UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BOTANICA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS - BACHARELADO

Beatriz Fernandes Torres

Investigacao da presenca de laticiferos e de sua natureza anatomica e histoquimica em

Vernonanthura H. Rob. (Vernonieae, Asteraceae)

Floriandpolis

2024



Beatriz Fernandes Torres

Investigacao da presenca de laticiferos e de sua natureza anatomica e histoquimica em

Vernonanthura H. Rob. (Vernonieae, Asteraceae)

Trabalho de Conclusdo do Curso de Graduag¢do em
Ciéncia Biologicas do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Santa Catarina, apresentado
como requisito para a obten¢do do Titulo de Bacharel

em Ciéncias Biologicas. Orientagdo: Prof'. Dr". Makeli

Garibotti Lusa. Co-orientacdo: Ma. Josiane Wolff
Coutinho

Floriandpolis

2024



Torres, Beatriz Fernandes

Investigacdo da presenca de laticifercs e de sua
natureza anatdmica e histoquimica em Vernonanthura H. Rob.
(Vernonisas, Asteraceas) /Beatriz Fernandes Torres ;
orientadora, Makeli Garibotti Lusa, coorientadora, Josians
Wolff Coutinho, 2024,

40 p.

Trabalho de Conclusdo de Curso (graduacdoc) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias
Bioldgicas, Graduacdo em Ciéncias Biolégicas,
Floriandpolis, 2024.

Inclui referéncias.

1. Ciéncias Biolédgicas. 2. Anatomia Vegetal. 3.
Asteraceae. 4. Vernonanthura. 5., Laticifero. I. Lusa,
Makeli Garibotti . II. Coutinho, Josiane Wolff . III.
Universidade Federal de Santa Catarina. Graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas. IV. Titulo.




Beatriz Fernandes Torres

Investigacao da presenca de laticiferos e de sua natureza anatéomica e histoquimica em
Vernonanthura H. Rob. (Vernonieae, Asteraceae)

Este Trabalho de Conclusdo de Curso foi julgado adequado para obtengao do titulo de
“Bacharel em Ciéncias Biologicas” e aprovado em sua forma final pelo Curso de Ciéncias

Biologicas.

Floriandpolis, 01 de julho de 2024.

Profa Dra. Daniela Cristina de Toni

Coordenadora do Curso

Banca examinadora:

Profa. Dra. Makeli Garibotti Lusa.

Universidade Federal de Santa Catarina

Profa. Dra. Ana Claudia Rodrigues

Universidade Federal de Santa Catarina

Dr. Fabio Cassola

Universidade Federal de Santa Catarina

Floriandpolis, 2024



AGRADECIMENTOS

Quase seis anos e finalmente, com esse trabalho termino minha jornada na graduagio aqui na
UFSC. Essa jornada que foi repleta de momentos bons e ruins, mas que ainda assim sdo a minha
jornada e eu tenho muito orgulho dela, e de quem me tornei hoje. Durante esse caminho sou grata por
ter conhecido, convivido, trabalhado e aprendido com pessoas incriveis, e € a elas que eu dedico esse
trabalho.

Para comecar a lista de agradecimentos, gostaria de agradecer meu pai, Silvio Torres, que
sempre me deu muito mais do que eu mereci, mas também confiou em mim e me permitiu viver a
mais de mil quilémetros de distancia. Foram infinitos os dias de saudade, mas isso faz a gente
valorizar ainda mais os momentos juntos, mesmo que discutindo sobre como fazer as coisas nos
mini-projetos de casa ou sobre politicas ou com os pequenos bullyings que sdo feitos com muito amor.
Nao sei se vou conseguir te retribuir tudo que vocé fez e faz por mim, mas vou tentar até o final da
minha vida. Te amo pai!

Agradeco a minha madrasta pela paciéncia, por cuidar do meu pai, por me apoiar e por todas
as comidas gostosas, principalmente pela torta de frango que preciso urgentemente aprender a fazer.
Ao restante da minha familia, tios, tias, primas e primos, ndo s6 do meu lado Torres ¢ Fernandes, mas
também do Godela e loca, agradeco muito pelos momentos incriveis, vocés carregam minhas energias
nas férias, o que fazia possivel com que eu conseguisse passar todo o semestre aqui sem vocés. Em
especial gostaria de agradecer principalmente ao meu av0, Jodo Raymundo, ¢ ao meu
priminho/afilhado, Eduardo, vocés sdo a razdo do meu aperto no coragdo de deixar Sdo José do Rio
Preto pra tras.

Agradego também aos meus amigos que a UFSC me deu e aqueles que permanecem comigo ja
faz um tempo, os momentos com vocés eu jamais vou ser capaz de esquecer, vocés tornam meus dias
mais leves, e sem duvidas muito mais cheios de risadas, fofocas e assuntos aleatorios, os quais eu amo
€ ndo conseguiria viver sem.

Agradeco ao laboratério LAVeg ¢ a toda a Botanica que me acolheu como uma casa de mae,
sempre com um cafezinho, fofocas, risadas e muito, muito carinho e acolhimento! Claro que o
laboratdrio ndo se faz sozinho, por isso, as professoras: Makeli, Fernanda e Ana Claudia, e aos meus
colegas de laboratério, agradeco muito a vocés por tudo, e tenho muita sorte de poder aprender e
trabalhar com vocés. Em especial, gostaria de agradecer a Prof. Makeli que teve muita, muita
paciéncia comigo, que abriu as portas da ciéncia e colocou a anatomia vegetal na minha vida, te ter
como minha orientadora foi uma das melhores escolhas que fiz na minha vida académica. Foram
incontaveis as horas passadas nesse trabalho e em outros que tenho muito orgulho de ter feito contigo,
e espero que continuemos no futuro com muitas novidades para esse mundinho da anatomia e das
lindas Asteraceae. Falando em horas de trabalho... Josiane Wolff, assim como a Prof. Makeli, sem
vocé jamais estaria aqui hoje, ndo s6 nesse trabalho, que comegou ha dois anos, mas em todos os
outros projetos e momentos, foi um prazer incrivel poder te ter como co-orientadora, mas ainda mais
como amiga. Nao vou me importar de passar mais fins de semanas contigo no lab ouvindo Pitty
enquanto reclamamos do microscopio e dos cortes!

Gostaria também de agradecer ao meu namorado Erik (e a sua familia) e a minha gatinha
Bloom, vocés, mesmo com pouco tempo na minha vida, me fizeram sorrir, rir € mais importante
permitiram ndo enlouquecer nesses ultimos semestres de graduagdo e nos proximos de grandes
mudangas (eu espero). Além disso, gostaria de agradecer também a minha mée Maria José Fernandes
Torres, a0 meu querido primo Edson, a minha avo Denilde, e a minha cachorrinha Anny, vocés apesar
de ndo estarem mais comigo fazem parte de mim e me acompanham diariamente. Ndo consigo
descrever a saudade que tenho de vocés, mas obrigado por tudo! Espero poder fazer vocés se
orgulharem de mim e espero vé-los novamente um dia! Essa secreta esperanga ¢ o que me faz
continuar respirando.

Por fim, agradeco também a instituicdo UFSC e principalmente a coordenagdo do curso por ter
me proporcionado o nivel e qualidade de ensino que sem duvidas serdo um grande diferencial no meu
futuro académico e pessoal.



RESUMO

O latex ¢ uma secregdo oriunda de todo o citoplasma celular, que somente externaliza o corpo
da planta em caso de injlria e, funcionalmente, relaciona-se a questdes como a defesa contra a
herbivora e o selamento de lesdes com agdes antibacteriana e antifiungica. Células produtoras
de latex sdo comumente encontradas dentro da familia Asteraceae, entretanto, quando se trata
da tribo Vernonieae e do género Vernonanthura, a caracteristica ¢ considerada rara e
inexistente. Apesar disso, foram encontradas evidéncias macroscopicas de secregdo latescente
em Vernonanthura tweediana, o que motivou essa investigagdo. Descobrir o tipo de estrutura
secretora, necessita de estudos ontogénicos, que a descreveram desde seu surgimento no
meristema apical até seu completo desenvolvimento. Ademais, as secrecdes podem possuir
composi¢des extremamente diferentes, o que da& a essas secre¢des caracteristicas
fisico-quimicas importantes em relagdao a funcdo para a planta, e que podem variar de espécie
para espécie. Assim, o objetivo principal deste trabalho foi verificar a natureza da estrutura
secretora latescente em seis espécies de Vernonanthura, sendo parte delas coletadas em campo
(V. discolor, V. montevidensis e V. tweediana) e parte, utilizado material herborizado (V.
catharinensis, V. nudiflora e V. puberula). O material herborizado foi coletado de exsicatas de
maneira nao destrutiva e foi reidratado. Ja4 para o material coletado em campo, foram
amostradas gemas apicais de caules com flores até cerca do décimo né de trés individuos de
cada uma das espécies, que foram fixados em FNT e FAA 70%, posteriormente armazenadas
em agua e em etanol 70%, respectivamente. Parte do material foi incluido em parafina e em
historesina, para seccionamento em micrétomo rotativo, e parte foi seccionada a mao livre
para testes histoquimicos, de acordo com os protocolos usuais para estudos de anatomia
vegetal. Foi possivel identificar no cortex e ocasionalmente na medula caulinar, em folhas e
em pétalas, a presenca de laticiferos articulados anastomosados por vezes ramificados. As
reagoes histoquimicas indicaram a presenca de lactonas sesquiterpénicas, proteinas, borracha,
polissacarideos gerais, alcaloides, Oleo-resinas e lipidios gerais. Em V. tweediana, eles
apresentam diferenciagdo e anastomose total das paredes muito precocemente, observadas
ainda na regido da gemas, nos primordios foliares do 3° né. Enquanto que em V.
montevidensis, a anastomose demora mais para ser completa, sendo possivel a observacao de
paredes terminais nas células laticiferas intermedidrias até o 6° n6 caulinar. Ainda, a partir de
material herborizado, foi notada a presenga de laticiferos em V. catharinensis e V. nudiflora. O
tipo de laticifero encontrado esta de acordo com o que € descrito para outras tribos da familia,
ja sua localizagdo dentro dos oOrgdos, ou seja, em determinados tecidos e regioes,
aparentemente variou bastante entre as espécies avaliadas. Sua constitui¢do histoquimica,
também se manteve semelhante ao que € encontrado na familia, apesar de importantes grupos
para a familia como compostos fendlicos ndo estarem presentes. E importante salientar que
este trabalho constitui o primeiro relato de laticiferos para o género, onde estes podem
apresentar potencial de bioprospeccdo de novas técnicas e produtos, bem como auxiliar em
futuros estudos evolutivos do género ¢ da tribo.

Palavras-chave: laticiferos articulados; ontogénese; anatomia; latex.



ABSTRACT

The latex is a secretion that originates from the entire cell cytoplasm, which only externalizes
the plant body in case of injury, and functionally, is related to the plant defenses against
herbivores and sealing wounds with antibacterial and antifungal actions. Latex-producing
cells are commonly found within the Asteraceae family, however, when it comes to the tribe
Vernonieae and the genus Vernonanthura, the characteristic is considered rare and
nonexistent. Despite this, we obtained macroscopic evidence of latex secretion in
Vernonanthura tweediana, which motivated this investigation. Discovering the type of
secretory structure requires ontogenetic studies, which describe it from its emergence in the
apical bud to its complete development. Furthermore, latex can have extremely different
compositions, which gives it important physicochemical characteristics in relation to its
function for the plant, and which can vary from species to species. Thus, the main objective of
this work was to verify the presence of laticifers in six species of the genus Vernonanthura,
part of which were collected in the field (V. discolor, V. montevidensis and V. tweediana) and
part in the FLOR Herbarium (V. catharinensis, V. nudiflora and V. puberula). The herbalized
material was collected in a non-destructive way and was rehydrated. The material collected in
the field included apical buds up to approximately the 10° node of 3 individuals of each
species, which were fixed in FNT and FAA 70%, subsequently stored in water and 70%
ethanol, respectively. Part of the material was embedded in paraffin and historesin, for
sectioning on a rotating microtome, and part was sectioned freehand for histochemical tests,
according to the usual protocols for plant anatomy studies. It was possible to identify
articulated anastomosed laticifers, sometimes branched, in the stem cortex and occasionally in
the pith, leaves, and petals. Histochemical reactions indicated the presence of sesquiterpene
lactones, proteins, rubber, general polysaccharides, alkaloids, oleoresins, and general lipids. In
V. tweediana, they present differentiation and total anastomosis of the walls very early,
observed even in the bud region and leaf primordia of the 3° node. In contrast, in V.
montevidensis, anastomosis takes longer to complete, with observable terminal walls in
intermediate laticiferous cells up to the 6° stem node. Additionally, laticifers were noted in V.
catharinensis and V. nudiflora from herbarium material. The type of laticifer found is
consistent with descriptions for other tribes within the family, while its location within organs,
in certain tissues and regions, varied considerably among the evaluated species. Its
histochemical constitution also remained similar to that found in the family, although
important groups such as phenolic compounds were absent. It is important to emphasize that
this study constitutes the first report of laticifers for the genus, which may present potential
for bioprospecting new techniques and products, as well as aiding in future evolutionary
studies of the genus and tribe.

Key words: articulated laticifers; ontogenetic; anatomy; latex.
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1. INTRODUCAO

1.1. Asteraceae e o género Vernonanthura H. Rob.

A familia Asteraceae também ¢ conhecida como Compositae, ¢ monofilética com
distribuigdo cosmopolita, que apresenta mais de 24 mil espécies reconhecidas (FUNK et al.,
2009), o que a torna a maior familia de angiospermas do mundo (KARIS, 2006 e MANDEL,
et al. 2019). Dentre as espécies, encontramos representantes bastante conhecidos pela
populagdo em geral como, a alface (Lactuca sativa L.), o girassol (Helianthus annuus L.), a
arnica (Arnica montana L.), a camomila (Matricaria recutita L.), entre outros (ROQUE;
TELES; NAKAJIMA, 2017 ¢ ROLNIK et al., 2021). Este grupo ¢ formado por individuos de
diferentes habitos desde ervas até arvores, tendo folhas dispostas em rosetas, alternadas,
alterno-opostas ou verticiladas; as inflorescéncias sdo a caracteristica mais marcante da
familia, sendo formadas por capitulos de flores sésseis, rodeados por bracteas involucrais
(ROQUE; TELES; NAKAJIMA, 2017).

No Brasil estdo presentes mais de 2 mil espécies pertencentes a 27 tribos e 278
géneros, sendo que a tribo Vernonieae apresenta distribui¢do Pantropical, com cerca de 1.300
espécies (ROQUE; TELES; NAKAJIMA, 2017). Apesar de ser uma tribo bem estabelecida,
ainda sdo recorrentes muitas discussdes acerca de suas subtribos e géneros (KEELEY;
FORSMAN; CHAN, 2007). Assim, nos ultimos 20 anos, Vernonieae e seus géneros passaram
por varias mudancas na sua circunscri¢ado (KEELEY; FORSMAN; CHAN, 2007 ¢ ROQUE;
TELES; NAKAJIMA, 2017).

A monofilia de Vernonieae foi confirmada por estudos moleculares, destacando-se a
alta diversidade de espécies cujos habitos variam de ervas até arvores e suas folhas sao
alternas, opostas ou verticiladas, sé€sseis ou pecioladas, com capitulos homogamos e
discoides, com ou sem bracteas na base (ROBINSON, 1999; KEELEY; FORSMAN; CHAN,
2007 e ROQUE; TELES; NAKAJIMA, 2017). Dentro da tribo o género Vernonanthura,
descrito por Robinson (1992), ¢ composto por arbustos e arvores e apresenta por volta de 70
espécies (FUNK et al., 2009; SOARES, 2012 e VEGA; DEMATTEIS, 2014). Dessas, cerca
de 42 ocorrem no Brasil (PEIXOTO, et al, 2018), com a presenca recorrente de xilopodios
(caules subterraneos espessados e lignificados), folhas alternas, que podem variar de sésseis a
pecioladas com margens inteiras ou serrilhadas, glabras ou levemente pilosas, com tricomas
simples ou em T; as flores sdo numerosas contendo pétalas brancas a lilases, lobos da corola

glabros, com graos de podlen do tipo A, com cipselas do tipo oblongo-obovoides e bracteas
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presentes em séries e altamente imbricadas, de forma mais numerosas que as flores
(ROBINSON, 1992 e SOARES, 2012).

Quando falamos sobre a composi¢cao quimica para as espécies do género € recorrente
o aparecimento de compostos fenolicos como taninos, cumarinas (ALMEIDA et al., 2021) e
flavonoides (SILVA ef al., 2015 ¢ ALMEIDA et al., 2021), terpenoides em geral (ALMEIDA
et al., 2021), como sesquiterpenos (PORTILLO et al, 2005 e SANTANA et al, 2013) e
lactonas sesquiterpénicas (BORKOSKY et al., 1996 e SOSA et al., 2018). Esses compostos
sdo sintetizados por estruturas secretoras, sendo que para o género estdo descritos tricomas
glandulares (ANGULO; DEMATTEIS, 2014; PICO; VEGA; DEMATTEIS, 2016;
REDONDA-MARTINEZ; MORA-JARVIO, 2017 e LIESENFELD et al, 2019) e canais
secretores (ROBINSON; YANKOWSKI, 2016). Entretanto, laticiferos relativamente comuns
em algumas outras tribos de Asteraceae (VERTREES; MAHLBERG, 1978; KARIS, 2006 e
FUNK et al, 2009), sao raramente encontradas na tribo Vernonieae (METCALFE, 1966;
ROBINSON, 1999 ¢ MARTINEZ-QUEZADA et al., 2022) e¢ nio sio mencionados na
descricdo de Vernonanthura (ROBINSON, 1992), nem em estudos posteriores. Apesar disso,
observagoes pessoais indicaram evidéncias macroscopicas de secregdao latescente, branca e
viscosa, em Vernonanthura tweediana (Less.) H. Rob. (Figura 1A-B). Portanto, a ideia inicial
desse estudo foi identificar as estruturas secretoras responsaveis por essa secrecao. Visando
abranger ao maximo a diversidade do género, as espécies escolhidas foram selecionadas com
base em seus morfotipos, escolhendo-se dessa forma representantes dos principais grupos de
espécies (de acordo com Loeuille, comunicacdo pessoal) que ocorrem no estado de Santa

Catarina.

Figura 1. Observagdes macroscopicas de secrecao latescente.

Figura 1. A-B, Vernonanthura tweediana; A, individuo coletado em campo; B cortes transversais do caule ja

desenvolvido.
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1.2. Laticiferos: tipos, funcées, aplicacées do liatex e importincia das
investigacdes em Asteraceae

Os laticiferos sdo células vivas e especializadas que produzem e armazenam latex
(KONNO, 2011; GUTIERREZ; LUNA, 2013; MARINHO; TEIXEIRA, 2018 ¢ MARINHO,
et al., 2018), que podem estar distribuido pelos diferentes 6rgaos da planta (ramos caulinares,
folhas, flores, frutos e raizes) (EVERT, 2013; GUTIERREZ; LUNA, 2013 e JOHNSON;
MOGHE; FRANK, 2021). Os laticiferos ocorrem em mais de 20 familias de angiospermas
(HAGEL; YEUNG; FACCHINI, 2008), sendo também reconhecidos em algumas
gimnospermas (TOMLINSON; FISHER, 2005). A ocorréncia de latex em plantas em geral,
provavelmente possua origem polifilética (DEMARCO; KINOSHITA; CASTRO, 2006 e
DEMARCO; CASTRO, 2008).

Constitutivamente, o latex ¢ caracterizado como uma emulsao ou um fluido que pode
ser composto por diversos grupos quimicos, como terpenoides (como a borracha), alcaloides,
compostos fendlicos, aglcares, proteinas, 6leos, amidos, entre outros (ASCENSAO, 2007;
EVERT, 2013; RAMOS, et al., 2019 e NAIDOO; NAIDOO; DEWIR, 2020). Pela sua
capacidade de apresentar uma grande variedade de compostos quimicos, as suas
caracteristicas fisicas como cor e viscosidade também podem alterar bastante, podendo ser
incolor, branco, vermelho, laranja, amarelo e marrom, com alta ou baixa viscosidade
(NAIDOO; NAIDOO; DEWIR, 2020; TEIXEIRA; MARINHO; LEME, 2020 ¢ JOHNSON;
MOGHE; FRANK, 2021).

Os laticiferos podem ser classificados como articulados, quando sdo formados por
uma série de células (ASCENSAO, 2007), normalmente de duas a quatro (RAMOS, et al.,
2019), que se especializam juntas logo no comeg¢o da sua formagao e podem, ou nao, perder
as paredes terminais (EVERT, 2013; RAMOS, et al., 2019 e TEIXEIRA; MARINHO; LEME,
2020); ou podem ser classificados como nao articulados, quando sdo formados por uma unica
célula (EVERT, 2013). A classificacdo correta do laticifero somente pode ser feita por meio
de estudos ontogénicos, onde as estruturas sdo analisadas desde a sua formagdo até o seu
completo desenvolvimento (DEMARCO; KINOSHITA; CASTRO, 2006 ¢ MARINHO;
TEIXEIRA, 2018). No caso dos laticiferos articulados, quando ha auséncia das paredes
terminais (de forma total ou parcial) nos laticiferos desenvolvidos, estes recebem o nome de
articulados anastomosados (TEIXEIRA; MARINHO; LEME, 2020). J& os laticiferos
articulados que mantém todas as paredes terminais intactas, mesmo apOs 0 seu
desenvolvimento completo, sdo classificados como articulados ndo anastomosados

(MEDINA, et al., 2021). Na familia Asteraceae o tipo mais reportado de laticifero ¢ o
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articulado (ASCENSAO, 2007) anastomosado (FUNK et al., 2009; AGRAWAL; KONNO,
2009 e GUTIERREZ; LUNA, 2013).

Os laticiferos ocorrem geralmente dispersos no cortex e na medula (KAJII;
MORITA; KURODA 2014; MEDINA et al., 2021), mas também podem aparecer associados
ao xilema e ao floema (ASCENSAO, 2007; FUNK et al., 2009; EVERT, 2013; GUTIERREZ;
LUNA, 2013; NAIDOO; NAIDOO; DEWIR, 2020 ¢ MARTINEZ-QUEZADA et al., 2022).
Além disso, os laticiferos podem ser ainda caracterizados como ramificados ou nao
ramificados (TEIXEIRA; MARINHO; LEME, 2020) e ambos os tipos podem apresentar
crescimento intrusivo (DEMARCO; KINOSHITA; CASTRO, 2006; HAGEL; YEUNG;
FACCHINI, 2008; EVERT, 2013 ¢ MARINHO; TEIXEIRA, 2018). Quanto a ramificagao,
esta pode ser de duas formas possiveis, em “Y” e em “H”, ambas surgindo ou ndo por
anastomoses laterais com células ao redor (MARINHO; TEIXEIRA, 2018). Ademais, os
laticiferos podem ser classificados como primarios ou secundarios dependendo da sua origem,
sendo os laticiferos primarios formados a partir dos meristemas (apicais e axilares), e os
secundarios formados a partir de células do cambio (fusiformes ou radiais) (DEMARCO;
CASTRO, 2008).

A respeito da terminologia e classifica¢do dos laticiferos, um dos primeiros estudos
publicado com laticiferos foi o de Grew (1682, citado por MAHLBERG, 1993), entretanto,
aqui o termo utilizado para a estrutura secretora foi “vasos linfaticos”. O termo “laticiferos”
foi posteriormente utilizado em trabalhos de Jackson (1928, citado por MAHLBERG, 1993) ¢
de Esau (1953). O termo “latex”, por sua vez, foi aplicado um pouco antes por Schultz (1839
citado por MAHLBERG, 1993). A classificacdo atualmente utilizada para os laticiferos foi
instituida por Bary (1884, citado por MAHLBERG, 1993). Contudo, antes disso, houveram
outras investigacoes realizadas por pesquisadores como Hartig (1862), Hanstein (1864),
Mayus (1905), entre outros (citados por MAHLBERG, 1993), que também contribuiram para
a elucidagdo do termo e da estrutura. Em 1953, Esau ampliou a descri¢do e acrescentou os
termos de ramificados e anastomosados e ndo anastomosados.

A principal funcao reconhecida para os laticiferos ¢ a producdo de latex que estd
associado com a prote¢do contra herbivora (KONNO, 2011 e RAMOS, et al., 2019). Essa
protecdo pode se dar de diferentes formas: o latex mais viscoso consegue impedir fisicamente
o animal de danificar a planta, enquanto, um latex que apresenta certa toxicidade ou
caracteristicas nao palatadveis evita que o animal volte a atacar a planta (KONNO, 201 e
RAMOS, et al., 2019). Ademais, o latex possui fun¢do de selar ferimentos, impedindo
infecgdes futuras por patégenos na lesio (DEMARCO; CASTRO, 2008 ¢ AGRAWAL;
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KONNO, 2009). Ambas as fungdes estdo fortemente ligadas a constituicdo quimica do latex,
a qual pode variar muito (AGRAWAL; KONNO, 2009; KONNO, 2011 e WAROWICKA;
NAWROT; GOUDZICKA-JOZEFIAK, 2020).

Um dos casos de uso do latex mais conhecidos pela populacdo em geral ¢ o da
producdo de borracha a partir do latex da seringueira, Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss)
Miill. Arg. Tal latex apresenta grande relevancia econdmica no Brasil e no mundo desde o
século XIX, muito antes do entendimento pleno da anatomia dos laticiferos e da constituigao
quimica do seu latex (MING ef al, 2018). Hoje o latex da seringueira, além de ser
reconhecido como uma das principais matérias primas para a produgdo de borracha
(terpenoide que corresponde ao maior constituinte quimico desse latex) (JACOB; D’AUZAC;
PREVOT, 1993), também vem sendo investigado em outras aplicagdes, como no auxilio de
reparagao tecidual (ANDRADE, 2007; ZIMMERMANN, et al., 2008 ¢ ZIMMERMANN, et
al., 2018) entre outras propriedades farmacologicas, dadas as suas caracteristicas antifingicas
(VAN PARIIS, et al., 1991).

Para Asteraceae, ¢ destacada a presenga de terpenoides, compostos fendlicos e
poliacetilenos como caracteristicos para a familia (FUNK ez al., 2009; AGRAWAL; KONNO,
2009; WAROWICKA; NAWROT; GOUDZICKA-JOZEFIAK, 2020 e ROLNIK et al., 2021).
Os terpendides como a borracha, os 6leos essenciais, as oleorresinas, os carotenoides e outros
compostos, sao produzidos pelo metabolismo secundario e sio comumente utilizados na
industria para a produgdo de perfumes, cosméticos ¢ medicamentos (BHARGAVA; PATEL;
DESAI, 2013). Além disso, também sdo estudados pelas a¢des anti-bacterianas, como na
espécie lactescente Taraxacum officinale F. H. Wigg, popularmente conhecida por
dente-de-ledo (DIAZ, et al., 2018 ¢ WAROWICKA; NAWROT; GOUDZICKA-JOZEFIAK,
2020). Outras substancias também sao comumente encontradas em espécies latescentes de
Asteraceae, como os compostos fendlicos (ROLNIK ef al, 2021) e os poliacetilenos
(PEREIRA et al, 1999). Os compostos fenolicos possuem agdes anti-microbiana,
anti-cancerigena, anti-inflamatoria e antifingica, e por essa razao sdo amplamente
reconhecidos no mundo das plantas medicinais, em especial entre Asteraceae
(WAROWICKA; NAWROT; GOUDZICKA-JOZEFIAK, 2020). Exemplo disso ¢ a Lactuca
sativa Linn., espécie lactescente, que apresenta compostos fendlicos do tipo guaianolideo, ou
ainda a L. aculeata Boiss. com compostos fenolicos do tipo germacranolideo, dentre muitas
outras espécies do género com essa composicao (UPADHYAY, 2012 ¢ BAR, et al.,, 2023). Por

fim, acOes antioxidante e anti-inflamatdrias sdo comumente atribuidas aos poliacetilenos
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como na espécie Bidens pilosa L., também lactescente, que ¢ utilizada como planta medicinal
para uma vasta diversidade de enfermidades (BORGES, et al., 2013).

Dessa forma, percebe-se a importancia e a necessidade da investigagdo da presenga
de laticiferos, sua classificagdo e suas constitui¢des quimicas. Assim, o presente estudo
pretendeu fazer uma andlise anatomica e histoquimica em algumas espécies do género
Vernonanthura, em busca de descrever a natureza das estruturas secretoras latescentes em

sistemas caulinares vegetativos e reprodutivos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar e analisar a presenga ou auséncia de laticiferos em sistemas caulinares das
espécies: Vernonanthura discolor (Spreng.) H. Rob., Vernonanthura montevidensis (Spreng.)
H. Rob., e M. Dematt. e Vernonanthura tweediana, cujas amostras foram obtidas de material
fresco; e das espécies Vernonanthura catharinensis (Cabrera) H. Rob. Vernonanthura
nudiflora (Less.) H. Rob. e Vernonanthura puberula (Less.) H. Rob., cujas amostras foram

obtidas de material herborizado.

2.2. Objetivos especificos

a. Investigar a ocorréncia e a natureza da estrutura secretora latescente em caules, folhas
vegetativas e em pétalas das seis espécies acima mencionadas;

b. Confirmando-se a presenca de laticifero, realizar o estudo ontogénico do mesmo, pela
analise de gemas, a fim de verificar o tipo de laticifero presente nas espécies V. discolor, V.
montevidensis e V. tweediana,

c. Confirmando-se a presenca de laticifero, indicar os possiveis grupos quimicos
presentes no latex das espécies (mesmas espécies citadas no item b), através de testes

histoquimicos.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material botanico

3.1.1. Material coletado em campo

Entre os meses de junho a dezembro de 2023 foram coletadas em campo amostras de
trés espécies do género Vernonanthura (V. discolor, V. montevidensis e V. tweediana) (Fig.
2A-C) nos locais de acordo com a Tabela 1. Foram selecionadas amostras das gemas
vegetativas (para as analises ontogénicas), caules (até cerca do décimo nd), folhas jovens
(recém formadas até cerca do décimo no) e das pétalas (de flores em antese) de plantas
adultas provenientes de trés individuos de cada uma das espécies listadas acima. Além disso,
para as trés espécies citadas, foram montadas exsicatas com material testemunho, que estao

sendo depositadas no Herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal de

Santa Catarina (Herbario FLOR).

Tabela 1. Ocorréncia das espécies coletadas em campo.

Espécies

Individuo

Data da coleta

Municipio

Coordenadas geograficas

V. montevidensis

V. discolor

V tweediana

Individuo 1
Individuo 2
Individuo 3
Individuo 1
Individuo 2
Individuo 3
Individuo 1
Individuo 2

Individuo 3

14/10/2023
14/10/2023
14/10/2023
14/10/2023
14/10/2023
14/10/2023
04/10/2022
30/05/2023
18/09/2023

Rancho Queimado
Rancho Queimado
Rancho Queimado
Rancho Queimado
Rancho Queimado
Rancho Queimado
Florianopolis
Florianopolis

Florianopolis

-27.687000,
-27.691833,
-27.687090,
-27.693194,
-27.690083,
-27.690083,
-27.602780,
-27.746388,
-27.603686,

-49.151180
-49.149250
-49.118960
-49.082500
-49.084556
-49.084556
-48.525236
-48.508888

Fonte: dados coletados pelo autor.
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Fig. 2. Individuos coletados em campo.

Fig. 2. Habito das espécies de Vernonanthura. A, V. discolor (Setas delimitando o individuo); B, V.
montevidensis; C, V. tweediana.

Fonte: imagens de autoria propria.

3.2.2. Material Herborizado
Com autorizagdo prévia da curadoria do Herbario FLOR, foram coletados amostras
do caule e pétalas de outras trés espécies do género (V. puberula, V. nudiflora e V.

catharinensis) (Fig. 3), obtidos de maneira ndo destrutiva de duplicatas de materiais

herborizados (Tab. 2).

Tab. 2. Espécies de Vernonanthura depositadas no Herbario FLOR.

Espécies Herbario Coletor N°do coletor | Data da coleta | Codigo de Barras
V. catharinensis| FLOR Reitz, R.; Klein, R.M. 10834 03/03/1961 | FLORO0000421
V. catharinensis| FLOR |Zanin, A.; Longhi-Wagner, H.M.; Souza, M.L. & Rieper, M. 820 07/08/2006 | FLOR0034434
V. nudiflora | FLOR Hassemer, G.N.; Pool, M. 801 26/01/2015 | FLORO0055786
V nudiflora | FLOR Wasum, R. 4970 29/02/2012 [ FLORO0050198
V. puberula | FLOR Dreveck, S.; Carneiro, F.E. 1113 10/10/2009 | FLOR0055508

Fonte: dados de materiais herborizados coletados pelo autor com auxilio do banco de dados Specieslink.
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Fig. 3. Material herborizado.

Fig. 3. A-C, material herborizado depositado no Herbario FLOR. A, exsicata de V. catharinensis
(FLORO0000421); B, exsicata de V. nudiflora (FLOR0055786); e C, exsicata de V. puberula (FLOR0055508).

3.2. Estudos morfoanatomicos

3.2.1. Material coletado em campo
Parte de todo o material foi fixado em formalina neutra tamponada (FNT) de acordo
com Lillie (1948 citado por CLARK 1981) por 24h a 48h submetido a camara de vécuo.
Outra por¢ao do material foi fixado em formaldeido, 4cido acético e alcool etilico 70% (FAA
70%) (JOHANSEN, 1940) por 24h. O periodo no fixador e na bomba de vacuo pode alterar
dependendo do material e como ele se comporta: materiais mais resistentes a penetracao do
fixador precisam de mais tempo na solug@o e no vacuo, neste estudo o tempo foi em média 24
horas para o FAA e cerca de 72 horas o FNT. Apds o periodo, o material fixado com o FNT
foi movido para a geladeira, onde ficou armazenado e¢ o fixado em FAA 70% foi
posteriormente substituido por alcool 70% e mantido em temperatura ambiente. As amostras
fixadas em ambos os fixadores foram divididas para quatro finalidades:
e Inclusdo em historesina de gemas apicais e axilares (V. montevidensis; V.
tweediana)
e Inclusdo em parafina de gemas apicais e axilares (V. tweediana);
e Seccionamento a mao livre com laminas de barbear, em cortes longitudinais e

transversais de segmentos do caule (analise geral e testes histoquimicos);
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e Analise das pétalas por transparéncia para verificar a presenca ou auséncia de
laticiferos;

Para a inclusdo em historesina, o material foi desidratado em série etanolica
crescente (JOHANSEN, 1940), pré-infiltradas em hidroxietilmetacrilato (Leica Historesin®,
Heraeus-Kulzer, Hanau, Germany) e alcool 96% em concentracdo 1:1 e 2:1 respectivamente ,
ambas sob vacuo, por aproximadamente 5 dias. Em seguida, as amostras foram colocadas em
solucdo de infiltracdo (por mais 5 dias). Apds este periodo, as amostras foram emblocadas em
formas proprias com historesina e solugdo de endurecedora (Leica Historesin®,
Heraeus-Kulzer, Hanau, Germany), conforme instru¢des do fabricante. O processo foi feito de
forma lenta, por isso durante esse processo, os moldes foram posicionados em cima de placas
com gelo e em seguida levadas ao congelador e para a geladeira durante aproximadamente
24h cada, favorecendo a penetracdo da solugdo nas células do tecido vegetal. Por fim, as
amostras foram mantidas em temperatura ambiente para finalizar sua polimerizagao.

Para a parafina, o material fixado foi desidratado em séries de alcool terc-butilico.
Em seguida, o material passou para a pré-infiltragdo com o6leo de parafina e parafina na
propor¢do 1:1 e infiltragdo em 4 etapas até parafina pura (JOHANSEN, 1940). Além disso,
todas as etapas foram mantidas na estufa para evitar a cristalizacdo do material.

Seccoes longitudinais das porgdes apicais de ambos os materiais foram feitas com o
auxilio do micrétomo rotativo manual (RM 2125, Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Germany) com navalha de ago. O material em parafina foi seccionado a 16 pm e o
material em historesina em 5 pm. Apos seccionado, o material incluido em historesina foi
corado com azul de astra a 1% por 50 minutos na estufa e safranina 0,25% por 5 minutos
(GERLACH, 1984 adaptado) e montadas em resina sintética Entellan® (Merck®, Darmstadt,
Germany). O material incluido em parafina também foi corado mas com o azul de astra por 40
minutos e a safranina por 1 minuto e montadas em Balsamo do Canada (V. tweediana) entre
lamina e laminula para analise.

As pétalas foram observadas por transparéncia, montadas com agua destilada sob
lamina e laminula. Todas as laminas foram analisadas através do microscopio Olympus no
modelo CX22LEDRFSI1 e fotografadas através da camera do Iphone XS Max (Camera de 12
MP com lente grande-angular de abertura f/1.8). As medidas e escalas foram feitas a partir de
imagens de Lamina Micrometrada obtidas no mesmo equipamento e as edigdes foram

realizadas através do programa Canva.
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3.2.2. Material Herborizado

As amostras passaram pelo processo de reversdo da herborizacdo (SMITH; SMITH,
1942), onde foram: reidratadas em agua destilada fervente, até sua completa submersao e
colocado em solug¢dao de hidroxido de potassio e mantido por 2 horas, para a distensao do
material. As andlises caulinares foram feitas por meio de cortes @ mao livre com o auxilio de
laminas de barbear para montagem de laminas temporarias em agua destilada, e as pétalas
foram observadas por transparéncia, montadas com agua destilada sob lamina e laminula. As
laminas foram analisadas através do microscopio Olympus no modelo CX22LEDRFSI1 e
fotografadas através da camera do Iphone XS Max (Camera de 12 MP com lente

grande-angular de abertura f/1.8).

3.3. Analises histoquimicas
Foram realizados testes histoquimicos a partir de material “in natura” ou fixado no

FNT, cujas amostras foram seccionadas a mao livre para verificagdo dos principais grupos

quimicos presentes na secrecdo latescente:

- Amido, pelo Lugol que coram em roxo escuro a preto (JENSEN, 1962 e VENTRELLA,
etal.,2013);

- Borracha, Oil red que cora as particulas de vermelho (PEARSE, 1968 adaptado por
JAYABALAN; SHAH, 1968 e VENTRELLA, et al., 2013)

- Oleos essenciais, que coram de azul, oleorresinas, que coram de vermelho (quando ha
uma mistura dos dois podem adquirir uma coloragdo purpura), pelo reagente de NADI
(DAVID; CARDE, 1964 ¢ VENTRELLA, et al., 2013);

- Lipidios gerais, que coram em vermelho pelo Sudan IV (JENSEN, 1962 ¢ VENTRELLA,
et al.,, 2013) e de azul a preto pelo Sudan Black (PEARSE, 1980 e VENTRELLA, et al.,
2013);

- Lactonas sesquiterpénicas, que coram de vermelho acastanhado pelo Acido Sulfiirico
(GEISSMAN; GRIFFIN, 1971 e TEIXEIRA, et al., 2021);

- Compostos fenolicos gerais, que coram de marrom a preto pelo Cloreto de ferro III
(JOHANSEN, 1940 ¢ VENTRELLA, et al., 2013);

- Taninos, que coram de vermelho pela Vanilina cloridrica (MACE; HOWELL, 1974 e
VENTRELLA, et al., 2013);

- Alcaldides, que coram de castanho avermelhado pelo reagente de Dittmar (FURR;

MAHLBERG, 1981 e VENTRELLA, et al., 2013);
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Polissacarideos neutros, que coram de rosa pelo Acido Periddico de Schiff (MCMANUS,
1948 e VENTRELLA, et al., 2013);

Pectinas, coram de rosa a vermelho pelo vermelho de ruténio (JOHANSEN, 1940 e
VENTRELLA, et al., 2013);
Proteinas, pelo Azul de Comassie que coram em azul claro (FISCHER, 1968 e

VENTRELLA, et al., 2013) e pelo xylidine ponceau que coram de vermelho (VIDAL,
1970 e VENTRELLA, et al., 2013).
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4. RESULTADOS

4.1. Ontogénese e caracterizacio dos laticiferos

As espécies V. montevidensis e V. tweediana, apresentaram estruturas secretoras
latescentes na forma de laticiferos articulados anastomosados. As células precursoras de
laticiferos foram identificadas desde os primodrdios foliares e no caule recém formado a partir
da gema, sempre em meio ao tecido parenquimatico (Fig. 4A-L). Foi observada a rapida
diferenciagdo das células precursoras dos laticiferos em meio a outras ainda meristematicas.
Ainda no inicio da sua diferenciacdo, as células precursoras de laticiferos apresentam um
protoplasto mais denso, e heterogéneo, maior comprimento e calibre quando comparado as
células ao seu redor que, em grande parte, ainda continuam em atividade meristematica (Fig.
4A-H e K). Os laticiferos originam-se no meristema fundamental, tanto nos primordios
foliares, quanto no caule. Dessa forma, nas duas espécies analisadas (V. tweediana e V.
montevidensis) foram encontrados laticiferos de origem primaria. Nas duas espécies os
laticiferos sdo articulados e anastomosados, ou seja, sdo formados por uma sequéncia de trés
células (Fig. 4A e K) com paredes anticlinais paralelas ou obliquas. Durante a diferenciagao
do laticifero, estas células precursoras unem os seus protoplastos por meio da dissolugdo total
das paredes entre si (Fig. 4C e G), ou seja, ndo resta qualquer resquicio quando os laticiferos
estdo totalmente desenvolvidos (Fig. 4H e I).

Em V. tweediana, entre as trés células laticiferas precursoras, a dissolugdo da parede
celular ocorre primeiramente entre a célula basal e a mediana (Fig. 4C-E) no primordio recém
formado, e posteriormente, entre a célula mediana e a apical do laticifero (Fig. 4F) em
primérdio mais desenvolvido (terceiro primodrdio, correspondente ao terceiro nd). Na
sequéncia observa-se o alongamento dos nucleos (Fig. 4F-H) e a lise de parte desses nucleos,
restando um Unico nucleo no laticifero completamente desenvolvido (Figura 4I). Foi
observado também que os laticiferos mais externos tendem a estar mais desenvolvidos e com
maior comprimento que aqueles presentes no mesmo nd, mas mais proximos do centro (Fig
4H). Os laticiferos posteriormente crescem por meio de alongamento celular e aparente
crescimento intrusivo.

Em V. tweediana, nenhuma parede terminal foi observada a partir do 3° n6 (Fig. 4F).
Por sua vez, em V. montevidensis secgdes longitudinais da gema (Fig. 4K) evidenciam a
presenca de laticiferos, compostos por trés células com paredes integras, nos primordios. Na

regido entre o 5° e 6° no caulinar, ou seja, bem abaixo da gema, ainda sdo observadas paredes
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celulares intactas (Fig. 4L). A partir do 6° n6 caulinar foram observados laticiferos sem
paredes terminais.

Em V. tweediana, ocasionalmente foi observada a presenca de ramificacdes em
formato “Y” (Fig. 4J). Nao foi observada a presenca de nenhuma anastomose lateral em
nenhuma das espécies. Em ambas as espécies, antes mesmo da unido completa das células ja é
possivel observar o armazenamento de secregdes, que ocupam todo o volume celular (Fig.
4E-H). Os nucleos raramente sao observados nos laticiferos desenvolvidos (Fig. 4J), o que
pode decorrer da grande extensdo do laticifero, que ndo ¢ observado na sua total integridade
em uma sec¢ao.

O diadmetro dos laticiferos varia pouco entre V. tweediana e V. montevidensis. No
caule, na regido entre o 8 e o 10° entrends, em que os laticiferos estdo formados e
completamente expandidos, o didmetro varia de 28 um a 30 um em V. tweediana, e de 28 pm

a 32 um em V. montevidensis.



25

Fig. 4. Desenvolvimento dos laticiferos em V. montevidensis e V. tweediana.
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Fig. 4. Cortes longitudinais de apices caulinares de Vernonanthura spp. V. tweediana (A-F). V. montevidensis
(K-L). A-I, ontogénese do laticifero de V. tweediana (A-G laticiferos em destaque com contorno verde); J,
ramifica¢des do laticifero em V. tweediana (asterisco); K, laticifero nos primoérdios foliares de V. montevidensis;
L, parede no laticifero de V. montevidensis; Seta indica células precursoras dos laticiferos nos primoérdios
foliares; cabeca de seta indica parede celular ou resquicio de parede entre células precursoras de laticiferos.



4.2. Histoquimica

Os resultados obtidos nos dos testes histoquimicos realizados nos laticiferos de V.

tweediana e V. montevidensis podem ser observados na Tabela 3 e na Figura 5A-P.

Tab. 3. Resultados dos testes histoquimicos

Testes

Compostos

V. montevidensis

V. nweediana

Acido Sulfirico
Azul brilhante de coemassie
Cloreto de ferro IIT
Lugol
Oil red ou Oil blue
PAs

Reagente Dittmar

Reagente NADI
Sudan Black
Sudan III
Vanilina Cloridrica ou sulfiirica
Vermelho de Ruténio

Xylidine Ponceau

Lactonas sesquiterpénicas
Proteinas
Fenolicos Gerais
Amido
Borracha
Polissacarideos
Alcaloides
Oleos essenciais ou Oleo resinas
Lipideos Gerais
Lipideos Gerais
Taninos
Pectinas

Proteinas

Fonte: dados coletados pelo autor. + indica resultados positivos, - indica resultados negativos.
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Fig. 5. Resultados positivos de testes histoquimicos.
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Fig. 5. Testes histoquimicos com reagdes positivas no latex presente no laticifero (setas) em secgdes transversais
(B, D, F, H, J, L, N, P) e longitudinais (A, C, E, G, I, K, M, O), em Vernonanthura , (A, B, E-H, O, P), V.
tweediana; (C, D, 1I-N), V. montevidensis. A, B, lactonas sesquiterpénicas evidenciadas de laranja; C, D proteinas
evidenciadas de azul; E, F, borracha evidenciada de vermelho; G, H, polissacarideos evidenciados de rosa; I, J
alcaloides evidenciados de marrom acastanhado; K, L, oleoresinas evidenciadas de roxo; M, N, lipidios gerais
evidenciados de preto; O, P, sudan IV, lipidios gerais evidenciados de alaranjado.
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4.3. Presenca, auséncia e distribuicao dos laticiferos

Das seis espécies analisadas, duas ndo apresentaram laticiferos no caule e nas
pétalas, sendo elas: V. discolor e V. puberula (Fig. 6A-D) (Tab. 4). Ja nas espécies V.
catharinensis, V. montevidensis, V. nudiflora e V. tweediana, foi observada a presenca de
laticiferos tanto no caule (Fig. 6 ¢ 7B, D, F e H) quanto nas pétalas (Fig. 7A, C, E e G) (Tab.
4).

Os laticiferos em V. catharinensis, V. montevidensis, e V. nudiflora foram observados
somente no cortex (Fig. 8A-C), enquanto os laticiferos em V. tweediana ocorrem tanto no
cortex quanto na medula (Fig. 8D). Em nenhuma das quatro espécies foram encontrados
laticiferos vinculados aos tecidos vasculares, ou laticiferos secundarios provenientes de
células do cambio. Nas pétalas a presenca de laticiferos se apresentou homogénea por toda a

area, disposto sempre paralelamente ortogonais ao eixo (Fig. 7A, C, E e G).

Fig. 6. Auséncia comparativa de laticiferos.
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Fig. 6. A-B V. discolor. C-D V. puberula. A, pétala de V. discolor,; B, corte transversal do caule de V. discolor; C,

pétala de V. puberula; D, corte transversal do caule de V. puberula.
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Tab. 4. Presenca e classificacdo de laticiferos.

Espécies Presenca de Laticiferos Classificagio
Caule Pétala
V. catharinensis + + Ontogénese nao analisada
V. discolor - - Nio se aplica
V. montevidensis + + Articulado anastomosado
V. nudiflora + + Ontogénese ndo analisada
V. puberula - - Néo se aplica
V. tweediana + + Articulado anastomosado

Tab. 4. + indica resultados positivos, - indica resultados negativos.

Fonte: dados coletados pelo autor.

Fig. 7. Comparativo da presenca em pétalas e caule.

& - 100 !

Fig. 7. Pétalas e cortes longitudinais de Vernonanthura spp. sem corantes ou reagdes. A-B, V. catharinensis; C-D,
V. montevidensis; E-F, V. nudiflora; G-H, V. tweediana; A, C, E, G, pétalas observadas por transparéncia; B, D, F,
H, cortes longitudinais do caule. Setas indicam laticiferos.
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Fig. 8. Comparativo da presenga de laticiferos no caule.

Fig. 8. cortes transversais sem coloragdes ou reagdes de segmentos do caule de Vernomanthura. A, V.
catharinensis;, B, V. montevidensis, C, V. nudiflora; D, V. tweediana;. A-C laticiferos presentes somente no
cortex. D. laticiferos presentes tanto no cortex quanto na medula. Setas indicam os laticiferos.
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5. DISCUSSAO

Assim como o descrito anteriormente em Asteraceae, neste estudo observamos o
padrao de laticiferos articulados anastomosados (ramificado ou ndo) (FUNK et al., 2009;
AGRAWAL; KONNO, 2009 ¢ GUTIERREZ; LUNA, 2013). A anastomose total, ou seja, a
dissolugdo completa das paredes entre as células laticiferas, foi observada em estagios
diferentes de desenvolvimento, dependendo da espécie analisada, estando completamente
desenvolvido ainda na regido da gema em V. tweediana. J4 em V. montevidensis a anastomose
total se d4 em regides mais desenvolvidas, o que estd de acordo com outros resultados
observados anteriormente em Asteraceac por Gutiérrez e Luna (2013) para Microliabum
mulgediifolium (Muschl.) H. Rob., Munnozia hastifolia (Poepp.) H. Rob. e Brettell e
Paranephelius asperifolius (Muschl.) H. Rob. e Brettell.

Nessa investigacdo, na maioria das vezes, em ambas as espécies os laticiferos ja
desenvolvidos (por volta do 10° nd) foram encontrados individualizados no parénquima.
Entretanto, por vezes foi possivel observa-los em duplas e at¢ mesmo em trios. Em nenhum
momento foram observados grupos como os descritos por Gutiérrez e Luna (2013) para as
Asteraceae M. mulgediifolium, M. hastifolia e P. asperifolius. Além disso, nas espécies
avaliadas no presente trabalho os laticiferos ndo se encontram associados ao xilema ou ao
floema, diferentemente de outros estudos que demonstram que a maioria dos laticiferos em
Asteraceae sao comumente encontrados junto ao sistema vascular (VERTREES;
MAHLBERG, 1978; GUTIERREZ; LUNA, 2013; NAIDOO; NAIDOO; DEWIR, 2020 e
MARTINEZ-QUEZADA et al., 2022). Gutiérrez ¢ Luna (2013) também reportaram que a
localizagdo dos laticiferos se déd paralelamente ao sistema vascular. O mesmo ndo ocorre nas
espécies avaliadas de Vernonanthura, onde os laticiferos ocupam o sistema fundamental, seja
o cortex e a medula no caule, ou o mesofilo das folhas e das pétalas.

Outra divergéncia apresentada entre as espécies latescentes de Vernonanthura,
consiste na localizacdo dos laticiferos dentro do caule, a qual pode variar entre espécies,
conforme ja reportado na literatura (DEMARCO; CASTRO; ASCENSAO, 2013 ¢
TEIXEIRA, et al., 2021). Em V. tweediana ¢é possivel observar os laticiferos distribuidos no
cortex e na medula (em menor quantidade), assim como ¢ relatado por Kajii, Morita e Kuroda
(2014) para Ficus carica L. e por Medina ef al. (2021) para espécies de Sapindaceae. Ja em V.
montevidensis, V. nudiflora e V. catharinensis, ¢ possivel notar a presenga de laticiferos
exclusivamente no cortex, assim como relatado por Medina ef al (2021) para outras espécies

de Sapindaceae, o que evidencia que variagdes sdo comuns no mesmo grupo taxondmico. Nas
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espécies avaliadas nesse estudo, o diametro dos laticiferos ndo varia significativamente entre
as espécies ou entre os laticiferos do cortex e da medula, diferente do que foi relatado por
Demarco, Kinoshita e Castro (2006) e Demarco e Castro (2008), para espécies de
Apocynaceae e Asclepiadeae.

Recorrentemente os laticiferos sdo observados em todos os orgdos da planta
(AGRAWAL; KONNO, 2009 e TEIXEIRA, et al., 2021). Aqui, além de serem encontrados
no sistema caulinar vegetativo, que inclui caules e folhas, essas estruturas secretoras também
estavam presentes no sistema caulinar reprodutivo, cujas pétalas foram analisadas. Em V.
catharinensis, V. montevidensis, V. nudiflora e V. tweediana os laticiferos foram observados
tanto em caules, quanto nas pétalas. Ja em V. puberula e V. discolor, que nao apresentaram
laticiferos no caule, essas estruturas também estavam ausentes nas pétalas. Assim, no presente
estudo foi observada uma relacao direta da presenca ou da auséncia dos laticiferos em todo o
sistema caulinar, em todas as espécies aqui analisadas.

Em relacdo as analises histoquimicas, verificamos a presenga de terpenoides no latex
em ambas as espécies analisadas (V. montevidensis e V. tweediana), como ja reportado para a
familia em espécies reconhecidamente latescentes de Asteraceae também apresentam
terpenoides como produto do metabolismo secundario (FUNK et al., 2009; WAROWICKA;
NAWROT; GOUDZICKA-JOZEFIAK, 2020; AGRAWAL; KONNO, 2009 ¢ ROLNIK et al.,
2021). Assim, o latex, que ¢ grandemente variavel na sua constitui¢do, apresenta comumente
em Asteraceae, moléculas terpenoides, como a borracha e as dleo-resinas observadas nesse
estudo, e ja relatados nas tribos Heliantheae, Cichorieae (VAN BEILEN; POIRIER, 2007) e
Eupatoricae (FONSECA et al., 2021). As analises histoquimicas indicaram reagdo positiva
para lactonas sesquiterpénicas apenas em V. tweediana, apesar deste ser um dos compostos
recorrentes para o género (BORKOSKY et al., 1996; PEIXOTO, et al., 2018 e SOSA et al.,
2018). Além disso, ndo foram observadas reacdes positivas para compostos fendlicos nas
Vernonanthura investigadas, cujo grupo quimico ¢ recorrente na familia (ROLNIK et al.,
2021). Entretanto, novas analises, incluindo novos testes poderiam auxiliar na elucidacao
dessa incognita, ja que, usualmente, os compostos fendlicos nem sempre sdo facilmente
evidenciados.

O papel funcional do latex em relagdes da planta com a comunidade ecologica,
podemos assumir que o latex possui papel na protecao contra a herbivora, devido a toxicidade
comumente atribuida aos terpenoides. Além disso, terpenoides como a borracha, além de
auxiliarem no selamento de feridas e evitarem infec¢des, agem na prote¢do mecanica,

formando uma barreira fisica e impedindo que o inseto consiga danificar mais a planta
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(AGRAWAL; KONNO, 2009 ¢ KONNO, 2011). Ja em V. tweediana, observamos a presenca
de lactonas sesquiterpénicas, cuja acdo antiflingica ¢ conhecida, o que também poderia
auxiliar na prevencao de infecgdes apos danos na planta (KONNO, 2011).

A respeito da natureza das estruturas secretoras internas em Vernonieae, Robinson e
Yankowski (2016) documentaram a presenca de ductos para a espécie Vernonanthura
brasiliana (L.) H.Rob. Comparando os resultados obtidos na presente investigagdo com os
registrados por Robinson e Yankowski (2016), sugerimos se tratarem de laticiferos as
estruturas apontadas pelos autores, cuja interpretacdo ¢ dificultada na auséncia de
investigacdes anatdOmicas e ontogenéticas mais aprofundadas. Devido a essa possivel confusao
na identificacdo das estruturas, a presenca de laticiferos para o género Vernonanthura até o
momento ndo havia sido mencionada na literatura, o que torna inéditos os resultados obtidos
aqui. Para Vernonieae, alguns estudos (METCALFE 1967 ¢ MARTINEZ-QUEZADA et al.,
2022) apontam a presenca de laticiferos, embora tal estrutura secretora ainda seja raramente
reconhecida entre aproximadamente 1500 espécies reconhecidas para a tribo (KEELEY;
CANTLEY; GALLAHER, 2021). Metcalfe (1967) foi um dos primeiros autores a relatar a
presenca de laticiferos na tribo, entretanto, o estudo ndo se aprofundou nas suas caracteristicas
anatomicas e histoquimicas. Posteriormente, Robinson (1999) em seu trabalho sobre
Vernonieae menciona que existe a presenca de latex no género, mas que esta presenga ¢ rara.
Mais recentemente, Martinez-Quezada et al. (2022), em um trabalho com diversas tribos de
Asteraceae, relata a presenca de laticiferos, caracterizando-os como articulados e ramificados
com protoplastos densos e de aparéncia granulada, o que estd de acordo, ao menos
parcialmente, com os resultados deste estudo. Ademais, diferentemente do que foi observado
no presente trabalho, os autores relatam que em outros géneros como Pyrrhopappus, Sonchus
e Pinaropappus, os laticiferos estdo sempre associados aos tecidos vasculares, e que estes

podem estar individualizados ou em grupos.
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6. CONCLUSAO

As estruturas secretoras latescentes encontradas em Vernonanthura montevidensis e
V. tweediana sdo laticiferos, o que representa a primeira descricdo dessa estrutura para o
género. Laticiferos também foram observados em V. catharinensis e V. nudiflora, e estavam
ausentes em V. discolor e V. puberula. As naturezas anatdmica e histoquimica dos laticiferos
em Vernonanthura se assemelham ao que esta descrito para o restante da familia, embora a
sua localizacdo nas regides dos oOrgdos varie consideravelmente. Este estudo também pode
auxiliar e subsidiar metodologicamente futuros estudos evolutivos que contribuam no
entendimento da ocorréncia de laticiferos no género, além de indicar o potencial de
bioprospeccao das espécies para desenvolvimento de técnicas e produtos relacionados ao

latex.
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