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RESUMO

DOURADO, DAIANE MOREIRA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
maio de 2021. Similaridade estrutural versus diferentes composicdes do secretado
em coléteres de espécies congenéricas: o0 caso Prepusa ssp. (Gentianaceae).
Orientadora: Dra. Valdnéa Casagrande Dalvi. Coorientador: Dr. Diego Ismael Rocha.

Os coléteres produzem uma secrec¢do hidrolifica e/ou lipofilica associada a protecdo dos
meristemas e 6rgdos em desenvolvimento. Devido ao endemismo restrito das espécies de
Prepusa (Gentianaceae) a areas montanhosas do Brasil e a comum ocorréncia de coléteres
na familia objetivamos caracterizar a estrutura e composicdo da secrecdo dos coléteres
foliares de P. connata e P. hookeriana, ocorrentes no Parque Nacional da Serra dos
Orgéos (PARNASO), e P. viridiflora coletada no Parque Estadual Pedra Azul (PEPAZ),
ambas areas de afloramentos rochosos associados a Mata Atlantica. Folhas em diferentes
estagios de desenvolvimento foram coletadas, fixadas e processadas seguindo técnicas
usuais de microscopia de luz, incluindo testes histoquimicos, e microscopia eletrénica de
varredura. Os coléteres, nas trés espécies, ocorrem na base das folhas e possuem
desenvolvimento assincrono. Possuem um peddnculo curto e uma porcao secretora
composta por células homogéneas revestida por uma cuticula delgada, estrutura
semelhante ao reportado para as demais espécies de Gentianaceae. Varia¢es no tamanho
dos coléteres podem ser observadas. A secrecdo € composta predominantemente por
polissacarideos e proteinas. No entanto, lipidios estdo presentes em P. hookeriana e P.
connata o que pode estar associado ao fato das espécies, no PARNASO, ocuparem
maiores altitudes. Alcaloides foram evidenciados em folhas adultas e/ou senescentes de
P. hookeriana e P. viridiflora e; compostos fenolicos relacionados a senescéncia da
estrutura foram observados para as trés espécies. A abundancia de secregdo
polissacaridica confere protecdo contra a desidratacdo visto que os afloramentos rochosos
em altitude apresentam carateristicas xéricas em detrimentos dos fortes ventos, alta
irradiacdo e solos rasos ou inexistentes. Nossos estudos evidenciam alteracGes na

composicao da secrecdo de acordo com o gradiente altitudinal alcancado pelas espécies.

Palavras-chave: Anatomia, coléter, Mata Atlantica, secrecao

ABSTRACT



DOURADO, DAIANE MOREIRA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
May of 2021. Structural similarity versus different compositions of the secreted in
colleters of congeneric species: the case Prepusa ssp. (Gentianaceae). Advisor: Dra.
Valdnéa Casagrande Dalvi. Co-Advisor: Dr. Diego Ismael Rocha.

Colleters produce a hydrolific and/or lipophilic secretion associated with the protection
of meristems and developing organs. Due to the restricted endemism of Prepusa species
(Gentianaceae) to mountainous areas of Brazil and the common occurrence of colleters
in the family, we aimed to characterize the structure and composition of the secretion of
P. connata and P. hookeriana leaf colleters, occurring in the Parque Nacional da Serra
dos Orgdos (PARNASO), and P. viridiflora collected in Parque Estadual Pedra Azul
(PEPAZ), both areas of rocky outcrops associated with the Atlantic Forest. Leaves at
different stages of development were collected, fixed and processed following usual light
microscopy techniques, including histochemical tests, and scanning electron microscopy.
The colleters, in all three species, occur at the base of the leaves and have asynchronous
development. They have a short peduncle and a secretory portion composed of
homogeneous cells covered by a thin cuticle, a structure similar to that reported for other
Gentianaceae species. Variations in the size of colleters can be observed. The secretion is
predominantly composed of polysaccharides and proteins. However, lipids are present in
P. hookeriana and P. connata, which may be associated with the fact that species in
PARNASO occupy higher altitudes. Alkaloids were evidenced in adult and/or senescent
leaves of P. hookeriana and P. viridiflora e; phenolic compounds related to structure
senescence were observed for the three species. The abundance of polysaccharide
secretion provides protection against dehydration since rocky outcrops at altitude have
xeric characteristics at the expense of strong winds, high radiation and shallow or non-
existent soils. Our studies show changes in secretion composition according to the

altitudinal gradient reached by the species.

Keyword: Anatomy, colleter, Atlantic Forest, secretion

1. INTRODUCAO



1.1 A familia Gentianaceae

A familia Gentianaceae pertence a ordem Gentianales juntamente com
Apocynaceae, Rubiaceae, Loganiaceae e Gelseminaceae (Judd et al., 2009). E
considerada a terceira maior familia da ordem, com aproximadamente 1750 espécies, as
quais apresentam distribuicdo cosmopolita sendo a maior parte das espécies concentradas
nas regides temperadas (Sousa & Lorenzi, 2008; Stevens, 2001). No entanto, a Américas
Central e do Sul engloba a maior diversidade em relacdo ao nimero de géneros (Albert
& Struwe, 2002). No Brasil, a familia esta representada por 31 géneros e 123 espécies,
sendo 56 endémicas ocorrendo em diversas formacOes vegetais incluindo as éareas
montanhosas como os campos de altitude e campos rupestres (Flora do Brasil, 2020).

A maioria das espécies de Gentianaceae € herbacea ocorrendo também
representantes arbdreos, arbustivos, trepadeiras além de espécies saprofitas (Calid et al.,
2008; Flora do Brasil, 2020). Alem da diversidade de habitats e habito as espécies de
Gentianaceae apresentam uma grande diversidade morfoldgica incluindo plantas com
folhas simples, glabras, com filotaxia oposta; auséncia de estipulas e de latex; presenca
de coléteres na base das folhas e sépalas; inflorescéncias terminais ou axilares; flores
bissexuais, actinomorfas, raramente zigomorfas; corola com prefloracdo contorta;
estames epipétalos; ovario stpero, bicarpelar, com glandulas ou disco nectarifero na base
e placentagdo parietal; auséncia de estigma subdividido; frutos frequentemente secos,
podendo ocorrer frutos carnosos ou coriaceos; auséncia de alcaloides e presenca de seco
iridoides e xantonas (Struwe et al., 2002; Cali6 et al., 2009; Judd et al., 2009).

A familia inclui as tribos Chironieae, Exaceae, Gentianeae, Helieae, Potalieae,
Saccifoliecae e Voyrieae (Stevens, 2001). Helieae é exclusivamente neotropical e
constituida por 20 géneros e cerca de 51 espécies (Calio et al., 2017). As espécies dessa
tribo sdo diversas em termos de ecologia e padrdes de distribuicdo geogréfica, podendo
ser encontradas em uma ampla variedade de habitats tropicais Umidos a semi-secos que
vao desde os campos da Venezuela ao Andes e os campos arborizados da Guiana e Brasil
(Calio et al., 2017). O grupo apresenta taxonomia complexa e controversa com dificil
delimitacdo das espécies e dos géneros (Weaver, 1972; Struwe & Albert, 1998; Struwe et
al., 2002). No Brasil, a maioria dos géneros da tribo Helieae possui distribuicdo
geografica restrita a areas montanhosas, como 0s campos rupestres e campos de altitude
ou as savanas amazonicas (Flora do Brasil, 2020). Prepusa destaca-se como um desses
géneros cujas espécies apresentam ocorréncia restrita a algumas localidades montanhosas

na Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro (Calio et al., 2008).



1.2 O género Prepusa

O género Prepusa pertence a tribo Helieae sendo representado por 6 espécies,
predominantemente herbaceas, endémicas de habitats montanos brasileiros (Cali¢ et al.
2008). Trés espécies, sendo elas Prepusa alata Porto & Brade, Prepusa connata Gardner
e Prepusa hookeriana Gardner, sdo registradas apenas para o Rio de Janeiro em areas de
campo de altitude da Mata Atlantica (Cali¢ et al., 2008; Flora do Brasil, 2020). Duas
outras, Prepusa dibotrya Fraga, A.P. Fontana & L. Kollmann e Prepusa viridiflora Brade
ocorrem em vegetacdo de altitude em areas de Mata Atlantica, no Espirito Santo, também
em &rea de Mata Atlantica. Por fim, Prepusa montana Mart., Unica espécie com porte
arbustivo até pequenas arvores, ocorre na Bahia nos biomas caatinga e em areas de campo
rupestre dentro do cerrado (Cali¢ et al., 2008; Flora do Brasil, 2020).

Segundo o Centro Nacional de Conservacado da Flora (ANCFLORA) a espécie
Prepusa montana esta incluida na categoria de ameaca e é considerada vulneravel, ja as
especies Prepusa hookeriana e Prepusa viridiflora estdo na categoria de espécies em

perigo para a lista de extin¢do (Martinelli et al., 2018).

1.3 Coléteres

Coléteres compreendem glandulas encontradas na superficie adaxial de 6rgéos
reprodutivos e/ou vegetativos jovens as quais secretam mucilagem ou uma mistura de
mucilagem e substancias lipofilicas e desta forma estdo relacionadas com a protecdo de
meristemas e 6rgdos em desenvolvimento, lubrificando e protegendo contra dessecacao
e/ou contra o ataque de herbivoros e patdégenos (Fahn, 1979; Thomas, 1991).

Além da funcdo ecoldgica, a presenca e o tipo de coléteres sdo importantes
parametros taxondmicos e filogenéticos (Lersten, 1974; Thomas, 1991; Simdes et al.,
2006; Coutinho et al., 2015). Os coléteres sdo comuns nas Angiospermas, estando
presentes em cerca de 60 familias (Thomas, 1991), no entanto, estudos recentes reportam
essas estruturas em outros grupos incluindo Monocotiledéneas (Leitdo & Cortelazzo,
2008; Mayer et al., 2011) e Monilofitas (Oliveira et al., 2017).

Embora representem uma das sinapomorfias da ordem Gentianales (Judd et al.,
2009), estudos estruturais em familias pouco abordadas, como Gentianaceae, podem
revelar novos padrdes tanto estruturais como de secrecdo. Os coléteres foram descritos
anatomicamente, em Gentianaceae, para espécies de Calolisianthus (Delgado, 2008;
Delgado et al., 2011; Zanotti, 2018; Dalvi et al., 2020), Macrocarpaea (Dalvi et al. 2014)



e Prepusa (Gongalves et al., 2021) pertencentes a tribo Helieae; espécies de Curtia e
Hockinia (Dalvi et al., 2013) pertencentes a tribo Saccifolieae e para os géneros Gentiana,
Gentianella, Gentianopsis, Comastoma e Swertia (Renobales et al., 2001), incluidos na
tribo Gentianeae. Nesses grupos, incluindo Prepusa montana, os coléteres possuem uma
porcdo secretora com células homogéneas, sdo avascularizados e pedunculados sendo a
excecdo registrada em Macrocarpaea obtusifolia. Nessa espécie os coléteres foliares séo
do tipo padrdo com um eixo central de células parenquimaticas recoberto por uma

epiderme em palicada e um peddnculo que varia de curto a longo (Dalvi et al., 2014).

1.4 Referéncias bibliograficas

ALBERT, V.A. & STRUWE, L. 2002. Gentianaceae in context. In: Struwe, L. & Albert,
V.A. (Eds.). Gentianaceae - Systematics and Natural History. Cambridge: Cambridge
University Press. 1-20.

CALIO, M.F.; PIRANI, JR.; STRUWE, L. 2008. Morphology-based phylogeny and
revision of Prepusa and Senaea (Gentianaceae: Helieae) - rare endemics from eastern
Brazil. Kew Bulletin. 63 (2): 169-191.

CALIO, M.F; LEPIS, K.B; PIRANI, J.R., STRUWE, L. 2017. Phylogeny of Helieae
(Gentianaceae): resolving taxonomic chaos in a Neotropical clade. Molecular
Phylogenetics and Evolution. 106: 192-208.

COUTINHO, I.A.C.; D.M.T. FRANCINO; MEIRA, R.M.S.A. 2015. New records of
colleters in Chamaecrista (Leguminosae, Caesalpinioidae s. 1.): structural diversity,
secretion, functional role, and taxonomic importance. International Journal of Plant
Sciences. 176: 72-85.

DALVI. V.C.; CARDINELLI, L.S.; MEIRA, RM.S.A.; AZEVEDO, A A. 2014. Foliar
colleters in Macrocarpaea obtusifolia (Gentianaceae): anatomy, ontogeny, and secretion.
Botany. 92(1): 59-67.



DALVI, V.C; de FARIA, G.S, AZEVEDO, A.A. 2020. Calycinal secretory structures in
Calolisianthus pedunculatus (Cham. & Schltdl) Gilg (Gentianaceae): anatomy,

histochemistry, and functional aspects. Protoplasma. 257 (1): 275-284.

DALVI, V.C.; MEIRA, RM.S.A.; FRANCINO, D.M.T,; SILVA, L.C.; AZEVEDO,
A.A. 2013. Anatomical characteristics as taxonomic tools for the species of Curtia and
Hockinia (Saccifolieae-Gentianaceae Juss.). Plant Systematics and Evolution. 300(1):
99-112.

DELGADO, M.N 2008. Caracteriza¢cdo morfo-anatdmica de espécies de Gentianaceae
ocorrentes em areas de cerrado e de campo rupestre em Minas Gerais. Dissertacdo

(Mestrado em Botanica) - Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, Minas Gerais. 840p.

DELGADO, M.; AZEVEDO, A.A; SILVA, L.C.; VALENTE, G.E.; KASUYA, M.C.M.
2011. Comparative anatomy of Calolisianthus species (Gentianaceae — Helieae) from
Brazil: taxonomic aspects. Edinburgh Journal of Botany. 68(1): 139-155.

FAHN, A. 1979. Secretory Tissues in Plants. London: Academic Press. 302p.

Flora do Brasil 2020 em construcgdo. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel
em: <http://www.floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB117>. Acesso em: 26
Mar. 2020.

GONGCALVES, J.R.; ROCHA, D.l.; DOS SANTOS, L.S.; DALVI, V.C. 2021. The short
but useful life of Prepusa montana Mart. (Gentianaceae Juss.) leaf colleters-anatomical,

micromorphological, and ultrastructural aspects. Protoplasma. May 3.

JUDD, W.S.; CAMPBELL, C.S.; KELLOG, E.A.; STEVENS, P.F. 2009. Plant
systematics: a phylogenetic approach. 32 ed. Sunderland, Massachusetts: Sinauer

Associates. 563p.

LEITAO, C.AE., CORTELAZZO, A.L., 2008. Structural and histochemical
characterization of the colleters of Rodriguezia venusta (Orchidaceae). Australian
Journal of Botany. 56: 161-165.


http://www.floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB117

LERSTEN, N.R. 1974. Colleter morphology in Pavetta, Neorosea and Tricalysia
(Rubiaceae) and its relationship to the bacterial leaf nodule symbiosis. Botanical Journal
of the Linnean Society. 69:125-136.

MAYER, J.L.S., CARDOSO-GUSTAVSON, P., APPEZZATO-DA-GLORIA, B., 2011.

Colleters in monocots: new record for Orchidaceae. Flora. 206: 185-190.

MARTINELLI, G., MARTINS, E., MORAES, M., LOYOLA, R., AMARO, R. (Orgs.),
2018. Livro Vermelho da Flora Endémica do Estado do Rio de Janeiro. Instituto de

Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro: Andrea Jakobsson, Rio de Janeiro. 456 p.

OLIVEIRA, C.S., SALINO, A., PAIVA, E.AS., 2017. Colleters in Thelypteridaceae:

unveiling mucilage secretion and its probable role in ferns. Flora. 228, 65.

RENOBALES, G., DIEGO, E., URCELAY, B., LOPEZ-QUINTANA, A. 2001.
Secretory hairs in Gentiana and allied genera (Gentianaceae, subtribe Gentianinae) from
the Iberian Peninsula. Botanical Journal of the Linnean Society. 136(1): 119-129.

SIMOES, A.O.; CASTRO, M.; KINOSHITA, L.S. 2006. Calycine colleters of seven
species of Apocynaceae (Apocynoideae) from Brazil. Botanical Journal of the Linnean
Society. 152: 387-398.

SOUZA, V.C. & LORENZI, H. 2008. Botanica Sistematica. 22 ed. Nova Odessa (SP):
Instituto Plantarum. 640p.

STEVENS, P.F. 2001. Angiosperm Phylogeny Website.
http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/. 25 de novembro de 2020.

STRUWE, L.; ALBERT, V.A. 1998. Lisianthus (Gentianaceae), its prolable homonym
Lisyanthus, and priority of Helia over Irlbachia as its substitute. Harvard Papers in
Botany. 3: 63-71.


http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/

STRUWE, L.; KADEREIT, JW.; KLACKENBERG, J.; NILSSON, S.; THIV, M.;
VON-HAGEN, K.B.; ALBERT, V.A. 2002. Systematics, character evolution, and
biogeography of Gentianaceae, incluinding a new tribal and subtribal classification. In.
Struwe, |. & Albert, V.A. (Eds.). Gentianaceae: Systematics and Natural History.
Cambridge: Cambridge University Press. 21-309.

THOMAS, V. 1991. Review Atrticle. Structural, functional and phylogenetic aspects of
the colleter. Annals of Botany. 68: 287—305.

WEAVER, R.E. 1972. A revision of the Neotropical genus Lisianthius (Gentianaceae).
Journal of the Arnouls Arboretum 53: 76-100.

ZANOTTI, A. 2018. Estruturas secretoras em Calolisianthus speciosus (Cham. &
Schltdl.) Gilg. (Gentianaceae): ontogenia e biologia da secrec¢do. Dissertacao (Mestrado

em Botanica) Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerias, 62p.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar a estrutura anatdmica e a composicao da secrecao dos coléteres foliares de
trés espécies de Prepusa Mart. (Helieae — Gentianaceae) ocorrentes em areas de

afloramentos rochosos associados a Mata Atlantica, no Brasil.

2.2. Objetivos Especificos

e Descrever as variagdes anatdmicas dos coléteres ao longo do desenvolvimento

foliar incluindo coléteres presentes nos primoérdios foliares, nas folhas adultas e



nas folhas senescentes de Prepusa connata, Prepusa hookeriana e Prepusa

viridiflora.

e Proceder analises histoquimicas visando identificar a composi¢cdo da secre¢do

produzida pelos coléteres ao longo do desenvolvimento foliar.

e Caracterizar a micromorfologia dos coléteres foliares das trés espécies de Prepusa

com o intuito de afirmar os processos de liberacdo da secrecao.

e Correlacionar possiveis variagdes na composicdo da secrecdo com fatores

ambientais.

3. CAPITULOI

(Artigo formatado nas normas da revista Flora)

Similaridade estrutural versus diferentes composicdes do secretado em coléteres de

espécies congenéricas: 0 caso Prepusa ssp. (Gentianaceae)
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Resumo
Os coléteres produzem uma secre¢do hidrolifica e/ou lipofilica associada a protecdo dos

meristemas e 6rgaos em desenvolvimento. Devido ao endemismo restrito das espécies de
Prepusa a areas montanhosas do Brasil e a ocorréncia de coléteres em Gentianaceae
objetivamos caracterizar a estrutura e composicdo da secrecdo dos coléteres foliares de
P. connata, P. hookeriana e P. viridiflora coletadas em &reas de afloramentos rochosos,
associados a Mata Atlantica. Folhas em diferentes estagios de desenvolvimento foram
coletadas, fixadas e processadas seguindo técnicas usuais para microscopias de luz,
incluindo testes histoquimicos, e microscopia eletrénica de varredura. Os coléteres
ocorrem na base das folhas e possuem desenvolvimento assincrono. Possuem um
pedunculo curto e uma porgéao secretora composta por células homogéneas revestida por
uma cuticula delgada, estrutura similar a reportada para as demais espécies de

Gentianaceae. A secrecdo €& composta predominantemente por polissacarideos e



11

proteinas. A abundancia de mucilagem confere protecdo contra a desidratacéo visto que,
os afloramentos rochosos em areas de altitude apresentam caracteristicas xéricas em
detrimentos dos fortes ventos, alta irradiacdo e solos rasos ou inexistentes. No entanto,
lipidios foram encontrados apenas em P. hookeriana e P. connata espécies coletadas em
altitudes mais elevadas, proximas a 2.000 metros. O maior tamanho dos coléteres de P.
viridiflora poderia explicar um investimento na producdo de polissacarideos em
detrimento do menor tamanho dos coléteres de P. connata e P. hookeriana, espécies com
maior complexidade quimica na secrecdo. A presenca de alcaloides e fendlicos,
especialmente nos estagios de senescéncia foliar, foi observada em P. hookeriana e P.
viridiflora e estdo relacionados com a senescéncia dos coléteres. Nossos estudos
evidenciam alteragdes na composicdo da secrecao de acordo com o gradiente altitudinal

alcancado pelas espécies.

Palavras-chave: Anatomia, coléter, Mata Atlantica, secrecéo

3.1 Introducéo
A Mata Atlantica é reconhecida internacionalmente por sua elevada diversidade

bioldgica e alto endemismo (Myers et al., 2000; Metzger, 2009). Abrange de forma
descontinua a costa leste brasileira sendo formada por floresta pluvial costeira, floresta
semidecidua (Morellato & Haddad, 2000) e floresta de Araucaria e enclaves de florestas
de brejo no nordeste brasileiro (Oliveira-Filho & Fontes, 2000) além de tipos
vegetacionais mais abertos, circunvizinhos as suas formacdes florestais (Scarano, 2009).
E considerada um dos biomas mais ameacados do planeta por se encontrar em uma das
regides mais densamente povoadas do mundo (Metzger, 2009). Tal fato é comprovado
pela baixa porcentagem de remanescentes que atualmente cobre sua area original, sendo
apenas 7,5% (Myers et al., 2000). Por ter elevada riqueza, elevado nimero de espécies
endémicas e por ja ter sido destruida em sua grande totalidade, além de continuar
fortemente ameacada pelas atividades humanas, a Mata Atlantica é categorizada como
um dos 25 hotspots mundiais de biodiversidade (Myers et al., 2000; Mittermeier et al.,
2004).
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Este bioma apresenta um perfil altimétrico bastante acentuado, no qual os
ambientes de montanha, denominados de floresta alto-montana ou ainda floresta nebular
(Veloso et al., 1991; Assis et al., 2007; Magnago et al., 2007), recebem um aporte
adicional de umidade (Hamilton et al., 1995). Acima do limite de ocorréncia das florestas,
e por vezes, entremeando-as, ocorrem os campos de altitude e/ou afloramentos rochosos
(Assis et al., 2007; Magnago et al., 2007), uma formacdo vegetacional de fisionomia
campestre e subarbustiva (Fernandes et al., 2007; Mocochinski & Scheer, 2008),
geralmente formada por gramineas e arbustos, com elevado nimero de espécies
exclusivas (Safford, 1999a).

As plantas que se estabelecem sobre os afloramentos crescem diretamente sobre
a rocha exposta, ou seja, onde 0s solos sdo raros ou ausentes (Franca et al., 1997) ou em
ilhas de vegetacdo (Meirelles et al., 1999) ficando expostas a variacOes extremas de
temperatura, baixa umidade relativa do ar e alta insolagcdo (Murdy et al., 1970). Desse
modo, os afloramentos rochosos sdo ambientes xéricos e a vegetagcdo apresentam um
conjunto de estratégias adaptativas correlacionadas com a tolerancia a dessecacao
(Porembski et al., 2000; Porembski & Barthlott, 2000; Benites et al., 2007). Portanto,
nestes ambientes, os fatores limitantes incluem geada, seca, solo raso ou ausente e
irradiacéo alta de luz (Safford, 1999a, b).

No caso dos afloramentos rochosos em campos de altitude além das caracteristicas
acima citadas a vegetacdo sofre influéncia da altitude a qual ocasiona gradientes de
temperatura, diminuicdo da pressao atmosférica, aumento da radiacdo solar, aceleracdo
das massas de ar, maior nebulosidade e aumento das chuvas (Oliveira Filho & Fontes,
2000). Essas variagdes nas condi¢cdes ambientais podem ser definidas como filtros
ambientais, a partir dos quais, condi¢Ges abioticas e bidticas impedem a ocorréncia de
determinadas espécies, permitindo que apenas as que tém atributos adequados persistam
sob certos conjuntos de condicdes e ambientes (Keddy, 1992; Diaz et al., 1998; Wilson,
1999), ocasionando elevadas taxas de endemismo nesses locais (Thomaz, 1996; Kohler
etal., 2010; Kraft et al., 2015).

Dentre as espécies endémicas da Mata Atlantica, especificamente as que crescem
sobre afloramentos rochosos, destacam-se as espécies de Prepusa pertencentes a familia
Gentianaceae, Gentianales (Judd et al., 2009). Das seis espécies do género, cinco
(Prepusa alata Porto & Brade, Prepusa connata Gardner, Prepusa dibotrya Fraga, A.P.
Fontana & L.Kollmann, Prepusa hookeriana Gardner e Prepusa viridiflora Brade) sdo

herbaceas, heliofitas e endémicas de areas montanhosas incluindo os campos de altitude
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e afloramentos rochosos nos estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro, Brasil (Cali6 et
al., 2008; Flora do Brasil, 2020).

Como estratégia para tolerar a dessecacdo nesses ambientes os coléteres, comuns
na familia Gentianaceae, poderiam garantir a formacdo dos brotos e o estabelecimento
das espécies de Prepusa. Coléteres sdo glandulas comumente encontradas na superficie
adaxial de 6rgdos reprodutivos e/ou vegetativos jovens, 0s quais secretam mucilagem ou
uma mistura de mucilagem e substéancias lipofilicas (Fahn, 1979; Thomas,1991). Essa
secrecao esta relacionada com a protecdo de meristemas e 6rgdos em desenvolvimento,
lubrificando e protegendo contra dessecacdo e/ou contra o ataque de herbivoros e
patdgenos (Fahn, 1979; Thomas, 1991).

Os coléteres sdo amplamente difundidos entre as Angiospermas (Thomas, 1991)
sendo também reportadas em Gimnospermas (Celedon et al., 2020) e em Moniléfitas
(Oliveira et al., 2017). Em Gentianales, estudos estruturais dos coléteres se concentram
principalmente nas familias Apocynaceae (Appezzato-da-Gléria and Estelita, 2000;
Simdes et al., 2006; Martins, 2012; Canaveze and Machado, 2015; Ribeiro et al., 2017) e
Rubiaceae (Mayer et al., 2013; Tresmondi et al., 2015, 2017; Miguel et al., 2017;
Judkevich etal., 2017; Pinheiro et al., 2019). Para Gentianaceae, coléteres foram descritos
anatomicamente para espécies de Calolisianthus (Delgado, 2008; Delgado et al., 2011;
Zanotti, 2018; Dalvi et al., 2020), Curtia e Hockinia montana (Dalvi et al., 2014a),
Macrocarpaea obtusifolia (Dalvi et al., 2014b), Prepusa montana (Gongalves et al.,
2021), Swertia (Nemomissa, 1997) e para espécies de Gentiana, Gentianella,
Gentianopsis, Comastoma e Swertia (Renobales et al., 2001). Nessas familias e em outros
grupos, as caracteristicas estruturais de coléteres, bem como, a ocorréncia e distribui¢éo
dessas glandulas no corpo vegetal tem se mostrado Uteis na delimitacdo de grupos
taxondmicos ou até mesmo no reconhecimento de espécies sendo de grande valia em
abordagens taxonémicas e filogenéticas.

Correlacbes sobre a composicdo da secre¢do produzida pelos coléteres com o
ambiente ou com a sazonalidade sdo escassos na literatura e mostram que a secrecao pode
ou ndo mudar de acordo com o ambiente (Tresmondi et al., 2015, 2017; Santos de Faria
et al., 2019; Costa et al., 2020). Segundo Langenheim (1994), fatores abidticos como
intensidade luminosa e condigdes de umidade podem afetar a quantidade total de resina
produzida pelas estruturas secretoras externas.

Selecionamos trés espécies herbaceas de Prepusa (P. connata, P. hookeriana, P.

viridiflora), crescendo sobre afloramentos rochosos associados a Mata Atlantica para
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investigar a estrutura anatbmica e a composicao da secrecdo dos coléteres foliares. Por
serem espécies congenéricas e estarem distribuidas em ambientes similares, esperamos

encontrar coléteres com similaridades na estrutura e na composi¢do do secretado.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Areas de coleta — Excursdes ao campo foram realizadas em éreas de afloramentos

rochosos no Parque Nacional da Serra dos Orgdos (PARNASO) e no Parque Estadual da
Pedra Azul (PEPAZ) (Fig. 1).

O Parque Estadual Pedra Azul (PEPAZ) esta localizado no extremo Sul do estado
do Espirito Santo, no municipio de Domingos Martins, com uma pequena parcela de seu
territorio inserida no municipio de Vargem Alta. Localiza-se entre as coordenadas
geograficas 20°23°32”- 20°29°24”S e 40°00°25”- 40°59°29”W, com altitudes que variam
de 1.200 a 1.910 m. O Parque esta inserido no Bioma Mata Atlantica e, de acordo com a
classificagdo da vegetacdo brasileira de Veloso et al. (1991), apresenta como formacao
principal a Floresta Ombréfila Montana e Alto-Montana, associadas a outros tipos de
vegetacdo, como a Rupestre, Mata Estacional de Altitude, Mata Ciliar e tratos antropicos
(IDAF, 2004). O clima do PEPAZ é caracterizado como é Cwb, ou seja, clima temperado
(subtropical) com chuvas bem distribuidas e verfes brandos (Koppen, 1931).

O Parque Nacional da Serra dos Orgdos (PARNASO) é o terceiro parque mais
antigo do Brasil. E uma Unidade de Conservacdo de Protecdo Integral, localizada no
Bioma Mata Atlantica no estado do Rio de Janeiro, sob as coordenadas geograficas
22°29'35"S, 43°04'24"0, com altitudes entre 200 a 2.275 metros. O PARNASO esta
situado nos municipios de Teresopolis, Petropolis, Magé e Guapimirim com uma area de
20.024 ha. (ICMBio, 2008). Sua vegetacdo é caracterizada como Floresta Ombrofila
Densa e campos de altitude, assim a cobertura vegetal apresenta quatro fisionomias
vegetais distintas, de acordo com a altitude: floresta submontana, floresta montana,
floresta altomontana e campos de altitude (ICMBio, 2008). De acordo com a classificagdo
de Koppen, o clima regional do PARNASO é do tipo Cwb - tropical de altitude, com uma

curta estacdo seca (Koppen, 1931).

3.2.2 Espécies selecionadas e areas de ocorréncia - As trés espécies selecionadas
Prepusa connata, Prepusa hookeriana e Prepusa viridiflora (Fig. 1) sdo herbaceas;

heliofitas; rupicolas ou saxicolas, com endemismo local, ocorrendo em campos de
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altitude, em areas de afloramentos rochosos associados a Mata Atlantica (Flora do Brasil,
2020; Cali6é 2008, 2009).

Prepusa connata possui endemismo restrito as areas montanhosas da Serra dos
Orgéos no Estado do Rio de Janeiro, Brasil em altitudes que variam de 1.500 a 1.800
metros (Flora do Brasil, 2020; Calio et al., 2008) (Fig. 2). Segundo o Livro Vermelho da
Flora do Brasil P. connata é uma espécie ameacada sendo categorizadas como
Criticamente Ameacada (Martinelli et al., 2018). Os individuos de P. connata foram
coletados sobre rochas a 1.990 m de altitude.

Prepusa hookeriana é endémica do Estado do Rio de Janeiro, Brasil e ocorre
exclusivamente em areas de campos de altitude. Populaces foram registradas apenas
para o Parque Estadual da Serra do Desengano, Parque Nacional do Itatiaia e Parque
Nacional da Serra dos Orgdos (Flora do Brasil, 2020; Cali6 et al., 2008) (Fig. 2). P.
hookeriana ocorre em altitudes que variam de 850 a 2.700 metros (Calio et al., 2008)
sendo categorizada como Em Perigo, segundo o Livro Vermelho da Flora do Brasil
(Martinelli et. al 2018). Os individuos de P. hookeriana foram coletados a 2.100 m de
altitude, em areas com formacgdes campestres.

Prepusa viridiflora, por sua vez, é endémica das areas montanhosas no Espirito
Santo, Brasil (Flora do Brasil, 2020; Calié et al., 2008) em altitudes que variam de 1.000
a 1.200 metros (Calié et al., 2008). Apresenta populacdes reduzidas a trés areas, incluindo
0 Parque Estadual da Pedra Azul, Parque Estadual do Forno Grande e Caveira D'anta
(Flora do Brasil, 2020; Cali6 et al., 2008; Fraga et al., 2014) sob o Bioma da Mata
Atlantica (Fig. 2). Os individuos de P. viridiflora foram coletados a 1.400 m de altitude,
em area ingreme, sobre rocha, com pouco solo disponivel, entremeados a bromélias e
musgos.

Para cada espécie foram coletadas as regiGes basais de folhas jovens, folhas
completamente expandidas e senescentes de trés individuos. Ramos férteis foram
coletados, herborizados e as exsicatas depositadas no herbéario Rio Verde (P. hookeriana,
IFRV1217; P. connata, IFRV 1218 e P. viridiflora, IFRV 1259).

3.2.3 Estudos anatdmicos - Amostras foliares dos trés estagios de desenvolvimento
foram fixadas em campo em FAA (formalina, acido acético glacial, etanol 50%, 1:1:18,
v/v) (Johansen, 1940), sendo posteriormente estocadas em alcool etilico 70%. As
amostras foram desidratadas em série etilica, incluidas em resina do tipo metacrilato

(Historesin, Leica) e seccionadas nos planos transversal e longitudinal em micrétomo
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rotativo (Modelo 1508R Logen Scientific) a 5 um de espessura. Os cortes obtidos foram
corados com azul de toluidina pH 4,7 (O’Brien & Mccully, 1981) e as 1aminas montadas
em Permount.

Os testes histoquimicos foram realizados em amostras fixadas em FAA, incluidas
em resina e seccionadas conforme descrito anteriormente. Utilizou-se Reagente de
Schiff/Acido periodico (PAS) para a deteccdo de polissacarideos totais (McManus,
1948); vermelho de ruténio (Johansen, 1940) para pectinas; cloreto férrico (Johansen,
1940) para compostos fenolicos gerais; teste Xylidine Ponceau (O’Brien & McCully,
1981) para proteinas e reagente de Wagner e Dicromato de Potassio (Furr & Mahlberg,
1981) para alcaloides. Apenas para a detec¢do de lipideos, utilizando Sudan 111 (Pearse,
1985), foram realizados cortes a mao livre. As observacdes e a documentacgéo fotografica
foram realizadas em microscépio Olympus (modelo BX61) equipado com sistema de

captura de imagens, camera DP-72 e fluorescéncia.

3.2.4 Estudos micromorfologicos - Amostras de bases foliares foram fixadas em
glutaraldeido em Tampédo Fosfato de Sodio 0,2 M, por 48 horas e estocadas em etanol
70%. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série acetdnica, levadas para
secagem ao ponto critico (Bozzola & Russel, 1992) utilizando equipamento CPD 020,
Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein. As amostras, entdo, foram montadas em suportes e
submetidas a deposi¢do metélica com ouro (Bozzola & Russel, 1992), utilizando-se
equipamento Desk V, Denton Vacuum, Moorestown, USA. A investigacdo e
documentacdo do material foram efetuadas em microscopio eletrdnico de varredura (Jeol,
JSM - 6610, equipado com EDS).

3.2.5 Andlises estatisticas - Utilizou-se imagens obtidas pela microscopia eletrénica de
varredura e o software de imagens ImageJ (National Institutes of Health) (Easlon &
Bloon, 2014) para avaliar a diferenca entre as espécies quanto ao tamanho dos coléteres.
Foram amostradas folhas de trés individuos por espécie e nelas foram realizadas oito
medig¢des. Os dados foram analisados por meio do teste de Shapiro-Wilk para testar se
eles apresentavam distribuicdo normal e depois por meio do teste de Levene para testar a
homogeneidade das variancias. Apos a constatacdo da normalidade e da homogeneidade
das variancias dos dados, foi rodado o teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Para
avaliar correlacdo entre tamanho do coléter e altitude e correlagcdo entre presenca de

lipidios ao longo do desenvolvimento do coléter e altitude, foram rodados testes de
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correlacdo de Spearman, ap0s se comprovar a distribuicdo ndo paramétrica dos dados.
Para avaliar a existéncia de trade-off entre producéo de lipidios no secretado do coléter e
tamanho dos coléteres, foi usado também o teste de correlacdo de Spearman ja que 0s
dados ndo tinham distribuicdo normal. As analises foram feitas no pacote estatistico

PAST, considerando 5% o indice de significancia 5.

3.3  Resultados
3.3.1 Localizacéo dos coléteres e caracteristicas micromorfologicas

Coléteres ocorrem na base foliar, na regido de insercéo da folha com o caule, nas
trés espécies de Prepusa estudadas (Fig. 3). Estdo concentrados na por¢éo central da folha
(Fig. 3A) e permanecem desde as folhas jovens até as folhas senescentes. Apresentam um
pedinculo curto e uma porcdo apical com formato alongado/digitiforme (Fig. 3B).
Embora raros, coléteres bifurcados e trifurcados também foram observados. Nas folhas
jovens, os coléteres apresentam superficie cuticular lisa (Fig. 3C). Os coléteres sao
numerosos e circundam o meristema apical e os primordios foliares (Fig. 3D, E) com
secrecao abundante (Fig. 3D). Rupturas da cuticula foram observadas (Fig. 3F). Os
coléteres presentes nas folhas completamente expandidas geralmente apresentam uma
contorcao na porcao apical (Fig. 3G) com um nitido enrugamento da superficie (Fig. 3H).
Essas caracteristicas sdo acentuadas nos coléteres das folhas senescentes, 0s quais

apresentam-se murchos (Fig. 3 I, J). Néo foi observada absciséo dos coléteres.

3.3.2 Desenvolvimento e caracterizacdo anatdmica dos coléteres
O desenvolvimento dos coléteres é assincrono (Fig. 4A), sendo observado nas

folhas jovens, recobrindo os meristemas e primardios foliares (Fig. 4A, B), coléteres em
formacéo, coléteres ativos e coléteres em fase final de secrecdo/em senescéncia (Fig. 4A).
Os coléteres ativos sdo avascularizados e apresentam um pedunculo curto e uma porcao
secretora multicelular com células homogéneas (Fig. 4C). As células do pedunculo
apresentam contetdo hialino e as células da porcao secretora contetido denso (Fig. 4C).
Espacos intercelulares formados pelo deslocamento das células centrais, via rompimento
da lamela media, sdo comuns (Fig. 4D), assim como espacos intercelulares com acumulo
de secrecdo (Fig. 4E-F). As células que revestem os coléteres se mantém unidas pela

cuticula (Fig. 4D-F), no entanto em alguns locais é possivel observar o afastamento destas



18

(Fig. 4G) e consequente diminuicdo da secrecdo acumulada tanto nos espacgos
intercelulares como no citoplasma das células (Fig. 4G).

Na maioria dos coléteres das folhas expandidas pode-se observar uma diminuicéo
na quantidade de secrecdo das células secretoras e retracdo do citoplasma (Fig. 4H). No
entanto, ainda ha acimulo de secrecdo nos espacos intercelulares e no meio extracelular
(Fig. 41). Por fim, os coléteres apresentam colabamento das células centrais e periféricas

(Fig. 4J), coincidindo com a senescéncia das folhas.

3.3.3  Histoquimica

Para todas as espécies foi observada a composicdo da secrecdo acumulada nos
espacos intercelulares e/ou a secrecdo extravasada, para os diferentes estadios de
desenvolvimento foliar. Ressaltando que ha predominio de coléteres ativos nas folhas
jovens; tanto coléteres em fase secretora como senescentes nas folhas adultas e
predominio de coléteres senescentes nas folhas senescentes. Os resultados dos testes
histoquimicos encontram-se compilados na Figura 5.

Nas trés espécies, a natureza polissacaridica da secrecdo foi confirmada pelo teste
com PAS (Fig. 6A-C) e vermelho de ruténio (Fig. 6D-F). Acumulo desses compostos
foram observados na secrecdo extravasada (Fig. 6A e D), no citoplasma das células
periféricas e centrais e, especialmente, nos espacos intercelulares (Fig. 6 B, C, E, F). O
maior acimulo de secrecéo foi evidenciado nos coléteres presentes nas folhas jovens (Fig.
5), que recobrem os primdrdios foliares e meristemas. No entanto, polissacarideos
também foram encontrados nos espacos intercelulares, na secre¢do extravasada e em
menor quantidade nas células secretoras na maioria dos coléteres presentes nas folhas
adultas (Fig. 5). Nos coléteres em senescéncia (Fig. 5) foram revelados resquicios de
secrecdo que permanecem na secrecdo extravasada.

Proteinas foram encontradas nas células dos coléteres das trés espéecies, em ambos
0s estdgios de desenvolvimento (Fig. 6G-1), com maior acimulo nos coléteres presentes
nas folhas jovens (Fig. 6G). Proteinas também foram observadas na secrecdo extravasada
(Fig. 6H) e na secrecdo acumulada nos espacos intercelulares (Fig. 61).

Gotas de lipideos foram detectadas por todo o limbo foliar, na regido onde os
coléteres estdo inseridos, de P. connata (Fig. 6J) e P. hookeriana. Lipidios também foram
encontrados nos coléteres, das duas espécies, em todos os estagios de desenvolvimento
foliar como pode ser observado em P. hookeriana (Fig. 6 K-L). Para P. viridiflora os

resultados foram negativos (Fig. 5).
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A presenca de alcaloides também foi evidenciada para os coléteres presentes nas
folhas expandidas e senescentes de P. hookeriana e apenas nas folhas senescentes de P.
viridiflora (Fig. 5). Por outro lado, compostos fendlicos foram observados nos estagios

de senescéncia para as trés espécies (Fig. 5).

3.3.4 Andlises estatisticas

Em relacdo ao tamanho dos coléteres ha uma clara plasticidade fenotipica, pois as
espécies congenéricas coletadas no mesmo local (P. connata e P. hookeriana) sdo mais
parecidas entre si do que com P. viridiflora, espécie coletada em hébitat diferente (Tabela
1). Ademais, P. connata e P. hookeriana formaram um (nico grupo distinto de P.
viridiflora, como observada pela analise de cluster (Fig. 7). Cabe ressaltar que as duas
espécies do PARNASO foram coletadas em maiores altitudes quando comparada com a
especie coletada no PEPAZ.

Foi constatada uma variacdo na composicdo da secre¢do e no tamanho dos
coléteres ao longo do gradiente altitudinal (Tabela 1, Fig. 8). Em P. viridiflora os
coléteres sdo maiores que em P. connata (F = 4,744; p < 0,05). Ja P. hookeriana apresenta
coléteres de tamanhos intermediarios, ndo diferenciando-se estatisticamente dos coléteres
encontrados em P. connata e P. viridiflora.

Ha uma correlagdo positiva e significativa entre altitude e presenca de lipidios ao
longo de todo o desenvolvimento do coléter (p = 0,866; p < 0,05) e uma correlacio
negativa e significativa, entre altitude e tamanho dos coléteres (p = - 0,428; p < 0,05). H&
uma correlacdo negativa e significativa entre presenca de lipidios ao longo de todo o
desenvolvimento do coléter e tamanho dos coléteres (p = -0,485; p < 0,05), isto significa

que coléteres maiores ndo possuem lipidio na secrecéo.

3.4 Discusséo
Os coléteres das trés especies de Prepusa estudadas encontram-se na base das

folhas, na regido de insercdo com o caule. Coléteres foliares sdo comumente descritos em
trabalhos taxonémicos para espécies das tribos Helieae (Delgado et al., 2011; Dalvi et al.,
2014Db), Saccifolieae (Dalvi et al., 2014a) e Gentianeae (Renobales et al., 2001). Nas
folhas, a posicdo dos coléteres parece ser uma constante dentro de Gentianaceae
diferentemente do que ocorre em familias correlatas como Rubiaceae (Klein et al., 2004;

Pinheiro et al., 2019) e Apocynaceae (Thomas, 1991; Capelli et al., 2017). Nesses dois
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grupos coléteres foliares ocorrem tanto em regides intrapeciolares (Sennblad et al., 1998;
Rio et al., 2002; Martins et al., 2010) como em regides interpeciolares (Sennblad et al.,
1998; Capelli et al., 2017; Martins, 2012; Canaveze & Machado, 2015) sendo a posicao
dos coléteres um parametro taxonémico.

Os coléteres encontrados nas trés espécies de Prepusa fogem aos padrdes
descritos por Lersten (1974) e Thomas (1991) pois apresentam uma porgéo secretora
composta por células homogéneas. Coléteres homogéneos tém sido relatados em muitas
familias ndo relacionadas filogeneticamente, como para Caryocaraceae (Paiva &
Machado, 2006), Leguminosae (Silvaetal., 2017) e Myrtaceae (Costa et al., 2020), dentre
outros tdxons (Pimentel et al., 2014; Macédo et al., 2016; Silva et al., 2017) incluindo
Gentianaceae (Renobales et al., 2001; Delgado 2008; Delgado et al., 2011; Dalvi et al.,
2014a, 2014b, 2020; Gongalves et al., 2021). Por outro lado, esses coléteres diferem do
tipo padrdo registrado para Macrocarpaea obtusifolia (Dalvi et al., 2014b) espécie
incluida na mesma tribo de Prepusa. Estudos incluindo mais espécies dentro dessa tribo
poderiam subsidiar estudos filogenéticos e taxondmicos em Gentianaceae conforme
proposto por Gongalves et al. (2021).

A auséncia de vascularizacdo, evidenciado aqui, também foi mencionada para
todas as outras espécies de Gentianaceae (Renobales et al., 2001; Delgado et al., 2011;
Dalvi et al., 2014a, 2014b, 2020) sendo uma constante para a familia. Alguns autores
correlacionam a auséncia de vascularizacdo com o tamanho dos coléteres (Carlquist,
1969) porém em Prepusa e em Gentianaceae essas correlagdes nao procedem.

Os coleteres de Prepusa apresentaram desenvolvimento assincrono, apresentando
varios estagios de desenvolvimento dos coléteres no mesmo estdgio foliar, assim como
relatado para Odontadenia lutea (Apocynaceae) (Martins, 2012), Macrocarpaea
obtusifolia (Gentianaceae) (Dalvi et al., 2014b), Prepusa montana (Gentianaceae)
(Goncalves et al., 2021) e espécies de Chamaecrista (Leguminosae) (Coutinho et al.,
2015) e de Crotoneae (Euphorbiaceae) (Vitarelli et al., 2015). No entanto, sua atividade
secretora comeca nos estagios iniciais de desenvolvimento foliar configurando um caréater
adaptativo, pois a mucilagem liberada sobre os primoérdios foliares os protegem da
dessecacao (Tresmondi et al., 2015) que € intensificada em locais de alta altitude, baixas
temperaturas, alta radiagdo solar e, algumas vezes com geada (Scarano, 2002). Além
disso, as folhas em inicio de expansdo sdo mais tenras e com maior conteudo de agua do
que as folhas completamente maduras (Azeredo et al., 2017). Logo, elas devem estar mais

propensas aos danos causados pelas baixas temperaturas e pelas geadas do que as folhas
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maduras, podendo sofrer queimaduras e até mesmo lesdes por congelamento (Crawford,
1989)

A secrecdo dos coléteres de Prepusa é acumulada no espaco periplasmatico, com
separacgdo gradual das suas células e subsequente liberacdo via rompimento da cuticula.
O rompimento da lamela média e o acumulo de secrecdo nos espacos intercelulares foi
obsevado em Prepusa montana (Gongalves et al., 2021). A ruptura da cuticula é uma
caracteristica comum no mecanismo de liberacao da secrecao (Fahn, 1990), inclusive para
Gentianaceae. Para Gentianaceae, a ruptura da cuticula como via de eliminacdo de
secretado ja foi reportado para coléteres de Macrocarpara obtusifolia (Dalvi et al.,
2014b), Curtia e Hockinia (Dalvi et al., 2014a) e Prepusa montana (Gongalves et al.,
2021). Em contrapartida, mencanismos de liberacédo da secrecdo sem ruptura da cuticula,
como por poros, ja foram mostrados para coléteres de diferentes espécies e grupos
taxonémicos, como para espécies de Simira (Klein et al., 2004), Bathysa nicholsonii
(Castro Miguel et al., 2006), Temnadenia violaceae (Martins et al., 2010) e
Tabernaemontana catharinensis (Canaveze & Machado, 2015).

Em relacdo ao comprimento dos coléteres de Prepusa, houve variagdo entre as
espécies ocorrentes no PARNASO e entre a espécies ocorrente do PEPAZ, sendo a de
maior comprimento ocorrente no PEPAZ. Em Rhizophoraceae, o tamanho dos coléteres
foi maior em espécies de manguezais em comparagdo com habitats florestais (Sheue et
al., 2013). Os coléteres de Copaifera langsdorffii variaram de 400 a 800 pum de
comprimento, sem relacdo observada entre o tamanho dos coléteres e o volume da
secrecdo (Paiva, 2009). Em contraste, em Rubiaceae ndo foram notadas diferencas no
comprimento dos coléteres ao se comparar géneros da floresta e do Cerrado (Tresmondi
etal., 2015).

Encontramos diferencas na composicao da secre¢do nas trés espéecies de Prepusa
estudadas. A secrecdo polissacaridica abundante nas folhas jovens das trés espécies de
Prepusa corroboram os dados da literatura sobre os principais compostos produzidos
pelos coléteres os quais atuam evitando a desidratacéo e protegendo as gemas em inicio
do desenvolvimento (Fahn, 1979; Thomas, 1991). Como as espécies ocorrem em altitudes
elevadas, especialmente P. hookeriana e P. connata, onde as condi¢des ambientais
tornam o ambiente xérico, a presenca de mucilagem seria essencial para evitar a
desidratacdo desses orgdos em desenvolvimento. Fatores como a altitude e aumento da
exposicédo ao vento ou diminuicdo da temperatura, limita o crescimento da planta e requer

adaptacdes ecologicas especificas para a persisténcia da planta em ambientes
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montanhosos (Kraft et al., 2015). E sabido também que temperaturas entre 6 e 10 °C
podem causar lesdes nas plantas devido o frio e temperaturas abaixo de zero podem
resultar em lesdes nas folhas por congelamento (Crawford, 1989).

Por outro lado, os lipidios foram encontrados apenas nas duas espécies do
PARNASO (P. hookeriana e P. connata) as quais foram coletadas em maiores altitudes.
A correlacdo positiva entre altitude e presenca de lipidios e a correlagdo negativa entre
presenca de lipidios e tamanho dos coléteres poderia representar um trade-off entre
producdo de lipidios e incremento no crescimento do coléter. Isso significa que P.
viridiflora investe mais em crescimento de coléter enquanto as outras duas espécies
investem mais em producdo de lipidios. Nas duas situacdes, a prote¢cdo das gemas e
meristemas continua sendo eficiente, pois coléteres menores, apesar de produzirem
menos mucilagem, apresentam lipidios em suas secre¢des enquanto coléteres maiores
produzem mais mucilagem, porém ndo possuem lipidios no secretado. Os lipideos
poderiam conferir ainda uma certa vantagem competitiva para as espécies em maiores
altitudes. No entanto, estudos sobre variagcbes na composicao da secrecdo dessa especie
ao longo do gradiente altitudinal poderiam corroborar ou ndo essa hipotese.

As secrecdes lipofilicas, contendo como principal composto lipideos, podem
conferir protecdo aos apices vegetativos contra a dessecacdo causados por periodos de
seca acentuados e contra as altas taxas de radiacdo solar (Barreiro & Machado, 2007;
Tresmondi et al., 2015). Os processos de estresse hidrico e dessecacdo também podem
ser desencadeados nos primordios foliares pela elevada exposicdo aos ventos e as
variacGes mais extremas de temperatura que sao observados nestes ambientes montanos
de afloramentos rochosos. Os derivados de lipidios, liberados pelos coléteres, também
podem atuar na inibicdo de patogenos de plantas, tais como fungos (Barnes et al., 1997;
Ribeiro et al., 2017). Tresmondi et al. (2017) comparando a secrecdo de coléteres em
ambientes contrastantes (cerrado e floresta) constataram predominio de secrecdo
hidrofilica nas espécies de floresta e secrecdo lipofilica ou mista nas espécies de cerrado.
Em estudo com espécies de Rubiaceae, considerando a fenologia, Tresmondi et al. (2015)
verificaram que as espécies de cerrado, sob maior radiagdo, apresentaram predominio de
secrecdo lipofilica e tiverem os brotos menos predados em detrimento das espécies de
floresta, sob menor radiacéo, as quais ndo apresentaram lipideos na secre¢éo e forma mais
predadas. Por outro lado, em espécies de Casearia coletadas no cerrado e em floresta os
autores ndo observaram diferengas na composicao da secre¢do dos coléteres (Santos de

Faria et al., 2019). Uma maior diversidade de compostos quimicos, incluindo lipideos,
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foram encontrados nos coléteres de Myrcia splendens coletados na estacdo seca em
detrimento da estacdo chuvosa (Costa et al., 2020). Sabe-se que uma das func¢des dos
lipideos na secrecdo dos coléter € lubrificar e proteger os meristemas, evitando a perda de
agua (Thomas & Dave, 1989; Mayer et al., 2013).

Proteinas foram encontradas na secrecao das trés espécies de Prepusa estudadas.
Proteinas sdo comumente encontradas em coléteres (Castro Miguel et al., 2006; Gonzalez
& Tarragd, 2009; Dalvi et al., 2014b; Almeida & Paiva, 2019; Pinheiro, 2019) e estdo
envolvidas com as estratégias de defesa das plantas, protegendo os 6rgédos das plantas de
patdgenos como fungos (Castro Miguel et al., 2006).

Compostos fendlicos foram encontrados em todos os coléteres avaliados durante
a sua senescéncia. Os compostos fendlicos estdo relacionados com o processo de
senescéncia dos coléteres, conforme reportado na literatura (Castro & Demarco, 2008;
Paiva, 2009; Souza, 2014) e podem atuar ainda como agentes antimicrobianos (Scalbert,
1991; Nohynek et al., 2006).

Alcaloides estdo presentes nos coléteres de P. hookeriana e de P. viridiflora.
Muitos alcaloides sdo descritos como tdxicos, agindo contra herbivoros e parasitas, além
de apresentarem efeito alelopatico (Robinson, 1974). Os alcaloides assim como laticiferos
e cristais, relatados para coléteres de outros grupos como em Apocynaceae (Yoder &
Mahlberg, 1976; Leite, 2012), poderiam representar apenas um continuo das
caracteristicas estruturais e quimicas.

Percebe-se que P. hookeriana apresenta uma maior gama de substancias quimicas
no secretado, quando comparada com P. connata e P. viridiflora. Tal fato pode conferir
uma maior vantagem adaptativa a P. hookeriana uma vez que suas folhas novas estdo
protegidas da acdo danosa de uma maior variedade de tipos de organismos. Assim, ha
maior probabilidade das folhas de P. hookeriana completarem seu processo de expansao
foliar em condigdes saudaveis, alcancando a maturidade foliar sem maiores danos no
limbo foliar. Tal consequéncia é essencial para a planta alcancar maior fitness, uma vez
que as folhas completamente expandidas apresentam taxa fotossintética méaxima
enquanto as folhas em inicio de expansdo tém taxa fotossintética baixa (Nii et al., 1995;
Paula et al., 2005).

Cabe ressaltar que nos afloramentos rochosos em campos de altitude predominam
solos rasos e pouco férteis (Vasconcelos, 2014) ou ausente (Scarano, 2002), podendo as
plantas estarem sujeitas a menor disponibilidade de nutrientes minerais. Por isso, evitar

ataques de patogenos, principalmente de herbivoros folivoros, possibilita que o sequestro
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de nutrientes minerais moveis das folhas senescentes para as folhas em expansdo seja
mais eficiente, algo que a planta ndo conseguiria fazer a contento caso ela perdesse tecido
foliar para herbivoros. Ademais, percebe-se que em P. hookeriana a fungédo do coléter
muda ao longo da ontogenia foliar, pois seu secretado evita dessecacdo em folhas jovens
que sdo mais tenras e possuem mais agua; evita ataque de patdgenos e herbivoros em
folhas maduras, favorecendo a protecdo do 6rgdo na sua fase mais fotossinteticamente
ativa; e evita ataques de patdgenos e principalmente de herbivoros, folivoros, favorecendo
0 sequestro de nutrientes minerais moveis nas folhas senescentes. Por fim, a maior
capacidade de defesa contra dessecacdo e defesa contra ataques de patdgenos e herbivoros
fornecida pelo secretado dos coléteres de P. hookeriana pode ser uma possivel explicacao
a sua maior distribuicdo geogréafica, ja que tal espécie € encontrada ocupando um maior
gradiente altitudinal, variando de 850 a 2.700 metros (Calio et al., 2008).

Em suma, reportamos a similaridade na posicdo e na estrutura dos coléteres das
trés espécies de Prepusa os quais se assemelham as coléteres reportados para demais
especies da familia. No entanto, estes divergem, por apresentarem porcdo secretora
apenas com células homogéneas, da maioria dos coléteres descritos para outros grupos
inclusive de grupos correlatos como Rubiaceae e Apocynaceae 0 que poderiam indicar
uma possivel linha filogenética dentro da ordem Gentianales. Por outro lado, os dados
contrapdem nossa hipotese pois variagcbes na composicao da secrecdo foram observadas.
Os compostos majoritarios da secrecdo sdo os comumente relatados para coléteres asssim
como 0s compostos quimicos envolvidos com a senescéncia da estrutura. No entanto, 0s
lipideos poderiam conferir uma protecédo as altitudes elevadas onde P. hookeriana e P.
connata foram coletadas. Esses compostos poderiam ainda conferir uma certa vantagem
competitiva para P. hookeriana o que poderia explicar a maior distribuicdo dessa espécie.
Nossos estudos evidenciam alteragdes na composicdo da secrecdo de acordo com o

gradiente altitudinal alcancado pelas espécies de Prepusa.
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Fig. 1. Habitat e aspectos morfologicos das trés espécies de Prepusa (Gentianaceae).
Visdo geral do Parque Nacional da Serra dos Orgdos (PARNASO), no estado do Rio de
Janeiro, Brasil (A). Detalhes de Prepusa hookeriana (B — C). Detalhes de Prepusa
connata (D — E). Visdo geral do Parque Estadual da Pedra Azul, no Espirito Santo, Brasil
(F). Detalhes de Prepusa. viridiflora (G — H).
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Fig. 2: Mapa de distribui¢do geografica evidenciando o endemismo das trés espécies de
Prepusa (Gentianaceae).
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Fig. 3: Coléteres foliares em trés espécies de Prepusa (Gentianaceae) observados em
estereomicroscopio e em microscopia eletrénica de varredura. Coléteres de P. viridiflora
inseridos na regido central na face adaxial da lamina foliar (A-B). Superficie lisa do
coléter de P. connata (C). Coléteres de P. viridiflora e P. connata, folhas jovens e coléter
recobrindo dois primdrdios foliares (D-E). Ruptura de cuticula (F). Coléteres em folhas
completamente desenvolvidas com enrugamento do seu apice e contor¢do na porcao
apical (G). P. hookeriana apresentando o enrugamento da superficie do coléter (H). P.
viridiflora em estagio de folha completamente expandida e senescéncia (J-K).
Abreviacdes: *secrecdo. Barras de escala: 2 mm em (a); 200 um em (b, 1); 10 pm em (c,
g, h); 500 um em (d); 100 pm em (e, j) € 50 um (¥).
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Fig. 4: Caracterizacdo anatdmica dos coléteres foliares de trés espécies de Prepusa
(Gentianaceae). Coléteres presentes na regido do meristema de P. viridiflora, (seta a)
coléter em formacdo, (seta b) afastamento celular e (seta c) secrecdo no espaco
periplasmatico (A). Coléteres presentes na regido do apice caulinar com primdrdios
foliares de P. hookeriana (B). Células do peddnculo de P. viridiflora (C). Deslocamento
das células centrais (seta) (D). Acumulo de secrecdo nos espacos intercelulares (E).
Espacos intercelulares com grande quantidade de secrecdo (F). Provavel espacamento
intercelular onde a secrecdo sera extravasada (G). Coléter em folhas completamente
expandidas de P. hookeriana com diminuicdo da secrecdo das células secretoras (H).
Coléteres de P. connata em folhas em senescéncia evidenciando a presenca de secrecao
dentro e fora das células (I). Coléteres senescentes evidenciando o total colapso celular
em P. hookeriana (J). Abreviagdes: *=secre¢do; —=deslocamento das células dos
coléteres; M= meristema; Pf=primoérdios foliares. Barras de escala: 500 um em (a, b);
200 um em (c); 20 ym em (d, e, g, h, 1); 50 um em (f, j).
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Fig. 5: Esquema ilustrativo representando a composicao da secrecdo dos coléteres foliares
de trés especies de Prepusa (Gentianaceae) nos diferentes estagios de desenvolvimento.
Abreviages: Pt Polissacarideos totais; Pr- Proteinas; Pe- Pectinas; Al- Alcaloides; CF-
Compostos fendlicos; Li- Lipidios. Resultados positivos foram representados por
quadrados coloridos abaixo das abreviaces. Resultados negativos por auséncia de cor.
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Xylidine Ponceau  Vermelho de ruténio Reativo de Schiff

Sudan III

Fig. 6: Testes histoquimicos evidenciando a composicdo da secrecdo dos coléteres
foliares de trés espécies de Prepusa (Gentianaceae) (A-L). Reagente de Schiff/Acido
periddico detectando polissacarideos totais em folhas jovens recobrindo o meristema de
P. hookeriana (A). Reacdo detectando polissacarideos no citoplasma das células da
cabeca secretora P. viridiflora (B) e polissacarideos nas células, espacos intercelulares e
no meio externo (C). Vermelho de Ruténio evidenciando pectinas/mucilagens nos
espacos intercelulares, nas células e na secre¢do extravasada de P. hookeriana (D), P.
viridiflora (E) e P. connata (F). Xilidine Ponceau detectando proteinas na secrecdo
intercelular e na secrecdo extravasada no estagio de folhas jovens de P.hookeriana (G),
P. connata (H) e P. viridiflora (I). Teste de Sudan Il para deteccdo de lipideos (J-L),
gotas lipidicas nas células da cuticula (K) e a cuticula corada (L). Abreviagdes:
*=secre¢do; —=secrecao intercelular. Barras de escala: 500 um em (a, d, g); 200 um em
(b, e); 100 um em (c); 50 um em (f, h, j, 1); 20 pm em (i, k).
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Fig. 7: Analise de cluster, comparando o tamanho dos coléteres nas trés espécies de

Prepusa (Gentianaceae).
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Fig. 8: Tamanho dos coléteres foliares das trés espécies de Prepusa (Gentianaceae).
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Tabela 1:
Coléter Tamanho (um) Lipidios Alcaloides Fenolicos Altitude (m)
P connata 285,627 =74.705 3 0 1 1990
P. hookeriana 300,146 =35.275 3 2 2 2100
P_veridifiora 378,175 75,559 0 1 1 1400
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