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RESUMO

FERNANDES, Valéria Fernandes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2016.Estruturas secretoras foliares em Casearia Jacq: uma abordagem anatémica,
ultraestrutural e taxondmica. Orientadora: Renata Maria Strozi Alves Meira.
CoorientadoraMarcela Thadeo

Casearia Jacg. € um dos maiores géneros de Salicaceae com aproximadamente 180
espécies, das quais 50 ocorrem no Brasil, distribuidas em diferentes formacdes
vegetacionais, sendo 21 endémicas. Apesar das descricOes taxondmicas relatarem a
ocorréncia de pontos e tracos translicidos nas laminas foliares e glandulas nos apices
nos dentes marginais, estudos anatdmicos caracterizangkiruturas secretoras sao
escassos. Os pontos e tracos translicidos foram descritos como cavidades e ductos em
apenas seis espécies. O tipo de estrutura secretora tem sido utilizado, com sucesso,
como marcador morfolégico para estabelecimento de parentescos, bem como auxiliando
0 esclarecimento de problemas taxonémicos. Adicionalmente, a elucidacédo dos sitios de
sintese/acimulo de compostos, assim como a identificacdo da natureza quimica da
secre¢do, podem corroborar os estudos fitoquimicos, indicando os locais responsaveis
pela produgdo dos compostos secundérios de interesse medicinal. Este trabalho teve os
seguintes objetivos: (1) Identificar as estruturas secretoras que correspondem aos pontos
e tracos translicidos das folhas das espécies de Casearia e verificar se presenca, o tipo €
a posicao destas variam entre as espécies; (2) Caracterizar anatomicamente as glandulas
dos apices dos dentes marginais das espécies de Cag@alientificar os locais de

sintese e/ou acumulo de compostos secundarios responsaveis pelas propriedades
medicinais deC. sylvestris, espécie amplamente utilizada na medicina popailar,
identificar a natureza quimica da secrecao; (4) Elucidar os mecanismos de producdo e
eliminacdo das secrec¢des produzidas nas diferentes estruturas secretoras de C. sylvestris.
Em relacdo a descricdo da presenca de pontos e tracos translicidos na lamina foliar, foi
possivel confirmar a correlacdo entre os mesmos com cavidades e ductos,
respectivamente. Tais estruturas estavam presentes em 41 das 45 espécies analisadas
As trés espécies da secao Piparea (C. commersoniana, C. jaw@ténsipruceana)
estudadas, bem como C. eichleriana, ndo apresentam cavidades e ductos, 0 que sugere
uma revisdo do posicionamento destas espécies. Também foi possivel estabelecer
padrbes de distribuicdo das cavidades/ductos no género. Os dados anatémicos
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possibilitaram identificar os sitios de sintese e/ou acimulo dos compostos secundarios
de C. sylvestris. A localizag&o, estrutura anatbmica, atividade secretora precoce e a
natureza polissacaridica/proteica da secrecdo, permitem reconhecer as glandulas
associadas aos dentes marginais das folhas de Casearia como coléteres do tipo padréo.
A secrec¢ao produzida pelos mesmos tem sido relacionada com a protecao de meristemas
e 6rgdos em desenvolvimento, lubrificando e protegendo contra a dessecacdo e/ou
contra 0 ataque de patogenos. Os dados ultraestruturais das diferentes estruturas
permitiram compreender o papel das organelas nos processos de sintese, possibilitando

correlacionar a ultraestrutura com a natureza quimica dos produtos secretados.
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ABSTRACT

FERNANDES, Valéria Fernandes, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, March,
2016.Foliar secretory structures in Casearia Jacq: an anatomical, ultrastructural

and taxonomic approach. Adviser. Renata Maria Strozi Alves Meira. Co-adviser:
Marcela Thadeo.

Casearia Jacg. is one of the largest genera in Salicaceae, with ca. 180 species, among
them 50 occur in Brazil in some vegetation types, 21 of them are endemic. Despite that
taxonomic descriptions have reported the occurrence of peljuoidtuations orlines

on the leaf blade and the glands at the apex of marginal leaf teeth, anatomical studies
characterizing secretory structures, are scarce. Only for six species the pellucid
punctuations and pellucitines have been anatomically reported as cavities and ducts,
respectivelly. The type of secretory structure has been successfully used as a
morphological characters to establish relationships as well as to clarify taxonomic
problems. In additional, elucidating the sites of synthesis/accumulation of compounds,
as well as identifying the chemical nature of the secretion, may aid phytochemical
studies by indicating the specific sites responsible for the production of secondary
metabolites in medicinal plants. This work aimed to: (1) Identify the secretory structures
that correspond to the pelluejpunctuations andlines on leaves of Casearia species

and verify whether the presence, type and position of these structures vary among
species; (2) Anatomically characterize the glands at the apex of the marginal leaf teeth
in Casearia species; (3) Identify the sites of synthesis and/or accumulation of the
secondary metabolites responsible for the medicinal properties of C. sylvestris, a widely
used species in folk medicine, as well as identify the chemical nature of the secretion;
and (4) Elucidate the mechanisms of production and exudation of the secretions
produced by the different secretory structures in leaves of C. sylvestris. The correlation
of pellucid-punctuations and-lines on the leaf blade with cavities and ducts,
respectively, was confirmed. These structures were present in 41 of the 45 analyzed
species. C. commersoniana, C. javitensis, C. sprucghedhree studied species from
section Piparea) and C. eichleriana do not have cavities or ducts, which suggests the
need for a revision of the taxonomical positioning of these species. Distribution patterns
of cavities and ducts in the genera were also established. The anatomical data allowed

the identification of the sites of synthesis and/or accumulation of the secondary
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metabolites in C. sylvess: The placement, anatomical structure, precocious secretory
activity and the polysaccharide/protein prodution allow recognize the glands associated
with the marginal leaf teeth in Casearia as standard-type colleters. Colleter secretion
has been suggested to be related with the protection of apical meristems and developing
organs, by lubricating them and thus protecting them against desiccation, and/or also
protecting them against pathogen. The ultrastructural data on the different secretory
structures allowed the comprehension of the role played by organelles on the synthesis
processes, thus it was possible to stablish correlation between the ultrastructure with the

chemical nature of the secreted products.

Xiv



1. INTRODUCAO GERAL

Casearia Jacq. com aproximadamente 180 espécies € um dos maiores géneros
de Salicaceae. Possui distribuicdo pantropical (APG I, 2003; Stevens, 2001), com 75
espécies presentes em regides tropicais e subtropicais das Américas (Sleumer, 1980).
No Brasil aproximadamente 50 espécies (21 endémicas) estéo distribuidas em diferentes
formagbes vegetacionais, como cerrado, caatinga, restinga e floresta (Sleumer, 1980;
Marquete e Vaz, 2007; Marquete, 2D1A ampla distribuicdo geografica egeande
variacdo morfoldgica dificultam, em alguns casos, a identificacdo correta de algumas
espécies (Torres e Yamamoto, 1986).

Casearia foi organizado nas sec¢Oes Crateria, Guidonia, Endoglossum,
Gossypiospermum, Piparea e Casearia, sendo esta ultima subdividida em seis grupos
informais: llicifoliae, Nitidae,Singulares, Arboreae, Aculeatae e Decandrae (Sleumer,
1980). Tradicionalmente incluido na familia Flacourtiacda€, Casearia foi
transferido para Salicaceae Mirbel em um estudo realizado com base em dados
moleculares e morfologicos (Chase et al., 2002).

Salicaceae destaca-se pela diversidade de estruturas secretoras tendo sido
descritas: idioblastos taniferos, ductos, cavidades (Thadeo et al., 2009, 2014), glandulas
de 6leo (Absye Scavone, 1973), glandulas resinosas e nectéarios (Eleisten, 1974,

1978, 1980; Wilkinson 20Q7Thadeo et al., 2008; Escalante-Pérez et al.,)2012

Embora nas descrigfes taxondmicas de Casearia seja comum a utilizacdo dos
termos pontos e tracos translicidos na lamina foliar (Sleumer, 1980; Terres
Yamamoto, 1986; MarquetVaz, 2007; Marquete, 2010; Marquetdlansano 2012,

2013) em apenas seis espécies, os mesmos foram caracterizados como cavidades e
ductos, respectivamente (Thadeo et al., 2009, )20Adicionalmente idioblastos
também foram observados, sendo o tipo e a posicdo destas estruturas secretoras
taxonomicamente importantes para o género (Thadeo et al., 2014).

A ocorréncia de glandulas nos apices dos dentes marginais é relatada no género
(Sleumer, 1980; Marquete, 2010; Marquet®ansano, 2010, 2013). Entretanto, tais
descricbes foram efetuadas com base em observagcbes em campo e analises em
estereomicroscopio de amostras frescas e herborizadas, permitindo apenas uma
descricdo morfologica destas estruturas, do que resultou denomina-las, de modo

genérco, como glandula. A identificacdo na natureza quimica da secre¢cao, bem como a



caracterizacdo anatomica dessas glandulas, podem contribuir para compreensdo da
funcdo dessas estruturas, bem como dos produtos secretados.

A diversidade de estruturas secretoras relatada para Casearia pode fornecer
dados relevantes para estudosotédmicos e filogenéticos, pois estas podem variar
quanto a morfologia, érgdo em que ocorrem, posi¢do, anatomia, natureza do material
secretado e fungdo que desempenham (Schnepf, 1974; Fahn, 1979; Evert, 2006
Diversos estudos comprovaram a importancia das estruturas secretoras no
esclarecimento de problemas taxonémicos (Coutinho et al., 2013; Dalvi et al., 2013),
bem como em abordagens evolutivas (Vitarelli et al., 2015).

As espécies de Casearia Jacq. que sao popularmente conhecidas como
“guagatonga” possuem importancia medicinal (Pio Corréa, 1984). Casearia sylvestris
Sw. é uma dessas espécies, sendo largamente utilizada na medicina tradicional (Lorenzi
e Matos, 2008; Ferreirat al., 2011). Alguns estudos relatam que as propriedades
medicinais se devem aos compostos fendlicos e terpendides presentes nas folhas (Sértie
et al., 2000; Esteves et al.,, 2009. identificacdo dos sitios de sintese e/ou
armazenamento de substancias bioativas tem importancia para o entendimento da
biologia da secre¢éo e para o esclarecimento da funcdo do produto secretado, gerando
dados uteis para trabalhos de bioprospecc¢éo (Thadeo et al., 2009; Coutinho et al., 2010;
Silva et al., 2012; Meira et al., 2014).

Neste contexto, este trabalho pretende responder os seguintes gquestionamentos:

- Nas folhas das espécies de Casearia 0s pontos e tracos translicidos podem
ser correlacionados a cavidades e ductos, respectivamente? A presenca, o tipo e a
posi¢ao destas estruturas variam entre as espécies das diferentes secdes?

- As glandulas dos apices dos dentes marginais das espécies de Casearia
correspondem a que tipo de estrutura secretora?

- Quais sao os locais de sintese e/ou acumulo de compostos secundarios
responsaveis pelas propriedades medicinais de Casearia sylv€atalsa natureza
quimica da secrecao e que funcéo provavelmente desempenham?

Os dados ultraestruturais das estruturas secretoras de C. sylvestris podem
fornecer informacdes relevantes para entender os mecanismos de producéo e eliminacao
das secrecbes?

Com o objetivo de responder a esses questionamentos, o presente trabalho foi

organizado em trés capitulos, os quais foram redigidos na forma de artigos cientificos,



como disposto nas normas de redacdo de teses da Universidade Federal de Vigosa,
conforme detalhado abaixo.

Artigo |: Colleters in Casearia (Salicaceae): A new interpretation for the
theoid teeth. Encontrse publicado no periédico Botanical Journal of the Linnean
Society.DOI: 10.1111/b0j.12432

Artigo 1l : Como distinguir cavidades de ductos? Um estudo de caso em
Casearia Jacq. (Salicaceae). Encontra-se nas normas do peridédico Acta Botanica
Brasilica.

Artigo Il : Estruturas secretoras em Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae)
mecanismos de producédo e eliminacdo da secreEg&ontra-se nas normas do
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ABSTRACT

Salicaceae possess a variety of leaf teeth, many characterized as nectariferous salicoid
or violoid teeth. One large genus, Casearia deviates from this generalization in having
theoid teeth. Although taxonomic descriptions of Casearia have reported glands in the
apex of teeth, there have been no descriptions of their anatomy or functional role. This
work aims to describe the anatomy of the theoid teeth of 43 species of Casearia. Leaf
samples from herbarium specimens were processed for light and scanning electron
microscopy. Leaves of C. sylvestris were collected and fixed in the field for
histochemical tests, which revealed only polysaccharides in secretory epidermal cells
and outside of these cells. The glands have precocious development and are composed
of a non-vascular central axis covered with a palisade-like secretory epidermis. During
senescence, the cells of the palisade-like secretory epidermis and central axis appear to
lose their typical form, with some cells walls disintegrating. In the mature leaf an
abscission zone at the base of gland causes the gland’s detachment. The placement,
anatomical structure, precocious activity and polysaccharidic secretion (in C. sylvestris
allow the recognition of the glands associated with the marginal téeflagearia as
colleters. Similar studies are needed for other genera in order to clarify how colleters
have evolved in Salicaceae and how they are functionally and anatomically related to

other teeth types in the family.

ADDITIONAL KEYWORDS : colleters — Flacourtiaceae— foliar anatomy —

Salicaceae salicoid teeth secretory structurestheoid teeth.



INTRODUCTION

Casearia Jacq., with almost 180 species, is one of the largest genera of
Salicaceae with approximately 75 of these species present in the tropical and subtropical
areas of the Americas (Sleumer, 1980), which 21 species are endemic to Brazil
(Marquete, 2010). The genus is organized into six sections: Crateria, Guidonia,
Endoglossum, Gossypiospermum, Piparea, and Casearia. The section Casearia is
subsequently organized into six informal groups: llicifoliae, Nitidae, Singulares,
Arboreae, Aculeatae and Decandrae (Sleumer, 1980). Traditionally this genus has been
included in the family Flacourtiaceae DC. , but based on molecular data it was
transferred to a broadly circumscribed Salicaceae (Chase et al., 2002; APG IjI, 2009
APG 1V, 2016) or a narrowly circumscribed Samydaceae (Wurdack & Davis, 2009; Xi

et al., 2012).

In the broad taxonomic treatment, Salicaceae are characterized by the absence
of cyanogenic glycosides (with the exception of Banara Aubl.) and the presence of
salicin phenolic compounds (Chase et al., 2002), seeds often arillate, the presence or
absence of nectariferous disks or glands in the ovary, and salicoid teeth on the margin of
the leaves of most of the genera (Judd et al., 2007). A variety of leaf teeth are registred
to Salicaceae, described as nectariferous salicoid or violoid tooth (Alford, 2005).
Having salicoid teeth was the only morphological synapomorphy proposed for the
Salicaceae but it is absent in Casearia (Judd et al., 2007), as well in closed relative

gerera like Laetia and Ryania that also occur in Brazil (Alford, 2005).

Salicoid teeth are characterized by the presence of a spherical callosity fused to
the tooth apex, are non-deciduous and appear as a non-opaque dark seta (Hickey &

Wolfe, 1975; Metcalfe & Chalk, 1979; Judd et al., 2007). Several vascular bundles
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merge and branch toward salicoid tooth, forming excessive vascularization (Thadeo,
Azevedo & Meira, 2014). On the other hand, violoid teeth present a medial vein

running to the apex where it expands into an opaque glandular termination, without an
deciduous apical seta (Hickey & Wolfe, 1975). Casearia deviates from this

generalization for Salicaceae in having theoid teeth (Judd et al., 2007), in which the
medial vein of the tooth runs to the apex, expands and congests with opaque material,
such a way that the tooth apex is capped by an opaque deciduous seta (Hickey & Wolfe,

1975).

The presence of “glands” on the apex of leaf margin teeth in Casearia has been
reported in some taxonomic papers (Sleumer, 1980; Marquete, 2010; Marquete &
Mansano, 2012, 2013). These descriptions were based on fresh samples observed in the
field and herbarium samples analyzed with a stereomicroscope, and so are limited to
general morphology. The glands present on the leaf base and margin of species of other
genus of Salicaceae have been anatomically and/or functionally described and
characterized as: “like colleters” in Dovyalis hebecarpa (Gardner) Warb. (Wilkinson,
2007); extrafloral nectaries (EFNs) in Populus grandidentata Michx. (Curtis & Lersten,
1978), Populus trichocarpa Torr. & A.Gray ex Hook. (Escalante-Pérez et al., 2012)
and Prockia crucis P. Browne ex. L. (Thadeo et al., 2008); resin glands in Salix lucida
Muhl. (Curtis & Lersten, 1980) and Populus deltoides W. Bartram ex Marshall (Curtis
& Lersten, 1974). The theoid teeth of six species of Casearia were anatomically

described as non-epithem hydathodes (Thadeo et al., 2014).

Hydathodes, EFNs and colleters are secretory structures that are present on leaf
margins of various species (Curtis & Lersten, 1974; Curtis & Lersten, 1978; Fahn,

1979; Thadeo et al., 2008; Coutinho, Valente & Meira, 2010; Mercadante-Simodes &

10


https://pt.wikipedia.org/wiki/John_Torrey
https://pt.wikipedia.org/wiki/Asa_Gray

Paiva, 2013). The main parameters for distinguishing such strucutres are
morphoanatomical description and functional role, besides the chemical nature of
secreted compounds. Hydathodes secrete water exuded by epidermal pore (Elias &
Gelband, 1977; Fahn, 1979). EFNs produce a sugar solution (nectar) exudated by
epidermal pore or secretory epidemis, exhibit great morphoanatomical variation and are
distributed widely on plants (Fahn, 1979; Nicolson & Thornburg, 2007). EFNs
occurring on the rachis, petiole, adaxial face of leaf (Fahn, 1979), leaf margin (Thadeo
et al., 2008; Rocha et al., 2009; Coutinho et al., 2010). Colleters produce a sticky
secretion that functions as a lubricant, protecting meristems and developing organs
against desiccation and attack by pathogens (Thomas, 1991; Mayer, Cardoso-Gustavson
& Appezzato-da-Gléria, 2011; Mayer, Carmello-Guerreiro & Mazzafera, 2013).
Colleteres occur on the adaxial surface of young reproductive and (or) vegetative organs
found in several families of eudicots (Fahn, 1979; Thomas, 1991; Klein et al., 2004;
Martins, 2012; Coelho et al., 2013, Dalvi et al., 2014; Lopes-Mattos et al., 2015) and
only in Orchidaceae of monocots (Leitdo & Cortelazzo, 2008; Mayer, et al., 2011).
Recentelly colleters were also reported at the leaves margins for some species (Paiva,
2012; Mercadante-Simdes & Paiva, 2013; Vitarelli et al., 2015; Feio, Riina and Meira,

2016).

Therefore, anatomical studies and histochemical tests of Casearia are
necessary in order to identify the type of gland that is associated with their teeth and to
determine the chemical composition of their secretion, respectively. The aim of this
work was to anatomically characterize the theoid teeth of Casearia by studying species

of all six sections (sensu Sleumer, 1980).
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MATERIAL AND METHODS

Samples of entire mature and/or young leaves (from first or second node) for
43 species of all six sections of Casearia (sensu Sleumer, 1980) were collected from
herbarium material (List of material uged’he samples were rehydrated (Smith &

Smith, 1942), then dehydrated in an ethanol series and stored in 70% ethanol.

To describe the structure of the glands on the margin of leaf teeth, whole or
fragmented leaves were cleared, stained with 50% alcoholic fuchsin accordingeVasco
al. (2014), and mounteth glycerin jelly (Johansen, 1940). Fragments of leaf with
glands were selected from the leaf margin using a stereomipegstemi 2000-C®,
©Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany), embedded in methacrylate resin
(Historesin Leica, Leica Microsystems, Heidelberg, Germany) and sectioned using an
automatic rotary microtome with glass knives (Leica RM2265, Deerfield, IL, USA).
Longitudinal and cross sections of 5 um thick were stained with toluidine blue at pH 4.7
(O’Brien and McCully, 1981) and mounted on slides with resin (Permount, Fisher

Scientific, Fair Lawn, NJ, USA).

Samples of stem apical meristem and leaves in different stages of development
of Casearia sylvestris Swuere collected in the national park “Flona de Paraopeba”,
(Paraopeba, MG, Brazil), in order to describe secretion and to perform histochemical
tests. These samples were fixed in FAA (formaldehyde, acetic acid, 50% ethanol, 1:1:18
by volume) for 48 h under a vacuum and stored in 70% ethanol (Johansen, 1940) prior
to being embedded and sectioned as described above. The histochemical tests included
xylidine Ponceau for total proteins (O’Brien & McCully, 1981) and PAS (Periodic acid

Schiff’s reagent) for total polysaccharides (McManus, 1948). Some samples were
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sectioned on a table microtome (LPC model; Rolemberg and Bhering Trade and Import
LTDA, Belo Horizonte, Brazil) and submitted to Sudan IV for detection of total lipids

(Pearse, 1980).

Imaging was performed using an Olympus AX70TRF light microscope
(Tokyo, Japan) equipped with a U-Photo System and an AxioCam HRc digital camera

(Zeiss, Gottingen, Germany).

For micromorphological analysis, samples stored in 70% ethanol were
dehydrated in an ethanol series and subjected to critical point drying usin¢C€0
020; Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). The samples were then fixed on stubs and sputter
coated with gold (FDU 010; Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). Observations were
performed using a Leo 1430 VP scanning electron microscope (Zeiss, Cambridge,
England) at the Center for Microscopy and Microanalysis at Universidade Federal de

Vigosa (UFV).

RESULTS

Of the 43 species examined, only Casearia eichleriana had leaves with entire
margins (Fig. 1A, B). The remaining 42 species had leaves with marginal theoid teeth,
as illustrated by C. mestrensis and C. altiplanensis (Fig. 1C, D). These theoid teeth may
have two portions: a basal non-glandular portion and a glandular apical portion. The
basal non-glandular portion may presents variable length (FigF)1@aching until
twice the length of the glandular portion, or even may be absent (Fig. 1G). Variations in
the length of the non-glandular portion were notice among different specimens and

among different leaf regions.
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In the leaf primordia and young leaves (Fig. 1C), the glandular portion is
present, while in mature leaves a darker region at the non-glandular portion shows the
abcission zone of the senescent gland (Fig-F)DDue to abscision of glandular

portion, scars can be observed on the marginal tooth (Fig. 1H).

The glands of C. sylvestris differentiate precociously, as observed in the leaf
primordium. This differentiation occurs prior to the differentiation of the foliar
mesophyll. In this phase of development, the leaf primordium still has the leaf margins
folded in a way that the ventral surface remains protected (FigDRAand the dorsal
surface maintain contact with the leaves of the following node. The fluid secretion
produced by glands flows out lubricating the primordium and protecting against
dehydration. As the leaves expand, the edges unroll and expose the leaf margins with

the glands (Fig. 2E, F).

In the first stages of development, the differentiating glands exhibit a secretory
epidermis surrounded the central axis of non-secretory cells. The secretory epidermis is
covered with a thin cuticle and the cells have a conspicuous medially located nucleus,
evident nucleolus and dense cytoplasm (Fig. 2G). The polysaccharide nature of the
secretion that accumulates in the subcuticular space, as well as the extravasated
secretion, was confirmed by the PAS test (Fig. 2H). Pores or a ruptured cuticle were not
observed. The histochemical test for protein (xylidine Ponceau) was negative and the

test for lipids (Sudan 1V) was weakly positive (data not shown).

The glands of young and/or of fully expanded leaves are non-vascularized and
have central axis cells with thin pectocellulosic walls and secretory palisade-like
epidermal cells covered by a thin cuticle (Figs. 2 B-&A In C. rupestris, druses were
observed in the central axis cells (Fig. 3B). The marginal glands can have a short
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peduncle (Fig. 3D), which corresponds to non-glandular portion, as well can be sessile

(Fig. 3E, F).

In the mature leaves some of the glands exhibited secretion (Fig. 3D, E),
whereas others were senescent (Fig. 3G, H) and/or absent due abscission (Fig. 1H). The
secretory epidermal cells in the senescent glands had a hyaline cytoplasm and were
deformed, some of them with broken walls (Fig. 3B). In the final phase of senescence,
which may precede gland abscission, the epidermal and central axis cells were intensely
stained green by toluidine blue (Fig. 3C), indicating the presence of phenolic
compounds. In the intersection between the glandular and non-glandular portion of the
teeth, a tissue of tabular cells corresponds to the abscission zone (Fig. 3C). In senescent
glands the typical form described for the secretory phase is altered, with the surface

becoming wrinkled and cells collapsing (Fig. 3G, H).

DISCUSSION

The glands associated with the marginal teeth of Casearia leaves are
considered colleters due to their placement, anatomical characteristics, premature
secretory activity, and polysaccharide nature detected in C. sylvestris. The colleters
described in this work correspond to the previously described opaque deciduous seta of
theoid teeth (Hickey & Wolfe, 1975), as also reported for Casearia (Judd et al., 2007).
The absence of other previous records of colleters in Casearia can probably be
explained by samples being limited to fully expanded leaves since these glands are
senescent at this stage, and often fall off leaving just scars, which are difficult to

interpret. The present study demonstrates the importance of investigating young leaves
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and the relevance of combining analyses of the chemical nature of secretion with

anatomical studies for the correct identification of these marginal glands.

The presence of colleters on leaf margins has been suggested for Dowvyalis
hebecarpasalso a species of Salicaceae, which were called “colleter-like-glands”
(Wilkinson, 2007), because they resembled the “standard type colleter”. The necessity
of studying young leaves in order to identify marginal glands, since these structures
could necrose or abscise, was reinforced by this author (Wilkinson, 2007). The presence
of colleters on the leaf margin has already been recorded for 21 species of Croton,
Astraea lobata (L.) Klotzch and Brasiliocroton mamoninha P.E. Berry & Cordeiro
(Euphorbiaceae, Vitarelli et al., 2015), Croton echinocarpus Mdull. Arg. and C.
urucurana Baill. (Euphorbiaceae, Feio et al., 2016) and in leaf-teeth for some species
of Prunus L. (Rosaceae, Chin et al.,, 2013), Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze
(Lecythidaceae, Paiva, 2012) and Tontelea micrantha (Mart. ex Schult) A.C.Sm.

(Celastraceae, Mercadante-Simdes & Paiva, 2013).

The leaf teeth of six species of Casearia were described as non-epithem
hydathodes (Thadeo et al., 2014). In the present study, we re-analyzed these same
species and were able to verify that in the young and/or fully expanded leaves the
marginal teeth possessed colleters and not hydathodes. Since these colleters are
deciduous, previous authors probably observed only the main vein region of the tooth
with vasculature exclusively comprised of xylem, thereby leading them to interpret the
structure as a hydathode. However, a senescent colleter can be seen in an image in

Thadeo et al. (2014: Fig. 1C), which was described as a theoid tooth seta.

Anatomical studies and chemical analyses of secretion are very important
tools, especially in combination, for correctly identifying and characterizing marginal
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glands, as the present study demonstrates. In Salicaceae, for example, there are both
resin glands and nectaries in the marginal teeth of P. grandidentada, and the nectaries

differ from the resin glands because they secret nectar (Curtis & Lersten, 1978).

The colleters of C. sylvestris are active in the leaf primordium, and the
polysaccharide secretion involves the meristematic region and the primordium. These
results agree with the known functions of colleter secretion: to help lubricate the
vegetative and reproductive meristems as well as the leaf primordium, and to reduce
water loss to the environment thereby protecting the developing organs from

dehydration (Thomas, 1991; Mayer et al., 2013).

The colleters of Casearia are the standard type according to the classification
proposed by Lersten (1974). Such structures have an elongated axis covered by a one-
layer palisade-like secretory epidermis. Standard type colleters have been described for
other species of Malpighiales (Sheue, Chen & Yang, 2012; Vitarelli et al., 2015).
Colleter type and position have been used as taxonomic characters (Thomas, 1991,
Klein et al., 2004; Coutinho et al., 2010; Silva et al., 2012; Vitarelli et al., 2015). The
present study is the first record of colleters in the Salicaceae, and their taxonomic

potential deserves to be investigated further.

The colleters of all the studied species of Casearia are non-vascularized,
indicating that this may be a feature common to the entire genus. Non-vascularized
colleters are known from Myrtaceae (Silva et al.,, 2012), Chamaecrista (Fabaceae,
Coutinho et al., 2015), and are found in Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae,
Paiva & Machado, 2006) and Macrocarpaea obtusifolia (Griseb.) @kntianaceae,

Dalvi et al., 2014). Vascularized colleters are present in Rubiaceae (Miguel et al.,
2006), and Apocynaceae (Martins, 2012). There is no functional correlation between the
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presence of vascularization and secretory activity; however, the presence, or absence, of

vascularization can be taxonomically useful (Coutinho et al., 2015).

The presence of calcium oxalate crystals, as seen in Casearia rupestris Eichler,
has also been recorded from Tontelea micranta (Celastraceae, Mercadante-Simdes &
Paiva, 2013) and Psychotria nuda (Cham. & Schltdl.) Wawra (Rubiaceae, Miguel,
Moraes & Cunha, 2009). The function of these crystals remains unknown and is
controversial; however, several hypothesis claim that these crystals are able to regulate
calcium inside the plant, protect the plant against herbivores, and provide plant

detoxification (Franceschi & Nakata, 2005).

The cuticle that covers the secretory epidermis of the colleter is smooth and
thin, and there was no evidence of pores or other disruptions that are known
mechanisms of exudation in colleters, as reported in Psychotria carthagenensis Jacq.
(Vitarelli & Santos, 2009), Croton glandulosus L. (Machado et al., 2015), and species

of Chamaecrista (Coutinho et al., 2015).

The morphological features of colleters of Casearia at senescence agree with
those reported in the literature. The disorganization and collapse of the palisade-like
epidermal cells in the central axis were also verified in Bathysa gymnocarpa K.Schum.
and B. stipulata (Vell.) C. Presl. (Miguel et al., 2010), Alseis pickelii Pilg. & Schmale
(Rubiaceae, Tullii et al., 2013) and Macrocarpaea obtusifolia (Dalvi et al., 2014). The
formation of an abscission layer was noticed in Cariniana estrellensis (Lecythidaceae,
Paiva, 2012), Tontelea micranta (Mercadante-Simdes & Paiva 2013), Dowyalis
hebecarpa (Wilkinson, 2007), and Macrocarpaea obtusifolia (Dalvi et al., 2014).
Premature activity in colleters is important for lubricating and protecting young or

developing leaves, which then senesce or detach in mature leaves.
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The presence of colleters in the order Malpighiales seems to be commein sin
they were reported on the stipules adaxial face (Paiva & Machado, 2006; Sheue et al.,
2012), and on the margin of leaf primordium and young leaves (Vitarelli et al., 2015)
and the margin of leaves, on the base, margins and apex of stipules and in pistillate and
staminate flowers (Feio et al., 2016). This present work demonstrates the presence of
colleters in 42 species of Casearia, and thus represents the first record of these
structures in Salicaceae. Our data show these structures to be quite common in the
genus and a reinterpretation for the concept of theoid teeth according Hickey & Wolfe
(1975) is presented. The following definition is proposed: theoid teeth occur on leaf
margins, are variable in size, and are formed of a vascularized non-secretory portion
(which can be absent) and by a secretory portion which constitutes a colleter.
Investigations into the presence of colleters in other genera could address the

phylogenetic or functional importance of these structures for Salicaceae.
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FIGURES

Figure 1. Leaf margins of species of Casearia viewed by stereomicroscope (A ,C) and
under light microscopy of cleared samples (B HP{A , B) Entire margin of the leaf

of C. eichleriana(C-G) Glands on the apex of a marginal tooth showing the glandular
apical (gl) and non-glandular (ngl) portions. (C) Young leaves of C. mestrensis. Note
the tooth glandgD-G) Senescent glands of C. altiplanensis (D), C. lasiophylla (E), C.
tremula (F), and C. decandra (G), darker region at the non-glandular portion shows the
abcission zone (arrow) of the senescent gl@dyl.Scars on the marginal tooth formed

by the abscission of glands in C. decandra. Note the variation in the non-glandular
portion (ngl). Bars= A, C: 0,1 cm; B, D-H: 300 um
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Figure 2. Leaf primordium of C. sylvestris showing glands under light microscopy (A,
B, G and H) and scanning electron microscopy (C-F). Cross sections (A-D) and
longitudinal sections (G, H). (A-D) Folded margins showing glands. Note the thin
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pectocellulosic walls and thin cuticle covering secretory palisade-like epidermal cells.
(E, F) As the leaves begin to expand, the edges unroll and expose the margin with
glands along in the apex of teeth. (G) Central axis (ca) and secretory epidermal cells
(se) of glands with conspicuous nuclei in a medial position. (H) Positive reaction to
PAS in the secretory epidermis showing secretion in the subcuticular space (arrow) and
outside the cell (asterisk). Bars= A, C: 100 um; B, F-H: 50 um; D: 10 um; E: 300 pm.
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Figure 3. Marginal glands in species of Casearia. Light microscopyCjAand
scanning electron microscopy {B) (A) Non-vascularized gland of C. aculeata
showing central axis with thin pectocellulosic cell walls, and secretory palisade-like
epidermis covered by a thin cuticle. (B) Glanddnrupestris with druses (dr) in the
central axis; note the collapse of a few of the secretory epidermal cells (black arrow).
(C) Gland inC. mestrensis showing phenolic compounds in central axis (white asterisk)
and abscission zone (az). (D) Short-stalked gland (white arrow) in C. luetzelburgii. (E,
F) Sessile gland in C. tremula and C. rupestris, respectively. (G) Senescent gland with
collapsed cells (black arrowip C. mestrensis.H) Gland surface that has become
wrinkled (black arrow) in C. grandiflora se, secretory epidermis; ca, central axis; c,
cuticle; dr, druses; az, abscission zone; black asterisk, secretion in glands. Bars= A, B:
50 um; C: 25 um; D: 200 um; E, G and H: 40 um; F: 60 pm.
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APPENDIX: List of material used. Species of Casearia and voucher information.

Section Taxon: Voucher (Herbarium code). The herbaria acronyms: CEPEC= Herbario
do Centro de Pesquisa do Cacau; INPA = Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia;
NY = New York Botanical Garden; RB = Jardim Botanico do Rio de Janeiro; IAC=
Instituto Agrondémico de Campinas; UEC = Herbario da Universidade Estadual de
Campinas; VIC = Herbario da Universidade Federal de Vicosa. Collections fixed in

FAA (formaldehyde, acetic acid and 50% ethanol) are indicated by asterisk (*).

Guidonia — Casearia spinescens (Sw.) Griseb.: Kuhlmann 6446 (RB), Stannard 826
and Arrais (NY), Britton 6875 (NY), Buntriy 6610 (NY), Curtiss 750 (NY), Ledn
5056 (NY).

Endoglossum- Casearia tremula (Grisebach) Grisebach ex Wright: Howard 10581
(NY), Arnoldo-Broeders 3793 (NY), Buntriy 5103 (NY), Dugand 6324 (NY),
Gentry and Cuadros 47607 (NY).

Gossypiospermum- Casearia luetzelburgii Sleumer: Farney 4160 and Gomes (IAC);
Casearia gossypiosperma Brig.: Scardino 1015 et al. (RB), Silva and Barbosa 4865
(RB), Thomas et al. s.n (CEPEC), Duarte and Chiregatto 104 (IAC); Casearia
praecox Griseb.: Lack, 5971 (NY), Stevens 22930 (NY), Burger and Gentry Jr. 9168
(NY).

Crateria — Casearia obligua Spreng. : Carvalho s.n (CEPEC), Hoehne s.n (CEPEC),
Carvalho s.n (RB), Marquete 4147 et al. (RB), Farney 4313 and Gomes (IAC),;
Casearia selloana Eichler: Paula 693 (RB), Macedo 865 and Souza (IAC); Casearia
sylvestris Sw.: *Fernandes and Pereira s.n (VIC), * Fernandes and Pereira s.n (VIC),
Lobédo 272 et al. (RB), Bovini et al. 802 (RB).

Piparea— Casearia commersoniana Cambess. : Peixoto et al. 955 (RB), Bovini et al.
1844 (RB), Peixoto et al. 354 (RB), Lima et al. 2196 (CEPEC), Santos and Alves 220
(CEPEC), Marquete et al. 3404 (IAC); Casearia javitensis Kunth: Lopes 872 et al.
(CEPEC), Carvalho et al. 1479 (CEPEC), Kollmann et al. 4079 (RB), Pereira 49 and
Cardoso (RB), Silva et al. 8532 (IAC), Torres et al. 1927 (IAC), Bernacci et al 4611
(IAC); Casearia spruceana Benth. ex Eichler: Pires 420 (IAC), Amaral 718 et
al.(INPA).

Casearia— Casearia aculeata Jacq.: Franca et al. 3560 (CEPEC), Pott et al. 8880
(RB), Heringer et al. 2305 (RB), Bernacci et al 790 (IAC), Bertoni s.n (IAC); Casearia
altiplanensis Sleumer: Silva et al. 5247 (RB), Marquete and Mendonga 2848 (RB),
Duarte et al. 185 (VIC); Casearia arborea (Rich.) Urb.: Mori and Funch 13372
(CEPEC), Thomas et al. s.n (CEPEC), Braga 1226 (RB), Lob&o et al. 1309 (RB),
Filardi et al. 814 (RB), Torres et al. 1937 (IAC); Casearia bahiensis Sleumer : Fiaschi
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et al. 2325 (CEPEC), Mori et al. 12076 (CEPEC), Folli 3512 (RB), Folli 4360 (RB);
Casearia combaymendisislane: Granville and Hoeselc s.n (NY), Palacios 1405 (NY),
Mello 3288 (INPA); Casearia corymbosa Kunth: Smith 122 (NY), Ortiz 436 (NY);
Casearia decandra Jacq.:. Pereira 1156 (CEPEC), Forzza et al. 4356 (CEPEC),
Jardim et al. 2849 (CEPEC), Lobéado 1658 et al. (RB), Marquete 3377 et al. (RB),
Torres s.n (IAC); Casearia duckeana Sleumer: Albuquerque 67-46 (INPA); Casearia
eichleriana Sleumer: Harley et al. 19200 (CEPEC), Jesus et al. 1311 (CEPEC), Zappi
et al. 2091 (RB), Martinelli 5827 (RB) Carvalho et al. 1116 (IAC); C.
espiritosantensisR. Marquete & Mansano: Siqueira 783 (RB); Casearia fasciculata
(Ruiz & Pav.) Sleumer: Krukroff's 5148 (NY), Prance 30240 et al. (NY), Krukoff's
5174 (NY); Casearia grandiflora Cambess.: Thomas et al s.n, (CEPEC), Belém and
Mendes 27 (CEPEC), Forzza 3782 and Mello-Silva (RB), Soavedra 417 et al. (RB),
Bernacci 2248 (IAC), Arbocz 7203 (IAC), Marquete et al. 3166 (IAC); Casearia
guianensis (Aubl.) Urb.: Croat 14978 (NY), Riedel s.n (NY), Kerbbride et al. 1684
(NY), Harris 10367 (NY), Howard 9705 (NY); Casearia hirsurta Sw. : Breteler 3675
(NY), Proctor 10183 (NY), Molina 3384 (NY) ; Casearia lasiophylla Eichler:
Wesenberg 132 et al. (RB), Lindeman 5334 and Haas (RB), Echternacht 671 and
Dornas (RB), Fernandes et al. 33439 (UEC), Alencar and Oliveira 1557 (IAC), Torres
etal. 749 (IAC), Torres et al. 743 (IAC), Torres and Figueiredo 409 (IAC); Casearia
manausensis Sleumer: Cid et al. 1879 (INPA), Mota 67 and Coélho (INPA), Coelho
3201 (INPA), Monteiro 1330 etal. (INPA), Ferreira 1435 et al. (INPA); Casearia
mariquitensis Kunth: Evans 2575 and Kalmar (RB), Pereira 7888 et al. (RB), Tozzi
et al. s.n (UEC), Bertoni 281 (IAC); Casearia melliodora Eichler: Jardim et al. 1594
(CEPEC) Paixdo et al. 197 (CEPEC), Macedo 12 (IAC), Macedo and Lima 470
(IAC); Casearia mestrensis Sleumer: Silva 158 (CEPEC), Sarmento 644 (RB),
Valente 2328 et al. (VIC), Melo 3245 and Franco ( IAC); Casearia negrensis Eichler:
Duarte 6557 (RB), Amaral 100 et al. (INPA), Coelho 4121 (INPA), Amaral 750 et al.
(INPA); Casearia nigricans Sleumer: Vieira 561 et al. (INPA); Casearia nitida L.
Jacq.: Correll 43589 (NY) , Brittom 5677 et al. (NY); Casearia oblongifolia Cambess.:
Cavalcante 04 (RB), Lima et al. 4568 (CEPEC), Siqueira 74 (RB), Marquete 1421
(IAC); Casearia obovalis Poepp. ex Griseb.: Cid and Nelson 2810 (RB); Casearia
paranaensis Sleumer: Marchiori 501 et al.(UEC), Souza 111 (IAC), Zickel et al s.n
(IAC), Rosi et al. 602 (IAC), Anunciacdo et al. 243 (IAC); Casearia pauciflora
Cambess.: Braga 3923 et al. (RB), Nadruz 2341 et al. (RB), Braga et al. 1622 (IAC);
Casearia pitumba Sleumer: Amaral 760 et al. (INPA); Casearia resinifera Spruce ex
Eichler: Ducke s.n (RB), Ducke 1447 (NY); Casearia rufescens Cambess. : Pirani 5248
et al. (RB), Carvalho and Silva s.n (IAC), Valente 2327 et al. (VIC); Casearia rupestris
Eichler: Pott 12235 et al. (RB), Marquete 3170 et al. (RB), Mota 2096 (VIC), Duarte
and Silva 90 (VIC), Arbocz s.n (IAC); Casearia sessiliflora Cambess. : Cavalcanti
166 and Sa (RB), Cavalcanti 153 et al. (RB); Casearia ulmifolia Vahl ex Vent. :
Alencar et al., 1163 (UEC) Hatschbach 61927 (CEPEC)
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RESUMO

Em Casearia pontos e tragos translicidos na lamina foliar s&o caracteres
taxonomicamente relevantes e foram descritos como cavidades e ductos,
respectivamente. Tais estruturas sao definidas de forma imprecisa, muitas vezes,
dificultando a distingdo entre elas. Adicionalmente, o padrdo de distribuicdo e a
orientagcdo podem gerar interpretacbes equivocadas quanto a presenca e o tipo de
estrutura. O objetivo do presente trabalho foi identificar padrdes de distribuicdo, bem
como diferenciar as cavidades dos ductos em 45 espécies, abrangendo todas as secoe:s
de Casearia (sensu Sleumer). Amostras foliares foram processadas para obtencdo de
pecas diafanizadas e cortes histoldgicos. Cavidades e ductos estdo ausentes em quatro
espécies e nas demais as cavidades sdo predominantes. Para a maioria das espécies
correlacdo entre cavidades e ductos com pontos e tracos translicidos foi confirmada.
Discordancias quanto a presenca destas estruturas em descricdes de algumas espécies
foram esclarecidas. As variagdes na distribuicdo de cavidades e ductos sdo relevantes
para a taxonomia do grupo. A diafanizagdo, juntamente com as secc¢des transversais e
paradérmicas, € essencial para assegurar o reconhecimento de ductos e cavidades em
Casearia, garantindo interpretacbes seguras em um elevado numero de espécies

fundamentais para estudos taxondmicos e filogenéticos futuros.

Palavras-chave:Flacourtiaceae, anatomia foliar, Salicaceae, estruturas secretoras.
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INTRODUCAO

Estruturas secretoras sdo amplamente distribuidas em diversas plantas
vasculares (Metcalfe & Chalk 1950; Fahn 1979; Evert 2006) e possuem grande variacdo
morfologica, funcional e na natureza quimica do secretado (Schneph 1974; Littge &
Pitman 1976 Fahn 1979). Segundo Evert (2006), as estruturas secretoras podem ser
classificadas de acordo com a posicdo como externas, aquelas distribuidas na superficie
da planta (tricoma, coléteres, nectarios e hidatédios) e internas, estruturas secretoras
localizadas no interior do corpo da planta (laticiferos, células individualizadas, ductos e
cavidades). Os compostos produzidos por tais estruturas podem conferir valo
adaptativo as plantas, estando relacionados com diversas interacfes ecodogicas,
também apreseat valor econémico (Fahn 1988; Fahn 1979; Fahn 2002; Evert 2006;
Miguel et al. 2006; Cheng et al. 2007).

Ductos e cavidades sao estruturas constituidas por epitélio secretor, que
delimita um espaco (lumen) onde a secrec¢do produzida € armazenada (Cutter 1978;
Fahn 1979; Evert 2006Ps termos “bolsas” ¢ “canais” também sao utilizados para
designar as cavidades e os ductos, respectivamente (Lersten & Curtis 1989; Evert
2006). A distincdo entre ductos e cavidades é baseada na dimensdo do lumen, esta
classificacdo pode gerar duvidas, conforme verificado nos conceitos propostos por
diferentes pesquisadores. De acordo com Esau (1965) as cavidades sdo definidas como
espacos arredondados e os ductos camados “parecidos com canais”. Para Fahn
(1979), nas cavidades o epitélio secretor delimita um limen que pode ser mais ou
menos esférico, ja nos ductos o lumen é alongado. De acordo com Cutter (1978), as

cavidades podem ser mais ou menos isodiamétricas, ja os ductos sdo consideravelmente
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alongados em um anico plano. Segundo Evert (2006), cavidades sdo espacos secretores

curtos e ductos sé&o espagos secretores longos.

O problema dos conceitos apresentados é a falta de um paradmetro de medida
para se estimar o quao longo precisa ser o limen para que a estrutura seja caracterizada
como ducto. Esse fato levou a utilizacdo de denominacdes alternativas, tais como:
cavidade alongada em Porophyllum lanceolatum (Monteiro et al. 1995)¢servoir”
em Solidago canadensésersten & Curtis 1989); “tubular cavities” em Eupatorium
rugosum (Lersten & Curtis 1986) e cavidade tubular em Casearia dec@éiitdi@eo et

al. 2009).

A dificuldade em diferenciar ductos e cavidades, em alguns casos, pode limitar
a utilizacdo deste caeatnas abordagens taxondémicas. Entretanto, estas estruturas
destacam-se como importantes caracteres taxonémicos em muitas familias (Solereder
1908; Metcalfe & Chalk 1950) e sdo encontradas em diversos 6rgéaos, tais como folhas,
caules, raizes e flores (Lersten & Curtis 1989; Ciccarelli et al. 2001; Sant'Anna-Santos
et al. 2006 Cicareli et al. 2008). Cavidades sdo comuns em espécies de Rutaceae
(Turner et al. 1998Bennici & Tani 2004; Muntoreanu et al. 2011), Myrtaceae
(Fontenelle et al. 1994; Cardoso et al. 2009) e Hypericacacae (Curtis & Lersten 1990;
Cicarelli et al. 2001). Ja os ductos secretores ocorrem frequentemente em espécies de
Anacardiaceae (Joel & Fahn 1980; Machado & Carmello-Guerreiro 2001; Lacchia &
Carmello Guerreiro 2009) e Asteraceae (Sacchetti et al. 1997). Tanto cavidades quanto
ductos foram descritos em espécies de Asteraceae (Anderson & Creech 1975; Castro et
al. 1997), Leguminosae (Lersten & Curtis 1994; Teixeira et al. 2000; Milani. et al

2012) e Salicaceae (Thadeo et al. 2009; 2014).
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Muitos taxonomistas, fazendo o uso de observacdes em estereomicroscopios,
ressaltam a presenca de pontos e/ou tragos translicidos ao longo das laminas foliares
(Torres & Yamamoto 1986; Tozzi 1989; Marquete & Vaz 2007; Marquete 2010;
Marquete & Mansano 2013), os quais geralmente correspondem a cavidades e ductos.
Pelo fato destas estruturas estarem localizadas internamente no corpo da planta estudos
anatdémicos sdo fundamentais tanto para identificacdo quanto para diferenciacdo das
mesmas (Teixeira et al. 2000; Thadeo et al. 2009; 2014). A visao tridimensional para
averiguar a dimensao do limen pode ser obtida por cortes paradérmicos, longitudinais e
transversais ou por cortes seriados, 0 que significa um moroso e arduo trabalho
laboratorial. Adicionalmente, estes procedimentos podem ser dificultados quando a
folha tem grandes dimensdes e/ou as estruturas variam em relacdo a distribuicdo e
orientacdo, em um padréo aleatdrio ou concentrado de ocorréncia (Lersten & Beaman
1998). Nestes casos podem ocorrer interpretacdes equivocadas quanto a presenca e 0
tipo de estrutura. Asteraceae e Salicaceae sao exemplos de familias que possuem ductos
e cavidades no mesmo 6rgdo e com distribuicdo coincidente ou distinta (Anderson &
Creech 1975; Thadeo et al. 2009; 20Nestes casos, a diafanizacdo € uma técnica de
facil execucdo, que permite observar a extensdo do limen além de verificar padrdes de
distribuicAo e quando associada com observacdes de seccbOes transversais e

paradérmicas fornece uma interpretacdo segura.

Nas descri¢cdes taxondmicas de Casearia é comum a citacdo de pontos e tracos
translucidos distribuidos no limbo foliar das espécies do género (Sleumer 1980; Torres
& Yamamoto 1986; Marquete & Vaz 2007; Marquete 2010; Marquete & Mansano
2013), os quais foram descritos como cavidades e ductos, respectivamente, em apenas
seis das 180 espécies (Thadeo et al. 2009; 2014). Esse género representa um bom

modelo de estudo para rever o conceito de ductos e cavidades, bem como avaliar quais
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as metodologias adequadas para proceder a interpretacbes seguras em um elevado
namero de espécies. Com isso pretende-se responder as seguintes perguntas:

Ductos, cavidades ou ambos sdo comuns as espécies de Casearia? Existe um
padréao de distribuicdo dessas estruturas na lamina foliar de Casearia? A diafanizacao é
suficiente para distinguir ductos de cavidades ou € necessaria a observacao de cortes
anatdémicos? Para responder tais questionamentos, objetivou-se com este trabalho
proceder a descricdo anatdmica dos pontos e tracos translicidos das espécies de

Casearia e também verificar como a diafanizacédo pode facilitar esta descricao.

MATERIAL E METODOS

Amostras foliares de 45 espécies de Casearia, compreendendo representantes
de todas as secdes (sensu Sleumer), foram coletadas de diferentes herbarios e em campc
(Material Suplementar). As amostras herborizadas foghidratadas (Smith & Smith
1942) e estocadas em alcool 70%. Ramos contendo folhas expandidas foram coletados
de trés individuos adultos de C. sylvestris na Estacdo de Pesquisa, Treinamento e
Educacdo Ambiental Mata do Paraiso (ETEAMP), localizada no muncipio de Vicosa,
Minas Gerais, Brasi fixadas em FAA (formaldeido, acido acético, etanol 50%, 1:1:18
por volume) por 48 h sob vacuo e estocadas em etanol 70% (Johansen 1940). O material
testemunho estd depositado no Herbario VIC (Universidade Federal de Vicosa-UFV)
sob os numeros VIC 44866 (Fernandes e Faria s.n) e VIC 44867 (Fernandes e Faria

s.n).

Para identificar a ocorréncia de cavidades e ductos ao longo do limbo foliar
folhas inteiras ou fragmentos foliares foram submetidos ao processo de diafanizagéo,

segundo Vasco et al. (2014) com modificagbes. Os materiais armazenados em alcool
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70% foram imersos em uma solucdo de hidroxido de sédio 5% em estufa 50-55° até
clareamento total (o tempo foi variavel, dependendo da consisténcia da folha).
Posteriormente foram lavados em agua destilada (3x, 10 min cada), e transferidos para
uma solucdo de hipoclorito de sédio 10% (o tempo foi variavel de 1-20 min). Os
mesmos foram lavados novamente em agua destilada (3x, 10 min cada), desidratados
em série etandlica 10%, 30% e 50% (10 min cada) e corados com flcsina etandlica 50
% por aproximadamente 3 - 6 horas (o tempo foi variavel, de acordo com a consisténcia
das folhas). Finalmente o material foi lavado em alcool 50 % (2x, 10 min cada) e
montado em gelatina glicerinada (Johansen 1940).

Fragmentos da lamina foliar compreendendo a regido mediana, regido entre
margem e nervura mediana, e da margem foram desidratados em série etandlica
incluidos em metacrilato (Historesin; Leica Instruments, Heidelberg, Germany). Cortes
transversais e paradérmicos comuf de espessura foram obtidos em micrétomo
rotativo de avanco automatico (Leica RM2265, Deerfield, IL, USA), com utilizacdo de
navalhas de vidro. Os cortes foram corados com azul de toluidina pH 4.7 (O’Brien &

McCully 1981), e as laminas permanentes foram montadas em resina sintética.
(Permount, Fisher Scientific, NJ, USA). A analise e documentacédo fotografica foram
realizadas em fotomicroscépio (Olympus AX70TRF; Olympus Optical, Tokyo, Japan)

equipado com sistema U-Photo e camera digital (AxioCam HRc; Zeiss, Gottingen,
Germany).

A presenca de cavidades e ductos foi comparada com os dados contidos nas
descri¢cBes taxondmicas sobre a ocorréncia de pontos e tragos translicidos nas laminas
foliares das espécies (Sleumer 1980; Marquete 2010). Neste trabalho foram

denominadas cavidades as estruturas que apresentam limen mais ou meno esférico
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ductcs, aquelas cujo comprimento do limen é no minimo trés vezes maior que a

largura.

RESULTADOS

Foram analisadas 45 espécies de seis se¢fes de Casearia (sensu Sleumer) e
destas, 41 apresentaram cavidades e ductos ao longo do limbo foliar (Quadro 1). Tais
estruturas estdo ausentes apenaCerommersoniana, C. javitenssC. spruceana

(Secao Piparea) e C. eichleriana¢&Casearia; Grupo Arborea@d-ig. 1A — D).

As cavidades e ductos podem ocorrer esparsamente (Figd) 1&u
densamente (Fig. 2A, B), entretanto, variacfes entre individuos de uma mesma espécie
foram observadas (Fig. 2C, D). Bth bahiensis tais estruturas estdo concentradas na
margem foliar (Fig. 2E). Adicionalmente, foi visualmente evidente uma maior
guantidade de cavidades em relacdo aos ductos em todas as espécies analisadas (Figs
1E- H e 2 AD). Uma diferenca interessante ocorreu em C. negrensis e C. nigricans
(Fig. 2F, G), onde os ductos sdo mais numerosos em comparacdo com as outras espécies
analisadas, embora ainda apresentem maior quantidade de cavidades. Cavidades e
ductos também foram observados na nervura mediana, conforme pode ser observado em

C. lasiophylla (Fig. 2 H).

As seccOes paradérmicas (Fig. 3FA e transversais (Fig. 4-A) permitiram
visualizar o epitélio uniestratificado delimitando o limen, confirmando que as estruturas
visualizadas na diafanizagcdo eram cavidades e ductos. Tais cortes também
possibilitaram verificar diferencas no comprimento do limen, além de confirmarem

gue estas estruturas internas nunca se estendiam de uma face a outra da folha e deste
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forma o limen nunca era alongado no sentido perpendicular a superficie da lamina

foliar (Fig. 4C-H).

Cavidades e ductos ocorreram de forma concentrada na nervura mediana
apenaemC. aquifoliae C. crassinervis (Fig. 4A-B) e raramente no mesofilo (Fig. 4C).
Tais estruturas ndo foram visualizadas nas diafanizagcdes devido ao maior calibre e
intensidade da coloracdo nas nervuras e também devido a consisténcia da folha. Neste
caso, os cortes foram essenciais para identificar estas estruturas, que possuem limen

estreito e epitélio com 5-8 células (Fig. 4&.

Quanto a orientacao, foram observados diversos padrdes de distribuicdo, com
cavidades e ductos podendo estar paralela, perpendicular ou obliqguamente orientados
em relacdo a nervura mediana (Fig. 5), enquanto no mesofilo estas estruturas estao
distribuidas aleatoriamente, nunca apresentando o eixo alongado se estendendo de uma
face a outra da epiderme (Fig.-4Q). Em relacdo ao aspecto da secrecao produzida, foi
observada secrecdo acumulada como gotas imersas em uma secrecdo granulosa (Fig.

2A-B) ou secrecdo homogénea e fortemente corada (Fig. 2E-G).

DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram a importancia da
diafanizacdo para um levantamento preliminar das estruturas secretoras, uma vez que
permitiu identificar e estabelecer correspondéncia entre os pontos e tragos translicidos
com cavidades e ductos, respectivamente. Esses resultados ampliam a base de dados
sobre a ocorréncia e distribuicdo de tais estruturas na lamina foliar de Casearia,

conforme registrado para seis espécies de Casearia (Thadeo et al. 2009; 2014).
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A presenca, o tipo de estrutura secretora, bem como posi¢cdo que ocupam sao
caracteristicas relevantes em abordagemendémicas e filogenéticas (Fahn 1979;
Castro et al. 1997; Teixeira et al. 2000; Thadeo et al.)20XVolutivas (Vitarelli et al.

2015). Os pontos e tracgos translicidos sédo considerados diagnésticos e importantes para
identificar Casearia (Torres & Yamamoto 1986; Marquete 2010), sendo esse carater
até o presente utilizado de forma limitada (Thadeo et al. 2014) pela auséncia de uma
caracterizacdo compreendendo um nimero maior de espécies.

Ductos e cavidades foram facilmente visualizados nas diafanizac@n de
grandifiora e nos cortes anatdémicos de C. aquifolia e C. crassinervis, embora nas
descricbes taxondmicas dessas espécies 0s pontos e tracos translicidos tenham sido
considerados obscuros, inconspicuos ou até mesmo ausentes (Sleumer 1980; Marquete
2010), evidenciando a necessidade de uma andlise microscopica para descricbes
seguras. Por outro lado, e@. commersoniana, C. javitensis, C. spruceang.
eicheleriana, andlises anatdbmicas, tanto de amostras diafanizadas quanto das secoes
histoldgicas, ndo evidenciaram a ocorréncia de cavidades e ductos. Estes resultados
permitem afirmar com seguranca que tais estruturas estdo ausentes nestas espécies,
contrapondo as descrigbes taxonOmicas onde as estruturas sdo consideradas
inconspicuas, nao visualizadas ou obscuras (Sleumer 1980; Marquete 2010). Cabe
ressaltar que os dados do presente trabalho sdo relevantes e promissores, em especial
quanto a auséncia de ductos e cavidades somente nos representantes da sec&o Piparea

em C. eichleriana.

Algumas divergéncias entre autores a respeito das descricdes de pontos e
tracos translucidos foram esclarecidas no presente trabalho. Em C. bahiensis, Sleumer
(1980) relatou a ocorréncia de “dense pellucido-punctata kteata”, enquanto Marquete

(2010) registrou que os pontos e tragos translucidos ndo eram visiveis. Nas amostras
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analisadas no presente trabalho as cavidades e ductos estdo densamente distribuidos
pelo limbo foliar, com uma maiaconcentracdo na margem, detalhando informacdes
sobre a distribuicdo destas estruturas para a espécie, além de confirmar as observacoes
de Sleumer (1980). De forma semelhante, os tracos e pontuacdes foram citados como
nao visiveis em C. rupestris por Marquete (2010). Ja Sleumer (1980) descreve para a
espécie “laxly pellucid-punctate and lineat”, o que estd de acordo com os dados
anatdémicos obtidos no presente trabalho onde estas estruturas ocorreram esparsamente
na lamina foliar. Embora em C. grandifiora os pontos e tracos translicidos tenham sido
citados como obscuros tanto por Sleumer (1980) quanto por Marquete (2010), nas
amostras analisadas no presente estudo as cavidades e ductos estdo densamente
distribuidas ao longo do limbo foliar. Ressaltamos, portanto a relevancia do estudo
anatdémico para confirmar a presenca e o tipo de estrutura secretora, principalmente
guando estas sao internas.

Nas informacgfes contidas na descricdo de C. combaymensis a ocorréncia de
pontos e tracos translicidos foi considerada rara em alguns exemplares (Marquete,
2010), sendo localizadas ficenter of each areola” (Sleumer 1980). Tais informagdes
foram confirmadas nas analises anatémicas realizadas no presente estudo.

Quando taxonomistas descrevem uma espécie baseando-se apenas em
observacbes ao estereomicroscopi@aracterizacdo das estruturas internas pode ser
limitada. Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que o estudo
anatémico foi imprescindivel para descrever e caracterizar com precisdo as estruturas
seretoras em Caseari®e forma semelhante, para Lonchocarpus (Leguminosae),
também foi ressaltado que observacbes exclusivamente macromorfologicas podem
ocasionar interpretacdes equivocadas quanto as estruturas secretoras internas (Teixeira

et al. 2000). Os autores verificaram que nem sempréglasdular dots pellucid
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citados nas descricbes taxondmicas de 23 espécies correspondiam as cavidades
secretoras Algumas vezes tais estruturas estavam ausentes e os “dots” correspondiam a

espacos intercelulares amplos sem o epitélio secretor, os quais foram denominados
“false secretory cavities”.

No presente trabalho, as descri¢cdes foram baseadas em diafanizacdes foliares e
seccoes paradérmicas e transversais. Desse modo, foi possivel ter certeza do tipo de
estrutura, uma vez que foi avaliada a dimensao do lamen, permitindo distinguir com
seguranca ductos como estruturas alongadas em um unico plano cujo comprimento do
[limen é pelo menos trés vezes mais longo que a largura, e cavidades como estruturas
com litmen mais ou menos esférico. Essa forma de classificacdo esta em parte de acordo
com Cutter (1978), que considera as cavidades como estruturas mais ou menos
isodiamétricas, ja os ductos sdo consideralvemente alongados em um unico plano. No
entanto, nesta classificacdo ndo existe um parametro claro de quao longo deve ser o
limen para a estrutura ser considerada um ducto. Fica evidente que a dimensdo do
limen é crucial para distinguir ductos de cavidades, especialmente para 0s grupos que
apresentam esses dois tipos de estruturas.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram a necessidade de
avaliacdes detalhadas que utilizem mais de um plano de observagcéo para descrever
ductos e cavidades, pois descricdes baseadas apenas em um Unico plano podem incorrer
em equivocos. Por exemplo, em Hypericum perforatum L. (Hypericaceae) as estruturas
secretoras internas dos 6rgdos vegetativos e reprodutivos foram denominadas como
glandulas translicidas, cavidades esféricas ou oblongas e canais secretores de trés
diferentes tipos, diferindo em formato, ontogénese e localizagéo (Cicarelli et al. 2001).

Neste trabalho nédo foram documentados planos de observagdes que possibilitassem a
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distincao entre glandulas transllcidas e canais, ja que estes ultimos deveriam apresentar
[tmen alongado.

Nas espécies de Casearia, cavidades e ductos apresentaram distribuicdo e
orientacdo heterogénea no limbo foliar, e a utilizacdo de apenas secc¢des transversais e
longitudinais poderia ocasionar interpretacfes equivocadas. Note que, em sec¢cdo nao
seriadas, os ductos dispostos perpendicularmente a nervura principal (Fig. 5) poderiam
ser interpretados como cavidades em seccfes longitudinais das folhas, bem como
agueles que estao dispostos paralelamente a nervura mediana poderiam ser interpretados
como cavidades emseccdes transversais. Como em todas as sec¢fes observadas nao
foram visualizadas estruturas alongadas no sentido perpendicular da folha, as
observacdes baseadas nas diafanizacbes asseguram a confiabilidade dos dados para ¢
reconhecimento e distincdo de cavidades e ductos.

A presenca de cavidades e ductos € um carater comum em Casearia, uma vez
que 41 das 45 espécies estudadas, incluindo representantes de todas as secoes.
apresentaram essas estruturas. Esses resultados reforcam que a presencga, o tipo e ¢
posicdo dessas estruturas na lamina foliar € uma das caracteristicas taxonomicamente
importante para Casearia, conforme ja havia sido proposto (Thadeo et al. 2014).
Cavidades foram relatadas, por Metcalfe & Chalk (1950), para os representantes de
“Flacourtiaceae”, os quais foram transferidos para Salicaccae no sistema de
classificacdo atual (Stevens 2001, Chase et al. 2002, Judd et al. 2009). Do ponto de
vista de aplicacédo taxon6mica, os dados obtidos permitirdo que as abordagens futuras
incluam ndo somente a presenca, mas também a posicdo de ductos e cavidades, em
estudos combinando dados morfologicos e moleculares, contribuindo para o

entendimento da evolugcédo dessas estruturas dentro do grupo.
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QUADRO 1. Ocorréncia de cavidades e ductos na lamina foliar das espécies de Casearia Jacq.

Cavidades/Ductos

Ausentes

Presentes

ESPECIE

Numerosos e aleatoriamen
distribuidos no limbo foliar

Numerosos e concentrad
na margem foliar

Estruturas de tamanho reduzido, concentrag
na nervura mediana e raramente presentes

mesofilo
C. aculeata X
C. altiplanensis X
C. aquifolia X
C. arborea X
C. bahiensis X X
C. bartlettii X
C. commersoniana X
C. combaymensis X
C. corymbosa X
C. cotticensis X
C. crassinervis X
C. decandra X
C. duckeana X
C. eichleriana X
C. espirotosantensis X
C. fasciculata X
C. gossypiosperma X
C. grandiflora X
C. guianensis X
C. hirsuta X
C. javitensis X
C. lasiophylla X
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. luetzelburgii

. manausensis

. mariquitensis

.melliodaa

negrensis

nigricans

nitida

. obliqua

. oblongifolia

. obovalis

. paranaensis

. paucifiora

. pitumba

. praecox

. resinifera

. rufescens

. rupestris

. sessiliflora

. Spinescens
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. Spruceana

. selloana

X

. tremula

X
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. sylvestris
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Figura 1. Presenca e distribuicdo de ductos e cavidades na lamina foliar de espécies de
Casearia (Material diafanizado) . A-D. Cavidades e ductos ausentes em C.
commersoniana (A), C. javitensis (B), C. spruceana(@)eichleriana (D). E-H.
Cavidades (seta branca) e ductos (seta preta) esparsamente distribuidos na lamina foliar
de C. combaymensis (E), C. rufencens (F), C. rupestris (G) e C. aculeata (H). Barras=
300 um. 169x253, 74 (300 x 300 DPI)
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Figura 2. Presenca e distribuicdo de cavidades (seta branca) e ductos (seta preta) na

lamina foliar das espécies de Casearia (material diafanizado). A, B. Cavidades e ductos
densamente distribuidos na lamina foliar em C. manausensis (A) e C. grandifiora (B);

C, D. Cavidades e ductos distribuidos densamente e esparsamente, respectivamente, na
lamina foliar de C. arbore&. Cavidades e ductos concentrados na margem foliar em

C. bahiensisF, G. Cavidades e ductos numerosos em C. negrengi€(fligricans

(G); H. Cavidades e ductos distribuidos na nervura na mediana de C. lasiophylla.
Barras= 300 pm. 169x248,66 (300 x 300 DPI)
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Figura 3. Cavidades (seta branca) e ductos (seta preta) na lamineni@dispéecies de
Casearia visualizados em cortes paradérmicos. A-F. Note o epitélio unisseriado (ep) nas
cavidades e ductos de C. altiplanensis (A), C. bahiensis (B), C. grandiflora (C), C.
rufencens (D), C. sessiflora (E) e C. sylvestris (F). BarraquibQL70x188, 04 (300 x
300 DPI)
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Figura 4. Distribuicdo das cavidades e ductos (setas) na nervura mediana (A, B)
mesofilo(C-H) das espécies de Casearia, evidenciadas em secc¢des transversais da
folha. A, B. lumen reduzido em C. aquifolia e C. crassinervis, respectivamente. Note o
epitélio com apenas cinco células nos detalhes; C. localizagdo subepidérmica das
cavidade/ducto em C. crassinervis; D, E. Cavidade/ducto no parénquima paligadico e na
interface do palicadico com o lacunoso em C. rufese€hsnariquitensis,
respectivamente; F. Ducto na interface do palicadico com o lacunoso em C. sessiflora;
G. Cavidade/ ducto na interface do palicadico com o lacunoso e no palicadico em C.
spinescens, note as cavidades lado a lado; H. Localizacdo subepidi@mica
cavidade/ducto em C. grandiflora. 170x226,48 (300 x 300 DPI)

59



Figura 5. Distribuicéo e orientagéo das cavidades e ductos na lamina foliar de C.
negrensis, ilustradas em diafanizagéo. A. Folha inteira. B. Detalhe da regido mediana.
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Material suplementar 1- Lista das espécies de Casearia utilizadas no estudo

anatémico com informag¢des do niumero de coletor (es) e herbario.

Secdo Taxon: Numero de coletor (es) e herbario. Siglas dos herbéarios: CEPEC=
Herbério do Centro de Pesquisa do Cacau; INPA = Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia; NY = New York Botanical Garden; RB = Jardim Botanico do Rio de
Janeiro; IAC= Instituto Agrondmico de Campinas; UEC = Herbéario da Universidade
Estadual de Campinas; VIC = Herbario da Universidade Federal de Vicosa. Materiais

fixados em FAAq estdo indicados por asterisco.

Guidonia — Casearia spinescens (Sw.) Griseb.: Kuhlmann 6446 (RB), Stannard 826
and Arrais (NY), Britton 6875 (NY), Buntriy 6610 (NY), Curtiss 750 (NY), Ledn
5056 (NY).

Endoglossum- Casearia tremula (Grisebach) Grisebach ex Wright: Howard 10581
(NY), Arnoldo-Broeders 3793 (NY), Buntriy 5103 (NY), Dugand 6324 (NY),
Gentry and Cuadros 47607 (NY).

Gossypiospermum- Casearia luetzelburgii Sleumer: Farney 4160 and Gomes (IAC);
Casearia gossypiosperma Brig.: Scardino 1015 et al. (RB), Silva and Barbosa 4865
(RB), Thomas et al. s.n (CEPEC), Duarte and Chiregatto 104 (IAC); Casearia
praecox Griseb.: Lack, 5971 (NY), Stevens 22930 (NY), Burger and Gentry Jr. 9168
(NY).

Crateria — Casearia obligua Spreng. : Carvalho s.n (CEPEC), Hoehne s.n (CEPEC),
Carvalho s.n (RB), Marquete 4147 et al. (RB), Farney 4313 and Gomes (IAC),;
Casearia selloana Eichler: Paula 693 (RB), Macedo 865 and Souza (IAC); Casearia
sylvestris Sw.: *Fernandes and Faria s.n (VIC), * Fernandes and Faria s.n (VIC),
Lobédo 272 et al. (RB), Bovini et al. 802 (RB).

Piparea— Casearia commersoniana Cambess. : Peixoto et al. 955 (RB), Bovini et al.
1844 (RB), Peixoto et al. 354 (RB), Lima et al. 2196 (CEPEC), Santos and Alves 220
(CEPEC), Marquete et al. 3404 (IAC); Casearia javitensis Kunth: Lopes 872 et al.
(CEPEC), Carvalho et al. 1479 (CEPEC), Kollmann et al. 4079 (RB), Pereira 49 and
Cardoso (RB), Silva et al. 8532 (IAC), Torres et al. 1927 (IAC), Bernacci et al 4611
(IAC); Casearia spruceana Benth. ex Eichler: Pires 420 (IAC), Amaral 718 et
al.(INPA).
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Casearia— Casearia aculeata Jacq.: Franca et al. 3560 (CEPEC), Pott et al. 8880
(RB), Heringer et al. 2305 (RB), Bernacci et al 790 (IAC), Bertoni s.n (IAC); Casearia
altiplanensis Sleumer: Silva et al. 5247 (RB), Marquete and Mendonca 2848 (RB),
Duarte et al. 185 (VIC); Casearia arborea (Rich.) Urb.: Mori and Funch 13372
(CEPEC), Thomas et al. s.n (CEPEC), Braga 1226 (RB), Lob&do et al. 1309 (RB),
Filardi et al. 814 (RB), Torres et al. 1937 (IAC); Casearia bahiensis Sleumer : Fiaschi
et al. 2325 (CEPEC), Mori et al. 12076 (CEPEC), Folli 3512 (RB), Folli 4360 (RB);
Casearia combaymensis Tuslane: Granville and Hoeselc s.n (NY), Palacios 1405 (NY),
Mello 3288 (INPA); Casearia corymbosa Kunth: Smith 122 (NY), Ortiz 436 (NY);
Casearia decandra Jacq.:. Pereira 1156 (CEPEC), Forzza et al. 4356 (CEPEC),
Jardim et al. 2849 (CEPEC), Lob&o 1658 et al. (RB), Marquete 3377 et al. (RB),
Torres s.n (IAC); Casearia duckeana Sleumer: Albuquerque 67-46 (INPA); Casearia
eichleriana Sleumer: Harley et al. 19200 (CEPEC), Jesus et al. 1311 (CEPEC), Zappi
et al. 2091 (RB), Martinelli 5827 (RB) Carvalho et al. 1116 (IAC); C.
espiritosantensisR. Marquete & Mansano: Siqueira 783 (RB); Casearia fasciculata
(Ruiz & Pav.) Sleumer: Krukroff's 5148 (NY), Prance 30240 et al. (NY), Krukoff's
5174 (NY); Casearia grandifiora Cambess.: Thomas et al s.n, (CEPEC), Belém and
Mendes 27 (CEPEC), Forzza 3782 and Mello-Silva (RB), Soavedra 417 et al. (RB),
Bernacci 2248 (IAC), Arbocz 7203 (IAC), Marquete et al. 3166 (IAC); Casearia
guianensis (Aubl.) Urb.: Croat 14978 (NY), Riedel s.n (NY), Kerbbride et al. 1684
(NY), Harris 10367 (NY), Howard 9705 (NY); Casearia hirsurta Sw. : Breteler 3675
(NY), Proctor 10183 (NY), Molina 3384 (NY) ; Casearia lasiophylla Eichler:
Wesenberg 132 et al. (RB), Lindeman 5334 and Haas (RB), Echternacht 671 and
Dornas (RB), Fernandes et al. 33439 (UEC), Alencar and Oliveira 1557 (IAC), Torres
et al. 749 (IAC), Torres et al. 743 (IAC), Torres and Figueiredo 409 (IAC); Casearia
manausensis Sleumer: Cid et al. 1879 (INPA), Mota 67 and Coélho (INPA), Coelho
3201 (INPA), Monteiro 1330 et al. (INPA), Ferreira 1435 et al. (INPA); Casearia
mariquitensis Kunth: Evans 2575 and Kalmar (RB), Pereira 7888 et al. (RB), Tozzi
et al. s.n (UEC), Bertoni 281 (IAC); Casearia melliodora Eichler: Jardim et al. 1594
(CEPEC) Paixao et al. 197 (CEPEC), Macedo 12 (IAC), Macedo and Lima 470
(IAC); Casearia mestrensis Sleumer: Silva 158 (CEPEC), Sarmento 644 (RB),
Valente 2328 et al. (VIC), Melo 3245 and Franco ( IAC); Casearia negrensis Eichler:
Duarte 6557 (RB), Amaral 100 et al. (INPA), Coelho 4121 (INPA), Amaral 750 et al.
(INPA); Casearia nigricans Sleumer: Vieira 561 et al. (INPA); Casearia nitida L.
Jacq.: Correll 43589 (NY) , Brittom 5677 et al. (NY); Casearia oblongifolia Cambess.:
Cavalcante 04 (RB), Lima et al. 4568 (CEPEC), Siqueira 74 (RB), Marquete 1421
(IAC); Casearia obovalis Poepp. ex Griseb.: Cid and Nelson 2810 (RB); Casearia
paranaensis Sleumer: Marchiori 501 et al.(UEC), Souza 111 (IAC), Zickel et al s.n
(IAC), Rosi et al. 602 (IAC), Anunciagcédo et al. 243 (IAC); Casearia pauciflora
Cambess.: Braga 3923 et al. (RB), Nadruz 2341 et al. (RB), Braga et al. 1622 (IAC);
Casearia pitumba Sleumer: Amaral 760 et al. (INPA); Casearia resinifera Spruce ex
Eichler: Ducke s.n (RB), Ducke 1447 (NY); Casearia rufescens Cambess. : Pirani 5248
et al. (RB), Carvalho and Silva s.n (IAC), Valente 2327 et al. (VIC); Casearia rupestris
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Eichler: Pott 12235 et al. (RB), Marquete 3170 et al. (RB), Mota 2096 (VIC), Duarte
and Silva 90 (VIC), Arbocz s.n (IAC); Casearia sessiliflora Cambess. : Cavalcanti
166 and Sa (RB), Cavalcanti 153 et al. (RB); Casearia ulmifolia Vahl ex Vent. :
Alencar et al., 1163 (UEC) Hatschbach 61927 (CEPEC)

63



Artigo Ill:  Estruturas secretoras em Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae)
mecanismos de producéo e eliminagéo da secrecao

Normas: Annals of Botany

Valéria Ferreira Fernandes', Marcela Thaded, Valdnéa Casagrande Dalv?,

Renata Maria Strozi Alves Meiral”

lUniversidade Federal de Vicosa, Departamento de Biologia Vegetal, Programa de Pds-
Graduacdo em Botéanica, Av. P.H. Rolfs, s/n, Campus Universitario, CEP 36.570-900,
Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

2Universidade Estadual de Maringa, Departamento de Biologia, Av. Colombo, 5790,
Jardim Universitario, CEP 87.020-900, Maringa, Parana, Brasil.

3Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goian®ampus Rio
Verde, Rod. Sul Goiana Km 01, Zona Rural, CEP: 75.901-970, Caixa Postal 66, Rio
Verde— Goias, Brasil.

*Autor para correspondéncia: rmeira@ufv.br

64



RESUMO

Fundamentacao tedrica e objetivos: Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae) é amplamente
utilizada na medicina tradicional e possui diversos tipos de estruturas secretoras.
Entretanto, ndo existem informacdes sobre os locais e mecanimos envolvidos no
processo secretor. Neste estudo objetivou-se caracterizar a natureza quimica das
secrecOes produzidas pelas estruturas secretoras, identificar os compartimentos e 0s
mecanismos de secrec¢édo (incluindo a sintese, armazenamento e a liberacéo) e elucidar o

processo de formacédo das cavidades/ductos de C. sylvestris.

Metodologia: Amostras de apices vegetativos, incluindo folhnas em diferentes estadios
de desenvolvimento, coletadas em campo, foram processadas e analisadas em
microscopia de luz e microscopia eletrénica de varredura e de transmissao.

Principais resultados: Idioblastos, cavidades, ductos e coléteres desenvolvem-se
precocemente e apresentam distribuicdo variada. Os idioblastos fendlicos ocorrem
dispersos pela nervura mediana e mesofilo; cavidades/ductos secretam Oleo-resina e
estdo distribuidos densamente por toda lamina foliar e os coléteres do tipo padrao, cujos
testes histoquimicos detectaram polissacarideos e proteinas na secrecdo, estao
localizados nos apices dos dentes marginais. Foram identificados os compartimentos
subcelulares envolvidos no processo secretor das quatro estruturas e as caracteristicas
ultraestruturais foram coerentes com os resultados histoquimicos. No epitélio secretor
das cavidades/ductos, foram observados plastidios e reticulo endoplasmatico, organelas
frequentemente relacionadas com a producdo de Oleo-resina. Nos coléteres,
dictiossomos e reticulo endoplasmatico rugoso, foram visualizados nas células da
epiderme secretora, dados coerentes com as reacdes positivas para polissacarideos €

proteinas.
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Conclusbes O estudo elucidou as etapas do processo secretor dos quatro tipos de
estruturas da lamina foliar de C. sylvestris. As caracteristicas ultraestruturais séo
compativeis com a natureza quimica dos produtos secretados e 0s mecanismos de

producao e eliminacdo da secrecao foram elucidados.

Palavras - chave:cavidades, coléteres, ductos e idioblastos secretores.
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INTRODUCAO

Em Salicaceae foram descritos ductos, cavidades (Thadeo et al., 2009, 2014)
glandulas de dleo (Absy e Scavone, 1973), glandulas resinosas e nectéarios (Curtis e
Lersten, 1974, 1978, 1980; Wilkinson, 2Q0hadeo et al., 2008; Escalante-Pérez et al.,
2012). Os termos pontos e tracos translicidos e glandulas nos dentes marginais
(Sleumer, 1980; Torres e Yamamoto, 1986; Marquete e Vaz, 2007; Marquete, 2010;
Marquete e Mansano, 2012, 2013) sao utilizados nas descricbes de Casearia Jacq., um
dos maiores géneros de Salicaceae (Judd et al.,, 2009). Os pontos e tracos foram
caracterizados como cavidades e ductos, respectivamente (Thadeo et al., 2009, 2014)
engquanto as glandulas dos dentes marginais como coléteres do tipo padrdo, devido a
atividade precoce, natureza polissacaridica da secrecdo, estrutura anatdbmica e
localizacdo (Fernandes et al., 2018gste trabalho a estrutura e a funcdo das setas
opacas deciduas dos dentes tedides em 42 espécies de Casearia foram elucidadas,
entretanto, os aspectos ultraestruturais envolvidos no processo secretor ndo foram
abordados. A caracterizacao anatbmica, simultaneamente com analises histoquimicas e
ultraestruturais, possibilita reconhecer os sitios de sintese e/ou acumulo e a natureza
quimica dos compostos produzidos pelas estruturas secretoras (Ascensao e Pais, 1998;
Machado et al.,, 2006; Canaveze e Machado, 2015; Passebal., 2015). Esta
abordagem integrada permite uma melhor compreensdo do papel funcional das
estruturas secretoras, além de evidenciar as transformacdes subcelulares ocorridas desde
a fase pré-secretora até a senescéncia da estrutura.

Casearia sylvestris Sw. é uma das espécies medicinais popularmente
conhecidas combguacatonga” (Pio Corréa, 1984). Esta espécie € largamente utilizada

na medicina tradicional (Lorenzi e Matos, 2008; Ferreira et al., 2011) tendo sido
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sugerido que as propriedades medicinais se devem aos terpendides e compostos
fendlicos das folhas (Sértie et al., 2000; Esteves et al., 2005). No entanto, os sitios de
sintese bem como os compartimentos celulares envolvidos com a producao e eliminacéo
destes compostos secundarios ndo foram esclarecidos.

O objetivo desse trabalho foi caracterizar a natureza quimica da secre¢ao dos
idioblastos, cavidades/ductos e coléteres de C. sylvestris, identificar os compartimentos
e 0s mecanismos de secrecdo destas estruturas (incluindo a sintese, 0 armazenamento ¢

a liberacao) e elucidar o processo de formacao das cavidades/ductos.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e microscopia de luz

Apices vegetativos, incluindo folhas de diferentes estadios do
desenvolvimento, de Casearia sylvestris Sw., foram coletados de trés individuos adultos
na Estacdo de Pesquisa, Treinamento e Educacdo Ambiental Mata do Paraiso
(ETEAMP), localizada no municipio de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. O material
testemunho estd depositado no Herbario VIC (Universidade Federal de Vicosa-UFV)
sob os numeros VIC 44866 (Fernandes e Faria s.n) e VIC 44867 (Fernandes e Faria
s.n). Para o estudo anatdomico, amostras da por¢do mediana da lamina foliar foram
fixadas em FAA (solucao de formaldeido 47%, acido acético, etanol 50%, 1:1:18 por
volume) por 48 h sob vacuo e estocadas em etanol 70% (Johansen, 1940).
Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série etandlica e incluidas em
metacrilato (Historesin; Leica Instruments, Heidelberg, Germany). Cortes transeersais

paradérmicos corb um de espessura foram obtidos em micrétomo rotativo de avango

68



automatico (Leica RM2265, Deerfield, IL, USA), com utilizacdo de navalhas de vidro.
Os cortes foram corados com azul de toluidina pH 4.7 (O’Brien e McCully 1964), e as

laminas permanentes foram montadas em resina sintética (Permount, Fisher Scientific,
New Jersey, USA). Para verificar a distribuicdo de cavidades e ductos na lamina foliar,
folhas inteiras ou fragmentos foliares foram diafanizados, corados com fucsina etandlica
50% de acordo com Vasco et al. (2014) e montadas em gelatina glicerinada (Johansen,
1940). A andlise e documentacdo fotografica foram realizadas em fotomicroscopio
(Olympus AX70TRF; Olympus Optical, Tokyo, Japan) equipado com sistema U-Photo

e camera digital (AxioCam HRc; Zeiss, Gottingen, Germany).

Para a realizacdo dos testes histoquimicos, amostras fixadas erforafA
incluidas em metacrilado (Historesin Leica; Leica Microsystems, Heidelberg, Germany)
para identificacdo de polissacarideos. Amostras foram fixadas em sulfato ferroso em
formalina (Johansen, 1940) e incluidas em parafina histolégica para identificacdo de
compostos fendlicos gerais.

Para deteccdo de terpenoides e proteinas amostras frescas foram seccionadas
transversalmente utilizando-se micrétomo de mesa (modelo LPC, Rolemberg e Bhering
Comércio e Importacdo LTDA, Belo Horizonte, Brasil). As principais classes de
metabdlitos presentes foram investigadas usando os testes histoquimicos sumarizados
na tabela 1. Os respectivos controles foram processados simultaneamente aos testes
histoquimicos, utilizando-se procedimento padrdo. Amostras ndo submetidas aos

reagentes (branco) foram também observadas.
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Tabela 1- Metodologias utilizadas para a deteccdo das principais classes de metabdlitos
nas seccOes das folhas de Casearia sylvestris.

GRUPO DE TESTE R
METABOLITO APLICADO REFERENCIAS
LIPIDIOS Lipidios totais Sudan Red (Pearse, 1980)

TERPENOIDES

Oleos essenciais e

Oleo-resinas Reagente de Nadi

(David e Carde, 1964)

COMPOSTOS Compostos fenodlicos  Sulfato ferroso em
FENOLICOS gerais formalina (Johansen, 1940)
PROTEINAS Xilidine Ponceau (O’Brien ¢ McCully,
1981)
POLISSACARIDEOS Polissacarideos totais PAS (McManus, 1948)

Microscopia eletrdnica de varredura

Folhas de diferentes estadios do desenvolvimento foram fixadas em

glutaraldeido 2.5 % em tampé&o cacodilato de sodio 0,1 M pH 7.2 por 24 horas, lavadas

no mesmo tampao (3x, 10 min cada) e posteriormente desidratadas em série etandlica e

levadas a secagem ao ponto critico (CPD 020; Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein) com

CO». As amostras foram montadas &stub$’, utilizando-se fita dupla face e recobertas

com uma camada de ouro, utilizando-se metalizador (FDU 010; Bal-Tec, Balzers,

Liechtenstein). As andlises e a captura de imagens foram realizadas ao microscopio

eletrénico de varredura com camara digital acoplada (modelo LEO 1430 VP, Zeiss,

Cambridge, UK) do Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV.

Microscopia eletrdnica de transmissao

Folhas de diferentes estadios do desenvolvimento foram fixadas em

glutaraldeido 2,5 % em tampéao cacodilato de s6dio 0,1 M pH 7,2 (10-12 horas), pés-
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fixadas em tetroxido de 6smio 1% por 2 horas, desidratadas em série etandlica crescente
e incluidas em resina Spu8ecc¢des de 60-70 nm obtidas em ultramicrétomo (modelo
UCT, Leica Microsystems Inc.. Deerfield), foram contrastadas com acetato de uranila
5% em solucédo aquosa e citrato de chumbo (Reynolds, 1963). A analise e a captura de
imagens foram realizadas em microscopio eletrénico de transmissdo (modelo Zeiss EM
109), em 50 kV, com camera digital acoplada do Nucleo de Microscopia e Microanalise

da Universidade Federal de Vigosa.

RESULTADOS

Quatro tipos de estruturas secretoras foram observados na lamina foliar de C

sylvestris: idioblastos (Fig. 1), cavidades/ductos (Figs. 2- 6) e coléteres (Figs. 7-10).

Distribuicdo e produto secretado pelos idioblastos

Idioblastos fenolicos ocorrem na nervura mediana, associados ao xilema e
floema ou dispersos pelo parénquima cortical (Fig. 1A), e no mesofilo (Fig. 1B).
Conforme o acumulo de secrecéo no vacuolo, o citoplasmeleo sdo deslocados para
a periferia da célula (Fig. 1C) e o vacuolo pode ocupar um grande volume da célula com

0 aumento da secrecao (Fig. 1D).

Origem, natureza quimica do secretado e processo secretor das cavidades/ductos

As cavidades apresentam o limen predominantemente arredondado, podendo
exibir formas elipticas, enquanto os ductos apresentam Iumen alongado com o
comprimento no minimo trés vezes maior que a largura (Fig)2Ambas estrutusa

sao delimitadas por epitélio uniestratificado (Fig. 2B) e apresentam desenvolvimento
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assincronico, sendo evidenciadas estruturas em diferentes estadios de desenvolvimento
(Fig. 2C-D). Nas folhas expandidas, cavidades e ductos estdo densamente distribuidos
pelo limbo foliar (Fig. 2A-B), de forma aleatdria no mesofilo (Fig. 2E) e nervura
mediana, tanto entre o xilema e o floema quanto no parénquima cortical (Fig. 2F).

As cavidades e ductos apresentam as mesmas etapas de desenvolvimento
ontogenético. Originam-se por divisdo periclinal de uma célula do meristema
fundamental (Fig. 3A) que posteriormente sofrem divisdo anticlinal, resultando em
quatro células (Fig. 3B). Divisdes subsequentes formam aglomerados de 6 a 10 células
(Fig. 3C). A dissolucdo da lamela média promove o afastamento das células (Fig. 3D)
originando o limen, enquanto as sucessivas divisdes das células epiteliais promovem o
aumento da estrutura (Fig. 3E- F).

Nas amostras frescas (Fig. 4A) e nos cortes das amostras fixadas a secrecao €
translucida (Fig. 4B). As seccdes de amostras frescas reagiram ao Nadi, detectando
gotas de Oleo-resina no limen (Fig. 4C- D) e no epitélio secretor (Fig. 4E).

Posteriormente ao afastamento das células (Fig. 3D), observa-se a lise de
algumas células epiteliais que apresentam degradacdo da parede (Fig. 5A)
desestruturacao do protoplasto e a presenca de vacuolo litico (Fig. 5B).

As células do epitélio secretor apresentam nucleo volumoso com nucléolo
evidente e citoplasma denso (Fig. 5A, C) com abundéancia de mitocéndrias, vacuolos
que se coalescem, reticulo endoplasmaético liso (Fig. 5D-E) e plastidios envolvidos por
reticulo endoplasmatico (Fig. 5F). Plasmodesmos foram observados conectando as
células adjacentes do epitélio secretor (Fig. 6A).

A secrecao produzida nas células epiteliais € acumulada nos vacuolos, os quais
se coalescem (Fig. 5D). A secrecdo apresenta constituicdo heterogénea (Fig. 5E). No

inicio do processo de eliminacéo, foram notadas evidéncias da fusdo do tonoplasto com
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a membrana plasmatica (Fig. 6C), liberando a secrecao para o espaco periplasmatico por
exocitose (Fig. 6B-D). O aumento da secrecdo neste espaco leva a retracdo do
protoplasto (Fig. 6C) gerando uma pressdo que faz com que a secrecdo atravesse a
parede celular (Fig. 6D-E). A secrecéo granular € observada no lumen (Figs. 5C, 6C)

antes das gotas lipidicas que aparecem posteriormente misturadas com o material
granular (Fig. 6E). Na regido que fica voltada para o lumen foi observada uma alteracéo

na estrutura da parede (Fig. 6E-F), esse desarranjo pode estar relacionado com a

liberacdo da secrecdo de natureza hidrofébica para o lamen.

Elucidacdo do processo secretor dos coléteres marginais

Os coléteres do tipo padréo dos apices dos dentes marginais (Fig. 7A-B) ficam
expostos quando as margens dos primoérdios (Fig. 1C-D) se desenrolam (Fig. 7B). Nas
folhas expandidas atividade secretora cessa e 0s coléteres tornam-se senescentes,
apresentando coloracdo acastanhada ou marrom (Fig. 7C). Neste estadio, as células da
epiderme secretora estdo colapsadas e esverdeadas pelo acumulo de fendlicos (Fig. 7D),
0s quais também séo visualizados no eixo central (Fig. 7D) e na zona de abscisao (Fig.
7E). Nas folhas expandidas, grande parte dos coléteres cai deixando cicatrizes nos
dentes marginais (FigC).

E possivel observar na amostra fresca (ndo submetida a reagjienteoe”) a
coloracdo natural do coléter (Fig. 8A). O teste histoquimico com Sudan IV corou
fortemente a cuticula, confirmando a presenca de lipidios (Fig. 8B). Proteinas e
polissacarideos foram detectados no citoplasma das células da epiderme em palicada e
na secregdo extravasada, utilizando-se o teste com xilidine Ponceau (Fig. 8C) e PAS

(Fig. 8D), respectivamente. A reacao ao Nadi foi negativa, ndo sendo detectados 6leos-
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resinas nos coléteres (Fig. 4C).

As células epidérmicas secretoras apresentaram na fase secretora nucleo
volumoso com nucléolo evidente, citoplasma denso (Fig. 9A) com mitocondrias,
reticulo endoplasmatico rugoso, plastidios, dictiossomos e vacuolos diminutos (Fig. 9B-
C). Os dictiossomos apresentam 4-6 cisternas (Fig. 9B-C) geralmente localizados nas
proximidades do reticulo endoplasmatico rugoso (Fig. 9C) e os plastidios contém gréaos
de amido (Fig. 9B) e depdésitos de material eletrodenso (Fig. 9D). Plasmodesmos
ocorrem entre as células da epiderme secretora (Fig. 9D) e entre essas e as do eixo
central (Fig. 9E). As células do eixo central possuem nucleo lobado e o citoplasma é
menos denso, se comparado com o citoplasma das células da epiderme secretora, e
predominam reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias, dictiossomos e pequenos
vacuolos (Fig. 9F).

A secrecdo é armazenada primeiramente no espaco periplasmatico (Fig. 10 A-
C) e posteriormente no espaco intercelular, o qual é formado pela dissolu¢do da lamela
média (Figs. 9A e 10 E). A medida que o volume de secre¢do aumenta, &€ possivel
observar os espacos repletos de secrecdo (Figs. 9A e 10E). Vesiculas secretoras
derivadas dos dictiossomos (Fig. 10D) se fundem a membrana plasmatica eliminando a
secrecdo por exocitose (Fig. 10E-EJoncomitantemente, diminutas gotas de secrecao
lipidica foram observadas no espaco periplasmatico (Fig. 10 A-C) e na cuticula (Fig.
10B, F). A eliminacédo da secre¢do para 0 meio externo ocorre pela permeabilidade da
cuticula que é delgada (Fig. 10B, F) nao tendo sido observados poros, distendimento ou
rompimento da mesma.

Os eventos subcelulares que marcam a fase de senescéncia do coléter séo:
colapso e degradacéo do citoplasma e acumulo de compostos fendlicos nas células da

epiderme secretora e do eixo central (Fig. 10F).
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DISCUSSAO

Idioblastos da lamina foliar de C. sylvestris: secregéo e importancia

Os idioblastos da lamina foliar de C. sylvestris produzem compostos fendlicos,
que podem atuar na defesa quimica contra herbivoros e/ou patdégenos (Fahn, 1990;
Evert, 2009, conforme sugerido para espécies de Myrsine (Luna et al., 2014). Estudos
fitoquimicos relatam a presenca de compostos fendlicos no extrato etandlico das folhas
de C. sylvestris (Espinosa et al., 2015). Neste trabalho foi possivel identificar que os
idioblastos sdo os sitios de sintese e/ou acumulo destes compostos de interesse

medicinal.

Cavidades/ductos como sitios de sintese e/ou armazenamento de O6leo-resina:

elucidacao do processo secretor

As caracteristicas do epitélio secretor das cavidades e ductos de C. sylvestris
também foram observadas nas cavidades e ductos de C. decandra (Thadeo et al., 2009).
Quanto a origem, as cavidades/ductos de C. sylvestris se assemelham as cavidades de
Dahlstedtia pentaphylla D. pinnata, Leguminosae (Teixeira e Rocha, 2@S)usia
fluminensis e C. lanceolata, Clusiaceae (Sa-Haiad et al., 2015).

As cavidades e ductos de C. sylvestris formam-se por um processo
esquizolisigeno, resultado divergente dos obtidos por Absy e Scavone (1973) para esta
espécie. Estes autores relataram quéormacao das glandulas de ¢leas quais
correspondem as cavidades e ductos descritos neste trabalho, ocorre por um processo
esquizogenoEmbora a lisigenia seja questionada como um processo de formacdo de

cavdades e ductos (Turner et al., 1998; Turner, 1999), o presente trabalho demonstra
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qgue para C. sylvestris a degradacéo da parede celular, desestruturacdo do citoplasma e a
ocorréncia de vacuolos liticos nas fases iniciais de desenvolvimento caracterizam o
processo de lisigenia. A degradacdo da parede celular, a lise do protoplasto das células
centrais, condensacdo da cromatina, integridade de organelas e vesiculagcdo da
membrana plasmatica foram observadas durante a formacdo das cavidades de
Hymenaea stigonocarpa (Paiva e Machado, 2006a). Dessa forma, fica evidente a
importancia dos estudos ultraestruturpera comprovar a ocorréncia de lisigenia
conforme enfatizado na literatura (Paiva e Machado, 2006a).

A secrecao € produzida nas células epiteliais, sendo liberada para o lumen,
onde é armazenada. As caracteristicas das células epiteliais das cavidades/ductos de C.
sylvestris tais como nucleos volumosos com nucléolos evidentes, citoplasma denso com
muitas mitocéndrias e reticulo endoplasmatico desenvolvido, sdo comuns na fase ativa
de estruturas secretoras, como registrado para cavidades ou ductos de Asteraceae
(Monteiro et al, 1995), Anacardiaceae (Lacchia e Guerreiro, 2009) e Leguminosae
(Milani et al., 2012). A alta atividade metabdlica da fase secretora é confirmada pela
quantidade de mitocbndrias presentes no citoplasma das células epiteliais de C.
sylvestris, fato enfatizado na literatura (Luttge, 1971; Fahn, 1979; Ascensédo e Pais,
1998; Teixeira e Rocha, 2009).

A secrecéo das cavidades e ducto€ deylvestris é heterogénea, constituindo-
se de uma mistura de Oleo-resina, conforme detectada pelos testes histoquimicos.
Resultado semelhante foi registrado para C. decandra (Thadeo et al., 2009) que, assim
como C. sylvestris, € uma espécie medicinal denominada popularmente como
“guagatonga” (Pio Corréa, 1984). Os nossos resultados demonstram que
cavidades/ductos sdo as estruturas responsaveis pela sintese e acumulo dos Oleos

essenciais extraidos das folhas de C. sylvestris (Absy e Scavone, 1973; &sttves

76



2005). Adicionalmente foi possivel detectar que a secrecdo é complexa e contém
compostos resinosos. Oleo-resinas s&o compostos relacionados com a defesa quimica de
plantas, atuando nas interacbes planta-planta, planta-animal e planta-ambiente
(Fahn,1979) e também largamente utilizados nas industrias farmacéuticas e de
cosmeéticos (Croteau et al., 2000).

A secrecao granular, provavelmente hidrofilica, visualizada em microscopia
eletronica de transmissédo no vacuolo das células secretoras e lumen das cavidades e
ductos de C. sylvestris, pode corresponder a uma pequena fracdo polissacaridica, nédo
mucilaginosa, detectada histoquimicamente onde os resultados foram positivos para
polissacarideos gerais e negativos para mucilagem/pectinas. A detecc¢éo histoquimica de
proteinas no citoplasma das células do epitélio secretor, pode também estar
correlacionada com essa secrecédo granular.

A presenca de reticulo endoplasmatico liso e de plastidios nas células epiteliais
das cavidades/ductos de C. sylvestris esta de acordo com o0s resultados obtidos na
andlise histoquimica. Estas organelas sdo encontradas no citoplasma de células
secretoras que produzem secrecao de natureza lipidica (Ascenséo e Pais 1988 Huang
al., 2008; Teixeira e Rocha, 2009) e desempenham papel importante na producao de
Oleo-resina, participando do processo de biossintese e transporte (Ascensdo e Pais,
1988).

A presenca de reticulo endoplasmatico periplastidial, como o que ocorre nas
células do epitélio secretor de C. sylvestris, também foi relatada em células secretoras
de resina em Copaifera langsdorffii (Rodrigues et al., 2011) e em duas espécies de
Clusia G&Haiad et al., 2015), e os mesmos tém sido relacionados com o transporte de
resina e seus precursores (Benayoun e Fahn, 1979). E comum a associac&o do plastidio

com o reticulo endoplasmatico em células que secretam material de natureza lipidica
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(Schnept, 1974).

A secrecdo produzida nas células epiteliais € armazenada nos vacuolos, sendo
liberada para o espaco periplasmatico, através da fusdo do tonoplastoneonibrana
plasmatica por exocitose, caracterizando o mecanismo como granuldcrino. Este mesmo
mecanismo foi relatado em Pterodon pubescens (Rodrigues e Machado, 2012) e Clusia
fluminensise C. lanceolata S&Haiad et al., 2015). Paiva (2016) enfatiza que os
mecanismos granulocrino e écrino ndo explicam quase nada, em relacdo aos eventos
envolvidos com a eliminagéo da secrecao pelas células vegetais, especialment& devido
presenca da parede celular. Dessa forma, o autor propde que ocorre um ciclo secretor
nos diversos tipos de estruturas secretoras. Nesta hipdtese, a acdo mecanica do
protoplasto, sob a forma de ciclos sucessivos de contracdo e expansao, permite que o
material acumulado no espaco periplasmatico atravesse a parede celular. Os nossos
resultados evidenciam eventos subcelulares que corroboram as hipéteses apresentadas
pelo autor, como a pressdo exercida pelo protoplasto retraido, que permite que a
secrecdo atravesse a parede celuMo. entanto, sugerimos que a desorganizagao da
parede na regido voltada para o lumen, provavelmente ocasionada pela acdo enzimética,
em parte explique a passagem da secrecdo de natureza hidrofébica. Para o material de
natureza hidrofilica a parede pectoceluldsica ndo representaria uma barreira quimica a

passagem da secrecéao.

Correlacéo entre processo secretor e funcdo desempenhada pelos coléteres

Os coléeteres de C. sylvestris sdo do tipo padrdo, segundo a classificacao
proposta por Lersten (1974). Coléteres do tipo padrdo parecem ser comuns na ordem

Malpighiales, pois ja foram descritos para Caryocaraceae (Paiva e Machado, 2006b),
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Euphorbiaeceae (Vitarelli et al., 2015) e Rhizophoraceae (Sheue et al., 2012). Embora
coléteres do tipo padrdo sejam comuns em Casearia, tendo sido descritos em 42
espécies (Fernandes et al., 2016), ndo existem informacdes sobre as etapas envolvidas
com a producdo e eliminacdo da secrecdo, as quais foram elucidadas no presente
trabalho.

Coléteres sao frequentemente relatados na superficie adaxial de o6rgéos
reprodutivos e vegetativos (Thomas, 1991; Klein et al., 2004; Coelho et al., 2013;
Mayer et al., 2013; Dalvi et al., 2014; Lopes-Mattos et al., 2015), enquanto nas
margens da lamina foliar a sua ocorréncia foi recentemente registrada (Paiva, 2012;
Mercadante-Simfes e Paiva, 2013; Vitarelli et al., 20A5secrecdo produzida por
essas estruturas € principalmente composta de mucilagem (Fahn, 1979; Thomas, 1991;
Silva et al., 2012) ou uma mistura de mucilagem e resina (Mangalan et al., 1990;
Barreiro e Machado, 2007), bem como lipidios (Appezzato-da-Gloria e Estelita, 2000;
Paiva, 2009; Mayer et al., 2011). No caso de C. sylvestris, a reacdo positiva ao PAS esta
de acordo com a ocorréncia de numerosos dictiossomos em associacdo com o reticulo
endoplasmatico, organelas responsaveis pela sintese e empacotamento de mucilagem
(Fahn, 1979). A cooperacdo entre estas duas organelas € comumente interpretada como
um sistema de sintese e transporte de secrecdo em coléteres (Paiva e Machado, 2006b).
Por outro lado, a reacdo negativa ao NADI contrasta com os dados ultraestruturais que
evidenciaram gotas de secrecao (fracao lipidica), talvez em quantidade insuficiente para
serem detectadas pelo teste histoquimico.

Os coléteres de C. sylvestris encontram-se ativos nos primordios Saiare
tornamse senescentes com a expansdo foliar. A atividade precoce permite que a
secrecdo mucilaginosa lubrifique e proteja as folhas em desenvolvimento contra a

desidratacdo, dada a natureza higroscopica da mucilagem. Este resultado corrobora a
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funcao atribuida a secrecéo produzida pelos coléteres, de protecédo contra a dessecacao
aos orgaos em desenvolvimento, auxiliando na lubrificacdo e reducao da perda de agua
para o ambiente (Thomas,1991; Paiva, 2009; Mayer et al., 2013; Mercadante-Simdes e
Paiva, 2013).

Proteinas foram evidenciadas no citoplasma das células secretoras da epiderme
e na secrecdo extravasada pelos coléteres de C. sylvestris. O desenvolvimento de
reticulo endoplasmatico granular, especialmente na regido proxima a membrana
plasmatica, permite reconhecer essa organela como o sitio de sintese dessas proteinas
gue sao exocitadas. Esses resultados demonstram que a secrecdo produzida pelos
coléteres de C. sylvestris é complexa, pois além das mucilagens sdo produzidas
proteinas e lipidios, o que ja foi relatado em outros trabalhos (Klein et al., 2004; Miguel
et al., 2006; Paiva, 2009).

As proteinas presentes na secrecdo dos coléteres de Bathysa nicholsonii
inibiram o crescimento de esporos de fungos, confirmando o papel de defesa contra
patégenos da secrecdo (Miguel et al., 2006). Tal papel é comumente relatado aos
coléteres (Klein et al., 2004), e parece ocorrer também em C. sylvestris, entretanto, séo
necessarios estudos complementares para confirmar tal hipotese.

A secrecdo produzida € eliminada e primeiramente armazenada no espaco
periplasmatico, o que estd de acordo com relatos na literatura (Coelho et gl., 2013
Canaveze e Machado, 2015). Com a dissolu¢cdo da lamela média formam-se espacos
entre as células da epiderme secretora onde a secrecdo permanece acumulada, eventc
também relatado em outros trabalhos (Paiva, 2009; Mercadante-Simdes e Paiva, 2013;
Machado et al., 20)5A presséo provocada pelo material no espaco periplasmatico,
pode facilitar a passagem da secrecdo através da parede celular conforme modelo

proposto por Paiva (2016).
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A presenca de vesiculas que se originam dos dictiossomos, a fusdo das mesmas
com a membrana plasmatica e a liberacdo do conteddo no espaco periplasmatico por
exocitose € uma caracteristica tipica de secrecdo granulocrina (Evert, 2006). Este
mecanismo de secrecao também foi relatado no coléter de Alibertia sessilis (Machado et
al., 2012) e Caryocar brasiliense (Paiva e Machado, 2006b), considerado comum no
processo secretor dessas estruturas. Presenca de plasmodesmos entre as células d
epiderme secretora e entre essas e as do eixo central comprova a cooperacdo metabdlica
entre tais células por meio de transporte simplasto, sugerindo que o eixo central também
participe do processo secretor, como enfatizado para os coléteres de A sessilis
(Machado et al., 2012). Plasmodesmos também foram observados entre as células
epidérmicas do coléter de Simira rubra (Klein et al., 2004 ) e entre as células da

epiderme secretora e o eixo central@nbrasiliense (Paiva e Machado, 2006b).

Alteracdes durante a fase de senescéncia dos coleteres

A fase senescente dos coléteres de C. sylvestris ocorre quando as folhas estdo
totalmente expandidas e pbde ser detectada pela coloracdo amarronzada ou acastanhads
destas estruturas. Observacfes semelhantes foram registradas em diversos trabalhos
(Thomas, 1991; Miguel et al., 2010; Tullii et al., 2013; Dalvi et al., 2014; Simb&es-
Mercadante e Paiva, 2013; Lopes-Mattos et al., 204%oloracéo escurecida tem sido
atribuida ao acumulo de compostos fendlicos nas células dos coléteres (Souza, 2014).
Alguns estudos atribuem a senescéncia dos coléteres ao processo de morte celular
programada (Miguel et al., 2010; Tullii et al., 2013). Além das alteracdes nas células
secretoras, nota-se a formacdo de uma zona de abcissdo na base do coléter, que culming

com a eliminagao de toda a estrutura, evento descrito em outros trabalhos (Miguel et al.,
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2010; Paiva, 2012; Simdes-Mercadante e Paiva 2013; Tullii et al., 2013; Dalvi et al.,

2014).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram identificar os sitios de sintese e acumulo dos
compostos produzidos pelos idioblastos, ductos e cavidades, os quais podem estar
correlacionados com a importancia medicinal da espécie. J& a secrecdo produzida pelos
coléteres protege os primordios foliares contra a dessecacédo e ataque de patégenos. As
mudancgas subcelulares envolvidas com a producéo e eliminacdo da secrecdo destas
estruturas secretoras foram elucidadas. Os compartimentos envolvidos com a producgéo
dos compostos secretados foram identificados e as caracteristicas ultraestruturais sao

compativeis com a natureza quimica da secrec¢ao.
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FIGURAS

Figural. ldioblastos fendlicos de Casearia sylvestris visualizados na nervura mediana
(A, D) e no mesofilo (B, C)A eB. Secg¢des transversais em microscopia deduzp.

Imagens de microscopia eletrdnica de transmisgaddioblastos associados ao xilema

e floema (seta preta) e dispersos pelo parénquima cortical (seta branca) evidenciados
pelo sulfato ferroso em formalinaB. Idioblastos no mesofilo (seta preta}.
Compostos fendlicos no vacuolo das células do parénquima clorofiliano. Note que o
acumulo da secrecao desloca o citoplammatiicleo para a periferia da célulB;
Vacuolo ocupando um grande volume da célula com o aumento da secrecdo. cl,

cloroplastos; nu, nacleo. Barras = A: 00; B: 50um; C: 2um; D: 1um.

A, - g 5 “ e
A / — R

-

91



Figura 2. Estrutura foliar de C. sylvestris, enfatizando cavidades e duétos.
DiafanizacdoB: Seccao paradérmic@;F: Seccdes transversals, B. Cavidades (seta
branca) e ductos (seta preta) distribuidos densamente ao longo do limboColiar;
Primérdio foliar com margens enroladas como um espiral, note 0s coléteres e a
distribuicdo e o desenvolvimento assincrénico de cavidades/ductos no mesofilo (seta
branca) e na nervura mediana (seta pr&apetalhe do primérdio foliar, evidenciando

o0 desenvolvimento precoce e assincronico das cavidades/dHct@gvidades (seta
branca) e ductos (seta preta) no mesofloDetalhe da nervura mediana em folha
expandida, evidenciando cavidades/ductos no parénquima cortical (cabeca de seta preta)
e entre o xilema e floema (cabeca de seta branca). co, coléter; ep, epitélio. Barras =
C: 200um; B, E, F: 10Qum; D: 50um.

92



Figura 3. Ontogenia das cavidades/ ductos de Casearia sylvestris, visualizadas em
seccOes transversais de primérdios foliakes Divisdo periclinal de uma célula do
meristema fundamental, resultando em duas célldasAs células sofrem divisdo
anticlinal resultando em quatro célul&s;Divisbes subsequentes formam aglomerados
de 6 a 10 célulag). A dissolucdo da lamela média promove o afastamento das células
do epitélio, originando o lumen (*E, F. Sucessivas divisées das células epiteliais
promovem o aumento da estrutura. Barrasu
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Figura 4. Aspecto da secrecdo e deteccdo de Oleo-resina em estruturas secretoras
foliares de Casearia sylvestris. Sec¢des transversais do primérdio foliar ndo submetidas
a reagentes (A, B) e submetidas ao reagente de (aH). A. Amostra fresca
evidenciando a coloracdo natural do coléBerAmostra fixada evidenciando o aspecto
transllicido da secrecdo no lumen (asterisco pr&e}- Reacdo positiva ao Nadi,
evidenciando oleo-resina no limen (asterisco branco) e no epitélio (seta branca) das
cavidades/ductos. co, coléter; ep, epitélio. Barras = A, Cuf@®B: 50um; D, E: 30

um.
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Figura 5. Ultraestrutura das cavidades/ductos na lamina foliar de Casearia sylvestris
A, B. Formacao do limen por lisigeni&. Note a degradacdo da parede celular (seta
branca) e a desestruturacdo de uma célula localizada no limen (cabeca de sdia preta);
Detalhe de uma célula do epitélio secretor evidenciando a desestruturacdo do
protoplasto e vacuolo liticos (seta pret@) Cavidade/ducto completamente formado
com secrecdo granular (estrela) no lumdd Célula epitelial evidenciando
mitocdndrias, reticulo endoplasmatico liso e vacuolos que se coajdsceacuolos e
mitocoéndrias F. Reticulo endoplasmatico periplastidial e mitocéndrias. lu, [Gmen; mi,
mitocOndria; nu, nudcleo; pl, plastidio; re, reticulo endoplasmatico; rel, reticulo
endoplasmatico liso; va, vacuolos. Barras= A, @n§ B, D, E:1um; F: 500 nm.
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Figura 6. Ultraestrutura das cavidades/ductos da lamina foliar de C. sylvestris.
Plasmodesmos entre as células do epitélio secitdcumulo de secre¢cdo no espaco
periplasmatico de natureza heterogénea (setas branca e @retdgcuolos com
secrec¢do, sugerindo que o material seja liberado para o espaco periplasmatico, devido a
fus@o do tonoplasto com a membrana plasmatica. O aumento da secre¢do neste espaco
leva a retracdo do protoplasto (cabeca de seta branca) gerando uma pressao que faz com
gue a secrecao (setas branca e preta) atravesse a parede Beldlpresséo provocada

pelo acumulo de secrecdo no espaco periplasmatico (cabeca de seta preta), faz com que
a secrecao seja liberada no lumen (asterisco braBc@ptas de secrecdo (seta branca)

e secrecdo de aspecto granular (asterisco preto) no lumen. Note o desarranjo na estrutura
da parede celular (seta pret®); Detalhe de uma célula epitelial, evidenciando o
desarranjo da parede celular (seta preta). ep, espacgo periplasmatico; pl, plasmodesmos;
va, vacuolos. Barras = A, C, Fuin; B, D, E: 5um.
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Figura 7. Coléteres de Casearia syilvestris em diferentes estadios do desenvolvimento.
A. Imagem de microscopia eletrénica de varredura; B, D e E: Imagens de microscopia
de luz;C. Imagem de estereomicréscopfo.Coléteres nos apiés dos dentes marginais;

B. Céleter do tipo padrédo, evidenciando a epiderme secretora (es) e eixo cent@l (ec);
Coléter senescente na folha expandida. Note a cicatriz onde ocorreu abscisdo (seta
preta);D. Coléter em fase senescente com acumulo de compostos fendlicos nas células
da epiderme secretora e do eixo cenfalColeter senescente com compostos fendlicos

na zona de abscisdo. cs, coléter senescente; ec, eixo central; es, epiderme gacretora

zona de absciséo. Barras = A: 200; B, D, E: 50um; C: 5mm.
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Figura 8. Testes histoquimicos nos coléteres de Casearia sylst#isostra fresca

(ndo submetida a reagente - branco) note a coloracdo natural do &léwaterial
submetido ao Sudan IV evidenciando a reag¢do positiva na cuticula (seta btanca);
Proteinas detectadas no citoplasma das células da epiderme secretora e na secrecaa
extravasada (*), evidenciadas pelo teste xilidine pondealNatureza polissacaridica

da secrecdo acumulada nas células da epiderme secretora (seta preta) e &m secreg
extravasada (*) detectada pelo PAS. cu, cuticula; ec, eixo central; es, epiderme

secretora. Barras: 50m.

98



Figura 9. Ultraestruturados coléteres durante a fase secretdra&élulas epidérmicas
secretoras com nucleo conspicuo e citoplasma denso. Note o acimulo de secrecao (*)
no espaco intercelular e a dissolugédo da lamela média (seta Brdd@talhe da célula

da epiderme secretora com mitocondrias, plastidios com graos de amido, dictiassomos
vacuolos diminutos;C. Dictiossomos localizados nas proximidades do reticulo
endoplasmatico rugos®. Plasmodesmos conectando as células da epiderme secretora
E. Plasmodesmos conectam as células da epiderme secretora e as células do eixo
central; F. Células do eixo central com nucleo lobado e citoplasma pouco denso.
Observe a diferenca de densidade entre o citoplasma das células da epidermeesecretora
do eixo central. di, dictiossomos; ei, espaco intercelular; mi, mitocondria; nu, nacleo; pl,
plastidio; pa, plasmodesmo; va, vacuolo; rer, reticulo endoplasmatico rugoso. Barras =
A, F:5um; C 500 nm; B, D, E: lum.
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Figura 10. Ultraestrutura dos coléteres nas fases secretora e senegeg€ht&ciumulo

de secrecdo de aspecto hidrofilico (*) e gotas lipidicas (gl) no espago periplasmatico;
Note a presenca de goticulas lipidicas na cuticul® €seta branca)p. Detalhe das

células da epiderme secretora, evidenciando dictiossomos com vesiculas (cabeca de seta
preta) E. Detalhe de uma célula da epiderme secretora, evidenciando o acumulo de
secrecao (*) no espaco intercelular, o qual foi formado devido a dissolucdo da lamela
média (seta pretavesiculas fundidas a membrana plasmética (cabeca de seta;branca)

F. Epiderme secretora com diminutas gotas lipidicas na cuticula (seta branca).
Vesiculas secretoras fundidas a membrana plasmatica (cabeca de seta branca). Note a

cuticula intacta;G. Coléter senescente evidenciando a degradacdo do citoplasma e
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acumulo de compostos fendlicos. cu, cuticula; di, dictiossomo; ec, eixo central; ep,
espaco periplasmético; es, epiderme secretora; gl, gotas lipidicas; mi, mitocéndria; nu,
nacleo; pc, parede celularer, reticulo endoplastico rugoso. Barras = Aub; B, C, E:

1 um; D: 500 nm; F: um.
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CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho confirmou-se a diversidade de estruturas secretoras nas espécies
de Casearia, ampliando a base de dados acerca destas estruturas noAgénero.
correlacdo entre os pontos e tracos translucidos foi estabelecida com cavidades e ductos,
respectivamente. Padrdoes de distribuicdo dos ductos/cavidades foram reconhecidos,
entretanto ndo houve uma relacdo com a organizacdo das espécies em téxons infra-
especificos.

A localizacdo, a estrutura anatdbmicaa atividade precoce e a natureza
polissacaridica da secrecdo permitem concluir que as glandulas associadas aos dentes
marginais das folhas de Casearia séo coléteres do tipo padrdo. Este é o primeiro estudo
que caracteriza as setas opacas deciduas dos dentes tedides de Casearia e elucida su
funcdo. Este dado além de inédito é promissor e deve ser considerado nos estudos
taxondmicos e filogenéticos em Salicaceae. Destaca-se ainda a importancia da analise
de 6rgados jovens para descricdo e caracterizacdo dos coléteres, pois sdo estruturas
efémeras.

Em C. sylvestris os idioblastos foram identificados como os sitios de sintese
e/ou acumulo dos compostos fendlicos, enquanto as cavidades/ductos sdo responsaveis

pela sintese e armazenamento de 6leo-resina.

Os dados ultraestruturais permitiram compreender o papel das organelas na
sintese dos produtos secretados, possibilitando, dessa forma, correlacionar a
ultraestrutura com a natureza quimica dos produtos secretados. Adicionalmente, foi

possivel compreender os mecanismos de sintese e eliminacdo dos produtos secretados.
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