‘I'I UNIVERSIDADE DE BRASILIA

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
UnB PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BOTANICA

Anatomia de coléteres e natureza quimica das
secrecOes em quatro espécies de plantas nativas do
Cerrado e seu papel ecoldégico em Himatanthus

obovatus (Apocynaceae)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Botanica, Instituto de Cié€ncias
Biologicas, Universidade de Brasilia, para

obtencao do titulo de Mestre em Botanica.

Raissa Guimaraes Leite

Brasilia, agosto de 2012.



‘I'I UNIVERSIDADE DE BRASILIA

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
UnB PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BOTANICA

Anatomia de coléteres e natureza quimica das
secrecOes em quatro espécies de plantas nativas do
Cerrado e seu papel ecoldégico em Himatanthus

obovatus (Apocynaceae)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Botanica, Instituto de Cié€ncias
Biologicas, Universidade de Brasilia, para

obtencao do titulo de Mestre em Botanica.

Raissa Guimaraes Leite

Orientadora: Professora Dra. Sueli Maria Gomes

Brasilia, agosto de 2012.



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade de

Brasilia. Acervo 1002454.

L533a

Leite, Raissa Guimaraes.

Anatomia de coléteres e natureza quimica das secrecgdes
em quatro espécies de plantas nativas do Cerrado e
seu papel ecoldgico em Himatanthus obovatus (Apocynaceae)
/ Raissa Guimaraes Leite. -- 2012.

106 f. : il. ; 30 om.

Dissertacao (mestrado) - Universidade de Brasilia,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pés-Graduacao
em Botanica, 2012.

Inclui bibliografia.

Orientacdo: Sueli Maria Gares.

1. Botanica - Morfologia. 2. Anatamia vegetal. 3.
Secrecdo. 4. Cerrados. |. Gomes, Sueli Maria. |I.
Titulo.

DU 581.19




Anatomia de coléteres e natureza quimica das secregdes em quatro espécies de plantas nativas

do Cerrado e seu papel ecologico em Himatanthus obovatus (Apocynaceae)

Anatomia de coléteres e natureza quimica das secre¢des em quatro espécies

nativas do Cerrado e seu papel ecolégico em Himatanthus obovatus (Apocynaceae).

Brasilia, 31 de agosto de 2012.

BANCA EXAMINADORA

-
< A S tAanD—

()
Professora Dra. Sueli Maria Gomes

Universidade de Brasilia

Presidente

l(“ =Xag. L«on\x_w >

< -’\?\—i \‘T’\\ (e

Professora Dra. Dalva Graciano Ribeiro
Universidade de Brasilia

Membro Interno

///7,‘/’/-5/7

e Ceee

Professor Dr. Mdrcio Rocha
Universidade de Brasilia

Membro Externo

Professora Dra. Nadia Silvia Dalla Nora Somavilla
Universidade de Brasilia

Suplente



A perseveranca é a mae da boa sorte (Miguel de Cervantes).


http://www.frasesfamosas.com.br/de/miguel-de-cervantes-saavedra.html

A Deus, aos meus amados Jodo e Vera (pais) e Aldo Joéo e Telma (tios).



Agradecimentos

A Universidade de Brasilia (UnB) pelo curso de pés-graduagio em Botéanica e ao
corpo docente do curso pelo ensino ministrado.

A Secretaria de Educagdo do Distrito Federal, que concedeu licenga para estudos.

Ao departamento de Pods-graduagdo da UnB - DPP/UnB, pela Bolsa Reuni
concedida.

A acolhida, apoio e amor dos meus tios, Aldo Jodo e Telma, com os quais aprendi
a perseverar e a confiar em minhas capacidades.

A Professora Dr* Sueli Maria Gomes, por sua acolhida, valiosa orientacdo e a
confianca depositada em mim, meus sinceros agradecimentos.

A Dra. Maria José d’Avila Charchar ¢ ao Dr. José Ribamar Nazareno dos Anjos,
(pesquisadores da Embrapa Cerrados) cujos exemplos deram inicio aos meus estudos em
Botanica.

A Professora Lourdes Isabel Velho do Amaral, in memoriam, pela valiosa
orientagdo e ajuda.

Aos meus familiares, pais, irmaos (Antonio Felipe e Jodo Paulo), sobrinhas
(Giovanna e Maria Gabriela) e cunhadas pelo amor que me devotam e que me da forgas para
acreditar e lutar pelos meus sonhos.

Aos amigos e colegas de curso, Renata Cristina Costa e Silva, Patricia Monah,
Jéssika Vieira, sis Arantes, Daniel Vilarroel, Mayara Lima, Ludmila Gondim, Bruno Edson,
William Carmo, Juliane Laner, Patricia Marques Almeida ¢ Kadja Milena, pela amizade e
ajuda em tudo que precisei.

Ao Dr. Anténio Jos¢ Camillo de Aguiar, professor e entomologista do
Departamento de Zoologia da UnB, pela ajuda prestada, bem como ao Dr. Rodrigo dos Santos
Machado Feitosa, especialista do Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (USP),
pela identifica¢do das espécies de formigas.

A toda equipe do Laboratério de Anatomia e de Bioquimica Vegetal do
Departamento de Botanica da UnB.

A toda equipe do Laboratorio de Biologia Celular do Instituto de Botanica da
UnB.

Aos técnicos do Departamento de Botanica, Jos¢ Carmo M. de Lima e Fabio
Nakamura Moda.

Ao irmao Talisson Iago, pela companhia nas saidas de campo.



Aos técnicos e estagiarios do laboratdrio de Biologia Celular: Felipe Coutinho

Guimaraes, Lauro de Campos Dourado e Ingrid Gracielle M. da Silva, pelo apoio dispensado.

Vi



Sumario

RESUMO GOIAL ...ttt ettt et e st e et e et e e eeeaae 1
GENETAL ADSIIACE ....eeetiieiiiiee ittt et e et e e sttt e st e e et eeebbeeenabeeennaee 3
Introducdo geral e revisdo bibliografiCa ...........ccoevviieiiiiiiicee e 5
1. EStruturas SECTELOTAS......cciiiiiiiiiiiiiiiiee et ee e 5
2. COLBLETES ettt ettt e e ettt e e et e e e 5
2.1. Estrutura e classificagao dos COIELETeS ..........uuvririiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiiieeeeeeeeeeeeeeaeaes 6
2.2. Secrecdes dos coléteres e sua possivel funcao.........ccuvvveeeeeiveeieiiiiiieeeeeeeeeas 9
2.3. Mecanismos de produgdo e de secre¢ao de material...........cccoeeveeeeeiiniinennnnnnn. 9
2.4. Utilidade taxondmica dos COIELETeS ..........ccomiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeceeeee e 10
2.5. EStudos anatomiCoS ......ccououuieiiiiiiiiie ittt 11
3. Breve descricao das espécies estudadas .........cceeveeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeiiieeeeee e 11
4. Lacunas no conhecimento dos COIEteres...........coovuuiiiiiniiiiiiiiniiiiieiiiieeeeee, 12
ODJETIVO ZETAL .....eiiiiiiiiiee e ettt e e e e e e ettt eeeeeeeeessasaaaeeeeeeeeeassnsnsanaaeaeeeessnnnnes 13
RETEIENCIAS .ttt e et e e ettt e e e e 14

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Evolugdo dos formatos de coléteres em espécies de Rubiaceae

Figura 2. Outros formatos de coléteres, descritos por Robbrecht (1987 apud Thomas 1991)

Vii



CAPITULO 1 - Morfologia externa, micromorfologia, anatomia e identidade das glandulas
de ramos vegetativos de Himatanthus obovatus, Tabernaemontana solanifolia

(Apocynaceae), Palicourea rigida e Tocoyena formosa (Rubiaceae)

RESUIMO ...ttt e et e e e et ee e e 19
ADSETACE ...ttt e et e e ettt e e e et e e e e 20
INETOAUGAO . ...eeieieeeeieeee e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e ettt aaaaaaaeeaaas 21
ODBJETIVOS eeiieeeeiiiiiiiitteee e e e eeet ettt e e e e e e e sttt e eeeeeeeaassnessateeaeeeeaassssssaeeaaeeseesnnnssssaneeaeeeeennnnssns 21
MateriaisS € MELOAOS ......eeeiiiiiiii ittt et e e et e e et e e e e e e e 22
Obtencao do material ... 22
MOTTOLOZIA EXEEINA ...evviiieeeieiiiiiiiieee et e e e e e e e e e e e e et eeeeeeeeeennnesaeeees 22
MICTOMOTTOIOZIA .. uvveeiieieeeeeiiie et e e e e e e e e e e ttrb e e e e e e e s s nsnssaeeeas 22
Caracterizagao anatOmICaA.............ceeeeiiiiiiiiiiii i 23
Identificag@o de MUCTIAZENS .....eevreeieeeiiiiiiiee et e e e e e e e e e e e eaaraeeeeeeeeas 24
RESUILAAOS .t e et e e et e e e 24
MOTTOIOZIA EXLEINA ..vevviiieeieeiiiiiiieee e e e e e et e e e e e e et e e e e e e e e e e ntabaaeaaeeeeesannnnsnneeees 23
Micromorfologia e espectroscopia por energia dispersiva (MEV e EDS) .................... 27
Caracterizagao anatOmICA.............coeeiiiiiiiiiiiii i 32
Identificag@o de MUCTIAZENS .....eeeeieeieeiiiiiiiee e e e e e e e e e aaraaeeeeeeeeas 36
DISCUSSAD . .ttteiieeeeeiiiiitie e et e e e e e ettt e e e e e e e e s tareeeeeeeeeaassnssaaaeeaaeeeaasssssssassaeaeeeeasssssssnaaaaeeaanns 38
COMCIUSOES .. eeieiiiteieeeeeeeee ettt e e e e e e e et aareeeeeeeeaassaassaaeeaaaeeeaassssasaeaaaeeseeesssssssnaaaeeeessnnssns 46
Referéncias bibliografiCas .........c..uuviiiiiieiiiiceee e e e 47

LISTA DE FIGURAS DO CAPITULO 1
Figuras 1-13. Plantas estudadas ¢ morfologia externa das glandulas: Himatanthus obovatus
(Mill. Arg.) Woodson e Tabernaemontana solanifolia A. DC., Apocynaceae.
Figuras 14-25. Plantas estudadas e morfologia externa das glandulas: Palicourea rigida
Kunth e Tocoyena formosa (Cham. & Schltdl.) K. Schum, Rubiaceae.
Figuras 26-31. Micromorfologia das glandulas de Himatanthus obovatus (Miill. Arg.)
Woodson e Tabernaemontana solanifolia A. DC, Apocynaceae.
Figuras 32-37. Micromorfologia das glandulas de Palicourea rigida Kunth e Tocoyena
formosa (Cham. & Schltdl.) K. Schum, Rubiaceae.
Figura 38. Espectroscopia por energia dispersiva (EDS) dos cristais encontrados nas
glandulas de Palicourea rigida Kunth.

Figuras 39-44. Caracterizagdo anatdmica das glandulas analisadas - 1.

viii



Figuras 45-53. Caracterizagdo anatdmica das glandulas analisadas - I1.

Figuras 54-64. Resultados dos testes histoquimicos das glandulas adultas das quatro espécies
analisadas.

LISTA DE TABELAS DO CAPITULO 1

Tabela 1. Quantidade e dimensao das glandulas adultas em Himatanthus obovatus (Miill.
Arg.) Woodson, Tabernaemontana solanifolia A. DC. (Apocynaceae), Palicourea rigida
Kunth e Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum. (Rubiaceae).

Tabela 2. Resultados dos testes histoquimicos realizados nas secreg¢oes das glandulas adultas
de Himatanthus obovatus (Miill. Arg.) Woodson, Tabernaemontana solanifolia A. DC.
(Apocynaceae), Palicourea rigida Kunth e Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum.

(Rubiaceae) para detectar mucilagens.



CAPITULO 2 - Caracterizacio das secrecdes dos coléteres de Himatanthus obovatus,
Tabernaemontana solanifolia (Apocynaceae), Palicourea rigida e Tocoyena formosa
(Rubiaceae), quantificacdo dos compostos secretados por trés espécies e evidéncias de seu

papel ecologico.

RESUIMNIO .ttt 55
F N 0115 ¢ 1o SR PPPPRPR 56
INEEOAUGAO . .. ettt nnnnnnnnn 57
ODBJETIVOS eeeieeeeeiiiiiieteee e e e e ettt e e e e e e e s ttateeeeeeeeaaasassaateeaaeseaassssssaeeaaeeseessnnssssnneeaeeeesnnnnssns 58
MateriaiS € MELOAOS ....uvviiiieeeieiiiiieieee e e ettt e e e e e et eeeeeeeeeesnntabeeeeeeeeeessnnssraeeaaeeeeans 58
ODbSEIrvagOESs ECOIOZICAS. ...uvvririeeieeiiiiiiiiiee e e e e eeeeiite e e e e e eeestrareeeeeeeeessnsasareeeeeeeeannnnnnns 58
Caracterizagao histoquimica das SECTECOES ........uvvvvrrireeeeeerriiiiiiieeeeeeeeeeiirrreeeeeeeeeennnens 59
Composicao quimica € quantificacao das SECTECOCS .. ...eerrrrrurrririrreeeeerriiirrrreeeeeeeeeeaeens 60
Extracao e quantificaga@o das SECIECOECS. .. .uiiiiiierriiiiiiiieeeeeeeiriiitrreeeeeeeessierrrreeeeeeeaesnnnens 60
Quantificag¢ao de proteinas pelo método de "Bradford Assay” .......ccccoeeeeiviiiiieeeeeniennns 61
Quantificacao de aguicares SOIIVEIS tOTAIS ......uueueeieiieciceeececcee e 61
Analise qualitativa de monossacarideos por cromatografia ...........cccceeeeveciiviiiieeeeeennenns 62

Bioensaios com as secre¢des de Palicourea rigida Kunth e Tocoyena formosa (Cham. &

Schltdl) K. SChUM .....coiiiiiee e e et e e e e e e e e e eenaaaeeas 64
RESUILAAOS .ttt e e ettt e e et ee e e eaeees 65
ODbSEIrvagOes CCOIOZICAS. ...uuvririeeiieiiiiiiiiieeeeeeeeeeiiee e e e e e e e esearraeeeeeeeeeessanassaeeaeeeeeasnnnnes 65
TeStes NISLOQUIMMICOS .....uvviiiiiiieeeeecciiiii e e e e e e e ettt e e e e e e et eeeeeeeeesnaabbareeeeeeeasnnnnes 70
Composicao quimica € quantificacao das SECTECOECS......ceeerrrurrriiirreeeeeeiiiiirrirereeeeeeeeaenns 74
EXtracao das SECreCOCS ....oooiiiiiiiiiiiiii i 74
Quantificacdo de proteinas pelo método de "Bradford Assay" .........cccovviiiiieiiniiiiieennnnee. 74
Quantificacao de agiicares SOIIVEIS tOLAIS .....cceeuvvriiiiiieeeeeeeeiiiiiee e e e e e e e e e 75
Analise qualitativa de monossacarideos por cromatografia............cceeceeevvieeineeineeennne. 76
BIOCTISAIOS ... ettt ettt 78
DIISCUSSAO ..ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt e b e e ettt e sab et e e ab b e e sabt e e sabb e e ettt e e bbeeebaeeeeaaeeea 80
COMCIUSOCS ...ttt ettt ettt ettt ettt e sttt e bt e e bt e e sab e e e sabe e e s bt e e ebbeesaaeeeenaeeenas 85
Referéncias biblIOGIATICAS .......ccoviiiiiiiiiiiie et 86



LISTA DE FIGURAS DO CAPITULO 2
Figura 1. Esquema ilustrativo dos bioensaios com extratos de coléteres testados contra
fungos.
Figuras 2-6. Formiga sp. 1 visitando a regido peciolar de Himatanthus obovatus (Miill. Arg.)
Woodson.
Figuras 7-11. Formiga sp. 4 raspando secregdes dos coléteres em Himatanthus obovatus
(Miill. Arg.) Woodson.
Figuras 12-14. Formigas nas secre¢cdes dos coléteres na regido da gema de Himatanthus
obovatus (Miill. Arg.) Woodson.
Figuras 15-17. Formiga sp. 2 anda pela lamina da folha de Himatanthus obovatus (Miill.
Arg.) Woodson.
Figuras 18-26. Formigas lutam em ramo de Himatanthus obovatus (Miill. Arg.) Woodson.
Figuras 27-30. Formigas nao recuam diante do objeto introduzido na secregdo de
Himatanthus obovatus (Miill. Arg.) Woodson.
Figuras 31-36. Formigas da sp. 5 cortam folhas ¢ raspam secre¢des em Himatanthus
obovatus (Miill. Arg.) Woodson.
Figura 37-43. Testes histoquimicos com Sudan IV, realizados nas glandulas.
Figuras 44-47. Secgdes transversais e longitudinais das glandulas estudadas, sem coloragdo
(controle).
Figuras 48-59. Testes histoquimicos realizados em coléteres de Himatanthus obovatus (Miill.
Arg.) Woodson (Apocynaceae), Palicourea rigida Kunth e Tocoyena formosa (Cham. &
Schltdl.) K. Schum. (Rubiaceae).
Figura 60. Quantidade média de proteinas totais obtidas pelo método “Bradford Assay” nas
secregdoes glandulares extraidas de Himatanthus obovatus (Miill. Arg.). Woodson
(Apocynaceae), Palicourea rigida Kunth ¢ Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum.
(Rubiaceae).
Figura 61. Quantidade média de proteinas totais obtidas pelo método fenol-sulfrico nas
secrecdes glandulares extraidas de Himatanthus obovatus (Miill. Arg.) Woodson, Palicourea
rigida Kunth e Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum.
Figura 62. Analise cromatografica de troca ionica de alto desempenho em amostra de

Himatanthus obovatus (Miill. Arg.) Woodson.

Xi



Figura 63. Bioensaios com as secre¢des de Palicourea rigida Kunth ¢ Tocoyena formosa
(Cham. & Schltdl.) K. Schum - I.

LISTA DE TABELAS DO CAPITULO 2
Tabela 1. Testes histoquimicos realizados em coléteres adultos de Himatanthus obovatus
(Miill. Arg.) Woodson, Tabernaemontana solanifolia A. DC. (Apocynaceae), Palicourea
rigida Kunth e Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum. (Rubiaceae) ¢ respectivos
grupos de compostos que identificam.
Tabela 2. Fungos utilizados nos bioensaios e suas caracteristicas.
Tabela 3. Caracteristicas das espécies de insetos visitantes dos ramos de Himatanthus
obovatus (Miill. Arg.) Woodson e da espécie introduzida.
Tabela 4. Comportamentos de diferentes tipos de formigas que visitaram 11 individuos de
Himatanthus obovatus (Miill. Arg.) Woodson observados em trés dias diferentes.
Tabela 5. Resultados dos testes histoquimicos realizados nas glandulas adultas de
Himatanthus obovatus (Miill. Arg.). Woodson, Tabernaemontana solanifolia A. DC.
(Apocynaceae), Palicourea rigida Kunth e Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum.
(Rubiaceae).
Tabela 6. Quantidade das secre¢des das glandulas adultas de Himatanthus obovatus (Miill.
Arg.). Woodson (Apocynaceae), Palicourea rigida Kunth ¢ Tocoyena formosa (Cham. &
Schltdl.) K. Schum. (Rubiaceae).
Tabela 7. Quantidade de monossacarideo fucose detectado por cromatografia de troca

anionica de alto desempenho.

ANEXOS

ANIEXOS et — ... ——a————— 90

ANEXO 1 - Anatomia e MEV realizados em Cuphea sp. e Mandevila novocapitalis Markgr.

LISTA DE FIGURAS DO ANEXO 1
Figura 1-3. Coléteres sob teste histoquimico com vermelho de ruténio em Mandevilla
novocapitalis Markgr (Apocynaceae).
Figuras 4-7. Emergéncias sob microscopia eletronica de varredura em Cuphea sp.,

Lythraceae e Mandevilla novocapitalis Markgr, Apocynaceae.

Xii



xiii



Resumo Geral. As glandulas dos vegetais sdo classificadas conforme o tipo de substancias
que secretam. Estas estruturas sdo encontradas na face adaxial dos peciolos de Himatanthus
obovatus (Mull. Arg.) Woodson e Tabernaemontana solanifolia A. DC. (Apocynaceae), bem
como em estipulas de Palicourea rigida Kunth e Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K.
Schum. (Rubiaceae). Estas quatro espécies nativas sdo muito comuns no Cerrado e suas
glandulas ainda nao foram caracterizadas. O objetivo do presente trabalho é caracterizar as
glandulas destas plantas, por meio da morfo-anatomia, inclusive microscopia eletronica de
varredura (MEV), observagdes ecologicas e identificar a natureza quimica e a acao biologica
de suas secrecdes. Amostras das glandulas foram fixadas, desidratadas e metalizadas para
analise sob MEV, onde os cristais foram analisados por espectroscopia de energia dispersiva
(energy dispersive spectroscopy, EDS). A andlise anatomica foi realizada mediante inclusdo
em parafina utilizando cortes seriados. Cortes das glandulas frescas foram obtidos em
micrétomo e submetidos aos testes histoquimicos. As imagens dos cortes foram obtidas sob
fotomicroscopio com sistema de captura. Observagdes de campo, especialmente em H.
obovatus, foram registradas por anotagdes, fotografias e filmes. As secregdes de H. obovatus,
P. rigida e T. formosa foram removidas das glandulas e liofilizadas. A matéria seca foi
quantificada e foram realizados testes bioquimicos. Realizaram-se bioensaios com a secre¢ao
de P. rigida e T. formosa, usando-se os fungos fitopatogénicos Fusarium solani (Mart.) Sacc
¢ duas cepas de Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. As secregdes das
glandulas reagiram positivamente ao vermelho de ruténio, o que evidencia as mucilagens
acidas. A composi¢ao das secre¢des, assim como a morfologia das glandulas possibilitaram
sua identificacdo como coléteres. Eles sdo tipicas emergéncias, constituidos por um nucleo
parenquimatico, revestido por epiderme em paligada, exceto em P. rigida, onde foi constatado
coléter do tipo "simples", ndo relatado na literatura, que possivelmente representa uma
condi¢do derivada em relacdo as emergéncias. Coléteres do tipo padrdo ("standard") foram
constatados, todos sem poros em sua superficie. Em T. formosa, eles possuem pedtnculo. Os
coléteres em P. rigida sdo vascularizados, com um feixe xilematico central e floema. Os
coléteres em P. rigida possuem cristais prismaticos e rafides, constituidos por calcio, niquel,
niobio e aluminio, conforme andlise em EDS. Aparentemente este ¢ um relato inédito da
presenca destes trés Ultimos elementos na constitui¢do quimica de cristais em plantas. Os
testes histoquimicos revelaram pectinas, substancias lipidicas e proteinas nas secrecdes dos
coléteres das quatro espécies. Agucares redutores foram verificados em H. obovatus e T.
solanifolia e alcaldides em P. rigida e compostos fendlicos em T. solanifolia. A metodologia
de obteng¢do das secregcdes foi muito satisfatéria, sendo vantajoso seu uso em estudos

fitoquimicos. As maiores quantidades de secrecdo obtidas foram de 500 mg para P. rigida e T.
1



formosa . As quantidades médias de matéria seca das secregdes, seus agucares solveis totais
e proteinas foram, respectivamente, para cada espécie: H. obovatus — 0,68 mg/peciolo, 69,2
ug/mg e 82,9 ug/mg; P. rigida — 5 mg/gema, 162,2 ng/mg e 76,8 nug/mg; T. formosa — 13,8
mg/gema, 174 pg/mg e 89 pg/mg (quantidades por mg de secre¢do). Os monossacarideos
detectados foram fucose nas trés espécies analisadas e manose, arabinose ¢ xylose em H.
obovatus. Os bioensaios mostraram diferencas discretas, mas significativas entre o controle e
o tratamento com as secre¢des. Formigas foram encontradas nos peciolos de H. obovatus,
onde permaneceram paradas e secrecdo foi constatada em seu aparelho bucal. Defesa do
territorio também foi um comportamento observado. Os resultados indicam que as secrecdes
dos coléteres estudados sdo de natureza quimica complexa, onde mucilagens, lipidios,
proteinas e agucares soluveis estdo presentes. Os coléteres encontrados em H. obovatus, cujas
secrecOes apresentaram as menores quantidades de acticares soluveis e as maiores quantidades
de fucose, estabelecem relagdes interespecificas entre esta planta e varias espécies de
formigas, que podem estar utilizando suas secregdes como fonte alimentar, ou outra

finalidade. O significado ecologico e evolutivo dos resultados ¢ discutido.

Palavras-chave: agucares soluveis, aluminio, cristais, ecologia, formigas, fucose, glandulas,

nidbio, niquel, proteinas, secrecgoes.



General Abstract. The glands of the plants are classified according to the type of
substances which secrete. These structures are found in the adaxial side of petioles from
Himatanthus obovatus (Mull. Arg.) Woodson and Tabernaemontana solanifolia A. DC.
(Apocynaceae), as well as in stipules of Palicourea rigida Kunth and Tocoyena formosa
(Cham. & Schitdl.) K. Schum. (Rubiaceae). These four native species are very common in the
Cerrado and their glands have not yet been characterized. The objective of this study is to
characterize the glands of these plants, by means of the morphology and anatomy, including
scanning electron microscopy (SEM), ecological observations and identify the chemical
nature and the biological action of their secretions. Samples of the glands were fixed,
dehydrated and metallized for analysis under SEM, where the crystals were analyzed by
energy dispersive spectroscopy (energy dispersive spectroscopy, EDS). The anatomical
analysis was performed on paraffin inclusion using serial sections. Sections of fresh glands
were obtained in a and subjected to histochemical tests. The images of the cuts were obtained
under fotomicroscopio with capture system. Observations from field, especially in H.
obovatus were recorded by annotations, photos and movies. The secretions of H. obovatus, P.
rigida and T. formosa were removed from glands and lyophilized. The dry matter was
quantified and were carried out biochemical tests. Bioassays were performed with the
secretion of P. rigida and T. formosa, using the phytopathogenic effects on succeeding fungi
Fusarium solani (Mart.) Sacc. and two strains of Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc. The secretions from glands reacted positively to the red of ruthenium, which
highlights the mucilage acidic. The composition of secretions, as well as the morphology of
glands allowed its identification as colleters. They are typical emergencies, consisting of a
core parenchymatous, coated by epidermis in palisade, except in P. rigida, where it was found
coleter of type "simple", not reported in the literature, which possibly represents a derived
condition in relation to emergencies. Colleters standard type (“standard") were found, all
without pores on its surface. In T. formosa, they have flower stalk. Colleters in P. rigida are
vascularized, with a central vascular and phloem. Colleters in P. rigida have prismatic
crystals and rafides, consisting of calcium, nickel, niobium and aluminum, as analysis in EDS.
Apparently this is a unpublished report of the presence of these last three elements in the
constitution chemistry of crystals in plants. The histochemical tests revealed pectins, lipid and
protein in the secretions of colleters of the four species. Reducing sugars were recorded in H.
obovatus and T. solanifolia, alkaloids in P. rigida and phenolic compounds in T. solanifolia.
The methodology for obtaining secretions was very satisfactory, being advantageous its use in
studies phytochemicals. The largest quantities of secretion were obtained from 500 mg to P.

rigida and T. formosa. The average amounts of dry matter of secretions, its soluble sugars and
3



total proteins were, respectively, for each species: H. obovatus - 0.68 mg/petiole, 69.2 ng/mg
and 82.9 pg/mg; P. rigida - 5 mg/gema, 162.2 pg/mg and 76.8 pug/mg; T. formosa - 13.8
mg/gema, 174,2 pg/mg, and 89 pg/mg (quantities per mg of secretion). Monosaccharides
detected were fucose in the three species analyzed and mannose, arabinose and xylose in H.
obovatus. The bioassays showed differences discreet but significant between the control and
the treatment with the secretions. Ants were found in petioles of H. obovatus, where they
remained standing and secretion was observed in its mouthparts. Defense of the territory was
also an observed behavior. The results indicate that the secretions of colleters studied are of
chemical nature complex, where mucilage, lipids, proteins and soluble sugars are present.
Colleters found in H. obovatus, whose secretions showed the smallest quantities of soluble
sugars and the largest quantities of fucose, establish interspecific relations between this plant
and several species of ants, which may be using their secretions as a food source, or other

purpose. The ecological and evolutionary significance of the results are discussed.

Key words: aluminum, ants, crystals, ecology, fucose, glands, mutualism, nickel, niobium,

proteins, secretions, soluble sugars.



Revisao bibliografica e introducéao geral

1. Estruturas secretoras

“Os vegetais sintetizam diversas substancias, que sdo separadas do protoplasto e
confinadas em vacuolos, ou outros locais, tais como células mortas, canais ou ductos,
podendo ser liberadas para espacos no interior dos 6rgdos, ou para uma superficie externa”
(Esau 1974). As secregdes vegetais sdo tratadas por Fahn (1979) como sendo substancias
eliminadas pela planta, sem que sejam armazenadas para remobilizacdo metabolica posterior.

“As estruturas secretoras, também chamadas de glandulas, podem se apresentar em
unidades denominadas idioblastos ou compor estruturas mais complexas, como tricomas,
emergéncias, cavidades ou canais” (Castro & Machado 2009). A natureza quimica dos
materiais produzidos abrange uma variedade de compostos tais como 6leos volateis, gomas,
latex, mucilagem, sais, alcaldides e glicosideos (Dickison 2000). E dificil estabelecer uma
diferenciacdo entre as secrecdes, visto que uma mistura de mais de um composto ¢
frequentemente encontrada (Castro & Machado 2009).

Classificar as estruturas secretoras ¢ uma tarefa muitas vezes dificil para botanicos que
se ocupam do assunto. Isso se deve ao fato da morfologia das estruturas ser variavel e as
vezes nao especifica ao tipo de secre¢ao. Desta forma, o material secretado em maior
quantidade pode ser considerado como determinante para a classificacdo das glandulas, em

detrimento das demais caracteristicas (Fahn 1979).

2. Coléteres

Um tipo especial de estrutura secretora, e que aqui ¢ objeto de estudo, € o coléter. Os
coléteres podem ser tricomas ou emergéncias, encontram-se comumente em apices
vegetativos ou florais e secretam substancias pegajosas (Appezzato-da-Gloria & Carmello-
Guerreiro 2009). A secre¢do, em geral, ¢ formada por uma mistura de compostos de natureza
glicidica e lipofilica, com a predominancia de carboidratos mucilaginosos (Rio et al. 2002;
Martins et al. 2010).

Segundo Foster (1949) a palavra coléter foi utilizada primeiramente por Hanstein em
1968 no trabalho intitulado “Ueber die Organe der Harz and Scheleimabsonderung in den
Laubknospen”. Esse termo, posteriormente, empregado por outros autores, designou um
pequeno eixo multicelular secretor de uma substincia viscosa que recobre certas estruturas
foliares das plantas (Foster 1949). Literalmente, deriva da palavra grega “colla” (Thomas

1991), que significa cola em portugués.



Ao longo do tempo, os coléteres receberam diversos nomes, tais como glandulas
resinosas (Curtis & Lersten 1974, 1980; Dell 1977; Durkee 1984; Subramanian et al. 1989),
tricomas glandulares (Horner & Lersten 1968), glandulas estipulares (Lersten 1972), e
nectarios extraflorais (Mohan & Inamdar 1986), devido as semelhangas quanto as
caracteristicas do produto secretado, a distribui¢ao das estruturas em partes das plantas, como
também pela sua morfologia (Thomas 1991). Estas glandulas estdo presentes na superficie
adaxial de partes vegetais tais como, peciolos, 1amina foliar, nervuras, bracteas e verticilos
florais e, quando jovens, suas secregoes podem recobrir parcial ou totalmente os primordios
foliares ou florais (Thomas 1991).

Coléteres estdo presentes em muitas familias, tanto nas monocotiledoneas como nas
eudicotiledoneas, sendo que neste Ultimo grupo Thomas (1991) contabiliza 60 familias
detentoras destas glandulas, porém, com o rearranjo devido as mudangas taxondmicas
ocorridas desde entdo, totalizam hoje 48 familias, segundo aquele trabalho: Apocynaceae,
Araliaceae, Asteraceae, Begoniaceae, Betulaceae, Capparaceae, Caricaceae, Crassulaceae,
Cruciferae, Cunoniaceae, Cuscutaceae, Datiscaceae, Davidsoniaceae, Dilleniaceae,
Elaeocarpaceae, Elatinaceae, Epacridaceae, Ericaceae, Euphorbiaceae, Erythroxylaceae,
Fabaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Gunneraceae, Hippocastanaceae, Linaceae,
Loganiaceae, Lythraceae, Malvaceae, Melastomataceae, Menispermaceae, Nepenthaceae,
Papaveraceae, Passifloraceae, Poligonaceae, Portulacaceae, Ranunculaceae, Rhamnaceae,
Rhizophoraceae, Rosaceae, Rubiaceae, Salicaceae, Sapindaceae, Saxifragaceae,
Simaroubaceae, Solanaceae, Stylidiaceae, e Turneraceae (Thiebaut & Hoffmann 2005;

Angiosperm Phylogeny Website 2011).

2.1. Estrutura e classificacdo dos coléteres

Solereder (1908, apud Thomas 1991) caracterizou estas glandulas como constituidas
por “um eixo multicelular de tamanho variavel, formado por uma cabeca de células centrais
alongadas, embainhadas por células epidérmicas em palicada, cobertas por cuticula". Estudos
que caracterizam os tecidos formadores, assim como investigagdes ontogénicas, tém
permitido identificar as células centrais das glandulas do tipo coléter como células
parenquimaticas e as que as envolvem como células epidérmicas (Paiva & Machado 2006)
Alquini et al. (2009) apresentam o termo emergéncia como sindonimo das estruturas
comumente chamadas coléteres, sendo caracterizada como formada por células de origem
protodérmica e do meristema fundamental. Porém, embora exista a tendéncia de generalizar
os tricomas como formados somente a partir da protoderme hd aqueles tricomas que se

formam sobre uma base de tecido subepidérmico, sendo assim ndo h4 uma diferenga clara
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entre os dois termos (Alquini et al. 2009) e ainda encontramos na literatura o termo tricoma
para se referir aos coléteres. Anteriormente a classificagdo de emergéncia era comum o uso do
termo tricoma (Fahn 1979; Metcalfe & Chalk 1957). Hoje, porém, usam-se os termos
coléteres ou emergéncias ou ambos para designar tais estruturas.

Lersten (1974) definiu os coléteres descritos por Solereder (1908 apud Thomas 1991)
como o tipo que ele denominou de padrdo ("standard"). Este autor descreveu cinco tipos de
coléteres tendo por base suas observagdes para os géneros de Rubiaceae: Pavetta L.,
Neorosea N. Hallé e Tricalysia A. Rich. ex DC. Eles sdo definidos da seguinte forma: a) tipo
padrdo, com eixo formado de células parenquimaéticas cercadas por células epidérmicas em
palicada, justapostas e cobertas por uma cuticula; b) tipo intermediirio, com células
epidérmicas longas, conspicuas, ligeiramente separadas umas das outras e um centro reduzido
de c¢lulas parenquimadticas; c) tipo dendroide, células epidérmicas mais alongadas e separadas
umas das outras e com eixo central parenquimatico bem reduzido; d) tipo escova, o eixo
parenquimatico € praticamente ausente havendo somente as células epidérmicas alongadas; e)
tipo padrao reduzido, estrutura com redugdo geral de tamanho em rela¢do ao tipo padrao e
perda da forma do arranjo de células epidérmicas (Lersten 1974). A evolugdo destes tipos foi
representada por este autor, que sugere serem os tipos: padrao reduzido, escova, dendrdide e
intermediario, modifica¢des ocorridas no tipo padrdo (Figura 1). Robbrecht (1987 apud
Thomas 1991) em estudos com o género Tricalysa (Rubiaceae) relatou dois outros formatos
que foram denominados alado e filiforme (Figura 2).

A classificagdo proposta por Lersten (1974), tendo como fundamento os géneros
citados de Rubiaceae, foi e ainda ¢ usada por estudiosos do assunto para familias botanicas
diversas. Porém, a disparidade de morfologias encontradas impede uma identificagdo exata se
apoiada somente nas formas descritas. Talvez diante desta limitagdo Gonzales (1998)
introduziu os termos: lacrimiforme, séssil e a forma de troclea em seu estudo com os géneros
Turnera L. e Piriqueta Aubl., ambos da familia Turneraceae.

Nos coléteres ocorrem modificagdes estruturais curiosas tais como a presenca de
pedinculo em Azadirachta indica A. Juss. (Inamdar et al. 1986), tricomas tectores anexos,
tecido vascular entre as células centrais em Temnadenia violacea (Vell.) Miers (Martins et al.
2010) e em Prestonia coalita (Vell.) Woodson. (Rio et al. 2002), cristais de calcio na forma
de rafides em Psychotria nuda (Cham. & Schltdl. Wawra (Miguel et al. 2009), drusas, tecido
extra e subepidérmico em Strophanthus gratus (Wall. et Hook.) Baill. et Arn (Thomas et al.
1989), laticiferos nao articulados em Mandevilla illustris (Vell.) Woodson ¢ em Mandevilla
velutina K. Schum. (Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000) e poros na superficie da cuticula
em Psychotria carthagenensis Jacq. (Vitarelli & Santos 2009).



Investigacdes sobre a ontogénese do coléter tem indicado sua formagdo a partir de
células protodérmicas e subprotodérmicas nas estruturas que os apresentam (Appezzato-da-
Gléria & Estelita 2000; Paiva & Machado 2006). As células protodérmicas dividem-se
anticlinalmente e as células subprotodérmicas dividem-se em diversos planos (Subramanian et
al. 1989). Como resultado destas divisdes, ha um alargamento em dire¢do ao apice e o
surgimento das emergéncias, mostrando-se como uma sali€ncia na superficiec dos orgaos

(Thomas 1991).

Figura 1. Evolug¢do dos formatos de coléteres em espécies de Rubiaceac. A. Padrio. B.

Intermediario. C. Dendroéide. D. Escova. E-F. Reduzido. Fonte: Lersten (1974a).

Figura 2. Outros formatos de coléteres, descritos por Robbrecht (1987 apud Thomas 1991).
A. Alado. B. Filiforme. Fonte: Thomas (1991)



2.2. Secrecgdes dos coléteres e sua possivel funcdo

Quanto a composicdo quimica do material secretado por coléteres ja foram
encontrados mucilagens, lipidios, proteinas e terpenos (Mohan & Inamdar 1986; Thomas &
Dave 1990), contudo ha uma tendéncia entre os estudiosos em considerar a mucilagem o
composto mais abundante (Martins et al. 2010).

As mucilagens secretadas pelas plantas s3o constituidas por polimeros de
polissacarideos acidos ou neutros de alto peso molecular (Fahn 1979). Elas sdo viscosas e
apresentam elevado teor de agua (Mauseth 1988). Apresentam cor branca ou amarelada sendo
mais viscosas quando recém-secretadas e mais rigidas com o passar do tempo (Curtis &
Lersten 1974). Nos vegetais, tais compostos sdo vinculados a mecanismos contra a
desidratacao (Mauseth 1988), como substancia lubrificante e facilitadora do crescimento de
raizes, na regulagdo da germinagdo de sementes e como composto eficiente na captura de
insetos por algumas espécies vegetais (Fahn 1979).

Os coléteres desenvolvem-se precocemente, juntamente com os primordios foliares e
comecgam a secretar antes mesmo da expansdo destes. Suas secregdes viscosas encobrem as
gemas e por isso a fungdo chefe das estruturas secretoras estd associada a prote¢ao dos tecidos
meristematicos da desidratacao (Thomas 1991). Outra funcao também atribuida aos coléteres
¢ a de protecdo contra herbivoria e o ataque de patdgenos pela prote¢do quimica fornecida
pelo exsudado (Thomas 1991). Estas funcdes sdo hipdteses levantadas na literatura,
sustentadas pelas caracteristicas das secrecOoes e pelas observagdes de campo, mas sem
evidéncias experimentais que as comprovem.

Contraria as hipdteses acima relatadas ¢ a fungdo comprovada experimentalmente em
Psychotria bacteriophila Valeton. (Horner & Lersten 1968). Nesta espécie a secre¢do € o
meio pelo qual as bactérias simbidticas conseguem penetrar nas folhas da planta via estdmatos
e ¢ o meio do qual retiram seus nutrientes antes de se estabelecer a relacdo interespecifica

entre as bactérias simbioticas nodulares ¢ as folhas da planta.

2.3. Mecanismos de producao e de secrecdo de material
Aplicam-se as células epidérmicas dos coléteres as fungdes de producdo e de
secre¢do, sendo evidéncia destas fungdes a retengdo maior de corantes no citoplasma destas
células quando comparado as células epidérmicas, ap0s as praticas anatdmicas de coloragao.
Os trabalhos que abrangem a ultraestrutura dos coléteres por meio de microscopia de
transmissdo tém encontrado diferengas significativas no citoplasma das células epidérmicas
em diferentes estagios (Horner & Lersten 1968; Mohan & Inamdar 1985; Klein et al. 2004;

Paiva & Machado 2006). Desta forma, com base nestas verificagcdes, pode-se afirmar que os
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periodos pré-secretor e secretor sdo marcados por presenga de muitos ribossomos, reticulo
endoplasmatico liso e rugoso com extensas cisternas, paralelas a membrana plasmatica,
abundantes mitocondrias, complexo de golgi, e plasmalema com muitas invaginacdes,
cercado por corpos eletro-densos (Horner & Lersten 1968; Mohan & Inamdar 1985; Klein et
al. 2004; Paiva & Machado 2006). Parece ser o periodo pré-secretor marcado pela dissolugao
da lamela média permitindo assim a formagdo de espacos intercelulares, o afrouxamento das
fibrilas que compdem a parede celular das células epidérmicas e o levantamento da cuticula; e
o periodo secretor marcado pelo aumento do volume celular e preenchimento dos espagos
pela secrecdao assim como a presenga de numerosos corpos proximos a membrana plasmatica
e entre ela e a parede celular (Mohan & Inamdar 1986). No periodo pos- secretor ha
escurecimento do citoplasma, diminuigdo da quantidade de organelas e formagdo de largos
vacuolos (Paiva & Machado 2006).

A forma de secrecao dos compostos ainda carece de estudos mais delimitados, nao
sendo ainda bem esclarecida com as investigagdes realizadas até o momento. Alguns estudos
direcionam para o fendmeno de acumulagdo sub-cuticular de material e posterior ruptura da
cuticula como forma pela qual o material produzido alcanga o meio externo (Thomas & Dave
1990; Paiva & Machado 2006). H4 um relato de observagdo de poros que supostamente sao
passagens para saida de secre¢do na espécie Psychotria carthagenensis (Vitarelli & Santos
2009). No entanto, sao maioria, os trabalhos em que ndo se observam rompimento evidente de

cuticula ou presenga de poros.

2.4. Utilidade taxondmica dos coléteres
Grande niimero de familias apresenta coléteres, mas a maior parte dos estudos se
concentra em espécies de Apocynaceae e Rubiaceae, ambas pertencentes as Gentianales e,
portanto, muito proximas filogeneticamente. No entanto, a presenca destas glandulas tanto
entre as eudicotiledoneas (Thomas 1991), como entre as monocotiledoneas (Mayer et al.
2011) evidenciam que este carater ¢ polifilético, que ndo deriva apenas de um ancestral em

comum, conforme Thomas (1991) ja apontava.
Caracteres relativos aos coléteres tém-se revelado tuteis para a taxonomia e filogenia
de grupos de plantas, como por exemplo, as Rubiaceae (Barreiro & Machado 2007). A
presenca de estipulas interpeciolares portadoras de coléteres ¢ uma das caracteristicas
vegetativas mais importantes nestas plantas, constituindo um carater que a distingue da
maioria das outras familias de sua ordem (Robbrecht 1988 apud Thomas 1991). Os coléteres
sdo também encontrados nas folhas, calices, bracteas, bractéolas, calice e corola (Barreiro

2000).
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A posigdo, a classificagdo e as caracteristicas das glandulas secretoras de mucilagem
muitas vezes sdo tipicas de certos grupos. Nas Apocynaceae, por exemplo, a posi¢do e o
numero de coléteres no célice servem para a delimitacdo de géneros, e em alguns casos de
espécies, a saber: Mandevilla hirsuta (Rich.) K. Schumann tem coléteres opositissépalos, ao
passo que eles sdo alternissépalos em M. atroviolaceae (Stadelm.) Woodson, M. emarginata
(Vell.) C. Ezcurra, M. illustris e M. widgrenii C. Ezcurra, apresentando-se em grupos de cinco
em posi¢ao oposta ou um a varios quando em posi¢ao alterna (Simdes 2002).

As espécies de Apocynaceae contém coléteres na regido nodal, peciolo, ldmina foliar e
calice (Simdes 2000). Podendo ocorrer também em bracteas, bractéolas, e corola (Spina

2004).

2.5. Estudos anatdémicos

Destacam-se os seguintes estudos sobre coléteres espécies de Apocynaceae:
Aganosma caryophyllata G. Don (Dave et al. 1987), Allamanda cathartica L. (Thomas &
Dave 1989), Alstonia scholaris L. (Thomas & Dave 1989), Mandevilla illustris (Vell.)
Woodson e Mandevilla velutina K. Schum (Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000), Nerium
indicum Mill. (Thomas & Dave 1989), Oxypetalum R. Br. (Schwarz & Furlan 2002),
Prestonia coalita (Vell.) Woodson (Rio et al. 2002), Roupelia grata Wall. (Thomas et al.
1989), Temnadenia violacea (Vell.) Miers (Martins et al. 2010). Outros trabalhos relatam a
ontogénese destas estruturas (Thomas & Dave 1989) e discutem seu modo de secregao
(Thomas & Dave 1990).

Para as Rubiaceae, citam-se os estudos realizados com Alibertia sessilis (Vell.) K.
Schum (Barreiro & Machado 2007), Mitragyna parvifolia (Roxb.) Korth. (Thomas & Dave
1990). Coléteres foram analisados para diferentes espécies de Bathysa (Miguel et al. 2006;
Miguel et al. 2009), de Gardenia (Dave et al. 1988; Mangalan et al. 1990), de Neorosea,
Pavetta e Tricalysia (Lersten 1974) ¢ de Simira (Klein et al. 2004). Ja Psychotria destaca-se
como um género de Rubiaceae que teve um grande niimero de espécies cujos coléteres foram
descritos na literatura (Lersten & Horner 1968; Lersten 1974a; Miller et al. 1983; Miguel et
al. 2009; Vitarelli & Santos 2009).

3. Breve descricao das espécies estudadas
Himatanthus obovatus (Mull. Arg.). Woodson, Palicourea rigida Kunth,
Tabernaemontana solanifolia. A. DC. e Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum.
sdo nativas do bioma Cerrado e presentes na flora do Distrito Federal. Faz-se relevante

destacar as espécies P. rigida e T. formosa consideradas marcadores ecologicos devido a sua
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ampla distribui¢ao por diversas fitofisionomias do bioma; ocorrem do norte ao sul do Brasil
sendo seu limite as manchas de Cerrado no estado do Parané (Delprete & Rizzo 2010).

H. obovatus e T. solanifolia sdo espécies vegetais pertencentes a familia Apocynaceae.
H. obovatus também conhecida por pau-de leite é uma arvore ou arvoreta, com filotaxia
alterna, as folhas simples sdo obovadas a elipticas, glabras ou papilosas, sésseis ou com
peciolo curto (Spina 2004). Suas flores sdo brancas e perfumadas, o fruto ¢ folicular (Koch &
Kinoshita 1999). T. solanifolia é conhecida pelo nome comum leiteira-do-brejo (Soares
2010), de habito arbustivo ou arboreo, filotaxia oposta, suas folhas sdo obovadas-oblongas,
lamina glabra, sésseis ou curto-pecioladas, suas flores possuem corola branca ou creme,
exalam aroma ligeiramente perfumado. Seus frutos sdo mericarpos pares de coloracdo roxo-
esverdeada a marrom (Leeuwenberg 1994).

P. rigida e T. formosa sdo espécies pertencentes a familia Rubiaceae ocorrem na
forma de arvoretas, arbustos ou subarbustos. P. rigida ¢ comumente conhecida como bate-
caixa nome atribuido ao som produzido pelo vento ao tocar em suas folhas, que possuem
consisténcia coriacea. Possui ramos tortuosos de casca grossa e profundamente fissurada. Sua
filotaxia ¢ oposta com folhas sésseis ou com curtos peciolos; a lamina foliar ¢ oval a
lanceolada de cor olivaceo-esverdeada; contém estipulas interpeciolares bilobadas. Suas flores
sdo amarelo-alaranjadas, seus frutos sao drupas ovoides de cor azulada a preta (Delprete &
Rizzo 2010). T. formosa é uma espécie com grande plasticidade pode chegar a arvore com 7m
de altura, reconhecida pelo nome de jenipapo-bravo. Possui xilopodio rastejante, seus ramos
sdo cilindricos, sua filotaxia ¢ oposta com folhas pecioladas e laminas ovais a elipticas,
velutina-tomentosas, possui estipulas interpeciolares deltéides, caducas ou persistentes, suas
flores sdo tubulosas e amarelo-claras devido a cor de suas corolas. O fruto ¢ uma baga globosa

verde-amarelada a alaranjada (Delprete & Rizzo 2010).

4. Lacunas no conhecimento dos coléteres

Descrigoes anatomicas e estudos histoquimicos sobre os coléteres ja avangaram muito
no conhecimento sobre estas estruturas, mas poucos trabalhos se voltaram para a analise da
hipotética fungdo protetora contra herbivoria e patdgenos. Duas excegdes sdo encontradas em
Miguel et al. (2006), que constataram que as secre¢des de coléteres de Bathysa nicholsonii K.
Schum inibem o crescimento de esporos fingicos; e o ensaio realizado por Curtis & Lersten
(1974) em glandulas de Populus deltoides W. Bartram ex Marshall onde os autores
observaram que as larvas do inseto Chrysomela scripta Fabricius (Coleoptera) evitaram as
folhas cobertas por secrecdo resinosa das glandulas (Curtis & Lersten 1974). Fora isto, ndo se

tem estudos claros que analisem o papel ecolégico dos coléteres e de suas secrecdes, a
12



despeito da importancia que podem desempenhar nas relagdes ecoldgicas das plantas com seu
ambiente e os organismos ali presentes.

Nao foram encontrados estudos sobre coléteres em espécies de Himatanthus obovatus
(Mull. Arg.). Woodson, Palicourea rigida Kunth, Tabernaemontana solanifolia. A. DC. e
Tocoyena formosa (Cham. & Schiltdl.) K. Schum. A literatura taxondmica sobre espécies
destes géneros algumas vezes cita coléteres (Delprete & Rizzo 2010; Spina 2004), mas nao ha

estudos mais aprofundados acerca de sua morfologia, anatomia e, histoquimica.

Objetivo geral

O presente trabalho almeja caracterizar e identificar glandulas em ramos vegetativos
de Himatanthus obovatus, Tabernaemontana solanifolia, Palicourea rigida e Tocoyena
formosa (capitulo 1), testar um método de coleta das secre¢des e identificar os compostos nas

mesmas (capitulo 2).
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CAPITULO 1

Morfologia externa, micromorfologia, anatomia e
identidade das glandulas de ramos vegetativos de
Himatanthus obovatus, Tabernaemontana solanifolia
(Apocynaceae), Palicourea rigida e Tocoyena formosa

(Rubiaceae)
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Resumo. Glandulas constituidas por estruturas do tipo emergéncias sdo encontradas na
face adaxial dos peciolos de Himatanthus obovatus (Mull. Arg.) Woodson e
Tabernaemontana solanifolia A. DC. (Apocynaceae), bem como em estipulas de
Palicourea rigida Kunth e Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum. (Rubiaceae).
O objetivo do presente trabalho foi estudar glandulas destas plantas nativas do Cerrado,
por meio de sua andlise morfo-anatdmica, inclusive sob microscopia eletronica de
varredura (MEV), bem como identificar se suas secre¢des contém mucilagens. As
amostras foram fixadas, desidratadas e metalizadas para analise sob MEV, onde os
cristais foram analisados por espectroscopia de energia dispersiva (energy dispersive
spectroscopy, EDS). A andlise anatomica foi realizada mediante inclusdo em parafina,
utilizando cortes seriados. Para analise histoquimica, cortes das glandulas frescas foram
obtidos em microtomo e submetidos aos reagentes: azul de alcian, vermelho de ruténio e
acido tanico com cloreto férrico. Os resultados da anatomia e histoquimica foram
registrados sob fotomicroscopio com sistema de captura de imagens. As secregoes das
glandulas reagiram positivamente ao vermelho de ruténio, o que evidencia mucilagens
acidas. A composicdo das secrecdes, assim como a morfologia das glandulas
possibilitaram sua identificagdo como tipicas emergéncias, constituidas por um nucleo
parenquimatico, revestido por epiderme em paligada, exceto em P. rigida, onde foi
constatado também o tipo "simples", ndo relatado na literatura, que possivelmente
representa uma condicao derivada em relagdo as demais emergéncias. Nas quatro
espécies estudadas, os coléteres apresentam o formato padrdo ("standard") e ndo foram
constatados poros em sua superficie. Os coléteres possuem pedinculo em T. formosa e T.
solanifolia sdo vascularizados em P. rigida, onde o floema faz parte do feixe vascular e
ocorre também isolado, abaixo da epiderme em palicada. Os coléteres em P. rigida
possuem cristais prismaticos e rafides, constituidos por calcio, niquel, nidbio e aluminio,
conforme EDS. Aparentemente este ¢ um relato inédito sobre a presenca destes trés

ultimos elementos na constituicdo quimica de cristais em plantas.

Palavras-chave: aluminio, Cerrado, coléteres, cristais, glandulas, niquel, niobio.
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Abstract. Glands consisting of structures of type emergencies are found in the adaxial

side of petioles from Himatanthus obovatus (Mull. Arg.) Woodson and
Tabernaemontana solanifolia A. DC. (Apocynaceae), as well as in stipules of Palicourea
rigida Kunth and Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum. (Rubiaceae). The
objective of this work was to study glands of these native plants of the Cerrado, by means
of his analysis morpho-anatomical, including under scanning electron microscopy (SEM),
as well as identify if their secretions contain mucilage. The samples were fixed,
dehydrated and metallized for analysis under SEM, where the crystals were analyzed by
energy dispersive spectroscopy (energy dispersive spectroscopy, EDS). The anatomical
analysis was performed by inclusion in paraffin, using serial sections. For histochemical
analyzes, cuts of fresh glands were obtained and submitted to the reagents: alcian blue,
red of ruthenium and tannic acid with ferric chloride. The results of the Anatomy and
histochemistry were recorded under fotomicroscopio with system to capture images. The
secretions from glands reacted positively to the red of ruthenium, which highlights
mucilage acidic. The composition of secretions, as well as the morphology of the glands
allowed its identification as typical emergencies, composed of a nucleus parenchymatous,
coated by epidermis in palisade, except in P. rigida, where it was also found the type
"simple", not reported in the literature, which possibly represents a derived condition in
relation to other emergencies. In the four studied species, colleters exhibit the standard
format ( "standard") and were not observed pores on its surface. Colleters have stalks in
T. formosa and T. solanifolia are vascularized in P. rigida, where the phloem is part of
the vascular bundle and occurs also isolated, below the epidermis in palisade. Colleters in
P. rigida have prismatic crystals and rafides, consisting of calcium, nickel, niobium and
aluminum, as EDS. Apparently this is a unpublished report on the presence of these last
three elements in the constitution chemistry of crystals in plants.

Keywords: aluminum, Cerrado, colleters, crystals, glands, nickel, niobium.
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Introducao

As estruturas secretoras designadas coléteres sdo encontradas em faces adaxiais de
partes vegetativas e reprodutivas de um grande numero de plantas pertencentes a
diferentes familias botanicas, tanto em monocotiledoneas (Mayer et al. 2011), como em
eudicotiledoneas (Thomas 1991). Tais estruturas sdo secretoras de materiais de natureza
complexa; apresentam-se como uma mistura de mais de uma substancia, no entanto €
comum o relato de materiais de natureza lipidica e glicidica, sendo os polissacarideos
mucilaginosos os que as tipificam (Thomas & Dave 1980; Inamdar et al. 1986; Mohan &
Inamdar 1986; Rio et al. 2002).

Atribuem-se aos coléteres as fungdes de defesa contra herbivoria e
microorganismos patogénicos bem como de evitar a dessecagdo de partes meristematicas
que, em geral, ficam cobertas por secrecdo de consisténcia viscosa liberada por estas
glandulas (Thomas 1991). Os papéis adjudicados estdo baseados principalmente nas
propriedades quimicas dos compostos mucilaginosos, relacionados a sua capacidade de
retencdo de agua (Mauseth 1988; Gregory & Bass 1989), baseando-se também na baixa
frequéncia de organismos visitante, de sinais de herbivoria e de doengas nas regides em
que os coléteres estdo presentes, quando observagdes de campo sdo realizadas.

Apesar do grande numero e diversidade de plantas que apresentam estas
glandulas, os estudos convergem para duas familias da ordem Gentianales: Apocynaceae
e Rubiaceae. Autores que se ocupam do tema tém concentrado seus esforcos
principalmente na caracterizagdo anatomica e histoquimica, utilizando suas investigacdes
como ferramenta taxondmica (Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000; Simdes 2002; Spina
2004; Rio et al. 2002).

Os estudos sobre coléteres tém sido realizados tanto por sua importancia
taxonomica, quanto pela curiosidade que este tema desperta na comunidade cientifica,

ainda carente de um conhecimento integral acerca de sua fung@o nos vegetais.

Objetivos

Analisar a morfologia externa, a micromorfologia e a anatomia das glandulas

presentes em regides vegetativas de Himatanthus obovatus (Mull. Arg.) Woodson,
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Palicourea rigida Kunth, Tabernaemontana solanifolia A. DC. e Tocoyena formosa
(Cham. & Schltdl.) K. Schum., e testar sua secre¢dao, a fim de verificar se apresentam

mucilagens.

Materiais e métodos

Obtencao do material

Quatro espécies foram analisadas: Himatanthus obovatus, Palicourea rigida,
Tabernaemontana solanifolia e Tocoyena formosa. Amostras de quatro individuos de
cada espécie foram coletadas no Centro Olimpico no més de novembro/2010 e 2011 até
janeiro/2011 e 2012, campus da Universidade de Brasilia (UnB), Brasilia, Distrito
Federal, Brasil. Exsicatas testemunhas foram confeccionadas e tombadas no Herbario da
UnB (UB) com os seguintes nimeros de coleta R. G. Leite n° de coleta 6, Palicourea
rigida coletor R. G. Leite n° de coleta 8, Tabernemontana solanifolia coletor R. G. Leite
n° de coleta 10 e 11 ¢ Tocoyena formosa R. G. Leite n® de coleta 12 e 13. As espécies
foram identificadas por comparacdo com exemplares do acervo UB e consulta a
especialista Dra. Sueli Maria Gomes.

Os ramos vegetativos que consistiram de caules com folhas e gemas foram
coletados com auxilio de tesoura de poda e levados ao laboratério para exame sob
microscopio estereoscopico (marca Leica M.EZ4D) e as regidoes dos ramos contendo

glandulas foram isoladas.

Morfologia externa

O registro das glandulas foi feito no Laboratorio de Taxonomia Vegetal da UnB,
sob microscopio estereoscopico (marca Leica M.EZ4D), acoplado ao microcomputador,
com sistema de captura de imagens LA EZ 2.0. As seguintes caracteristicas das estruturas
secretoras foram analisadas: localiza¢do, quantidade, altura, largura, formato, cor das
estruturas secretoras e aspecto da secrecdo liberada. Foram feitas medidas em 30
amostras aleatérios em nds desenvolvidos, obtidos de quatro individuos de cada espécie,
seguidas do calculo da média e do desvio padrdo para cada parametro quantitativo, sendo
a comparacdo das médias feita pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

utilizando programa estatistico Sisvar 5.3.
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Micromorfologia

No laboratério, no Laboratério de Microscopia Eletronica da UnB (Departamento
de Biologia Celular) foi efetuado o estudo micromorfoldgico. Para tanto, regides dos
ramos contendo as glandulas foram isoladas sob microscéopio estereoscopico, fixadas em
glutaraldeido 2,5% por 24h, desidratadas em concentracdes crescentes de acetona aquosa
a 50-60-70-80-90-100%, secas ao ponto critico de diéxido de carbono em evaporadora
(marca Balzers CPD 030). As amostras foram montadas sobre suportes de cobre (“stubs”)
e metalizadas com ouro com 20nm de espessura na "sputter" (marca Balzers SCD 050)
(Dedavid & Machado 2007). As observagdes de microscopia eletronica de varredura
(MEV) (marca Jeol JSM- 7001F) com programa de captura de imagens PC SEM. A
analise de material sob espectroscopia por energia dispersiva (energy dispersive
spectroscopy, EDS) foi realizada no programa “Noran System Six” (NSS), sob aceleracao

de voltagem de 15kV e magnificacao de 1700X.

Caracterizacéo anatdémica

No laboratorio de Anatomia Vegetal do Departamento de Botanica da UnB, as
regides contendo glandulas foram isoladas sob microscopio estereoscopico, sendo fixadas
durante 24-48h em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato pH 7,2, sendo desidratadas por
uma hora em cada solugdo etandlica a 20-30-40-50-60-70-80-90-100%, sob vacuo
(bomba de vacuo marca Tecnal TE058). As amostras foram lavadas em tampao fosfato,
pré-infiltradas por 2h em cada solu¢ao de alcool: xilol 3:1, 2:2 e 1:3, xilol puro. A
infiltragao foi feita por 24h em estufa (marca Nova Técnica NT516), a 60°C, em solugdes
de xilol: parafina 1:3 e em parafina pura por 48h (adaptado de Johansen 1940). Os blocos
de parafina contendo os espécimes foram montados sobre blocos de madeira e
seccionados em micrdtomo rotativo (marca Leica RM 2145). Os cortes seriados foram
obtidos com espessura de 10um e distendidos em solugdo de Haupt, sobre laminas de
vidro. Apds estarem secos, foram desparafinizados por 20min em xilol puro duas vezes,
solucdo de xilol: etanol 1:1 e em etanol 100%. Os cortes foram corados com safranina
etanolica 1% e verde firme por 30s, sendo lavados por trés vezes em etanol 100% (Kraus
& Arduin 1997). As laminas foram montadas com verniz vitral incolor (marca Acrilex)
(Paiva et al. 2006). Os resultados foram registrados por meio de fotomicroscopio (marca
Zeiss Axioscop) acoplado a microcomputador usando como sistema de captura o

programa LA EZ 2.0. Conforme a necessidade foi feita a infiltragdo em historesina
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(Marca Leica) e coradas com azul de toluidina aquoso a 0,05% por 10s (Kraus & Arduim

1997).

Caracterizacao histoquimica das glandulas

Esta abordagem foi realizada no laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Botanica da UnB. Amostras frescas recém coletadas foram utilizadas
sendo as regides contendo as glandulas, seccionadas com auxilio de microtomo de mesa
marca Ranvier. Os cortes frescos foram submetidos aos seguintes reagentes para detecgao
de compostos de natureza glicidica (Ascengao 2003): 1- vermelho de ruténio aquoso, por
10min e posterior lavagem em agua, para deteccdo de pectinas; 2- azul de alcian aquoso,
por 30min e lavagem em agua por 3 min, para deteccado de mucopolissacarideos; 3- acido
tanico aquoso a 5%, por 10 min, seguidos de lavagem em agua, e posterior aplicacao de
cloreto de ferro IIl aquoso a 3%, por 1min e lavagem rapida em agua, para detecgcdo de
mucilagens. Foram confeccionadas quatro laminas de cada individuo de quatro

individuos analisados.

Resultados

Morfologia externa

Dados sobre a quantidade e tamanho das glandulas encontradas nas quatro

espécies sao mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Quantidade e dimensdo das glandulas adultas em Himatanthus obovatus (Miill.
Arg.) Woodson, Tabernaemontana solanifolia A. DC. (Apocynaceae), Palicourea rigida
Kunth e Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum. (Rubiaceae).

. N°/peciolo ou Dimenstes
Espécie )
estipula* Altura (um) * Largura (um) *
H. obovatus 132 480+132 b 261452 b
T. solanifolia 30 675+156 b 197432 bc
P. rigida 76 1610+ 513 a 285+49 a
T. formosa 130 388+50 ¢ 151 +21 ¢

*Média de 30 amostras aleatdrias, oriundas de trés individuos de cada espécie.
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Me¢édias seguidas por letras iguais sdo semelhantes pelo teste de Tukey ao nivel 5% de
probabilidade.

A descrigao morfologica das laminas foliares e glandulas ¢ apresentada a seguir,

para as duas espécies de Apocynaceae, seguidas pelas espécies de Rubiaceae.

Himatanthus obovatus (Miill. Arg.) Woodson (Fig. 1-7, Tabela 1).

As folhas sdo simples, alternas, com peciolo reduzido, em cuja base e axilas
situam-se numerosas glandulas (Fig. 2-3). As glandulas sdo translucidas quando jovens
(Fig. 4) e marrons quando velhas (Fig. 5), algumas vezes com a ponta escurecida, tanto
em nos jovens quanto velhos. Em nos cujas folhas cairam naturalmente, as glandulas
remanescentes em geral sdo brancas ou marrons. Quando a folha ¢ destacada do caule
propositalmente, algumas glandulas permanecem, indicando serem também de posigdo
nodal (Fig.7). A secrecdo ainda umida € observada sobre as gemas, sendo encontrada
também no apice da lamina foliar (Fig. 6) e internds, mas neste caso ela se apresenta seca
e se destaca quando pressionada, como uma casca fina. A secre¢do ¢ abundante e
pegajosa, de coloracao entre o amarelo e o marrom (Fig. 6). Formigas foram observadas
visitando as glandulas em nos jovens e velhos (Fig. 7).

Tabernaemontana solanifolia A. DC. (Fig. 8-13, Tabela 1).

As folhas sdo simples, pecioladas e opostas cruzadas (Fig.8). As glandulas
ocorrem na face adaxial do peciolo, ja estando presentes quando as folhas iniciam seu
desenvolvimento. As glandulas sdo alongadas, com o apice levemente mais fino que a
base (Fig. 9-10). Sao verde-claras até levemente amareladas quando jovens, tornando-se
esbranquicadas com o tempo. Suas pontas podem-se apresentar escurecidas em nds mais
jovens, porém héa mais glandulas com pontas escuras em nos mais velhos (Fig. 10, 12). Se
folha ¢ arrancada, ou cai naturalmente, algumas glandulas ficam presas ao caule, acima
da cicatriz, o que indica sua posicdo nodal (Fig. 13). A secrecdo esta presente nos
primordios foliares (Fig. 11) e até no apice da ladmina foliar, possui cor translicida, €

pegajosa e escassa (Fig. 9).
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Figuras 1-13. Plantas estudadas e morfologia externa das glandulas: Himatanthus
obovatus (Miill. Arg.) Woodson (1-7) e Tabernaemontana solanifolia A. DC. (8-13),

Apocynaceae. 1, 8. Habito das plantas. 2-3. Peciolos com glandulas. 4-5. Detalhe das
glandulas. 6. Apice dos ramos com secrecdo. 7. Formigas visitando regides com
glandulas. 9-10, 12. Detalhes das glandulas. 11. Primordios foliares em gema axilar. 13.
Cicatriz foliar e glandulas remanescentes. Setas: indicam secre¢do. Abreviagdes: Ci:
cicatriz, ES: estruturas secretoras, Pe: peciolo, PF: primérdio foliar, RM: regido
meristematica, * apice das estruturas. Escalas: 1= 1 m; 2-3= 2 mm; 4-5= 260 pm; 6= 4

mm; 7= 1 cm; 8= 3 cm; 9-10, 12= 150 pm; 11; 13= 3 mm.
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Palicourea rigida Kunth (Fig. 14-19, Tabela 1).

As folhas de sdo simples, opostas, com peciolo curto, apresentando estipulas
interpeciolares bilobadas (Fig. 16). Numerosas glandulas concentram-se na parte mais
basal das estipulas (Fig. 16), cujas axilas abrigam gemas. (Fig. 19). Sao as maiores
glandulas entre as espécies analisadas (Tabela 1). Elas sdo translucidas (Fig.17), ou
verde-claras em nos jovens e posteriormente tornam-se escurecidas. As glandulas
persistem por muito tempo nas estipulas, mesmo em épocas secas, e suas pontas
escurecem com o passar do tempo. A secrecdo € inicialmente viscosa, marrom e
translicida (Fig. 18), tornando-se rigida e escurecida ou até preta com o passar do tempo

(Fig. 19).

Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum (Fig. 20-25, Tabela 1).

O apice de ramos vegetativos de T. formosa (Fig. 21) possui brotos com regides
meristematicas recobertas por varias estipulas, das quais transborda abundante secrec¢ao
(Fig. 22). Estas estipulas apresentam tricomas tectores abaxialmente, sendo adaxialmente
glabras e com glandulas em quase toda a sua extensao, mas concentradas na regido basal
(Fig. 23-25). As glandulas sao alongadas e estreitas, verde-claras ou translucidas nas
estipulas mais internas (Fig. 23) e castanhas, com o apice mais escuro € pouca ou
nenhuma secre¢ao nas estipulas mais externas (Fig. 24-25). A secrecdo ¢ esbranquicada

ou amarelada.
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Figuras 14-25. Plantas estdadas e morfologia externa das glandulas:
Palicourea rigida Kunth (14-19) e Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K.
Schum (20-25), Rubiaceae. 14, 20. Habito das plantas. 15. Gema. 16, 18-19.
Estipulas bilobadas com glandulas e secrecdo. 17. Glandulas isoladas. 21-22.
Gema apical (22, detalhe). 23-25. Estipulas, interna (23) e externas (24-25).
Setas: indicam secre¢do. Abreviagdes: ES: estruturas secretoras, Est: estipula
Ge: gema, PF: primordio foliar, RM: regido meristematica; Escalas: 14= 75
cm, 15=1 cm, 16= 2 mm, 17= 250 pm, 18, 24= 500 pm, 19= 5 mm, 20= 50
cm, 21= 8 mm, 22=4 mm, 23, 25= 520 pm.

Micromorfologia e espectroscopia por energia dispersiva (MEV e EDS)
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As glandulas analisadas em MEV (mostradas nas figuras 26-37) apresentam-se
alongadas nas quatro espécies, exceto algumas muito curtas em Himatanthus obovatus
(Fig. 26, 29, 32, 36).

O éapice das glandulas ¢ obtuso (Fig. 29,36), raro agudo. Em todas as glandulas
foram constatados dois tecidos, sendo um externo, identificado como epiderme em
palicada (Fig. 28, 31 e 33), com cuticula frouxa que facilmente se destaca (Fig. 28),
continua, de superficie lisa, sem ornamentagdes. Nao foram observados poros, mas o
apice algumas vezes tem a cuticula enrugada em Tabernaemontana solanifolia (Fig. 30).
O outro tecido glandular constitui seu interior, formado por células isodiamétricas,
identificado como parénquima (Fig. 31e 37).

Em Palicourea rigida, foram constatados elementos de vaso (Fig. 34), bem como

idioblastos contendo rafides e cristais prismaticos (Fig. 35, 38 A-B).
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Figuras 26-31. Micromorfologia das glandulas de Himatanthus obovatus (Miill. Arg.) Woodson (26-28) e
Tabernaemontana solanifolia A. DC. (29-31), Apocynaceae. Seta: indica secre¢do Abreviagdes. Ct:
cuticula, EP: epiderme em palicada, ES: estruturas secretoras, *: parénquima, **: apice. Escalas: 26-29=

100 pm, 30= 10 pm, 31= 100 pm.
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(Cham. & Schltdl.) K. Schum (36-37), Rubiaceae. Abreviagdes: Cr: cristais. EP: epiderme em paligada,

ES: estruturas secretoras, EV: elemento de vaso, Ped: pedinculo, * parénquima. Escalas: 32-33=100

pm, 34=20 um, 35= 10 pm, 36= 100 pm=37= 10 pm.

A espectroscopia por energia dispersiva (EDS) revelou que os cristais presentes
nas glandulas de Palicourea rigida sao ricos em carbono, oxigénio e calcio (Fig. 38 C-E),
podendo conter também niquel e aluminio (Fig. 38 C, D e E). Adicionalmente, as rafides

tém grandes quantidades de nidbio em sua constituicdo (Fig. 38 C).
31



-_'-:C"’"Q '.“ —

Full scale counts: 566 Base(6)_pt1
700
600 — Ca
500 €
400
300 - Nb
200 || © A
100 s
o i1 Is o i . .
T T T T T
0 2 4 6 8 10
klm - 37 -Rb keV
@'uu svare Luune. we vase_pw
200
€ Au
150 - Ca
100 [l o
Ni Al
50 Ni
0 Righ it % Al e P . . - R '
0 2 4 6 8 10
kim -37 -Rb keV
Full scale counts: 637 Base(7)_pt1
@ 7004 ¢ Ca
600
500 Au
400 — Ni
3004 || o
200 Ni
100 — - __‘,I\W._...m
L , — —T - T —T : T
[ 2 4 6 8 10
klm - 37 -Rb keV

Figura 38. Espectroscopia por energia dispersiva (EDS) dos cristais
encontrados nas glandulas de Palicourea rigida Kunth. A-B. Morfologia das
rafides (A) e cristais prismaticos (B). C-E. Graficos obtidos ap6s analise em
programa ‘“Noran System Six” (NSS), sob aceleragdo de voltagem de 15kV
e magnificacdo de 1700X, nos pontos assinalados em A e B os nimeros 1
(gréafico C), 2 (grafico D), 3 (gréafico E). Notar altos picos de calcio nos

dois tipos de cristais e nidbio nas rafides.

Caracterizacédo anatdomica

A anatomia das glandulas esta ilustrada nas Figuras 39-53. Em Palicourea rigida,

elas sdo entremeadas por tricomas (Fig. 46).
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As glandulas s3o constituidas por emergéncias, exceto em um caso, em que se
constatou apenas uma glandula formada exclusivamente por epiderme em palicada,
situada diretamente sobre a estipula de Palicourea rigida (Fig. 53). As emergéncias sao
formadas por dois tipos distintos de tecidos nas quatro espécies estudadas. O tecido
interno € parenquimatico, com células alongadas, acompanhando o comprimento das
glandulas (Fig. 39-40, 43-44, 48, 52). O tecido externo constitui uma epiderme em
palicada, com células muito altas, estreitas, justapostas, com afinidade por corantes
acidofilos.

Geralmente a parede das células epidérmicas tem afinidade pela safranina (Fig.
43-44, 48), ou pelo azul de toluidina (Fig. 51). A afinidade pela safranina em
Himatanthus obovatus comec¢a a partir do 5° ndé (Fig. 39-41), enquanto em
Tabernaemontana solanifolia isto ocorre a partir do 3° n6 (Fig. 43-44).

As glandulas de Palicourea rigida sdo vascularizadas, apresentando tanto xilema,
como floema (Fig. 46-48). Na regido mais basal, até cerca de quarenta vasos foram
observados (Fig. 46). Os elementos de vaso apresentam refor¢o de parede secundaria do
tipo helicoidal (Fig. 48), raro anelar. Nao foi observado procambio.

As glandulas de P. rigida possuem varios idioblastos com rafides (Fig. 46, 47) e
cristais prismaticos (Fig. 47) mergulhados no parénquima, de modo semelhante ao que
ocorre com o mesofilo das estipulas que as contém. A seccdo transversal do terco mais
basal das glandulas pode ter mais de dez idioblastos com cristais (Fig. 46). Os cristais
prismaticos sdo bem mais longos que as rafides, podendo alcangar até cerca de 18um de
comprimento.

As glandulas sdo pedunculadas em Tocoyena formosa (Fig. 50, 52). Nas demais
espécies, elas geralmente sdo sésseis (Fig. 39, 53), exceto por apenas uma glandula
pedunculada observada em Tabernaemontana solanifolia (Fig. 43). O pedunculo liga a
glandula a estipula ou ao peciolo, havendo continuidade no parénquima destas estruturas
(Fig. 43, 50). Na regido do pedunculo, a epiderme possui células mais baixas do que no

restante das glandulas, mas elas sdo mais altas do que no resto da estipula e do peciolo.
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Figuras 39-44. Caracterizagdo anatomica das glandulas analisadas. Secgdes transversais e

longitudinais de peciolo. Todas as glandulas possuem epiderme em paligada e interior
parenquimatico. 39-41. Himatanthus obovatus (Miill. Arg.) Woodson : glandulas curtas (39-40),
com secregdes externas (setas) e cuticula recuada (41). 42-44. Tabernaemontana solanifolia A.
DC: glandulas sésseis em vista geral (42) e uma pedunculada (43), situadas na face adaxial do
peciolo; secre¢do acumulada no espago periplasmatico (setas). Abreviagdes: C: caule, EP:
epiderme em paligada, Pa: parénquima, Pec: peciolo, Ped: pedinculo. Escalas: 39-41, ; 42= 300
pm, 43= 100 pm; 44= 50 pm.
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Figuras 45-53. Caracterizagdo anatomica das glandulas analisadas. Secc¢des transversais e

longitudinais. Todas as glandulas estdo situadas na face adaxial de estipulas; notar secregdes
(setas). 45-48, 53. Palicourea rigida Kunth: numerosos idioblastos contendo rafides e
cristais prismaticos nas glandulas e na estipula (45-47); elementos de vaso numerosos (46),
com refor¢o de parede secundaria helicoidal (48); floema adjacente ao xilema ¢ também
subepidérmico (47-48) glandulas raro sem nucleo parenquimatico (53). 49-52. Tocoyena
formosa (Cham. & Schltdl.) K. Schum: numerosas drusas na estipula (50 e 52); glandula
pedunculada (50, 52). Abreviagdes: Cr: cristal prismatico, EP: epiderme em palicada, Est:
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estipula, F: floema, Pa: parénquima, Ped: pedunculo, R: rafides, T: tricoma, X: xilema.
Escalas: 45= 200 pm; 46-48, 51-53= 50 pm; 49= 300 pm; 50= 100 um.
Identificacdo da presenca de mucilagens

Os resultados dos testes histoquimicos para identificagdo de mucilagem realizados

nas glandulas s3o apresentados na Tabela 2 e nas Figuras 54-64.

Tabela 2. Resultados dos testes histoquimicos realizados nas secregdes das glandulas
adultas de Himatanthus obovatus (Miill. Arg.) Woodson, Tabernaemontana solanifolia
A. DC. (Apocynaceae), Palicourea rigida Kunth e Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.)

K. Schum. (Rubiaceae) para detectar mucilagens.

) o Apocynaceae Rubiaceae
Teste histoquimico

H. obovatus T. solanifolia  P.rigida  T.formosa

Vermelho de ruténio + + + +
Azul de alcian + - + +
Acido tanico/cloreto férrico + - + -

Reacgdes: (+) positiva; (-) negativa.

Todos os corantes reagiram positivamente com a regido da parede celular e lamela
média das células epidérmicas e parenquimaticas (Fig. 55-56, 60-64), quando
comparados aos controles (Fig. 54, 59), sendo que a reagdo com vermelho de ruténio foi
muito fraca na parede das células epidérmicas e das camadas mais externas do
parénquima em Tabernaemontana solanifolia (Fig. 55-57).

No citoplasma, regides mais claras, correspondentes aos vactolos, ndo reagiram
(Fig. 55-57, 60-61). As células parenquimaticas, em geral, se mostraram muito mais
vacuoladas do que a epiderme em palicada (Fig. 55-56, 61, 63). O restante do citoplasma
reagiu de modo semelhante aos resultados apresentados para as secregdes (Tabela 2). A
coloracdo foi mais intensa no citoplasma das células epidérmicas do que das

parenquimaticas, exceto nas reagdes com vermelho de ruténio (Fig. 57-58, 62, 64).
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Figuras 54-64. Resultados dos testes histoquimicos das glandulas adultas das quatro espécies

analisadas. 54-57. Himatanthus obovatus (Miill. Arg.) Woodson: controle (54), azul de alcian
(55), acido tanico com cloreto férrico (56) e vermelho de ruténio (57). 58. Tabernaemontana
solanifolia A. DC. em teste com vermelho de ruténio. 59-62. Palicourea rigida: controle
(59), azul de alcian (60), acido tanico com cloreto férrico (61) e vermelho de ruténio (62). 63-
64. Tocoyena formosa: azul de alcian (63) e vermelho de ruténio (64). Setas: indicam
secre¢do. Abreviagdes: EP: epiderme em palicada, Pa: parénquima. Escalas: 54= 85um; 55=
40um; 56= 80um, 57, 63=50um, 58=70um; 59, 62=130um, 60-61= 60pum; 64= 100um.
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Discussao

As glandulas das quatro espécies estudadas correspondem a coléteres, conforme
as evidéncias morfologicas, micromorfologicas, anatomicas e histoquimicas aqui
reunidas. O termo coléter refere-se a glandulas que produzem secrecdo viscosa, de
natureza varidvel, porém com polissacarideos presentes em grande quantidade,
recobrindo regides meristematicas em diversas plantas, estruturalmente formadas e
organizadas segundo os tipos definidos por Lersten (1974), com base em estudos sobre
espécies de Rubiaceae. A morfologia das estruturas analisadas (Fig. 2-5, 9-13, 16-19, 23-
25, 26-37, 50-59) corresponde a de coléteres tipificados por este autor.

A presenga de compostos de natureza mucilaginosa, que conferem aspecto viscoso
a secre¢ao glandular, tem sido considerada como a caracteristica decisiva para
identificagdo das estruturas secretoras denominadas de coléter (Rio et al. 2002), tendo em
vista que a classificagcdo de tais estruturas ¢ baseada no tipo de secre¢ao que produzem
(Thomas 1991). Testes histoquimicos, como vermelho de ruténio e acido tanico com
cloreto férrico, tém sido usados para evidenciar mucilagens nas secrecdes dos coléteres
em muitos vegetais (Gregory & Bass 1989; Thomas & Dave 1990; Klein et al. 2004,
Demarco 2005; Paiva & Machado 2006), o que também foi realizado no presente
trabalho (Tabela 2). Desta forma, tanto a morfologia, como a caracterizagdo de
mucilagens permitiram a identificagdo das glandulas analisadas como sendo coléteres.

Os coléteres muitas vezes sdo confundidos morfologicamente com nectérios
extraflorais (Mohan & Inamdar 1986, Thomas 1991), sendo assim, testes histoquimicos
sdo usados para complementar sua caracterizagdo morfo-anatomica. Os nectarios
produzem glicidios abundantes no meio intra e extracelular, mas eles sdo
oligossacarideos (Fahn 1979). Glicidios de natureza mucilaginosa sdo tipicos dos
coléteres (Thomas 1991). A natureza das secre¢des analisadas foi confirmada por meio
dos trés testes histoquimicos utilizados. Estes testes se complementam, na medida em que
detectam grupos diferentes de compostos mucilaginosos.

Coléteres podem ser constituidos por emergéncias ou tricomas (Fahn 1979,
Thomas 1991), sendo que a maioria daqueles aqui estudados se encaixa no primeiro caso,
com uma exce¢do, em que se constatou glandula formada por epiderme em pali¢ada
situada diretamente sobre a estipula de Palicourea rigida (Fig. 53). A morfologia desta
glandula parece corresponder mais a uma reducdo do coléter, constituindo uma condi¢do

derivada, do que um remanescente relictual. Conforme a evolugdo dos tipos de coléter em
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Rubiaceae, apresentada por Lersten (1974a), epiderme pouco desenvolvida é uma
condicdo mais basal, enquanto coléteres mais derivados apresentam epiderme em
palicada com células mais altas, até a supressdo do tecido parenquimatico, formando um
tufo de tricomas secretores.

Propde-se aqui denominar como "simples" estes coléteres constituidos por
epiderme em paligada diretamente situada na superficie do 6rgdo, uma vez que nio tém a
complexidade das emergéncias, pois ndo possuem parénquima distinto, nem
vascularizacdao, tampouco constituem tricomas.

Os coléteres encontrados nas quatro espécies se encaixam no tipo padrao
("standard"), conforme a classificacdo apresentada por Lersten (1974), e adotada
parcialmente por Gonzales (1998). Estes dois autores propuseram classificagdes morfo-
anatomicas para coléteres em espécies de Rubiaceae e Turneraceae, respectivamente.
Seus sistemas ndo sao conflitantes, mas complementares, embora o trabalho de Lersten
(1974) tenha sido mais amplamente usado em outras familias.

O formato padrdo dos coléteres em H. obovatus e T. solanifolia confirma os
demais estudos sobre Apocynaceae, como exemplo, Allamanda cathartica, A. violacea,
Aganosma caryophyllata, Carissa congesta, Nerium indicum, Plumeria alba,
Tabernaemontana divaricata, Thevetia neriifolia, Vallaris solanaceae (Subramanian et
al. 1989), Prestonia coalita (Rio et al. 2002), Mandevilla illustris e Mandevilla velutina
(Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000), Temnadenia violacea (Martins et al. 2010) sendo
que o tipo padrao ¢ o unico formato encontrado para coléteres desta familia até o
momento.

O formato dos coléteres do tipo padrdo em H. obovatus foi o mais peculiar entre
os coléteres observados. Embora tenha apresentado os tecidos tipicos, ele ¢ mais achatado
em relacdo aos das outras espécies, inclusive quanto a T. solanifolia, que é da mesma
familia. Sua altura ndo ¢ muito maior que a largura. Neste sentido, seu formato se encaixa
no tipo séssil proposto por Gonzéles (1998).

O tipo padrio observado nas espécies de Rubiaceae corrobora os resultados
encontrados para diversas espécies da mesma familia: Psychotria carthagenensis
(Vitarelii & Santos 2009), Simira glaziovii, S. pikia, S. rubra (Klein et al. 2004), Bathysa
nicholsonii (Miguel et al. 2006), Mitragyna parvifolia (Thomas & Dave 1990), Neorosea
andogense, N. odoratissima, N. roseoidea, N. testue, e a maioria das espécies de
Psychotria estudadas (Lersten 1974a). Este Gltimo género pertence a mesma subfamilia
de Palicourea rigida, sendo, portanto mais proximos filogeneticamente. Ainda que para a

familia tenham sido encontrados outros tipos anatomicos, como o dendroide, e o escova,
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os mesmos nao foram observados nas duas espécies. Entre as duas espécies da mesma
familia aqui investigadas, os coléteres se diferem principalmente pelas suas dimensoes;
os coléteres em P. rigida chegam a ter quatro vezes a altura dos coléteres de T. formosa e
seus apices sao mais agudos (Tabela 2).

Os coléteres de Tocoyena formosa apresentam menores dimensdes, sendo os
unicos a geralmente apresentarem pedinculo.

As estipulas sdo descritas como caducas ou persistentes em Tocoyena formosa
(Delprete & Rizzo 2010) e observou-se no campo que elas se destacam muito facilmente,
mas s30 mais persistentes em Palicourea rigida. A secre¢do em P. rigida ¢é tdo
abundante, que parece auxiliar na fixacao das estipulas, retardando sua queda.

Ja nas duas espécies de Apocynaceae estudadas, ndo ocorrem estipulas e os
coléteres tém posi¢cdo mais nodal que peciolar, uma vez que permanecem nos ramos apos
a abscisdo das folhas (Fig. 7, 13). A permanéncia dos coléteres em H. obovatus e T.
solanifolia corrobora os estudos em outras espécies de Apocynaceae. Tal permanéncia
pode estar relacionada a algum papel ecologico destas estruturas, pois em H. obovatus
estas regides sdo constantemente visitadas por formigas, muito embora se tenha
constatado que ndo se trata de nectarios extraflorais. Estudos suplementares sao
requeridos para estabelecer que tipo de recompensa ¢ fornecida a estas formigas.

A presenca de cristais ¢ uma modificacdo estrutural nos coléteres, aqui constatada
em Palicourea rigida (Fig. 55-56), e que também foi relatada em outras espécies de
Rubiaceae, particularmente na subfamilia Rubioideae, onde coléteres com rafides sdo
apontados como uma caracteristica tipica da subfamilia (Lersten 1974; Thomas 1991). O
nimero de idoblastos contendo cristais por glandula ¢ muito grande nesta espécie (Fig.
46-47), o que dificultou a microtomia, assim como aqueles situados nas estipulas.
Tocoyena formosa também apresentou numerosas drusas no mesofilo das estipulas, mas
ndo os tem nos coléteres, portanto nao ha relagdo direta entre presenga de cristais nos
coléteres e no restante da planta.

A composi¢do quimica dos cristais em plantas ¢ identificada por meio de testes
com 4cidos fortes, que possibilitam a distingdo dos carbonatos de calcio (CaCOs) em
relacdo aos oxalatos de célcio (CaC,04) (Johansen 1940; Kraus & Arduin 1997). Estes
dois compostos sdo amplamente apontados como os constituintes dos cristais que
ocorrem nas plantas (Fahn 1979; Meric & Dane 2004; Navarro et al. 2007; Appezzato-
da-Gloria & Carmello-Guerreiro 2009).

A andlise em EDS realizada no presente trabalho identificou elementos quimicos

antes ndo relatados na constituicdo quimica dos cristais em plantas, quais sejam niquel,
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nidbio e aluminio (Fig. 38 C-E). Esta metodologia permite a identificacdo dos elementos
quimicos constituintes dos cristais, em contraposicao a rea¢do com acidos, que apenas
distingue os carbonatos dos oxalatos de célcio. O significado bioldgico da presenca destes
elementos estd por ser melhor esclarecido, assim como a fungao fisiologica desses cristais
nos coléteres.

No caso do aluminio, sabe-se que Palicourea rigida ¢ uma espécie acumuladora
deste elemento, que ¢ abundante nos solos do Cerrado (Haridasan 2008). Em plantas de
Fogopyrum esculentum Moench (trigo sarraceno), o acimulo de aluminio se da na forma
de oxalatos de aluminio, sendo que associagdes complexas entre silicatos e aluminio
também foi relatada, como forma de acumulagdo deste ultimo elemento (Haridasan
2008). Tal como estas plantas, provavelmente o elemento calcio pode estar relacionado a
mecanismos de imobilizagdo do aluminio nas plantas aqui estudadas.

Chama a atengdo o fato de que o nidbio estd presente nas rafides, mas nao nos
cristais prismaticos dos coléteres de Palicourea rigida (Fig. 38 C). O nidbio é pouco
assinalado em plantas, mas esta entre 26 elementos listados como tracos (menos de
Ippm) no caule da planta medicinal Achyranthes aspera L., Amaranthaceae (Shendkar et
al. 2011). E preciso um estudo mais apurado para determinar se sua ocorréncia &
esporadica, ou se nao tem sido detectado em cristais por falta de adequacao
metodologica. O actiimulo nas rafides pode ser um indicador de que o solo teria
quantidades expressivas deste elemento. A confirmar isto, tem-se que esta ¢ uma
informagao valiosa, dada a importancia industrial do niobio.

A presenca de cristais em células vegetais costuma ser relacionada ao
metabolismo e equilibrio i6nico do célcio e também como meio de remogao de acumulos
toxicos de oxalatos (Dickison 2000). Em folhas de Pistia stratiotes L., o excesso de
calcio no meio induz seu armazenamento na forma de cristais no mesofilo das folhas,
sendo que a deficiéncia do elemento induz a remobilizagdo do célcio para utilizagao
metabodlica (Volk et al. 2001). Outra fungdo também comumente associada aos cristais ¢
a defesa contra herbivoria, devido as suas propriedades toxicas (Molano-Flores 2001).

A vascularizagdo foi outra modificacdo estrutural observada nos coléteres em
Palicourea rigida (Fig.46 e 48), a qual também foi relatada para coléteres de outras
plantas (Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000; Rio et al. 2002). Em P. rigida, os
coléteres sdo os maiores entre as espécies estudadas (Tabela 1), sendo possivelmente isso
um fator relevante. Na hipotética auséncia de vascularizagdo, o tamanho destas glandulas
poderia dificultar a distribuicdo de materiais precursores da secre¢do até as células

epidérmicas. J& a presenga dos mesmos tornaria tal processo mais eficiente. Em
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contraposicdo, foi observada vascularizacdo em coléteres posicionados no rumo dos
feixes vasculares do caule, mas coléteres fora deste alinhamento sdo avasculares em M.
illustris, M. velutina e P. coalita (Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000; Rio et al. 2002).

A auséncia do procambio indicou que se trata de glandulas adultas, conforme era
proposta deste estudo analisar.

Outro fator relevante ¢ a presenga combinada de vasos xilematicos e cristais de
calcio nos coléteres de Palicourea rigida. E sabido que o transporte desse ion na planta
na forma do cation Ca'" ¢ feita quase exclusivamente pelo xilema, ja que ¢ um ion pouco
movel no floema (Caines & Shennan 1999; Larcher 2000; Tomaz et al. 2003) e seu
transporte na planta € feito principalmente via apoplasto. Possivelmente seu acimulo nos
coléteres de P. rigida seja facilitado devido a presenga dos elementos de vaso, o que
explicaria a formagdo dos cristais como uma forma de armazenamento do excesso de
calcio.

A observacao de elementos de vaso, elementos de tubo crivado e cristais foi
facilitada pelo uso de cortes seriados, que permitem a construcdo tridimensional das
glandulas, possibilitando a analise de toda a sua largura.

Em especial, os elementos de tubo crivado sdo dificeis de serem identificados nos
coléteres. Na literatura, apenas no trabalho de Rio et al. (2002) estdo descritos coléteres
vascularizados em que a presenca de floema foi identificada. Floema isolado e
subepidérmico também ndo parece ser uma ocorréncia comum nos o6rgaos vegetais (Fig.
47-48); possivelmente constitui uma especificidade destas estruturas secretoras, que
facilita a distribuicdo de compostos organicos para a sintese das secregoes na epiderme
em paligada.

A auséncia de poros e de indicios por onde a secrecao ¢ liberada externamente nao
esclarece o modo secretor nos coléteres das espécies estudadas. O enrugamento e
escurecimento, muito comuns no apice dos coléteres (Fig. 4, 10, 12, 23), bem como a
presenca de secrecdo em regides mais altas na planta do que onde se localizam as
glandulas sdo evidéncias que parecem apontar para uma espetacular ejecao das secrecdes.
No entanto, as regides antes novas eram cobertas por secrecdo de outros primordios
foliares que os encobria. O mais provavel ¢ que a secrecdo situada nessas regides tenha
essa origem. Esses mesmos resultados foram observados em plantas onde ndo ha
evidéncias sobre 0 mecanismo secretor, como Temnadenia violacea (Martins et al. 2010),
Psychotria nuda (Miguel et al. 2009), Bathysa stipulata, B. gimnocarpa (Miguel et al.
2010), B. nicholsonii (Miguel et al. 2006), Simira rubra, S. pikia e S. glaziovi (Klein et

al. 2004).
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Contrarios a essas observagdes sdo os resultados para Alstonia scholaris (Thomas
& Dave 1990), Psychotria kirkii (Miller et al. 1983), Mitragyna parvifolia (Thomas &
Dave 1990) e Caryocar brasiliense (Paiva & Machado 2006), nos quais os autores
sugerem que a secrecao alcanga o meio externo por ruptura da cuticula, que seria causada
pela pressdo nela exercida pela secrecdo acumulada entre as paredes anticlinais da
epiderme e no espago periplasmatico.

A quantidade e o tamanho dos coléteres variam muito entre as espécies e dentro
de cada uma (Tabela 1). Variagdes dentro de um mesmo nd, entre os nods e entre os
individuos também sdo observados em outros vegetais estudados (Lersten 1974a;
Barreiro & Machado 2007). As repercussdes dessa variacdo nao siao discutidas na
literatura. As variagdes de tamanho podem estar relacionadas a posi¢do geografica, uma
vez que a média do comprimento declina da América do Sul, América Central, Oceania
até a Africa, esta Gltima com os menores coléteres em espécies de Psychotria (Lersten
1974b).

O vermelho de ruténio identificou pectinas nas secregdes dos coléteres das quatro
espécies (Fig. 57, 58, 62, 64 Tabela 2). Este corante ¢ um cation hexavalente complexo,
utilizado em microscopia otica desde 1890 para identificar os mucopolissacarideos
acidos, e sua classica reacdo por interacdo idnica com as pectinas ¢ mais tipica do que
especifica (Luft 1971). As pectinas sdo polissacarideos ramificados mucilaginosos,
constituidos principalmente de polimeros de acido galacturdnico, ramnose, arabinose e
galactose (BeMiller 1986), sendo um dos importantes constituintes da lamela média e
parede celular dos vegetais (Appezzato-da-Gloria & Carmello-Guerreiro 2009). A reagao
positiva ao vermelho de ruténio revelou que as secregdes de todas as espécies
apresentam, portanto, mucopolissacarideos acidos.

O azul de alcian identificou os glicosaminoglicanos, que sdo polissacarideos
heterogéneos, com longas cadeias ndo ramificadas, formados por polimeros dissacarideos
com uma hexosamina (agucar de 6 carbonos com grupo amina, como a N-
acetilglicosamina) ligada a um monossacarideo ndo nitrogenado, em geral um acido
urdnico (Rodriguez & Gallego 1999). O azul de alcian ¢ um corante catidnico, que possui
afinidade pelos grupos anidnicos dessas moléculas, possibilitando determinar que as
secrecdes analisadas possuem estas substancias em sua composi¢ao, exceto T. solanifolia
(Fig. 58, Tabela 2).

Por fim, o teste com 4cido tanico e cloreto férrico ¢ menos especifico para a

detec¢do de mucilagens em plantas (Pizzolato & Lillie 1973), mas tem sido recomendado
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por varios autores (Gregory & Bass 1989; Thomas & Dave 1990; Klein et al. 2004;
Demarco 2005; Paiva & Machado 2006).

O teste com acido tanico e cloreto férrico se mostrou menos eficiente para
detecg¢do de mucilagens nas espécies estudadas do que o vermelho de ruténio (Fig. 56, 61,
Tabela 2), o que também ocorreu em outros trabalhos (Sant'Anna-Santos et al. 2006).
Situag¢do oposta foi encontrada na analise de mucilagens em outras plantas (Viana 2009).
As mucilagens em T. solanifolia s6 foram detectadas por meio do vermelho de ruténio
(Tabela 2). Estes fatos referendam a necessidade de que sejam utilizados mais de um teste
para identificar este grande grupo de compostos que sdo as mucilagens vegetais.

As mucilagens dos coléteres sdo constituidas por polissacarideos formados por
monoses, tais como glicose, galactose, arabinose, acidos urdnicos, xilose, ramnose e
fucose, entre outros (Gregory & Bass 1989). Esses polissacarideos conferem a
propriedade de viscosidade a secre¢do dos coléteres tdo relatada em literatura. No
entanto, outros compostos tais como taninos e proteinas associados a estes
polissacarideos sao referidos (Gregory & Bass 1989). Testes histoquimicos realizados por
diversos autores tém revelado outras substancias, como lipidios (Barreiro & Machado
2007); portanto a secrecao das glandulas investigadas pode ter natureza mais complexa
do que aqui foi estabelecido.

Aos compostos mucilaginosos sdo arrogadas principalmente as fungdes de
protecdo contra a dessecacao em células vegetais (Gregory & Bass 1989). A reducdo da
transpiragao ocorreria gracas a formagao de uma espécie de malha, ou camada gelatinosa,
que o vapor de dgua deve atravessar antes de alcangar o meio externo (Gregory & Bass
1989). Também sao atribuidos a estes compostos a propriedade de reflexdo da luz que
incide em partes fotossintéticas de vegetais, como tecidos parenquimaticos que possuem
cloroplastos, para protecdo das mesmas contra alta radiacdo solar (Dell 1977; Gregory &
Bass 1989).

Uma ultima questao a ser apontada para as substancias liberadas dos coléteres ¢ a
protecdo contra microorganismos causadores de doengas em plantas. Os polissacarideos
pécticos abundantes na parede celular, em especial os homogalacturonanos, quando
hidrolisados pela acdo de enzimas dos patdgenos, liberam oligossacarideos que, por sua
vez, induzem a sintese de fitoalexinas, as quais atuam na resposta da planta a infeccdo
(Silva & Braga 2004). Estas constatagdes inferidas de polissacarideos formadores de
parede celular podem também ocorrer nos carboidratos presentes nas secregoes dos

coléteres.
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As hipdteses acima procuram esclarecer o papel das mucilagens dos coléteres nos
vegetais, mas carecem de embasamento experimental. S3o necessdrias experiéncias

especificas, delineadas objetivamente para comprovar ou nio estas funcdes.
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Conclusoes

As glandulas presentes no peciolo e regido axilar de Himatanthus obovatus e
Tabernaemontana solanifolia (Apocynaceae), bem como na face adaxial das estipulas de
Palicourea rigida e Tocoyena formosa (Rubiaceae) sdo coléteres.

Os coléteres das quatro espécies estudadas sdo do tipo padrio, conforme as
tipificagdes propostas por Lersten (1974), sendo que os de H. obovatus se encaixam na
descricao de coléter séssil proposta por Gonzales (1998). Foi assinalado um novo tipo de
coléter, denominado "simples", por ndo ter parénquima distinto.

As dimensoes dos coléteres variam no mesmo individuo e entre os individuos,
sendo que os maiores foram os de P. rigida, ¢ somente os de T. formosa e T. solanifolia
apresentam pedunculo.

Todos os coléteres analisados sdo emergéncias secretoras constituidas por
parénquima e epiderme em palicada. Coléteres de P. rigida apresentam elementos de
vasos, elementos de tubo crivado, cristais prismaticos e rafides, enquanto que estas
estruturas nao ocorrem nas demais espécies analisadas. O floema diverge do feixe
vascular e ocorre também isolado, sob a epiderme em palicada em coléteres de P. rigida.

Os cristais dos coléteres analisados apresentam calcio, niquel, nidobio e aluminio
em sua constituicdo, podendo ser a ocorréncia destes trés ultimos elementos quimicos
uma especificidade dos mesmos, ou os cristais vegetais nao tém tido uma analise mais
precisa de sua constituigao.

Nao foram constatados poros na superficie dos coléteres nas quatro espécies
estudadas.

A secre¢do em todas as espécies estudadas ¢ viscosa, brilhante e recobre as gemas,
quando recém-secretada.

Estudos suplementares que investiguem o modo pelo qual as secre¢des alcancam
0 meio externo, bem como experiéncias que testem as fungdes que lhes sdo atribuidas sdo

necessarios para o integral conhecimento das estruturas secretoras chamadas coléteres.
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CAPITULO 2

Caracterizacao das secrecdes dos coléteres de Himatanthus
obovatus, Tabernaemontana solanifolia (Apocynaceae),
Palicourea rigida e Tocoyena formosa (Rubiaceae),
quantificacdo dos compostos secretados por trés espécies e

evidéncias de seu papel ecoldgico
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Resumo. Coléteres sdo estruturas que secretam mucilagem, entre outras substincias.
Lubrificar gemas e combater herbivoros e patdogenos sdo fungdes apontadas para suas
secreg0es, mas com poucas evidéncias experimentais que as comprovem. Estas glandulas sdo
encontradas na face adaxial dos peciolos de Himatanthus obovatus (Mull. Arg.) Woodson e
Tabernaemontana solanifolia A. DC. (Apocynaceae), bem como em estipulas de Palicourea
rigida Kunth e Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum. (Rubiaceae). O objetivo do
presente trabalho ¢ buscar evidéncias experimentais do papel dos coléteres, por meio de
observacgoes ecologicas, identificando a natureza quimica e quantidade das secrecdes e,
quando possivel, testar sua acdo biologica. Para tanto, observagdes de campo foram anotadas
e registradas em fotografias e filmes, especialmente em H. obovatus. Foram realizados testes
histoquimicos em cortes das glandulas obtidos em micrétomo. Ramos de trés individuos de
quatro espécies foram coletados. As secrecdes foram removidas das glandulas e liofilizadas.
A matéria seca foi pesada e foram realizados os testes bioquimicos para proteinas totais, para
acucares soluveis totais e andlise em cromatografia de troca i0nica de alto desempenho.
Realizaram-se bioensaios com secre¢oes de duas espécies de plantas e os fungos
fitopatogénicos Fusarium solani (Mart.) Sacc and Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc. Os testes histoquimicos revelaram a presenga de pectinas, substancias lipidicas
e proteinas nas secrecoes dos coléteres das quatro espécies. Agucares redutores foram
verificados em H. obovatus e T. solanifolia ¢ alcaloides em P. rigida e compostos fendlicos
em T. solanifolia. A metodologia de obten¢ao das secregdes foi muito satisfatéria, sendo
vantajoso seu uso em estudos fitoquimicos. As maiores quantidades de secre¢ao obtidas
foram de 500 mg para T. formosa. As quantidades médias de matéria seca das secregdes, seus
acucares soliveis totais e proteinas foram, respectivamente, para cada espécie: H. obovatus —
0,68 mg/peciolo, 69,2 pg/mg e 82,9 ug/mg; P. rigida — 162,6 mg/gema, 76,8 pug/mg e 1,09
png/mg; T. formosa — 13,8 mg/gema, 174,2 pug/mg e 89 pg/mg (quantidades por mg de
secrecao). Os monossacarideos detectados foram fucose nas trés espécies analisadas e
manose, arabinose e xylose em H. obovatus. Os bioensaios mostraram diferencas discretas,
mas significativas entre o controle e o tratamento com as secrecdes. Formigas foram
encontradas nos peciolos de H. obovatus, onde permaneceram paradas e secre¢do foi
constatada em seu aparelho bucal. Defesa do territério também foi um comportamento
observado. Os resultados indicam que as secre¢des dos coléteres estudados sdo de natureza
quimica complexa, onde mucilagens, lipidios, proteinas e actcares soliiveis estdo presentes.
Os coléteres encontrados em H. obovatus, cujas secregdes apresentaram as menores
quantidades de aglcares soliveis e as maiores quantidades de fucose, estabelecem relagdes

interespecificas entre esta planta e varias espécies de formigas, que podem estar utilizando
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suas secre¢des como fonte alimentar, ou outra finalidade. O significado ecologico e evolutivo

dos resultados € discutido.

Palavras-chave: agucares soluveis, proteinas, fucose, ecologia, formigas, secregdes.
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Abstract. Colleters are structures which secrete mucilage, among other substances.
Lubrication of buds and combat to herbivores and pathogens are functions attributed for their
secretions, but with few experimental evidences that testified them. These glands are found on
the adaxial side of the petioles of Himatanthus obovatus (Miill. Arg.) Woodson and
Tabernaemontana solanifolia A. DC. (Apocynaceae), as well as in stipules of Palicourea
rigida Kunth and Tocoyena formosa (Cham. & Schltdl.) K. Schum. (Rubiaceae). The
objective of this study is to find experimental evidences of the function of the colleters
through ecological observations, identifying the chemical nature and quantifying the
secretions and, when it's possible, testing their biological action. To this end, field
observations were noted and recorded in photographs and films, especially in H. obovatus.
Histochemical tests were performed on sections of glands obtained in microtome. Branches of
four individuals from three species were collected. The secretion of the glands were removed
and lyophilized. The dry matter was weighed and biochemical tests were performed: for total
protein, for total soluble sugars and analysis on ion exchange chromatography of high-
performance. Bioassays were made with secretions from two species of plants and the
phytopathogenic fungi Fusarium solani (Mart.) Sacc and Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Penz. & Sacc. Histochemical tests revealed the presence of pectins, lipid substances
and proteins in the secretions of the colleters of the four species. Reducing sugars were found
in H. obovatus and T. solanifolia, lignins and alkaloids in P. rigida and phenolic compounds
in T. solanifolia. The methodology of obtaining secretion was very satisfactory and its use
advantageous use in phytochemical studies. The largest amounts of discharge were obtained
500 mg of T. formosa. The average quantities of dry matter of the secretions, their total
soluble sugars and proteins were, respectively, for each species: H. obovatus — 0.68
mg/petiole, 69.2 ng/mg and 82.9 pg/mg; P. rigida — 162.6 mg/gema, 76.8 pg/mg and 1.09
pg/mg; T. formosa — 13.8 mg/gema, 174,2 pg/mg and 89 pg/mg (mg quantities by secretion).
Fucose in the three analyzed species and mannose, arabinose and xylose in H. obovatus were
the detected monosaccharides. The bioassays showed slight and significant differences
between control and the treatment with the secretions. Ants were found on the petioles of H.
obovatus, where they remained stopped and secretion was found in its mouthparts. Territorial
defense behavior was also observed. The results indicate that secretions from the studied
colleters have complex chemical nature, where mucilages, lipids, proteins and soluble sugars
are present. Colleters found in H. obovatus, whose secretions had the lowest amounts of
soluble sugars and higher amounts of fucose, establish interspecific relationships between this
plant and several ant species that may be using their secretions as a food source, or other

purpose. The evolutionary and ecological significance of all results is discussed.
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Introducao

Diversas sdo as substancias presentes nas secrecdes de glandulas vegetais. Testes
histoquimicos ajudam a identificar o composto mais abundante, possibilitando relacionar a
estrutura secretora com sua possivel fungdo no corpo do vegetal (Rio et al. 2002). Isto ¢
essencial para o estabelecimento da identidade da glandula.

No caso dos coléteres, andlises quimicas identificaram mucilagem para quase todas as
espécies investigadas e isto € o que tipifica estas estruturas secretoras, conforme Thomas
(1991) salientava. Adicionalmente, tém sido assinalados outros compostos nas secregoes dos
coléteres, tais como proteinas, lipidios (Mohan & Inamdar 1968, Thomas et al. 1989; Thomas
& Dave 1990; Miguel et al. 2006), latex (Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000) e sais
(Thomas 1991). A predominancia de carboidratos mucilaginosos ¢ o aspecto critico na
identificacdo destas glandulas (Rio et al. 2002; Martins et al. 2010).

Mucilagens sdo heteropolissacarideos com dois ou mais mondmeros diferentes
incluindo 4cidos urdnicos, que produzem diversos compostos apds hidrolise, tais como
glicose, galactose, manose, arabinose, xylose, ramnose, acido galacturonico (Gregory & Bass
1988). Presente em grande numero de vegetais, as mucilagens estdo relacionadas com a
retencdo de agua nos Orgdos vegetais que as apresentam (Fahn 1979). Identificar os
compostos quimicos que ocorrem nas secregoes ¢ uma forma de esclarecer o papel real destas
glandulas para a planta e para outros organismos com os quais els interagem em seu habitat.

A fungdo de protecao contra herbivoria e microorganismos patogénicos ¢ citada para
os coléteres (Thomas 1991). As fungdes sdo atribuidas devido as caracteristicas das
mucilagens; ndo existem experiéncias delineadas para comprovar ou refutar estas funcdes
postuladas na literatura.

Uma forma de avaliar a acdo de uma substancia sobre um organismo vivo ¢ através da
realiza¢do de bioensaios. Os bioensaios, também chamados ensaios biologicos, ou biotestes,
consistem em um experimento cientifico que procura investigar os efeitos de uma substancia
em um 6rgao isolado ou em um organismo vivo.

Testes bioldgicos com microorganismos sdo muito usados no estudo de produtos
quimicos (Zacaroni et al. 2009), assim como extratos vegetais, como uma alternativa ao uso
de agrotoxicos, visando identificar seu potencial no combate a doengas em plantas, humanos e
outros animais. Eles foram usados na andlise da atividade antimicrobiana de extratos de
espécie de Lythraceae frente a bactérias multiresistentes (Porfirio et al. 2009), na avaliagdo do

efeito fungitoxico do pequi (Caryocar brasiliense Camb.) sobre os fungos fitopatogénicos
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Botrytis cinerea, Colletotrichum truncatum e Fusarium oxysporum (Marques et al. 2002), e
ainda no estudo do potencial fungitoxico do dleo essencial de Piper hispidinervum (pimenta
longa) sobre os fungos fitopatogénicos Bipolaris sorokiniana, Fusarium oxysporum e
Colletotrichum gloeosporioides (Zacaroni et al. 2009).

No capitulo 1, glandulas presentes em Himatanthus obovatus, Tabernaemontana
solanifolia (Apocynaceae), Palicourea rigida ¢ Tocoyena formosa (Rubiaceae) foram
caracterizadas como coléteres. Estudos suplementares podem contribuir para o

aprofundamento do papel ecologico destas glandulas

Objetivos

Os objetivos deste trabalho sdo aprofundar o conhecimento sobre os coléteres
encontrados em Himatanthus obovatus (Mull. Arg.). Woodson, Palicourea rigida Kunth,
Tabernaemontana solanifolia. A. DC. e Tocoyena formosa (Cham. & Schltdl.) K. Schum por
meio de estudos ecoldgicos, bioensaios, identificacdo da composicdo das secregdes e

quantificacdo dos agucares e proteinas que as constituem.

Materiais e métodos

Os estudos foram feitos com plantas situadas no Cerrado do Centro Olimpico da
Universidade de Brasilia (UnB) coordenadas geograficas, 15°77°62>° de latitude sul,
47°79°66°°’de longitude oeste a 1012m de altitude. Exsicatas testemunhas foram
confeccionadas e tombadas no Herbario da UnB (UB) com os seguintes nimeros de coleta:
Himatanthus obovatus coletor R. G. Leite n® de coleta 6, Palicourea rigida coletor R. G. Leite
n° de coleta 8, Tabernemontana solanifolia coletor R. G. Leite n° de coleta 10 e 11 e
Tocoyena formosa R. G. Leite n° de coleta 12 e 13. As espécies foram identificadas por

comparagdo com exemplares do acervo UB e consulta a especialista Dra. Sueli Maria Gomes.

Observacdes ecoldgicas

Observacdes sistematicas efetuadas no campo com as espécies vegetais em analise
revelaram a presenca frequente de formigas na espécie H. obovatus. Desta forma escolheu-se
esta espécie para observa¢do mais detalhada acerca do comportamento destes insetos em

plantas da espécie. As observagdes foram feitas na area de estudo por trés dias (23/11/2011;
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17/01/2012 ¢ 05/03/2012), no horario de 9-12h da manha, em 11 individuos aleatorios de H.
obovatus. Os aspectos observados no campo: presenca ou nao de secregdo nos coléteres,
presenca ou auséncia de insetos ou outros animais visitantes proximos as estruturas secretoras
e observagdes sobre seus comportamentos.

Foi feita uma experiéncia sobre o comportamento das formigas nativas, que
naturalmente frequentam as glandulas, frente a formigas domésticas. Para tanto formigas
foram coletadas na cozinha do departamento de Botanica usando-se como isca a sacarose,
sendo estas recolhidas em sacos de papel e levadas imediatamente ao campo. Os sacos de
papel foram abertos, libertando as formigas diretamente sobre os ramos das plantas de H.
obovatus contendo formigas nativas.

Também foi realizada uma experimentagdo introduzindo-se uma vareta de madeira na
regido peciolar contendo secre¢do, em horarios de visitacdo de formigas.

As observacdes foram anotadas em caderneta e documentadas em imagens e videos,
realizados com camera digital (marca Nikon D3100 18-25 mm). As imagens foram
capturadas dos filmes para registrarem a sequéncia de eventos do comportamento dos insetos.
Os filmes foram gravados em CD e anexados a presente dissertagao.

Os insetos observados foram coletados, mortos e montados de acordo com as técnicas
entomolodgicas de rotina, no Laboratorio de Entomologia do departamento de Zoologia da
UnB, com auxilio do Dr. Antonio José¢ Camillo de Aguiar, sendo enviados para identificagdao
pelo especialista Dr. Rodrigo dos Santos Machado Feitosa do Museu Zoologico da

Universidade de Sao Paulo.

Caracterizacao histoquimica das secregdes

Amostras do peciolo ou estipula foram coletadas de ao menos quatro individuos por
espéciec de Himatanthus obovatus, Palicourea rigida, Tabernaemontana solanifolia e
Tocoyena formosa, sendo estocadas em agua destilada em geladeira por até uma semana. Os
coléteres foram isolados sob lupa, seccionados em micrétomo tipo Ranvier, colocados sobre
vidro relogio e submetidos aos testes histoquimicos baseados nos manuais de Kraus &
Arduim (1997) e Ascencdo (2003). Alguns cortes foram utilizados como branco. Os testes

realizados encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1. Testes histoquimicos realizados em coléteres adultos de Himatanthus obovatus
(Miill. Arg.) Woodson, Tabernaemontana solanifolia A. DC. (Apocynaceae), Palicourea
rigida Kunth e Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum. (Rubiaceae) e respectivos

grupos de compostos que identificam.

Testes Compostos identificados Autor
Vermelho de ruténio substancias pécticas Luft 1971
Sudan IV compostos lipidicos Gerlach 1984
Mace e Howell,
Vanilina cloridrica taninos
1974
Azul brilhante de ' Gahan 1984
' proteinas totais
Coomassie
Furr & Mahlberg
Reagente de Dittimar alcaloides
1981
Fehling Actcares redutores Purvis et al. 1964

Os cortes pertencentes a pelo menos quatro individuos foram submetidos a cada teste,
foram confeccionadas quatro laminas de cada um dos quatro individuos para cada espécie
vegetal sendo feitos os brancos de cada individuo, sendo todos os cortes montados com
glicerina aquosa 50%, para observacao e registro imediato das imagens sob fotomicroscopio
(marca Zeiss Axioscop), acoplado a microcomputador com sistema de captura de imagens do

programa LA EZ 2.0.

Composicao quimica e quantificacdo das secrecdes

Obtenc¢do e quantificacao das secregoes

Os Ramos das quatro espécies foram coletados na area de estudo. Foram utilizados ao
menos quatro individuos de cada espécie. As regides contendo coléteres foram lavadas em
agua destilada e o material foi recolhido em béquer. As secregdes nao removidas pela agua,
que se mantiveram retidas nos coléteres, foram lavadas com acetona e o material foi
recolhido. Em P. rigida, as estruturas foram deixadas de molho em agua destilada por 24h,
para amolecimento e remog¢do das secrecdes. A escolha dos solventes foi baseada em
experiéncias prévias acerca do solvente mais eficiente e menos toxico e com base em

trabalhos que avaliam a solubilidade da secre¢des dos coléteres.
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As secregdes recolhidas pela lavagem com agua foram transferidas para tubos falcon,
e congeladas para posterior processamento. As por¢des recolhidas em acetona também foram
transferidas para tubos falcon, identificadas, cobertas com gazes e colocadas em repouso no
interior de capela de fluxo laminar para secagem da acetona, sendo suspensas depois em agua
Mili-Q. As duas porg¢des foram misturadas e liofilizadas por 48h, pesadas e armazenadas em
eppendorfs em geladeira, at¢é o momento das andlises bioquimicas. A secre¢do liofilizada
gerou um po seco, que foi pesado, e dele foram retirados 10 mg referentes a cada um dos trés

individuos, para cada uma das espécies.

Quantificacdo de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas contidas nas secre¢des foi realizada de acordo com o
método descrito por Bradford (1976). Misturou-se 10 mg de cada uma das trés amostras
liofilizadas de cada espécie com 2 mL de dgua Mili-Q. A mistura foi homogeneizada em
vortex por 2 min. Retirou-se 50 pL de cada solugdo-amostra e adicionou-se 750 puL de agua
Mili-Q e 200 pL de solucao de Bradford.

A curva padrao foi elaborada com albumina de soro bovino aquosa ("bovine serum
albumin", BSA), a partir de solu¢ao estoque de 1 mg/mL, com seis diluigdes sucessivas até a
concentragdo zero: 160, 80, 40, 20, 10, 5, 0 pg/mL. Misturou-se 800 puL destas solugdes com
200 pL de solugao de Bradford.

A leitura destas solucdes foi feita em espectrofotometro (marca Genesys 2). Como
branco, foi utilizada uma solugdo com 800 uL de agua milli-Q e 200 puL de solu¢ao de
Bradford. Ap6s comparagao com a curva padrdo, calculou-se a quantidade de proteinas por

amostra.

Quantificacdo de agucares solUveis totais

A extragdo dos acucares soluveis totais (AST) foi realizada segundo a metodologia
modificada de Dubois et al. (1956). As amostras foram novamente liofilizadas para retirada
da 4gua e posteriormente adicionaram-se 500 pL de etanol 80%, em banho Maria a 50°C por
15 min, em seguida centrifugaram-se as amostras a 13000 rpm por 10 min (centrifuga marca
Eppendorf Centrifuge 5415 R) e coletou-se o sobrenadante. Repetiu-se o procedimento por
quatro vezes, completando assim 2 mL de sobrenadante, que corresponde a fracdo soliivel em
etanol. Os sobrenadantes foram secos em concentrador rotativo a vadcuo (marca Eppendorf

AG 22331) e ressuspensos em 2 mL de agua Mili-Q. Posteriormente, empregando-se 40 pL
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de solugdo aquosa e 460 uL de agua Mili-Q, adicionou-se 0,5 mL de fenol 5% e 2,5 mL de
acido sulfurico concentrado.

As leituras das absorbancias foram feitas em espectrofotometro (marca Genesys 2),
com comprimento de onda igual a 490 nm. Elaborou-se uma curva padrdo comparativa a
partir de solugdo de glicose de 1 mg/mL com concentragdes crescentes (0, 5, 20, 40, 80 e 160

pL/mL) utilizando a mesma metodologia empregada para as amostras com as secrecdes.

Analise qualitativa de monossacarideos por cromatografia

Os agucares insoluveis das amostras foram analisados quanto a qualidade e quantidade
de monossacarideos, a partir das fracdes das amostras ndo soluveis em alcool, obtidas no teste
AST. Para tanto, procedeu-se novamente a liofilizagdo das secre¢des, seguida pela hidrolise
acida dos agucares ndo soliveis segundo metodologia modificada de Saeman et al. (1945).

A hidrolise acida consistiu de adi¢ao de 0,1 mL de acido sulfarico 72% as amostras. O
material foi mantido em banho Maria a 30°C, por 45 min. As amostras foram diluidas a 4%
adicionando 1,7 mL de 4gua, transferidas para tubos de ensaio vedados com bolas de gude,
sendo hidrolisadas por 1 h em autoclave a 120°C. Terminado o processo de hidrdlise, as
amostras foram neutralizadas usando hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 M até alcancar o pH 7 e
congeladas para serem liofilizadas.

Apos a neutralizagdo das amostras, elas foram purificadas em colunas de troca idnica,
utilizando-se a resina cationica Dowex 50x8 100-200 mesh e anidonica Dowex 1x8 52-100
mesh para retencdo dos sais e recolhimento das secregoes em tubos falcon. Apds a
purificagdo, as amostras foram liofilizadas por 48h e ressuspensas em 500 puL de dgua MilliQ.

A composi¢do dos acucares insoluveis foi determinada por cromatografia de troca
i0nica de alto desempenho, com detector de pulso amperométrico HPAEC-IPAD modelo
ICS3000 (marca Dionex Sunnyvale, California, USA), com pds-coluna CarboPacTM PA10 2
X 250 mm (marca Dionex Corp, Sunnyvale, , USA), usando-se gradiente de elui¢do com 200
mM de NaOH em agua (20 min). Foram utilizadas aliquotas de 500 pL de cada amostra. As
respostas do detector foram comparadas com os padrdes para fucose, arabinose, ramnose,
galactose, glicose, xilose e manose. A curva-padrdo para cada tipo de agucar foi usada para

calcular os conteudos de carboidratos nas amostras com o programa Chromeleon Software 7.1

Bioensaios com as secrecdes de Palicourea rigida e Tocoyena formosa
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A quantidade de secre¢des obtida a partir dos coléteres de Palicourea rigida e de
Tocoyena formosa possibilitou a realizagdo de bioensaios. A metodologia usada baseou-se em
Alves & Faria (2010) e Broekaert et al.(1989).

As colonias puras dos fungos fitopatogénicos utilizadas foram obtidas a partir da
Colecdo Micologica do Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Cerrados. Foram
selecionadas as seguintes espécies de fungos: Fusarium solani identificado como (F1) ¢ duas
cepas de Colletotrichum gloeosporioides isoladas de Arachis pintoi Krapov. & W.C. Greg. ¢
Stylosanthes sp., identificadas como fungos F2 ¢ F3, respectivamente.

A suspensdo de cada fungo foi feita colocando-se 3 mL de solugdo salina sobre as
colonias, que foram raspadas com auxilio de espatula esterilizada. A mistura obtida foi
filtrada com gaze adaptada a um béquer. As suspensdes foram homogeneizadas e efetuou-se a
contagem do niimero de esporos por mL de solu¢do com auxilio de camara de Neubauer,
examinada sob microscopio Optico. As concentragdes dos esporos foram ajustadas para 1,9 .
107 (F1),2.10° (F2) e 1,9 . 107 (F3) conidios por mL de solugo salina.

Dois ensaios biologicos foram realizados. O primeiro foi feito com a secrecdao de P.
rigida, identificada como extrato 1, ¢ o segundo, com a secre¢do de T. formosa, identificada
como extrato 2. Eles foram montados em placas de Elisa retangulares, contendo 96 pocos
redondos. Cada trés fileiras de cada placa foram preenchidas com tratamento controle
contendo somente aliquota de 50 puL de da suspensao de fungos em solugdo salina e 50 uL de
solugdo salina; outras trés fileiras foram preenchidas cada uma com 50 pL de suspensdo de
fungos em solugdo salina de cada fungo e 50 uL de secrecdo aquosa; os demais pogos
constituiram de solucdo salina apenas, conforme esquematizado na Figura 1. Foram seis
repeticdes de cada um dos trés fungos, com cada uma das secrecdo das duas espécies, e 0s
experimentos foram realizados em triplicata, totalizando 6x1x2x3x3= 108 unidades
experimentais analisadas. Tal procedimento foi efetuado no laboratério de Fitopatologia da

Embrapa Cerrados, Planaltina, DF.
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Figura 2. Esquema ilustrativo dos bioensaios com extratos de coléteres testados frente aos
fungos. A. Extratos de Palicourea rigida. B. Extratos de Tocoyena formosa. Abreviagdes: b=
branco (solugdo salina); E1= extrato de P. rigida; E2= extrato de T. formosa; F1= Fusarium
solani; F2= Colletotrichum gloeosporioides isolado de Arachis pintoi; F3= C.

gloeosporioides isolado de Stylosanthes sp. b= branco (solugdo salina).

As caracteristicas dos fungos usados estdo indicadas na Tabela 2.

Tabela 2. Fungos utilizados nos bioensaios e suas caracteristicas.

Espécie Identificacdo Algumas doencas causadas pelos fungos

Fusarium solani F1 Podridao radicular em Hancornia speciosa Gomes (Anjos
et al. 2007)

Colletotrichum F2/F3 Antracnose em Carica papaya L.(Dikman & Alvarez

gloeosporioides 1983), Persea americana Mill L (Soares et al. 2008) e

Stylosanthes spp. (Vieira et al. 2007).
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Resultados

Observacdes ecoldgicas
A regido peciolar dos individuos de Himatanthus obovatus, onde os coléteres estdo

presentes, recebeu a visita constante de diferentes tipos de himenopteros, conforme listado na

Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas das espécies de insetos visitantes dos ramos de Himatanthus

obovatus e da espécie introduzida.

Comprimento

Insetos N° da espécie Cor Cabeca/
abddmen
Formiga preta Ligeiramente
Ectatomma brunneum F. Smith menor
sp. 1
Formiga preta semelhante
sp. 2
Formiga cinzenta (prateada)  semelhante
sp. 3
Formiga Corpo castanho- menor
Camponotus blandus Fr. Smith ~ claro e cabeca preta
sp.4
Formiga vermelha maior
sp. 5

*Espécie introduzida durante o experimento.

O comportamento, nimero de tipos diferentes de himenodpteros e a quantidade de
plantas observadas estdo mostrados na Tabela 4.

As formigas representadas como espécie 1 e 4 (sp. 1 e sp. 4) foram identificadas como
Ectatomma brunneum F. Smith, subfamilia: Ectatomminae tribo: Ectatommini ¢ Camponotus

blandus Fr. Smith subfamilia: Formicinae Tribo: Camponotini, respectivamente.
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Tabela 4. Comportamentos de diferentes tipos de formigas que visitaram 11 individuos de

Himatanthus obovatus observados em trés dias diferentes.

_ Tipos de N° de individuos de H.
Data: 23/11/2011 (9h20min-12h) )
formigas obovatus observados
Comportamentos
Aproximam-se dos coléteres e das secrecdes 2 5
com aparelho bucal e ficam paradas.
Lutam na regido peciolar. 1 1
_ Tipos de N° de individuos de H.
Data: 17/1/2012 (9h20min-12h) )
formigas obovatus observados
Comportamentos
Aproximam-se dos coléteres e das secregdes 3 7
com aparelho bucal e ficam paradas.
Andam pelas folhas. 1 1
_ Tipos de N° de individuos de H.
Data: 5/3/2012 (9h20min-12h) _
formigas obovatus observados
Comportamentos
Aproximam-se dos coléteres e das secregdes 3 7
com aparelho bucal e ficam paradas.
Andam pelas folhas. 1 1
Expulsam organismos diferentes que se 1 1

aproximam da regido peciolar.
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Figuras 2-6. Formiga sp. 1 visitando a regido peciolar de Himatanthus obovatus (Miill. Arg.).
Woodson. Setas indicam as formigas e a regido visitada. As formigas que permanecem

paradas ao lado dos coléteres aparentemente raspam a regido com seu aparelho bucal (Fig. 2-

6). Filmado em 5/04/2012, as 11h00 min, duragdo: 47s.

Figuras 7-11. Formiga sp. 4 raspando secre¢des dos coléteres em Himatanthus obovatus

(Miill. Arg.). Woodson. 7. Vista geral do ramo com formiga parada perto da cicatriz foliar
(Ci). 8-11. Sequéncia de movimentos: formiga levanta a cabega (8), abaixa-a (9), fecha o
aparelho bucal, levantando a secre¢do (10, seta) e abaixa a cabe¢a novamente, raspando mais
secrecdo (11, seta). Filmado em 17/01/2012, as 9h40min, duragdo: 4min.
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Figuras 12-14. Formigas nas secrecdes dos coléteres na regido da gema de Himatanthus
obovatus (Miill. Arg.). Woodson. Formiga sp. 3 na secregdo (12, seta branca). Outra formiga
semelhante a sp. 3 aproxima-se (13, seta azul), as duas formigas, proximas, permanecem
imoveis na secre¢ao (14). Filmado em 17/01/2012, as 9h5Imin, duragdao: 1min33s.

Abreviagdo. Sec: secrecao.

Outros comportamentos, como a movimentagdo ao longo da planta, sobretudo na
lamina foliar, a luta entre formigas e a presenca de formigas cortadeiras também foram

notados (Tabela 4, Fig.15-36).

s

Figuras 15-17. Formiga sp. 2 anda pela lamina da folha de Himatanthus obovatus (Miill.
Arg.). Woodson. A formiga (Seta preta) subiu e desceu na folha. Filmado em 5/03/2012 as
10h00min, duracao: 20s.

Na experiéncia em que formigas domésticas foram colocadas na regido peciolar de H.
obovatus, constatou-se que as formigas nativas lutaram e mataram as formigas introduzidas

(Fig. 18-26).

68



Figuras 18-26. Formigas lutam em ramo de Himatanthus obovatus (Mill. Arg.). Woodson.
Formiga A (sp. 4) aproxima-se da formiga B, que ¢ a espécie doméstica introduzida no ramo
(sp. 6), estica rapidamente o corpo (19), ataca e domina a formiga B (20-21). Formiga C (sp.
2) surge (22) e foge rapidamente (23-24), acompanhada pelo movimento de cabega da
formiga A, que abandona o corpo da formiga B (22). Formiga B jaz na folha, enquanto a
formiga A vasculha freneticamente a regido (25-26). Filmado em 05/03/2012, as 10h32min
(21s).

5
- -
\ AN
‘ -
Figuras 27-30. Formigas ndo recuam diante do objeto introduzido na secre¢do (Sec) de
Himatanthus obovatus (Miill. Arg.). Woodson. A vareta (27, seta preta) ¢ inserida perto da
secrecao e da formiga sp. 3 (seta vermelha). As formigas ndo recuam diante do movimento
da vareta e avancam vdrias vezes contra a mesma (28-30). Filmado em 23/11/2011 as, 9h: 21

min, 1 min 44s.
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Figuras 31-36. Formigas da sp. 5 cortam folhas e raspam secre¢oes em Himatanthus

obovatus (Miill. Arg.). Woodson. Formiga A corta um pedaco da lamina foliar (31, seta azul),
e o transporta para outra regiao (32-35). A formiga B, de maior tamanho, fica parada, com sua
cabega voltada para regido peciolar (35-36), onde estdo as glandulas e sem lamina foliar ao
seu alcance. A formiga C efetua corte semi-circular na folha com dificuldade. Filmado em

05/03/2012, as 10h 32 min, 21s.

Testes histoquimicos

Os coléteres de trés espécies reagiram positivamente ao reagente de sudan IV para
deteccao de lipidios (Tabela 5), estas foram: Himatanthus obovatus (Fig. 37-38), Palicourea
rigida (Fig.39-40) e Tocoyena formosa (Fig. 42-43). O resultado foi mais intenso em P. rigida
e H. obovatus onde as goticulas coradas de alaranjado se mostram evidentes em células do
tecido central parenquimatico e na epiderme. Nas espécies H. obovatus e T. formosa o teste se
fez evidente na cuticula e em por¢des no interior das células formadoras das estruturas (Fig.
37, 42). Em Tabernaemontana solanifolia (Fig.41) a reacdo com sudan IV ndo se fez
evidente. As figuras 44-47 mostram os tratamentos controle para as quatro espécies.

Foi evidenciada a presenga de mucilagem pelo reagente vermelho de ruténio Fig. (48-

51) em todas as espécies. Sendo que o centro dos coléteres com células parenquimaticas
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reagiu de forma mais positiva (Fig. 49-51). O teste para proteinas com azul de coomassie foi
positivo para todas as espécies (Fig. 52-55), sobretudo, e de forma mais evidente na epiderme
em paligcada em H. obovatus (Fig. 52).

Os demais testes executados foram positivos em H. obovatus e T. solanifolia para
acucares redutores pelo teste de Fehling (Fig. 56-57), de forma que as estruturas apresentaram
coloragdo rosea e ainda em T. formosa foi satisfatorio o teste para compostos fendlicos,
apresentando-se esverdeadas as estruturas (Fig. 58) e em P. rigida o teste para alcaldides pelo
reagente de Dittimar (Fig. 59).

A tabela 5 apresenta os compostos presentes nas estruturas pelos testes histoquimicos

realizados.

Tabela 5. Resultados dos testes histoquimicos realizados nas glandulas adultas de
Himatanthus obovatus (Miill. Arg.). Woodson, Tabernaemontana solanifolia A. DC.
(Apocynaceae), Palicourea rigida Kunth e Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum.

(Rubiaceae).

Apocynaceae Rubiaceae
Teste histoquimico T
H. obovatus T. solanifolia P. rigida
formosa
Compostos lipidicos + } + +
Taninos } } ) )
Substancias pécticas + + + +
Proteinas totais + + + +
Acucares redutores + + } -
Compostos fendlicos } + } }
Alcaldides } } + }

Reagdes: (+) positiva; (-) negativa.
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Figura 37-43. Testes histoquimicos com sudan IV, realizados nas glandulas. 37-38.
Himatanthus obovatus. 39-40. Palicourea rigida. 41. Tabernaemontana solanifolia. 42-43.
Tocoyena formosa. Abreviagdes: EP: epiderme em paligada, ES: estrutura secretora, Est:
estipula, Pa: parénquima, Pec: peciolo. Setas indicam acimulo de secre¢do contendo

lipidios. Escalas: 37-38= 70 um; 39-40= 80 um; 41= 100 pm; 42= 50 pm; 43=75 pm.

LN

Figuras 44-47. Secgdes transversais e longitudinais das glandulas estudadas, sem coloragdo
(branco). 44. Himatanthus obovatus. 45. Palicourea rigida. 46. Tabernaemontana solanifolia.
47. Tocoyena formosa. Abreviagoes: EP: epiderme em paligada, Est: estipula, Pa:
parénquima, Pec: peciolo, Ped: pedinculo; seta= secre¢do. Escalas: 44= 150 um; 45= 200

pm; 46= 190 pm; 47= 100 pm.
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Figufas 48;. Testes histoquimicos realizados em coléteres de Himafant.hus obovatus (Mill.
Arg.). Woodson (Apocynaceae), Palicourea rigida Kunth e Tocoyena formosa (Cham. &
Schltdl.) K. Schum. (Rubiaceae). 48-49 Vermelho de ruténio para compostos pécticos em H.
obovatus, P. rigida, T. solanifolia e T. formosa, respectivamente. 50-51. Vermelho de Ruténio
para mucilagem em T. solanifolia e T. formosa, respectivamente. 52-55. Azul de coomasie
para totais em H. obovatus, P. rigida, T. solanifolia e T. formosa, respectivamente. 56.
Fehling para agucares redutores em H. obovatus. 57. Fehling para aglicares redutores em T.
solanifolia. 58. Cloreto férrico para compostos fendlicos em T. solanifolia. 59. Reagente de
Dittimar em P. rigida para alcaldides. Abreviagdes: Co: Coléter. EP: Epiderme em paligada,
Est: Estipula, Pa: Parénquima, Pec: Peciolo. Seta indica rea¢do mais positiva/ secrecao.
Escalas: 48= 50 pm; 49= 150 um; 50= 50 um; 51= 150 pm; 52=50 um; 53= 140 um; 54=
70 um, 55= 50 pm; 56= 100 pm; 58-59= 100 pm.
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Composicado quimica e quantificacédo das secrecdes

Extracdo das secrecdes

A metodologia executada para extracdo de secrecdo para analises quimicas e o0s

bioensaios se mostrou eficiente com o uso de agua e acetona.

Tabela 6. Quantidade das secre¢des das glandulas adultas de Himatanthus obovatus (Miill.
Arg.). Woodson (Apocynaceae), Palicourea rigida Kunth ¢ Tocoyena formosa (Cham. &
Schltdl.) K. Schum. (Rubiaceae).

' Quantidade de N° regides analisadas Quantidade relativa
Espécies*
secrecao (mg) (mg/gema)
H. obovatus 36 54 peciolos 0,66 mg/peciolo
P. rigida 500 100 gemas 5 mg/gema
T. formosa 500 36 gemas 13,8 mg/gema

* Tabernaemontana solanifolia A. DC.: quantidade de secre¢do insuficiente para analise.

Quanto ao aspecto e solubilidade, as secre¢des de P. rigida ¢ H. obovatus
apresentaram pouca solubilidade em &agua, sendo um pouco mais soluveis em acetona,
sobretudo a secre¢do de H. obovatus. Em P. rigida, a melhor técnica foi deixar as estruturas
de molho em agua para facilitar a soltura da secre¢ao da planta e remocdo mecanica das

mesmas. A espécie T. formosa aparentemente apresenta secrec¢do totalmente soltivel em agua.

Quantificacdo de proteinas pelo método de ""Bradford Assay"’

As amostras das secre¢des dos coléteres das trés espécies Himatanthus obovatus,
Palicourea rigida ¢ Tocoyena formosa apresentam proteinas. Estes valores corresponderam a
82,9; 76,8 e 89 ng/mg de amostra seca. Considerando-se que o total de massa seca obtida de
cada espécie foi 10 mg estes valores corresponderam de 7 a 8% das amostras. O maior valor
foi encontrado nas secrecdes da espécie T. formosa. O grafico da figura 60 ilustra os

resultados de proteinas totais obtidas.
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Figura 60. Quantidade média de proteinas totais obtidas nas secregdes glandulares extraidas

de Himatanthus obovatus (Miill. Arg.). Woodson (Apocynaceae), Palicourea rigida Kunth e

Tocoyena formosa (Cham. & Schltdl.) K. Schum. (Rubiaceae). Médias com mesma letra sdo

semelhantes pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Quantificacdo de agucares solUveis totais

O ensaio de agucar soluveis totais pelo método fenol-sulfirico mostrou presenga

significativa dos actcares redutores nas amostras das trés espécies estudadas. Os valores estdo

mostrados na figura 61; para T. formosa e P. rigida os valores foram superiores aos

encontrados para proteinas, representando mais de 10% das amostras. Ja em H. obovatus a

quantidade encontrada foi a inferior quantidade de proteinas totais para esta espécie sendo

também inferior a quantidade de agticares soliveis detectada para as demais espécies.
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Figura 61. Quantidade média de agucares soliveis obtidas nas secre¢des glandulares

extraidas de Himatanthus obovatus, Palicourea rigida e Tocoyena formosa. Médias com

mesma letra s3o semelhantes pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Analise qualitativa de monossacarideos por cromatografia

Anélises de cromatografia indicaram monossacarideo fucose (Tab. 7) na secre¢do das

trés espécies analisadas. Em uma amostra de H. obovatus também foi verificada xilose,

ramnose e manose (Fig. 62). As maiores quantidades de fucose foram verificadas para H.

obovatus (Tab. 7).
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Tabela 7. Quantidade de monossacarideo fucose detectado por cromatografia de troca

anionica de alto desempenho.

Espécies e amostras* Quantidade (nmol/mg massa seca)**
H. obovatus (HO1) 5,766 (+ 3,05)
H. obovatus (HO2) 5,242(+ 3,05)
H. obovatus (HO3) 0,225(+ 3,05)
P. rigida (PR1) 0,17(+ 0,015)
P. rigida (PR2) 0,192(+ 0,015)
P. rigida (PR3) 0,200(+ 0,015)
T. formosa(TF1) 0,135(+ 0,006)
T. formosa (TF2) 0,144(+ 0,0006)
T. formosa (TF3) 0,148(+ 0,006)

* As identificacdo dada as amostras esta entre parénteses. ** Desvio padrao entre parénteses.
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Figura 62. Analise cromatografica de troca ionica de alto desempenho em amostra de

Himatanthus obovatus.
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Bioensaios

Os ensaios bioldgicos realizados apresentaram médias de absorbancia diferentes entre
o controle e o tratamento com as secregdes para todas as espécies e para as duas secre¢des
utilizadas nas 7 leituras realizadas (Fig. 63). Em todos os casos, a primeira leitura de
absorbancia foi elevada e a segunda bem inferior, a partir da qual se observaram absorbancias
crescentes. Esse comportamento s6 ndo foi observado com o fungo 2 e o extrato 1.

Os fungos apresentaram absorbancias semelhantes e com a seguinte ordem
decrescente de absorbancia: F1, F3, F2 para o extrato 1 (P. rigida) e para o extrato 2 (T.

formosa).
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Figura 63. Bioensaios com as secre¢des de Palicourea rigida e Tocoyena formosa Abreviagdes
dos fungos: F1= Fusarium solani; F2 e F3= Colletotrichum gloeosporioides; secre¢do das
glandulas das espécies: E1= Palicourea rigida; E2= Tocoyena formosa. Absorbancias com letras

diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%de probabilidade.
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Discussao

Nao hé davida que as estruturas secretoras aqui analisadas sdo coléteres, pois sua
morfologia e a presenca de mucilagem em suas secrecdes sdo condizentes com as
caracteristicas destas glandulas (cap. 1).

As observagdes ecoldgicas efetuadas permitiram constatar a presenga de formigas na
face adaxial e axilar do peciolo em Himatanthus obovatus, regido em que se situam as
glandulas estudadas (Fig.2-6). O comportamento mais comum de ao menos 3 espécies destes
insetos foi sua permanéncia perto dos coléteres, com o aparelho bucal posicionado em direcao
aos mesmos (Fig.2-6, 7-14). Tal comportamento pode estar relacionado a coleta de secregao
para uso posterior pelas formigas, ou para sua alimentacdo diretamente. O registro de
secrecoes aderidas ao aparelho bucal de formigas visitantes (Fig. 8-11) sustenta estas duas
hipdteses, assim como o longo tempo de permanéncia destes insetos no local.

Esse resultado difere da maioria dos trabalhos sobre coléteres, que atribuem a estas
glandulas a fungdo de prote¢ao dos vegetais, por meio da diminui¢ao da herbivoria (Thomas
& Dave 1989, 1990; Thomas 1991; Klein et al. 2004). O fato de os coléteres em H. obovatus
estarem atraindo as formigas, e nao repelindo-as, sustenta que suas secre¢des ndo atuam como
dissuasivas de herbivoros, ao menos nesta planta.

Outras fungdes dos coléteres seriam a lubrificagdo das gemas e protecdo contra
microorganismos (Thomas et al. 1989, Thomas & Dave 1989, Thomas 1991). Estas fungoes
sdo hipoteses levantadas na literatura, sustentadas nas caracteristicas das secre¢des, mas sem
evidéncias experimentais que as comprovem. O presente trabalho reuniu evidéncias que
apontam que as funcdes destas glandulas podem ser mais amplas, e possivelmente variam
conforme a espécie vegetal em questao.

A herbivoria afeta muito as folhas de Palicourea rigida, o que também ocorre em P.
padifolia (Roem. & Schult.) C. M. Taylor & Lorence, em que o percentual de folhas
danificadas pode ultrapassar 80% (Ornelas et al. 2004). Conforme observag¢des no campo, em
plantas de P. rigida ndo foram constatados insetos pastejando em seus coléteres. Nesta planta,
ocorrem os maiores coléteres (cap. 1) e grandes quantidades de secre¢do (Tabela 6). Secrecao
abundante ndo condiz com a aventada func¢do anti-herbivoria nesta planta tdo intensamente
predada. A fauna presente em P. padifolia também ndo coaduna com a fungao dissuasiva de
herbivoros apontada para os coléteres. Esta espécie apresentou riqueza igual a 58 espécies de
artropodes associados a cada individuo, com uma abundancia de 345 artrépodes/planta,

conforme Santana & Sousa (2009), predominando espécies de Hymenoptera.
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Os resultados encontrados refutam a hipotese anti-herbivoria para a H. obovatus e
possivelmente em P. rigida, mas ndo para outras espécies. Eles referendam a necessidade de
se reunirem mais evidéncias experimentais para que se possa ter dimensdo do papel ecologico
dos coléteres na natureza.

As secregdes dos coléteres de H. obovatus parecem exercer fun¢do importante no
estabelecimento de relagdes ecologicas entre formigas e esta planta. Estas relagdes variam
inclusive intraespecificamente, pois a mesma espécie de formiga sp. 5 (cortadeira vermelha)
parece ter individuos que predam as folhas, enquanto outros permanecem raspando as
secrecoes dos coléteres (Fig.31-36 ). Ja as formigas sp. 1 e sp. 4 defendem seu territdrio sem
predar as folhas desta planta, tendo como recompensa possivel as secrecdes dos coléteres,
conforme constatado na experiéncia com formigas domésticas introduzidas sobre as folhas
(Fig.18-26 ) e com o uso da vareta agitada perto dos coléteres (Fig.27-30 ). Estas duas ultimas
espécies combatem a presenca de intrusos, enquanto colhem as secrecdes ofertadas pela
planta, caracterizando uma relacdo mutualistica.

E peculiar o longo tempo de permanéncia dos insetos visitantes, pois eles podem ficar
parados no mesmo local, perto dos coléteres, por quase um minuto ou mais (Fig. 7-11).

Coléteres muitas vezes sao confundidos com nectarios extraflorais (Mohan & Inamdar
1986, Thomas 1991), que sdo estruturas secretoras presentes em partes vegetativas de plantas,
cuja funcao € produzir compostos nutritivos ricos em carboidratos, aminoacidos, vitaminas,
agua e outros compostos organicos. Tais nutrientes sdo responsaveis por atrair € manter
formigas que ali forrageam e, por sua vez, protegem a planta da agdo de herbivoros,
expulsando-os do local, tendo-se ai uma associagdo ecologica mutualistica (Dattilo et al.
2009). Dentre os carboidratos presentes nos nectarios extraflorais, os agucares soluveis tais
como glicose, frutose, e sacarose, sdo os que mais se destacam. Verificou-se agucares soluveis
nas secregdes dos coléteres de H. obovatus, mas em menor quantidade do que em P. rigida e
T. formosa, cujos coléteres ndo sdo forrageados. Em nectarios de Merremia aegyptia (L.)
Urb., a quantidade de agucares redutores chega a 0,375mg/ul de secregdo (Pereira et al.
2011). Considerando a aliquota de 400ul, utilizada para o teste fenol-sulfurico, em H.
obovatus tem-se 11,54 pl de agucares soliveis, sendo, portanto, uma quantidade muito
inferior a encontrada em nectarios, as glandulas de H. obovatus aparentemente ndo se
encaixam nesta categoria. Em algumas espécies de Apocynaceae, ndo foram detectados
acucares redutores pelo teste de Fehling (Subramanian et al. 1989). Glandulas de Plumeria
rubra L. foram denominadas nectarios extraflorais (Mohan & Inamdar 1985), talvez por
apresentarem insetos associados, no entanto, estas estruturas sdo atualmente consideradas

coléteres (Thomas 1991).
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Outro resultado importante ¢ a presenca de lipidios nas secrecdes de coléteres das
quatro espécies vegetais, o que foi identificado pelo teste de sudan IV (Fig. 37-43). Esta
reagdo se faz mais evidente em P. rigida, onde numerosas goticulas sdo observadas, sobretudo
no tecido epidérmico (Fig.38, 40). Provavelmente a presenga deste grupo de compostos
organicos seja mais abundante nas secregdes dos coléteres desta espécie e isso explicaria sua
pouca solubilidade em agua.

A presenga de lipidios em secre¢des de coléteres também foi observada em Populus
deltoides W. Bartram ex Marshall (Curtis & Lersten 1974), Plumeria rubra (Mohan &
Inamdar 1989), varias espécies de Apocynaceae (Subramanian et al. 1989), Mitragyna
parvifolia (Roxb.) Korth. (Thomas & Dave 1990), Azadirachta indica A. Juss. (Inamdar et al.
1986), Alibertia sessilis (Barreiro & Machado 2007), Mandevilla illustris ¢ M. velutina
(Appezzato-da-Gloria & Estelita). Nas duas ultimas espécies, globulos lipidicos também se
concentram nas cé€lulas epidérmicas dos coléteres. Muitos autores t€ém usado o termo
glandulas resinosas para designar estruturas semelhantes aos coléteres e que secretam lipidios.

As proteinas encontradas pelo reagente de Bradford nas amostras das secrecoes de H.
obovatus, P. rigida e T. formosa representaram de 7-8% das amostras analisadas. Essa
quantidade foi maior em T. formosa e menor em P. rigida (Fig. 60). As proteinas nas
secrecoes de vegetais podem exercer agdo antimicrobiana e contra herbivoria. Dentre as
proteinas vegetais que atuam na defesa, podem-se destacar as lectinas, inibidores de proteases
serinicas ¢ cisteinicas, polifenoloxidases, peroxidases e fenilalanina amonia liase (Pinto et al.
2010).

A presenca expressiva de proteinas e sua frequente agdo antimicrobiana apontam para
a necessidade de se fazerem bioensaios com as secre¢des, onde se constatou diferencas
significativas entre as absorbancias do controle ¢ dos tratamentos com os fungos Fusarium
solani e Colletotrichum gloeosporioides. Os resultados indicam absorbancias maiores para o
tratamento controle, direcionando as interpretacdes para um crescimento flingico maior nesse
tratamento. A inibi¢do do crescimento fiingico na presenga das secrecdes glandulares foi sutil,
mas estatisticamente significativa (Fig. 63).

No entanto, deve-se considerar que aqui se trabalhou com extrato vegetal bruto,
retirado diretamente das estruturas e posteriormente liofilizados. Devido a isso, € possivel que
possa ter havido diferencas de textura e viscosidade entre o tratamento com a secre¢ao e com
a solugdo salina e, portanto, isso pode ter influenciado nas leituras das absorbancias. Sendo
assim, estudos complementares que utilizem extrato purificado podem produzir resultados
mais confidveis acerca da atividade bioldgica das secregdes de coléteres das espécies

estudadas.
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Bioensaios com proteinas isoladas de secre¢oes de coléteres de Bathysa nicholsonii K.
Schum., testados com Fusarium oxysporum, Colletotrichum musae e Colletotrichum
lindemuthianum, mostraram discretas diferengas de absorbancias entre os fungos com e sem
secrecdo, onde as maiores absorbancias foram observadas no tratamento controle (Miguel et
al. 2006). Isso indica indiretamente um maior crescimento fingico no tratamento controle
devido ao maior valor nas absorbancias. Em secre¢des de coléteres de Simira glaziovi (K.
Schum.) Steyerm., a quantidade de proteinas detectadas pelo método de Bradford foi de
45ug/mg de massa seca (Klein et al. 2004), representando um valor menor, comparado com
os das trés espécies aqui estudadas.

O mondmero fucose detectado na porgdo insoluvel da secrecdo dos coléteres das trés
espécies estudadas indica a presenca de mucilagem. As mucilagens sdo polissacarideos
complexos, de natureza acida ou neutra, com elevado peso molecular. Quando hidrolisadas,
elas podem apresentar diversas unidades, tais como glicose, acido galacturonico, arabinose,
xylose, ramnose, galactose € manose (Fahn 1979). Em mucilagens produzidas por células da
raiz do milho, foram encontrados monomeros como xylose, arabinose e fucose (Junipe &
Pask 1973).

Dentre os mondémeros de polissacarideos em secre¢des de coléteres, ja foram
encontrados ramnose, em Roupelia grata (Thomas et al. 1989), Alstonia scholaris (Thomas &
Dave 1990) ¢ Aganosma caryophyllata (Dave et al. 1987). A arabinose ocorre em Nerium
indicum (Thomas & Dave 1989), enquanto glicose foi assinalada em Allamanda cathartica
(Thomas & Dave 1989). Estes carboidratos indicaram de forma indireta a presenca de
mucilagens nas espécies citadas. A fucose ndo foi relatada em secregdes de coléteres
anteriormente estudados, sendo sua ocorréncia aqui registrada pela primeira vez.

Os maiores valores de acucares soliveis foram encontrados nas secrecdes dos
coléteres de T. formosa, enquanto H. obovatus, que é comumente visitada por formigas,
apresenta as menores quantidades destes compostos (Fig. 61). Sabe-se que entre os
componentes do néctar estdo os agucares soluveis, tais como glicose, frutose e sacarose, € que
nectarios extraflorais atraem formigas. Desta forma, os aglcares presentes nos coléteres das
demais espécies deveriam atrair formigas, como em H. obovatus.

Dadas as composi¢cdes das secregoes de coléteres identificadas pelos testes
histoquimicos, pode-se afirmar que nas trés espécies ha compostos organicos das trés classes
(lipidios, proteinas e carboidratos), sendo que os agucares soluveis representam em algumas
amostras até cerca de 17%. A quantificagdo dos lipidios ndo constitui escopo do presente

trabalho, mas as evidéncias apontam que sua presenca pode ser significativa nas secrecoes,
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conforme revelado pela histoquimica (Tabela 5, Fig.37-43), sobretudo em P. rigida, assim
como a pouca solubilidade em agua das secre¢des de P. rigida e H. obovatus.

Os coléteres encontrados em H. obovatus estabelecem relagdes interespecificas, entre
esta planta e varias espécies de formigas, que podem estar utilizando suas secre¢des como
fonte alimentar, ou outra finalidade. As secre¢des dos coléteres desta espécie apresentam
acucares soluveis, proteinas, ¢ monomeros de fucose, xilose, ramnose ¢ manose, sendo a
presenca de acucares soluveis de menor quantidade (Fig.62). Os compostos identificados
representam recompensa que ¢ buscada pelas formigas. Esta recompensa possivelmente ¢ de
natureza alimentar, sendo altamente nutritiva dado seu teor proteico.

A presenca de mucilagem nas secregdes foi identificada por meio de testes
histoquimicos (cap. 1), mas também pode ser inferida a partir dos carboidratos tipicos destes
compostos, como a fucose, que foi constatada em todas as secrecdes (Tabela 7, Fig. 62).

A composicao das secregdes pode ser o ponto chave para o entendimento sobre o fato
de que as formigas sp. 1 e sp. 4 ndo predam as folhas de H. obovatus. A riqueza nutricional
das secrecOes ¢ alta, pois tém elevado percentual de carboidratos, lipideos e proteinas,
conforme evidenciados no presente trabalho. Para saber se as secre¢des sao mais nutritivas do
que as folhas, ndo ¢ necessaria nenhuma analise quimica das mesmas. Assim, o pastejo das
secrecoes pode ser mais vantajoso para as formigas, do que herbivoria. A longa duragdo do
pastejo das formigas pode evidenciar dificuldade de raspagem da secrecdo, ou que ela ¢
continuamente liberada em pequenas quantidades, o que carece ser melhor esclarecido em

futuros estudos.
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Conclusoes

As secregoes dos coléteres de H. obovatus, P. rigida e T. formosa possuem natureza
quimica complexa, onde compostos dos trés grupos de substancias organicas estao presentes:
lipidios, proteinas e carboidratos.

Acucares redutores foram verificados em H. obovatus e T. solanifolia e alcaldéides em
P. rigida e compostos fenolicos em T. solanifolia, sendo que os coléteres de T. formosa
produzem maior quantidade de secrecdo entre as quatro espécies estudadas. O mondmero
fucose, que ¢ indicador da presenca de mucilagem, foi encontrado nas secrecdoes de H.
obovatus, P. rigida e T. formosa. Outros monossacarideos detectados foram manose,
arabinose e xylose em H. obovatus.

A metodologia usada foi eficiente para obtencdo das secrecdes em todas as espécies
testadas.

Os bioensaios realizados mostram diferengas de absorbancias entre o tratamentos com
as secrecdes e os respectivos controles, estas diferencas podem indicar inibi¢do fungica.
Estudos futuros mais aprofundados ajudardo a esclarecer a possivel agdo biologica das
secrecoes.

As secrecdes dos coléteres de H. obovatus ndo sdo dissuasivas de herbivoros; elas
possibilitam relagdes ecoldgicas mutualisticas entre esta planta e diferentes espécies de

formigas, que delas se alimentam, apresentando comportamento de defesa de territorio.
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ANEXO 1

Anatomia e MEV realizados em Cuphea sp. e Mandevila novocapitalis Markgr.

O presente anexo ¢ constituido por resultados incompletos obtidos, que aqui sdo
registrados a fim de que ndo se percam. Sao imagens anatomicas e obtidas sob MEV, feitas
com espécimes de Mandevilla novocapitalis Markgr. (Apocynaceae), que inicialmente foram
coletados, mas que depois sumiram no campo, ndo se localizando plantas em fase vegetativa
em tempo para a conclusao das analises.

Também sdo apresentadas glandulas semelhantes a coléteres, encontradas em Cuphea
sp. (Lythraceae). Thomas (1991) cita que espécies de Lythraceae tém coléteres, mas nao
menciona a espécie, nem se foram feitos testes histoquimicos com a mesma, por isto
procurou-se investigar estas plantas. A estrutura observada em Cuphea sp. ¢ uma emergéncia,
mas na maioria das vezes se encontrava seca, dificultando as analises.

Nas duas espécies, a quantidade de amostras obtidas e suas secre¢des foram irrisorias,

nao tendo sido possivel completar seus estudos.
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Figura 1-3. Coléteres sob teste histoquimico com vermelho de ruténio em Mandevilla

novocapitalis (Apocynaceae). Escalas: 1, 3= 530um; 2= 210pum. Legendas: Em= emergéncia.

As estruturas analisadas encontram-se na base da lamina foliar e peciolo em M.
novocapitalis e na base da lamina foliar em Cuphea sp. Tratam-se de emergéncias secretoras
sem pedanculo, que estruturalmente apresentam um nlcleo formado por células
parenquimaticas, revestido por células altas, que constituem uma epiderme em palicada. A
microscopia eletronica de varredura foi particularmente 1til na caracterizagdo estrutural destas
emergéncias em M. novocapitalis, cujo seccionamento ¢ dificil por serem muito curtas (Fig.
1-3).

O teste histoquimico com vermelho de ruténio evidenciou a presenca de mucilagem

em secrecdes produzidas nas emergéncias de M. novocapitalis. Em Cuphea sp., ndo foi
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detectada a presenca de compostos pécticos nas secrecdes, mesmo apOs os testes serem

repetidos.

Figuras 4-7. Emergéncias sob microscopia eletronica de varredura em Cuphea sp.,
Lythraceae (4-5) e Mandevilla novocapitalis, Apocynaceae (6-7). Escalas: 4= 100nm; 5, 7=
100um; 6= 10um. Legendas: setas= poros ou aberturas dos coléteres; EP= epiderme em

palicada; Pa= parénquima.

Com base na estrutura e no tipo de secrecdo que produzem, as emergéncias secretoras
na base da lamina foliar e peciolo de M. novocapitalis constituem coléteres, que foram
identificados como sendo do tipo padrao.

Constatou-se a presenga de poro ou abertura nas emergéncias de Cuphea sp. (Fig. 4) e
de M. novocapitalis (Fig. 6), possivelmente relacionada ao modo de liberagdo das secregdes, o
que pode constituir um mecanismo diferente daqueles relatados na literatura (ruptura da
cuticula ou microporos que a atravessam). A constatacdo da presenca de poros evidencia a

existéncia de mais de um tipo de mecanismo de liberagdo de secrecdes em coléteres.
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