorrer em um pequeno grupo de Apocinaceas.
Fahn (1979) mencionou que a posicdo e a vascularizacdo dos nectarios sugerem origem
carpelar para Vinca rosea (Apocynaceae). Galetto (1997) estudando espécies de
Mandevilla e Lin & Bernardello (1999) descrevendo a estrutura floral de Aspidosperma
quebracho-blaco afirmaram que estes nectarios tém origem receptacular. Apesar de ambos
apontarem origem receptacular, o nectario é inconspicuo e nao vascularizado em A

quebracho-blaco, grande e vascularizado por xilema e floema nas espécies de Mandevilla.
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Capitulo 1V

Ginostégio de trés espécies de Apocynaceae do cerrado

Introducéao
Apocynaceae é caracterizada por possuir uma estrutura floral complexa, com uma

progressiva especializacdo morfoldégica e funcional de suas partes. Suas flores possuem
uma sincronizagdo progressiva do gineceu e androceu em diferentes niveis de fuséo
posgenital entre essas estruturas, dando origem ao ginostégio. Esse termo foi
originalmente usado apenas para membros de Asclepiadaceae, entretanto Fallen (1986)
expandiu o uso do termo para Apocynaceae (subfamilia Apocynoideae) justificando que
apesar de ser uma estrutura com menor complexidade, ela possui morfologia similar e
mesma funcionalidade que em Asclepiadaceae. Para Fallen (1986), existe uma evolugao
progressiva do ginostégio e ela propdée quatro tipos com base na complexidade
morfoldgica, histolégica e funcional. No tipo um, a cabecga do estilete € morfologicamente
indiferenciada e coberta por uma camada uniforme de epiderme secretora, sendo essa a
forma mais simples; o tipo dois possui um anel superior de tricomas longos, um corpo
cilindrico com epiderme secretora composta por células colunares curtas e uma coroa
inferior de tricomas longos; o tipo trés apresenta a mesma organizagdo do anterior mas
com anteras adnadas a cabega do estilete constituindo o tipo mais complexo e o tipo
quatro que é semelhante ao dois pela perda secundaria das estruturas que capturam o

poélen na base da cabega e do anel superior de tricomas.
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O ginostégio tem sido freqlentemente utilizado como uma importante caracteristica
nas chaves de identificacdo taxondmica de Apocynaceae e estudos de filogenia (Fallen
1986; Endress & Bruyns 2000; Simdes & Kinoshita 2002; Simdes et al. 2007). Apesar
disso, poucos sdo os trabalhos que caracterizam a anatomia de forma detalhada (Woodson
& Moore 1938, Rao & Gangulli 1963, Fallen 1986, Galetto 1997, Torres & Galetto 1998, Lin
& Bernardello 1999, Simdes 2004, Demarco 2005, Rio 2006, Gomes 2006, Simdes et al.
2007, Marasca 2008). Este trabalho tem o objetivo de descrever a estrutura do ginostégio
de Secondatia densiflora A.DC., Odontadenia lutea (Vell.) Markgr. e Temnadenia violacea
(Vell.) Miers e caracterizar a secrecao da epiderme da cabeca do estilete de O. luteae S

densiflora.

Material e Métodos
Inflorescéncias com flores em antese e botdoes florais de diversos estadios de

desenvolvimento de S densiflora, O. lutea e T. violacea foram coletadas em quatro areas
de cerrado do estado de Sao Paulo: Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Mogi
Guacu, Estacado Ecoldgica e Experimental de Itirapina, Horto Botanico de Bauru e uma area
de cerrado no municipio de Campinas pertencente ao Laboratério Nacional de Luz
Sincroton do CNPqg. O material testemunha proveniente de 16 individuos foi incorporado ao
Herbéario UEC: Odontadenia lutea (Vell.) Markgr.: Bauru, 10/11/2004, F. Martins (147884
UEC); Mogi-Guagu, 22/11/2004, F. Martins (147883 UEC; 147885 UEC; 147886 UEC);
Secondatia densiflora A.DC.: Bauru, 11/VI/2004, F. Martins (147876 UEC; 147877 UEC),
20/V1/2004, F. Martins (147880 UEC; 147881 UEC; 147882 UEC; 147878 UEC); Campinas,

05/V1/2004, F. Martins (147879 UEC); T7Temnadenia violacea (Vell.) Miers: Bauru,
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26/V1/2003, F. Martins (147872 UEC); Campinas, 25/1V/2003, F. Martins (147871 UEC);

Itirapina, 23/111/2003, F. Martins (147874 UEC; 147875 UEC); Mogi-Guacu, 17/1V/2003, F.
Martins (147873 UEC). Todo o material foi identificado pela Profa. Dra. Luiza Sumiko
Kinoshita da Universidade Estadual de Campinas e pelo Prof. Dr. André Olmos Simdes da
Universidade de Sao Paulo.

O material coletado foi fixado em FAA (formalina, acido acético, alcool etilico 50%,
1:1:18 v/v) por 24 horas (Johansen 1940) e FNT (formalina neutra tamponada; tampéo
fosfato, formalina, 9:1 v/v) por 48 horas (Lillie 1948 /n Clark 1973). Todo o material foi
submetido a vacuo em dessecador durante o processo de fixacdo e depois de transferido
para éalcool etilico 70%.

Flores em antese e botdes florais foram transferidos para alcool butilico terciario 70
onde permaneceram por aproximadamente sete dias, desidratados em série butilica e
incluidos em parafina histolégica (Histosec/Merck; Johansen 1940). Seccdes seriadas
transversais e longitudinais com espessura entre 10um e 14um foram obtidas em
micrétomo rotativo.

Para o estudo estrutural, as secgbes foram coradas com safranina (Cl 50240)
alcodlica 1,5% e azul de astra aquoso 1% (Gerlarch 1969) e as laminas permanentes
montadas em resina sintética (Permount/Fisher).

Testes histoquimicos foram realizados para evidenciar a natureza da secrecao
produzida pela cabega do estilete das flores de O. /lutea e S. densiflora. Os testes
histoquimicos ndo foram realizados em 7. violacea devido a dificuldade em localizar um
numero minimo de individuos. Os tratamentos realizados foram: vermelho de ruténio para

mucilagens acidas (Gregory & Baas 1989); &cido tanico/cloreto férrico para mucilagem
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(Pizzolato 1977); azul de alciao (Cl 74240) para mucopolissacarideos acidos (Pearse 1985);
reacdo PAS (Periodic acid—Schiff reaction; pararosalina CI 42510) para polissacarideos
totais (McManus 1948); reagente de Lugol para amido (Johansen 1940); azul de
bromofenol mercurico (Mazia et al. 1953), azul brilhante de comassie (Cl 42660) e preto
de amido B (Cl 20470) para proteinas totais (Fisher 1968); preto de Sudao B (Cl 26150) e
Sudao IV (Cl 26105) para lipidios totais (Pearse 1985); sulfato azul do Nilo (Cl 51180)
para lipidios acidos e neutros (Cain 1947); reagente de Nadi para esséncias e acidos
resiniferos (David & Carde 1964); acetato de cobre/acido rubeénico para acidos graxos
(Ganter & Jollés 1969); cloreto férrico (Johansen 1940) e dicromato de potassio (Gabe
1968) para compostos fendlicos e reagente de Wagner para alcaléides (Furr & Mahlberg
1981). As laminas foram montadas em gelatina glicerinada.

O controle dos testes para substancias lipofilicas foi realizado com solucdo extrativa
composta por metanol/cloroférmio/agua/HCl (66:33:4:1 v/v, High 1948). Os materiais
foram submetidos a essa solugdo por um periodo de 48 horas em temperatura ambiente,
logo em seguida fixados em FNT e submetidos aos mesmos tratamentos das demais
pecas. Os controles para os testes de substancias hidrofilicas seguem o descrito nos
protocolos.

As fotomicrografias foram obtidas em microscopio Olympus BX51 utilizando-se filme
Kodak Pro Image 100 e as imagens digitais realizadas em microscépio Olympus BX51
acoplado a camera digital Olympus E330. As imagens provenientes de fotomicrografias
foram digitalizadas no Software Adobe Photoshop 9.0. As escalas das figuras foram obtidas
através da projecdo de uma lamina micrométrica fotografada/digitalizada nas mesmas

condicdes dpticas das demais ilustragoes.
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Resultados

O estilete é longo, delgado e cilindrico em todas as espécies estudadas, sendo
delimitado pela porcdo apical do ovério e pela regido basal da cabecga do estilete (Figuras
1, 8, 17-18). A cabeca do estilete pode ser diferenciada em corpo principal e apéndices
apicais. O corpo principal tem formato que varia entre cilindrico e cdnico; em secao
longitudinal, a cabeca do estilete é cilindrica (figuras 01, 04, 08, 17-18). Na porcgao
superior da cabega do estilete, os apéndices apicais sao formados pela separacdo dos
carpelos. Na porcao inferior do corpo principal da cabeca do estilete das trés espécies, um
anel formado pela expansao do parénquima fundamental é observado (figuras 01, 04, 08,
10, 17).

A cabeca do estilete é coberta por epiderme secretora nas espécies estudadas. Ela é
formada por células alongadas na sua maioria, com paredes finas, citoplasma denso e
nucleo evidente (figuras 02, 09, 20). A epiderme secretora recobre os apéndices apicais,
inclusive na sua face interior (figura 08, 15-16, 27). A epiderme que recobre o anel na
base da cabeca do estilete em todas as espécies ndo é secretora, sendo inclusive formada
por células justapostas, entretanto, € possivel observar o acumulo de secrecdo na
superficie dessas células.

O androceu é formado por cinco estames (figuras 5-7, 11, 12, 22, 24-26) e estao
inseridos no tubo da corola (figuras 01, 22). Cada estame é composto por antera,
conectivo e filete. A antera de O. lutea e S densiflora apresenta um parénquima
fundamental de arranjo frouxo, onde é possivel observar uma grande quantidade de
idioblastos com conteudo fortemente corado pela safranina (figuras 05, 24). Em contraste,

7. violacea nao possui idioblastos e seu parénquima é compacto (figuras 11-16). Células
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com paredes lignificadas sédo observadas nos tecidos da antera e conectivo de S. densiflora
(figura 05).

A epiderme da antera voltada para o tubo da corola de S densiflora (figura 05) é
formada por células retangulares bem desenvolvidas; na mesma regidao das demais
espécies, a epiderme possui células quadrangulares (figuras 12, 26). Na porcdao mediana
da antera de S densiflora, a expansado do conectivo promove apenas uma aproximacao da
epiderme secretora da cabeca do estilete e da epiderme do conectivo, ndo ocorrendo
adnacao entre estas estruturas (figuras 3-4, 6).

Na porgéo inferior do conectivo expandido e ao nivel do anel da cabeca do estilete
de O. lutea e T. violacea, a epiderme em palicada do conectivo projeta-se em diregao ao
anel (figuras 10, 19-21, 25). Essa projegdo promove adnacao entre estas estruturas
(figuras 10, 19) e a formacédo de regides delimitadas que apresentam a caracteristica de
uma camara (figuras 06, 24).

Secrecdo é observada no interior das células epidérmicas (figuras 28, 34) e na
superficie externa que reveste a cabeca do estilete. Ela é fortemente corada pela safranina
em 7. violacea (figuras 08-10) e fracamente corada em O. /utea e S. densiflora (figura 02).
Os testes histoquimicos aplicados em O. /utea e S. densiflora revelaram a presenca de uma
secrecao composta por polissacarideos e lipidios. A reacdo positiva ao preto de Sudao B
(figuras 32, 37) e ao Sudao |V (figura 38) é observada pela coloracdo da secregao
principalmente no meio externo, sobre as células epidérmicas secretoras (figuras 32, 37-
38). As células da epiderme coram-se de azul pelo sulfato azul do Nilo (figuras 33, 39),

indicando a presenca de lipidios acidos. A presenca de polissacarideos, incluindo
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mucilagem, é constatada pelo resultado fortemente positivo a reagdo PAS (figura 29),

reacao de Mayer (figuras 31, 36) e pelo vermelho de ruténio (figuras 30, 35).
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Tabela 1. Resultados dos testes histoquimicos aplicados na epiderme secretora da cabeca
do estilete de Odontadenia lutea e Secondatia densiflora.

Tratamentos Substancias a serem Resultados
detectadas
O. lutea S. densiflora
reacao PAS polissacarideos totais ++ + +
(fig. 29)
vermelho de ruténio mucilagens &cidas + +++
(fig. 30) (fig. 35)
acido tanico/cloreto férrico mucilagem + 4+ +
(fig. 31) (fig. 36)
azul de alciao mucopolissacarideos - -
acidos
reagente de Lugol amido - -
azul brilhante de comassie proteinas totais - -
azul de bromofenol mercurico proteinas totais - -
preto de amido B proteinas totais - -
preto de Sudao B lipidios totais +++ +4++
(fig. 32) (fig. 37)
Sudéo IV lipidios totais ++ + 4+
(fig. 38)
sulfato azul do Nilo lipidios acidos + 4+ + 4+
(fig. 33) (fig. 39)
acetato de cobre/acido rubeénico acidos graxos - -
reagente de Nadi terpenos - -
cloreto férrico compostos fendlicos - -
dicromato de potassio compostos fendlicos - -
reagente de Wagner alcaléides - -

Legenda: - = negativo; + = fracamente positivo; + + = positivo; +++ = fortemente positivo.
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Legendas

Figuras 01-03. Secgao longitudinal da flor de Secondatia densiflora. 01. Vista geral. 02.
Epiderme secretora da cabeca do estilete. 03. Epiderme em palicada do conectivo
expandido. A — antera; CE — cabega do estilete; E — estilete; C — conectivo; Asterisco —

secregao. Aumentos: 200um (1); 100 um (2-3).

Figuras 04-07. Secc¢éo longitudinal e transversais do ginostégio de Secondatia densiflora.
04. Cabega do estilete com epiderme secretora e epiderme em palicada do conectivo
expandido. 05. Regiao fértil da antera, notar epiderme do conectivo préxima a epiderme
da cabeca do estilete. 06. Epiderme em paligada do conectivo expandido. 07. Porcao
terminal do estilete evidenciando os apéndices da antera. Asterisco — secregao; A — antera;

CE — cabeca do estilete; E — estilete; C — conectivo. Aumentos: 200um (4); 100um (5-7).

Figuras 8-10. Sec¢éo longitudinal do ginostégio de 7emnadenia violacea. 08. Vista geral da
cabeca do estilete evidenciando os apéndices apicais. 09. Epiderme secretora em palicada
da cabeca do estilete, secrecdo corada pela safranina. 10. Epiderme em palicada do anel
parenquimatico da cabeca do estilete adnata a epiderme em palicada do conectivo
expandido. A — antera; AP — anel parenquimatico; CE — cabecga do estilete; Asterisco —

secrecao; Seta — apéndice apical. Aumentos: 200um (8); 100um (9-10).
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Figuras 11-16. Secao transversal do ginostégio de um botdo com 15mm de comprimento
de Temnadenia violacea. 11. Apéndices apicais. 12. Epiderme secretora da cabeca do
estilete. 13. Porgéo inferior da antera. 14. Epiderme em palicada do conectivo. 15. Detalhe
das células em palicada do conectivo expandido. 16. Filetes das anteras e estilete. A —
antera; AA — apéndice apical; CE — cabeca do estilete; F — filete; C — conectivo. Aumento:

150pum.

Figura 17-21. Secgbes longitudinais e transversais do ginostégio de Odontadenia lutea. 17.
Epiderme secretora e anel parenquimatico. 18. Apéndice apical e epiderme secretora da
cabeca do estilete. 19. Detalhe da adnacédo entre epiderme do anel parenquimatico e
epiderme em paligada do conectivo expandido. 20-21. Detalhe da epiderme da cabega do
estilete e da epiderme do conectivo expandido. A — antera; AP — anel parenquiméatico da
cabeca; C — conectivo; CE — cabeca do estilete. Aumentos: 150um (17-18); 100um (19-

21).

Figuras 22-27. Secgbes transversais do ginostégio de Odontadenia lutea. 22. Tricomas na
epiderme do conectivo. 23. Detalhe da porcdo terminal do estilete. 24. Adnagéo entre
epiderme do conectivo expandido e epiderme da cabeca do estilete. 25. Detalhe da figura
24. 26-27. Regiao fértil da antera. 27. Pormenor dos apéndices apicais da cabeca do
estilete. A — antera; AA — apéndice apical; CE — cabeca do estilete; C — conectivo.

Aumentos:150um (22, 23, 26); 80um (24, 25, 27).
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Figuras 28-33. Testes histoquimicos aplicados na epiderme secretora da cabega do estilete
de Odontadenia lutea. 28. Azul de astra e safranina. 29. Reacdo PAS, notar secrecdo no
meio externo. 30. Vermelho de ruténio, secrecdo nas células epidérmicas. 31. Acido
tanico/cloreto férrico. 32. Preto de Sudao B evidenciando cuticula e secre¢do nas células

epidérmicas. 33. Sulfato azul do Nilo. Asterisco — secre¢gdo. Aumento: 50um.

Figuras 34-39. Testes histoquimicos aplicados na epiderme secretora da cabecga do estilete
de Secondatia densiflora. 34. Azul de astra e safranina. 35. Vermelho de ruténio. 36. Acido
tanico/cloreto férrico. 37. Preto de Sudido B. 38. Sudao IV. 39. Sulfato azul do Nilo.

Aumento: 50um.
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Discusséo
A forma da cabeca do estilete das trés espécies estudadas apresenta similaridade

considerando-se a epiderme secretora, os apéndices apicais e o anel parenquiméatico. O
género Secondatia foi recentemente reposicionado a partir de analises filogenéticas
realizadas por Livshultz et al (2007); esses autores excluiram o género da tribo
Mesechiteae e incluiram em Odontadenieae, uma nova tribo composta por cinco géneros,
entre eles Odontadenia. Simdes (2004) descreveu a tribo Mesechiteae como tendo
retinaculo estaminal constituido por células curtas e fortemente unidas a cabeca do
estilete, caracteristica ndo observadas em S. densiflora.

A presenca de Odontadenia e Secondatia na mesma tribo € bem sustentada, pois
em ambos ha uma similaridade na estrutura da antera e pela presenca dos idioblastos
fortemente corados pela safranina. Pichon (1950) foi o primeiro a reconhecer a afinidade
entre Secondatia e Odontadenia a partir da similaridade entre o ginostégio dos dois
géneros. A cabeca do estilete de Odontadenia hoffmannseggiana foi descrita por Allorge
(1976) e mostrou o mesmo padrao descrito para Secondatia.

A regidao formada pela adnacdo da cabeca do estilete ao estame foi chamada por
Pichon (1948) de retinaculo. Entretanto Simbes ef al (2007) discordam dessa
denominagao por considerar que esse termo € usado para descrever a porgao do polinario
das subfamilias Asclepiadoideae e Secamonideae que difere na estrutura, composicdo e
origem. Esses autores denominam a estrutura — anteriormente chamada de retinaculo por
Pichon (1948) — de retinaculo estaminal. Em S. densiflora e O. lutea, o retinaculo estaminal
promove uma aproximagao entre a antera e a cabega do estilete, entretanto a n&o ocorre

adnacgao.
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Em 7. violacea, ocorre adnagdo entre a cabeca do estilete e antera. Isso esta de
acordo com o descrito por Gomes (2006) para Prestonia coalita e Rhodocalix rotundifolius,
espécies que pertencem a tribo Echiteae. Segundo a autora, a adnagao dos tecidos ocorre
na regido da antera e da cabeca do estilete por células epidérmicas em paligada.

Os resultados obtidos em todos estes trabalhos justificam a secregacdo de
Secondatia proposta inicialmente por Simdes (2004) e complementada posteriormente por
Livshults ef al. (2007). Apesar disso, a descricdo do comprimento do estilete de Secondatia
foi divergente do realizado neste trabalho e concorda com o citado por Gomes (2006).
Simobes et al. (2007) descreveram o estilete como sendo uma estrutura curta, o que nao
foi confirmado aqui. Uma possivel explicagdo para tal diferenca pode ser o fato das
amostras utilizadas em ambos os trabalhos estarem em diferentes estadios de
desenvolvimento ou entdo uma variacdo da espécie, entretanto, tal variagdo nao é
mencionada na descricdo da espécies na Flora Fanerogamica do Estado de Sao Paulo
(Kinoshita et al. 2005).

A estrutura da antera observada em O. /lutea e S. densiflora é semelhante. Nestas
espécies, 0 parénquima da antera tem arranjo frouxo, possui varios idioblastos fortemente
corados pela safranina e algumas células com parede secundaria lignificada. Essa forte
coloracdo pode estar relacionada com a presenga de compostos fendlicos, ja que segundo
Gardner (1975), precipitados intracelulares aparecem apdés a aplicacdo de corantes basicos
como a safranina. A presenca desses compostos pode estar relacionada a defesa da planta
contra ataque de herbivoros (Bruneton 1999).

Apenas em O. /utea e T. violacea, a epiderme em palicada da porgéao inferior do

conectivo expandido projeta-se em direcao ao anel parenquimatico e estabelece adnacao
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com a cabeca do estilete. Segundo Gomes (2006), essa € uma segunda zona de adnagao e
esta localizada em uma regiao estéril. Essa epiderme em palicada pode estar relacionada
com o processo de polinizacédo. Os testes histoquimicos realizados evidenciaram a presenca
de uma secregdo quimicamente heterogénea composta lipidios e polissacarideos. Esta
secrecdo pode estar relacionada ao processo de polinizacdo, promovendo a adesédo do
grao de podlen ao agente polinizador e a transferéncia do pdlen a outra flor. Segundo
Schick (1982), a morfologia do ginostégio de Apocynaceae esta relacionada com o
processo de polinizacdo e foi dividido por ele em trés regides funcionais: camara

estigmatica, zona de aderéncia e a zona depositaria de polen.
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Discussao e Consideracoes Finais

A familia Apocynaceae possui uma grande diversidade de estruturas secretoras, que
estdo distribuidas em oOrgaos vegetativos e reprodutivos, como coléteres, laticiferos,
idioblastos, epiderme da cabeca do estilete e nectéarios (Solereder 1908; Woodson & Moore
1938; Metcalfe & Chalk 1950, 1979, 1983; Fallen 1983; Thomas 1991; Endress 1994).

A presenca de coléteres nos &apices vegetativos e reprodutivos da subfamilia
Apocynoideae foi registrada para todos os géneros estudados até o momento: Adenium,
Aganosma, Apocynum, Basseia, Beumontia, Forsteronia, Holarrhenia, [chnocarpus,
Mandevilla, Mesechites, Nerium, Odontadenia, Parsonia, Frestonia, Secondatia,
Stephanostema, Strophanthus, Thernardia, Temnadenia, Trachelospermum, Urceola,
Vallaris e Wrightia (Hansen 1985; Dave et al. 1987; Thomas ef al 1989; Thomas & Dave
1989a,b,c, 1991; Thomas 1991; Sennblad ef a/. 1998; Apezzato-da-Gloria & Estelita 2000;
Rio 2001, 2006; Rio ef al/. 2002, 2005; Simdes 2004; Simdes et al. 2006; Capitulo I, Il e
().

Os coléteres dessa subfamilia foram observados ocupando posi¢do peciolar e
interpeciolar, entretanto, eles ocorrem em O. /utea numa posi¢do nunca relatada para
familia (Capitulo 1). Essa posicao diferenciada pode ser justificada pela persisténcia das
estipulas, ausentes nos demais géneros estudados. Os coléteres sado frequentemente
utilizados para justificar novos arranjos taxondmicos entre tribos de Apocynoideae;
recentemente Simdées ef al. (2007) justificaram a mudanga de Secondatia para tribo
Odontadenieae e sua exclusdo de Mesechiteae com base na estrutura floral;

posteriormente Livshults ef al/ (2007) promoveram um rearranjo nas tribos de
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Apocynaceae e uniram 0s géneros Secondatia e Odontadenia da tribo Odontadenieae.
Apesar da divergéncia de Secondatia com os demais géneros de Mesechiteae, ndo ocorre
correspondéncia entre Odontadenia e Secondatia no que se refere aos coléteres foliares.
Além disso, a existéncia de quatro tipos de coléteres calicinais em O. /utea que se
diferenciam completamente dos presentes nos érgaos vegetativos coloca a teoria de
Woodson & Moore (1938) em questionamento. Essas diferengas evidenciam a importancia
de um estudo anatémico mais amplo com os demais géneros de Odontadenieae para
identificar caracteres que possam contribuir para consisténcia taxonémica desta tribo.

Os coléteres vegetativos de 7. violacea apresentam similaridade estrutural com os
de Prestonia coalita (Rio et al. 2002). Uma caracteristica marcante entre as duas espécies
€ a presenca de tricomas tectores e epiderme nao secretora na face dorsal do coléter. Esse
€ um carater unificador para a tribo Echiteae, entretanto, um numero bem maior de
espécies deve ser estudado para confirmar esse carater, pois apenas estas duas espécies
dessa tribo foram estudadas.

Outra caracteristica observada nesse estudo e que difere do proposto como padrao
para Apocynaceae foi a morfologia dos coléteres. Segundo Thomas (1991), os coléteres
dessa familia seriam do tipo padrdo, entretanto uma série de trabalhos tem demonstrado
que existe diversidade estrutural de coléteres vegetativos e reprodutivos em Apocynaceae
e tipos inéditos sdao descritos a medida que novos trabalhos sao realizados. Na subfamilia
Apocynoideae, coléteres fimbriados foram observados em Frestonia coalita (Rio 2001),
bifurcados em Mandevilla pycnantha e M. tenuifolia, laminares em M. scabra e sésseis em
Mesechites mansoana (Simoées et al. 2006), ramificados em Forsteronia pubescens (Rio

20086).
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A presenca de vascularizagdo nos coléteres calicinais € outra caracteristica
divergente do proposto por Woodson & Moore (1938). Esses autores descreveram esses
coléteres como sendo desprovidos de vascularizagdo. Em O. /lutea e T. violacea, tecido
vascular foi evidenciado e tal caracteristica € comum para familia; coléteres calicinais
vascularizados foram observados em Aganosma, Funtumia, Holarrhena, Nerium, Prestonia,
Strophanthus, Vallaris e Wrightia (Woodson & Moore 1938; Rao & Gangulli 1963; Dave et
al. 1987; Thomas & Dave 1989; Rio ef a/. 2002).

Coléteres das trés espécies estudadas apresentaram variagdo no numero. A variagao
numeérica foi demonstrada em outros géneros e desta forma torna-se um carater de pouco
valor taxonémico, devendo ser evitado como carater diagnostico para géneros e espécies
da familia.

Segundo Fahn (1979), os coléteres liberam uma secrecao viscosa (mucilaginosa ou
resinosa) que protege e lubrifica meristemas em inicio de desenvolvimento evitando a sua
dessecacdo. Nao houve diferenca entre o produto secretado pelos coléteres foliares e os
calicinais. A presenca de mucilagem nos coléteres das trés espécies estudadas confirma a
sua funcado. Além de evitar a dessecacado, Demarco (2005) afirmou que eles sdo capazes
de proteger a planta contra o ataque de fit6fagos. A liberagdo da secregdo ndo ocorre por
ruptura da cuticula, ao contrario do proposto por Fahn (1990). Estudos ultra-estruturais
talvez possam elucidar o processo de liberacdo da secreg¢ao para o meio externo.

Laticiferos do tipo anastomosado estdo presentes nos Aapices vegetativos e
reprodutivos das trés espécies estudadas e tém ocorréncia universal na familia. Eles sao
motivo de grande divergéncia quanto a tipologia e origem (Mahlberg 1963, Milanez 1977,

Demarco et al. 2006). Os laticiferos podem ser formados por uma unica célula sendo assim
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considerados nao articulados ou formados por uma fileira de células sendo denominados
articulados (Fahn 1979). Trabalhos realizados por Mahlberg (1963), Wilson & Malhberg
(1978), Inamdar et al (1988) e Appezzato-da-Gloria & Estelita (1997) descrevem a
ocorréncia de laticiferos do tipo nao-articulado. Em Aspidosperma australe e Blepharodon
bicuspidatum, Demarco et al. (2006) descreveram a presenca de laticiferos articulados.
Segundo eles, a confusdo é gerada pela dificuldade em observar a rapida dissolugdo da
parede terminal e que pode levar a conclusdes equivocadas. Esse problema ocorreu entre
Milanez (1977) e Mahlberg (1963) em relagao ao laticiferos de Nerium oleander. O primeiro
autor afirmou que eles sdo do tipo articulado, ja o segundo do tipo nao-articulado.

Para tornar o estudo dos laticiferos mais dificil, laticiferos articulados e né&o-
articulados podem ocorrer na mesma espécie, tal como em Stapelia bella (Wilson & Maxam
1987). Um fator relevante para determinar o tipo de laticifero é o estudo de regides
meristematicas e nao de 6rgaos adultos.

Os laticiferos sdo estruturas de grande importancia, sendo a eles atribuida a fungao
de protecdo contra ataque de predadores como herbivoros, fungos e ainda selar
ferimentos (Fahn 1979, 1990). Por esses motivos, a presenca de laticiferos pode conferir
vantagem sobre outras espécies concorrentes que ndo possuam a estrutura.

Os idioblastos estdo presentes nas subfamilias Rauvolfioideae, Apocynoideae e
Asclepiadoideae. Em Apocynoideae, eles estdo restritos as tribos Apocyneae,
Odontadenieae e Mesechiteae. No representante de Echiteae deste estudo, a presenca de
idioblastos nao foi observada; esse resultado esta de acordo com o descrito por Rio (2001)
para Prestonia coalita e pode ser uma caracteristica relevante para delimitacao desta tribo.

Em S densiflora, uma hipoderme secretora com secrecao de aspecto denso semelhante ao
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dos idioblastos ocorre no caule secundario. Essa estrutura também foi observada nas
folhas adultas de Forsteronia glabrecens (Rio et al. 2005), Mandevilla pentlandiana
(Galetto 1997) e Mandevilla pohliana (Appezzato-da-Gléria & Estelita-Texeira 1992).

A secrecdo dos idioblastos parecer ser constituida por compostos fendlicos na
maioria das espécies estudadas. Além dos testes histoquimicos realizados, a coloracao pela
safranina é um forte indicio da presenca desses compostos. A ocorréncia desses
compostos em idioblastos de posicado cortical pode ser considerada uma forma de defesa
da planta, principalmente contra o ataque de herbivoros, pois sdo substancias
adstringentes. Os géneros de Apocynaceae que possuem idioblastos nessa posicao e
laticiferos podem ser considerados como portadores de duas formas de defesa quimica. A
ocorréncia dos idioblastos em o6rgao reprodutivos pode assegurar a preservacdo das
estruturas diretamente relacionadas a reproducédo, como na antera e ovario de O. /utea e
S. densiflora.

O nectario de S densiflora tém origem receptacular, sendo semelhante ao descrito
em outros membros de Apocynoideae. A formagao de lobos a partir de um anel continuo
foi observado por Galetto (1997) em trés espécies de Apocinaceas da Argentina; Torres &
Galetto (1998) em Mandevilla pentlandiana e Lin & Bernardello (1999) para Aspidosperma
quebracho-blanco. Sakane & Sheperd (1986) utilizaram as caracteristicas do nectario para
diferenciacdo de espécies nativas de Allamanda, confirmando o valor taxondmico dessas
glandulas para Apocynaceae.

A cabeca do estilete é uma estrutura tipica de Apocynaceae e possui um grande
valor taxonémico (Fallen 1986; Endress & Bruyns 2000; Simdes et a/. 2007). Mudancas na

posicao de géneros foram efetuadas por Simdes ef al. (2007) apds analisar a estrutura da



134

cabeca do estilete de S densiflora; esse estudo levou a exclusdo desse género da tribo
Mesechiteae e sua inclusdao em Odontadenieae juntamente com O. /lutea. J4 em T.
violacea, a morfologia da cabeca do estilete é semelhante a de PFPrestonia coalita e
Rhodocalix rotundifolius (Gomes 2006), todas espécies de Echiteae. Além da similaridade
da cabeca do estilete entre espécies da mesma tribo, a auséncia de idioblastos é outra
caracteristica marcante, que contribui para delimitacao desse grupo.

Essa nova delimitagdo taxonémica é sustentada pela morfologia da cabega do
estilete, sendo que tal afinidade ja tinha sido observada por Pichon (1950) e Allorge
(1976). Esse estudo concorda com 0 novo posicionamento taxondmico dos géneros
Secondatia e Odontadenia, a presencga de idioblastos secretores e a estrutura da antera em
ambas as espécies corroboram para isso. No que se refere aos coléteres e a cabega do
estilete, ha diferencgas entre essas duas espécies.

Apesar de um numero relativamente grande de espécies de Apocynaceae ja ter sido
estudado anatomicamente, €é necessario que novos trabalhos sejam realizados,
principalmente para verificar se as novas proposicdes taxonémicas podem ser sustentadas
por caracteres anatémicos. Além disso, o estudo anatémico podera contribuir para o

esclarecimento de espécie com posicionamento incerto.
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