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RESUMO

NERY, Lays Araujo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2013.
Estruturas secretoras emBanisteriopsis muricata (Cav.) Cuatrec. (Malpighiaceae):
aspectos estruturais, quimicos e ecoldgico®rientadora: Marilia Contin Ventrella.
Coorientadores: Milene Faria Vieira e Jodo Paulo Viana Leite.

Banisteriopsis muricata(Malpighiaceae) ocorre em todos os dominios
fitogeograficos do Brasil e apresenta popula¢des mistas constituidas flores com célice
glandulado e eglandulado, pétalas posteriores com fimbrias glandulosas, glandulas no
conectivo das anteras e nectarios extraflorAssim, o presente estudo propde analisar
a anatomia e a composi¢ao quimica das glandulas florais e foliaBesvieicata e o
papel destas estruturas sobre a atracdo de polinizadores e demais visitantes. Botbes
florais, flores em antese e folhas em diferentes estadios de desenvolvimento foram
processados de acordo com técnicas usemismicroscopia de luz e microscopia
eletrbnica de varredura. A natureza quimica da secrecdo foi determinada por testes
histoquimicos e quimicos e a funcionalidade foi observada em campo. As glandulas
calicinais desenvolvem-se na face abaxial das sépalas, se constituem por epiderme
secretora unisseriada, cuticula espessa e parénquima secretor vascularizado por xilema e
floema. A secrecdo que acumula-se no espaco subcuticular conspicuo compde-se apenas
por glicose. As glandulas do conectivo das anteras se constituem de duas regides
distintas, uma secretora e uma regido ndo secretora. A epiderme de ambas as regides é
constituidas por células volumosas com cuticula e paredes delgadas. As células da
epiderme secretora acumulam proteinas e polissacarideos, que séo liberados pela
ruptura dos poros, o que parece ser efeito do contato com o corpo de polinizadores. As
fimbrias glandulosas das pétalas posteriores possuem caracteristicas anatdomicas
semelhantes as das glandulas calicinais, ndo apresenta nenhuma secrecdo, mas
acumulam antocianinas. As glandulas calicinais Ble muricata ndo constituem
elaioforos e sim nectarios; as glandulas das pétalas atuam como sinalizadores para
visitantes florais e a secrecéo liberada pelas glandulas do conectivo constituem um
veiculo de transferéncia de grdos de podlen. As folhas apresentam NEF que se
desenvolvem na face abaxial. Os NEF s&o do tipo elevado e constituidos por epiderme
secretora unisseriada, parénquima nectarifero com poucas camadas de células e
parénquima subnectarifero vascularizado. Nao se observou poros ou rupturas cuticulares

para liberacdo da secrecdo que se acumula no espaco subcuticular. A secrecao € escassa,
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viscosa e apresenta glicose, pectinas e proteinas. A observacdo da visita de formigas
reforcam a ocorréncia da interacao inseto-planta e o papel de protecdo contra herbivoria.
A ocorréncia de flores com célice glandulado e eglandulado, a auséncia de elai6foros, a
presenca de pétalas de orientacdo, glandula no conectivo sugerBrmuuécatapode

estar desenvolvendo novas estratégias de atracdo de polinizadores.
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ABSTRACT

NERY, Lays Araujo, M. Sc., Universidade Federal de Vigcosa, March, Z¥3etory
structures of Banisteriopsis muricata (Cav.) Cuatrec. (Malpighiaceae): structural,
chemical and ecological aspectsAdvisor: Marilia Contin Ventrella. Co-adivsers
Milene Faria Vieira and Jodo Paulo Viana Leite.

Banisteriopsis muricatgMalpighiaceae) occsrin all phytogeographic areas
from Brazil and presents mixed populations consisting of morphotypes with glandular
and eglandular flowers. Petals with glandular fimbriae and connective with glandular
protrusions and extrafloral nectarines at leaf are common to both types. The aim of this
study was to monitor the development and characterize the structural and chemical
aspects of the secreting glands presenBinmuricata and correlate them to the
ecological role of these. Flower buds, flowers at anthesis and leaves in different
developmental stages were processed under usual techniques of light microscopy and
scanning electron microscopy, the chemical nature of the secretion was determined by
chemical and histochemical tests and functionality was observed in the field. Calycine
glands develop on the abaxial sepal. These glands are compoused of secretory uniseriate
epidermis; thick cuticle; subcuticular space, pores and stomata absent and secretory
parenchyma vascularized by xylem and phloem. Secretion was not identified in the
space subcuticular and chemical analyzes identified only glucose secretion. The
epidermis of the secretory region consists by bulky cell with thin cuticle and thin walls
with pores and presents content translucent. The non secretory cells are bulky and have
thin walls and accumulate phenolics. Chemical analysis showed the accumulation of
proteins and polysaccharides that are released by rupture of the pore, which seems to be
an effect of the contact with pollinators. The fringes of the petals have anatomical
features similar of calycine glands and accumulate anthocyanins. The calyx glands of
B. muricataare not elaiophores and seem to act as floral nectaries; glands petals act as
signaling for floral visitors and secretion released by glands of the connective are a
vehicle for the transfer of pollen grains favoring cross pollination. The leaves have
EFN that develop on the abaxial surface. The EFN are the type elevated and consists of
secretory uniseriate epidermis, nectary parenchyma with few layers of cells and
vascularized subnectariferous parenchyma. There was no pores or cuticular ruptures to
release the secretion which accumulates in the subcuticular space. The secretion is

scanty, viscous and has glucose, proteins and pectins. The observation of the visit of



ants reinforce the occurrence of insect-plant interactions and the EFN exert protective
role against herbivory. Considering the occurrence of two morphotypetaiophores,

the presence of orientation petals, appearance of the connective gland and presence of
EFN, B. muricatacan be used as a model for understanding of the ecological aspects of
the secretory structures and the study of these may contribute to the phylogeny of
Malpighiaceae. Furthermore, our findings indicate Bamuricatahas developed new

strategies to attract pollinators.



INTRODUCAO GERAL

Malpighiaceae é uma familia representada por aproximadamente 77 géneros e
1.300 espécies arbodreas, arbustivas, herbaceas perenes e lianas que ocorrem regides neo
e paleotropicais (Anderson, 1979; 1990; Anderson e Davies, 2007). Aproximadamente
85% das espécies sao neotropicais e a Ameérica do Sul € o maior centro de diversidade
da familia (Anderson, 1979). No Brasil, ocorrem 38 géneros e 300 espécies, em
distintas formacdes vegetacionais (Barroso, 1991; Souza e Lorenzi, 2005).
Banisteriopsis género inteiramente neotropical e o mais representativo, com 100
espécies neotropicais (Anderson e Gates, 1975; Gates, 1992), apresenta 47 espécies em
territorio brasileiro (Mamede, 2012).

Aproximadamente 90% das malpiguidceas neotropicais possuem estruturas
secretoras, as quais estdo presentes em 52% das espécies paleotropicais (Vogel, 1974
apudBuchmann, 1987; Anderson, 1979; 1990). Nas espécies neotropicais sao relatados
elaioforos, estruturas secretoras de 6leos nao volateis, no calice, glandulas no conectivo
dos estames (Anderson, 1979; 1990; Coccuci et al., 1996; Castro et al., 2001; Carvalho
et al., 2005) e nectérios extraflorais (NEF), estruturas secretoras de acucares, na lamina
foliar e no peciolo (Anderson, 1990; Possobom et al., 2010; Castro et al., 2001). Nas
espécies paleotropicais ocorrem glandulas calicinais que atuam como nectarios, em
razdo da secrecdo de acucares (Vogel, 1990; Anderson, 1990; Endress, 1994).
Elaiéforos e nectarios em Malpighiaceae ocorrem em posi¢cdes analogas (Anderson,
1990) e, embora apresentem secrecfes distintas, sdo estruturas evolutivamente
homologas (Vogel, 1990).

Os elaioforos calicinais, observados nas angiospermas, apresentam morfologias
distintas, ou seja, sé@o tricomatosos ou epiteliais (Buchmann, 1987; Endress, $994). O
tricomatosos caracterizam-se por apresentar pelos glandulares com secrecdo ativa,
diretamente exposta a superficie, sem que haja retencdo subcuticular (Endress, 1994).
Os epiteliais se caracterizam como regifes epidérmicas, cuja secrecao pode sar liberad
diretamente ou mantida no espaco subcuticular (Vogel, 1990; Coccuci e Vogel, 2001;
Stpiczynska e Davies, 2008).

Em Malpighiaceae foram verificados apenas elai6foros epiteliais, que se
apresentam como glandulas conspicuas, observadas aos pares em cada sépala de flores
de varias espécies (Vogel, 19%igrist e Sazima, 2004). Citam-se, como exemplos,

Dinemandra ericoidegCoccuci et al., 1996)Galphimia brasiliensis(Castro et al.,



2001) e Diplopterys pubipetala(Possobom, 2008), cujos estudos confirmaram a
secrecdo predominantemente composta por 6leos ndo volateis e sua interacdo com
fémeas de abelhas da tribo Centridini. Estas abelhas sdo especializadas na coleta de
oleo, utilizado como fonte de alimentacdo para as larvas e impermeabilizante das
paredes dos ninhos (Vogel, 1990; Buchmann, 1987; Endress, 1994, Vinson et al., 1996;
Stpiczynska e Davies, 2008).

Estudos indicam que algumas espécies de Malpighiaceae neotropicais néo
possuem ou estdo perdendo as glandulas calicinais, mas apresentam protrusdes
glandulares no conectivo das anteras (Anderson, 1979). A presenca ou a auséncia das
glandulas calicinais e as protrusfes glandulares do conectivo podem compor estratégias
reprodutivas das Malpighiaceae do Novo Mundo (Anderson, 1979; Cappellari et al.,
2010).

A presenca de NEF na maioria dos representantes de Malpighiaceae do Novo
Mundo é um caractere diagnéstico para a familia (Anderson, 1990) e sdo comuns as
lianas, incluindo as espécies Banisteriopsis(Gates, 1982; Elias, 1983). Os NEF
ocorrem predominantemente na face abaxial da lamina foliar como glandulas pequenas
e sésseis (Gates, 1982), e sdo frequentemente visitados por formigas, forrageadores que
conferem protecdo contra herbivoros (Bentley, 1977; Koptur, 1992; Possobom et al.,
2010).

Os NEF secretam solucbes aquosas predominantemente acucaradas, embora
outros compostos possam ocorrer em pequenas concentragfes, como proteinas e
lipideos (Elias, 1983; Koptur, 1992; Nicolson et al., 2007). Glandulas foliares de
Diplopterys pubipetalaapresentam secrecédo rica em glicose e atuam como NEF
(Possobom et al.,, 2010). Entretanto, glandulas foliares e glandulas calicinais de
Galphimia brasiliensisapresentam secrecdo predominantemente lipidica com tragos de
acucares (Castro et al., 2001). A partir da presenca de lipideos e acucares na secrecao,
0s autores concluiram que as glandulas calicinai$ dérasiliensissao estruturas
derivadas de nectarios, constituem a continuacdo da expressdo genética da folha e,
portanto, glandulas calicinais e nectarios seriam estruturas homologas, mas nao
analogas.

Banisteriopsis muricatadistribui-se amplamente em todos o0s dominios
fitogeograficos do Brasil (Gates, 1982; Mamede, 2012) e pode apresentar as trés
estruturas secretoras ja mencionadas para Malpighiaceae, como glandulas calicinais,

glandulas do conectivo e NEF. Porém, a espécie também apresenta um morfotipo com
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calice eglandulado ou apenas com vestigios de glandulas calicinais (Gates, 1982;
Anderson, 1990; Sigrist e Sazima, 2004). Considerando tais aspgctogticatapode
constituir um bom modelo para o entendimento das estruturas secretoras em
Malpighiaceae e suas relacdes ontogenéticas e funcionais.

Ha caréncia de estudos que conjuguem abordagens anatdbmicas, quimicas e
funcionais das estruturas secretoras de malpiguidceas (Anderson, 1990; Gates, 1992;
Coccuci, 1996; Castro et al., 2001; Possobom et al., 2010), embora a origem, o padrao
anatémico, a posicao e o tipo de secrecao tenham importancia filogenética e ecoldgica
(Castro et al.,, 2001). Assim, o presente estudo prop0e analisar a anatomia e a
composicdo quimica das glandulas florais e foliare8.dmuricata e o papel destas
estruturas sobre a atracdo de polinizadores e demais visitantes.

O trabalho foi redigido sob a forma de dois capitulos intitulados: “Glandulas
florais deBanisteriopsis muricatéMalpighiaceae): aspectos anatdmicos e quirtices
“Aspectos estruturais e funcionais dos nectarios extrafloraBagisteriopsis muricata

(Malpighiaceae)”, ambos escritos sob as normas da Revista Flora.
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CAPITULO |

GLANDULAS FLORAIS DE BANISTERIOPSIS MURICATA
(MALPIGHIACEAE): ASPECTOS ANATOMICOS E QUIMICOS

Resumo

Individuos de Banisteriopsis muricatapodem apresentar calice glandulado ou
eglandulado enquanto glandulas nas anteras e nas fimbrias das pétalas sdo comuns a
todos os morfotipos. Os aspectos anatdémicos e funcionais sdo pouco estudados. Desse
modo, este trabalho visou determinar aspectos do desenvolvimento, estrutura, secrecao
e funcionalidade das glandulas florais Be muricata Flores e botdes florais em
diferentes estadios de desenvolvimento foram processados de acordo com técnicas
usuais em microscopia de luz e microscopia eletrénica de varredura. A natureza quimica
da secrecdo foi determinada por testes histoquimicos e quimicos. As glandulas
calicinais desenvolvem-se na face abaxial das sépalas, e apresentam epiderme secretora
unisseriada, sem estdmatos, cuticula espessa sem poros e parénquima secretor
vascularizado por xilema e floema. Ha apenas glicose compondo a secrecao, que se
acumula num espaco subcuticular conspicuo. As fimbrias glandulosas da pétala
posterior possuem caracteristicas anatbmicas semelhantes as glandulas calicinais;
nenhuma secrecdo é identificada, mas ha antocianinas na epiderme secretora. As
glandulas do conectivo sdo constituidas por duas regides distintas, uma secretora e uma
regido nao secretora, ambas com epiderme constituida por células volumosas com
paredes e cuticula delgadas. Na regido secretora, h4 acumulo de proteinas e
polissacarideos no interior das células, nos espacos intercelulares e, mais raramente, em
espacos subcuticulares, liberados pela ruptura de poros, o que parece ser um efeito do
contato com polinizadores. As glandulas do céaliceBdenuricatasdo nectarios; as
glandulas das pétalas atuariam como sinalizadores para visitantes florais e a secre¢éo
das glandulas do conectivo podem constituir um veiculo na transferéncia de grédos de
polen pelo corpo do polinizador. A ocorréncia de morfotipos com calice com nectéarios
ou eglandulado, auséncia de elaioforos, presenca de pétalas de orientacdo e glandula no
conectivo indicam qu®. muricatatem desenvolvido novas estratégias de atracdo de

polinizadores.



Abstract

Individuals of Banisteriopsis muricatamay present flowers with glandular and
eglandular calyx while glands on anthers and on the fringes of the petals are common to
all morphotypes. The study of anatomical and functional aspects are scarce. Thus, this
work aimed to determine aspects of the development, structure, function and secretion
of the glands oB. muricata Secretory floral glands in different developmental stages
were processed under usual techniques of light microscopy and scanning electron
microscopy, the chemical nature of the secretion was determined by chemical and
histochemical tests. Calycine glands develop on the abaxial sepal and presents secretory
uniseriate epidermis, without stomata, thick cuticle without pores and secretory
parenchyma vascularized by xylem and phloem. There is only glucose composing the
secretion, which accumulates in the conspicuous subcuticular space. The fringes of the
posterior petals have anatomical features similar of calycine glands; no secretion was
identified, but there are anthocyanins in the secretory epidermis. The glénds o
connective are constituted by two distinct regions, a secretory and a non-secretory, both
with epidermis composed of bulky cells with thin walls and cuticle. In the secretory
area, there is an accumulation of proteins and polysaccharides within cells, in the
intercellular spaces and, more rarely, in subcuticular spaces, released by the rupture of
the pores, which seems to be an effect of the contact with pollinators. The calyx glands
of B. muricataare nectaries; the glands of petals act as signaling for floral visitors and
secretion released by glands of the connective are a vehicle for the transfer of pollen
grains by the pollinator body. The occurrence of morphotypes with nectarines in the
calyx or eglandulate, no elaiophores, the presence of orientation petals and appearance
of the connective gland indicate tltmuricatahas developed new strategies to attract

pollinators.



INTRODUCAO

As adaptacdes convergentes entre caracteres florais e polinizadores séo
reconhecidas como sindromes de polinizagcdo (Buchmann, 1987; Campbell, 2008;
Ollerton et al., 2009). Em flores de Malpighiaceae neotropicais esses caracteres séo
conservados e uniformes (Anderson, 197hang et al., 2010); as flores sé&o
denominadas de florafe-0leo e produzem 6leo em glandulas calicinais (elai6foros),
gue € o recurso coletado por grupos especificos de abelhas. Este mutualismo tem sido
alvo de estudos com diferentes enfoques (Anderson, 1979; Coccuci et al., 1996;
Teixeira e Machado, 2000; Sigrist e Sazima, 2004; Carvalho et al., 2005; Zhang et al.,
2010), e é compreendido como fator fundamental para a irradiacdo das malpiguiaceas
no Novo Mundo (Vogel, 1974pud Buchmann, 1987; Campbell, 2008; Cappellari et
al., 2010).

Espécies paleotropicais sdo eglanduladas, mas apresentam anteras volumosas

gue sdo compreendidas como recompensa para polinizadores com pélen (Anderson,
1990). Estudos indicam que algumas espécies neotropicais apresentam morfotipos com
calice totalmente eglandulado, glandulado ou com glandulas vestigiais (Anderson,
1979), tal como observado erAterandra (Cappelarri et al.,, 2010)Galphimia
(Anderson, 2007) ®&inemandra ericoideg¢Coccuci et al., 199@BanisteriopsigGates,
1982 Sazima e Sazima, 1989). Adicionalmente, algumas destas espécies, por sua vez,
podem apresentar anteras com glandulas no conectivo (Anderson, 1990). Os fatores que
tém ocasionado esta perda ou reducdo das glandulas calicinais, sua relagdo com o
surgimento de protrusdes glandulares no conectivo e, ainda, seus efeitos sobre a
sindrome de polinizagdo das espécies sdo pouco compreendidos. Além disso, espécies
de Malpighiaceae podem apresentar uma pétala diferenciada, denominada pétala
estandarte (Anderson, 1990). Tal pétala € diferente das demais pétalas por apresentar
coloragdo e espessura diferenciadas e ainda fimbrias glandulosas. A espessura e
coloracéo séo correlacionadas a orientagdo de visitantes florais (Sazima e Sazima, 1989;
Anderson, 1990; Possobom, 2008), mas informag¢des sobre as terminagdes glandulares
sao incipientes.

Banisteriopsis um dos maiores géneros de Malpighiaceae (Gates, 1992), é
inteiramente neotropical, apresenta 47 espécies em territério nacional (Mamede, 2012),
com morfotipos com calice glandulado ou eglandulado e com pétala estandarte. Este € o

caso deBanisteriopsis muricat§Cav.) Cruatec, espécie do presente estudo, uma liana
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perenifélia amplamente distribuida em todas as fitofisionomias do pais (Gates, 2012;
Mamede, 2012). Nessa espécie, individuos com calice glandulado, incluindo glandulas
calicinais vestigiais, eglandulado e pétalas estandarte foram reportados em éareas de
cerrado e florestas semideciduas (Sazima e Sazima, 1989; Sigrist e Sazima, 2004) e
protrusdes glandulares no conectivo foram comumente observadas em ambos o0s
morfotipos (Gates, 1982; Sazima e Sazima, 1989).

Considerando a ocorréncia de glandulas calicinais, pétalas com fimbrias
glandulosas, glandulas no conectivo das anteras e existéncia de morfotipos eglandulados
em B. muricata esta espécie constitui um modelo para o conhecimento dos aspectos
estruturais e quimicos dessas estruturas secretoras e, ainda, para a compreensado da
relacdo entre presenca, posicdo, composicdo quimica e classificacdo das glandulas

florais.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e area de coleta

Foram coletados bot6es florais em diferentes estadios de desenvolvimento e
flores em antese, de individuos adultos de populacdo natuBal rdaricataocorrente
na Estacdo de Pesquisa, Treinamento e Educacdo Ambiental Mata do Paraiso
(ETEAMP), localizada no municipio de VicosM& (20° 48’ 08. 4” S e 42° 51° 50. 97
W). A ETEAMP abrange uma éarea florestal de 194 hectares, cuja vegetacao foi definida
como Floresta Estacional Semidecidual (Veloso, 1991), incluida nos dominios da
Floresta Atlantica (Rizzini, 1992). O material testemunho foi herborizado e depositado
no Herbério da Universidade Federal de Vigosa (VIC), sob 0 nimero 36.941.

O material vegetal foi coletado e observado em estereomicroscopio para a
analise dos aspectos morfoldgicos. Para a descricdo dos caracteres morfoanatdmicos
florais, usou-se as terminologias propostas por Gates (1982), Anderson (1990), Sazima
e Sazima (1989) e Possobom (2008).



Microscopia de luz (ML)

Os estudos em microscopia de luz foram realizados no Laboratorio de Anatomia
Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigcosa
(URV), em Vicosa, Minas Gerais.

Andlise estrutural- Para acompanhar a ontogenia das glandulas do célice,
corola e conectivo, oito fases do desenvolvimento foram identificadas a partir de botdes
florais de ambos os morfotipos, que apresentaram comprimento médio de 0,01; 0,02;
0,03; 0,05; 0,07; 0,11 e 0,13 mm (pré- antese identificada mediante o inicio da elevacao
de uma pétala), desde a base do célice ao apice dos botbes, e a fase de flor (0,6 cm de
comprimento). As medidas foram realizadas em estereomicroscopio (modelo Stemi
2000, Zeiss, Gottinger, Germany) acoplado a camera digital (modelo Zeiss AxioCam
ERc, Gottinger, Germany) e programa de captura de imagens AxioVision v 4.8.2
(Zeiss, Germany). O material foi fixado em glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato 0,05
M pH 7, por 24 horas, desidratado em série etandlica e conservado em etanol 70%
(Johansen, 1940). Posteriormente, amostras de aproximadamente 0?0Oforamm
desidratadas em série etandlica crescente e incluidas em metacrilato (Histbedsi)
de acordo com Paiva et al., (2011). O material emblocado foi seccionado transversal e
longitudinalmente em micrétomo rotativo de avanco automatico (modelo RM2155,
Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA) com 5 um de espessura, corado com azul de
toluidina (O’Brien et al., 1964 modificado) pH 4,4 para metacromasia e montado sob
laminula com resina sintética (Permount).

Analise histoquimica As glandulas florais de botbes em pré-antese (0,13mm) e
de flores frescas ou fixad em FAAyx (Johansen, 1940) foram seccionados em
micrétomo de mesa, e também fixadas, incluidas e seccepadaa analise estrutural.

O material seccionado foi submetido aos seguintes reagentes: sudan black B (Pearse,
1980), sudan IV (Johansen, 1940), vermelho neutro (Kirk, 1970) e auramina O (Heslop-
Harrison, 1977) para lipideos totais; sulfato azul do Nilo (Cain, 1947) para lipideos
acidos e neutros; reagente NADI (David e Carde, 1964) para Oleos essenciais e
oleorresinas; cloreto férrico 10% (Johansen, 1940) para compostos fendlicos totais,
reagente de Wagner (Furr e Mahlberg, 1981) para alcaldides, lugol (Johansen, 1940)
para amido, acido periédico-reagente de Shiff (PAS) (Maia, 1979) para polissacarideos
neutros, corifosfina (Ueda e Yoshioka, 1976) para substancias pécticas e xylidine
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Ponceau (Vidal, 1970) para proteinas. O controle foi conduzido simultaneamente para
cada teste, de acordo com a especificagdo de cada autor.

Documentacéo fotogréafica

As imagens das analises estrutural e histoquimica foram obtidas em microscépio
de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Jgpanoplado a camera
fotografica digital (modelo Zeiss AxioCam HRc, Goéttinger, Germany) e
microcomputador com o programa de captura de imagens AxioVision v 4.8.2 (Zeiss,
Germany). A analise com fluorocromos (auramina O, corifosfina, vermelho neutro) e a
autofluorescéncia foram realizadas no mesmo microscopio, utilizando o sistema de
epifluorescéncia com filtro UV (WU: 340-380nm), espelho dicrdico (400nm) e filtro de
barreira (420nm).

Microscopia eletrdonica de varredura (MEV)

Para observacdo dos caracteres micromorfoldégicos das glandulas, fragmentos
das sépalas, pétalas e estames de 0,25 a Of6ram fixados em FA4 por 48 horas e
estocadas em etanol 70% (Johansen, 1940). Amostras foram desidratadas em série
etandlica e levadas a secagem em ponto critico de(@@delo CPD 020, Bal-Tec,
Balzers, Liechtenstein). Apés a fixagdo das amostras nos suportes com uso de solucéo
de esmalte e grafite, foi realizada a deposicdo metélica com ouro (equipamento Sputter
Coater, modelo FDU 010, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). A observagao e a captura de
imagens foram realizadas em microscopio eletrénico de varredura (modelo Zeiss, LEO
1430 VP, Cambridge, Inglaterra), no Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) da
UFV.

Andlise quimica da secrec¢do das glandulas florais

Tiras-teste- Para a analise da secrecdo das glandulas calicinais e das glandulas
do conectivo foram utilizadas tiras-teste (Combur Test, Roche) para indicar a presenca
de nitritos, proteinas e glicose. Devido a escassez de secrecdo apresentada, as pecas com
as respectivas glandulas florais foram comprimidas contra as regides especificas das

fitas para identificacdo dos compostos. Para cada composto analisado foram realizadas
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cinco repeticdes (um botdo e uma flor por repeticdo). A avaliacdo dos resultados foi
realizada através da leitura de escala indicada pelo fabricante.

Cromatografia de camada delgada (CCB)Para esta analise, glandulas do
conectivo foram excisadas de 30 botdes florais em pré-antese com auxilio de bisturi e
lamina de barbear. Os fragmentos das glandulas do conectivo foram transferidos para
tubos plasticos (Eppendorf®) distintos e submetidos a ultrassom por 30 minutos em
temperatura ambiente, de modo a favorecer a separacdo do exudado dos componentes
celulares. Obteve-se um volume total aproximadamente de 0,05 mL de secrecgao.
Aliquotas de 100 pL ambas as amostras foram diluidas em 300 pL de metanol e 300 pL
de hexano, para a extracdo dos constituintes quimicos polares e apolares da secrecao,
respectivamente. Os extratos polares foram submetidos as analises cromatograficas para
compostos fendlicos, taninos e flavonoides, e para alcaloides, enquanto, os extratos
apolares foram submetidos as analises para identificacdo de lipideos (6leos essenciais e
triterpenos), esteroides e cumarinas. As amostras e os padrées especificos para cada
classe quimica estudada foram aplicados com tubo capilar em placas de silica gel 60G,
com 0,25 mm de espessura de acordo com Wagner et al., (1984).

As fases moveis utilizadas foram acetato de etila: acido formico: acido acético:
agua (67:7:7:18) para taninos e flavonoides, acetato de etila:metanol:agua (50:7:5) para
alcaloides, hexano: acetato de etila (1:1) para triterpenos e éster, acetato de etila:
metanol: agua (100:17:13) para cumarinas. Os resultados foram obtidos a partir da
coloracdo apresentada apOs revelacdo das placas de gel com uso de reveladores
especificos para cada classe. Para flavonoides o resultado foi obtido através da
observacédo da placa sob luz ultravioleta com filtro UV (WU: 254-365 nm) (Wagner et
al., 1894).

RESULTADOS

Caracteristicas gerais das flores As flores (Figura 1A)sdo zigomorfas e
pentameras (Figura 1B). Os morfotipos com calice glandulado (Figura 1B, 1D) e
eglandulado (Figura 1C) ocorrem em uma mesma area (observacdo pessoal)
Morfotipos com célice glandulado possuem quatro das cinco sépalas com um par de
glandulas na face abaxial, as quais apresentam coloracdo amarela translicida, sdo

alongadas longitudinalmente desde a base ao apice das sépalas, apresentam superficie
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irregular e base levemente résea (Figura 1D). Alguns individuos podem exibir vestigios
das glandulas calicinais (Figura 1E). corola apresenta pétalas unguiculadas de
coloracdo rosa, branca ou rosa e branca (Figuras 1A). A pétala estandarte possui unha
relativamente plana e espessa, apice convexo e margem com terminacdes glandulosas
(Figuras 1B e 1F); as pétalas laterais sdo acentuadamente convexas; as pétalas
posteriores sdo relativamente planas e todas possuem margens fimbriadas com
terminacdes pontiagudas (Figuras 1B e 1G). O androceu apresenta anteras amarelas,
introrsas, filetes curtos basalmente conados e com insercdo basifixa (Figura 1H). As
glandulas do conectivo diferenciam-se pela coloragdo em duas regides, a apical e a
basal. A regido apical apresenta coloracdo levemente amarelo-translicida e a regiao

basal apresenta coloracdo amarela intensa (Figura 1H).

Ontogenia e histoquimica

Glandulas calicinaiss O desenvolvimento das glandulas calicinais inicia-se na
face abaxial das margens das sépalas em diferenciacdo. As iniciais glandulares séo
constituidas por células protodérmicas e do meristema fundamental, que apresentam
contetdo citoplasmatico denso, nucleo grande e volume celular mais proeminente que
as demais células vizinhas (Figura 2A-B). As células protodérmicas dividem-se
anticlinalmente, alongam-se e se tornam levemente mais altas e estreitas que as demais
células vizinhas, concomitantemente as divisdes celulares do meristema fundamental
em variados planos (Figura 2C). A proliferacdo celular associada ao volume celular
contribuem para a formacdo do primordio glandular, que se apresenta levemente
elevado em relacdo a superficie da sépala (Figura 2D). As glandulas do célice em
estadio secretor apresentam epiderme secretora unisseriada, revestida por cuticula
espessa, e composta por células colunares, justapostas de paredes delgadas, citoplasma
denso e nucleo conspicuo (Figura 2E). O parénquima glandular é constituido por células
volumosas, com vacuolos desenvolvidos, ocupando grande parte do volume celular e
comprimindo o citoplasma a camada parietal. Entre as células parenquimaticas ocorrem
células contendo compostos fendlicos e células contendo drusas (Fiuras2
glandulas dispdem-se aos pares nas sépalas (Figura 2G) e apresentam invaginacdes na
superficie: geralmente uma invaginacdo longitudinal mais acenteadearias
invaginacdes menores transversais a primeira (Figura 2H). A cuticula distende-se

gradativamente, formando um espaco subcuticular conspicuo, onde a secrecdo é
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acumulada (Figura 21, 2J e 2K vascularizagéo é proveniente dos feixes vasculares da
sépala e constituida por xilema e floema (Figura 2H). Quando as glandulas sé&o visitadas

apresentam ruptura na superficie (Figura 2L).

Glandulas das pétalagosteriores - As glandulas das pétalas sado mais
volumosas e apresentam &pice dilatado (Figurase32B). Quanto aos aspectos
estruturais apresentam epiderme secretora com células altas dispostas em galicada
com citoplasma denso; o parénquima glandular € composto por células diminutas que
podem acumular fendlicos, apresentar drusas; nota-se que o parénquima glandular é
vascularizado por xilema e floema provenientes do tecido vascular da pétala (Figura
3C). Em seccéo transversal nota-se que o parénquima glandular é composto por poucas

camadas de células que circundam o feixe vascular (Figyra 3D

Glandulas do conective O desenvolvimento glandular no conectivo é precoce e
concomitante a diferenciacdo de todos os meristemas dos primordios estaminais (Figura
4A). Os primordios estaminais constituem-se de um corpo meristematico, achatado em
seccao transversal, constituido por protoderme uniestratificada com células cubicas de
paredes retas, enquanto as células parenquimaticas sao volumosas (Figura 4B). Divisbes
celulares anticlinais na protoderme e em diferentes planos no parénquima resultam em
primordios estaminais achatados dorsiventralmente com corddo procambial em posicao
central e quatro lobos da antera, microsporangios com células esporégenas de tamanho
diminuto, citoplasma denso e nucleo conspicuo (Figura 4C). As iniciais protodérmicas
gue revestem o conectivo proliferam-se por divisdes anticlinais e aumentam de volume,
apresentam citoplasma denso, diminutos vacuolos e parede periclinal externa levemente
cbncava (Figura 4D). Nesse estadio nota-se que a camada celular subepidérmica da
origem as camadas do endotécio através de divisdes anticlinais e periclinais,
simultaneamente a diferenciacdo do tapete interno e externo, evidenciados pelo
alongamento e alinhamento radial das células. No conectivo nota-se a ocorréncia de
cristais de oxalato de calcio do tipo drusa e células com compostos fendlicos que podem
ocupar todo o volume celular ou se apresentar como goticulas (Figura 4C e 4E). Em
plano frontal (Figura 4F), nota-se que 0 conectivo se apresenta levemente plano, ao
mesmo nivel das células das anteras.

A epiderme do conectivo constitui-se de células com paredes delgadas,

volumosase comaaimulo de compostos fendlicos; internamente a epiderme olkserva-
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que o numero e o volume das células parenquimaticas do conectivo e do endotécio
também aumentam e apresentam células com compostos fendlicos e células com drusas
(Figura 4G). Posteriormente, nota-se a diferenciacdo morfolégica da glandula do
conectivo, evidenciada pelo maior volume das células da regido apical do conectivo em
relacdo as células da porcdo basal da glandula do conectivo. As paredes periclinais
externas da regido apical sdo convexas (Figura 4H). As células parenquiméticas do
conectivo e do endotécio proliferam-se e diferenciam-se em células volumosas, tlrgidas
com poucos espacos intercelulares. O aumento do numero e do volume destas células
resulta na elevacédo da porcéo apical da glandula do conectivo (Figura 4podpie
(Figura 4J) ou néo, sobrepor as tecas das anteras. A glandula do conectivo totalmente
diferenciada apresenta aspecto volumoso e targido e as anteras e estratos parietais dos
microsporangios apresentam paredes celulares lignificadas e grdos de polen
individualizados (Figuras 4K). As duas regides da glandula diferem quanto aos aspectos
celulares: as células epidérmicas do apice sdo altas, volumosas, vacuoladas e
apresentam citoplasma parietal, enquanto que as células epidérmicas da base sao
tdrgidas e com vacuolos com acumulo de fendlicos (Figura 4K). As paredes periclinais
externas das células da regido apical da glandula do conectivo apresentam poros na
parede periclinal externa da epiderme da porcdo apical apresenta projecoes,
identificadas como poros (Figura 4L), os quais se encontram fechados nesta fase e
indicam a funcao secretora das células da por¢éo apical (Figura 4M e 4N).

Em glandulas maduras (Figura 5A) e em atividade secretora as células apicais
apresentam paredes periclinais levemente concavas (Figura 5B), indicando a diminui¢cao
do conteudo celular, ao passo que as células da regido ndo secretora permancem com as
caracteristicas relatadas anteriormente (Figura 5C). Em visao frontal nota-se que 0s
poros encontram-se abertos (Figura 5E). No final da atividade secretora a glandula
apresenta porgcado apical menos targida (Figura 5F), as células da epiderme secretora
encontram-se plasmolisadas e com superficie concava (Figura 5G). O endotécio
encontra-se totalmente lignificado (Figura 5H). A turgidez da glandula do conectivo
diminui (Figura 51). A secrecdo encontra-se depositada sobre a superficie epidérmica
(Figura 5J). Graos de poélen podem ser observados sobre a superficie glandular de

estames adjacentes, associados ou ndo a secrecao (Figura 5I).
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Histoquimica

Glandulas calicinais Os testes histoquimicos realizados (Tabela 1 e Figura 6)
indicam que em material incluido em metacrilato, sem aplicacdo de reagentes (branco)
(Figura 6A), as células epiteliais secretoras possuem contetdo translicido, enquanto
algumas células do parénquima possuem conteudo amarelado que indica a presenca de
fendlicos. A cuticula espessa é evidenciada pela autofluorescéncia (Figura 6B) e
fluorescéncia secundaria azul-esverdeada emitida pelo fluorocromo auramine O (Figura
6C). Polissacarideos (Figura 6D), pectinas (Figura 6E) e proteinas (Figura 6F) foram
evidenciados no citoplasma das células do epitélio secretor pelo PAS, corifosfina e
xylidine Ponceau, respectivamente. Nenhuma reacdo positiva foi observada no espaco

subcuticular para os testes realizados.

Glandulas das pétalas Os testes histoquimicos (Tabela 1 e Figura 7) indicam
gue, em material incluido em metacrilato sem aplicacdo de reagentes (branco) (Figura
7A), as células epiteliais secretoras possuem contetdo translicido, enquanto as células
do parénquima possuem conteddo amarelado indicando a presenca de compostos
fendlicos. A cuticula mais espessa na extremidade da fimbria foi evidenciada pela
autofluorescéncia (Figura 7B) e pela fluorescéncia secundaria amarela esverdeada pelo
fluorocromo vermelho neutro (Figura 7C). As paredes das células da epiderme secretora
séo delgadas e apresentam natureza celulésica, evidenciada pela coloracdo magenta pelo
acido periodico/reagente de Shiff (PAS) (Figura 7D) e pela fluorescéncia secundaria
alaranjada emitida pelo fluorocromo corifosfina (Figura 7E). Proteinas foram
evidenciadas no citoplasma das células secretoras pelo reagente xydiline Ponceau
(Figura 7F).

Glandula do conective Os testes histoquimicos (Tabela 1 e Figura 8) indicam
que as células da epiderme secretora sem aplicacdo de corantes (branco) apresentam
conteudo translicido e algumas as células parenquimaticas apresentam contetdo
amarelado (Figura 8A). A cuticula € bastante delgadéoi evidenciada pela
autofluorescéncia (Figura 8B) e pela fluorescéncia secundaria verde-azulada emitida
pelo fluorocromo auramina O; nota-se a formagéo de pequenos espacgos subcuticulares
entre poros adjacentes (Figura 8C). As paredes das células da epiderme secretora séo

delgadas e apresentam natureza pectoceluldsica evidenciada pela coloracdo roxo-
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azulada do azul de toluidina (Figura 8D), fluorescéncia secundaria alaranjada emitida
pelo fluorocromo corifosfina (Figura 8E) e magenta pelo PAS. A secre¢do possui
aspecto denso e pegajoso, constituida por pectinas, polissacarideos e proteinas,
identificados pelos reagentes corifosfina, PAS, e xylidine ponceau, respectivamente
(Figuras 8E e 8F e 8G). A secrecédo € identificada no citoplasma e no vacuolo das
células do epitélio secretor, acumulada nos espacos intercelulares, no espago

subcuticular e nos poros epidérmicos.

Tiras-teste- Os testes realizados identificaram a presenca de glicose na secrecéo
das glandulas calicinais na concentragdo de 50 mg/dL e a presencga de proteinas na

secrecado das glandulas do conectivo na concentracdo de 30 mg/dL.

Cromatografia de camada delgada os testes cromatograficos realizados
evidenciaram a presenca de flavondides e taninos como constituintes das glandulas do
conectivo. Terpenoides, Oleos essenciais, esteroides e cumarinas nao foram

identificados.
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Figura 1. Flores deBanisteriopsis muricatdMalpighiaceae). A. Aspecto gerahs
inflorescéncias. B. Desenho esquematico de flor com calice glandulado. C. Flor com
calice eglandulado. D. Detalhe do calice glandulado. Notar a sépala sem glandulas (*).
E. Sépala eglandulada. F. Pétala estandarte. G. Pétala lateral com terminacfes nao
glandulosas. H. Estame. an: antera; bf: botéo floral; co: conectivo; es: estame,; fi: filete;
gc: glandula calicinal; gco: glandula do conectivo; pa: porcao apical; pb: por¢do basal,
pe; pétala estandarte; pp: pétala posie pl: pétala lateral; se: sépala; vg: vestigio
glandular. Barras: A. 1,2 cm; E, G-H. 0,20 mm; C. 0,1 mm; D. 0,5 mm. E. 0,4 mm;

F. 0,2mm.
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Figura 2. Ontogenia das glandulas calicinais dBanisteriopsis muricata
(Malpighiaceae). Fotomicrografias de secc¢des transversais de sépalas coradas com azul
de toluidina em microscopia de |¢&-F, 1) e eletromicrografias de varredura (H,)J-L

A. Primérdio calicinal. BD. Inicio do desenvolvimento glandular. E. Invaginacdes da
glandula (setas)F. Glandula calicinal em estadio secretor. G. Par de glandulas
calicinais em estadio secretor. H. Superficie com invaginac¢des. |. Glandula calicinal em
estadio pods-secretor. J. Espaco subcuticular conspicuo. K. Detalhe da cuticula
distendida. K. Ruptura na superficie glandular. cf: célula com conteudo fendlico; cu:
cuticula; es: epiderme secretora; esc: espac¢o subcuticular; dr: drusa; if: idioblasto
fendlico; mf: meristema fundamental; pe: pedunculo; pg: parénquima glandular; pr:

19



protoderme; rl: ruptura longitudinal; se: sépala; tv: traco vascular; tt: tricomas tectores.
Barras: A, B, C, D. 25 ym; E. 75 um; F. 125; G. 200 pm; H. 75 pm; I. 150 pm; J. 125
pm; K. 40 um; L. 75 pm.
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Figura 3. Glandulas da base da pétala posterior Rimnisteriopsis muricata
Eletromicrografia de varredurgh-B). Fotomicrografias deesgdo longitudinal (C) e
transversal (D) coradas com azul de toluidina. A. Aspecto geral das glandulas da pétala.
B. Superficie apical das glandulas da pétala. C-D. Epiderme secretora em palicada e
parénquima glandular vascularizado. cf: célula com contetdo fendlico; cd: célula
contendo drusa; es: epiderme secretora; gp: glandula da pétala; pg parénquima
glandular; tv: trago vascular. Barras: A-B. 100 um; C-E. 50 um;
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Figura 4. Ontogenia das glandulas do conectivo Banisteriopsis muricata
(Malpighiaceae). Fotomicrografias de seccbes transvegidty e longitudinais (G, |,

K-L) coradas com azul de toluidina. Eletromicrografias de varredura, (M;NJ)). A.
Aspecto geral do primordio floral. B-F. Desenvolvimento inicial. G. Inicio das
modificagcdes do conectivo. H. Diferenciacdo da&egpical e basal da glandula. I- J.
Aspecto geral da glandula em estadio pré-secretor. K-N. Glandula em estadio secretor.
K, M. Aspecto geral dos estames. L. Detalhe da epiderme secretora. N. Detalhe da area
do quadrado marcado em M, evidenciando os poros fechados. an; @nt@ympostos
fendlicos; cm: camadas parietais; co: conectivo; cp: cordao procambial; cu: cuticula; dc:
divisdo celular; dr: drusas; en: endotécio; el: endotécio lignificado; ep: epiderme; es:
epiderme secretora; ens: epiderme nao-secretora; fi: filete; gi: gineceu; gp: grdo de
polen; mi: microsporangio. pe: pétala; protoderme; se: sépala; pr: ta: tapete; te: teca; pa:
porcao apical; pb: porcéo basal; pes: primordio estaminal. Barras: A-B. 25 um; C. 50
pm; D. 100 pm; E. 250 pm; F-G. 150 pm; H-I. 200 pm; J. BO0L. 100 um; K. 100

pm; L. 75 um; M. 300; N. 10 pum.
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Figura 5. Glandulas do conectivo dBanisteriopsis muricatgMalpighiaceae) em
estadio secretor. Fotomicrografias de seccdes longitudiAais, F-H) coradas com

azul de toluidinae eletromicrografias de varredu(®-E, I-J). A, D. Aspecto geral da
glandula do conectivo. B. Células epidérmicas da regido secretora com paredes
periclinais externas levemente concavas. C. Regido basal da glandula com aspecto
tdrgido. E. Detalhe da superficie da epiderme secretora com poros fechados e abertos
(setas), indicando o inicio da liberagcdo da secrecdo. F, I. Glandula do conectivo em
flores em antese. G. Aspecto plasmolisado da glandula secretora. H. Endotécio
totalmente lignificado. J. Secrecdo depositada sobre a superficie secretora. co:
conectivo; el: endotécio lignificado; es: epiderme secretora; ens: epiderme nao
secretora;fi: filete; fv: feixe vascular; gi: gineceu; gp: grao de pélen; pa: porcao apical,
pb: porcéo basal; po: poro; te: teca. Barras: A- D-F. 250 um; B. 75 um; C. 100 um; E-
J. 10 um; G-H. 50 pm; I. 300 pm.
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Figura 6. Andlise histoquimica das glandulas calicinais de floreBaleisteriopsis
muricata (Malpighiaceae) em pré-antese. Fotomicrografias de secfes transversais de
material incluido em metacrilato (A-B, D-F) e de material fixado sem incluséo
seccionado em microtomo de mesa (C). A. Branco. B. Autofluorescéncia. C. Auramina
O; fluorescéncia secundaria amarela esverdeada indica lipideos. D. Acido
periodico/reagente de Shiff (PAS); coloracdo magenta indica polissacarideos neutros. E.
Corifosfina; fluorescéncia secundaria alaranjada indica pectinas. F. Xylidine Ponceau;
coloracdo avermelhada indica proteinas. cu: cuticula; es: epiderme secretora; esc:
espaco subcuticular; dr: drusa; pg: parénquima glandular. Barras: A. 300 um; B-C. 150
pm; D-F. 100 pm.
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Figura 7. Andlise histoquimica das glandulas das pétalaBatesteriopsis muricata
(Malpighiaceae). Seccdes longitudinais das fimbrias glandulosas das pétalas incluidas
em metacrilato sob microscopia de luz (A, D, F) e fluorescéncia (B-C, E). A. Branco. B.
Autofluorescéncia. C. Vermelho neutro; fluorescéncia secundaria amarela esverdeada
indica lipideos. D. Acido periédico/reagente de Shiff (PAS); coloracdo magenta indica
polissacarideos neutros. E. Corifosfina; fluorescéncia secundéaria alaranjada indica
pectinas. E. Xylidine Ponceau; coloracdo avermelhada indica proteinas. cf: célula com

conteudo fendlico; cu: cuticula; es: epiderme secretora; dr: drusa; pg: parénquima
glandular. Barras: A-F. 75 pm.

25



Figura 8. Analise histoquimica das glandulas do conectiv@adeisteriopsis muricata

em estadio secretdrotomicrografias de secc¢fes longitudinais incluidas em metacrilato
(A, B, D-G) e de peca inteira (C). A. Branco. B. Autofluorescéncia. C. Auramine O
fluorescéncia secundaria amarela esverdeada indica lipideos. D. Azul de Toluidina;
coloracdo esverdeada indica fendlicos. E. Corifosfina; fluorescéncia secundaria
alaranjada indica pectinas. F. Acido periddico/reagente de Shiff (PAS); coloracéo
magenta indica polissacarideos neutros. G. Xylidine Ponceau; coloracdo avermelhada
indica proteinas. Barras: A. 100 pmB+-G. 75 um. E. 125 um.
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Tabela 1:Caracterizacao histoquimica das glandulas floraBahésteriopsis muricatéCav.) Cuatrec. (Malpighiaceae).

Glandulas
. Sépala Pétala Conectivo
Classes quimicas Reagente : : _
Epiderme  gecrecao Epiderme  gecrecao Epiderme Secrecdo
secretora secretora secretora
sudan IV - * _* * * x
. sudan black B -* * * * X *
Lipideos

Vermelho Neutro -* * R -x % _*

Auramine O -* * * _x * *

Terpenoides reagente de NADI -* * * * _* _*
Compostos fendlicos Cloreto férrico 10% - - - - -
Alcaloides reagente de Wagner - - - - -

Reagente de acido
+ - + - + +
Periodico de Schiff (PAS)

Carboidratos reagente de Lugol - - - - - -
vermelho de ruténio + - + - ++ ++
Corifosfina + - + - ++ ++
Proteinas xylidine Ponceau (XP) + - + - ++ ++

+ Reacdao positiva, ++ Reac¢do positiva para a secrecao; * Reacao positiva apenas para cuticatanefaiva,
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DISCUSSAO

A auséncia de lipideos e a presenca de glicose na secre¢do indicam que as
glandulas calicinais dBanisteriopsis muricatado nectarios, e nao elaiéforos, como
sugere a literatura. Lipideos foram identificados apenas em células epidérmicas
secretoras de glandulas calicinais de Malpighiaceae, classificadas como elai6foros
(Vogel, 1990; Coccuci et al., 1996, Castro et al., 2001). Entretanto, a presenca de tracos
de lipideos e compostos fendlicos apenas na epiderme secretora sugere a ocorréncia do
processo de morte celular programada das células secretoras, mas ndo indicam que esses
compostos fazem parte da secrecao (Papini et al., 2010).

A origem e estrutura anatbmica dos nectarios do calice sdo semelaantes
nectarios extraflorais e elaiéforos encontrados em outras espécies de Malpighiaceae,
caracteristicamente constituidos por epiderme secretora em palicada e parénquima
glandular vascularizado (Coccuci et al., 1996; Castro et al., 2001; Possobom, 2008).
Entretanto, mediante a secrecao rica em acucar confirma que as glandulas calicinais sédo
nectarios extraflorais.

N&o existem relatos de outra composicdo quimica da secrecdo de glandulas
calicinais de Malpighiaceae (Cappellari et al., 2010), mas algumas espécies como
Pterandra pyroideatém apresentado reducdo na qualidade do 6leo (Cappelari et al.,
2010). Estudos com outras espécies de Malpighiaceae (Davis, 2002; Anderson, 2007;
Anderson e Corso, 2007; Cappellari et al., 2010) indicam que algumas espécies tém
sofrido modificacdes nas estratégias de polinizacdo que sdo caracteristicas da familia
gue parecem convergir para adaptacdes a outros sistemas de polinizagao.

Concomitante a perda de glandulas de 6leo, tem sido evidenciado que espécies
de Malpighiaceae podem apresentar aumento das anteras, glandulas no conectivo,
liberacdo de fragrancias e, principalmente maior oferta de grédos de polen (Anderson,
1979; Teixeira e Machado, 2000; Davis, 2002; Anderson, 2007; Anderson e Corso,
2007; Cappellari et al.,, 2010). A presenca de glicose e frutose foi reportada em
glandulas calicinais de flores-de-0leo de Krameriaceae, o que foi associado a atracéo de
machos de abelhas para coleta de néctar utilizado na alimentacdo de larvas (Simpson e
Neff, 1981). Considerando a ocorréncia de nectarios no calice e a glandulas no
conectivo,Banisteriopsis muricatpode estar desenvolvendo estratégias de polinizacéo
atracdo de abelhas especializadas na coleta de graos de poélen.
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A presenca de ambos os morfotiposBdenuricataem regides onde as abelhas
coletoras de Oleo pertencentes aos géne@mtris Epicharis Monoeca e
Paratetrapediaestdo presentes (Sazima e Sazima; 1989) indica que a auséncia de
glandulas calicinais provavelmente ndo esta correlacionada a auséncia das abelhas, mas
pode estar correlacionada a mudanca no recurso oferecido, uma vez que as abelhas
também realizam o forrageio em individuos eglandulados e coletam grédos de poélen
(Sazima e Sazima, 1989; Sigrist e Sazima, 2004).

A superficie da glandula calicinal d& muricataé irregular e ndo apresenta
nenhum tipo de abertura previamente determinada pela qual a secrecdo possa ser
liberada. EmDinemandra ericoideslgumas regides cuticulares sdo mais delgadas ou
constituem poros por onde a secrecao € liberada, ao passo que glandulas de outras
espécies apresentam rupturas longitudinais em toda a sua extensdo como resultado da
pressdo exercida pela secrecdo ou raspagem realizada pelos visitantes florais coletores
de oleo (Coccuci et al.,, 1996; Castro et al., 2001; Possobom, 2008). Embora as
glandulas do célice d®. muricatando sejam elaioforos, rupturas longitudinais também
sdo observadas. Considerando a posicao das glandulas calicinais e os relatos de visitas
de abelhas coletoras de 6leo e pélen, as rupturas em glandBasndeicatapodem
acontecer durante estas visitas ou pela propria pressdo da secrecao.

A estrutura anatbmica das glandulas da pétala é semelhante a estrutura de
nectarios, com epiderme secretora em palicada e parénquima subjacente vascularizado.
Porém, ndo ha desenvolvimento de espaco subcuticular para acumulo de secrecéo e
tampouco estdbmatos, tricomas ou poros cuticulares conspicuos para a liberacdo da
secrecdo. Apesar da anatomia semelhante aos nectarios, nao foi detectada a secrecao
nessas glandulas, mas apenas lipidio nas células epidérmicas secretoras. Esse lipidio
detectado pode estar relacionado a um processo de morte celular programada ou a
possibilidade de eliminacédo desses compostos pela cuticula, por volatilizacédo, o que as
caracterizaria como osmoforos (Fahn, 1979).

Em razdo da identificacdo de Oleos volateis nas fimbrias glandulosas de
Diplopterys pubipetaldPossobom, 2008), estas foram classificadas como osmoforos,
estruturas secretoras que emitem volateis para atrair polinizadores (Fahn, 1979).
Mediante o aspecto morfolégico diferenciado das pétalas nas quais se encontram, essas
glandulas podem ter sido mantidas em razdo de sua fungéo sinalizadora, que pode ser

importante para abelhas polinizadoras, haja vista que o papel de orientagdo de visitantes
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pelas pétalas € observado em Malpighiaceae e em outras familias como Krameriaceae
(Simpson e Neff, 1981).

A estrutura anatdmica das glandulas do conectivo e a secrecao heterogénea,
constituida por polissacarideos e proteinas, ndo diferem entre os morfotigos de
muricata As glandulas do conectivo sdo anatbmica e quimicamente distintas das
demais glandulas florais @& muricata A disposi¢ao dos pistilos em posigéo central e
anteras introrsas favorecem o contato dos polinizadores com ambas as estruturas
durante as visitas (Sigrist e Sazima, 2004) e a presenca de polissacarideos e proteinas na
secrecado sugerem que as glandulas do conectivo podem estar relacionadas aos processos
de polinizacdo da espécie, pois constituem uma secre¢do pegajosa que pode atuar na
transferéncia de gréos de pélen aderidos ao corpo de visitantes florais, como observado
ema Prosopis juliflorae D. pubipetala(Chaudhry e Vijayaraghavan, 1992; Possobom,
2008), podendo atuar como polinizadores efetivos.

A estrutura anatdbmica das glandulas do conectivB.dauricata assemelha-se
a estrutura descrita para as glandula®iemandra ericoideg¢Coccuci et al., 1996) e
Diplopterys pubipetala(Possobom, 200810s poros presentes nas paredes das células
epidérmicas secretoras, comuns as demais espécies citadas, sdo a via de liberacdo da
secrecao, o foi evidenciado pela observagcao de poros abertos e da secrecédo depositada
sobre a superficie da glandula. Projecbes sao comuns em epidermes de estruturas
secretoras (Luttge, 1971) e estdo relacionadas ao aumento da superficie de contato entre
a parede celular e membrana plasmatica (Luttge, 1971), podendo constituir regides de
cuticula mais delgada que ao se rorapgpermitem a liberacdo da secrecéo (Coccuci et
al., 1996).

As caracteristicas anatdmicas da regido basal, ndo-secretora, sdo importantes ao
processo de liberacdo da secrecdo da regido secretora. A turgidez das células
epidérmicas da regido basal do conectivo indica que estas atuam como células motoras,
tal como as células buliformes, mantendo a elevacéo das células secretoras (Possobom,
2008). O espessamento das paredes do endotécio e demais camadas parietais das anteras
possuem funcdo mecéanica durante a sua abertura (Gupta e Nanda, 1973) e podem
confeir sustentacdo as glandulas no momento em que estas sao pressionadas pelo corpo
dos visitantes. O aumento de pressdo dentro das ceélulas secretoras turgidas pelo
acumulo de secrecdo e contato com o corpo dos polinizadores pode resultar no
rompimento dos poros, pontos de fragilidade da parede e da cuédidaracédo a
secrecdo para a superficie. O acumulo de compostos fendlicos no vacuolo das células
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nao secretoras pode conferir protecdo as glandulas e aos tecidos dos esporangios contra
a radiacdo solar e herbivoria, considerando os efeitos fotoprotetores e caracteristicas
pouco palataveis desta classe de compostos (Taiz e Zeiger, 2012).

CONCLUSOES

As glandulas calicinais dganisteriopsis muricataecretam glicose e constituem
nectarios; a glandula do conectivo apresenta secre¢do hidrofilica, com proteinas e
polissacarideos, que atua como veiculo de transferéncia de grdos de pélen ao aderirem
ao corpo dos polinizadores; a presenca de antocianinas na pétala e possivel secre¢édo de
Oleos volateis pelas fimbrias glandulwsadicam que estas pétalas atuam como

sinalizadoras para visitantes florais.
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CAPITULO 2

ASPECTOS ESTRUTURAIS E FUNCIONAIS DAS GLANDULAS FOLIARES
DE BANISTERIOPSIS MURICATA (MALPIGHIACEAE)

Resumo

Glandulas foliares sdo comuns em Malpighiaceae, mas o0s aspectos anatdomicos e
funcionais sdo pouco estudados. Desse modo, este trabalho teve como objetivo
caracterizar o desenvolvimento, a estrutura, a secrecéo e a funcionalidade das glandulas
foliares deB. muricata Folhas em diferentes estadios de desenvolvimento foram
processadas sob técnicas usuais de microscopia de luz e microscopia eletrbnica de
varredura; a natureza quimica da secrecdo foi determinada por testes histoquimicos e
guimicos, e a funcionalidade das glamdubi observada em campo. Considerando os
aspectos anatbmicos, quimicos e funcionais, as glandulas foliares sdo nectarios
extraflorais (NEF) que desenvolvem-se na face abaxial do terco basal da lamina foliar e
no peciolo. Os tecidos secretores desenvolvem-se a partir da protoderme e meristema
fundamental. Os NEF sédo elevados e estruturados, constituidos por epiderme secretora
unisseriada; cuticula espessa; poros e estdmatos ausentes; e parénquima secretor
vascularizado por xilema e floema. Tiras-teste para identificacdo de compostos
quimicos reagiram positivamente para glicose e proteina e testes histoquimicos
evidenciaram a presenca de polissacarideos (pectinas) e confirmam a presenca de
proteinas. A observacdo de formigas forrageando as glandulas foliares corrobora a

interacdo mutualistica estabelecida contra herbivoria.
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Abstract

Foliar glands are common in Malpighiaceae, but the study of anatomical and functional
aspects are scarce. Thus, this study aimed to determine the aspects of the development,
structure, secretion and function of the glandsBofmuricata Leaves at different
developmental stages were processed under usual techniques of light microscopy and
scanning electron microscopy; the chemical nature of the secretion was determined by
chemical and histochemical tests, and the functionality of glands was observed in field.
Considering the anatomical, chemical and functional glands are foliar extrafloral (EFN)
The EFN develop on the abaxial surface of the basal third of the leaf blade and petiole.
The secretory tissues develop from protoderm and ground meristem. The EFN are
elevated and structural, consisting of uniseriate secretory epidermis, thick cuticle; pores
and stomata are absent; secretory parenchyma are vascularized by xylem and phloem.
Test strips for the identification of chemical compounds reacted positively to glucose
and protein and histochemical tests revealed the presence of polysaccharides and
corroborated the presence of protein. The observation of ants foraging for leaf glands
corroborate the mutualistic interaction established in favor of defense against herbivory.
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INTRODUCAO

Glandulas foliares sado amplamente distribuidas nas espécies eneo-
paleotropicais de Malpighiaceae, comumente observados na lamina foliar e peciolo
(Anderson, 1990). Estudos indicam que as glandulas foliares apresentam grande
diversidade estrutural (Elias, 1983; Anderson, 1990; Machado et al., 2008), apresentam
secrecdo agucarada e estdo associados a defesa contra herbivoria, podendo ser
classificados como nectarios extraflorais (NEF) (Possobom et al., 2010).

Além da grande representatividade, diversidade morfolégica e importancia em
interacBes ecoldgicas, a ocorréncia de NEF em Malpighiaceae representa um recurso
importante para a compreensédo de seus aspectos filogenéticos (Castro et al., 2001). Isso
porque NEF ocorrem aos pares na base de folhas e bracteas, posicdo anéloga a de
elaioforos em sépalas de espécies neotropicais, com 0s quais apresentam similaridade
morfoanatdmica, sendo considerados evolutivamente homdlogos (Anderson, 1990;
Castro, 2001; Possobom et al., 2010). Embora as glandulas foliares sejam comuns em
malpiguidceas herbaceas (Elias, 1983), os aspectos ontogenéticos sdo inexistentes e
estudos anatémicos sao restritos (Castro et al., 2001; Machado et al., 2008; Possobom
et al., 2010).

Os estudos estruturais e quimicos dos NEF em Malpighiaceae séo recentes e tém
a perspectiva de compreender os eventos evolutivos da familia Malpighiaceae.
Glandulas calicinais estruturalmente semelhantes s&o encontrad@nemandra
ericoides (Coccuci et al., 1996)Galphimia brasiliensis(Castro et al., 2001) e
Diplopterys pubipetaldPossobom et al., 2010), mas a secrec¢éo das glandulas foliares é
guimicamente distinta. Embora a secre¢cédo nectarifera seja comumente descrita para as
malpiguiaceas (Coccuci et al., 1996; Possobom et al., 2010), a presenca de lipideos na
secrecdo de glandulas foliares foi encontradaGatphimia brasiliensisreforgcando a
hipétese de homologia entre NEF e elaiéforos na familia Malpighiaceae (Castro et al.,
2001).

Banisteriopsis um dos géneros neotropicais mais representativos da familia
Malpighiaceae, € nativo do Brasil e com ampla distribuicdo em todos os seus dominios
fitogeograficos (Gates, 1982; Mamede, 2012). Os estudos estruturais das glandulas da
folha para o génerBanisteriopsisndicaram que estas constituem nectarios extraflorais

(Machado et al., 2008), embora a constituicdo da secrecédo néo tenha sido analisada. Os
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NEF descritos variam em tamanho, morfologia e anatomia entre seus representantes,
constituindo um valor diagnéstico a ser considerado na identificacdo das espécies do
género (Gates, 1982; Machado et al., 2008).

Banisteriopsis muricaté uma liana nativa do Brasil, com ampla distribuicdo em
todos os biomas do pais (Mamede, 2012). Segundo Gates (1982), esta espécie apresenta
folhas eglanduladas ou com um par de glandulas em forma de cupula no terco basal da
lamina foliar e no peciolo, porém anatomia das glandulas foliares e a composicéo
guimica da secrecdo nao foram estudadas. Considerando a grande representatividade de
Banisteriopsisentre as malpiguiaceas neotropicais e a hipotese de homologia entre
elaiéforos e NEF na familia Malpighiaceae, o presente estudo pretende responder as
seguintes questbes em relacdo as glandulas foliarBs m@ricata 1) Qual o padrédo
anatdémico das glandulas foliares? 2) Qual o perfil quimico da secrecdo? 3) Qual a
funcdo das glandulas foliares e sua relacdo com visitantes? 4) Com base na anatomia,
composicao da secrecao e funcéo, as glandulas foliares podem ser classificadas como
NEF?

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e area de coleta

Foram coletadas folhas em diferentes estadios de desenvolvimento, de
individuos adultos d8anisteriopsis muricat¢Cav.) Cuatrec. (Malpighiaceae) de uma
populacdo natural ocorrente sob as coordenaglagadicas 20° 48° 08.4” S ¢ 42° 51°
50.9” W, na Estacdo de Pesquisa, Treinamento e Educacdo Ambiental Mata do Paraiso
(ETEAMP), fragmento florestal localizado no municipio de VigcesaMG, cuja
vegetacao é definida como Floresta Estacional Semidecidual (Veloso, 1991), e esta
incluida nos dominios da Floresta Atlantica (Rizzini, 1992). O material testemunho foi
herborizado e depositado no Herbario da Universidade Federal de Vigosa (VIC), em

Vigosa, MG, sob o nimero 36.941.

Microscopia de luz

Os estudos em microscopia de luz foram realizados no Laboratério de Anatomia
Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da UFV.
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Andlise estrutural- Foram utilizados meristemas de parte aérea e fragmentos do
terco basal e peciolo de folhas do primeiro ao sexto ndé para acompanhar o
desenvolvimento das glandulas foliares. O material foi fixado em glutaraldeido 2,5%
em tampao fosfato 0,05 M, pH 7, por 48 horas, desidratado em série etandlica e
conservado em etanol 70% (Johansen, 1940). Posteriormente, amostras de
aproximadamente 0,06 mirforam desidratadas em série etandlica crescente e incluidas
em metacrilato (Historesin, Leica, Heidelberg, Germany), de acordo com Paiva et al.
(2011). As amostras foram seccionadas transversal e longitudinalmente em microtomo
rotativo de avanco automéatico (modelo RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield,
USA) com 5 pm de espessura, coradas com azul de toluidina, pH’BdefiCet al.,

1964) e montadas sob laminula com resina sintética (Permount, Fisher Scientific,
Pittsburgh, USA).

Analise histoquimica Foram utilizadas amostras de folhas do sexto nd, frescas
ou fixadas em FAA, seccionadas em microtomo de mesa e, também, amostras fixadas,
incluidas e seccionadas para a analise estrutural. As se¢Bes foram submetidas aos
seguintes reagentes: sudan black B (Pearse, 1980), sudan IV (Johansen, 1940),
vermelho neutro (Kirk, 1970) e auramina O (Heslop-Harrison, 1977) para lipideos;
sulfato azul do Nilo (Cain, 1947) para lipideos acidos e neutros; reagente NADI (David
e Carde, 1964) para 0leos essenciais e oleorresinas; cloreto férrico 10% (Johansen,
1940) para compostos fendlicos totais, reagente de Wagner (Furr e Mahlberg, 1981)
para alcalbides, lugol (Johansen, 1940) para amido, acido periédico-reagente de Shiff
(PAS) (Maia, 1979) para polissacarideos, corifosfina (Ueda e Yoshioka, 1976) para
substancias pécticas e xylidine Ponceau (Vidal, 1970) para proteinas. O controle foi
conduzido simultaneamente para cada teste, de acordo com a especificacdo de cada
autor.

As imagens das analises estrutural e histoquimica foram obtidas em microscopio
de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japan) acoplado a camera
fotografica digital (modelo Zeiss AxioCam HRc, Goéttinger, Germany) e
microcomputador com o programa de captura de imagens Axion Vision. A analise com
fluorocromos e a autofluorescéncia foram realizadas no mesmo microscopio, utilizando
o sistema de epifluorescéncia com filtro UV (WU: 340-380nm), espelho dicrdico
(400nm) e filtro de barreira (420nm).

39



Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para observacao dos caracteres micromorfolégicos das glandulas, fragmentos de
0,25 a 0,5 cforam fixadas em FA& por 48 horas e estocadas em etanol 70%.
Amostras foram desidratadas em série etandlica e levadas a secagem em ponto critico
de CQ (CPD 020, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). Apds a fixacdo das amostras nos
suportes com uso de solugdo de esmalte contendo grafite, foi realizada a deposicéo
metalica com ouro (equipamento Sputter Coater, modelo FDU 010, Bal-Tec, Balzers,
Liechtenstein). A observacéo e a captura de imagens foram realizadas em microscépio
eletronico de varredura (modelo Zeiss, LEO 1430 VP, Cambridge, Inglaterra), no
Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) da UFV.

Analise quimica da secrec¢ao

Ramos deB. muricataforam mantidos em um balde com agua de torneira e
envoltos por sacos plasticos durante 12 horas em laboratério para estimular a secrecéo
das glandulas foliares. Devido a pequena quantidade de secrecdo, ndo foi possivel a
coleta do exsudado para andlises quimicas. Desse modo, glandulas foram pressionadas
sobre tiras-teste (Combur Test, Roche) para a determinacdo de nitritos, proteinas e

glicose da secrecao.

Visitantes das glandulas foliares

Durante as coletas, foram feitas observagdes para determinar a diversidade de
insetos visitantes. As coletas foram realizadas pela manha (08 as 09 h) e no fim da tarde
(16 as 17 h), horéarios nos quais se observou maior frequéncia de visitas de insetos as
folhas. Os visitantes observados foram coletados, conservados em etanol 70% e
identificados por Julio Cézar Mario Chaul, do Laboratério de Ecologia de Comunidades
do Departamento de Entomologia da Universidade Federal de Vigosa. O
comportamento dos visitantes foi observado com auxilio de estereomicroscépio, no

Laboratério de Anatomia Vegetal da UFV.
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RESULTADOS

Localizacdo— As folhas deBanisteriopsis muricatado simples e apresentam
filotaxia oposta distica (Figura 1A). As glandulas observadas no terco basakda fac
abaxial do limbo e no peciolo sdo diminutas e morfologicamente semelhantes. As
glandulas ocorrem em namero variavel de um a oito no limbo, e no peciolo observa-se
apenas uma glandula ou um par de glandulas, opostas entre si, predominantemente nas
laterais (Figuras 1B e 1C). As glandulas sao pedunculadas e apresentam regido apical
dilatada (Figura 1C). A secrecao pode ser observada na regido central das glandulas
como uma gota de aspecto translucido (Figura 1D).

Visitantes- Formigas dos génerd3olenopsisPheidolee Camponotusforam
observadas forrageando as folhas e ramo®3.denuricata Entretanto, somente as
aguelas pertencentes ao génsodenopsigoram observadas em contato direto casn
glandulas (Figura 1E). O comportamento das formigas caracteriza-se pela sua
aproximacdo das glandulas e projecdo das patas dianteiras e das antenas sobre 0s
mesmos, passando-as em movimentos rapidos sobre a superficie das glandulas (Figura
1F). Cerdas foram observadas nas patas dianteiras e nas antenas, o que indica que essas
estruturas séo utilizaslgara “varrer” a superficie das glandulas e coletar a secrecéo.

Apos o forrageio, patas e antenas se tocam, como se estivessem se limpando e, em

seguida, tocam o aparelho bucal, onde parece ser depositada a secrecdo glandular.

Microscopia

As glandulas observadas na lamina foliar e no peciolo, além dos aspectos

morfologicos, apresentam aspectos anatdémicos e histoquimicos semelhantes.

Ontogenia— O desenvolvimento glandular € precoce, desenvolvendo-se na face
abaxial dos primérdios foliares, que apresentam protoderme com células cubicas,
meristema fundamental com células poliédricagl@as procambiais (Figura 2A). Um
grupo de iniciais protodérmicas com citoplasma denso e ndcleo proeminente sofre
divisbes anticlinais, alongam-se, tomando aspecto justaposto e colunar,
concomitantemente as divisbes em diferentes planos do meristema fundamental,
permitindo a identificagcdo do sitio de formacdo das glandulas foliares (Figura 2B). A

proliferac@o continua da protoderme e do meristema fundamental resulta na elevacdo do
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primordio glandular em relacdo a superficie da folha (Figura 2C). As divisdes celulares
da protoderme e meristema fundamental resultam no aumento do volume da porgao
apical projetada acima do nivel das demais células (Figura 2D). Observa-se a dilatagao
da porcao apical do NEF e o inicio da diferenciacdo dos tecidos glandulares (Figura
2E). O inicio da atividade secretora da glandula € observado em folhas jovens e estes,
em estadio secretor apresentam formato de taca, com peddnculo e por¢do apical
discoide, com superficie ligeiramente concava (Figuras 2F e 2G). A epiderme secretora
€ restrita a regido central das glandulas e constitui-se de células alongadas, justapostas,
com paredes finas, citoplasma denso e nucleo evidente (Figura 2F). As células
epidérmicas comuns, que circundam a regido secretora e revestem o pedunculo do NEF,
sdo cuboides, menos volumosas e acumulam compostos fendlicos (Figura 2F). A
epiderme secretora € glabra, mas tricomas tectores da folha desenvolvem-se na base dos
NEF e recobrem parcialmente o pedunculo (Figuras 2G e 2H). O parénquima glandular
compde a porcao apical das glandulas, localiza-se subjacente a epiderme secretora e se
constitui de uma a duas camadas de células isodiamétricas, volumosas, com paredes
delgadas, citoplasma denso, vacuolos diminutos e nucleo periférico e conspicuo (Figura
2F). O parénguima subglandular, subjacente ao parénquima glandular, se estende até o
pedunculo, e se constitui de varias camadas de células mais volumosas, com paredes
mais espessadas, citoplasma denso e parietal, altamente vacuoladas, com cloroplastos e
apresenta espacos intercelulares mais conspicuos (Figura 2F). Células do xilema e
floema, provenientes da ramificacdo dos feixes vasculares da folha, atravessam o
parénquima subnectarifero e margeiam o parénquima glandular (Figura 2F e 2G).
Células contendo compostos fendlicos ja ocorrem nos primordios foliares e estédo
presentes no parénquima glandular, no parénquima subglandular e também associadas
aos tecidos vasculares no pedunculo das glandulas. Células contendo drusas séo
observadas nas células parenquimaticas ao redor do feixe vascular (Figura 2I).

A secrecao acumula-se no espaco subcuticular (Figura 2H), o que é evidenciado
pela elevagdo da cuticula na porcéo apical discoide das glandulas (Figura 2H, 21 e 2J).
N&o ocorrem poros ou estbmatos na superficie secretora. (Figura 2K). As glandulas
foliares visitadas por formigas ndo apresentaram nenhuma alteracdo ou lesdo sobre a

superficie dos mesmos.

Histoquimica e andlise quimica da secreeds testes histoquimicos realizados
nas glandulas foliares (Tabela 1 e Figura 3) indicam que a secrecao acumula-se,
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inicialmente, no espaco subcuticular. Algumas células dos parénquima glaadular
subglandular e a secre¢ao subcuticular apresentam coloragédo amarelada (Figura 3A). A
cuticula espessa é evidenciada pela autofluorescéncia (Figura 3B) e pela coloragédo
negra do sudan black B (Figura 3C) e pela fluorescéncia secundaria amarelcadsverde
emitida pelo fluorocromo vermelho neutro (Figura 3D), mas lipidios ndo foram
identificados na secre¢cdo subcuticular. As células da epiderme secretora e a secrecao
subcuticular apresentam pectinas, evidenciadas pela fluorescéncia secundaria alaranjada
emitida pelo fluorocromo corifosfina (Figura 3E). Polissacarideos neutros também séo
encontrados na epiderme secretora e na secrecao subcuticular, como indica a coloracao
magenta com o PAS (Figura 3F). A presenca de compostos fendlicos em células do
parénquima nectarifero é confirmada pela coloracdo esverdeada com o azul de toluidina
(Figura 3G). Proteinas foram identificadas pelo xylidine Ponceau nas células do
parénquima glandular, na epiderme secretora e, principalmente, na secrecao
subcuticular (Figura 3H). A secrecdo das glandulas é escassa, ndo permitindo a
mensuracado do volume da secrecdo, mas nota-se que a secrecao € viscosa. A analise da
secrecdo através das fitas-teste indicou a presenca de glicose, com concentracao entre
50 a 100 mg/dL, e proteinas, com concentracdo de aproximadamente 30 mg/dL,
confirmando e complementando os dados histoquimicos. Nitritos ndo foram

identificados na secrecgéo.
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Figura 1. Localizagdo das glandulas foliares e visitantes foliareBal@steriopsis
muricata (Malpighiaceae). A. Aspecto geral do ramo vegetativo. B. NEF na base da
lamina foliar. C. Glandulas no peciolo. D. Glandulas foliares com secreg¢édo translicida
sobre a superficie secretora. E. Formigas forrageando a lamina foliar. F. Formiga
(Solenopsisp.) forrageando uma glandula. Barras: A. 1,0 cm; B. 0,1 mm; C. 0,25 mm;
D. 0,02 mm; E. 0,5 mm; F. 0,05 mm.
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Figura 2. Ontogenia das glandulas da folhaRBmnisteriopsis muricat§Cav.) Cuatrec.
(Malpighiaceae). Fotomicrografias de secc¢bes transversais de primordios foliares e
folhas coradas com azul de toluidina (A-H) e eletromicrografias de varredura (I-K). A-
F, I-K. Lamina foliar. G-H. Peciolo. A. Primérdio foliar. B-C. Divisdes celulares para
formacao da glandula. D. Dilatacdo da porcdo apical da glandula. E. Acimulo de
compostos fendlicos e drusas no parénquima glandular. F-G. Glandula difexgdeiad

J. Glandula com cuticula distendida (setas) e secre¢cdo acumulada no espago
subcuticular. K. Secre¢do depositada sobre a superficie da glandula cf: célula com
contetdo fendlico; cu: cuticula; dc: divisdo celular; ep: epiderme comum; es: epiderme
secretora; esc: espaco subcuticular; dr: drusa; If: lamina foliar; mf: meristema
fundamental; pc: procambio; pe: peciolo; parénquimapg: parénquima glandular;

ps: parénquima subglandular; pr: protoderme; tv: traco vascular; tt: tricomas tectores.
Barras: A-D. 25 um; E. 75 um; F. 125; G. 40 pm; H. 125 pm; 1. 75 pm; J. 200 pm; K.
50 pum.
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Figura 3. Analises histoquimicas das glandulas da folhaBdmisteriopsis muricata
(Malpighiaceae). A-H. Fotomicrografias de secc¢des longitudinais de material incluido
em metacrilato. A. Sem aplicagdo de corantes ou reagentes (branco). B.
Autofluorescéncia. C. Sudan black B; coloracdo negra indica lipideos. D. Vermelho
neutro; fluorescéncia secundaria amarelo-esverdeada indica lipideos. E. Corifosfina;
fluorescéncia secundaria alaranjada indica pectinas. F. Acido periddico/reagente de
Shiff (PAS); coloragdo magenta indica polissacarideos neutros. G. Azul de toluidina;
coloracdo esverdeada indica compostos fenodlicos e coloracdo azulada indica
polissacarideos. H. Xylidine Ponceau; coloracdo avermelhada indica proteinas. Barras:
A-D. 50 pm; E-H. 30 pm. *: secrecéo.
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Tabela 1. Caracterizacdo histoquimica das glandulas foliaresBdaisteriopsis
muricata

Regides das glandulas foliares

Classes

quimicas Reagente Cuticula Secrecdo Epiderme Parénquimas
secretora glandulares
. Reagente de Schi
Carboidratos - + + -
(PAS)
reagente de Lugo - - - -
vermelho de
_ - + + -
ruténio
] Corifosfina - + + -
Proteinas _
xylidine Ponceau
- + + +
(XP)
sudan IV + - - -
. sudan black B + - - -
Lipideos
vermelho neutro + - - -
Auramine O + - - -
Terpenoides reagente NADI + - - -
Compostos Cloreto férrico i i + +

fendlicos 10%

_ reagente de
Alcaloides - - - -
Wagner

+ Reacdao positiva, - reacao negativa.
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DISCUSSAO

As glandulas foliares d8. muricatasdo nectéarios extraflorais (NEF),
considerando a ocorréncia em 6rgaos vegetativos, a estrutura anatbmica e a
secrecdo hidrofilica acucarada (Caspary, 1&48d Simpson, 1983)0Os NEFs
sdo comuns em angiospermas (Bentley, 1977), e em Malpighiaceae séao
comumente observados na lamina foliar e no peciolo (Anderson, 1990), como em
Banisteriopsis muricatae outras espécies do género, como stellaris, B.
campestrifMachado et al., 2008B. malifolia (Alves-Silva et al., 2012) e outras
malpiguiaceas combDiplopterys pubipetaldPossobom et al., 2010).

Os NEFs em Malpighiaceae ocorrem predominantemente na face abaxial
(Anderson 1990), mas a distribuicdo e o niUmero sdo variaveis entre as espécies,
podendo apresentar uma a dez glandulas por folha, que podem distribuir-se no
apice, base, margem ou por toda a lamina foliar e peciolo (Castro et al., 2001;
Machado et al., 2008; Alves-Silva, 2012). Banisteriopsispredominam NEF
localizados no terco basal da lamina foliar e peciolo, mas o nimero de glandulas é
variavel em uma mesma espécie (Anderson, 1990). O presente estudo identificou
a ocorréncia de um namero variavel de glandulas na lamina foliar, contrariando as
informacdes de (Gates, 1992) que afirmou a ocorréncia de apenas um par de NEFs
em folhas e peciolos da mesma espécie.

A epiderme em NEF dB. muricataé revestida por cuticula espessa e néo
foram observados estbmatos ou qualquer abertura para liberacdo da secrecao,
assim como observado em espécies de outras familias (Nepi et al., 1996;
Stpiczynska et al., 2003; Coutinho et al., 2010). Embora a espessura cuticular
possa afetar a permeabilidade, estudos ultraestruturais indicam que a secregao
pode ser liberada através de microcanais de aspecto fibrilar presentes na parede
celular e que sdo continuos a cuticula (Fahn, 1988; Nepi et al., 1996). Dessa
maneira, para a compreensao do modo de liberagdo da secrecdo dos BEFs de
muricatafaz-se necessario a realizacéo de estudos ultraestruturais.

A presenca de cristais de oxalato de calcio é precoce durante o0
desenvolvimento dos NEF eBr muricata tendo sido observada em fases iniciais
da diferenciacdo dos tecidos nectariferos. A fixacdo do célcio em cristais de
oxalato de calcio em NEF € compreendida como defesa contra a herbivoria (Paiva
e Machado, 2006) Entretanto, a fixacao de célcio em cristais pode representar um
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mecanismo de adaptacao fisioldégica, uma vez que em altas concentracdes, 0s ions
de célcio séo téxicos as plantas (Paiva e Machado, 2005). Os ions de célcio
também podem afetar o processo de secrecdo, em razdo dos seus efeitos
inibitérios sobre a ATPase da membrana plasmatica (Horner et al., 2003; Nepi,
2007).

A secrecdo dos NEFs erB. muricata € escassa, mas apresenta
viscosidade. A viscosidade do néctar € correspondente ao tipo e proporcdo dos
constituintes presentes (Garcia et al., 2005), e na espécie em estudo, pode ser
atribuida a presenca de pectina na secrec¢do, resultante da degradacao parcial das
paredes quando se forma o espaco subcuticular.

Em NEFs deB. muricata identificou-se glicose, polissacaride@s
proteinas na secrecdo. O néctar € uma solucédo aquosa com fracdo soélida composta
primariamente por mono- e dissacarideos e aminoacidos, podendo apresentar
outras classes quimicas, como proteinas, fendéis e alcaloides (Bentley, 1977). A
constituicdo quimica da secrecdo € determinante para o estabelecimento de
relacbes mutualisticas entre plantas e diferentes animais (Fahn, 1979; Roshchina e
Roshchina, 1993; Gonzalez-Teuber e Heil, 2009; Heil, 2011. Desse modo, a
composicao da secrecao do NEFB#misteriopsis muricatarica em proteinas e
acucarespode ser um recurso importante na atracéo de formigas, em beneficio de
protecdo a herbivoria (Bentley, 1977; Elias, 1983; Ness et al., 2010), como
também observado eBanisteriopsis malifoligAlves-Santos, 2012). Além disso,
estudos recentes indicam que as proteinas podem ainda interferir negativamente
no crescimento de microrganismos em solucdes nectariferas ricas (Park e
Thornburg, 2009).

O valor energético do néctar & muricatapode justificar a recruta de
formigas do géner&olenopsisuma vez que espécies deste género apresentam
dieta alimentar baseada em diferentes niveis das substancias encontradas (Bentley,
1997; Lanza et al., 1993), principalmente proteinas, sendo assim, importantes a
manutencdo das coldnias e satisfacdo das necessidades nutricionais durante o
desenvolvimento de larvas de formigas (Ness et al., 2010; Byk e Del-Claro,
2011). Embora somente o gén&ualenopsigenha sido observado usufruindo dos
recursos dos NEF, as formigas dos géndrbsidole e Camponotuspodem
também atuar na protecdo a planta e serem recompensadas com outro recurso

alimentar.
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A presenca de NEF diminutos e dispersosBemmuricatapode representar
uma estratégia vantajosa em relacdo a existéncia de NEF maiores e pouco
numerosos em uma Unica folha. Glandulas podem sofrer lesGes e perder a
funcionalidade, mas o maior numero de glandulas pode atuar como um
mecanismo compensatorio a eventuais danos (Subramanian e Inamdar, 1985). Um
padrdo de tamanho e distribuicdo semelhantes foi descritGesirella fissilis
(Paiva et al., 2007), onde o maior numero de NEF em folhas parece constituir uma
compensacao ao tamanho reduzido, favorecendo assim a producdo de secrecéo
suficiente para atrair formigas e assim, garantir a prote¢cdo as folhas jovens e

meristemas.
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