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RESUMO - (Anatomia de estipulas e coléteres de Psychotria carthagenensis Jacq. (Rubiaceae)). Psychotria carthagenensis (Rubiaceae) pode ser iden-
tificada pela presenga de estipulas apicais lanceoladas. Muitos géneros da familia tém estipulas com estruturas secretoras, denominadas coléteres. Sobre a
estrutura de estipulas e coléteres pouco ¢ conhecido. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar anatomicamente estipulas e coléteres de individuos
de P. carthagenensis ocorrentes no Estado de Santa Catarina (Brasil). Amostras de estipulas apicais dos ramos foram coletadas, fixadas e processadas
para estudos em microscopias Optica e eletronica de varredura. Testes histoquimicos foram aplicados em material in vivo. As estipulas sdo fundidas pela
base e separadas na por¢do apical. Na face adaxial ocorrem tricomas multicelulares, entre os quais estdo os coléteres. Estes tém base constricta, poros na
superficie cuticular e epiderme em paligada envolvendo um parénquima axial, o qual pode conter rafides. Os coléteres secretam substancias mucilaginosas.
Esta secregdo é muito importante para proteger o meristema apical caulinar e as folhas jovens.
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ABSTRACT - (Stipule and colleter anatomy of Psychotria carthagenensis Jacq. (Rubiaceae)). Psychotria carthagenensis (Rubiaceae) is identified by the
presence of lanceolate apical stipules. Several Rubiaceae genera have stipules with secretory structures called colleters. Little is known about the structures
of stipules and colleters. This work aimed to characterize anatomically the stipules and the colleters of Psychotria carthagenensis from Santa Catarina
state (Brazil). Apical shoot stipule samples were collected, fixed, and processed for light and scanning electron microscopy studies. Histochemical tests
were made on in vivo material. The bases of stipules are connected and the apices are separate. On the adaxial surface, there are multicellular trichomes
and the colleters are found among these. They have a constricted base, pores on the cuticle surface, parenchymatic middle axis surrounded by a layer of
palisade-like epidermal cells, in which may have raphides. The colleters secrete a mucilaginous substance that is very important to protect the apical shoot

and young leaves.
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Introduciao

Nas Américas, a familia Rubiaceae esta representada por
229 géneros e 5200 espécies (Delprete 1999), dentre elas
Psychotria carthagenensis Jacq. com distribui¢do desde a
Costa Rica até a Argentina; no Brasil ocorre do Para ao Rio
Grande do Sul (Delprete et al. 2005).

Psychotria carthagenensis é encontrada em ambientes
bastante distintos (Klein ez al. 2005). De acordo com estes
autores, no Sul do Brasil, a espécie ocorre desde o nivel do
mar até¢ 600 m de altitude, em trés tipologias vegetacionais
distintas: Floresta Ombrofila Densa, Restinga e Ambiente
Reofitico, sendo possivel observar grande variagdo morfo-
logica entre as populagdes de cada uma dessas regides.

Delprete et al. (2005) mencionam, dentre outras carac-
teristicas usadas para identificagdo de P. carthagenensis, a
presencga de estipulas grandes, obtusas, membranaceas ¢ que
sdo completamente deciduas, estando presentes apenas nos
apices dos ramos. Pereira ef al. (2006) também ressaltam que
as estipulas apicais, cuja forma ¢ lanceolada, sdo bem eviden-
tes e representam um carater taxondmico para a espécie.

Estipulas em muitas familias de dicotiledoneas sdo es-
truturas capazes de secretar mucilagens, gomas ou resinas
(Lersten 1974). Fahn (1979) relata a existéncia de estipulas
jovens, as quais, em muitos géneros de Rubiaceae, possuem
estruturas secretores de mucilagem denominadas coléteres.
Sua secrecdo protege os primordios foliares contra a desse-
cacdo (Solereder, 1908).

Coléteres tém sido registrados em diversos orgéos vege-
tais, em varias familias de dicotiledoneas (Thomas 1991). O
sistema APG (Angiosperm Phylogeny Group 1998) inclui
cinco familias na ordem Gentianales, trés delas portadoras
de coléteres — Apocynaceae, Loganiaceae ¢ Rubiaceae; o
sistema APGII (2003) mantém esta organizacao filogenética,
ndo referindo a presenca de coléteres. Para Apocynaceae,
Appezzato-da-Gloria & Estelita (2000) descrevem a pre-
senga de coléteres em cotilédones, apices caulinares, folhas
maduras e regido nodal de Mandevilla illustris (Vell.) Woo-
dson e M. velutina (Mart. ex Stadelm.) Woodson; Rio ez al.
(2002) referem estas estruturas em regido nodal do caule de
Prestonia coalita (Vell.) Woodson ¢ Simdes et al. (2006) des-
crevem a presenga de coléteres nos calices de sete espécies
da familia. Em Rubiaceae, os coléteres ocorrem quase exclu-
sivamente na superficie adaxial ou na margem das estipulas
(Lersten 1974), como, por exemplo, em Simira glaziovii (K.
Schum.) Steyerm., S. pikia (K. Schum.) Steyerm. e S. rubra
(Mart.) Steyerm. nas quais estdo presentes na face adaxial
das estipulas (Klein et al. 2004).

Ao longo da histéria da botanica, raras tém sido as publi-
cacdes detalhando as caracteristicas estruturais de estipulas
e coléteres. Tais estruturas merecem mais estudos, tanto
pela relevancia taxondmica e filogenética para a familia
Rubiaceae, quanto pela possivel importancia para o sucesso
adaptativo das espécies em seu habitat.

Os objetivos do presente trabalho foram caracterizar
anatomicamente as estipulas e os coléteres de individuos de
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Psychotria carthagenensis ocorrentes em trés tipologias ve-
getacionais (Floresta Ombrofila Densa, Restinga e Ambiente
Reofitico) no Estado de Santa Catarina (Brasil).

Material e métodos

O estudo foi realizado em trés tipologias vegetacionais ocorren-
tes no estado de Santa Catarina (Brasil): Floresta Ombrofila Densa,
Restinga e Ambiente Reofitico. Em cada uma das trés tipologias
vegetacionais estudadas, foram coletados ramos de trés individuos
adultos distintos, sendo analisados trés apices caulinares, contendo
estipulas, por individuo.

Foram feitas secgdes transversais e longitudinais do material in vivo e
fixado. Os testes histoquimicos utilizados em material in vivo, seccionado
com auxilio de lamina de barbear, foram: tionina, para detec¢do de muci-
lagem (Purvis et al. 1964 — apud Kraus & Arduin 1997); acidos cloridrico,
sulfurico e acético, para deteccdo da natureza quimica dos cristais (Evans
1989). As seccdes controle foram realizadas, simultaneamente aos testes
histoquimicos, conforme procedimento padrao. Amostras fixadas em glu-
taraldeido 2,5%, tamponadas com fosfato de sodio 0,1M, pH 7,2, foram
desidratadas em série etilica gradual, infiltradas em hidroxietilmetacrilato
e coradas com azul de toluidina (Ruzin 1999). Sec¢des, variando de 8 a 12
pum, foram feitas em micrétomo de rotagdo Leica — RM 2125 RT. Ima-
gens foram capturadas em microscopio optico Leica MPS 30 DMLS com
camara digital Sony P92. Para analise ultraestrutural as amostras fixadas e
desidratadas foram imersas em HMDS (hexametildesilasane), como meio
substitutivo de ponto critico de CO, que, pelo processo de sublimagao,
reduz a tensdo superficial, evitando o colapso das estruturas (Bozzola &
Russel 1991). As amostras secas, aderidas sobre suportes de aluminio, com
auxilio de fita de carbono dupla face, cobertas com 20 nm de ouro, foram
analisadas e documentadas em MEV (Microscopio Eletronico de Varredura),
marca Phillips, modelo XL30. Para identificagdo dos elementos quimicos
constituintes dos cristais foi utilizado detector de raios-X de Si-Li com
janela da microssonda Super Ultra Thin Window, com sistema Link-Oxford
EDX, acoplado ao MEV.

Resultados e discussao

Duas estipulas revestem e protegem os primordios fo-
liares e o meristema apical caulinar em P. carthagenensis.
A partir desse meristema apical desenvolvem-se novas
estipulas que irdo revestir os primoérdios foliares subseqiien-
tes. Estipulas jovens podem ser visualizadas internamente
as estipulas maduras, quando em secg¢des transversais do
apice caulinar, podendo assim ser observada a seqiiéncia
do desenvolvimento dessas estruturas, desde sua regido
basal até a apical (Fig. 1-5). Na por¢do basal, as estipulas
encontram-se completamente fundidas formando uma
estrutura tnica, porém com uma area mais densa, a qual
apresenta uma concavidade no local onde inicia o processo
de cisdo (Fig. 1). Em sentido acropeto, a face adaxial de
ambas as estipulas, na area de cisdo, mostram evidéncias
de intensa atividade mitdtica, com células pequenas e orde-
nadas, originando um bordo foliar recurvado e direcionado
centrifugamente (Fig. 2). A formacao histologica observada
lembra o processo de abscisdo foliar, descrito por Fahn
(1974), porém sem suberizagdo das paredes celulares. Na
medida em que a face adaxial sofre divisdes celulares, os
bordos das estipulas voltados para fora se tornam mais
distintos; e fileiras de células adjacentes gradualmente
vao desprendendo-se (Fig. 3) até a completa separacdo
das estipulas na por¢do médio-apical (Fig. 4). Portanto,

secgdes transversais do apice caulinar contendo estipulas
maduras, ou seja, totalmente expandidas, revelam que a
porg¢do basal ¢ fundida (Fig. 5), a por¢do média pode ainda
estar parcialmente desprendida (Fig. 6) e a porcdo apical
¢ livre (Fig. 7).

O posicionamento das estipulas em relagdo aos primor-
dios foliares remete a filotaxia oposta cruzada da familia
Rubiaceae (Fig. 5).

As estipulas de P. carthagenensis apresentam epiderme
uniestratificada com tricomas unicelulares, os quais sdo
curtos na face abaxial e longos na face adaxial (Fig 8). A
presenga dos tricomas curtos variou entre os individuos
dos trés ambientes estudados, estando ausentes nos indivi-
duos florestais. Entremeados aos longos tricomas da face
adaxial ocorrem os coléteres (Fig. 8-9). Lersten (1974)
descreve que tais estruturas secretoras apresentam-se
quase sempre acompanhadas por tricomas multicelulares
ndo ramificados. Em P. carthagenensis, os coléteres sdo
constituidos por uma epiderme secretora em paligada que
envolve uma coluna central de células parenquimaticas
alongadas (Fig. 9-10). Tais caracteristicas conferem aos
coléteres desta espécie a classificagdo como do tipo padrao
(S - ‘standard’), definido por Lersten (1974). Este tipo de
coléter foi também encontrado em outros grupos taxono-
micos a exemplo de Mandevilla Lindl. (Apocynaceae)
por Appezzato-da-Gléria & Estelita (2000) e Caryocar
brasiliensis Camb. (Caryocaraceae) por Paiva & Macha-
do (2006). A presenca de uma coluna central formada
por células parenquimaticas sugere que os coléteres de
Psychotria carthagenensis possuam uma origem mista,
a partir da protoderme ¢ do meristema fundamental, o
que permite concluir que, para esta espécie, os coléteres
ndo devem ser considerados tricomas, como definido por
Solereder (1908), Lersten & Horner (1968) ¢ Fahn (1979),
mas sim como emergéncias, terminologia discutida por
Rio et al. (2002) ¢ Paiva & Machado (2006).

Em P. carthagenensis, ndo foram observados teci-
dos vasculares nos coléteres; sugere-se portanto, que
a conducdo dos elementos precursores da secregdo até
a epiderme secretora seja feita de célula-a-célula pelos
tecidos da estipula passando pelo parénquima central do
coléter. Lersten & Horner (1968) e Paiva & Machado
(2006) esclarecem que as células centrais dos coléteres
estabelecem, através de numerosos plasmodesmos, co-
nexoes simplasticas umas com as outras, especialmente
nas paredes terminais, e conectam-se ao epitélio secretor
por suas paredes laterais. De acordo com os autores, as
células centrais podem transportar os elementos precur-
sores da secrecdo até a epiderme. Em Simira glaziovii
(Klein et al. 2004), Rubiaceae, foram observados tragos
vasculares no parénquima dessas estruturas. No entanto,
a auséncia de vascularizagdo também ocorre nos colé-
teres de alguns géneros da familia Apocynaceae, como
Mandevilla (Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000) e
Oxypetalum R. Br. (Schwarz & Furlan 2002), bem como
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Figuras 1-7. Secg¢des transversais de estipulas apicais de Psychotria carthagenensis Jacq., em microscopia optica. 1-4. Seqiiéncia de desenvolvimento da estipula jovem
em sentido acropeto. 1. Estipula jovem completamente fundida em uma tinica estrutura. Seta com asterisco: regido densa - area de cisdo. 2. Inicio do processo de cisdo.
Seta com asterisco: inicio da formagao dos bordos de cada estipula (EJ1 e EJ2) no ponto de cisdo. 3. Separagio dos tecidos das duas estipulas. 4. Estipulas completamente
separadas na regido médio-apical. 5-7. Seqiiéncia de desenvolvimento da estipula madura em sentido acropeto. 5. Por¢do basal da estipula madura completamente unida.
6. Porgdo média da estipula; estrutura em desprendimento parcial. 7. Porgdo apical; folhas estipulares completamente separadas. Co= Coléter; EM= Estipula madura;
EM 1= Estipula madura 1; EM2= Estipula madura 2; EJ= Estipula jovem; EJ1= Estipula jovem 1; EJ2= Estipula jovem 2; PF= Primordio foliar; Tr= Tricomas.
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Figuras 8-13. Detalhes de estipulas e coléteres de Psychotria carthagenensis Jacq. 8. Vista geral da superficie adaxial da estipula longitudinalmente. Coléteres
entremeados aos tricomas que revestem toda face interna da estipula. Uma pequena porgdo da face abaxial esta visivel e apresenta curtos tricomas unicelulares.
9. Secgdo transversal da estipula madura, evidenciando a estrutura geral do coléter. 10. Tecidos constituintes do coléter. 11. Superficie do coléter, evidenciando os
poros na superficie cuticular. 12. Sec¢do transversal da estipula madura evidenciando idioblastos, contendo rafides, presentes no parénquima central do coléter. 13.
Detalhe das rafides no eixo parenquimatico do coléter. 8, 10, 11 e 13. microscopia eletronica de varredura. 9 e 12. Microscopia 6ptica. E= Epiderme em pali¢ada;
1d= Idioblastos; PC= Parénquima central; Seta= Indica coléteres; Cabeca de seta= indica tricomas.



Acta bot. bras. 23(4): 923-928. 2009.

em Caryocar brasiliensis, uma Caryocaraceae (Paiva &
Machado 2006). Appezzato-da-Gloria & Estelita (2000)
referem que a presenca de vascularizagdo nos coléteres
estd relacionada com a proximidade destas estruturas
com os tragos vasculares do 6rgdo em que se encontram.

Foram observados inumeros poros ao longo da superfi-
cie cuticular dos coléteres de P. carthagenensis (Fig. 11),
através dos quais acredita-se que a secrecdo seja eliminada.
Lersten & Horner (1968) relatam que os tricomas secreto-
res de P. bacteriophila Valeton ndo apresentam cuticula,
fato que determina a rapida degeneragéo dos coléteres, por
dessecagdo, apds a expansdo dos primérdios foliares que
emergem no apice das estipulas. Para estes autores, durante
a secrecdo ativa parece haver apenas uma perda fibrilar das
paredes celulares das células secretoras. Ja em Caryocar
brasiliensis, Paiva & Machado (2006) nao observaram poros
na superficie dos coléteres, o que permitiu a esses autores
concluir que a secrecgdo se da pela ruptura da cuticula devido
a pressdo da secre¢@o que se acumula num espago subcuti-
cular. Cabe ressaltar que em P. carthagenensis nao ocorre
espago subcuticular.

A analise histoquimica revelou presenga de mucilagem
nos coléteres de individuos de P. carthagenensis perten-
centes as populagdes dos trés ambientes estudados. A
secrecdo de mucilagem por coléteres ja foi descrita em
literatura (Lersten & Horner 1968; Lersten 1974; Fahn
1979). Solereder (1908) discute que esta mucilagem ocorre
de forma t3o abundante que as folhas jovens, que emergem
do revestimento da estipula, ficam cobertas pela secregio,
sendo esta uma protecdo contra a dessecagdo. Tal caracte-
ristica é de fundamental importancia para os individuos de
P. carthagenensis que crescem nos ambientes reofiticos e
nas restingas, onde a restri¢do hidrica se faz evidente, seja
por periodos de baixa pluviosidade ou por alta salinidade
respectivamente. Lersten & Horner (1967) relataram a
importancia da secre¢do dos coléteres de P. bacteriophila
para o estabelecimento de uma associacdo simbidtica
com bactérias através da formacdo de nddulos foliares.
De acordo com aqueles autores, a secrecdo proveniente
dos coléteres, juntamente com as bactérias presentes no
espaco formado entre as estipulas e os primordios foliares,
penetra pelo poro estomatico desses primdrdios iniciando
a formag@o dos nodulos bacterianos. Em P. carthagenensis
este tipo de associacdo ndo foi observada.

A presenga de idioblastos contendo rafides no parénquima
axial dos coléteres foi verificada em P. carthagenensis (Fig.
12-13); microanalises quimicas confirmaram a presenca de
calcio nestes cristais. Lersten (1974) relatou que a ocorréncia
de cristais em coléteres é incomum, entretanto, Schwarz &
Furlan (2002) observaram idioblastos contendo drusas de
oxalato de calcio no parénquima interno dos coléteres de
Oxypetalum obtusifolium Malme.

Na base dos coléteres de P. carthagenensis ¢ possivel
observar uma leve constricdo (Fig. 9). Situacdo bastante
semelhante também ocorre em outras espécies de Rubiaceae,
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como nos coléteres de espécies de Simira Aubl., estudadas
por Klein et al. (2004). A presenga de peduinculo foi relatada
para Apocynaceae, em coléteres de Prestonia coalita (Rio et
al. 2002), e Caryocaraceae, em Caryocar brasiliensis (Paiva
& Machado 2006).

Estudos estruturais dos coléteres podem oferecer sub-
sidios para futuros trabalhos de taxonomia e relagdes filo-
genéticas na familia Rubiaceae. A importancia ecoldgica
destas estruturas ainda estd pouco esclarecida, mais estudos
se fazem necessarios para que se possa elucidar a funcgéo
destas estruturas em relagdes ecologicas, como simbiose
com bactérias. No entanto, a fun¢do de prote¢@o contra a
dessecagdo do apice caulinar e dos primordios foliares parece
estar bem definida.
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