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RESUMO

LOPES, Karina Lucas Barbosa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, mar¢co de
2007. Morfoanatomia dos 6rgdos vegetativos de Mandevilla atroviolacea
(Stadelm.) Woodson (Apocynaceae, Apocynoideae) em um afloramento
rochoso no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro — MG. Orientadora:
Renata Maria Strozi Alves Meira. Co-Orientadoras: Aristéa Alves Azevedo e
Arlete Aparecida Soares.

Mandevilla atroviolacea (Apocynaceae, Apocynoideae) € uma liana
caracterizada pela presenca de latex nos 6rgdos vegetativos, pelas flores vistosas e por
sistema subterraneo desenvolvido. No Parque Estadual da Serra do Brigadeiro
(PESB), M. atroviolacea ocorre de forma isolada ou formando populacGes de
individuos em um afloramento rochoso a 1400m de altitude. Normalmente as plantas
ocorrentes nesses locais apresentam adaptacdes a falta de &gua e a escassez de
substrato. O trabalho teve como objetivo caracterizar morfo-anatomicamente 0s
Orgaos vegetativos de M. atroviolacea ocorrente em um campo de altitude no (PESB),
com énfase na caracterizacdo do sistema de laticiferos e do sistema subterraneo,
visando identificar estruturas que possam auxiliar na interpretacdo das estratégias
adaptativas da espécie, bem como aquelas de valor taxondmico. Amostras de apice
caulinar e radicular, folha, caule e raizes tuberosas, bem como regides do hipocaétilo e
do 6rgdo tuberoso de plantas obtidas de individuos jovens e adultos foram coletados
num afloramento rochoso do PESB. Posteriormente, essas amostras foram fixadas em
glutaraldeido 2% em solucdo tampédo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0 de Sorenson,
desidratadas em série etilica e incluidas em historresina. Foram realizadas seccdes
com auxilio de micrétomo rotatorio, entre 7-10um de espessura, 0s cortes corados
com azul de toluidina em pH &cido e as laminas montadas com resina sintética. Testes
histoquimicos foram realizados em amostras frescas de folhas, caules e raizes,
seccionadas em micrétomo de mesa e as ldminas montadas com glicerina 50%. O
sistema subterrdneo de M. atroviolacea corresponde a um xilopédio na porcéo
proximal com auto-enxertia de ramos e elevada capacidade gemifera e na porcédo
distal um 6rgdo tuberoso de origem caulinar, associado as raizes laterais tuberosas.
Nestas, ocorre proliferacdo das células parenquimaticas corticais e daquelas do

floema secundario, formando um tecido relacionado a reserva de agua (séo raizes



suculentas) e de substéncias, principalmente o amido. Os laticiferos de M.
atroviolacea sdo do tipo articulado anastomosado; se originam da atividade do
meristema fundamental e/ou do procambio e ja se encontram em fase secretora desde
a sua formagdo na regido meristematica. Nas raizes tuberosas, os laticiferos séo
originados a partir da atividade do cambio e/ou felogénio e da desdiferenciagéo de
células parenquimaticas do cortex. A parede dos laticiferos é mais espessa que a das
células adjacentes, sendo exclusivamente primaria e pectocelulésica. A secrecdo dos
laticiferos contém uma emulsdo de substancias lipofilicas, rica em lipidios neutros,
6leo-resinas e borracha. O elevado potencial gemifero e o acimulo de agua e de
substancias de reserva observados no sistema subterraneo de M. atroviolacea, bem
como a presenca do latex nos 6rgdos vegetativos atuando na protecdo contra
patdgenos e herbiboros, representam importantes estratégias para a sobrevivéncia da
espécie as condicOes adversas as quais esta submetida.

Vi



ABSTRACT

LOPES, Karina Lucas Barbosa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March of
2007. Morphoanatomy of vegetative organs of Mandevilla atroviolacea
(Stadelm.) Woodson (Apocynaceae, Apocynoideae) of on rock outcrops in the
Serra do Brigadeiro State Park — MG. Adviser: Renata Maria Strozi Alves
Meira. Co-Advisers: Aristéa Alves Azevedo e Arlete Aparecida Soares.

Mandevilla atroviolacea (Apocynaceae, Apocynoideae) is a wine species
characterized by the presence of latex in the vegetative organs, stunning flowers and
well-developed underground system. In the Serra do Brigadeiro State Park - MG
(PESB), M. atroviolacea occurs in an isolated or forming population of individuals on
rock outcrops at 1400m of altitude. Plants occurring in these environments usually
show adaptations to water and substratum shortage. The objective of this work was
the morpho-anatomical characterization of vegetative organs of M. atroviolacea
ocurring in an altitude field of the PESB, emphasizing the characterization of the
laticiferous and underground systems, in order to identify structures that can assist the
interpretation of adaptative strategies, as well as those of taxonomic value. Samples
of stem and root apexes, leaves, stems and tuberous roots, as well as parts of
hypocotyls and tuberous organs from young and adult plants were collected from a
rock outcrop in the PESB. These samples were then fixed with 2% glutaraldeyde in
0.1 M Sorenson’s sodium phosphate buffer, pH 7, dehydrated with an ethanol series
and embedded in historesin. Sections (7-10mm thick) were made with a rotative
microtome, stained with Toluidine Blue in acid pH and slides were mounted in
synthetic resin. Histochemical tests were carried out in samples of leaves, stems and
roots, sectioned in a table microtome and the slides were mounted in 50% glycerin.
The underground system of M. atroviolacea corresponds to a xylopodium in the
proximal portion with self-grafting of shoots and high shoot-forming capacity, and in
the distal portion a tuberous organ of stem origin, associated with tuberous lateral
roots. In these roots, there is proliferation of cortical parenchyma cells and secondary
phloem, forming a tissue related with storage of water (succulent roots) and reserve
substances, mainly starch. M. atroviolacea has articulated anastomosing laticifers
originated from the activity of the primary meristem and/or the procambium that

show secretory activity early in their formation in the meristematic region. In

vii



tuberous roots, the laticifers are originated from the activity of the cambium and/or
phellogen and dedifferentiation of cortex parenchyma cells. The laticifers present
exclusively primary pectocellulose walls thicker than the adjacent cell walls. The
laticifer secretion contains an emulsion of lipophilic substances, rich in neutral lipids,
oil-resins and rubber. The high shoot-forming potential and storage of water and
reserve substances of the M. atroviolacea underground system, as well as the
presence of latex in vegetative organs conferring protection against pathogens and
herbivores, represent important strategies for the species survival in these adverse
conditions.

viii



INTRODUCAO GERAL

Segundo a delimitacdo taxondmica vigente (Endress & Bruyns 2000), a
familia Apocynaceae consiste de 424 géneros distribuidos em cinco subfamilias:
Rauvolfioideae, Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae.
Possui 3700 especies inseridas em 355 géneros (Judd et al. 1999), sendo no Brasil
representada por cerca de 41 géneros e 376 espéecies (Barroso 1991). Espécies de
Apocynaceae desenvolvem-se em varios habitats, desde florestas tropicais Umidas até
regides semi-aridas; ao nivel do mar e em topos de montanha, em solos secos,
afloramentos rochosos, areas inundadas e algumas vezes nas margens dos rios (Rapini
2004).

Dentre os caracteres anatdmicos presentes na familia, a presenca de laticiferos
nos 6rgdos vegetativos e reprodutivos e floema intraxilematico sdo constantes (Judd
et al. 1999; Rapini 2004). Algumas espécies de Apocynaceae possuem importancia
econémica e/ou medicinal devido a presenca de metabolitos secundarios no latex, tais
como alcaloides e borracha (Metcalfe & Chalk 1950, Yoder & Mahlberg 1976), além
de muitos membros da familia apresentar natureza tdxica (Schvartsman 1979). Ao
latex € ainda atribuida a importancia de protecdo contra herbivoria e selagem de
ferimentos (Fahn 1979, 1990).

O género Mandevilla Lind. (Apocynaceae, Apocynoideae) é constituido de
arbustos, lianas e ervas de ocorréncia neotropical, compreendendo cerca de 120
especies distribuidas do México a Argentina. No entanto, alguns representantes
ocorrem em areas subtropicais. A maior parte das espécies estd na América do Sul,
onde cerca de 90 foram descritas. Mandevilla é distinguivel pela presenca de
coléteres que ocorrem ao longo da nervura mediana ou na base da lamina foliar
(Morales 1998). Muitas espécies de Mandevilla, tais como em M. illustris, M. novo-
capitalis, M. spigeliiflora, M. tenuifolia e M. velutina, apresentam Xilopodios e raizes

tuberosas (Simd&es 2000).

Mandevilla atroviolacea (Stadelm) Woodson € uma liana caracterizada pela
presenca de latex nos Orgdos vegetativos, pelas flores vistosas e por sistema

subterraneo desenvolvido (formado por Xxilopddio e raizes tuberosas). A espécie



ocorre no Sul e Sudeste do Brasil, especialmente na Floresta Atlantica de encosta,
alcancando o interior a partir de matas de altitude; no estado de Minas Gerais também
ocorre em afloramentos rochosos (Simbes & Kinoshita 2002). Na literatura, tém-se
registros de sua ocorréncia em areas florestais e rupicolas, em altitudes acima de

1300m, na Serra de Bicas, municipio de Carrancas-MG (Simdes & Kinoshita 2002).

No Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB) foi encontrada uma
populacéo de M. atroviolacea ocorrendo de forma isolada ou formando populacdes de
individuos com flores vistosas em um afloramento rochoso a 1400m de altitude. O
Parque (criado por meio do Decreto N° 38.319 de 27/07/1996) situa-se no Macico
Mantiqueira, entre os meridianos 42°20° e 42°40°S, estando inserido na Zona da Mata
de Minas Gerais (Engevix 1995). Ocupa uma area de 13.210 ha, abrangendo oito
municipios. O relevo e a altitude variam entre 1.000 e 1.995m, exercendo importante
influéncia nas caracteristicas climaticas do parque, amenizando as temperaturas e
criando um clima tipicamente serrano nas regides mais elevadas. O PESB representa
uma das ultimas areas de Mata Atlantica em Minas Gerais, constituida por florestas
de encosta (Floresta Estacional Semidecidual Montana) e Campos de Altitude (Costa
et al. 1998).

Os campos de altitude sdo observados ocupando os platds e as escarpas
isoladas, em algumas areas acima da cota de 1.600m, onde os afloramentos rochosos
podem ser encontrados, com uma vegetacdo formada por mosaicos de arbustos e
pequenas arvores, inseridas em uma matriz de touceiras de gramineas, esparsas ervas
e pteriddfitas (Safford 1999). Os campos de altitude encontram-se em bom estado de
conservacao e representam cerca de 10% da vegetacdo da area do PESB (Paula 1998).

Nos afloramentos rochosos, em geral, as condi¢cBes microclimaticas e
pedoldgicas sdo peculiares. Normalmente as plantas ocorrentes nesses locais
apresentam adaptacbes a falta de agua e a escassez de substrato. As espécies
caracteristicas dos afloramentos rochosos do sudeste do Brasil exibem varios
mecanismos de tolerdncia ou evitacdo da perda de &gua, incluindo a suculéncia,
metabolismo acido das crassulaceas (MAC), tolerancia a dessecacdo, deciduidade,
dorméncia e adogédo de um ciclo de vida anual ou pseudoanual (Safford & Martinelli
2000).



Dentre alguns estudos realizados nos campos de altitude, destacam-se 0s
realizados no PESB, sobre a composic¢éo floristica (Caiafa & Silva 2005) e anatomia
foliar e radicular de algumas espécies de Orchidaceae (Silva 2005) e Asteraceae
(Smiljanic 2005).

Apesar do elevado nimero de espécies de Mandevilla e a diversidade de
biomas em que ocorrem, os trabalhos sobre a morfo-anatomia de espécies do género
sdo poucos. Destacam-se os estudos morfo-anatbmicos dos Orgaos vegetativos e
subterraneos realizados por Apezzato-da-Gloria (1988, 2003), Apezzato-da-Gloria et
al. (1992) e Apezzato-da-Gléria & Estelita (1997, 2000) com M. illustris e M.
velutina, no Cerrado, e em M. tenuifolia em afloramentos rochosos denominados
inselbergs, na Caatinga (Costa 2002). Até o momento, ndo foram localizados estudos
com abordagem anatdémica dos 6rgdos vegetativos de M. atroviolacea, especialmente
do sistema subterrdneo. Desse modo, esses conhecimentos sdo relevantes, pois
contribuem para a compreensdo da estrutura e funcionamento das formacdes
vegetacionais do PESB, &rea prioritaria de conservacao por possuir alta riqueza de
espécies endémicas da fauna e flora, além de representar uma das ultimas areas de

mata atlantica em Minas Gerais.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo geral caracterizar morfo-
anatomicamente 0s 0Orgdos vegetativos de M. atroviolacea ocorrente em um
afloramento rochoso de um campo de altitude no Parque Estadual da Serra do
Brigadeiro (PESB), com énfase no sistema de laticiferos e sistema subterraneo,
visando identificar estruturas que possam auxiliar na interpretacdo das estratégias

adaptativas da espécie e ser Gtil como ferramenta para a taxonomia.
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CAPITULO |

Morfoanatomia do sistema subterréneo de Mandevilla atroviolacea
(Stadelm.) Woodson (Apocynaceae, Apocynoideae) em um afloramento rochoso

no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro - MG

RESUMO

Os sistemas subterraneos das plantas apresentam as mais diversas estruturas
que permitem a sobrevivéncia em condi¢des desfavordveis do ambiente, tais como
secas prolongadas e queimadas, através do armazenamento de agua, substancias de
reserva e estruturas de propagacdo vegetativa. O objetivo do trabalho foi fornecer
informacBes sobre a morfo-anatomia do sistema subterrdneo de Mandevilla
atroviolacea que possam auxiliar na interpretacdo das estratégias adaptativas da
espécie. Amostras do hipocétilo e de regides do érgdo tuberoso, obtido de plantas
jovens e adultas coletadas em campo foram seccionadas, fixadas em glutaraldeido 2%
em solucdo tampéo fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0 de Sorenson, desidratadas em série
etilica e incluidas em historresina. Seccles realizadas com auxilio de micrétomo
rotativo, entre 7-10um de espessura, foram coradas com azul de toluidina em pH
acido e montadas com resina sintética. Testes histoquimicos foram realizados em
amostras de raizes tuberosas de plantas adultas, seccionadas em micrétomo de mesa e
montadas com glicerina 50%. A presenca de lipidios totais foi evidenciada pela
utilizacdo de sudan vermelho escarlate; amido por lugol; mucilagem por vermelho de
ruténio; compostos fendlicos gerais por dicromato de potassio. O sistema subterraneo
de M. atroviolacea corresponde a um xilopddio na por¢do proximal com auto-
enxertia de ramos e elevada capacidade gemifera e na porcdo distal a um o6rgéo
tuberoso de origem caulinar, associado as raizes laterais tuberosas. Nestas, ocorre
proliferacdo das células parenquimaticas corticais e do floema secundério,
relacionado a reserva de agua (sdo raizes suculentas) e de substancias, principalmente
o0 amido. O elevado potencial gemifero, o acimulo de agua e de substancias de

reserva observados no sistema subterrdneo de M. atroviolacea representa caracteres



relevantes como estratégia para a sobrevivéncia da espécie as condi¢Oes adversas as

quais esta submetida.



ABSTRACT

The underground systems of plants show the most varied structures adapted to
survival in unfavorable environmental conditions, such as long-term droughts and
burnings, by storing water and reserve substances and as vegetative structures. The
objective of this work was to provide information on the morpho-anatomy of the
underground system of Mandevilla atroviolacea that can assist in the interpretation of
adaptive strategies in species. Hypocotyl and tuberous organ samples obtained from
young and adult plants collected in field were sectioned, fixed with 2% glutaraldeyde
in 0.1 M Sorenson’s sodium phosphate buffer, pH 7, dehydrated with an ethanol
series and embedded in historesin. Sections (7-10mm thick) were made with a
rotative microtome, stained with Toluidine Blue in acid pH and mounted in synthetic
resin. Histochemical tests were carried out in samples of tuberous roots from adult
plants, sectioned in a table microtome and mounted in 50% glycerin. Presence of total
lipids was revealed by staining with scarlet red sudan (Johansen 1940); starch by
Lugol (Jensen 1962); mucilage by ruthenium red (Johansen 1940); general phenolic
compounds by potassium dichromate (Gabe 1968). The underground system of M.
atroviolacea corresponds to a xylopodium in the proximal portion with self-grafting
of shoots and high shoot-forming capacity, and in the distal portion a tuberous organ
of stem origin, associated with tuberous lateral roots. The roots show proliferation of
cortical parenchyma cells and secondary phloem, which is related to storage of water
(succulent roots) and substances, mainly starch. The high shoot-forming potential and
storage of water and reserve substances observed in the underground system of M.
atroviolacea are important strategies for the species survival in these adverse

conditions.



INTRODUCAO

Em algumas formacbes vegetais brasileiras, principalmente nos cerrados,
caatingas e nos campos rupestres, ocorrem plantas com sistemas subterraneos
espessados (Menezes et al. 1979). Estes apresentam as mais diversas formas e se
constituem em notaveis adaptacdes as condicdes ambientais (Paviani & Haridasan
1988). Dentre as estruturas subterraneas encontradas no cerrado e afloramentos
rochosos (campos de altitude e campos rupestres), podemos citar os xilopodios, as
raizes gemiferas, as raizes tuberosas, 0s séboles e os riz6foros (Rizzini & Heringer
1961, 1962, 1966; Paviani 1977, 1978, 1987; Menezes et al. 1979; Sajo & Menezes
1986a, b; Dietrich & Figueiredo - Ribeiro 1985; Appezzato-da-Gloria & Estelita
1995, 2000). Estas estruturas subterraneas capacitam a sobrevivéncia das plantas em
condicGes desfavoraveis, tais como altas temperaturas (Rawistcher & Rachid 1946) e
secas prolongadas (Rizzini 1965), através do armazenamento de agua e substancias de
reserva (Rizzini & Heringer 1966; Figueiredo-Ribeiro et al. 1986) e como estruturas
de propagacéo vegetativa (Rizzini & Heringer 1966).

Em geral, produtos estocados como a agua, lipidios, carboidratos, proteinas e
compostos nitrogenados sdo periodicamente acumulados em resposta as condicdes
ambientais ou estados fisioldgicos caracteristicos de cada espécie (Figueiredo-Ribeiro
et al. 1986).

A respeito dos xilopddios, trata-se de um érgdo lenhoso, perene, gemifero,
formado pela tuberizagdo do hipocotilo ou deste juntamente com a por¢éo superior da
raiz primaria. Sobrevive as estacfes secas e rebrota no inicio das estacdes chuvosas, a
partir dos restos de ramos persistentes da porcéo superior do 6rgdo, se a parte aérea
for eliminada durante o periodo da seca (Rizzini 1965).

Os estudos com ontogénese dos xilopodios permitiram verificar que existe um
padrdo de formacdo inicial destas estruturas e que este processo relaciona-se a
complexidade estrutural dos xilopddios (Appezzato-da-Gldria 2003). Em Brasilia
sickii (Asteraceae), o sistema subterraneo pode ser considerado como uma unidade
morfologica, mas ndo anatbmica; sendo a estrutura anatdmica radicular em xilopodios
novos, mas apresentando-se caulinar em xilopddios adultos (Paviani 1977, 1978); em

Mandevilla illustris e M. velutina (Apocynaceae), o processo de formagdo do
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xilopddio é similar. Tanto nestas espécies citadas como em Pachyrhizus ahipa
(Fabaceae), o sistema subterraneo se constitui por um xilopodio gemifero sob o qual

ocorre a raiz tuberosa (Milanez & Moraes-Dallaqua 2003).

O xilopddio, em geral, possui mais de um eixo de simetria devido ao processo
de auto-enxertia natural da base dos ramos aéreos (Appezzato-da-Gléria 2003). Tal
processo pode ser verificado em Brasilia sickii (Paviani 1977), Mandevilla illustris e
M. velutina (Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000), Calea verticillata e Isostigma

megapotamicum (Vilhalva & Appezzato-da-Gloria 2006).

J& as raizes tuberosas sdo 6rgdos de consisténcia macia e suculenta, com
predominancia de parénquima de armazenamento; nao raramente suprido de amido e
agua; basicamente um produto do crescimento secundario da raiz primaria (Rizzini &
Heringer 1961).

Um dos aspectos pouco explorado pelos pesquisadores trata-se da natureza
dos sistemas subterraneos, tanto em relacdo aos estudos organograficos como
anatdmicos (Andreata & Menezes 1999). Em geral, as observacdes morfoldgicas
externas utilizadas para a classificacdo de tais sistemas ndo sao esclarecedoras, além
de existir uma ampla variedade de termos para designar as estruturas subterraneas
(Hayashi 2003). Os sistemas subterraneos possuem diferentes caracteristicas morfo-
anatdbmicas e vasta complexidade estrutural (origem radicular, caulinar ou mista), e,
em consequéncia, apenas observacdes baseadas na morfologia externa s&o
insuficientes, fazendo-se necessarios estudos anatdbmicos para caracterizacdo
adequada do 6rgéo.

Os campos de altitude sdo observados ocupando os platds e as escarpas
isoladas, em areas acima da cota de 1.600m, onde os afloramentos rochosos podem
ser encontrados, com uma vegetacdo formada por mosaicos de arbustos e pequenas
arvores, inseridas em uma matriz de touceiras de gramineas, esparsas ervas e
pteridofitas (Safford 1999). Apesar dos campos de altitude serem comuns nas
paisagens do sudeste brasileiro (Caiafa & Silva 2005), com a vegetacdo exibindo
varios mecanismos ecofisioldgicos, tais como, suculéncia, metabolismo &cido das
crassulaceas (CAM), tolerancia a dessecacdo, deciduidade, dorméncia e adogédo de

um ciclo de vida anual ou pseudoanual (Safford & Martinelli 2000), estudos sobre a
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morfo-anatomia dos sistemas subterraneos de espécies nativas destes ambientes sdo
escassos. Desse modo, o presente trabalho tem como objetivo fornecer informacdes
sobre a morfo-anatomia do sistema subterrdneo de Mandevilla atroviolacea
(Apocynaceae) ocorrente no PESB, visando identificar estruturas que possam auxiliar

na interpretacdo das estratégias adaptativas da espécie.
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MATERIAL E METODOS

Material boténico e caracterizagdo da area de coleta

Espécimes jovens e adultos de Mandevilla atroviolacea (Stadelm.) Woodson
(Apocynaceae, Apocynoideae) foram coletadas em um afloramento rochoso de um
campo de altitude localizado na regido denominada, pela populacédo local, de “totem
deitado” (20°42 21,1°'S 42°28'46,8" W, 1.514m de altitude). Esse local se constitui
em uma das trés subserras (“cabeca de elefante”, “cabeca de mamute” e “totem
deitado”) cujo conjunto é denominado de Serra das Cabecas, do Parque Estadual da
Serra do Brigadeiro-MG.

O clima da regido é mesotérmico, onde os verdes sdo brandos até quentes e
umidos. O regime pluviométrico € caracterizado por um periodo chuvoso, durante 0s
meses de novembro a marco, e por um periodo seco, de abril a outubro. A
precipitacdo média anual varia em torno de 1.300 mm (Engevix 1995).

Expedi¢des mensais (Fevereiro a Dezembro de 2006) foram realizadas para
coletas de materiais vegetativos (folhas, caules, raizes tuberosas) e reprodutivos
(sementes), bem como para 0 acompanhamento da populacéo de M. atroviolacea.

Ramos férteis foram herborizados e a excicata (VIC 27.620) depositada no
herbario da Universidade Federal de Vicosa, tendo sido a sua identidade confirmada

por especialista.

Avaliacdo morfoldgica

Para a investigacdo da morfologia do sistema subterraneo, plantas jovens e
adultas foram analisadas quanto aos seguintes aspectos: presenca de protuberancias
(as quais podem estar associadas a saida de raizes laterais ou gemas), textura,
suculéncia, rigidez e formato dos 6rgaos. Foi anotada a orientacdo dos 6rgaos,
profundidade alcancada pelas raizes e presenga/auséncia de parte aérea. Todas as

informacdes foram registradas em fotografias digitalizadas.
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Avaliacao anatomica

Cerca de 60 sementes provenientes do campo (no periodo de junho) foram
previamente desinfectadas em hipoclorito de sédio a 20% da solucdo comercial,
lavadas em &gua corrente e, posteriormente colocadas em caixas ”gerbox” sobre papel
de filtro umedecido com agua destilada, a 30°C, sob iluminacéo fluorescente branca
continua. As plantulas, sete dias apos a germinacgéo, foram transplantadas para vasos
contendo uma mistura de terra (proveniente do local da coleta) e areia (2:1), sendo
mantidas em casa de vegetacdo e regadas diariamente com agua.

Para o estudo anatdmico do sistema subterraneo, foram retiradas amostras do
hipocétilo e do 6rgédo tuberoso, em diferentes fases do desenvolvimento, das plantulas
(com dois meses) obtidas no experimento de germinacdo das sementes e de plantas
jovens e adultas coletadas em campo. Os materiais foram fixados em solucdo de
glutaraldeido 2% em tampé&o fosfato de sodio de Sorenson 0,1 M pH 7,0 (Gabriel
1982), desidratados em série etilica e incluidos em historresina (Historesin Leica).
Cortes transversais e longitudinais seriados, de 7-10 um de espessura, foram obtidos
com auxilio de micrétomo rotativo com avan¢o automatico (RM-2155 Leica). Os
cortes foram corados com azul de toluidina em pH acido (O Brien e McCully 1981) e
as ldminas montadas com resina sintética (Permount).

Testes histoquimicos foram realizados em secgdes frescas de raizes
tuberosas de plantas adultas, obtidas em micr6tomo de mesa (modelo LPC,
Rolemberg e Bhering Comércio e Importacdo LTDA) e as laminas montadas com
glicerina 50%. A presenca de lipidios totais foi evidenciada por sudan vermelho
escarlate (Johansen 1940); amido por Lugol (Jensen 1962); mucilagem por vermelho
de ruténio (Johansen 1940); compostos fendlicos gerais por dicromato de potassio
(Gabe 1968). As observacdes e a documentacdo fotografica foram realizadas em
microscopio de luz (modelo AX70TRF, Olympus Optical) equipado com sistema U-
Photo.

14



RESULTADOQOS

Caracterizacdo morfologica do sistema subterréaneo

No afloramento rochoso (figura 1), o sistema subterraneo de M. atroviolacea é
orientado verticalmente e atinge aproximadamente 30 cm de profundidade.
Entretanto, devido ao pouco substrato presente, muitos individuos crescem
horizontalmente sobre a rocha, sem o aprofundamento do sistema subterraneo (figura
2,3).

O sistema subterraneo de M. atroviolacea consiste de trés porcoes (figura 4):
um Xxilopodio, que se caracteriza como uma porcdo superior cilindrica, lenhosa e
lignificada, situada superficialmente no solo e da qual surgem novos ramos (figura 5),
uma porcao inferior tuberosa de origem caulinar (figura 4) e uma porc¢ao formada por
raizes laterais tuberosas (figura 4).

As raizes laterais tuberosas correspondem a grande parte do sistema
subterraneo (figura 4), sendo inicialmente fusiformes, adqurindo formas irregulares e
varidveis na maturidade. Apresentam uma superficie irregular devido a
protuberancias semelhantes a calos (figura 6). Destas raizes tuberosas partem varias
raizes delgadas ndo tuberizadas relacionadas a absorcao.

Caracterizacdo anatdbmica da raiz primaria e desenvolvimento do Orgao

subterraneo tuberoso

O processo de tuberizagdo, que ocorre através do intumescimento do
hipocoétilo, ocorre cedo no desenvolvimento do sistema subterrdaneo, como pode ser
observado em uma planta com 2 meses obtida a partir da germinacdo da semente (
figura 7).

A raiz em estrutura primaria (figura 8) é revestida por epiderme unisseriada,
cujas células tém paredes delgadas e no cértex ocorrem cerca de 7 camadas de
parénquima formadas por células volumosas, vacuolizadas, com ndcleo periférico e

paredes delgadas. Neste estagio de desenvolvimento € comum observar a saida de
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raizes laterais (figura 9). O cilindro vascular ¢ formado por corddes de floema que se
alternam com os polos de protoxilema em estrutura geralmente tetrarca (figuras 8,
11), mas ocasionalmente poliarca em estadios mais avancados de desenvolvimento.
No centro destas raizes forma-se uma medula parenquimatica cujas células sdo
volumosas, vacuolizadas, sendo também comum nesta regido divisbes celulares
(figuras 11).

O inicio da formacdo do cambio precede o desenvolvimento completo do
xilema primério, como pode ser observado em detalhe na figura 11. Subsequentes
atividades cambiais produzem uma maior propor¢do de parénquima oriundo do
floema secundario em relacdo ao Xxilema secundario. Em acomodacdo a larga
circunferéncia do cilindro vascular, as células do cortex se dividem anticlinalmente e
periclinalmente e posteriormente se expandem (figura 10). Nesta mesma regido, é
possivel observar que as células corticais mais externas se dividem periclinalmente
formando camadas adicionais ao tecido de revestimento (figura 12).

Em estagios mais avancados do desenvolvimento do sistema subterraneo, de
uma planta obtida em campo (figura 13), observa-se que a porcao superior do 6rgao
corresponde ao Xxilopddio, (figura 13) com predominante estrutura caulinar (figura
14). A auto-enxertia natural de ramos pode ser observada na porcdo proximal do
xilopédio (figura 15), resultado da producdo periddica de novos ramos durante as
estacOes favoraveis. Assim, o xilopddio é caracterizado por mais de um eixo de
simetria. Ainda na regido do xilopddio, verifica-se a presenca de gema (figura 16)
cuja origem ¢ exogena, sendo formada a partir do parénquima periferico.

As analises anatdmicas de sec¢des inferiores do 6rgao tuberoso revelam que
se trata de um sistema subterraneo caulinar (figura 17, seccdes 1,2,3), pois no centro
da estrutura observa-se o xilema primario com maturacdo centrifuga (figuras 19, 21).
O desenvolvimento e intumescimento do 6rgdo resultam da atividade continua do
cambio vascular, bem como de uma producdo ndo usual do paréngquima do raio e da
medula (18). Observa-se inicialmente uma predominancia de divisdes anticlinais das
células do raio, que alongam e expandem em direcdo a medula (18). Nesta, as
divisdes ocorrem tanto anticlinalmente como periclinalmente, ampliando o didametro

do 6rgdo (18). Como resultado desses eventos, ocorre a fragmentacdo do cilindro
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vascular (20) com posterior isolamento das unidades vasculares (21). Nesse 6rgédo

tuberoso, observa-se a saida de raizes adventicias (figura 22).

Desenvolvimento das raizes tuberosas laterais

Em cortes transversais de raizes laterais em diferentes estadios de
desenvolvimento, (figuras 23-26) observa-se a periderme como um tecido de
revestimento (figura 26), produzida pelo felogénio a partir de camadas mais externas
do cortex. O intumescimento das raizes (figuras 23-26) decorre principalmente da
divisdo e expansdo das células parenquimaticas corticais e como contribuicdo
daquelas do floema secundario, originadas de um cambio vascular tipico. Em raizes
mais intumescidas, verifica-se uma desproporcional producdo de células
parenquimaticas corticais em relagdo ao tecido vascular secundario (figura 27). Estas
células parenquimaticas formam um tecido de reserva (amido) e de agua. Idioblastos
contendo compostos fenolicos foram encontrados com freqtiéncia no cortex (figuras
27, 28, 29). No floema secundario, os raios parengquimaticos sdo evidentes (figura
28). Ibioblastos cristaliferos estdo associados ao parénquima do floema, aparecendo
isolados ou em série. Internamente, encontra-se o Xxilema secundario, com raios
parenquimaticos (figura 28) associados a reserva de amido.

ProtusBes ou calos estdo presentes na superficie das raizes tuberosas, sendo
delimitada externamente pela periderme (figura 29). O inicio da formacao do calo foi
observado nas raizes tuberosas mais jovens, pela divisdo das células corticais mais
externas, que se avolumam em direcdo a periferia do 6rgdo. Na raiz adulta, estas
células estdo ordenadas em fileiras radiais sendo delimitadas externamente pela
periderme e internamente pelo parénquima cortical (figura 29). Algumas celulas
parenquimaticas do calo contém compostos fenolicos e cristais (figura 29). A
presenca do calo pode estar associada a saida de raizes laterais.

Laticiferos sdo observados em todos os estadios de desenvolvimento da raiz
tuberosa, sendo nas mais jovens distribuidos predominante nas proximidades do
floema secundario e no cértex, enquanto naquelas de maior diametro, estas estruturas
se concentram na periferia do cortex (figura 30), formando longas fileiras paralelas ao

tecido de revestimento.
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Figura 1. Vista geral do afloramento rochoso estudado no PESB. Figuras 2-6. Sistema
subterraneo de Mandevilla atroviolacea. 2. Sistema subterrdneo adulto crescendo sobre a
rocha, sem o aprofundamento do sistema subterraneo (substrato foi removido) (figura 2,3).
3. Detalhe das raizes tuberosas. 4. Aspecto geral, mostrando xilopddio (Xi), érgdo tuberoso
(seta dupla) e raizes tuberosas (Rt). 5. detalhe da gema na regido do xilopddio. 6. Vista
frontal das protuberancias (seta) na raiz tuberosa. Barras= 13 cm (2), 6 cm (3), 0,75 cm (4),
0,5cm (5), 1,35 cm (6).
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Figuras 7-12. Sistema subterraneo de Mandevilla atroviolacea. 7. Vista geral de uma
planta com 2 meses. As letras A e B indicam as regifes analisadas anatomicamente.
8. Diferenciacdo da raiz primaria (regido A) evidenciando epiderme, cortex, cilindro
vascular (seta= protoxilema). 9. Emergéncia de uma raiz lateral. 10. Regido B,
divisdes anticlinais e periclinais (seta) ocorrentes no parénquima cortical. 11. Detalhe
da figura anterior evidenciando raiz tetrarca e inicio da instalagdo cambial (seta
dupla). 12. Detalhe das células parenquimaticas mais externas em divisdo (seta)
formando camadas adicionais ao tecido de revestimento. (Ep= epiderme; Co= cortex;
Cv= cilindro vascular; Fl= floema; Px= protoxilema). Barras= 0,8 cm (7), 100um (8),
140um (9), 250um (10), 52um (11), 42um (12).
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Figuras 13-16. 13. Xilopddio adulto (Xi) de Mandevilla atroviolacea. 14. Estrutura caulinar
do xilopddio. 15. Eixos caulinares (Ec) enxertados naturalmente. 16. Gema caulinar na
regido do xilopddio. Barras= 0,6cm (13), 180um (14), 450um (15), 600um (16).
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Figuras 17-22. Sistema subterrdneo adulto de Mandevilla atroviolacea. 17. Vista
geral, eixo superior corresponde ao xilopodio (Xi) e o eixo inferior ao 6rgéo tuberoso
caulinar. Os numeros 1,2,3 indicam os planos de corte mostrados nas figuras 18, 20 e
22, respectivamente. 18. Cilindro vascular com proliferacdo anémala do parénquima
do raio e da medula. 19. Detalhe da figura anterior (seta= protoxilema). 20.
Fragmentagéo do cilindro vascular com o isolamento das unidades vasculares (seta).
21. Detalhe de uma unidade vascular (seta= protoxilema). 22. Detalhe da saida de raiz
adventicia (Seta). (Me= medula; Rx= raio xilematico). Barras= 0,6 cm (17), 350um
(18), 150um (19), 600um (20), 170um (21), 350um (22).
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Figuras 27-30. Raiz tuberosa lateral de Mandevilla atroviolacea. 27. Cortex volumoso
(seta dupla) cujas células parenquimaticas formam um tecido de reserva. 28. Detalhe dos
raios do xilema (seta dupla). 29. Ao longo das raizes tuberosas ocorrem protusdes
semelhantes a calos. 30. Detalhe do laticifero na periferia do cortex (seta). (seta =
idioblasto; Co= cdrtex; Fs= floema secundario; Pe= periderme). Barras= 500um (27),
310um (28), 410um (29), 200um (30).
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DISCUSSAO

Com base na literatura disponivel sobre sistemas subterraneos, a terminologia
mais adequada para a caracterizacdo morfo-anatdmica do sistema subterraneo
gemifero de M. atroviolacea € um xilopodio.

O xilopadio é essencialmente um érgédo tuberoso-lignificado, gemifero, com
anatomia complexa, podendo ser de origem caulinar, radicular ou misto (Rachid
1947; Rizzini & Heringer 1961,1966; Paviani 1978; Appezzato-da-Gléria & Estelita
2000). E formado pelo espessamento do hipocétilo e da raiz principal, e embora o
caule seja muitas vezes citado como parte da estrutura do xilopddio, ele ndo esta
envolvido na sua ontogénese (Rizzini & Heringer 1961). Na espécie em estudo, 0
xilopodio é predominantemente caulinar, formado pelo espessamento do hipocotilo,
como ja relatado para outras duas espécies de Mandevilla illustris e M. velutina
(Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000).

A complexidade estrutural dos xilopddios esta relacionada ao processo natural
de auto-enxertia dos ramos que surgem periodicamente durante as estagcdes favoraveis
(Paviani 1977). Esse processo de auto-enxertia pode ser verificado nos xilopodios
adultos de M. atroviolacea, bem como nos xilopddios de muitas plantas ocorrentes
em Cerrado, tais como Brasilia sickii (Paviani 1977), Mandevilla illustris e M.
velutina (Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000), Calea verticillata e Isostigma
megapotamicum (Vilhalva & Appezzato-da-Gloria 2006).

A capacidade gemifera é uma caracteristica marcante dos xilopodios (Rizzini
& Heringer 1961), funcionando como uma estratégia adaptativa das plantas aos
periodos de déficit hidrico e a acdo periddica do fogo (Rizzini 1965; Rizzini &
Heringer 1961, 1962, 1966; Rachid-Edwards 1956). Em M. atroviolacea, a emisséo
periédica de ramos aéreos produzidos pelo xilopddio confere a espécie maior
capacidade de sobrevivéncia aos periodos de seca e de restricdo hidrica ocorrentes

nos afloramentos rochosos.

Em M. atroviolacea, as gemas oriundas do xilopodio sdo exdgenas e formadas
a partir da desdiferenciacdo do parénquima periférico. Segundo Esau (1965), o
estabelecimento da conex&o vascular entre a gema e a estrutura de origem, em geral,

ocorre pela diferenciagdo dos tecidos vasculares da gema em direcdo ao sistema
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vascular existente, fato este observado na espécie em estudo. Em Brasilia sickii
(Paviani 1987), as gemas do xilopddio também se originam a partir da
desdiferenciacdo de células parenquimaticas, ja em Mandevilla illustris e M. velutina
(Appezzato-da-Gloria & Estelita 1995, 2000), Calea verticillata e Isostigma
megapotamicum (Vilhalva & Appezzato-da-Gléria 2006), as gemas presentes nos

xilopddios tém origem cambial.

As raizes priméarias de M. atroviolacea sdo normalmente tetrarcas, podendo
em alguns espécimes ser poliarca, como relatado para outras Apocynaceae, tais como
ocorre em M. illustris e M. velutina (Appezzato-da-gléria & Estelita 2000). Em
Pyrostegia venusta (Gabrielli 1992), Bignoniaceae, a variagdo dos numeros de pélos
de protoxilema pode ocorrer na raiz de uma mesma planta, tendo inicialmente
estrutura pentarca, posteriormente tetrarca e voltando a pentarca na porcéo basal. A
variacdo anatémica do nimero dos polos de protoxilema pode ser encontrada na
maioria das especies, variando entre plantas diferentes ou em raizes diferentes de uma
mesma planta, apresentando consideravel valor taxonémico (Esau 1965; Fahn 1990;
Solereder 1908).

A estrutura tuberosa do sistema subterrdneo de M. atroviolacea € de origem
caulinar, com o desenvolvimento da tubera resultante da atividade de um cambio
vascular com producdo nao-usual de parénquima. Em Ocimum nudicaule (Figueiredo
1971), também foi encontrado uma estrutura subterranea de natureza caulinar, com
uma desproporcional quantidade de parénquima. Tanto na espécie em estudo como
em Ocimum nudicaule (Figueiredo 1971), o aumento da espessura do Orgdo é
proporcionado pela proliferacdo ndo-usual de parénquima, o que resulta na
fragmentacéo do cilindro vascular.

As raizes laterais tuberosas correspondem a grande parte do sistema
subterraneo da planta, ocorrendo grande proliferacdo das células parenquimaticas
corticais e como contribuicdo daquelas do floema secundario, relacionado a reserva
de agua e de substancias, principalmente o amido. Um carater comum a todos 0s
Orgdos tuberosos é a presenca abundante de parénquima de reserva, ocorrendo
numerosas variagdes estruturais (Esau 1998). Estas variacOes estruturais podem ser
observadas em varias espécies, tais como em Pachyrhizus erosus (Dabydeen & Sirju-
Charran 1990) e Pachyrhizus ahipa (Milanez & Moraes-Dallagua 2003) (Fabaceae),
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com o surgimento de cambios a partir do parénquima do xilema secundario. J& em
Oxalis (Estelita-Teixeira 1982), Mandevilla illustris e M. velutina (Appezzato-da-
Gléria & Estelita 2000), o processo de tuberizacdo das raizes decorre de um
crescimento secundario comum.

Ainda sobre as raizes laterais tuberosas, verifica-se que a suculéncia e o
armazenamento de substincias favorecem a sobrevivéncia dos individuos de M.
atroviolacea que crescem expostos nos afloramentos rochosos sob periodos de fortes
estresses hidricos. A funcdo de reserva dos Orgdos tuberosos € aceita para plantas
pertencentes aos mais diversos tipos de vegetacdo (Paviani & Haridasan 1988). A
suculéncia e reserva de substancias tem sido verificado em espécies ocorrentes em
afloramentos rochosos submetidos a sazonalidade, tais como nas Apocynaceae
Marsdenia virgultorum, espécie do cerrado (Rizzini 1965) e M. megalantha, espécie
da caatinga (Goyder & Morillo 1994). Portanto, pode-se propor que a suculéncia,
armazenamento de substancias e presenca de 6rgdo gemifero seja um padrdo morfo-
anatdmico relacionado a sobrevivéncia de espécies em ambientes submetidos a fortes

fatores edaficos e climaticos.
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CONCLUSOES

As adaptacGes morfo-anatbmicas de M. atroviolacea ao ambiente peculiar dos
afloramentos rochosos em campos de altitude estdo relacionadas a capacidade do
sistema subterrdneo de acumular dgua e substancias de reserva nas raizes tuberosas,
bem como a emissdo periddica de ramos aereos produzidos pelo xilopddio em

sucessivas estacdes favoraveis.
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CAPITULO Il

Laticiferos articulados nos 6rgéaos vegetativos de Mandevilla atroviolacea

(Stadelm.) Woodson (Apocynaceae, Apocynoideae)

RESUMO

A ocorréncia de laticiferos do tipo ndo articulado esta registrada na literatura
para as Apocynaceae, sendo encontradas poucas informacGes quanto a natureza
quimica do latex. O objetivo do presente trabalho foi descrever anatbmica e
histoquimicamente os laticiferos das raizes, caules e folhas de Mandevilla atroviolacea.
Em M. atroviolacea os laticiferos sdo do tipo articulado anastomosado. O sistema
laticifero é originado da atividade do meristema fundamental e/ou do procambio e ja se
encontra em fase secretora desde a sua formagdo na regido meristematica. Entretanto,
nas raizes tuberosas, os laticiferos sdo originados a partir da atividade do cambio e/ou
felogénio e da desdiferenciacdo de células parenquimaticas do cortex. A parede dos
laticiferos € mais espessa que a das celulas adjacentes, sendo de natureza primaria e
pectocelulésica. A secrecdo dos laticiferos contém uma emulsdo de substancias
lipofilicas, rica em lipidios neutros, éleo-resinas e borracha. Goticulas lipidicas foram
evidenciadas no citoplasma dos laticiferos, tendo sido identificada uma reacdo
semelhante no lume dos elementos traqueais. O latex tem fungdo de protecdo contra
patdgenos e herbivoros, podendo também atuar na cicatrizacdo de ferimentos, funcdes
importantes para as plantas de M. atroviolaceae, que crescem expostas nos
afloramentos rochosos, num ambiente submetido a fortes estresses edaficos e

climaticos.
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ABSTRACT

Occurrence of nonarticulated laticifers is recorded in the literature on
Apocynaceae, with little information being available on the chemical nature of the latex
exuded. The objective of this work was to anatomically and histochemically describe
the laticifer found in the roots, stems and leaves of Mandevilla atroviolacea. In M.
atroviolacea, laticifers are anastomizing and non-articulated. The lactiferous system is
originated from the activity of fundamental meristem activity and /or procambium and
already found in a secretory phase since its formation in the meristematic region.
However, in the tuberous roots, the laticifers are originated from the activity of the
cambium and/or phelogeny and undifferentiation of parenchymatic cortex cells. The
laticiferous wall is thicker than that of the adjacent cells, being primary and
pectocellulosic. Laticifer secretion contains an emulsion of lipophylic substances rich in
neutral lipids, resin oils and rubber. Lipidic drops were seen in the laticifer cytoplasm,
with a similar reaction being identified in the lumen of the tracheal elements. Latex
exerts a protective function against pathogens and herbivores, also acting upon wound
cicatrization, important functions for the M. atroviolacea, plants that grow exposed to

rocky formations.
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INTRODUCAO

Laticiferos sdo estruturas secretoras internas especializadas ocorrentes em 20
familias de angiospermas, dentre as quais Apocynaceae € citada, com freqiiéncia, por
ter laticiferos distribuidos em todos os 6rgaos da planta ou restritos a certos tecidos
(Solereder 1908; Metcalfe 1967; Fahn, 1979). Nesta familia, laticiferos ndo-articulados
tém sido registrados em varias espécies como Nerium oleander (Mahberg 1961),
Vallaris solanacea (Murugan and Inandar 1987a), Allamanda violacea (Inamdar et al.
1988), Calotropis gigantea (Roy & De 1992), Mandevilla illustris, M. velutina
(Appezzato-da-Gléria and Estelita 1997), Vinca sardoa (Sacchetti et al. 1999) e
Asclepias speciosa (Serpe et al. 2001).

Segundo a delimitacdo taxondmica vigente (Endress & Bruyns 2000) a familia
Apocynaceae consiste de 424 géneros distribuidos em cinco subfamilias:
Rauvolfioideae, Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae.
Embora as Asclepiadaceae seja tradicionalmente separada das Apocynaceae devido a
presenca de translator e formacdo de polinia (Endress & Bruyns 2000), analises
cladisticas com base em caracteres morfoldgicos e dados moleculares ndo sustentam a
manutencdo de Apocynaceae e Asclepiadaceae como familias separadas (Judd et al.
1999; Endress & Bruyns 2000). Recentemente, Demarco et al. (2006) relataram uma
nova ocorréncia de laticiferos articulados anastomosados em Aspidosperma australe
(Rauvolfioideae) e Blepharodon bicuspidatum (Asclepiadoideae), incluidas nas
Apocynaceae (Endress & Bruyns 2000), destacando que essa caracteristica constitui-se
em mais uma evidéncia da proximidade entre estes clados.

Estudos sobre a morfologia e anatomia dos 0rgaos vegetativos, especialmente
das folhas, séo reconhecidamente ferramentas de utilidade para a taxonomia (Metcalfe
& Chalk 1979, 1983).

Informacdes sobre a estrutura morfoldgica do laticifero e a natureza quimica do
latex de apocinaceas sdo escassas. Destacam-se 0s resultados apresentados para
Catharanthus roseus (Yoder & Mahlberg 1976), Vallaris solanacea (Roth) (Murugan
& Inamdar 1987a), Mandevilla illustris e M. velutina (Appezzato-da-Gléria & Estelita
1997), Aspidosperma australe e Blepharodon bicuspidatum (Demarco et al. 2006).
Desse modo, o presente trabalho teve por objetivo descrever a distribuicao

organografica, a ontogénese e caracterizar a estrutura e a natureza quimica do latex de
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Mandevilla atroviolacea (Apocynaceae). As informacbes aqui apresentadas poderdo
contribuir na compreensdo das afinidades filogenéticas entre as subfamilias de

Apocynaceae.
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MATERIAL E METODOS

As amostras foram coletadas em uma populacdo de M. atroviolacea nativa de
um afloramento rochoso no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (MG) nas
coordenadas geogréficas S 20°42° 21,1 WO 42°28'46,8", a 1514 m de altitude. O
material testemunho foi depositado no Herbario da Universidade Federal de Vigosa sob
o nimero VIC 27.620. Apices caulinares e radiculares, folhas, caules e raizes tuberosas
de cinco plantas adultas foram fixados em glutaraldeido 2% em solucéo tampdo fosfato
de sddio 0,1 M pH 7,0 de Sorenson (Gabriel 1982), desidratadas em série etilica e
incluidas em metacrilato (Historesin, Leica Instruments). Para caracterizagédo estrutural
foram obtidos cortes transversais (5-9 um de espessura), em um micrétomo rotativo
(modelo RM2155, Leica Microsystems Inc.), os quais foram corados com azul de
toluidina pH 4,0 (O Brien and McCully, 1981) e as laminas montadas com resina
sintética (Permount).

Para a obtencdo das laminas semipermanentes destinadas a caracterizacdo
histoquimica foram utilizadas amostras frescas das folhas, caules e raizes, seccionadas
transversalmente num micr6tomo de mesa (modelo LPC, Rolemberg e Bhering
Comércio e Importacdo LTDA) e as laminas montadas em &gua glicerinada. As
principais classes de metabdlitos foram investigadas usando os testes histoquimicos
apresentados na Tabela 1. Seccbes controle foram realizadas simultaneamente, de
acordo com as recomendac6es dos respectivos autores.

As observacOes e a documentacéo fotografica foram realizadas em microscopio
de luz (modelo AX70TRF, Olympus Optical) equipado com sistema U-Photo. O
sistema de classificagcdo adotado foi o proposto por Endress & Bruyns (2000).
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Tabela 1. Metodologias utilizadas para a deteccdo das principais classes de metabdlitos.

Grupos de Teste Aplicado
Metabdlitos

Sudan Vermelho Escarlate

Lipidios Totais
(Pearse 1980)

. Lipidios Acidos e _ _
Lipidios Sulfato Azul de Nilo (Cain 1947)
Neutros

Acetato de Cobre/Acido Rubianico
(Ganter & Jollés 1969)

Acidos Graxos

Oleos essenciais e Reagente de Nadi
. Oleo-resinas (David & Carde 1964)
Terpendides i}
Lactonas Acido Sulfarico

Sesquiterpénicas (Geissmen & Griffin 1971)

Compostos Dicromato de Potassio
Fenolicos Gerais (Gabe 1968)
Compostos
. Vanilina Cloridrica
Fendlicos Taninos
(Mace & Howell 1974)
Lignina Floroglucinol (Johansen 1940)
] Xilidine Pounceau (XP)
Proteinas o
(O"Brien & McCully 1981)
. Reagente de Wagner
Alcaloides
(Furr & Mahlberg 1981)
Amido Lugol (Jensen 1962)
Polissacarideos .
) ) ) PAS (O'Brien & McCully 1981)
Polissacarideos gerais

Vermelho de ruténio
(Johansen 1940)

Pectinas
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RESULTADOS

Os laticiferos de M. atroviolacea sdo articulados e presentes em todos 0s 6rgaos
vegetativos da planta (figuras 1-19). No apice caulinar (figuras 1-2) e radicular (figuras
6-7), sao originados de células do meristema fundamental e do procambio. Os
laticiferos se diferenciam rapidamente, com a fase meristematica muito breve.
Enquanto a maioria dos tecidos ainda esta meristematica, os sistemas de laticiferos ja se
encontram diferenciados e em fase secretora, identificada pelo contetdo granuloso no
citoplasma (figuras 3-5, 7-9) e alongam-se verticalmente acompanhando o eixo
longitudinal da planta.

Nas regiGes mais apicais do meristema, os laticiferos sdo formados pela adi¢ao
de células cujas paredes dissolvem rapidamente. Nas regiGes meristematicas é
observada uma intensa fusdo de células adjacentes, originando laticiferos continuos ou
sistemas laticiferos (figuras 4, 8 e 9). O crescimento dos laticiferos é continuo gracas a
expansdo e acréscimo de novas células do meristema apical no sistema.

Em todos os estddios de desenvolvimento dos laticiferos estes sdo
estruturalmente diferenciados das células vizinhas por sua forma alongada, diametro
(que variou em diferentes partes da planta), espessura da parede e natureza quimica da
secrecdo. A parede dos laticiferos é mais espessa que a das células adjacentes, sendo de
natureza primaria e pectocelulésica. Cada laticifero apresenta varios nuacleos de
contorno esférico com distintos nucléolos (figura 5).

Verificou-se anastomose de sistemas laticiferos laterais, originando o0s
laticiferos do tipo ramificado. Este evento foi visualizado tanto nas por¢oes
meristematicas (figuras 5, 7-8) quanto nas regifes mais velhas dos 6rgdos aéreos e
subterraneos (figuras 10, 16-17). Geralmente, os laticiferos se ramificam formando
configuragdes em formato-Y (figuras 16-17) e ocasionalmente formato-H.

No caule (figuras 12-13) e peciolo, os laticiferos foram observados no cértex, na
medula e nas proximidades do cilindro vascular, especialmente no floema. A parede
dos laticiferos na medula do caule é espessa e apresenta estriacdes na face voltada para
o lume celular (figuras 13-14). Na lamina foliar, os laticiferos ocorrem associados aos
feixes vasculares (figura 11), ramificando-se por entre os espagos intercelulares, na
interface do parénquima palicadico e o esponjoso, podendo inclusive chegar até a

epiderme (figura 10).
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Nas raizes tuberosas, em adi¢cdo ao sistema primario de laticiferos, séo
produzidos laticiferos a partir da atividade do cambio e/ou felogénio (figura 19) e da
desdiferenciacéo das células parenquimaticas do cortex (figuras 15-18). Nas raizes mais
jovens os laticiferos ocorrem predominante nas proximidades do floema secundario e
no cortex (figura 22). J& nas raizes de maior diametro, tais estruturas formam longas
fileiras paralelas a periderme (figura 23), concentrando-se na periferia o que dificulta
concluir quanto a sua origem pela desdiferenciacdo do parénguima cortical e/ou pela
atividade do felogénio. Ja nos érgdos aéreos, os laticiferos aparentemente se formam
apenas pela atividade dos meristemas apicais (sistema primario de laticiferos).

Quando se da o extravasamento do latex tanto dos 6rgdos aéreos quanto do
subterraneo, este se constitui em um fluido branco viscoso. O latex corresponde ao
proprio citoplasma da célula, podendo ser constatado desde as por¢Ges mais jovens dos
6rgéos analisados (figuras 3-5). Nos laticiferos maduros, tanto nos 6rgaos aéreos quanto
nos subterrdneos (figuras 20-21), a secrecdo é granulosa. A reacdo foi positiva para
compostos lipofilicos e negativa para compostos fenolicos, alcaldides, polissacarideos e
proteinas. O teste com Sudan Vermelho Escarlate evidenciou goticulas lipidicas nos
laticiferos (figuras 24-25). Cabe ressaltar que nas raizes tuberosas, o contetdo presente
nos elementos traqueais reagiu para os testes de compostos lipidicos (figura 26),
resultando em uma reacdo semelhante a dos laticiferos. A reacdo com Azul do Nilo
confirmou a natureza neutra desses lipidios (figura 27). Dos reagentes utilizados para
detectar terpendides, apenas o Reagente de Nadi apresentou resultado positivo, com a
secrecao evidencida pela coloracdo azul purpurea, caracteristica de 6leo-resina (figura
28). A natureza lipofilica dessa secrecdo foi confirmada pelo controle, no qual apés
tratamento das sec¢cdes com uma mistura de metanol-cloroférmio ndo foi evidenciada

coloragéo.
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Figuras 1-5. Laticiferos articulados do apice caulinar de M. atroviolacea. 1. Vista geral (seta).
2. detalhe do sistema de laticiferos no meristema fundamental (seta). 3. Laticifero diferenciado
(L) e em fase secretora (*). 4. Laticifero com parede transversal (P) e nicleos evidentes (seta).
5. Detalhe do laticifero ramificado com nucleos e nucléolos evidentes (seta). Barras= 220pum
(1), 100um (2), 80pum (3), 30um (4), 80um (5).
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Figuras 6-9. Laticiferos articulados do &pice radicular de Mandevilla atroviolacea. 6. Vista
geral dos laticiferos (seta) originados do procambio e meristema fundamental. 7. Detalhe do
laticifero na regido do meristema fundamental. 8-9 Detalhe da dissolucéo da parede transversal
do laticifero (P). Barras= 80um (6), 60um (7), 40um (8), 40um (9).
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Figuras 10-14. Distribuicdo dos laticiferos articulados anastomosados na folha e no caule de
Mandevilla atroviolacea. 10-11. Seccdo transversal da folha. 10. Laticifero ramificado
subjacente a epiderme (seta). 11. Laticiferos associados aos feixes vasculares (seta). 12-14.
Caule. 12. Vista geral dos laticiferos no cortex e medula do caule (seta). 13. Detalhe da
parede estriada dos laticiferos (*). 14. Seccdo longitudinal do caule evidenciando a espessura
da parede pectocelul6sica dos laticiferos. Barras= 100um (10), 100pum (11), 250um (12),
50um (13), 100um (14).
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Figuras 15-19. Distribuicdo dos laticiferos articulados anastomosados nas raizes tuberosas de
Mandevilla atroviolacea. 15. Aspecto geral da raiz evidenciando laticiferos no cortex e
floema secundario (secc¢do transversal). 16. Detalhe da figura anterior evidenciando laticifero
em formato-Y. 17. Laticifero ramificado com secre¢do granulosa (*). 18. Detalhe do
laticifero formado a partir das células parenquimaticas do cértex, notar dissolugdo da parede
celular (Pc) e da presenca dos nucleos (seta). 19. Laticiferos (seta) originados a partir do
cambio (seta dupla) (Seccdo transversal). Barras= 450um (15), 60um (16), 140um (17),
110pum (18), 110um (19).
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Figuras 20-28. Laticiferos da raiz tuberosa de Mandevilla atroviolacea. 20-21. Aspecto da raiz
em amostras frescas ndo submetidas a reagentes (branco). 20- Laticiferos no cortex interno e
externo com secrecdo. 21. Detalhe do laticifero, evidenciando a secrecdo de aspecto opaco e
em forma de gotas (*). 22-24, 26-27. Cortes submetidos ao Sudan Vermelho Escarlate, reagéo
positiva para lipidios. 22. Aspecto geral dos laticiferos distribuidos na raiz tuberosa. 23.
Detalhe do laticifero periférico paralelo a superficie da raiz. 24. Detalhe de um elemento
traqueal com contetdo lipidico. 25. Reacgdo positiva para lipidios neutros (sulfato azul de Nilo)
nos laticiferos. 26. Detalhe das goticulas lipidicas nos laticiferos (*). 27. Detalhe do laticifero
em corte transversal, evidenciando a espessura da parede (Pc). 28. Reacdo positiva para 6leo-
resina (reagente de Nadi) nos laticiferos, notar as goticulas (G). Barras= 360um (20), 90um
(21), 450um (22), 300um (23), 20um (24), 20um (25), 40um (26), 20pum (27), 40um (28).
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DISCUSSAO

Em M. atroviolacea, os laticiferos sdo do tipo articulado e estdo largamente
distribuidos pelo corpo da planta tanto nos 6rgaos aéreos quanto nos subterraneos. Estes
resultados sdo conflitantes com a literatura pois na familia Apocynaceae tem sido
enfatizada a presenca de laticiferos do tipo ndo articulado ramificado (Solereder 1908;
Metcalfe 1967), conforme registrado para Nerium oleander (Mahberg 1961), Vallaris
solanacea (Murugan & Inandar, 1987), Allamanda violacea (Inamdar et al. 1988),
Calotropis gigantea (Roy & De 1992) e Mandeviila illustris e M. velutina (Appezzato-
da-Gléria & Estelita 1997). Recentemente, um novo registro de ocorréncia de
laticiferos do tipo articulado e ramificado foi publicado para representantes das
subfamilias Rauvolfioideae e Asclepiadoideae (Demarco et al. 2006). Uma analise
cuidadosa das terminacdes dos extensos laticiferos dos 6rgaos aéreos e reprodutivos de
Aspidosperma  australe  (Rauvolfioideae) e  Blepharodon  bicuspidatum
(Asclepiadoideae) constatou que estas estruturas se formam pela dissolucédo rapida das
paredes transversais no meristema apical, ndo sendo tais paredes visualizadas nas
regibes subapicais (Demarco et al. 2006). Assim, o tipo de laticifero registrado no
presente trabalho para M. atroviolacea é inédito tanto para o género quanto para a
subfamilia Apocynoideae. E, portanto, mais uma evidéncia morfoldgica que respalda o
agrupamento das Apocynaceae e Asclepiadaceae em uma mesma familia formada por
um grupo monofilético (Endress & Bruyns 2000). Cabe ressaltar a necessidade da
reavaliacdo da classificacdo do tipo de laticifero para as Apocynaceae, conforme ja
sugerido por Demarco et al. (2006), para esclarecer se os laticiferos séo
verdadeiramente ndo articulados ou se articulados com uma réapida dissolucdo da parede
transversal.

Quanto a distribuicdo dos laticiferos em M. atroviolacea, tém-se 0 mesmo
padrdo registrado na literatura, tanto para a familia Apocynaceae (Metcalfe 1967)
quanto para outras espécies de Mandevilla (Appezzato-da-Gloria & Estelita 1997),
podendo entdo ser considerado um caréater de valor unificador para o género.

Existem poucas informagdes sobre a ocorréncia e distribui¢do de laticiferos em
orgdos subterraneos (Fahn 1979). A caréncia destas informacdes se deve a dificuldade
de andlise em funcdo do pequeno diametro dos laticiferos presentes nos Orgaos

subterraneos quando comparados com outros 6rgdos (Appezzato-da-Gloria & Estelita
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1997). Entretanto, em M. atroviolacea o maior didmetro dos laticiferos e sua forma
alongada em relacdo as células adjacentes, tanto no sistema aéreo quanto no
subterrdneo, tornam essas estruturas distinguiveis nas sec¢Bes transversais e
longitudinais, ndo se constituindo, assim, em uma dificuldade técnica.

A formacdo precoce dos laticiferos em M. atroviolacea, nos meristemas apicais
(procambio e meristema fundamental) do caule e da raiz, e o continuo acréscimo de
células no sistema de laticifero em formacéo (sistema primario de laticifero), ja foram
relatados na literatura (Murugan & Inamdar 1987a; Demarco et al. 2006), inclusive
para os 0rgaos subterraneos de outras espécies de Mandevilla (Appezzato-da-Gléria &
Estelita 1997).

Somente nas raizes tuberosas de M. atroviolacea observou-se laticiferos de
origem secundaria, tanto pela atividade cambial, quanto pela desdiferenciacdo de
células do parénquima cortical. E comum a origem de laticiferos a partir de iniciais
fusiformes do cambio (Metcalfe 1967; Rudall 1989; Van Veenendaal & Den Outer
1990).

A parede dos laticiferos de M. atroviolacea e sua estrutura se destacam das
células adjacentes pelo maior didametro e espessamento, que no caule em estrutura
secundaria formam distintas estriagdes na face volta para o lume. EstriacGes
semelhantes foram descritas para os laticiferos do caule de Euphorbia abdelkuri
(Rudall 1987), sendo usual a ocorréncia de paredes espessas e pectocelulésica em
laticiferos (Fahn 1979; Malberg1993).

De acordo com Van Veenendaal & Den Outer (1990), em Morus nigra, critérios
utilizados para distinguir os laticiferos das ceélulas vizinhas séo: forte reacdo com Sudan
I11 (que reage para substancias lipidicas) e com azul de toluidina. Este mesmo critério
foi atil no reconhecimento dos laticiferos de M. atroviolacea, cujo contetido granuloso
reagiu intensamente com azul de toluidina e com Sudan Vermelho Escarlate para
compostos lipidicos. Proteinas e lipidios ja foram localizados no latex de Vallaris
solanacea (Murugan & Inamdar1987a), espécie da familia Apocynaceae.

Somente nas raizes tuberosas de M. atroviolacea verificou-se um conteido que
reagiu intensamente para deteccdo de compostos lipidicos (Sudan Vermelho Escarlate)
no lume dos elementos traqueais, além dos laticiferos. Observagdes semelhantes foram
registradas para os caules aéreos de Mandevilla spp. (Appezzato-da-Gloria & Estelita

1997). Possivelmente esse conteudo presente nos elementos traqueais seja resultado da
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degeneracdo e extravasamento do protoplasma dos laticiferos durante diferenciacdo
vascular, conforme visualizado também em Rauwolfia grandiflora (Goncalves 1962).

Apesar de testes especificos para a deteccdo de borracha ndo terem sido
efetuados, a presenca de compostos lipidicos e a coloracdo branca do latex sao indicios
da presenca de borracha, considerada como o maior composto terpendide conhecido
(Raven et al. 1999). De acordo com Van Die (1955) os laticiferos de muitas
Apocynaceae contém particulas de borracha que séo insoltveis em etanol.

A funcdo mais provavel para os laticiferos € a de protecdo contra patdgenos e
herbivoros, podendo também atuar na cicatrizagdo de ferimentos (Fahn 1979; 1990),
fungdes importantes para as plantas de M. atroviolacea, que crescem expostas nos
afloramentos rochosos, num ambiente submetido a fortes estresses edaficos e climaticos

tipicos do bioma campo de altitude.
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CONCLUSOES

A presenca dos laticiferos ramificados e articulados em M. atroviolacea trata-
se de um novo registro para a familia Apocynaceae, além de mais uma caractere Gtil a
taxonomia. Estudos ontogenéticos adicionais sdo necessarios para o esclarecimento da
origem dos laticiferos pela atividade do felogénio e desdiferenciagdo das celulas

parenquimaticas do parénquima cortical.
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CONCLUSOES GERAIS

A anélise dos resultados obtidos, nos trabalhos realizados, permite concluir que:

O sistema subterrdneo de M. atroviolacea caracteriza-se por uma porc¢ao
superior, que corresponde um Xxilopodio gemifero, perene, com mais de um eixo de
simetria devido ao processo natural de auto-enxertia da base dos ramos aéreos; e uma
porgédo inferior tuberosa, de origem caulinar. O desenvolvimento e intumescimento
desse 6rgdo tuberoso resultam da atividade continua do cdmbio vascular, bem como de
uma producdo nédo usual do parénquima do raio e da medula.

As raizes laterais tuberosas correspondem grande parte do sistema subterraneo,
com o intumescimento decorrente da divisdo e expansdo das células parenquimaticas e
daquelas do floema secundério, originadas de um cambio tipico. Estas células
acumulam agua e substancias de reserva (principalmente o amido), o que permite a
sobrevivéncia da planta nos periodos desfavoraveis através destas expensas
acumuladas.

Os laticiferos de M. atroviolacea sdo ramificados e articulados e estdo
largamente distribuidos pelo corpo da planta tanto nos 6rgdos aéreos quanto nos
subterraneos. A presenca dos laticiferos articulados se trata de um novo registro para a

familia Apocynaceae, sendo mais um caractere de utilidade a taxonomia.
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