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RESUMO

SOUZA, Lucimara Amélia de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2010.
Estruturas secretoras nos Ggdos vegetativos aéreos deaullinia rubiginosa Cambess.
(Sapindaceae) Orientadora: Renata Maria Strozi Alves Meira. Co-Orientadoras: Aristéa
Alves Azevedo e Luzimar Campos da Silva.

Paullinia pertence a familia Sapindaceae ¢ é constituido por lianas. P. rubiginosa
ocorre em varios paises da América do Sul, apresenta folhas compostas, com cinco foliolos
oblongos de apice acuminado ¢ margem denteada. Na descrigdo da espécie, foi mencionada a
ocorréncia de tricomas secretores e a produg¢do de secre¢do semelhante a latex. Em
observacdes realizadas em campo, foi visualizada uma pequena quantidade de secrecao
exsudando nos dentes da margem dos foliolos jovens, sugerindo uma natureza secretora para
estas estruturas. O presente trabalho tem por objetivo investigar a ocorréncia de estruturas
secretoras nos orgaos vegetativos aéreos de P. rubiginosa descrevendo-as ¢ identificando as
principais classes de metabdlitos produzidos por estas estruturas. Os laticiferos de P.
rubiginosasao do tipo articulado e sdo originados da atividade do meristema fundamental
e/ou do procambio. A atividade secretora dos laticiferos é precoce, entretanto as células
laticiferas mantém capacidade de divisdo celular mesmo em fase de diferenciagdo, em
conseqiiéncia destas divisdes, o laticifero se alonga pelo aumento no nimero de células. Os
laticiferos possuem paredes primarias e pectoceluldsicas e a secre¢ao produzida é complexa e
tem carater lipofilico, tendo sido evidenciado lipidios neutros, 6leo essencial, esteroides,
borracha, além de alcaldides. Idioblastos taniferos ocorrem em todos os Orgdos aéreos
analisados. Os tricomas secretores se desenvolvem muito cedo e em foliolos jovens e
primoérdios foliolares, os tricomas se encontram totalmente diferenciados e em atividade
secretora. Ontogeneticamente os tricomas iniciam seu desenvolvimento formando uma fileira
unisseriada de células, e posteriormente tornam-se bisseriados, gracas a divisdes anticlinais ou
assimétricas em algumas células desta série. A secre¢do produzida ¢ exclusivamente
polissacaridica e aliada a atividade precoce indica que os tricomas apresentam fun¢do de
coléteres. As glandulas presentes na margem dos foliolos se desenvolvem muito
precocemente, mantendo a aparéncia secretora inclusive em folhas maduras. Sao
vascularizadas por xilema e floema, que ¢ envolvido por uma bainha de células com
compostos fenolicos e por laticiferos. A por¢do secretora da estrutura reagiu positivamente ao
teste para polissacarideos e foi evidenciada a presenca de glicose na secrecao eliminada. Estas
estruturas correspondem, portanto, a nectarios extraflorais (NEFs). A presenca de NEFs e a
confirmagdo da ocorréncia de laticiferos em P. rubiginosasao resultados promissores para os
estudos de taxonomia e filogenia que devem ser considerados nas analises em nivel genérico,
de familia e até da ordem Sapindales.



ABSTRACT

SOUZA, Lucimara Amélia de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2010.
Secretory structures in the aerial vegetative organs dPaullinia rubiginosa Cambess.
(Sapindaceae) Adviser: Renata Maria Strozi Alves Meira. Co-advisers: Aristéa Alves
Azevedo and Luzimar Campos da Silva.

Paullinia belongs to the Sapindaceae family and is composed of lianas. P. rubiginosa
occurs in several countries in South America, has compound leaves with five oblong leaflets
acuminate at apex and dentate margins. The occurrence of secretory trichomes and the
production of a latex-like secretion have been mentioned in the description of the species. In
field observations we detected a small amount of secretion exuding in the teeth of the margin
of young leaflets, suggesting a secretory nature for these structures. Thus, this study aims to
investigate the occurrence of secretory structures in the aerial vegetative organs of P.
rubiginosa describe them and identify the major metabolite classes produced by these
structures. The laticifers of P. rubiginosaare articulated and originate from the activity of the
ground meristem and/or procambium. The secretory activity of laticifers is precocious, yet
laticiferous cells retain their cellular division ability even during their differentiation phase.
As a consequence of such divisions, the laticifer elongates through an increase in the number
of cells. Laticifers have primary and pectocellulosic walls, and the secretion produced is
complex, with a lipophilic character; additionally, the presence of neutral lipids, essential oil,
steroids, rubber, and alkaloids has been observed. Tanniniferous idioblasts occur in all aerial
organs examined. Secretory trichomes develop early and are fully differentiated and actively
exuding in young leaflets and leaf primordia. Ontogenetically, trichomes initiate their
development by forming a row of uniseriate cells that subsequently become biseriate, through
anticlinal or asymmetric divisions in some cells of this series. The secretion produced is
solely polysaccharidic and that, coupled with their precocious activity, indicate the trichomes
act as colleters. Glands present on the margins of leaflets develop very precociously, retaining
their secretory aspect even in mature leaves. Glands are vascularized by xylem and phloem,
and the latter is enveloped by a cellular sheath with phenolic and laticiferous compounds. The
secretory portion of the structure reacted positively to polysaccharides, and the presence of
glucose in the released secretion was established. Therefore, these structures correspond to
extrafloral nectaries (EFNs). The presence of EFNs and the occurrence of laticifers in P.
rubiginosa are promising results that have to be taken into account in future studies on

taxonomy and phylogeny at the genus and family levels, and even at the order Sapindales.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Sapindaceae esta incluida na ordem Sapindales (Cronquist, 1988; Judd et
al., 2008), juntamente com as familias: Anacardiaceae R. Brown, Burseraceac Kunth,
Meliaceae Jussieu, Rutaceae Jussieu e Simaroubaceae Candolle (Judd et al, 2008). Em
estudos filogenéticos utilizando dados morfologicos e moleculares, a familia Sapindaceae tem
se mostrado monofilética (Judd et al, 2008; Harrington et al, 2005). Sapindaceae possui
distribuicao cosmopolita, incluindo cerca de 140 géneros e 1.600 espécies; no Brasil, ocorrem
24 géneros e aproximadamente 400 espécies. Sdo geralmente arvores ou lianas, com gavinhas
originadas da modificacao de parte da inflorescéncia (Souza & Lorenzi, 2008).

O género Paullinia L., pertence a tribo Paullinieae, que é constituida pelos géneros
Cardiospermum HoussayanthusLophostigma Serjaniae Urvillea (Acevedo—Rodriguez,
1993). Paullinia ¢ um dos maiores géneros de Sapindaceae, com aproximadamente 200
espécies, nativas de regioes tropicais e subtropicais do Novo Mundo representando um
componente importante nas florestas tropicais imidas e perenifélias (Somner, 2001).

Em territério brasileiro, ocorre cerca de 80 espécies de Paullinia, cujo centro de
diversidade ¢ a regido amazonica, sendo um género bem representado na floresta Atlantica e
pouco freqiiente no cerrado (Somner, 2001). As espécies deste gé€nero sdo popularmente
denominadas de “cupana”, “guarand”, “cipo-timbd”, “timbo” ou “tinguis”. Muitas das
espécies contém alcaldides, saponinas e outros metabdlitos secundarios que conferem as
plantas efeitos ictiotoxicos (Acevedo—Rodriguez, 1990). O género é conhecido por suas
propriedades medicinais e pelo uso potencial de suas espécies como, por exemplo, Paullinia
cupanaH. B. K. var. sorbilis (Mart.) Ducke, o guarand, que apresenta sementes ricas em
cafeina e ¢ utilizado no tratamento contra dor de cabega, como diurético, no combate a
arterioesclerose, colicas, desordens intestinais, malaria, dentre outras. Outras espécies siao
usadas no tratamento de tumores, reumatismo, dor de estdmago, bronquites etc. (Beck, 1990).

Morfologicamente as espécies de Paullinia sdao arbustos ou lianas com gavinhas,
apresentando folhas compostas e alternas, com estipulas, flores brancas e pequenas, frutos
vermelhos do tipo capsula septifraga, sementes com sarcotestas brancas, e presenca de uma
secregdo branca semelhante latex. (Somner, 2001). Paullinia é vegetativamente muito
semelhante aos outros géneros da tribo Paullinieae, sendo diferenciado principalmente pela
morfologia do fruto. Na filogenia da familia Sapindaceae realizada por Harrington et al,
(2005), Paullinia figura como grupo irmdao de Serjania e muito proximo ao género

Cardiospermum



Sao relatados diferentes tipos de estruturas secretoras para as Sapindaceae: idioblastos
mucilaginosos, tricomas secretores, canais secretores presentes nos raios de Deinbollia
grandiflora, Dolodendron bipinnatum Diplokeleba(Solereder, 1908; Metcalfe & Chalk,
1950). Também foi assinalada, em folhas de algumas espécies, a presenga células organizadas
em fileiras unisseriadas de comprimento varidvel as quais secretam saponina (Solereder,
1908; Metcalfe & Chalk, 1950). Nos espécimes vivos essa secre¢ao € leitosa € nos materiais
de herbario pode ser clara ou turva, variando de castanho amarelado ao castanho escuro
(negro). Nos géneros Stockia e Erythrophysaforam observadas células cujo contetido
apresentou resultado positivo para tanino (Solereder 1908; Metcalfe & Chalk,1950).

Nos representantes da tribo Paullinieae diversos tipos de estruturas secretoras tém sido
mencionados. Laticiferos associados aos feixes vasculares foram citados para os foliolos de
Serjania dumicola(Acevedo—Rodriguez, 1993), e para as folhas e¢ frutos de Paullinia
(Radlkofer, 1892—-1900), a presenca de latex em Paullinia também foi mencionada por
Milanez (1959), Areia et al (1971), Croat (1976). Idioblastos taniferos e canais secretores sao
muito comuns no cortex dos caules de muitas espécies de Serjania (Acevedo—Rodriguez,
1993). Entretanto, estes estudos sdo baseados apenas em observagdes morfoldgicas, ndo
havendo uma caracterizagao anatomica.

Algumas espécies de Paullinia apresentam glandulas nas margens dos foliolos que
exsudam uma substancia doce (Somner, 2001), em Serjaniaestas glandulas também estdo
presentes e a secrecdo ¢ frequentemente coletada por formigas (Acevedo—Rodriguez, 1993).
Nestas espécies essas glandulas tém sido denominadas de nectarios, igualmente sem uma
caracterizagdo anatomica para respaldar esta inferéncia.

Tricomas secretores multicelulares foram descritos em Paullinia cupanavar. sorbilis
(Areia, 1966; Arcia et al., 1973), Paullinia carpopodeaFerraz & Costa 1985), Paullinia
barbadensisP. coriaceaP. fuscensis, P. micranthaP. plumieri P. racemosaP. revoluta P.
rufencesP. thalictrifolia, P. uloptera P. vespertilio(Somner, 2001), em Serjania(Acevedo—
Rodriguez, 1993). Entretanto, ndo foram encontradas referéncias quanto a ontogenia e
histoquimica destes tricomas.

Estruturas secretoras sdo responsaveis pela producdo de um grande numero de
substancias que desempenham diferentes fungdes nas plantas como defesa contra a herbivoria,
atracdo de polinizadores e participagdo, em alguns casos, na interagao das plantas com outras
plantas. Outras substancias tém estimulado o interesse comercial e medicinal (Fahn, 1979).
Desta forma, a caracterizagdo das estruturas secretoras, bem como a compreensao da biologia

das secregOes vegetais tem recebido atengdo dos pesquisadores de diferentes areas.



Paullinia rubiginosa ocorre em varios paises da América do Sul e no Brasil
principalmente na mata atlantica tendo sido registrada para os estados de Sdo Paulo, Minas
Gerais, Espirito Santo e¢ Bahia (Radlkofer, 1892—-1900). Apresenta folhas compostas, com
cinco foliolos oblongos de apice acuminado e margem denteada (fig. 1). Na descricdo da
espécie foi mencionada a ocorréncia de tricomas secretores ¢ a producao de latex (Radlkofer,
1892-1900). Tais observacdes foram feitas com base em anélise da morfologia externa, nao
tendo sido encontradas referéncias quanto a caracterizacdo dos tricomas secretores nem das
estruturas secretoras de latex.

O latex ¢ uma emulsdo contendo varias particulas em suspensdo, como o6leos, resinas,
ceras ¢ borracha, dispersas num liquido que pode conter mucilagem, carboidratos, acidos
organicos ions minerais e enzimas proteoliticas (Fahn, 1979). Esta secre¢do pode bloquear
ferimentos, tendo papel relevante na defesa contra microrganismos, e reduzir a herbivoria. O
latex é produzido por laticiferos, que correspondem a células ou conjunto de células
conectadas, em alguns casos podem formar sistemas que permeiam varios tecidos do corpo da
planta (Evert, 2006). Os laticiferos podem ser classificados em nao articulados ou articulados.
Os ndo articulados sdo formados por células isoladas que tém crescimento indeterminado,
podem se ramificar ou ndo. Os laticiferos articulados consistem de fileiras de células,
ramificados ou nao, e geralmente mantém suas paredes terminais integras (Evert, 2006). As
caracteristicas morfolégicas dos laticiferos e quimicas do latex podem ser utilizadas como
carater taxondmico devido a provavel origem polifilética dos laticiferos articulados e ndo
articulados (Mahlberg, 1993).

Tricomas secretores ou glandulares sdo apéndices epidérmicos que podem apresentar
as mais variadas formas e numero variado de células e, além disso, secretam substincias da
natureza quimica diversa e complexa. A fungdo dos tricomas secretores estd relacionada com
o carater quimico da substancia secretada, e eles podem proporcionar defesa e protecdo para
as plantas, além de atuar na atragdo de polinizadores ou eliminar secre¢do salina em plantas
halofitas (Evert, 2006), dentre outras fungoes.

Em observacdes realizadas em campo, foi visualizada uma pequena quantidade de
secre¢do exsudando da margem dos foliolos jovens de Paullinia rubiginosao que sugere uma
natureza secretora para os dentes da margem. Aparentemente, estes dentes correspondem ao
que foi denominado, na descricdo taxondmica da espécie, como um prolongamento das
nervuras laterais que ultrapassa a margem dos foliolos (Radlkofer, 1892—1900). A natureza
secretora destes dentes ¢ sua descri¢ao anatomica nao foram relatadas na literatura.

Dentes foliares que apresentam atividade secretora foram observados em diversas
familias botanicas e caracterizados como estruturas distintas, conforme o produto secretado.
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Em alguns casos eles correspondem a nectarios, que sdo estruturas secretoras de néctar e por
ocorrerem em Orgaos vegetativos sao classificados como extraflorais (Fahn, 1979). Em outros
casos, hidatddios foram relatados na margem das folhas, estes diferem dos nectérios
principalmente por secretarem 4gua na forma liquida (gutagdo) e por serem vascularizados
exclusivamente por xilema, enquanto os nectarios por xilema e floema (Fahn, 1979, Evert et
al. 2006). Estruturas secretoras de resina também podem ter esta mesma distribuigdo
topografica, como no caso dos dentes salicoides em diferentes espécies de Popolus
(Salicaceae) que secretam resina e néctar (Curtis & Lersten, 1974, 1978, 1980).

Nectarios extraflorais foram descritos para Guarea macrophylla(Morellato &
Oliveira, 1994) pertencente a familia Meliaceae que compde a ordem Sapindales. Como ja foi
relatada a presenca de nectarios extraflorais em Paullinia e Serjanig a confirmagao da
presenga de nectarios nos dentes dos foliolos de Paulina rubiginosapode significar uma
proximidade filogenética entre as familias Meliaceae e Sapindaceae. No entanto, sdo
necessarios estudos anatdmicos com outras espécies de Paullinia ¢ outros géneros de
Sapindaceae para confirmacdo desta hipotese. Os componentes principais do néctar sdo
sacarose, glicose e frutose nas mais variadas concentragdes, entretanto, diversas outras
substancias e ions podem estar presentes (Fahn, 1979; Baker & Baker, 1983). Os nectarios
extraflorais sdo comumente visitados por insetos que conferem prote¢ao a planta contra o
ataque de herbivoros (Janzen, 1966; Oliveira, 1997).

O presente trabalho tem por objetivo geral investigar a ocorréncia de estruturas
secretoras nos Orgdos vegetativos aéreos de Paullinia rubiginosa descrevendo-as e
identificando as principais classes de metabolitos secretados por estas estruturas. O trabalho
serd apresentado em trés capitulos, capitulo I, Ontogénese e histoquimica dos laticiferos e
idioblastos de Paullinia rubiginosaCambess. (Sapindaceae), o qual foi redigido conforme as
normas da revista Annals of Botanycapitulo II, Ontogénese e histoquimica dos tricomas
secretores de Paullinia rubiginosaCambess. (Sapindaceae), conforme as normas do periddico
Botany e o capitulo III, Anatomia das glandulas das margens dos foliolos de Paullinia

rubiginosaCambess. (Sapindaceae), de acordo com a revista American Journal of Botany



Fig. 1. Paullinia rubiginosa(Sapindaceae). (A) Vista geral no campo: habito trepador. (B)

Detalhe do ramo com uma folha e frutos maduros e sementes negras com sarcostesta branca.
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CAPITULO |

Ontogénese e histoquimica dos laticiferos e idioblastos de Paullinia rubiginosa

Cambess. (Sapindaceae)

RESUMO

As descrigdes do género Paullinia citam a presenga de uma secre¢do semelhante ao
latex, no entanto, nao foi encontrado nenhum trabalho anatomico das estruturas responsaveis
por esta secrecdo. A presenca de idioblastos contendo tanino ¢ relatada para a familia
Sapindaceae em géneros nao tropicais, ¢ no género Serjania O presente trabalho tem por
objetivos descrever o desenvolvimento dos laticiferos e idioblastos, bem como elucidar a
natureza quimica da secre¢do produzida. Os laticiferos se localizam no cortex e por entre as
células do floema do caule; nas folhas estdo presentes no mesofilo, no cortex e floema da
nervura mediana, da raque e do peciolo. Sdo do tipo articulado e originados da atividade do
meristema fundamental e/ou do procambio. Os laticiferos possuem paredes pectocelulosicas,
cuja espessura nao difere das células adjacentes. A secrecdo dos laticiferos ¢ constituida por
emulsdo complexa de substincias de cardter lipofilico, contendo lipidios neutros, 6leo
essencial, esterdides, borracha, além de alcaldides. Os idioblastos se localizam na epiderme,
cortex e floema do caule e da raque e peciolo das folhas, secretam exclusivamente compostos
fendlicos, em especial taninos, que se depositam uniformemente no vactiolo ou se condensam
em gotas na periferia do vacuolo. A presenca de laticiferos e idioblastos taniferos em P.
rubiginosapode conferir valor adaptativo devido a protegdo contra herbivoros e patogenos,
pela presenca de compostos com atividade bioldgica como alcaldides, terpenos, esterois e
tanino. Este se constitui no primeiro trabalho que caracteriza os laticiferos e descreve

histoquimicamente a natureza do latex em uma espécie de Sapindaceae.



INTRODUCAO

Paullinia L., juntamente com Serjania ¢ um dos maiores géneros da familia
Sapindaceae, apresentando aproximadamente 200 espécies (Somner, 2001), pertence a tribo
Paullinieae, juntamente com os géneros Cardiospermum Houssayanthuys Serjania
Lophostigma: Urvillea (Acevedo—Rodriguez, 1993).

Uma caracteristica universalmente citada nas descrigdes do género Paullinia ¢ a
presenga de uma secrecdo semelhante ao latex em folhas e frutos (Radlkofer, 1892—-1900). A
presenga de latex em Paullinia também foi observada por Milanez (1959) e Areia (1971) em
estudos anatomicos do fruto do guarand, e Croat (1976) em estudos taxondmicos de espécies
da flora do Panama. Na tribo Paullinieae laticiferos associados aos feixes vasculares foram
registrados para os foliolos de Serjania dumicolae idioblastos taniferos foram observados no
cortex dos caules de muitas espécies de Serjania(Acevedo—Rodriguez, 1993). Apesar das
descrigdes sobre o género Paullinia citarem a presenca de latex, ndo foram encontradas
referéncias sobre anatomia dos laticiferos.

Laticiferos sdo células ou conjunto de células conectadas que secretam latex, podendo
ocorrer em varios tecidos do corpo da planta (Evert, 2006). O latex é o proprio protoplasto do
laticifero o qual possui pequenas particulas em suspensdao como Oleos, resinas, ceras €
borracha, dispersas num liquido que pode conter mucilagem, carboidratos, dcidos organicos,
ions minerais e enzimas proteoliticas (Fahn, 1979). Com base na sua origem, os laticiferos sao
classificados em articulados e ndo articulados (Evert, 2006). Os laticiferos ndo articulados
desenvolvem-se a partir de uma tUnica célula que sofre consideravel alongamento e pode se
ramificar durante o desenvolvimento do tecido. Os articulados consistem de uma série de
células, ramificadas ou ndo, que sdo geralmente alongadas. Neste tipo de laticiferos as paredes
terminais podem se tornar porosas ou sofrerem lise completa (Fahn, 1979). Quando ocorre a
dissolugdo completa das paredes, o sistema de laticiferos resultante ¢ muito semelhante ao
tipo ndo articulado (Metcalfe, 1967). Alguns laticiferos articulados formam anastomoses
laterais com série de células semelhantes, constituindo uma estrutura reticular denominada de
laticiferos articulados anastomosados; os lactiferos em que n3o ocorre anastomose sao
denominados laticiferos articulados nao anastomosados (Evert, 2006). A provavel origem
polifilética dos laticiferos articulados e ndo articulados confere uma potencial aplicacdo de
suas caracteristicas morfoldgicas como carater taxonémico (Mahlberg, 1993).

O latex apresenta papel importante na defesa quimica das plantas contra herbivoros e
microorganismos e/ou resisténcia a doencgas, podendo bloquear ferimentos (Dussourd, 1999;
Konno et al, 2004), aumentando o sucesso adaptativo da espécie; pode ser encontrado em

ervas, incluindo suculentas e plantas aquaticas, bem como em arvores, arbustos e lianas
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(Metcalfe, 1967). Alguns constituintes do latex té consideravel importancia econdmica, como
por exemplo, os alcaldides presentes no Opio, a borracha natural, dentre outros produtos
(Pickard, 2008).

Idioblastos sdo células que diferem das demais por apresentar forma, tamanho ou
conteudo distinto das outras células do tecido. Os idioblastos podem secretar uma infinidade
de compostos como oOleo, resina, mucilagem, tanino. Dentre os compostos fendlicos
produzidos por plantas, os taninos sdo aparentemente a classe mais estudada devido ao seu
significado biologico (Salatino et al, 1993). Os taninos sdo polifendis, encontrados em
grande numero de plantas, hidrossoluveis e soliveis em solventes polares capazes de
precipitar proteinas (Hartish & Kolodziej, 1997). A precipitagdo de proteinas ¢ base de
algumas de suas propriedades biologicas tais como substancias alelopaticas (Khan & Hungar,
1986), de protecao contra patogenos (Hagerman & Bluter, 1989) e redugdo da herbivoria por
conferir adstringéncia a muitos frutos e plantas em geral (Swain, 1979).

O presente trabalho tem por objetivos identificar o sitio de secrecdo da substancia
semelhante ao latex e caracterizar os idioblastos secretores de Paullinia rubiginosa desde os
estadios iniciais do desenvolvimento até a fase secretora, além de elucidar a natureza quimica

da secre¢do produzida pelos idioblastos e laticiferos.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e coleta das amostras

Paullinia rubiginosaCambess. (Sapindaceae) ocorre em regides de mata atlantica,
sendo representativa na regido de Vigosa. Caminhadas aleatérias foram realizadas pelas
trilhas da Mata da Biologia, situada no campusda Universidade Federal de Vigosa (UFV) e
localizados treze individuos que cresciam em hdabito trepador, em populacdes naturais, dos
quais foram retiradas as amostras para o estudo estrutural. A Mata da Biologia ¢ um
fragmento de Floresta Estacional Semidecidua Montana (Veloso et al, 1991) ¢ encontra-se a
uma altitude de 650 m, nas coordenadas 20°45°S e 42°51°W, na Zona da Mata do Estado de
Minas Gerais.

Para o estudo estrutural, ontogenético e histoquimico, amostras foram coletadas do
apice caulinar, folhas jovens do primeiro no, contados a partir do apice, folhas jovens do
segundo e terceiro nos, folhas adultas do quarto e quinto nos e caule jovem, na regido do
entre-nd logo abaixo do dpice vegetativo. Ramos férteis foram coletados para a produgdo de
exsicatas que foram depositadas no Herbario VIC, do Departamento de Biologia Vegetal, da

Universidade Federal de Vigosa sob os numeros 32.629 e 32.630.
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Ontogénese e histoquimica

Para a andlise ontogenética, apices caulinares, foliolos do primeiro né inteiros, a
regido mediana de foliolos do segundo e terceiro nos e a regido mediana de foliolos adultos do
quarto e quinto nos foram fixados em solucdo de glutaraldeido 2% em tampao fosfato de
sodio de Sorenson 0,1 M pH 7,2 (Gabriel, 1982), desidratados em série etilica e incluidos em
metacrilato (Historesin, Leica Instruments). Cortes paradérmicos, transversais e longitudinais
seriados, de 4 e 5 um de espessura, foram obtidos com auxilio de microtomo rotativo com
avanco automatico (RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA). Os cortes foram
corados com azul de toluidina em pH 4,4 (O'Brien ¢ McCully, 1981) e as laminas, montadas
com resina sintética (Permount-Fisher).

Amostras do segundo e terceiro nos foram utilizadas para os testes histoquimicos.
Secgdes longitudinais foram obtidas da regido mediana do foliolo, raque e peciolo em
micrétomo de mesa (LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e Importacio LTDA, Belo
Horizonte, Brasil) ou a mao livre e as laminas montadas em gelatina glicerinada. As
principais classes de metabdlitos investigadas estdo descritas na tabela 1. Sec¢des controle
foram realizadas simultaneamente, de acordo com as recomendag¢des dos respectivos autores.
Os testes foram realizados no mesmo dia da coleta, com as amostras frescas.

Para deteccao de compostos fendlicos, amostras da regido mediana do foliolo do
terceiro e quarto nos e do caule foram fixadas em SFF (solugdo de sulfato ferroso, formalina,
9:1 v/v) por 48 horas (Johansen, 1940). O material foi submetido a vacuo em dessecador
durante o processo de fixacdo, e depois de desidratado em série etilica, foi armazenado em
etanol 70%. Amostras foram incluidas em parafina histologica com DMSO (Histosec/Merck)
utilizando-se série butilica para a desidratagdo (Johansen, 1940). Cortes transversais e
longitudinais foram obtidos (com 7 e 10 um de espessura) com o auxilio de micrétomo
rotativo (820 Spencer, American Optical Corporation, Massachusetts, Estados Unidos). As
laminas foram montadas com resina sintética (Permount- Fisher). O controle foi realizado
com solugdo extrativa composta por metanol/cloroformio/agua/HCl (66:33:4:1 v/v, High,
1948). As amostras foram submetidas a essa solu¢cdo por um periodo de 48 horas em
temperatura ambiente, logo em seguida fixadas em SFF e submetidas ao mesmo tratamento
das demais pegas.

As observagoes e a documentagao fotografica foram realizadas em microscopio de luz
(AX70TRF, Olympus Optical, Téquio, Japao) equipado com sistema U-Photo e recurso para
epifluorescéncia. A lampada de vapor de merctrio utilizada foi a HBO 50W e o filtro para luz

ultra-violeta.
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Tabela 1- Relacao dos testes histoquimicos realizados para identificagdo dos principais
metabolitos secretados pelos laticiferos e idioblastos das folhas de Paullinia rubiginosa

(Sapindaceae)

Grupos de Metabolitos

Reagente

Lipidios Lipidios totais Negro de Suddo B (Pearse, 1980)
Vermelho Neutro* (Kirk, 1970)
Lipidios 4cidos e neutros Sulfato Azul do Nilo (Cain, 1947)
Acidos graxos Acetato de Cobre/Acido Rubeanico (Ganter &
Jollés, 1969)
Terpendides Oleos essenciais e oleoresinas Reagente de Nadi (David & Carde, 1964)

Esteroides

Lactonas sesquiterpénicas
Terpendides com grupo carbonila

Borracha

Tricloreto de Antiménio (Hardman & Sofowora,
1972; Mace et al, 1974)

Acido Sulfarico (Geissman & Griffin, 1971)
2,4-Dinitrofenilhidrazina (Ganter & Jollés, 1969)

Oleo Vermelho (Jayabalan & Shah, 1986)
Cloreto de Dansila (Jayabalan & Shah, 1986)

Compostos fendlicos

Compostos fenolicos totais

Taninos
Ligninas
Flavonoides

Agliconas flavondlicas

Dicromato de Potassio (Gabe, 1968)

Cloreto de ferro III (Johansen, 1940)

Vanilina Cloridrica (Mace & Howell, 1974)
Floroglucinol (Johansen, 1940)

Cloreto de Aluminio* (Charriere-Ladreix, 1976)
Reagente de Wilson* (Charriére-Ladreix, 1976)

Composto nitrogenado

Alcaldides

Reagente de Wagner (Furr & Mahlberg, 1981)
Reagente de Dittmar (Furr & Mahlberg, 1981)

Polissacarideos Polissacarideos neutros PAS (McManus, 1948)
Amido Lugol (Jensen, 1962)
Pectinas Vermelho de Ruténio (Johansen, 1940)
Calose Azul de Anilina (Smith & McCully, 1978)
Mucopolissacarideos acidos Azul de Alcido (Pearse, 1980)
Mucilagens Acido Tanico/Cloreto de Ferro III (Pizzolato, 1977)
Proteinas Proteinas totais Pounceau de Xilidina (XP) (O'Brien & McCully,

1981)

* Inducao de Fluorescéncia

Laticiferos

RESULTADOS

Os laticiferos de Paullinia rubiginosa estdao presentes nos oOrgdos vegetativos

analisados. Nas folhas, foram visualizados no mesofilo (fig. 1A e 1B), no coértex e na medula

da nervura mediana do foliolo e no cortex, medula e por entre as células do floema (fig. 1C e

1D) do peciolo. No caule, ocorrem no cortex, por entre as células do floema e na medula.
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Os laticiferos se diferenciam precocemente (fig. 2). Laticiferos diferenciados contendo
secrecdo sdo visualizados nos primoérdios foliolares, onde os demais tecidos encontram-se
indiferenciados (fig. 2A). Seu desenvolvimento inicia com células originadas do meristema
fundamental ou procdmbio, que podem ser reconhecidas por serem um pouco maiores que as
células circunvizinhas (fig. 2B), possuem nucleo relativamente grande com cromatina
descondensada e nucléolo evidente, citoplasma denso, poucos e pequenos vacuolos. Os
vacuolos se expandem gradativamente (fig. 2D), e se fundem (figs. 2E e 2F). Com a expansdo
dos vacuolos, o citoplasma assume posi¢ao parietal (figs. 2E, 2F, 2G) e o nucleo permanece
no poélo equatorial da célula (fig. 2G).

Durante o desenvolvimento do laticifero, verifica-se um alongamento acompanhando
o eixo longitudinal da planta (figs. 2A, 2G e 3A). Neste estadio, o laticifero, embora se
encontre em desenvolvimento, ainda exibe capacidade de divisdo (figs. 3B, 3C e 3D). A
ocorréncia de divisdes anticlinais culmina com a formagdo de fileiras de células laticiferas
longitudinalmente arranjadas (fig. 2A). Desta forma, os laticiferos sdao originados de células
meristematicas e a divisdo anticlinal das células laticiferas em desenvolvimento, aumenta o
comprimento do laticifero pelo aumento no nimero de células.

Os laticiferos de Paullinia rubiginosasao articulados e mantém as paredes terminais
na fase final do desenvolvimento, ndo ocorrendo nenhum tipo de dissolu¢do mesmo quando
diferenciado (figs. 2A e 2G, 3A e 3C). Nao foi verificada anastomose, tampouco ramificacdes
nos laticiferos, os quais sdo constituidos de fileiras unisseriadas de células (fig. 2A). Suas
paredes apresentam aproximadamente a mesma espessura das células parenquimaticas
adjacentes, ¢ sdo de natureza pectocelulésica, sem deposicao de calose, suberina ou lignina,
conforme verificado pelos resultados dos testes histoquimicos aplicados (tabela 2).

Em todos os estadios de desenvolvimento, os laticiferos sdo estruturalmente
diferenciados das células vizinhas por sua forma alongada e didmetro maior (figs. 1, 2 e 3).

Durante as coletas em campo foi possivel verificar o extravasamento de uma secrecao
de coloragdo branca, consisténcia viscosa € que coagula quando em contato com o ar. Essa
secrecdo corresponde ao latex.

Na caracterizagdo histoquimica dos laticiferos (tabela 2), verificou-se reagdo negativa
para polissacarideos, proteinas e compostos fendlicos, e reagdo positiva para compostos
lipofilicos e alcaldides. Os dois testes para lipidios totais aplicados foram positivos: Negro de
Sudao B (ndo documentado) e a coloragdo esverdeada fluorescente do Vermelho Neutro (fig.
4D). A coloragdo rosa resultante da reagcdo ao Sulfato Azul do Nilo demonstra que os lipidios
sdo acidos (figs. 4B e 4C). O Reagente de Nadi (figs. 4E e 4F) evidenciou o6leo essencial
enquanto os reagentes: Oleo Vermelho (figs. 4G e 4H) e Cloreto de Dansila (fig. 4I)
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demonstraram a presenca de particulas de borracha sob luz branca e UV, respectivamente, as
particulas apresentaram coloragdo vermelha no teste com Oleo Vermelho e fluorescéncia
branca no teste com Cloreto de Dansila. Esteroides foram evidenciados pela coloragdo
alaranjada no teste com Tricloreto de Antimonio (Fig. 4J). Os dois testes para verificar a
presenga de alcaldides foram positivos sendo visualizados pela coloragdo castanho-escura

resultante dos Reagentes de Wagner (fig. 4K) e Dittmar (fig. 4L).

Idioblastos

Os idioblastos de Paullinia rubiginosaestao presentes nos 6rgaos analisados. Foram
visualizados na epiderme, no parénquima cortical ¢ no floema do caule e da folha (ldmina
foliolar, raque e peciolo) (fig. 5). Os idioblastos associados ao floema sd3o menores que os
originados do meristema fundamental (fig. 5B-C). A secre¢do ocupa todo o vacuolo de forma
uniforme ou apresenta-se em forma de gotas aglomeradas na periferia do vactiolo (fig. 5D).

Os idioblastos se diferenciam precocemente, semelhante ao descrito para os laticiferos.
Estas estruturas secretoras podem ser visualizadas lado a lado, e ambas encontram-se em fase
secretora ja no apice caulinar (fig. 6A). Os idioblastos tém origem de células da protoderme,
do meristema fundamental e do procambio, sendo que as células que originardo os idioblastos
sdo menores que as células-mae dos laticiferos. Durante o desenvolvimento dos idioblastos,
os vacuolos se expandem e se fundem, comprimindo o nucleo e o citoplasma na periferia da
célula (figs. 6C, 6D e 6E). A secre¢do produzida pelo idioblasto se acumula no interior dos
vacuolos e pode facilmente ser identificada pela coloragdo verde em cortes submetidos ao
azul de toluidina (fig. 6).

Os idioblastos apresentam paredes primarias, sem deposi¢do de compostos lipidicos
ou lignina, e tamanho semelhante ao das células circunvizinhas, sendo possivel o seu
reconhecimento gragas a presenca da secrecdo (figs. 5 e 6). O desenvolvimento dos
idioblastos ¢ assincronico, uma vez que foram visualizados idioblastos totalmente
diferenciados nas proximidades de outros em fase inicial de desenvolvimento (fig. 6M). Os
idioblastos, da mesma forma que os laticiferos, exibem capacidade de divisao celular mesmo
em fase de diferenciacdo (figs. 6H, 6I), apresentam um rdpido desenvolvimento, exibindo
atividade secretora (figs. 6J e 6L) logo apds a divisao.

Na analise dos testes histoquimicos (tabela 2), verificou-se reagdo positiva somente
para compostos fendlicos através dos testes com o reagente dicromato de potassio (figs. 7A e
7B) e cloreto de ferro III (ndo documentado). Por intermédio do teste com Vanilina
Cloridrica, cuja reacdo foi positiva, identificando varias gotas vermelho-claras no interior dos

idioblastos, obteve-se a confirmacao de se tratam de idioblastos taniferos (fig. 7C).
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Tabela 2- Caracterizagdo histoquimica dos laticiferos e idioblastos presentes na folhas de

Paullinia rubiginosa(Sapindaceae)

Grupo de compostos Teste Laticiferos Idioblastos

Lipidios Negro de Sudao B + -
Vermelho Neutro + Fig. 4D -
Sulfato Azul do Nilo + Figs. 4B ¢ 4C -
Acetato de Cobre/ Acido - -

Rubeanico
Terpenoides Reagente de Nadi + Figs. 4E e 4F -
Tricloreto de Antimonio + Fig. 4] -

Acido Sufurico - -
2.,4-Dinitrofenilhidrazina -
Oleo Vermelho + Figs. 4G e 4H -
Cloreto de Dansila + Fig. 41 -

Compostos Fenolicos Dicromato de potéssio - + Figs. 7A e 7B
Cloreto de Ferro 111 - +
Vanilina cloridrica - +

Floroglucinol - -

Cloreto de Aluminio - -

Reagente de Wilson - -

Fig. 7C

Alcaloides Reagente de Wagner + Fig. 4K -
Reagente de Dittmar + Fig. 4L -

Polissacaridios PAS - -
Lugol - -
Vermelho de Ruténio - -
Azul de Anilina - -
Azul de Alciao - -
Acido Tanico/Cloreto de Ferro 111 - -

Proteinas Totais Ponceau de Xilidina - -

(+) reagdo positiva; (-) reagdo negativa
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Fig. 1. Laticiferos em folhas adultas de Paullinia rubiginosa(A e C) Cortes transversais. (B
e D) Cortes longitudinais. (A e B) Laticiferos associados ao floema e no mesofilo do foliolo.
(C e D) Laticiferos no cortex do peciolo e associados ao floema, respectivamente.
Abreviaturas: bt- base de um tricoma tector, co- cortex, ep- epiderme, fl- floema, fi- fibras, la-
laticifero, pl- parénquima lacunoso, pp- parénquima palicadico, xi- xilema. Barras B= 25 um,
A, Ce D=50 um.
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Fig. 2. Ontogenia dos laticiferos de Paullinia rubiginosa (A ¢ G) Vista geral e detalhe dos
laticiferos em foliolos jovens, respectivamente (corte paradérmico). (B-F) Corte longitudinal
do &pice caulinar evidenciando o desenvolvimento do laticifero no primordio foliolar. (B)
Célula-mae de laticifero. (C-D) Aumento do volume dos vacuolos. (D-F) Expansao do
vactiolo comprimindo o citoplasma pra a periferia da célula. (G) Detalhe do laticifero.
Abreviaturas: pr- protoderme, setas largas- vacuolo, setas pretas- nilicleo, setas brancas-
citoplasma, asterisco- parede terminal do laticifero. Barras A= 150 um, B-G= 50 pum.
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Fig. 3. Laticiferos de Paullinia rubiginosa no foliolo jovem (cortes paradérmicos). (A)
Laticifero com ntcleo volumoso e varios nucléolos. (B-D) Células laticiferas em divisao
celular. (D) Detalhe da placa celular. Abreviaturas: la- laticifero, me- metafase, nc- nucléolo,
nu, nucleo, pc- placa celular, te- telofase. Barras 30 pm.
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Fig. 4. Testes histoquimicos dos laticiferos em folhas de Paullinia rubiginosa(A, B, E, G, I ¢
K) Cortes longitudinais. (C, D, F, H, J e L) Cortes transversais. (A) Laticifero ndo submetido
a reagente - branco. (B) Teste com Vermelho Neutro evidenciando lipidios gerais sob luz UV.
(C-D) Reagao com o Sulfato Azul do Nilo ilustrando as gotas de lipidios acidos. (E-F) Teste
com o Reagente de Nadi demostrando a presenca de o6leo essencial. (G-H) Teste com o
reagente Oil Red mostrando as particulas de borracha. (I) Reagdo com o Cloreto de Dansila
evidenciando particula de borracha sob luz UV. (J) Reacdo com Tricloreto de Antimonio
detectando esteroides. (K-L) Reagdo positiva para alcaldides no teste com Reagente de
Wagner e Dittmar (setas brancas), respectivamente. Barras A, B, E, G= 10 um; D= 30 um; F
e H- K= 15 pm; L= 60 pum.
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Fig. 5. Idioblastos taniferos no caule e folha adultos de Paullinia rubiginosa (cortes
transversais). (A) Idioblastos no caule fixado com SFF e evidenciado pelo conteudo negro.
(B) Idioblastos na epiderme e cortex do peciolo. (C) Idioblastos associados ao floema do
peciolo. (D) Idioblastos associados ao floema do peciolo mostrando secrecao uniforme e
secrecao em forma de gotas aglomeradas na periferia do vactiolo. Abreviaturas: co- cortex,
ep- epiderme, fl- floema, fi- fibras, xi- xilema, asterisco- idioblastos do floema com secre¢ao
acumulada na periferia da célula, seta preta- idioblastos. Barras 30 um.
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Fig. 6. Ontogenia dos idioblastos de Paullinia rubiginosa no apice caulinar (corte
longitudinal). (A) Apice caulinar com vista geral dos idioblastos (id) e laticiferos (*). (B-G)
Desenvolvimento do idioblasto. (B) Célula-mae de idioblasto. (C-E) Expansdo dos vacuolos.
(F-G) Citoplasma parietal, presenca de secre¢do no vacuolo. (H-L) Idioblastos em divisdo
celular. (M) Vista geral da do desenvolvimento assincronico dos idioblastos. Setas largas-
vacuolo, setas pretas- citoplasma, setas brancas- nucleo, estrelas brancas- idioblastos
maduros, estrelas pretas- idioblastos em desenvolvimento. Barras A= 150 um; B-K= 10 pm,
L=20 pm.
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Fig. 7. Nervura mediana do foliolo de Paullinia rubiginosa (Sapindaceae). Testes
histoquimicos. (A) Corte transversal. (B-C) Cortes longitudinais. (A-B) Compostos fendlicos
evidenciados pelo teste com o reagente Dicromato de Potassio. (C) Deteccdo de tanino
mediante reacdo com Vanilina Cloridrica. Asterisco- laticiferos, setas- idioblastos. Barras
A=100 pm; B= 30 um; C= 15 pum.
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DISCUSSAO

Laticiferos

Nas descrigoes taxonomicas, o género Paullinia ¢ citado como lactescente, pela
observagdo da liberagdo de um exsudado de cor branca em cortes de folhas, caules e frutos
frescos (Radlkofer, 1892-1900). Trabalhos de anatomia tém enfatizado a presenca de
laticiferos em diversas espécies de Paullinia, tais como, a presenga de latex em foliolos e
frutos do guarana (Paullinia cupanavar. sorbilis) (Areia, 1971; Milanez, 1959). Somner
(2001) relata a presenca de latex em Paullinia racemosaP. revolutae P. weinmanniaefolia
A presenca de laticiferos também foi citada em Serjania dumicola(Acevedo—Rodriguez,
1993), cujo género ¢ estreitamente relacionado a Paullinia. Estes trabalhos, entretanto, se
limitam em citar a presenca desta estrutura, sem, contudo, esclarecer a sua estrutura
anatOmica ¢ a caracteriza¢do do tipo de laticifero, como foi feito para Paullinia rubiginosa
neste trabalho. Estes resultados indicam a necessidade de estudos complementares em outros
representantes da tribo Paullinieae para se averiguar a importincia deste pardmetro para
analises taxondmicas e filogenéticas.

Os laticiferos de Paullinia rubiginosa sdo do tipo articulado ¢ como ndo foram
encontradas descri¢oes do tipo de laticifero para outros representantes do género, tampouco
para a familia, ndo ¢ possivel avaliar o significado filogenético da presenca de laticiferos
articulados. A provavel origem polifilética dos laticiferos articulados e nao articulados
confere uma potencial aplicagdo de suas caracteristicas morfologicas como carater
taxondmico (Mahlberg, 1993), sendo necessaria a verificagdo da presenca de laticiferos e sua
classificagdo morfologica, em outras espécies de Sapindaceae, em especial na tribo
Paullinieae. Este tipo de laticifero foi citado para representantes de muitas familias nado
relacionadas com as Sapindaceae, como Asteraceac, Campanulaceae, Caricaceae,
Convolvulaceae, Euphorbiaceae (em poucas espécies), Nymphaeceae, Papaveraceae,
Sapotaceae (Metcalfe & Chalk, 1983). Cabe ressaltar que nesta mesma obra, onde foi
apresentada uma listagem das familias que possuem espécies lactescentes, ndo hd mengdo a
familia Sapindaceae.

Nao ha davidas quanto a classificagdo dos laticiferos de Paullinia rubiginosa pois nao
ha dissolucdo das paredes terminais no laticifero adulto, permanecendo as fileiras unisseriadas
e articuladas, como ocorre em algumas espécies de Apocynaceae (Demarco et al, 2006;
Lopes et al, 2009).

A formagdo precoce dos laticiferos em Paullinia rubiginosa no meristema apical
(procambio e meristema fundamental), e o continuo acréscimo de células no sistema laticifero

em formacdo, através de divisdes das células laticiferas unicamente no plano anticlinal, ja
24



foram relatados na literatura para a familia Apocynaceae (Murugan & Inamdar 1987;
Demarco et al 2006; Lopes et al, 2009).

Conforme exposto por Fahn (1979), as paredes dos laticiferos podem ser tdo finas
quanto as paredes das células parenquimaticas ou mais espessas, sendo muito hidratadas e
contendo uma grande propor¢ao de substancias pécticas e hemiceluloses. As paredes dos
laticiferos de Paullinia rubiginosasao delgadas, pectoceluldsicas, sem deposigdo de calose ou
lignina, sua espessura nao difere das demais células adjacentes, e a composi¢do ndo variou ao
longo do seu desenvolvimento.

O latex produzido pelos laticiferos de Paullinia rubiginosaapresenta composi¢ao
quimica complexa e diversa. Dentre os constituintes identificados pelos testes histoquimicos,
destacam-se os alcaldides e a borracha, que sdo comuns no latex produzidos por espécies
vegetais taxonomicamente ndo relacionadas como em Papaver somniferuniPapaveraceac)
cujo latex ¢é rico em alcaloides opiaceaos (Kutchan et al, 1985) e¢ Hevea brasiliensis
(Euphorbiaceae) cujo latex € rico em borracha (Kush, 1994).

A verificagdo de esterdides em Paullinia rubiginosa indica que os laticiferos
correspondem ao sitio de secre¢do ou actimulo destes compostos. Este resultado ¢
interessante, uma vez que a presenga de esterodides no género Paullinia ja foi registrada para
extratos foliares de P. eleganscorrespondendo a uma mistura dos esterdides estigmasterol,
sitosterol, canferol, calicopteretina glicosilada, quiroinositol (Guimaraes, 2006). O esteroide
saponina, que apresenta propriedade antifingica e antimicrobiana (Agarwal & Rastogi, 1974),
também ja foi citado para a familia Sapindaceae no género Serjania(Hegnauer, 1963). Nas
familias Rutaceae, Meliaceae e Simaroubaceae, que compde a ordem Sapindales, algumas
espécies sao de interesse econdmico, pois produzem o esterdide limonoide. Em Meliaceae foi
extraido o limondide azadiracdina, que tem efeito inseticida e dissuasivo alimentar para
insetos (Harbone, 1989; Stone, 1992).

Os oOleos essenciais, também identificados como constituinte do latex de Paullinia
rubiginosa podem estar relacionados com a defesa contra patogenos (Siqui et al, 2000), por
exibirem propriedades antifingicas e antibacterianas (Bhavanani & Ballow, 1992).

O latex pode ter papel relevante na defesa quimica contra microrganismos, e reducdo
da herbivoria (Dussourd, 1999). Varios dos constituintes do latex de Paullinia rubiginosa
apresentam atividade biologica. Segundo Farrell et al. (1991), linhagens de plantas
lactescentes apresentam maior diversidade nos mais variados habitats, pela presenca de
laticiferos conferir maior valor adaptativo as plantas.

Os resultados obtidos sobre os constituintes do latex de Paullinia rubiginosa sao
promissores para estudos adicionais que avaliem o potencial econdomico dos produtos
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biologicamente ativos componentes do latex desta espécie. Alguns trabalhos tém sido
realizados com a atividade bioldgica de produtos extraidos de espécies da familia Sapindaceae
(Guimardes et al., 2001; Arruda et al, 2003; Silva et al, 2003; Fernandes et al, 2007,
Fernandes et al, 2008) no entanto, estes trabalhos sdo conduzidos a partir de extratos brutos
de orgdos vegetativos, a maioria deles de Magonia pubescens Sapindus saponariagem a
identificacdo da classe quimica de cada substancia, tampouco o sitio de produgdo destes

compostos.

Idioblastos

Idioblastos taniferos foram registrados em muitas familias como Crassulaceae,
Ericaceae, Fabaceae, Myrtaceae, Rosaceae, Vitaceae e ocorrem em plantas de diversos
ambientes (Evert, 2006). Para Sapindaceae, Solereder (1908) e Metcalfe & Chalk (1950)
relataram idioblastos taniferos em Stockiae Erythrophysa géneros exoticos, e Acevedo—
Rodriguez (1993) cita sua presenca em Serjania Em Paullinia, este é o primeiro registro
sobre a ocorréncia de idioblastos taniferos.

Os idioblastos sdo formados a partir de células iniciais protodérmicas, do meristema
fundamental, procdmbio e também a partir de idioblastos em diferenciag@o, constituindo outra
forma de producao de idioblastos. A diferenciagdo precoce € comum em estruturas secretoras
(Fahn, 1979), foi relatada também para outros tipos de idioblastos, tais como em Laurus
nobilis (Maron & Fahn 1979), Persea american@Platt-Aloia, 1983), Magnolia grandiflora
(Postek & Tucker, 1983), Liriodendron tulipifera(Mariani et al 1989) e Annona muricata
(Bakker & Gerritsen, 1990), cujos idioblastos ndo seguem os estadios ontogénicos dos 6rgaos
onde ocorrem. O desenvolvimento precoce e a localizacdo em varios o6rgaos talvez reflitam o
papel que os idioblastos taniferos desempenham na defesa das plantas.

A diferenca no aspecto da secre¢do que ocupa todo o vactiolo de forma uniforme ou
apresenta-se em forma de gotas aglomeradas na periferia do mesmo, pode ser um indicio da
presenca de diferentes classes de taninos compondo a secrecdo, ja que diferentes classes de
taninos sdo capazes de se complexar com proteinas, polissacarideos e outras macromoléculas
(Burns, 1971; Evert, 2006). O fato da secrecdo dos idioblastos ter apresentado resultado
positivo apenas para compostos fenolicos, comprova que o idioblasto ndo apresenta secre¢ao
mista, o que ¢ bastante comum de ocorrer, como observado para Spondias dulcisem que a
secregdo dos idioblastos ¢ composta por tanino e acidos graxos (Sant’Anna-Santos et al,
2006).

Taninos podem ter diversos efeitos sobre os sistemas biologicos por serem potenciais
quelantes de ions metdlicos, agentes precipitantes de proteina e antioxidantes. Por
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apresentarem variadas fung¢des bioldgicas, torna-se dificil estabelecer a exata fungdo
desempenhada pelos idioblastos taniferos. Aparentemente, a fungdo principal de taninos ¢ a
protecdo, a adstringéncia atua como um repelente para os herbivoros e um impedimento para
a invasdo de patdgenos, imobilizando enzimas extracelulares (Von Teichman & Van Wyk,
1994; Evert, 2006). Os taninos sdo toxicos para certos fungos (Rawlins, 1933) e virus, em
particular contra os virus CoxsackieB2 ¢ Herpes simpleXCorthout et al, 1991). Taninos
isolados de Magonia pubescengSapindaceae) apresentam atividade larvicida sobre Aedes
aegypti(Silva et al, 2004). Em virtude da grande variedade de fungdes apresentadas pelos
taninos, sdo necessarios estudos ecoldgicos futuros para uma melhor interpretagao do papel
destas estruturas secretoras na espécie P. rubiginosa

A ocorréncia de laticiferos e sua classificagdo morfologica devem ser investigadas na
familia Sapindaceae, para se averiguar a importdncia deste carater para as abordagens
taxondmicas na familia. A natureza complexa e quimicamente diversa da secre¢do dos
laticiferos pode representar uma vantagem adaptativa a espécie por conter substancias que
apresentam atividade bioldgica como 6leo essencial, alcaldides, esterdides, além dos taninos

em idioblastos taniferos, que podem conferir prote¢do contra herbivoros e patdgenos.
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CAPITULO I

Ontogénese e histoquimica dos tricomas secretores de Paullinia rubiginosa

Cambess. (Sapindaceae)

RESUMO

A presenca de tricomas secretores ¢ relatada na literatura para espécies de
Sapindaceae. Na descrigdo taxonémica de Paullinia rubiginosa(Sapindaceae) foi citada a
presenca de tricomas secretores com base em observagdes de morfologia externa, ndo foram
encontrados trabalhos anatomicos que descrevessem os tricomas. O presente trabalho tem por
objetivos a caracterizagdo anatomica e histoquimica dos tricomas dos foliolos de P.
rubiginosa Os tricomas secretores de P. rubiginosase desenvolvem cedo, em foliolos jovens
e nos primordios foliolares, os tricomas ja se encontram totalmente diferenciados e em fase
secretora. As principais etapas do desenvolvimento do tricoma secretor sdo: aumento de
volume da célula protodérmica, e posterior divisdao periclinal; formagao de uma fileira
unisseriada de seis células, provenientes exclusivamente de divisdes periclinais da célula
apical; formagdo da cabeca secretora bisseriada, por divisdes anticlinais e/ou obliquas. O
tricoma apresentou resultado positivo para polissacarideos no teste do PAS e pectinas no teste
com Vermelho de Ruténio, e negativo para todas as outras classes de compostos testados.
Levando-se em considera¢do a localizacdo e a secrecdo exclusivamente mucilaginosa, o
tricoma pode exercer funcdo semelhante a de coléteres, representando uma importante
estratégia adaptativa, que garante protecao e lubrificacdo aos primoérdios foliolares em

desenvolvimento.
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INTRODUCAO

A familia Sapindaceae esta incluida na ordem Sapindales (Cronquist, 1988; Judd et
al., 2008), juntamente com as familias: Anacardiaceae, Burseraceae, Meliaceae, Rutaceae e
Simaroubaceae (Judd et al, 2008). Paullinia, com cerca de 200 espécies, ¢ Serjanig sao os
géneros mais representativos de Sapindaceae (Souza & Lorenzi, 2008).

As estruturas secretoras variam quanto a sua morfologia, posi¢do, tipo de substancias
secretadas e funcdo (Fahn 1979). Dependendo do tipo de substincia secretada, as estruturas
secretoras podem apresentar diversas fungdes, como defesa contra a herbivoria, atracao de
polinizadores e participa¢do, em alguns casos, na interagcdo das plantas com outras plantas e
das plantas com o ambiente (Fahn 1979). Estruturas secretoras diversas foram relatadas para
familia Sapindaceae: idioblastos mucilaginosos, canais secretores (Solereder 1908; Metcalfe e
Chalk 1950), tricomas secretores (Solereder 1908; Metcalfe e Chalk 1950; Acevedo—
Rodriguez 1993; Albiero et al. 2001) e coléteres (Solereder 1908). Para o género Paullinia,
foi citada a presenca de tricomas secretores em varias espécies (Areia 1966; Areia et al. 1973;
Ferraz et al. 1985; Somner 2001), inclusive Paullinia rubiginosa(Radlkofer, 1892—-1900). Em
nenhum destes estudos foi realizada a ontogenia e histoquimica dos tricomas.

Tricomas secretores ou glandulares sdo apéndices epidérmicos e se destacam pela
ampla diversidade de tipos quanto ao tamanho, a forma, ao nimero de células, a localizagao.
A natureza quimica do exsudado produzido também ¢é varidvel, desde mucilagem, enzimas
digestivas em plantas carnivoras, compostos lipofilicos diversos ou ainda solucdes salinas em
espécies halofitas, sendo este aspecto diretamente relacionado com a provavel fungdo
desempenhada pela estrutura (Fahn 1979).

Os tricomas podem secretar compostos de importancia econdmica como os 6leos
essenciais caracteristicos da familia Lamiaceae, que sdo utilizados na induastria farmacéutica,
perfumaria e cosméticos (Ascensdo et al. 1999). Podem, ainda, ter relevante valor para a
taxonomia e, dependendo do grupo taxondmico, podem exibir valor diagnéstico ou
unificador, por serem distintivos ou conservativos, respectivamente (Solereder 1908; Metcalfe
e Chalk 1950; Fahn 1979).

Apesar de muitos trabalhos indicarem a presenca de tricomas secretores, poucos fazem
referéncia a composicdo da secrecdo (Metcalfe e Chalk 1950). Isso demonstra a necessidade da
realizacdo de estudos histoquimicos para analisar as principais classes quimicas dos metabolitos
que compdem o exsudado, uma vez que a identificacdo das estruturas secretoras esta baseada
também no tipo de substancia predominante no secretado (Fahn 1979). Além disso, a analise
ontogenética pode fornecer dados para esclarecer as etapas envolvidas na biologia da secre¢ao

(Silva e Machado 1999, Monteiro et al. 2001; Ciccarelli et al. 2001; Moura et al. 2005), de
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modo a auxiliar na identificacdo da funcdo desempenhada pelos tricomas nas espécies
estudadas.

O presente trabalho tem por objetivos descrever as etapas do desenvolvimento dos
tricomas secretores de Paullinia rubiginosa além de elucidar a natureza quimica da secregao

produzida e inferir sua provavel funcao.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material vegetal

Apice caulinar, folhas jovens do primeiro n6, contados a partir do 4pice, folhas jovens
nos segundo e terceiro nos, folhas adultas nos quarto e quinto nos, de treze individuos adultos
e de trés individuos jovens de Paullinia rubiginosaforam coletados em populag¢des naturais
da Mata da Biologia, localizada no campusia Universidade Federal de Vigosa (UFV). Ramos
férteis foram coletados para a producdo de exsicatas que foram depositadas no Herbario VIC,
do Departamento de Biologia Vegetal, da Universidade Federal de Vigosa sob os numeros

32.629 e 32.630.

Ontogénese e histoquimica

Foliolos jovens do primeiro n6 de Paullinia rubiginosa foram analisados sob
estereomicroscopio (modelo ZZX7 acoplado com camera E330, Olympus Optical, Tokio,
Japdo) e foram obtidas imagens digitais dos tricomas secretores.

Para a andlise ontogenética fragmentos de primordios foliolares, foliolos do primeiro
n6, foliolos terceiro nd e foliolos adultos do quarto n6é foram fixados em solugdo de
glutaraldeido 2% em tampao fosfato de sodio de Sorenson 0,1 M pH 7,2 (Gabriel 1982),
desidratados em série etilica e incluidos em metacrilato (Historesin, Leica Instruments).
Cortes transversais e longitudinais seriados, de 4 e 5 um de espessura, foram obtidos com
auxilio de micré6tomo rotativo com avango automatico (RM2155, Leica Microsystems Inc.,
Deerfield, Estados Unidos). Os cortes foram corados com azul de toluidina em pH 4,4
(O'Brien e McCully, 1981) ou azul de toluidina e lugol (Feder e O Brien, 1968) e as laminas
montadas com resina sintética (Permount-Fisher).

Amostras de foliolos adultos foram diafanizadas para a visualizagdo dos tricomas
secretores. Fragmentos do foliolo foram lavados com agua destilada e colocados em hidroxido
de sodio 10% por duas horas, lavados novamente em dagua destilada, permanecendo em
hipoclorito de sddio comercial a 20%, por 72 horas. Apds a clarificagdo, os fragmentos foram

lavados em agua destilada, desidratados em série etilica até etanol 100%, e corados com
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safranina xilo6lica, por aproximadamente 24 horas (Handro 1964). As laminas foram montadas
com resina sintética (Permount- Fisher).

Fragmentos de foliolos jovens do segundo n6 foram fixados em FAA (formaldeido,
acido acético glacial, etanol 50%; 5:5:90; v/v), por 48 horas (Johansen 1940) para a realizacao
dos testes PAS (McManus 1948) e vermelho de ruténio (Johansen 1940) visando a detecgao
de polissacarideos, ¢ em FNT (formalina neutra tamponada; tampao fosfato, formalina, 9:1
v/v) por 48 horas (Clark 1973) para o teste com Negro de Sudao B para detec¢ao de lipidios
totais. Todo o material foi submetido a vacuo em dessecador durante o processo de fixagdo e
depois desidratado em série etilica e armazenado em etanol 70%. As amostras foram incluidas
em parafina histologica (Histosec/Merck) utilizando-se série butilica para a desidratagcdo
(Johansen 1940) e cortadas longitudinalmente (com 7 e 10 um de espessura), pois em analise
prévia verificou-se ser este o plano que possibilita melhor observagao dos tricomas, utilizando
microtomo rotativo (820 Spencer, American Optical Corporation, Massachusetts, Estados
Unidos). As laminas foram montadas com gelatina glicerinada.

Testes histoquimicos também foram realizados com amostras frescas de foliolos
jovens do segundo n6 e foliolos adultos. Destes foliolos foram obtidas sec¢des longitudinais
em micrétomo de mesa (LPC, Rolemberg e bhering Comércio e Importacio LTDA, Belo
Horizonte, Brasil) ou a mao livre e as laminas foram montadas com gelatina glicerinada. Os
testes histoquimicos e as principais classes de metabdlitos investigados estdo descritos na
tabela 1. Secgdes controle serdo realizadas simultaneamente, de acordo com as
recomendacdes dos respectivos autores.

As observagoes e a documentacao fotografica foram realizadas em microscopio de luz

(modelo AX70TRF, Olympus Optical, Tékio, Japao) equipado com sistema U-Photo.
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Tabela 1- Relacdo dos testes histoquimicos realizados para a identificagdo do material
secretado pelos tricomas de Paullinia rubiginosa

Grupos de Metabolitos Reagente

Lipidios Lipidios totais Negro de Sudao B (Pearse 1980)
Vermelho Neutro* (Kirk 1970)
Lipidios acidos e neutros Sulfato Azul do Nilo (Cain 1947)
Terpenoides Oleos essenciais e oleoresinas Reagente de Nadi (David e Carde 1964)

Esteroides

Lactonas sesquiterpénicas
Terpenoides com grupo carbonila

Tricloreto de Antimonio (Hardman e Sofowora
1972; Mace et al. 1974)
Acido Sulfirico (Geissman e Griffin 1971)

2,4-Dinitrofenilhidrazina (Ganter e Jollés 1969)

Compostos fenolicos

Compostos fenolicos totais

Taninos

Ligninas

Flavonoides

Agliconas flavonolicas

Dicromato de Potassio (Gabe 1968)

Cloreto de ferro III (Johansen 1940)

Vanilina Cloridrica (Mace ¢ Howell 1974)
Floroglucinol (Johansen 1940)

Cloreto de Aluminio* (Charriére-Ladreix 1976)
Reagente de Wilson* (Charriére-Ladreix 1976)

Alcaldides Reagente de Wagner (Furr e Mahlberg 1981)
Reagente de Dittmar (Furr e Mahlberg 1981)
Polissacarideos Polissacarideos neutros PAS (Periodic-Acid-Schiff’s reaction, McManus
1948)
Amido Lugol (Jensen 1962)
Pectinas Vermelho de Ruténio (Johansen 1940)
Mucopolissacarideos acidos Azul de Alcido (Pearse 1980)
Mucilagens Acido Tanico/Cloreto de Ferro III (Pizzolato 1977)
Proteinas Proteinas totais Pounceau de Xilidina (XP) (O'Brien e McCully
1981)
* Indugdo de Fluorescéncia
RESULTADOS

Os tricomas secretores ocorrem no primoérdio foliolar e na epiderme das duas faces dos
foliolos de Paullinia rubiginosa (fig.1), a secre¢do tem aspecto viscoso e ¢ incolor.
Distribuem-se de maneira mais ou menos uniforme por todo o limbo do foliolo, havendo uma
ligeira concentragdo na regido das nervuras laterais (figs. 2C). Apresentam uma célula basal,
uma ou duas células no pescogo, de aspecto hialino, e uma cabeca secretora multicelular (figs.
2A ¢ 2B).

Os tricomas sdo encontrados diferenciados no primordio foliolar, onde os tecidos nao
estdo diferenciados. Seu desenvolvimento se d4& com um aumento no volume e projecdo da
célula protodérmica (fig. 3A). Apos este aumento de volume a célula protodérmica inicial se
divide periclinalmente (fig. 3B), originando a célula basal e uma distal (fig. 3C). A célula
distal divide formando uma série de trés cé€lulas (figs. 3D e 3E): a célula basal, a do pescogo, €

a apical (fig. 3F). A célula apical continua se dividindo periclinalmente, formando uma série
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de quatro, cinco (figs. 3G e 3H) e finalmente seis células (fig. 3I). A quarta célula, contada da
base para o apice, divide-se (fig. 3J), no plano anticlinal, ou obliquo; com esta divisdo, o
tricoma se curva (fig. 3K) e comega a distin¢ao da cabeca secretora. A quinta célula também
se divide (figs. 3L, 3M, 3N), e posteriormente a terceira. Nem sempre a terceira célula se
divide, em alguns tricomas foi visualizada esta célula fazendo parte do pescogo juntamente
com a cé€lula dois. A ultima célula a se dividir assimetricamente ¢ a seis. Muitos tricomas
iniciam a fase secretora antes da divisdo da célula seis. As células basal e do pescogo tornam-
se muito vacuolizadas (figs. 31, 3J, 3K), e nas células da cabega secretora pequenos vactiolos
vao se fundindo. Por divisdes anticlinais ou assimétricas, a cabeca do tricoma torna-se
bisseriada (figs. 2B, 3P e 3Q). Nas folhas jovens, os tricomas apresentam desenvolvimento
assincronico, enquanto alguns estdo no estagio inicial do desenvolvimento, outros estdo
completamente desenvolvidos e secretando.

A secrecdo se acumula no espago subcuticular, havendo distensdo da cuticula
principalmente na parte inferior da cabega secretora, ¢ apds a eliminagdo se acumula no
espaco que se forma pela curvatura da cabeca do tricoma (fig.4B). Nao foi observado
rompimento da cuticula.

Na caracterizacao histoquimica dos tricomas (tabela 2), verificou-se reagao negativa
para compostos lipofilicos, fendlicos e alcaldides, e positiva apenas para os compostos de
natureza polissacaridica. Através do teste PAS observou-se o resultado positivo para
polissacarideos neutros (fig. 4B) com Vermelho de Ruténio para pectinas (Fig. 4C). A reagdo
positiva ao PAS foi observada tanto na secre¢do contida nas células secretoras do tricoma
quanto naquela acumulada no exterior (fig. 4B). Apesar da natureza polissacaridica e da
consisténcia viscosa da secrecdo, o teste aplicado para detec¢do de mucilagem demonstrou
resultado negativo. O teste com Negro de Suddo B apresentou resultado positivo apenas para
a parede dos tricomas (ndo documentado), identificando a cuticula delgada. A parede do
tricoma ndo apresenta deposicdo de lignina, conforme resultado negativo ao teste com
floroglucinol.

Os tricomas sdo ativos em folhas jovens e embora ndo sejam caducos nas folhas
maduras, as células da cabeca secretora sdo mais vacuolizadas, e ndo foi observada secre¢do.
Todos os testes histoquimicos realizados com folhas adultas apresentaram resultados
negativos, exceto o teste com Negro de Suddo B apresentou resultado positivo apenas para a

parede dos tricomas, assim como nos tricomas nos foliolos jovens.
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Tabela 2- Caracterizagdo histoquimica dos tricomas secretores de Paullinia rubiginosa

Grupo de compostos Teste Tricoma secretor
Lipidios Negro de Sudao B + (parede)
Vermelho Neutro -
Sulfato Azul do Nilo -
Terpendides Reagente de Nadi -

Tricloreto de Antimonio -
Acido Sufurico -
2,4-Dinitrofenilhidrazina -

Compostos Fenolicos Dicromato de potassio -
Cloreto de Ferro 111 -
Vanilina cloridrica -
Floroglucinol -
Cloreto de Aluminio -
Reagente de Wilson -

Alcaloides Reagente de Wagner -
Reagente de Dittmar

Polissacaridios PAS + Fig. 4B
Lugol -
Vermelho de Ruténio + Fig. 4C
Azul de Alcido -
Acido Tanico/Cloreto de Ferro 111 -

Proteinas Totais Ponceau de Xilidina -
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Fig.1. Foliolo jovem de Paullinia rubiginosa(estereomicroscopio). (A) Vista geral do foliolo.
(B) Detalhe do tricoma secretor. Abreviatura: ts- tricoma secretor.
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Fig. 2. Tricomas secretores de foliolos adultos de Paullinia rubiginosa(diafanizagdo). (A)
Cabeca secretora e pescogo. (B) Cabecga multicelular bisseriada. (C) Distribui¢ao na lamina do

foliolo (seta). Abreviaturas: cs- cabega secretora, nl- nervura lateral, pe- pescogo, tt- tricoma
tector.
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Fig. 3. Ontogenia dos tricomas secretores de Paullinia rubiginosa(corte longitudinal). (A)
Projecdo da célula protodérmica. (B e C) Tricoma com duas células. (D e E) Tricoma com
trés células. (F) Célula apical em metafase no tricoma com trés células. (G) Tricoma formado
por uma série de quatro células. (H) Tricoma com cinco células. (I) Tricoma com seis células.
(J - N) Divisoes celulares anticlinais ou assimétricas que promovem a curvatura do tricoma e
delimitagcdo da cabeca secretora. (O) Tricoma com a delimitagdo da cabeca secretora. (P e Q)
Tricoma maduro com a cabeca secretora bisseriada. Abreviaturas: ca- célula apical, cs- cabeca
secretora, pe- pescoco, pr- protoderme, seta branca- célula basal. Barras 30 um.
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Fig. 4. Testes histoquimicos dos tricomas secretores de Paullinia rubiginosaem foliolos
jovens. (A) Branco. (B) Teste para polissacarideos (PAS) mostrando a reagdo positiva na
cabeca do tricoma e secre¢ao exsudada. (C) Reacdo positiva ao Vermelho de ruténio
evidenciando a presencga de pectina na cabeca secretora. Abreviaturas: cs- cabega secretora,
ep- epiderme, pe- pescogo, pr- protoderme, se- secre¢cdo. Barras A- 30 um, B e C- 15 um.
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DISCUSSAO

Os tricomas secretores de Paullinia rubiginosasio semelhantes aos descritos para
outras espécies de Paullinia (Areia 1966; Areia et al. 1973; Ferraz et al. 1985).

O desenvolvimento precoce dos tricomas secretores de Paullinia rubiginosg& um
processo comum dentre as estruturas secretoras (Fahn, 1979). Em diversas espécies a
precocidade no desenvolvimento de tricomas ¢ enfatizada, como em Piper regnellii (Silva e
Machado 1999), Stevia rebaudian@Monteiro et al. 2001), Humulus lupulugSugiyama et. al
2006).

Na ontogenia dos tricomas de Paullinia rubiginosa a célula protodérmica inicial
torna-se conspicua, devido a maior densidade do citoplasma e o volume relativamente grande
do nucleo, como registrado para a grande maioria dos tricomas secretores (Bosabalidis e
Tsekos 1984; Karousou et al. 1992; Silva e Machado 1999; Sugiyama et. al 2006). O
desenvolvimento dos tricomas de P. rubiginosaé acropeto, conforme proposto por Uphof
(1962), pois ¢ sempre a célula apical que se divide para dar origem as outras células do
tricoma. O mesmo tipo de desenvolvimento foi relatado para o tricoma secretor de Stevia
rebaudianaAsteraceae) (Monteiro et al. 2001), familia ndo relacionada a Sapindaceae.

Segundo Uphof (1962), o desenvolvimento de tricomas multicelulares unisseriados
inicia-se sempre com divisdo periclinal da célula protodérmica, e tricomas bi ou
multisseriados com divisdo anticlinal ou obliqua. Muitos dos tricomas secretores relatados na
literatura, por serem multisseriados, iniciam seu desenvolvimento com divisdo anticlinal da
célula protodérmica inicial (Ascensao e Pais 1987; Fahn e Shimony 1996; Favi et al. 2008).
No caso de Paullinia rubiginosa apesar do tricoma ser bisseriado, no inicio do
desenvolvimento este ¢ caracteristicamente unisseriado, uma vez que as células da
protoderme sofrem divisdo exclusivamente no plano periclinal até a etapa de seis células,
quando divisdes anticlinais marcam o inicio da diferenciagdo da cabeca secretora.
Desenvolvimento semelhante foi relatado em Calceolaria adscendensde a primeira divisdo
¢ periclinal, seguida de divisdes anticlinais que culminam na formagdo da cabeca secretora
com duas células (Sacchetti et al. 1999).

Apesar de Paullinia rubiginosapossuir uma grande quantidade de tricomas tectores,
as células-mae de tricomas tectores sdo facilmente distinguidas das dos secretores, pois a
primeira apresenta um vactolo no apice da célula (ndo documentado), que se torna muito
grande.

A secrecdo do tricoma de Paullinia rubiginosatem consisténcia viscosa € natureza
polissacaridica e péctica/mucilaginosa, atestada pelos resultados positivos ao PAS e ao

vermelho de ruténio. Entretanto, o teste recomendado para evidenciar mucilagens (4cido
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tanico/cloreto de ferro III) foi negativo, o que pode ser interpretado como uma limitacdo do
teste, que tem pouca especificidade para as mucilagens vegetais, as quais sdo pobres em
proteinas (Pizzolato e Lillie 1973).

Em foliolos jovens de Paullinia rubiginosa a secrecdo mucilaginosa secretada pelos
tricomas recobre a superficie das folhas em desenvolvimento. De acordo com Fahn (1979), ¢é
comum a ocorréncia de tricomas secretores de mucilagem em folhas e estipulas em
desenvolvimento.

As mucilagens podem atuar na protecdo contra a dessecagdo de estruturas foliares em
desenvolvimento e na lubrificagdo entre superficies de contato das folhas jovens enroladas
(Meyberg 1988). Estas fungdes podem ser atribuidas a secrecdo presente na superficie das
folhas jovens de P. rubiginosa sendo assim, pode-se inferir que os tricomas apresentam
fun¢do de coléter, uma vez que esta secregdo s esta presente no apice caulinar e em foliolos
muito jovens, no foliolo maduro nao foi identificada secrecao.

O uso do termo coléter tem variado de acordo com o critério utilizado para definir
estas estruturas secretoras, como localiza¢do, morfologia e natureza quimica da secre¢do. O
nome coléter vem sendo atribuido as estruturas secretoras formadas por emergéncias,
constituidas por células epidérmicas, parenquimaticas, ¢ vascularizadas, em Apocynaceae
(Thomas et al. 1989), Rhyzophoraceae (Lersten e Curtis 1974), Rubiaceae (Klein et al. 2004).
No entanto, a denominagdo coléter também foi utilizada para tricomas secretores ocorrentes
em bracteas, bractéolas e sépalas de Crysosplenium alternifolium(Saxifragaceae) por
Decraene et al. 1998. O termo coléter foi criado por Hanstein (1868), que definiu o
funcionalmente, uma vez que morfologicamente os coléteres podem corresponder a varias
estruturas, como tricomas ou emergéncias, encontradas na superficie adaxial de folhas jovens,
bréacteas, sépalas, em diversas familias de dicotiledoneas, que secretam mucilagens (Uphof
1962; Fahn 1979; Wilkinson 1979).

Solereder (1908) cita a presenga de coléteres em alguns géneros de Sapindaceae como
Sapindus Hornea Deinbollia, Lepisanthus: Otophora ocorrentes nas folhas, mas nao faz
mencao sobre a sua morfologia ou distribuicdo. Na ordem Sapindales a presenga de coléteres
também foi apontada para Simaroubaceae (Solereder 1908). Em espécies de Anacardiaceae,
familia incluida na ordem Sapindales, os tricomas com secre¢do mucilaginosa, semelhante aos
observados em Paullinia rubiginosa foram denominados coléteres (Lacchia 2009). Desta
forma, ¢ interessante ampliar o conhecimento sobre a presenca de coléteres em outros
representantes da familia Sapindaceae para se esclarecer se esta caracteristica ¢ comum na na

ordem Sapindales.
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Tricomas secretores de mucilagem tém sido denominados coléteres em Crysosplenium
alternifolium(Saxifragaceae) (Decraene et al. 1998), Gentiana(Genticanaceae) (Renobales et
al. 2001), Hibiscus tiliaceuse Hibiscus pernambucens{®alvaceae) (Rocha et al. 2002),
Rodriguezia venust@rchidaceae) (Leitdo e Cortelazzo 2008), Anacardium humileSpondia
dulcis Tapirira guianensis Lithraea molleoideg$Anacardiaceae) (Lacchia 2009).

A ocorréncia de tricomas com secre¢do mucilaginosa em Paullinia rubiginosapode
ser considerada uma estratégia adaptativa de importancia pela protec¢do as folhas jovens que a
secrecdo confere. A presenca deste tipo de tricomas secretores pode constituir um carater de
valor taxondmico, no entanto s3o necessarios mais estudos no género para que este carater

possa ser considerado uma ferramenta para auxiliar na filogenia do género.
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CAPITULO Il

Anatomia das glandulas das margens dos foliolos de Paullinia rubiginosa

Cambess. (Sapindaceae)

RESUMO

Paullinia rubiginosa(Sapindaceae) ocorre em varios paises da América do Sul, apresenta
folhas compostas, com cinco foliolos oblongos de apice acuminado e margem denteada. Em
observacdes realizadas em campo, foi visualizada uma pequena quantidade de secrecao
exsudando nos dentes da margem dos foliolos jovens de P. rubiginosa o que sugere uma
natureza secretora para tais estruturas. Nas descri¢des taxondmicas baseadas em morfologia
externa foi mencionada a presenca de nectérios extraflorais nas margens das folhas denteadas
de algumas espécies dos géneros Paullinia e Serjanig entrentanto sem confirmagao estrutural.
Como existem relatos de estruturas que ja foram confundidas com nectarios extraflorais por
apresentarem posicdo ¢ morfologia semelhantes, este trabalho teve por objetivos a
caracterizagcdo anatoOmica e histoquimica das glandulas presentes nas margens dos foliolos de
P. rubiginosa Amostras de foliolos jovens foram coletadas e fixadas segundo metodologia
usual, para a confeccdo de laminas histologicas e para observagdo ao microscopio eletronico
de varredura. Foram realizados testes histoquimicos em amostras frescas e fixadas, além de
verificacdo de presenca de glicose na secrecdo produzida pelos dentes dos foliolos. As
glandulas apresentam desenvolvimento precoce; em foliolos jovens a estrutura estd totalmente
formada e secretando. Sao estruturas vascularizadas por xilema e floema, que sdo envolvidos
por uma bainha de células com compostos fendlicos e laticiferos. A glandula apresentou
resultado positivo para polissacarideos no teste PAS, e a secre¢do para glicose, mantendo a
aparéncia secretora mesmo em foliolos maduros. Desta forma, tais estruturas correspondem a
nectarios extraflorais. Trata-se da primeira caracterizacdo anatomica de nectario extrafloral na
familia Sapindaceae. Como os nectarios extraflorais podem representar marcadores
morfologicos importantes em analises filogenéticas, ¢ de suma importancia a verificacdo da
presenca de nectdrios extraflorais em outras espécies de Sapindaceae, em especial na tribo

Paullinieae, onde estdo incluidos os dois maiores géneros da familia (Paullinia e Serjanig.
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INTRODUCAO

Sapindaceae ¢ uma familia de distrubuicdo cosmopolita, integrante da ordem
Sapindales (Cronquist, 1988; Judd et al, 2008), que inclui Anacardiaceae, Burseraceae,
Meliaceae, Rutaceae e Simaroubaceae (Judd et al, 2008). Paullinia pertence a tribo
Paullinieae, constituida pelos géneros Cardiospermum Houssayanthuys Lophostigma
Serjaniae Urvillea (Acevedo—Rodriguez, 1993), ¢ juntamente com Serjania um dos maiores
géneros de Sapindaceae, com aproximadamente 200 espécies (Somner, 2001). Segundo a
analise filogenética molecular realizada com a familia Sapindaceae, a tribo Paullinieae ¢
monofilética, Paullinia sendo considerado grupo irmio de Serjania Estes dois géneros sao
muito semelhantes morfolégicamente e distinguidos pelo tipo de fruto (Acevedo—Rodriguez,
1993).

Paullinia rubiginosatem ocorréncia registrada em varios paises da América do Sul,
incluindo o Brasil. Morfologicamente se caracteriza por apresentar folhas compostas, com
cinco foliolos oblongos de apice acuminado e margem denteada (Radlkofer, 1892—1900). Em
observagdes realizadas em campo, foi visualizada uma pequena quantidade de secrecdo
incolor exsudando dos dentes da margem dos foliolos jovens, sugerindo uma natureza
secretora para estas estruturas. Radlkofer (1892—1900), na descri¢ao taxondmica da espécie na
Flora Brasiliensis mencionou que estas estruturas marginais dos foliolos de P. rubiginosa
sao prolongamentos das nervuras laterais que ultrapassam a margem dos foliolos. Estas
descri¢des foram baseadas na anélise da morfologia externa de exsicatas, depois de prensados
e secos, os dentes ndo mantém a aparéncia de estrutura secretora.

A presenca de secre¢do incolor exsudando dos dentes dos foliolos de Paullinia
rubiginosa pode indicar que estas estruturas correspondam a hidatddios, glandulas secretoras
de resina ou nectarios extraflorais. Estes trés tipos de estruturas secretoras podem ser
confundidas por apresentarem morfologia e topografia semelhantes, somente a morfologia
externa ¢ insuficiente para sua caracterizagdo. Em Passiflora fetidavar. fetida e P. fetida
var. hastatg estruturas morfologicamente e topograficamente semelhantes a nectarios foram
reconhecidas como glandulas produtoras de resina, uma vez que elas secretam substancias
lipofilicas (Durkee et al, 1984). Hidatodios sdo estruturas encontradas nas margens de folhas
e secretam por processo ativo um liquido de composi¢ao variavel, desde agua pura a solugdes
diluidas de solutos organicos e inorganicos na forma de ions (Fahn, 1979; Evert, 2006).
Glandulas de resina sdo estruturas que secretam uma mistura de terpenos de alto e baixo peso
molecular. Os nectarios extraflorais correspondem a estruturas secretoras de néctar (fluido

aquoso composto por sacarose, glicose e frutose nas mais variadas concentragdes, podendo
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conter, ainda, diversas outras substancias e ions), presentes em oOrgdos vegetativos (Fahn,
1979; Nepi, 2007).

Na ordem Sapindales NEFs sdo raros em Meliaceae e comuns em Simaroubaceae
(Elias, 1983). Na familia Sapindaceae os NEFs foram citados para as margens dos foliolos de
Paullinia (Somner, 2001) e Serjania(Acevedo—Rodriguez, 1993) com base em observagdes
de morfologia externa. Para a familia Meliaceae, nectarios extraflorais foram anatomicamente
descritos para trés espécies de Swietenia(Lersten & Rugenstein, 1982); em Carapa (Elias,
1983); Cipadessa(Lersten & Pohl, 1985); Cedrelae Trichilia (Schupp & Feener, 1991);
Guarea macrophyll@Morellato & Oliveira, 1994) e Cedrela fissiligPaiva et al, 2007).

O presente trabalho tem por objetivos descrever a anatomia das glandulas presentes
nas margens dos foliolos de Paullinia rubiginosae caracterizar histoquimicamente o exsudato

destas estruturas secretoras.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material vegetal

Folhas jovens do primeiro nd, contados a partir do apice, folhas jovens em final de
expansao nos segundo e terceiro nos, folhas adultas nos quarto e quinto nos, de cinco
individuos e trés individuos jovens de Paullinia rubiginosaforam coletados em popula¢des
naturais da Mata da Biologia, localizada no campusda Universidade Federal de Vigosa
(UFV). Ramos férteis foram coletados para a produgdo de exsicatas que foram depositadas no
Herbario VIC, do Departamento de Biologia Vegetal, da Universidade Federal de Vigosa sob
os numeros 32.629 e 32.630.

Caracterizacio anatdmica e histoquimica

Foliolos jovens do primeiro n6 de Paullinia rubiginosa foram analisados sob
estereomicroscopio (modelo ZZX7 acoplado com camera E330, Olympus Optical, Tokio,
Japdo) e foram obtidas imagens digitais das glandulas em fase secretora.

Os trés individuos jovens foram retirados com raizes do campo e transferidos para
vasos com capacidade de 1,5 litros, com solo proveniente da area de coleta. Os vasos foram
mantidos por duas semanas em casa de vegetacdo no Horto Botanico da UFV, sendo regados
diariamente. Posteriormente foram transportados para o laboratério de anatomia vegetal e
mantidos sob camara umida, constituida de uma cupula de vidro, colocada sobre os vasos.
Para manter a umidade, os vasos foram colocados sobre uma placa de petri grande com agua;
o sistema foi vedado com massa de modelar (fig. 2A). O experimento ficou montado por uma

semana, na qual foi realizadas coleta da secrecdo, com microcapilar, e colocada sobre a
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superficie indicadora de fita de identificagdo de glicose (teste em tira para determinagdo
qualitativa de glicose na urina, Alamar tecno cientifica LTDA, Sao Paulo, Brasil).

Amostras da margem dos foliolos em final de expansdo e adultos foram fixadas em
FAA (formaldeido, 4cido acético glacial, etanol 50%; 5:5:90; v/v), por 48 horas (Johansen,
1940) e em solugdo de glutaraldeido 2% em tampao fosfato de s6dio 0,1M pH 7,2 (Gabriel,
1982) para caracterizagdo estrutural das glandulas das margens dos foliolos; em FNT
(formalina neutra tamponada; tampao fosfato, formalina, 9:1 v/v) por 48 horas (Clark, 1973)
para posterior teste histoquimico de detec¢do de compostos lipidicos e em SFF (solucdo de
sulfato ferroso, formalina, 9:1 v/v) por 48 horas (Johansen, 1940) para detec¢do de compostos
fenodlicos. Todo o material foi submetido a vacuo em dessecador durante o processo de
fixacdo e depois desidratado em série etilica e armazenado em etanol 70%. As amostras
fixadas em FAA, FNT e SFF foram incluidas em parafina histolégica (Histosec/Merck)
utilizando-se série butilica para a desidratacdo (Johansen, 1940). Apds o emblocamento, as
amostras foram cortadas transversal e longitudinalmente (com 7-10 um de espessura) com o
uso de um micrétomo rotativo (820 Spencer, American Optical Corporation, Massachusetts,
Estados Unidos). Ja as fixadas em glutaraldeido, foram incluidas em metacrilato (Historesin,
Leica Instruments) e cortes transversais e longitudinais, de 5 um de espessura, foram obtidos
com auxilio de microtomo rotativo de avango automatico (RM2155, Leica Microsystems Inc.,
Deerfield, Estados Unidos) e navalhas de vidro.

Parte dos cortes obtidos das amostras fixadas com FAA foi corada com safranina
alcodlica e azul de astra (Johansen, 1940), por 1 hora e por 20 minutos, respectivamente; e
parte foi utilizada para a realizagdo do teste histoquimico para polissacarideos neutros PAS
(McManus, 1948). O material fixado em glutaraldeido foi corado com azul de toluidina em
pH 4,4 (O'Brien & McCully, 1981); enquanto os fixados com SFF foram analisados sem
coloracdo posterior e os fixados com FNT foram submetidos aos testes com: Negro de Sudao
B (Pearse, 1980), para a identifica¢do de lipidios gerais; reagente de Nadi (David & Carde,
1964) para oleos essenciais e Oleoresinas; ¢ Sulfato Azul do Nilo (Cain, 1947) evidencia a
presenca de lipidios 4cidos e neutros. As laminas dos testes histoquimicos foram montadas
com gelatina glicerinada e as demais com resina sintética (Permount- Fisher). O controle dos
testes para substancias lipofilicas foi realizado com solu¢do extrativa composta por
metanol/cloroféormio/agua/HCI (66:33:4:1 v/v, High 1948). As amostras foram submetidas a
essa solucdo por um periodo de 48 horas em temperatura ambiente, logo em seguida fixadas
em SFF ou em FNT e submetidas aos mesmos tratamentos das demais pecas. O controle para
o teste do PAS segue as recomendagdes metodologicas, com supressdo do tratamento com
acido periodico (McManus, 1948).
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Amostras de folhas adultas foram diafanizadas para a visualizagdo das glandulas da
margem do foliolo. Fragmentos do foliolo foram lavados com agua destilada e colocados em
hidréxido de s6dio 10% por duas horas, lavados novamente em agua destilada, permanecendo
em hipoclorito de s6dio comercial a 20%, por 72 horas. Apds a clarificacdo, os fragmentos
foram lavados em agua destilada, desidratados em série etilica até etanol 100%, corados com
safranina xil6lica, por aproximadamente 24 horas (Handro, 1964). As laminas foram
montadas com resina sintética (Permount- Fisher).

As observagdes e a documentacgdo fotografica foram realizadas em microscépio de luz

(modelo AX70TRF, Olympus Optical, Tokio, Japao) equipado com sistema U-Photo.

Micromorfologia

Fragmentos da margem de foliolos em trés fases de desenvolvimento (foliolo jovem
do primeiro nd, foliolo jovem do terceiro nod, foliolo adulto do quinto nd), de
aproximadamente 0,5 c¢m” foram analisados ao microscopio eletrénico de varredura, apds
desidratacdo em série etilica até etanol 100% e secagem ao ponto critico (CPD 030, Bal-Tec),
utilizando diéxido de carbono liquido e montagem em porta-espécimes, recobertos com uma
camada de ouro pelo processo de pulverizagdo catddica (Sputter Coater, FDU 010, Bal-Tec)
(Bozzola & Russel, 1991). A documentagao fotografica foi obtida utilizando-se microscopio
eletronico de varredura (LEO, 1430 VP) localizado no Nucleo de Microscopia e Microanalise

da UFV.

RESULTADOS

Os foliolos de Paullinia rubiginosaapresentam aproximadamente de 9 a 12 dentes
localizados na margem do ter¢o apical do foliolo totalmente expandido (figs. 1A, 1B); a
ocorréncia de dentes no terco basal ¢ rara.

Ao estereomicroscopio, foi visualizada uma pequena quantidade de secrecdo
exsudando dos dentes (fig. 1D) em foliolos muito jovens, proximos ao apice meristematico.
As glandulas tém coloragdo verde-clara (fig. 1), apresentam atividade secretora tanto em
muitos foliolos jovens, quanto em folhas maduras. Em material herborizado os dentes secam,
perdendo a aparéncia de estrutura secretora.

Nas plantas que foram mantidas em camara umida (fig. 2A) foi possivel verificar
acumulo de secrecdo nos dentes de foliolos em final de expansao (fig. 2B). A secrecdo contém
glicose, como indicado pela coloragdo na fita detectora de glicose (fig. 2C). A quantidade de
secrecdao produzida foi muito pequena de modo que nao foi possivel a realizagdo de testes

quimicos detalhados para a presenga de glicose, frutose e sacarose.
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As glandulas se desenvolvem muito precocemente ¢ em foliolos muito jovens ja se
apresentam totalmente desenvolvidas e em fase secretora (Figs. 1C e D). Sdo estruturas
complexas e vascularizadas por xilema e floema em propor¢des equivalentes (figs. 3A e 3E).
O dente corresponde a um prolongamento da nervura lateral de maior porte do foliolo em
jun¢do com nervuras de menor porte que se projeta para fora da margem do foliolo,
conferindo ao nectario a posicao supramarginal (fig. 3B). Este prolongamento da nervura ¢
envolvido por uma bainha de idioblastos que contém compostos fendlicos (fig. 3C); nesta
regido, ¢ comum a observacdo de laticiferos (fig. 3A). A bainha é incompleta, sendo
interrompida na por¢ao terminal do dente, proximo ao apice da glandula (figs. 3A, 3C e 3E).
Numerosos idioblastos cristaliferos contendo drusas estdo presentes ao longo das glandulas
(fig. 3D).

O épice da estrutura glandular ¢ constituido por células pequenas, de paredes finas e
pectocelulosicas e cuticula delgada (fig. 3E). As células periféricas, constituindo de 1 a 5
camadas, apresentam citoplasma denso e nucleo volumoso. Ja as mais internas que mantém
contato com o sistema vascular diferem por serem vacuolizadas (figs. 3A e 3E).

Espacos intercelulares s3o comuns na regido periférica do apice da glandula e nestes
espacos foi possivel observar o acumulo de secre¢do que também foi evidenciada na
superficie externa da glandula (fig. 3E).

A secrecdo apresentou resultado negativo para substancias lipofilicas. Para substancias
hidrofilicas, a secrecdo apresentou resultado positivo para polissacarideos neutros no teste do
PAS, que se acumulam nos espacos intercelulares e subcuticulares (fig. 4).

Na analise das micrografias eletronicas de varredura observou-se que em foliolos
proximos do apice meristematico, as glandulas apresentam as células epidérmicas do apice
secretor em formacdo (figs. SA e B). Em foliolos ainda ndo expandidos, a epiderme se
diferencia e nota-se a proliferacdo de hifas fungicas (figs. 5C e D). Nos foliolos expandidos,
ndo foram encontrados fungos, e abaulamentos na epiderme do apice secretor sdo evidentes
(fig. SE). Estomatos estdo presentes ao longo da epiderme glandula, mas ndo ocorrem no

apice; a cuticula da epiderme ¢ fina e ndo apresentou distensao.
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Fig. 1. Glandulas das margens dos foliolos de Paullinia rubiginosa (A e B) Foliolos adultos.
(C e D) Foliolos jovens. (A) Vista geral mostrando a distribui¢do dos dentes. (B) Detalhe do
dente. (C) Distribui¢ao das glandulas no foliolo préoximo ao apice caulinar. (D) Detalhe da
secrecao exsudada pela glandula. Abreviaturas: de- dente, se- secregao.
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Fig. 2. Experimento realizado em camara umida com individuo jovem de Paullinia
rubiginosa (A) Camara tmida. (B) Glandulas das margens dos foliolos exsudando secregéo.
(C) Resultado positivo para glicose em fita de identificagdo. Abreviaturas: se- secre¢ao.
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Fig. 3. Glandulas das margens dos foliolos de Paullinia rubiginosa (A, C ¢ E) Cortes
longitudinais. (B e D) Diafanizagdo. (A) Vista geral da glandula. (B) Nervura lateral se
estendendo ao longo do corpo da glandula. (C) Apice da glandula com idioblastos taniferos
evidenciado pelo sulfato ferroso em formalina. (D) Cristais de oxalato de calcio (luz
polarizada) (E) Apice da glandula e secre¢do. Abreviaturas: ct- cuticula, dr- drusa, fl- floema,
1d- idioblasto tanifero, la- laticifero, nl- nervura lateral, nt- nervura terciaria, se- secregao, ts-
tecido secretor, tt- tricoma tector, xi- xilema. Seta branca- camada de células com citoplasma
mais denso, seta larga- células mais vacuolizadas, seta preta- secre¢cdo no espaco intercelular.
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Fig. 4. Teste histoquimico PAS das glandulas das margens dos foliolos de Paullinia
rubiginosa (A) Vista geral do resultado positivo para polissacarideos. (B) Detalhe da
secrecao acumulada no espago intercelular (seta branca) e subcuticular (seta preta). Barras A-
30 um, B- 15 pm.
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Fig. 5. Estrutura glandular das margens dos foliolos de Paullinia rubiginosa(micrografia
eletronica de varredura). (A e B) Epiderme do 4pice da glandula em diferenciagdo (setas
brancas). (C e D) Presenca de hifas de fungos sobre o apice da estrutura secretora. (E)
abaulamento na cuticula por onde possivelmente a secrecdo ¢ eliminada (asterisco).
Abreviaturas: es- estomato, hi- hifas de fungos, tt- tricoma tector. Barras A, C- 150 um, B, D

e E- 75 pm.
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DISCUSSAO

O resultado positivo da secrecdo das glandulas das margens dos foliolos de Paullinia
rubiginosapara polissacarideos, no teste PAS, bem como a presenga de glicose demonstrada
pela coloragdo na fita detectora, permite concluir que se trata de nectario extrafloral (NEF),
pois a glicose ¢ um dos principais componentes do néctar. A presenca de agucares na secrecao
exclui a possibilidade das glandulas serem hidatédios e os resultados negativos para
compostos lipidicos excluem a possibilidade de corresponderem a glandulas de secretarem
resina.

Os NEFs de Paullinia rubiginosainiciam sua atividade em folhas muito jovens,
préoximas ao apice meristematico e mesmo em folhas mostrando sinais de senescéncia os
NEFs mantém aparéncia secretora. O mesmo nao foi observado para Paullinia coriaceae
Paullinia weinmnniaefolia onde as glandulas, denominadas de nectariferas, secam
permanecendo uma mancha castanha ou avermelhada na regido (Somner, 2001). No entanto a
longa dura¢do da fase secretora observada nos NEFs de P. rubiginosa também foi relatada
para as espécies de Meliaceaec Guarea macrophyllgMorellato & Oliveira, 1994) ¢ Cedrela
fissilis (Paiva et al, 2007).

A presenca de NEF em Paullinia pode ser negligenciada pelos mesmos exibirem
morfologia semelhante a hidatodios (Somner, 2001), ou devido as descrigdes taxonomicas
serem baseadas em material herborizado, onde os nectarios extraflorais secam e podem ser
confundidos com prolongamento das nervuras laterais.

Os nectarios extraflorais de Paullinia rubiginosaocupam posi¢do supramarginal em
relagdo ao foliolo. Segundo Somner (2001), esta ¢ uma localizagdo comum no género,
ocorrendo também NEFs abaixo da margem dos foliolos ou na margem, e quando os foliolos
tém margem inteira, os nectarios extraflorais se localizam no 4pice. Essa informagao deve ser
averiguada, pois hidatoédios sdo estruturas muito comuns em apices de laminas foliares, a
caracterizagdo destas estruturas baseada somente em dados morfoldgicos pode levar ao erro,
por se tratarem de estruturas que podem ser morfologicamente semelhantes. Além disso,
existem relatos de estruturas intermediarias entre hidatédio e NEF, como em Impatiens
scabridae I. balfourii (Elias & Gelband, 1977).

A presenca de nectérios extraflorais vem sendo utilizada como marcador morfoldgico
de proximidade filogenética em algumas familias. Em Leguminosae um clado do género
Sennafoi caracterizado pela presenga de NEFs (Marazzi et al.,2006) em recente trabalho a
presenca de NEFs é considerada como sinapomorfia de ChamaecristgDe Souza Conceicdo
et al, 2009). No género Paullinia os NEFs sdo caracteres taxonomicamente uteis ao nivel de

espécie e podem ser utilizados para a identificacdo de material estéril (Somner, 2001).
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Algumas espécies do género Serjanig apresentam NEFs com localizagdo ¢ morfologia
semelhantes aos de Paullinia rubiginosa este pode ser mais um carater que corrobora com a
proximidade filogenética de Paullina e Serjania membros da tribo Paullinieae, descritos
como grupo irmao na andlise filogenética baseada em sequéncias DNA de cloroplasto
(Harrington et al, 2005). No entanto, ndo existem trabalhos de caracterizag@o anatomica dos
NEFs na familia Sapindaceae.

Na ordem Sapindales, dados moleculares apontam para um relacionamento mais
estreito entre a familia Meliaceae e Simaroubaceae, e ndo com Sapindaceae (Savolainen et al,
2000). Nectarios extraflorais sdo comuns em Simaroubaceae e tem sua ocorréncia registrada
em varias espécies de Meliaceae (Elias, 1983). A ocorréncia de NEFs em Paullinia
rubiginosg assim como em outras espécies do género e em Serjanig pode significar uma
maior proximidade da familia Sapindaceae com as familias Simaroubaceae e Meliaceae, em
que a ocorréncia de NEFs ¢ reconhecida. No entanto sdo necessarios mais estudos de
prospeccao e anatomia destas estruturas secretoras, para averiguar se realmente elas podem
ser utilizadas como marcadores filogenéticos na ordem Sapindales, como foi utilizado com o
género Senna ChamaecristgdLeguminosac).

Embora Paullinia rubiginosapossua nectarios extraflorais como a familia Meliaceae
(Morellato & Oliveira 1994, Paiva et al 2007), estes sdo anatomicamente distintos. Os NEFs
de Paullinia rubiginosasdo alongados e vascularizados, enquanto os de Meliaceae nao sdo
alongados, tampouco apresentam vascularizagdo. Tal fato sugere a origem independente desta
estrutura nas duas familias ao longo do tempo. Para Meliaceae, Muellner et al (2003)
defendeu que a presenga de NEFs é uma condicdo basal, por estes estarem presentes nos dois
maiores clados, Melioideae e Cedreloideae, e terem morfologia e distribuicado semelhantes.
Em Sapindaceae os nectarios de Serjaniae Paullinia sdo semelhantes, mas ainda é precoce
fazer qualquer afirmacdo sobre a ancestralidade destas glandulas.

As espécies de Serjania que apresentam NEFs sdo frequentemente visitadas por
formigas agressivas, e suas folhas jovens nao apresentam danos, evidenciando uma relagdo
mutualistica com as formigas (Acevedo—Rodriguez, 1993). Embora ndo tenha sido observada
a presenga de formigas em Paullinia rubiginosa da mesma forma que em Serjanig suas
folhas ndo se mostraram predadas, o que pode indicar que o mesmo tipo de associagdo
mutualistica esteja ocorrendo, como tem sido citada para muitas espécies que possuem
nectarios extraflorais (Bentley, 1977; Beattie, 1985; Koptur, 1992; Heil & McKey, 2003;
Kobayashi et al, 2008).

Os NEFs de Paullinia rubiginosaapresentam uma bainha aberta de células com
compostos fendlicos ao redor dos tecidos vasculares, resultados semelhantes foram relatados
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para Prockia crucis(Salicaceae) (Thadeo et al, 2008). Segundo Elias (1983) compostos
fendlicos sdao freqiientemente encontrados em nectarios, mesmo em familias distantemente
relacionadas. Estes compostos podem ter papel de defesa nas plantas (Koptur, 1992), proteger
as células contra radiacdo ultravioleta excessiva, podem ainda manter os protoplastos das
células integros sob estresse hidrico (Taiz e Zeiger, 2004).

A presenga de cristais de oxalato de calcio nos nectarios, assim como ocorre em
Paullinia rubiginosa foi relatada por Metcalfe & Chalk (1979), como sendo freqiiente em
diversos grupos taxonOomicos. Relatos semelhantes foram feitos por Schnell et al. (1963);
Baker et al. (1978); Boughton (1981); Durkee (1982); Elias (1983), Leitdo et al (2005),
Francino et al(2006), Thadeo et al (2008), Rocha et al (2009). Tem sido demonstrado que o
Ca’" inibe a ATPase da membrana plasmatica (Leonard & Hodges, 1980). Como o transporte
de sacarose em plantas, um dos principais componentes do néctar, envolve ATPase
(Giaquinta, 1979), os cristais de oxalato de célcio podem imobilizar o calcio nas regides do
nectario onde o transporte de sacarose ¢ ativo (Vezza et al 2006).

As caracteristicas das células do tecido secretor, como nucleo volumoso, citoplasma
denso, pouco vacuolizado, sdo relatadas para diversos tipos nectarios e sdo indicativas de alta
atividade metabolica (Fahn, 1979; Durkee, 1983; Stpiczynska et al, 2005).

As células mais internas, em contato com o tecido vascular, podem ser interpretadas
como participantes no transporte a curta distdncia de materiais do tecido vascular para o
secretor, atuando na transferéncia do pré-néctar para o tecido secretor. Na por¢ao secretora,
ocorre a transformacao do pré-néctar em néctar, de acordo com o que foi relatado por Nepi
(2007). Segundo Nepi (2007), o parénquima nectarifero pode participar do mecanismo de
transformag@o do pré-néctar em néctar. No caso de P. rubiginosaembora ndo tenha sido
possivel verificar a origem ontogenética da camada interna a secretora, ¢ possivel que esta
tenha a funcdo de restringir o transporte apoplastico impedindo o refluxo da secrecdo do
tecido secretor.

Segundo Fahn (2000), a origem do néctar secretado por nectarios ¢ o floema, seja
diretamente da fotossintese do parénquima nectarifero, de outras partes clorofiladas da planta,
ou ainda de grios de amido armazenado no parénquima nectarifero. No caso de Paulinia
rubiginosa os carboidratos devem ser provenientes dos fotoassimilados de outras partes da
planta transportados pelo floema até o nectdrio, uma vez que nao foram evidenciadas
substancias de reserva nem cloroplastos no tecido secretor. Situacdo semelhante foi descrita
para os nectarios florais de Hedera helixVezza et al, 2006).

Em geral, o néctar pode ser acumulado em espagos intercelulares e subcuticulares e ser
exsudado do nectario através de tricomas, estdmatos modificados, rupturas na cuticula,
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regioes mais permeaveis na cuticula ou poros na mesma (Fahn, 1979). A auséncia de
estdbmatos no polo secretor, caracteristica usual em NEFs (Metcalfe & Chalk, 1979), o
acumulo do néctar em espacos intercelulares e subcuticulares, e a presenca de abaulamentos
semelhantes a poros na cuticula das células do apice dos NEFs de Paullinia rubiginosa
sugerem que a secrecao ¢ eliminada por intermédio de poros na cuticula das células secretoras
dos nectarios extraflorais. No entanto, sdo necessarios mais estudos para confirmar esta
hipotese.

Este trabalho ¢ o primeiro a descrever anatomicamente e confirmar a presenca de
NEFs na familia Sapindaceae, no entanto existem trabalhos relatando a presenga de NEFs em
outras espécies de Paullinia e em Serjanig ¢ também em outras familias que compdem a
ordem Sapindales. Os nectarios extraflorais de Paullinia rubiginosaapresentam morfologia e
topografia semelhante aos das outras espécies do género e de Serjania mas diferentes dos
descritos para espécies de Meliaceae. A presenca de NEFs, sua morfologia e localizagdo na
planta, e mesmo sua cor podem ser caracteres utilizados para a separacao de taxons de plantas
(Metcalfe & Chalk, 1979). Nectarios extraflorais podem representar marcadores morfologicos
importantes em andlises filogenéticas, dessa forma, sdo necessdrios mais estudos de
prospeccdo e anatdmicos de nectarios extraflorais em Sapindaceae, principalmente na tribo

Paullinieae.
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CONCLUSOES FINAIS

O género Paullinia ¢ um dos mais representativos da familia Sapindaceae, juntamente
com Serjanig mas apesar disso existem poucos os trabalhos anatémicos de estruturas
secretoras destes géneros. Os resultados obtidos com este trabalho sdo bastante promissores, €
abrem espago para futuros trabalhos com estruturas secretoras em Sapindaceae principalmente
com géneros da tribo Paullinieae.

A presenca de laticiferos e sua classificagdo morfologica podem representar
marcadores morfologicos de proximidade filogenética, e estdo presentes em Paullinia ¢
Serjania No entanto, para avaliar o valor destas estruturas secretoras como marcadores
filogenéticos na tribo Paullinieae, novos trabalhos devem ser conduzidos com espécies dos
géneros que compdem esta tribo.

A natureza complexa e quimicamente diversa da secrecdo dos laticiferos pode
representar uma vantagem adaptativa a espécie por conter substidncias que apresentam
atividade bioldgica como oOleo essencial, alcaldides, esterdides, além dos taninos em
idioblastos taniferos, que podem conferir protecao contra herbivoros e patdgenos.

A ocorréncia de tricomas apresentando fungdo de coléter em Paullinia rubiginosa
constitui-se num dado inédito para o género, uma vez que nao foram realizados trabalhos com
a caracterizacdo do secretados dos tricomas presentes em outras espécies do género. A
presenca destas estruturas secretoras pode ser considerada uma estratégia adaptativa de
importancia pela protecao as folhas jovens que a secre¢do confere.

Este trabalho ¢ o primeiro a descrever anatomicamente NEF para a familia
Sapindaceae. Os nectarios extraflorais de Paullinia rubiginosaapresentam morfologia e
topografia semelhantes aos descritos para Serjanig mas diferentes dos relatados para espécies
de Meliaceae, familia que compde a ordem Sapindales juntamente com Sapindaceae. Dessa
forma, sdo necessarios mais estudos para verificar a presenga de NEF no género, para que este
carater possa contribuir para esclarecer as relagdes filogenéticas dentro da ordem, uma vez
que Meliaceae ¢ considerada uma familia mais proximamente relacionada com
Simaroubaceae, que apresenta registros de NEFs, e Rutaceae, que ndo apresenta nenhum dado

da ocorréncia destas estruturas.
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