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RESUMO GERAL

Oliveira, D.M. DESCRIQAO ANATOMICAE H ISTOQUiM ICA FOLIAR DE Jacaranda
Juss. (BIGNONIACEAE): UMA ABORDAGEM COMPARATIVA DOS TRICOMAS
FOLIARES E FLORAIS. 2020. TESE - Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade
Estadual de Sao Paulo “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, Sdo Paulo.

O género Jacaranda Juss. (Bignoniaceae), um representante da tribo Jacarandeae, é constituido
por 47 espécies, das quais 39 sdo endémicas para o Brasil. Este género se destaca dos demais
géneros de Bignoniaceae principalmente por apresentar estaminddio alongado glandular e forte
potencial etnobotanico e fitoquimico em varias espécies ocorrentes no Brasil. Estruturas
secretoras sdo sitios de producdo de substancias bioativas, estudos sobre distribuicéo,
morfologia e organizacdo anatdbmica e sua composicdo quimica podem contribuir para
conhecimento de Jacaranda no &mbito biologico, quimico e farmacoldgico. Neste contexto, o
objetivo deste estudo foi realizar uma descrigcdo anatdmica foliar de 24 espécies de Jacaranda
ressaltando caracteristicas capazes de agrupar espécies e comparar com ambientes de
ocorréncia e evidenciar caracteristicas diagnosticas para as espécies. Dentre elas, também foi
objetivo desse estudo, realizar uma prospecc¢do das estruturas secretoras foliares e florais em
seis espécies associando o morfotipo das glandulas com sua localizagdo, organizacao anatbmica
e as principais classes de compostos produzidos. Para isso, usamos técnicas rotineiras para o
processamento de material herborizado e material coletado fresco para estudos anatomicos,
micromorfoldgicos de superficie, histoquimicos e analises de agrupamento. Caracteristicas
morfolégicas e anatbmicas foliares, tais como, o tamanho, forma, tipo da margem e textura dos
folidlulos, assim como a estrutura da ala e do bordo, bem como o tipo de aparelho estomatico,
morfologia de tricomas, ornamentacéo cuticular, presenca e arranjo de fibras do esclerénquima,
presenca de colénquima na nervura principal, tipo de mesofilo e forma do sistema vascular da
nervura mediana, quando utilizadas em conjunto, podem ser de importancia diagndstica para
algumas espécies. A analise de agrupamento distribuiu as espécies estudadas em cinco grupos,
sendo dois com maior representatividade (onze e oito espécies) apresentando distribuicéo
geografica e caracteristicas muito préximas com relacéo ao espessamento de parede, cuticula e
parénquima paligadico; um grupo menor, com trés espécies, em que a principal caracteristica
responsavel pelo agrupamento foi a cuticula na face abaxial ser mais espessa, e por fim, dois
grupos compostos por espécies isoladas, que se distanciaram dos demais, um devido ao maior
espessamento da cuticula em ambas as superficies foliares e, o outro, pelo maior espessamento
da cuticula na face abaxial e maior espessura do parénquima palicadico. Foram descritos cinco
morfotipos de tricomas glandulares: estipitado, capitado, peltado, cupuliforme e pateliforme.
Terpenos, lipidios totais e proteinas totais foram as principais classes de metabdlitos presentes
nos tricomas glandulares, independentemente da localizacdo dos mesmos. Grande parte das
espeécies tiveram suas caracteristicas anatdmicas foliares e prospeccao dos tricomas glandulares
descritas pela primeira vez nesse trabalho, contribuindo com informagdes para estudos futuros
sobre a evolucdo das caracteristicas foliares, dos tricomas no género e as interagdes das
secreg0es com animais visitantes. Tais informagdes, quando combinadas com dados de
genética, ecologia e taxonomia, entre outros, poderdo contribuir com estudos futuros sobre
farmacologia, biologia reprodutiva e filogenia de Jacaranda. Ademais, o0 conhecimento
aprofundado das estruturas secretoras de Jacaranda traz a possibilidade de desenvolver novas
tecnologias para a exploragdo do potencial farmacoldgico e uso sustentavel de suas espécies.

Palavras chave: Anatomia, Bignoniaceae, tricoma glandular, secrecéo.
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Oliveira, D.M. ANATOMIC AND FOLIAR HISTOCHEMICAL DESCRIPTION OF
Jacaranda Juss. (BIGNONIACEAE): A COMPARATIVE APPROACH TO FOLIAR
AND FLORAL TRICHOMES. 2020. DOCTORAL THESIS - Institute of Biosciences of
Botucatu, State University of Sdo Paulo “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, Sao Paulo.

The genus Jacaranda Juss. (Bignoniaceae), a representative of the Jacarandeae tribe, consists
of 47 species, 39 of which are endemic to Brazil. This genus stands out from the other genera
of Bignoniaceae mainly for presenting elongated glandular staminode and strong
ethnobotanical and phytochemical potential in several species occurring in Brazil. Secretory
structures are sites of production of bioactive substances, studies on distribution, morphology
and anatomical organization and their chemical composition can contribute to Jacaranda
knowledge in the biological, chemical and pharmacological fields. In this context, the objective
of this study was to perform a leaf anatomical description of 24 species of Jacaranda
highlighting characteristics capable of grouping species and comparing with occurrence
environments and highlighting diagnostic characteristics for the species. Among them, it was
also the aim of this study, to prospect for leaf and floral secretory structures in six species
associating the gland morphotype with its location, anatomical organization and the main
classes of compounds produced. For this, we use routine techniques for the processing of
herborized material and fresh collected material for anatomical, surface micromorphological,
histochemical and cluster analysis studies. Leaf morphological and anatomical characteristics,
such as the size, shape, type of margin and texture of the leaflets, as well as the structure of the
wing and edge, as well as the type of stomatal system, trichome morphology, cuticular
ornamentation, presence and arrangement sclerenchyma fibers, presence of collenchyma in the
main vein, type of mesophyll and shape of the vascular system of the median vein, when used
together, may be of diagnostic importance for some species. The cluster analysis distributed the
species studied in five groups, two with greater representativeness (eleven and eight species)
presenting geographic distribution and very close characteristics in relation to wall thickness,
cuticle and palisade parenchyma; a smaller group, with three species, in which the main
characteristic responsible for the grouping was the thicker cuticle on the abaxial face, and
finally, two groups composed of isolated species, which distanced themselves from the others,
one due to the greater thickening of the cuticle on both leaf surfaces and, the other, due to the
greater thickening of the cuticle on the abaxial face and greater thickness of the palisade
parenchyma. Five morphotypes of glandular trichomes have been described: stipulated,
capitulated, pelted, cupuliform and patelliform. Terpenes, total lipids and total proteins were
the main classes of metabolites present in glandular trichomes, regardless of their location. Most
of the species had their leaf anatomical characteristics and prospecting for glandular trichomes
described for the first time in this work, contributing with information for future studies on the
evolution of leaf characteristics, trichomes in the genus and the interactions of secretions with
visiting animals. Such information, when combined with data on genetics, ecology and
taxonomy, among others, may contribute to future studies on Jacaranda pharmacology,
reproductive biology and phylogeny. In addition, the in-depth knowledge of Jacaranda
secretory structures brings the possibility of developing new technologies for the exploration
of the pharmacological potential and sustainable use of its species.

Keywords: Anatomy, Bignoniaceae, glandular trichome, secretion.
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INTRODUCAO GERAL

Bignoniaceae é uma familia de plantas pantropical, predominantemente neotropical,
inclui aproximadamente 82 géneros e 840 espécies de arvores, lianas e arbustos (Gentry 1980;
Judd et al. 1999; Zuntini & Lohmann 2016; Olmstead et al. 2009; Lohmann & Ulloa 2019;
Rasgsac et al. 2019).

O Brasil aporta a maior diversidade de espécies da familia Bignoniaceae com 33 géneros
e 413 espécies, sendo que dessas, 199 espécies sao endémicas (Olmstead et al. 2009; Alcantara
& Lohmann 2010) e ocorrem em florestas Umidas, ou secas, em areas abertas ou afloramentos
rochosos (Lohmann 2004). Suas espécies sdo facilmente reconhecidas pelo porte lenhoso,
folhas opostas, compostas, flores hermafroditas e gamopétalas, com quatro estames férteis e a
presenca de um estaminddio, podendo ser alongado ou reduzido (Lohmann & Ulloa 2019;
Olmstead et al. 2009). Atualmente, Bignoniaceae possui seis tribos monofiléticas (Bignonieae,
Catalpeae, Jacarandeae, Oroxyleae, Tecomeae e Tourrettieae) e dois clados denominados
informalmente de alianca Tabebuia e clado Paleotropical (Olmstead et al. 2009). Alianca
Tabebuia (14 géneros e 147 espécies) e a tribo Jacarandeae (2 géneros e 50 espécies) sao 0s
maiores clados de arvores e arbustos da familia (Lohmann & Ulloa 2019).

A tribo Jacarandeae possui 50 espécies de arvores e arbustos, inclui os géneros
Digomphia Benth e Jacaranda Juss. distribuidos da Guatemala a Argentina (Olmstead et al.
2009) sendo que destas, 39 sdo endémicas do Brasil (Alcantara & Lohmann 2010; Olmstead et
al. 2009). Analises filogenéticas moleculares indicaram que Jacarandeae € a primeira linhagem
a se diferenciar da familia, sendo irmd das demais Bignoniaceae (Spangler & Olmstead 1999;
Olmstead et al. 2009). Recentemente, um estudo filogenético realizado por Ragsac et al. (2019),
subdividiu o género Jacaranda em quatro secdes: (1) Jacaranda secdo Nematopogon, consiste
em trés espécies do género Digomphia e distingue-se morfologicamente do resto do género pela
presenca de estaminddios com apices profundamente divididos e célices espataceos; (2)
Jacaranda secdo Copaia compreende apenas de J. copaia (Aubl.) D.Don. sustentada pela
distribuicdo da espécie e morfologia intermediaria entre as secdo Jacaranda e se¢do Dilobos
como por exemplo os a madeira apresenta raios multiseriados e homocelulares, nas floras as
anteras sdo monotecas e calices cupuliformes; (3) Jacaranda se¢do Jacaranda cuja espécies
apresentam combinacdo de anteras monotecas e um calice campanulado, as vezes
profundamente lobulado e (4) Jacaranda secdo Dilobos a maior secdo cujasespécies
compartilham a presenca de anteras ditecas, estaminddio indiviso e célices cupulares e
persistentes.

O género Jacaranda é caracterizado por apresentar espécies de varios habitos,

possuindo desde grandes arvores, arbustos e subarbustos com espécies xilopodiferas ou nao
11
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(Morawetz 1982; Gentry 1992; Farias 2000; Sampaio 2010). Morfologicamente sdo espécies
que apresentam folhas opostas geralmente bipinadas, por vezes pinadas e raramente simples
(Lohmann & Pirani 1996); flores com célice amplamente campanulado a cupular, truncado a
profundamente partido, geralmente 5-denticulado, e corola tubular-campanulada ou
infundibuliforme, variando da cor violeta ao lilas e de magenta até parpura; as anteras sdo
bitecas, divaricadas com as duas tecas bem desenvolvidas (Jacaranda sec¢do Dilobos) ou com
uma das tecas reduzida (Jacaranda seccdo Monolobos) [ Rasgsac et al. 2019] o estaminddio é
alongado, acima dos estames, &€ conspicuo, colorido, com tricomas glandulosos; o ovario
bicarpelar e bilocular é supero, geralmente achatado, sendo base para o disco nectarifero, que
se apresenta na forma elipsoide ou aneliforme; o fruto é capsular, oblongo a arredondado,
glabro, perpendicularmente comprimido em direcdo ao septo; as valvas sdo glabras ou
lepidotas, coriaceas a lenhosas, podendo as margens serem onduladas ou ndo; as sementes sdo
finas, aladas, membranéaceas, hialinas ou ligeiramente castanhas (Gentry 1992; Farias 2000;
Olmstead et al. 2009).

Considerando que nos ultimos anos aumentaram os estudos para 0 género Jacaranda,
inclusive taxondmicos e filogenéticos (Spangler & Olmstead 1999; Olmstead et al. 2009;
Rasgsac et al. 2019), ainda existe o fato da semelhanca morfoldgica entre algumas espécies de
Jacaranda serem evidente tanto nos caracteres vegetativos quanto reprodutivos, o que dificulta
a delimitacdo especifica (Morawetz 1982; Gentry 1992; Lohmann & Pirani 1996; Farias-Singer
2007). Para melhor compreensdo do grupo, é necessario estudos combinados das estruturas
vegetativas, reprodutivas (Farias 2000) e por vezes o local de ocorréncia (Gentry 1992).

A anatomia foliar pode servir como um indicador seguro para a identificacdo de espécies
(Metcalfe & Chalk 1950; Stace 1965), e pode ajudar a entender os processos fisioldgicos e
adaptativos das plantas, especialmente em ambientes em mudanca (Lindorf 1997; Hiwatika &
Bhat 2002; Herrera et al. 2009). Segundo Carlquist (1961), diferencas em relacdo a algumas
caracteristicas anatdbmicas das folhas, por exemplo, a altura das células epidérmicas e a
profundidade dos estdmatos podem ser causadas pela pressdo ambiental e resultar da adaptacéo
das espécies as variagdes climéaticas. Em toda a familia Bignoniaceae, os caracteres anatdbmicos
foliares significativos para a delimitacdo das espécies incluem estriacdo cuticular, tipos de
estdmatos e tricomas, presenca de pregas peristomais, tipo de sinuosidade das paredes
epidérmicas, presenca de idioblastos, esclerénquima e fibras no mesofilo, presenca de
hipoderme e colénquima (Ogundipe & Wujek 2004; Pereira & Mansano 2008; Silva et al. 2009;
Gonzalez 2013) no entanto, faltam estudos anatdmicos foliares do género Jacaranda. Através
de métodos histoquimicos é possivel localizar diferentes substancias nos estratos teciduais com

base em reacdes quimicas especificas, ou em interacdes macromoleculares de alta afinidade
12
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(Jensen 1962; Pearse 1980). As reacgdes histoquimicas também sdo promovidas com o objetivo
de caracterizar classes gerais de metabdlitos primarios e secundarios auxiliares na identificacdo
das estruturas anatdmicas de plantas com interesse farmacoldgico (Farias 2000).

Os representantes de Bignoniaceae apresentam uma notavel diversidade de estruturas
secretoras presentes em 6Orgdos vegetativos e reprodutivos (Metcalfe & Chalk 1979; Rivera
2000), sendo os tricomas glandulares as estruturas secretoras mais estudadas e seus morfotipos
reportados para 21 generos (Seibert 1948; Mehra & Kulkarni 1989; Machado et al. 1995, 2006;
Mauro et al. 2007; Guimarées et al. 2008; Martins et al. 2008; Zatta et al. 2009; Gonzalez 2013;
Nogueira et al. 2013; Ugbabe et al. 2014; Froes et al. 2015). Estruturas secretoras nos vegetais
compreendem desde células isoladas (idioblastos secretores) ou estruturas multicelulares
(tricomas glandulares) envolvidas na producéo de substancias especificas, muitas delas com
atividades bioldgica, farmacoldgica e medicinal (Fahn 1979; Gachet & Schuhly 2009; Castro
& Machado 2012). A origem ontogenética, localizacao (na superficie da planta ou embutida
nos tecidos), formato e organizacdo anatdbmica incluindo a presenga ou auséncia de
vascularizagdo sdo critérios utilizados para classificar determinada estrutura secretora, bem
como, para a caracterizacdo de diferentes taxa (Fahn 1979; Evert 2006).

As principais estruturas secretoras descritas para Jacaranda sdo 0s tricomas
glandulares, osmoforos e os nectarios (florais e extraflorais), cuja morfologia e distribuicéo
sdo extremamente variaveis no corpo vegetal. Suas secrecfes tém sido relacionadas com
atracdo, defesa e comunicacdo quimica (Pichersky & Gershenzon 2002; Nishida 2002;
Possobom et al. 2015). De um modo geral, compostos quimicos secretados pelos tricomas
glandulares possuem atividade bioldgica diversa, possivelmente como resultado de co-
adaptacdo de plantas e patdgenos, herbivoros, polinizadores e outros organismos.

As espécies deste género também apresentam uma variedade de usos, especialmente na
farmacologia e etnoboténica, pelo potencial bioldgico, quimico e ecologico (Gentry &
Morawetz 1992; Gachet & Schuhly 2009). Apesar do potencial farmacolégico de Jacaranda,
como amplamente ressaltado na revisdo de Gachet & Schuhly (2009) e da importancia dos
tricomas glandulares como fonte de substancias biologicamente ativas (Roschina & Roshchina
1993), estudos associando diversidade morfoanatdmica com distribui¢do topologica e natureza
quimica da secre¢do ainda sdo escassos em representantes de Jacaranda. Sabe-se porém que o
género possui atividades antidepressivas antioxidantes, antimicrobianas, anticancerigenas, anti-
leishmaniais, antiprotozoarias e anti-hipertrigliceridémicas, podendo ser explorado como fonte

potencial de produtos farmacéuticos a base de plantas (Mostafa et al. 2014).

13
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Sendo assim, a presente Tese teve por objetivo principal, realizar uma descricdo
anatdmica foliar de 24 espécies de Jacaranda ressaltando caracteristicas capazes de agrupar
espécies e comparar com ambientes de ocorréncia e evidenciar caracteristicas diagndsticas para
as espécies. Dentre elas, também foi objetivo desse estudo, realizar uma prospecgdo das
estruturas secretoras foliares e florais em seis espécies associando o morfotipo das glandulas
com sua localizacdo, organizacdo anatdmica e as principais classes de compostos produzidos.

A presente tese é composta por dois capitulos com os seguintes titulos:

I: LEAF MORPHOLOGY AND LEAFLET MICROMORPHOLOGY AND
ANATOMY OF Jacaranda Juss. (Jacarandeae, Bignoniaceae) AND THEIR SYSTEMATIC
AND ECOLOGICAL IMPLICATIONS. [Submetido até a data da defesa para a revista
“Plant Systematics and Evolution”, qualis: B1/A3, fator de impacto: 1,34]

Il: CARACTERIZACAO MORFOANATOMICA E HISTOQUIMICA DE
TRICOMAS GLANDULARES DE Jacaranda Juss. (Bignoniaceae). [Em processo de

escolha de periddico.]

14



Pos-graduacao

AVA

AVAVAY
Instituto de u nes w 2 -
Biociéncias N O a n Ica
Unesp Botucatu A

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA U nes p = B o t uca t u
“ULIO DE MESQUITA FILHO"

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alcantara S, Lohmann LG (2010). Evolution of floral morphology and pollination system in
Bignonieae (Bignoniaceae). American Journal of Botany, United States, v. 97, p. 782-
796.

Carlquist S (1961). Comparative plant anatomy. A Guide to Taxonomic and Evolutionar. Holt,
Rinchart and Winston (New York) At Jodrell Lab.

Castro MM, Machado SR (2012). Ceélulas e Tecidos secretores. In: Appezzato-da-Gloria, B,
Carmello-Guerreiro, SM. (eds). Anatomia Vegetal. 3th edn. Vigosa, UFV, pp 179-203.

Evert RF (2013). Anatomia das Plantas de Esau. Trad. Carmen Regina Marcati. Blucher, S&o
Paulo

Fahn A (1979). Secretory tissues in plants. Academic Press Inc., London.

Farias R. Fitogeografia dos géneros Jacaranda Juss. e Tabebuia Gomes ex DC. no bioma
Cerrado. 2000. Dissertacéo (Mestrado em ) - Instituto de Biologia da UnB, Universidade
de Brasilia, Brasilia, Distrito Federal.

Farias-Singer RF (2007). Estudos ontogenéticos de flor e fruto em espécies de Bignoniaceae
com énfase na taxonomia. Tese de Doutorado. Universidade Estadual de Campinas — SP,
Brasil.

Froes FFPDC, Gama TDSS, Feio AC, Demarco D (2015). Estrutura e distribuicdo de tricomas
glandulares em trés espécies de Bignoniaceae. Acta Amazonica, Manaus, v. 45, n. 4, p.
347-354.

Gachet MS, Schihly W (2009). Jacaranda - an ethnopharmacological and phytochemical
review. Journal of Ethnopharmacology, South Africa, v. 121, p. 14-27.

Gentry AH (1980). Anti-pollinators for mass flowering plants? Biotropica, v. 10, n. 1, p. 68-
69.

Gentry AH (1992). Bignoniaceae. Flora Neotropica, Monographs. part Il. Missouri Botanical
Garden, v. 25, n. 2, p. 51-105.

Gonzalez AM (2013). Indumento, nectarios extraflorales y anatomia foliar en Bignoniaceas de
la Argentina. Boletin de la Sociedad Argentina de Botanica, Caba, v. 48, p. 221-245.

Guimaraes E, Di Stasi LC, Maimoni-Rodella RCS (2008). Pollination biology of Jacaranda
oxyphylla with an emphasis on staminode function. Annals of Botany, United Kingdom,
v. 102, p. 699-711.

15



Pos-graduacao

AVA
® o
Instituto de u nes “ 2 -
Biociéncias N O a n Ica
Unesp Botucatu A

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ¢ U nes p = B o t uca t u
“ULIO DE MESQUITA FILHO"

Herrera A, Escala M, Rengifo E (2009). Leaf anatomy changes related to physiological
adaptations to flooding in Amazonian tree species. Brazilian Journal of Plant Physiology,
Rio de Janeiro, v. 21, n. 4, p. 301-308.

Hlwatika CNM, Bhat RB (2002). An ecological interpretation of the difference in leaf anatomy
and its plasticity in contrasting tree species in Orange Kloof, Table Mountain, South
Africa. Annals of Botany, United Kingdom, v. 89, p. 109-114.

Jensen WA (1962). Botanical histochemistry: principles and practice. San Francisco, CA.
Freeman Press

Judd WS, Campbelll CS, Kellog EA, Stevens PF (1999). Plant systematics: a phylogenetic
approach. Sinauer Associates, Sunderland, v. 25, p. 215-216.

Lindorf H (1997). Wood and leaf anatomy in Sessea corymbifl ora from na ecological
perspective. International Association of Wood Anatomists, Netherlands, v. 18, n. 2, p.
157-168

Lohmann LG (2004). Bignoniaceae. In Flowering Plants of the Neotropics (N. Smith, S.A.
Mori, A. Henderson, D. Wm. Stevenson & S. Heald, eds.) Princeton University Press,
Princeton, p. 51-53

Lohmann LG, Pirani JR (1996). Tecomeae (Bignoniaceae) da Cadeia do Espinhaco, Minas
Gerais e Bahia, Brasil. Acta Botanica Brasilica, Mato Grosso, v. 10, p. 103-138.

Lohmann LG, Ulloa C (2019). Bignoniaceae em: iPlants Prototype Checklist. Disponivel em:
http://www.iplants.org, acessado em 03 de outubro de 2019

Machado SR, Gregorio EA, Guimardes E (2006). Ovary peltate trichomes of Zeyheria montana
(Bignoniaceae): developmental ultrastrutucture and secretion in relation to function.
Annals of Botany, United Kingdom, v. 97, p. 357-3609.

Machado SR, DP Barreiro, JF Rocha, TM Rodrigues (2012). Dendroid colleters on vegetative
and reproductive apices in Alibertia sessilis (Rubiaceae) differ in ultrastructure and
secretion. Flora, Germany, v. 207, p. 868— 877.

Machado SR, Gregorio EA, Guerreiro SMC (1995). Ultrastructural aspects of the peltate
glandular trichomes of the gynoecium in Zeyheria digitalis (Vell.) Hoehne
(Bignoniaceae). Revista Brasileira de Botanica, Sdo Paulo, v.18, p. 197-205.

Martins MBG, Castro AA, Cavalheiro AJ (2008). Caracterizacdo anatbmica e quimica de folhas
de Jacaranda puberula (Bignoniaceae) presente na Mata Atlantica. Revista Brasileira de
Farmacognosia, Curitiba, v. 18, p. 600-607.

Mauro C, Pereira MAS, Silva CDP, Missima J, Ohnuki T, Rinaldi RB (2007). Estudo anatbmico

das espécies de cerrado Anemopaegma arvense (Vell.) Stellf. ex de Souza (catuaba),

16



Pos-graduacao

AVA

AVAVAY
Instituto de u nes w 2 -
Biociéncias N O a n Ica
Unesp Botucatu A

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ¢ U nes p = B o t uca t u
“ULIO DE MESQUITA FILHO"

Zeyheria montana Mart.(bolsa-de-pastor) e Jacaranda decurrens Chamisso (caroba)-
Bignoniaceae. Revista Brasileira de Farmacognosia, Curitiba, v 17, p. 262-265.

Mehra KR, Kulkarni AR. (1989). Floral trichomes in some members of Bignoniaceae. Indian
Academy of Sciences (Plant Sciences), v. 99, p. 97-105.

Metcalfe CR, Chalk L (1950). Anatomy of the dicotyledons leaves, stem and wood in relation
to taxonomy with notes one economic uses. 1 ed., 2 v., Clarendon Press, Oxford.

Metcalfe CR, Chalk L (1979). Anatomy of the dicotyledons; systematic anatomy of leaf and
stem, with a brief history of the subject. 2nd ed., v.1, Clarendon Press, Oxford.

Morawetz W (1982). Morphologisch-6kologische Diferenzzierumg, Biologie, Systematik und
Evolotion der neotropischen Gattung Jacaranda (Bignoniaceae). Osterr. Akad. Wiss.
Math - Naturwiss. Denkschr, v. 123, p. 1-184.

Mostafa NM, Eldahshan OA, Singab ANB (2014). The genus Jacaranda (Bignoniaceae): an
updated review. Pharmacognosy Communications, v. 4, n. 3, p. 31-39.

Nishida R (2002). Sequestration of defensive substances from plants by Lepidoptera. Annual
Review of Entomology, Palo Alto-USA, v. 47, p. 57-92.

Nogueira A, Ottra JHLE, Guimardes E, Machado SR, Lohmann LG (2013). Trichome structure
and evolution in Neotropical lianas. Annals of Botany, United Kingdom, v. 112, p. 1331-
1350.

Ogundipe OT, Wujek DE (2004). Foliar anatomy on twelve genera of Bignoniaceae (Lamiales).
Acta Botanica Hungarica, v. 46, p. 337-361.

Olmstead RG, Zjhra ML, Lohmann LG, Grose SO, Eckert AJ (2009). A molecular phylogeny
and classification of Bignoniaceae. American Journal of Botany, United States, v. 96,
p.1731-1743.

Pearse AGE (1980). Histochemistry theoretical and applied. 4th ed.Churchill Livingstone,
Edinburgh.

Pereira PH, Mansano VF (2008). Estudos taxondmicos da tribo Tecomeae (Bignoniaceae) no
Parque Nacional do Itatiaia, Brasil. Rodriguésia, Rio de Janeiro, v. 59, n. 2, p.265-289.

Pichersky E, Gershenzon J (2002). The formation and function of plant volatiles: perfumes for
pollinator attraction and defense. Current Opinion in Plant Biology, v. 5, n. 3, p. 237-243.

Possobom CCF, Guimardes E, Machado SR (2015). Structure and secretion mechanisms of
floral glands in Diplopterys pubipetala (Malpighiaceae), a neotropical species.” Flora,
Germany, v. 211, p. 26-39.

Ragsac AC, Farias-Singer R, Freitas LB, Lohmann LG, Olmstead RG (2019). Phylogeny of the
Neotropical tribe Jacarandeae (Bignoniaceae). American Journal of Botany, United

States, v. 106, p. 1589-1601.
17



AVA . -
. AVAVAY Pos-graduacao

1B UNesp - - Botanica

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA U nes p = B o t uca t u
“ULIO DE MESQUITA FILHO"

Rivera GL (2000). Nectarios extranupciales florales em espécies de Bignoniaceae de Argentina.
Darwiniana: Revista Del Instituto de Botanica Darwinion, San Isidro, v. 16, p.125-126.

Roshchina VV, Roshchina VD (1993). The excretory function of higher plants. Springer-
Verlag, New York.

Sampaio DS (2010). Biologia reprodutiva de espécies de Bignoniaceae ocorrentes no Cerrado
e variagdes no sistema de auto-incompatibilidade. Tese. Universidade Federal de
Uberlandia.

Seibert RJ (1948). The use of glands in a taxonomy consideration of the family Bignoniaceae.
Annals of the Missouri Botanical Garden, St. Louis, v. 35, p. 123-137.

Silva AML, Costa MFB, Leite VG, Rezende AA, Teixeira SP (2009). Anatomia foliar com
implicacdes taxondmicas em espécies de ipés. Hoehnea, So Paulo, v. 36, p. 329-338.

Spangler R, Olmstead R (1999). Phylogenetic analysis of Bignoniaceae based on the cpDNA
gene sequences rbcL and ndhF. Annals of the Missouri Botanical Garden, St. Louis, v.
86, p. 33-46.

Stace CA (1965). Cuticular Studies as an Aid to Plant Taxonomy. London: British Museum,
1965.

Ugbabe GE, Ayodele AE, Kalpana SJ, Okogun JI (2014). Ultrastructure of the leaf surfaces of
the family Bignoniaceae Juss. in Nigeria. Global Journal of Botanical Science, Turquia,
v. 02, p. 47-44.

Zatta DT, Oliveira FNM, Bara MTF, Rezende MH (2009). Morfoanatomia foliar e parametros
de qualidade da Jacaranda decurrens (Bignoniaceae). Latin American Journal of
Pharmacy, Buenos Aires, v. 28, p. 358-365.

Zuntini AR, Lohmann LG. Levantamento e distribuicdo das Bignoniaceae na Reserva Natural
Vale. In: Rolim SG, Menezes LFT, Srbek-Araujo AC. (org.). Floresta Atlantica de
Tabuleiro: Diversidade e endemismos na Reserva Natural VVale. Belo Horizonte: Rona,
2016, p 259- 268.

18



AVA . -
. i Pos-graduacaoA
Instituto de u n es “ 0
Biociéncias ' otanica
Unesp Botucatu 2
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA Unes p - Botucatu
“JULIO DE MESQUITA FILHO"

Capitulo I: LEAF MORPHOLOGY AND LEAFLET MICROMORPHOLOGY AND
ANATOMY OF Jacaranda Juss. (Jacarandeae, Bignoniaceae) AND THEIR SYSTEMATIC
AND ECOLOGICAL IMPLICATIONS. [Submetido & “Plant Systematics and Evolution”,

qualis: B1/A3, fator de impacto: 1,34]
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Leaf morphology and leaflet micromorphology and anatomy of Jacaranda Juss.
(Jacarandeae, Bignoniaceae) and their systematic and ecological implications

Daiane Maia de Oliveira”; Elza Guimaraes?; Silvia Rodrigues Machado?*

1 UNESP, Sio Paulo State University, Institute of Biosciences (I1B), Graduation Program in
Biological Sciences (Botany), Botucatu city, 18618-970, S&o Paulo state, Brazil.

2 S&o Paulo State University (UNESP), Institute of Biosciences (IB), 18618-970, Botucatu City,
Séo Paulo State, Brazil. daianemaia2l@gmail.com

ABSTRACT

Jacaranda Juss. (Bignoniaceae) is widely used in ethnobotany and pharmacology, but the
morphological similarity among some species makes it difficult to define specific limits. Using
routine methods in light and scanning electron microscopies we described the leaf morphology,
and leaflet micromorphology and anatomy of 24 Jacaranda species from savanna and forest.
The size, shape, type of margin and texture of the leaflets, as well as the winged leaf blade
structure and margin, stomatal apparatus type, trichomes morphology, cuticle ornamentation,
presence and arrangement of fibers, presence of collenchyma in the median vein, mesophyll
type and shape of the vascular system when taken all together showed diagnostic importance
for some species. The presence of a homogeneous mesophyll, tetracytic stomatal apparatus and
sunken stomata are novelty for the genus. Cluster analysis showed five groups of species, being
that two of them concentrated the vast majority of species with similar geographical
distribution, highly similar thickness of the cell wall, of the cuticle and of the palisade
parenchyma. A smaller group (three species) was clustered mainly due to a thicker cuticle on
the abaxial surface, and finally two isolated species, one associated to a thicker cuticle on both
abaxial and adaxial surfaces, and another associated to a thicker cuticle only on the abaxial
surface and to a thicker palisade parenchyma. Although these anatomical features are sensitive
to environmental variations, we identified diagnostic and shared traits among species
associating them with the vegetation types in which the species occur. Our results partially

correlate with the group's phylogeny.

Keywords: Bignoniaceae, forest, Jacaranda, leaflet anatomy, leaflet micromorphology,

Savanna.
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INTRODUCTION

The tribe Jacarandeae (Bignoniaceae) with 55 species of trees and shrubs includes the
genus Digomphia Benth. (with three species) and Jacaranda Juss. (with 47 species) has a
strictly Neotropical distribution (Olmstead et al. 2009). Molecular phylogenetic analyses have
indicated that Jacarandeae is the most basal tribe in the family, and is a sister group to the other
Bignoniaceae (Spangler and Olmstead 1999; Olmstead et al. 2009).

Jacaranda species are found in tropical and subtropical regions of the Latin America
and the Caribbean, but are mainly native to Brazil (36 endemic species), occurring in a diverse
range of environments including savannic and forest ecosystems (Morawetz 1982; Gentry and
Morawetz 1992; Lohmann and Ulloa 2019).

A recent phylogenetic study using chloroplasts and nuclear markers carried out by
Ragsac et al. (2019), suggested a division for the genus Jacaranda into four sections, which
are: (1) Jacaranda section Nematopogon, species previously included in Digomphia and joined
by divided staminodal apexes and spatial chalices; (2) Jacaranda section Copaia, species with
monothecate anthers and cupular chalices; (3) Jacaranda section Jacaranda, species with
monotecal anthers and bell-shaped chalices; and (4) Jacaranda section Dilobos, species with
dithecate anthers and cupular chalices, including more than half of the species of the genus, all
restricted to Brazil.

Jacaranda species are medium- to large-sized trees, shrubs and subshrubs with or
without xylopodia, characterized by opposed leaves usually bi-pinnate, occasionally pinnate
and rarely simple; flowers with corolla blue or blue-purple to magenta, staminode elongate,
exceeding the stamens, a calyx short and broadly campanulate to cupular, and fruit oblong,
flattened, perpendicular to the septum (Morawetz 1982; Gentry and Morawetz 1992; Farias
2000). Some species can be used as ornamental plants, due to their showy flowers, especially
in urban spaces and parks; they can also be used for wood harvest and construction, due to their
durability and cellulose; besides, the Jacaranda genus has been widely used in ethnobotany and
pharmacology (Oliveira et al. 2003, Gachet and Schuhly 2009; Rahmatullah et al. 2010;
Mostafa et al. 2014). Extracts of different Jacaranda species possess a wide range of
pharmacological activities, such as antioxidant antidepressant, antimicrobial, anticancer, anti-
leishmanial, antiprotozoal, hypotensive and anti-hypertriglyceridemic activities, and it could be
exploited as a potential source for plant-based pharmaceutical products (Mostafa et al. 2014).
However, the morphological similarity among some Jacaranda species is remarkable either in
vegetative or reproductive organs, which make difficult to delimit species boundaries
(Morawetz 1982; Gentry and Morawetz 1992; Lohmann and Pirani 1996; Singer 2007).
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Leaf anatomy may serve as a safe proxy for species identification (Metcalfe and Chalk
1950; Stace 1965), and it may help to understand plant physiological and adaptive processes,
especially in changing environments (Lindorf 1997; Hlwatika and Bhat 2002; Herrera et al.
2009). According to Carlquist (1961), differences concerning to some leaf anatomical features,
for example, the height of epidermal cells and the depth of stomata could be caused by
environmental pressure and result from species adaptation to climate variances. Across the
Bignoniaceae family, leaf anatomical characters which are significant for species delimitation
include cuticular striation, stomata and trichomes types, presence of peristomal folds, type of
sinuosity of epidermal walls, presence of sclerenchymatous idioblasts and fibers in the
mesophyll, presence of hypodermis and collenchyma (Ogundipe and Wujek 2004; Pereira and
Mansano 2008; Silva et al. 2009; Gonzalez 2013). However, anatomical study of the genus
Jacaranda is lacking.

Therefore, one can ask the extent to which the phenotypic similarity of Jacaranda
species will be visible in anatomical and micromorphological leaf characteristics. Can these
leaflets features be taxonomically useful? To what extent would the micromorphological and
anatomical characteristics associated with the environment? And finally, the differences at that
level correspond with the phylogeny of the group?

The goals of this study was to describe the leaflet micromorphology and anatomy of 24
Jacaranda taxa from savanna and forest ecosystems, aiming to (1) provide new diagnostic
features for their characterization and to determine characters of systematic importance; (2) to
supply new data that can be linked with environmental adjustment; and (3) to analyse to what

extent the differentiation of micromorphological and anatomical features corresponds with the
group’s phylogeny.
MATERIAL AND METHODS

This study was performed with the leaves of herbarium specimens of 24 Jacaranda
species, which procedence and habit are described in Table 1. For morphological and
anatomical analysis we took the median leaflet from completely expanded leaves of three
individuals of every species. The accepted names were confirmed on the Database of the
Missouri Botanical Garden http://www.mobot.org/ and Tropicos. Family classification follows
the APG 1V (2016), accordingly to the established by the Missouri Botanical Garden.
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Organography

We described the shape, margin and leaf blade texture of each species. We cut the
median region of the leaf blade with a razor blade and drew a diagram of the secondary leaflets
under a stereomicroscope Olympus SZ61.The subscripted numbers throughout the text
correspond to the species as listed on Table 1. We analysed shrubs and trees (Table 1).

Leaf surface micromorphology

To study the surface of the secondary leaflets, herbarium leaflet samples (adaxial and
abaxial surfaces) were glued with colloidal silver onto stubs and then covered with gold
(Bozzola and Russel 1992). Image documentation was performed under a scanning electron

microscope - Quanta 200 - FEI Company, at 20kv.

Anatomy

Median secondary leaflets were rehydrated in the stilled water and glycerin at 50%,
immersed in KOH solution and fixed in FAAso (Formaldehyde, acetic acid and alcohol at 50%).
Then, samples obtained from the median third of the secondary leaflet were dehydrated in
ethylic series and included in glycol metacrylate (Historesin, Leica Instruments ®). Transversal
sections (5um of thickness), obtained with a semiautomatic rotary microtome (Leica
Biosystems RM2245 — Wetzlar/Germany), were stained in toluidine blue at 0,05%, pH 4,7
(O’Brien et al. 1964) and assembled in acrylic resin (Entellan®, Microscopy, Karlsruhe,
Alemanha). We observed and documented the leaves seccion under a light microscope
(Olympus BX41) coupled to a digital camera (Olympus C7070). The analysis of the epidermis
frontal view was performed by the Jeffrey’s method of diaphanization (nitric acid at 10% and

chromic acid at 10%, at the proportion 1:1).

Cluster analysis

We performed a quantitative analysis in ten transversal sections of secondary leaflets’
blades from three herbarium specimens and measured the dimension of the following traits with
the software Anati Quant 2® UFV (Aguiar et al. 2007): (1) cuticle; (2) external periclinal wall;
(3) epidermal cell; (4) mesophyll; (5) palisade parenchyma; (6) spongy parenchyma (Table 2).

We used cluster analysis based on k-means in the R environment (R Core Team 2019).
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Table I — Information of the study Jacaranda Juss. species and respective origin of the collected material and the newly phylogenetic subdivision
made by Ragsac et al. (2019) by Jacaranda Juss. BHCB: Herbarium of the Department of Botany, Federal University of Minas Gerais; BOTU:
Herbarium Irina Delanova Gemtchujnicov, Sdo Paulo state University; HRCH: Herbarium of Rio Claro, Sdo Paulo state University; VIC: Herbarium
of the Federal University of Vigosa.

Species Herbarium Secéo Habit Local of occurence
1 J. acutifolia Bonpl BHCB 21249, 58230; VIC 25453 Jacaranda se¢do Monolobos Tree Cerrado (lato sensu),
2 J. brasiliana (Lam.) Pers. BHCB148060; BOTU 4177; HRCB 33614 Jacaranda se(;éo Monolobos Tree Cerrado (lato sensu),
3 J.campinae AH.Gentry & Morawetz HRCB 6684 Jacaranda se¢do Dilobos Shrub Amazon savanna
4 J. caroba (Vvell.) DC BOTU 23866, 32539, 7804 Jacaranda segéo Dilobos Shrub Cerrado (lato sensu)
5 J. copaia (Aubl.) D.Don HRCB 64102 Jacaranda se¢éo copaia Tree Rainforest
6 J. cuspidifolia Mart. BHCB 161997, 34052; BOTU 30076 Jacaranda segé_o Monolobos Tree Cerrado (lato sensu)
7 J. decurrens Cham. BHCB 169516; BOTU 10542; 4166 Jacaranda segé_o Monolobos Shrub Cerrado (lato sensu)
8 J. duckei Vattimo VIC 21657 not analyzed Tree Rainforest
9  J.irwinii AH.Gentry BHCB 39849; VIC 27465 Jacaranda secao Dilobos Shrub Cerrado (lato sensu)
10  J. jasminoides (Thunb.) Sandwith BHCB 78002, 21719; VIC 21420 Jacaranda secao Dilobos Shrub Caatinga
11  J. macrantha Cham. BHCB 41929; HRCB 36662; VIC 18500 not analyzed Tree Rainforest
12 J. micrantha Cham. BOTU 1437; BHCB 177904, VIC 7683 Jacaranda secao Dilobos Tree Rainforest
13 J. mimosifolia D.Don BHCB 169323, 21532, BOTU 22859 not ana|yzed Tree Cerrado
14 J. montana Morawetz HRCB 21661; VIC 29427 Jacaranda se¢do Dilobos Tree Cerrado
15 J. mutabilis Hassl. HRCB 49992 Jacaranda secdo Dilobos Tree Cerrado (lato sensu)
16 J. obovata Cham. BHCB 92922; HRCB 41840 Jacaranda se(;éo Dilobos Shrub White-sand coastal forest
17 J. oxyphylla Cham. BOTU 4173, 25862, 13821 Jacaranda segéo Dilobos Shrub Cerrado (lato sensu)
18  J. paucifoliolata Mart. ex A. DC. BHCB 58223, 56278; HRCB 27966 Jacaranda se¢do Dilobos shrub Rocky fields
19  J. praetermissa Sandwith HRCB 53748 Jacaranda secdo Monolobos Shrub Cerrado (lato sensu)
20  J. puberula Cham. BOTU 26486, 32542; BHCB 25778 Jacaranda secio Dilobos Tree Rainforest
21 J. pulcherrima Morawetz BHCB 24687, 40711; HRCB 41157 not analyzed Tree Cerrado
22 J. racemosa Cham. BHCB 144581; BOTU 18407; HRCB 31141 Jacaranda secdo Dilobos Shrub Cerrado
23 J. rufa Silva Manso BHCB 58233; BOTU 21763, 13819 Jacaranda segéo Dilobos Shrub Cerrado (lato sensu)
24 J. ulei Bureau & K.Schum. BHCB 120735; BOTU 30235; HRCB 56059 Jacaranda se(;é_o Dilobos Shrub Cerrado (lato sensu)
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RESULTS
Organography

The secondary leaflets of the study species vary in size, shape, margin type and leaf
blade texture [Table 2]. Regarding size, we can divide the secondary leaflets in three categories:
small (0,6 to 2,4cm), found in species 1,2, 4,6, 7, 10, 13,14,15, 17, 19, 21, 22 and 24; Medium (3,5 to 5,5 cm),
found in species 3,5, 9, 12, 16, 18 and 20; and, large (6 to 10,5 cm), found in species s, 11, and 23.
Regarding the secondary leaflets shape, they vary among elliptic ¢, s, 10, 11, 12, 14, 15, 21 and 22),
lanceolate (1, 4, 6 and 17), lin€ar (7 and 24), cuneate (2 and 13), OLtUSE (20, falcate (s), spatulate (16), Ovate
@8) and obcordate (The secondary leaflets present entire margins, with the exception of species
15, 20 and 23, which present dentate margins. Leaf texture is predominantly membranous, whit

the exception of shrub species (7, 9, 16 and 18), Which present coriaceous leaves.

The secondary leaflet is variable regarding blade margin, when observed in transversal
sections, allowing the delimitation of seven groups: 1) small slightly curved leaf blade wing
[Fig. 1a] with straight margin 2, 13and 21); 2) straight small leaf blade wings [Fig. 1b] with straight
margin (1, s, 14 and 15); 3) upward arched leaf blade wings in relation to the median vein in the
shape of a “V”’ [Fig. 1C] 4, 17and 22); 4) arched leaf blade wings in the shape of a single “Q” [Fig.
1d] with slightly revolute margins (7, 19and 24); 5) elongated straight leaf blad wings [Fig. 1e] with
straight margin (s, 11 and 20); 6) slightly curved elongated leaf blade wings [Fig. 1f] with revolute
margins (3 and 16); and 7) arched leaf blade wings in the shape of multiple “Q” in each vein [Fig.

1g] with revolute margin (, 9, 10, 12, 18 and 23).
Surface micromorphology and anatomy

In frontal view, the anticlinal walls of the common epidermal cell of the adaxial surface
are highly sinuous in the majority of Jacaranda species [Fig. 2a, d, €], with the exception of
species that present polygonal anticlinal cell walls [Fig. 2b] (3, 5,9and 24) Or slightly undulate [Fig.
2¢] 2, 16,17,18 and 19). The cuticle in the adaxial [Fig. 2a-d] surface can be smooth [Fig. 2¢j, 2,3, 4,
6,9, 12, 13, 14, 17, 19, 20, 21, 22, 23 and 24), Striate [Fig. 2d] . 7, 10, 11, 15 and 18) O Wrinkled (8). In a frontal
view, the abaxial cuticle [Fig. 2e-i] can be smooth [Fig. 2f] (4,9, 12, 16, 19, 20, 21, 22 and 24), Striate [Fig.
2€] (3,7,8, 10, 11, 14, 15, 17 and 18) OF Wrinkled [Fig. 20] (1, 5 and 23); however, some species may present
deposition of flocculent epicuticular wax [Fig. 2h] ) and pleated cuticle [Fig. 2i] ¢ and13). In a
whereas the thin cuticles present < 8 um of thickness [Fig. 3b] 3,6, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,

21,22 and 23)-
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Table 1I: Anatomical traits evaluated in Jacaranda Juss. species. Valuaes are expressed as mean + sd (um).

adaCUT (adaxial cuticle); abaCUT (abaxial cuticle); abaTEW (thickening of the abaxial epidermal wall); adaTEW (thickening of the
adaxial epidermal wall); adaEP (adaxial epidermis); abaEP (abaxial epidermis); PP (palisade parenchyma); SP (spongy parenchyma).

Species adaCuUT abaCuUT adaTEW abaTEW adaEP abaEP PP SP

1 J. acutifolia 19,00 £ 2,06 13,54 + 3,67 34,22 + 4,46 20,72 £2,19 73,42 £ 3,29 57,63 £ 3,56 87,95 +4,07 278,41 + 24,01
2 J.brasiliana 5,14 +1,07 1,39 £0,34 15,49 +3,87 7,02 +1,61 15,27 + 3,56 17,10 £1,45 109,20 +18,09 134,38 +32,89
3 J.campinae 10,73 £ 0,84 6,86 + 1,38 19,28 + 0,89 10,86 +£1,23 45,21 + 3,54 38,55 + 3,37 117,03 +19,41 267,26 + 36,68
4 J.caroba 10,72 £ 2,00 9,46 £1,16 12,28 +2,45 11,59 £2,10 29,05 + 4,89 33,43 +3,32 135,48 + 27,84 190,51 + 36,58
5 J.copaia 12,82 £1,83 20,62 +1,71 6,32 £ 0,99 2,46 £1,10 45,46 + 3,26 23,04 +4,02 184,83 + 30,12 53,41 + 8,88
6 J.cuspidifolia 574+ 154 1,19+ 0,34 11,37+ 2,07 1,66 + 0,40 27,48 £ 3,85 8,57 £ 2,06 73,33+ 6,19 77,99 = 5,05
7  J.decurrens 13,79 + 2,23 7,85+ 154 6,88 + 1,28 2,56+ 1,25 15,41 + 3,47 13,69 £ 3,26 18,69 + 2,07 166,14 + 25,25
8  J.duckei 13,94 + 3,36 11,95+ 3,42 12,09+ 2,86 3,37+ 1,77 30,11 + 3,07 27,06 £ 5,05 84,07 + 6,31 66,44 + 9,80
9 J.irwinii 13,99 + 2,66 11,32 + 2,30 3,13+1,23 2,62 +1,03 62,73 £12,32 8,02 + 3,78 42,34 +8,71 37,00 +9,01
10 J. jasminoides 5,08 +1,72 6,64 + 1,86 6,33+1,71 5,28 +£1,62 31,31+6,24 16,29 + 2,82 72,90 12,57 133,12 £ 20,78
11 J. macrantha 7,89 + 2,62 9,61+ 3,27 8,71+ 3,13 8,21+ 3,21 47,31+ 9,81 2856+ 12,32 112,12 + 22,50 140,59 + 36,49
12 J. micrantha 23,74 + 8,38 7,44 £2,79 17,03 £5,63 17,30 + 8,95 106,15+ 26,65 55,99 £17,05 242,89 + 89,66 179,42 £ 42,25
13 J. mimosifolia 9,66 + 2,35 7,04+ 2,63 15,72 + 4,86 2,72 + 1,06 29,13 + 13,65 19,28 + 6,64 87,61+ 23,08 136,64 + 34,59
14 J. montana 4,28 +2,01 8,89 + 3,09 13,88 £5,52 7,87 £3,01 28,46 + 8,42 25,62 £12,70 120,21 + 34,18 150,35 + 43,62
15 J. mutabilis 2,74 +1,87 5,84 +1,38 13,32 £5,73 10,83 + 4,89 15,89 + 13,49 17,11 +491 101,20 + 23,12 156,70 £ 75,91
16 J. obovata 6,89 + 2,19 6,92 £ 2,38 5,23 + 3,15 3,72+£1,95 34,44 + 14,58 42,15 + 17,86 112,48 + 35,05 261,19 + 94,42
17 J. oxyphylla 3,83+£1,67 8,56 + 3,27 8,50 + 2,92 5,29 £ 2,06 26,42 £ 13,44 28,07 £ 18,13 123,24 + 52,41 176,71 +£71,83
18 J. paucifoliolata 6,64 + 3,00 1,92 +1,35 10,90 £ 2,31 4,77 £2,58 37,22 £ 23,09 26,81 + 31,45 82,18 £ 27,51 112,78 + 26,56
19 J. praetermissa 5,02 + 2,36 3,84+141 1,96 +1,32 0,99 £ 0,98 20,99 + 13,02 13,97 £6,49 175,83 £ 87,01 0,00

20 J. puberula 5,25+ 2,75 2,87+1,88 8,38 +4,10 6,17 £ 2,43 25,96 £ 11,42 25,55 £ 17,47 71,30 £ 24,27 127,07 £ 36,37
21 J. pulcherrima 4,99 £ 2,26 6,17 £2,72 3,73 +£2,04 2,89+1,75 14,20 £ 4,47 22,73 +8,61 50,35 + 17,60 92,85 + 25,58
22 J. racemosa 1,98 +1,02 2,79 +1,42 2,66 +1,84 0,78 £0,93 16,53 £ 5,27 16,11 + 3,56 70,50 43,21 175,21 £ 47,32
23  J.rufa 6,65 +2,76 6,18 +2,72 5,05 +1,87 1,80 £1,29 26,73 £13,05 5,69 +2,29 73,30 +13,26 102,01 £22,24
24 J. ulei 17,68 + 4,06 2,85 + 1,50 10,64 + 4,33 6,36 + 4,01 53,64 + 35,82 1493 + 522 127,25 + 58,26 168,76 + 78,73
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In a transversal section, the epidermal cells are rectangular, sometimes presenting a
thickened external periclinal wall in the adaxial surface [Fig. 3b, 4a, c, e-h] (2, 6,8, 13and 18), OF IN
both epidermal surfaces (1,4, 12, 14, 15 and 24). The leaves can present glaba (2, 3,6,7, 16, 17 and 22) OF With
a garment formed by glandular or non-glandular trichomes with variable occurrences and
characteristics. Some species present uniseriate non-glandular trichomes [Fig. 3e] only in the
adaxial surface, ranging from rare occurrence (13 and 14) to abundant (1 ana 4) [Fig. 3h], being denser
at the secondary leaflet median vein region. Stellate non-glandular trichomes occur only in the
adaxial leaf surfasse in a tree species [Fig. 3f], and multicelular uniseriate trichomes occur only
in a shrub species 1g, [Fig. 3g], the other species presented uniseriate, unicellular non-glandular
trichomes, in both leaf surfaces, regardless of their habit.

Glandular trichomes of different types occur throughout the whole surface of the leaf
blades in every study species. They can be peltate [Fig. 3i-myj, 2,3, 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23 and 24), Patelliform [Fig. 3n-r, u] (1, 2, 3,5, 7, 13, 14, 16, 18, 20, 21, 22, 23 and 24), Scalelike
[Fig. 3s] (6, 9, 10, 11 and 12) @and rosulate [Fig. 3t] (15). Peltate trichomes present short peduncle cell
with thick anticlinal walls and four to eight secretory cells that constitute the trichomes’ head
[Fig. 3i-m]. They occur completely sunken in epidermal depressions [Fig. 3k], partially sunken
in the epidermis [Fig. 3l], at the same level as the common epidermal cells [Fig. 3j, m], in
intervein areas and on veins. Scale-like type trichomes present short stalk and secretory cells
radially distributed, in a frontal view [Fig. 3t]. Patelliform trichome, observed in most
Jacaranda species, may present reduced stalk or not, uniseriate and multicellular stalk with
irregularly-sized cells and palisade secretory head cells in one or more layers, forming a ring of
juxtaposed cells in frontal view [Fig. 3n-r,u]. The rosulate trichome presents two piramidal
basal cells, multicellular stalk and multicellular head, with elongated cell arranged in a circle.
These glands were observed solely on the abaxial surface of the leaves of species 15 [Fig. 3t].

The size of the epidermal common cells may differ between the leaf surfaces of the same
species and among other species as well, and their sizes are shown in Table 2. In one species,
the epidermal cells in the adaxial surface are smaller than in the abaxial surface (19, in other
species, the epidermal cells in the adaxial surface are 1,1 to 1,4x larger than in the abaxial
surface [Fig. 4d-1, j] @ 3,7,8,13, 14and 18); 1,5 t0 2X [Fig. 4b] (5, 10,11,12 and 19), 2,1 t0 3,9X (6 and 24), and
even 4 to 7x larger than in the abaxial surface, or the epidermal cells can present the same size
in both surfaces [Fig. 4a, h, 1, K] 2, 4, 15,16, 17, 20 and 22).

Leaves are hypostomatic, with mainly anomocytic stomatal apparatus [Fig. 3c], and
occasionally tetracytic [Fig. 3d] (6. Stomata can be grouped in intervein spaces (, 4,5, 6, 12, 13, 14,

15, 18 and 22) OF they can be randomly distributed along the entire epidermal surface (1, 2,7,8, 9, 10, 11,
27
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16, 17, 19, 20, 21, 23 and 24). IN SOMe species, stomata are in the same level as the common epidermal
cellsq, 2,3, 4,6, 9, 10, 11, 15, 17, 20 and 22); in Other, they are elevated (s, 7, 8, 12, 13, 14, 16, 19, 21, 23 and 24), and
they are sunken only in species 1g [Fig. 4j].

The mesophyll is mainly dorsiventral [Fig. 4a, b, d, €], however, it can also be
isobilateral [Fig. 49] (14 and 17y and homogeneous (19). Mesophyll varies from less than 100 um
up to 500 um thick (Table 2). Palisade parenchyma is mainly composed by a layer of cells, but
in some species, it can be composed by two [Fig. 4j] (14,17, 18, 23 and 24) OF even three layers [Fig.
4b] (5). Spongy parenchyma can present two layers [Fig. 49] (14 and 17), three to four [Fig. 4a,
e, N] (1,2 4 8 10,11, 15, 18, 19, 20, 21 and 24) OF €ven five or more cell layers [Fig. 4b, d, f-1, K] 3,5,7, 9, 12,
13, 15, 16, 22 and 23). WWe observed ample intercellular spaces in approximately 50% of the study
transversal view, spongy parenchyma can be thinner or similar to the palisade parenchyma [Fig.
4c, €] (s, 6,8 9and 12), SPONQY parenchyma can present 1,1 to 1,4 times the thickness of the palisade
parenchyma [Fig. 4a, f, g, j1 @ 4, 11, 14, 17, 18, 22, 23 and 24), 1,5 t0 2 times thicker [Fig. 4b, h] (10, 13, 15,
20and 21), OF even 2,1 to 3 times thicker than the palisade parenchyma [Fig. 4d, i, K] (1, 3,7, 16 and 22).
The raw values of parenchyma thickness are shown in Table 2.

Median vein shape in transversal sections varies from concave-convex [Fig. 5a-d, f-k,
m, 0, P] 1,2,3,4,6,7,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22, 23 and 24) 10 plano-convex [Fig. 5e, I, n] (, 8, 16 and
18). The central vascular system can present itself as a concentric bundle (1-3, 5, 6, 12, 19, 20, 24) @
semi-closed arch (@, 7, 11 and 220 Or an almost flat arch (s, o, 10, 13, 14, 15 16, 17, 18, 21 and 23).
Sclerenchymatous fibres can surround the whole bundle [Fig. 5a, b, €, f] (1, 2, 5, 6 and 19), Can be
distributed in caps in both sides of the bundle [Fig. 5¢c, d, g, Kk, I, m, n, p] 3, 4,7, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18
and 22), ONly in the abaxial surface [Fig. 5], 0] (11, 20 and 24), ONly in the adaxial surface [Fig. 5h] (9),
or they can be absent [Fig. 5i] (s, 10, 21 and 23). Vascular bundle sheaths can be sclerenchymatous
[Fig. 5b, d, g, k, n, p] 2,4, 7, 13, 18, 19 and 22) OF parenchymatous [Fig. 5a, i, |, 0] (1, 8, 10, 14, 15, 17, 20, 21,
23 and 24). The bundles with smaller calibers are arranged in the median portion along the
19, 20, 22, 23 and 24) With collenchymatous sheath extensions (1, 2,3, 4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19,20, 21,22, 23 and 24). Pericyclic fibres occur in the majority of the study species, with the exception

of species 15, 19, 21 and 23. Rhomboid calcium oxalate crystals occur in the endodermis of species
20 [Fig. 41].
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Cluster analysis

We can see the separation of two large species cluster, one smaller one and two isolated
species [Table 2, 3, Fig. 6 Fig. 7a-f]. The first group comprises 11 Species 2,6, 7, 10, 13, 18, 19, 20, 21,
22 and 23) [Fig. 7b], the second one comprises eight species (3, 4, 11, 14, 15, 16, 17 and 24) [Fig. 7¢], with
the smallest traits in general, but with thicker cuticle, cell walls and parenchyma. The third
group comprised three species (s, s and 9), With thicker cuticle in the abaxial surface of the leaves
[Fig. 7d]. Moreover, the two isolated species were Jacaranda acutifolia Bonpl., which presents
different cuticle thickness in each leaf surface [Fig. 7e]; and Jacaranda micrantha Cham., for
which the thickness of the cuticle in the adaxial surface and the thickness of the palisade

parenchyma were the main sources of separation from the other species [Fig. 7f].
DISCUSSION

The leaf morphology, anatomy and micromorphology of the leaflet of 24 species of
Jacaranda Juss. were described and compared, for the first time, in order to determine their
taxonomic and ecological implications. The morphological leaf features from the study species,
such as the size, shape, type of margin and texture of the secondary leaflets, the winged leaf
blade structure, associated to its margin and indumentum, when analysed together can act as
diagnostic traits for the identification of some species, as reported for other Bignoniaceae
species (Ogundipe and Wujek 2004).

The micromorphological characters in frontal view of leaflets are important in
identification of the taxa. We found peltate, patelliform, scale-like, and rosulate trichomes in
the study Jacaranda species, which were already described for other Bignoniaceae species,
being the first two types of trichomes common to every Bignoniaceae taxa, while the latter two
types, are novelties for Jacaranda. The patelliform glandular trichomes observed in fourteen
species studied, with representatives of all cluters, can be considered extrafloral nectaries,
according to their morphology, cellular organization and nature of their secretion. (Elias and
Newcombe 1979; Galetto 1995; Riviera 2000; Bittencourt Jr and Semir 2006; Gonzalez 2013;
Nogueira et al. 2013; Scudeller 2014; Ugbabe et al. 2014). These nectaries are more common
in the abaxial surface of the secondary leaflets and are completely sunken into the epidermis in
these species (1,2, 3,5, 7,13, 14, 16, 18, 20, 21, 22, 23 and 24), Which can represent protection against abiotic
factor that could modify nectar features, such as rain and evaporations. The presence of
extrafloral nectaries in Bignoniaceae has been associated to its adaptive success and to its anti-
herbivory defense (Lohmann et al. 2008; Martins et al. 2008; Rivera 2000; Nogueira et al.
2013).
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Figure 1. Diagram showing the type of secondary leaflet leaf blade wing and blade margin
from Jacaranda Juss. species: a small slightly curved leaf blade wing with straight margin. b
straight small leaf blade wing with straight margin. ¢ upward arched leaf blade wing i wing in
the shape n relation to the median vein in the shape of a “V” with straight margin. d arched leaf
blade of a single “Q” with slightly revolute margins. e slightly curved elongated leaf blade wing
with revolute margins. f curved wing with elongated blade and margin slightly curved. g arched
leaf blade wing in the shape of multiple “Q” in each vein with revolute margin. Scale bar 1cm
(a-0)
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Figure 2. Frontal epidermal view of Jacaranda Juss. species: a-f Adaxial surface. g-i Abaxial
surface; a-c: LM; d-i SEM. a J. puberula. b J. ulei. ¢ J. obovata. d J macranta. e J. montana. f
J. micranta. g J. rufa. h J. cuspidifolia. i J. mimosifolia. Arrow: stomata. LM: Light

Microscopy; SEM: Scanning Electron Microscopy.
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Figure 3. Leaf indumentum from Jacaranda Juss. species: a-t ML; u-x SEM. a, p J. decurrens.
b, r J. brasiliana. ¢,n J. puberula. d, 0 J. obovata. e J. ulei. f, u, x J. copaia. g J. paucifoliolata.
h, j J. praetermissa. | J. campinae. m J. jasminoide. s J. cuspidifolia. t J. mutabilis. v J.
macrantha. ab abaxial surface. ad adaxial surface. cut cuticle. ep thickened anticline cell wall.
esc squamiform trichome. est stomata. pa patelliform trichome. pe peltate trichome. pp
palisade parenchyma. ro rosulate trichome. te stellatte trichome. tt tector trichome. LM: Light
Microscopy; SEM: Scanning Electron Microscopy.
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Figure 4. Tranverse sections from the secondary leaflet blade from Jacaranda Juss. species: a
J. brasiliana. b J. copaia. ¢ J. cuspidifolia. d J. decurrens. e, | J. duckei. f J. mimosifolia. g J.
montana. h J. mutabilis. i J. obovata. j J. paucifoliolata. k J. racemosa. | J. campinae. cut
cuticle. ct crystal. ep thickened anticline cell wall. est stomata. pp palisade parenchyma. sp
spongy parenchyma.
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Figure 5. Diagram showing the vascular system organization of leaflet median vein from
Jacaranda Juss. species: a J. acutifolia. b J. brasiliana, J. praetermissa. ¢ J. campinae, J.
micrantha. d J. racemosa. e J. copaia. f J. cuspidifolia. g J. decurrens. h J. irwinii. i J. duckel,
J. jasminoides, J. pulcherrima, J. rufa. j J. macranta. k J. mimosifolia. | J. montana, J.
mutabilis, J. oxyphylla. m J. obovata. n J. paucifoliolata. o J. puberula, J. ulei. p J. caroba.
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Cuticle thickness in the abaxial secondary leaflet surface was the main trait that grouped
the species that constitute the third cluster, Jacaranda duckei Vattimo, Jacaranda copaia
var.copaia (Aubl.)D.Don e Jacaranda irwinii A.H.Gentry (Fig. 7d). Most of these species
occur in savanna ecosystems, as cerrado, caatinga and campo rupestre vegetation (Cole 1986),
with the exception of J. copaia var. copaia, which occurs in lowland tropical rain forests, being
one of the most common tree species in the Amazon (Ragsac et al. 2019; Scotii Saintagne et al.
2013).

A thick cuticle is a xeromorphic characteristic (Esau 1977) and reflects the pressures
imposed by the environments where these species occur. In fact, J. irwinii, who had the thickest
cuticles on both surfaces of the secondary leaflets (Table 1), occurs in rocky field vegetation,
where there are constant winds and extreme temperature variations, with hot days and cold
nights, generally with altitudes above 900 meters (Zappi et al. 2003).

Although the nature and thickness of the cuticle, the presence and pattern of epicuticular
wax deposition are genetically controlled, environmental pressures also plays an important role
in shaping these characteristics (Pallardy 1981). Temperature, relative humidity and wind speed
are the main environmental factors that can directly or indirectly influence the formation of the
cuticle (Esau 1977; Dickison 2000). In fact, anatomical studies of Leguminosae species from
different sites within the same forest showed that cuticle thickness is a trait with high plasticity
(Hlwatika and Bhat 2002). The observed differences regarding the cuticular pattern of the
abaxial surface of the secondary leaflets in Jacaranda species, such as the wrinkled (J.
acutifolia), pleated (Jacaranda brasiliana (Lam.) Pers.) and flocculent aspects (Jacaranda
cuspidifolia Mart), cannot be used to differentiate Jacaranda species, as the pattern of cuticle
ornamentation shows high plasticity, being influenced by radiation, wind speed and the
chemical composition of the soil (Metcalfe and Chalk 1983; Shepherd and Griffiths 2006).

From the 24 study species, J. acutifolia presented thick cellular wall in both abaxial and
adaxial leaf surfaces [Fig.6, Fig.7a, €]. This species occurs naturally in Andean valleys in
central and north Peru [Fig. 7e], in dry environments, with low temperature and high altitude,
from 1000 to 2300 m (Bussmann and Sharon 2006; Lohmann and Ulloa 2019). Environmental
factors can induce a stronger degree of xeromorphic characteristics in mesomorphic species, or
it can intensify xeromorphic characteristics in xerophitic species, as for example low
temperatures, which can lead to a stronger expression of xeromorphic characteristics than low
humidity itself (Juniper and Jeffree 1983). Ecotypic and xeromorphic traits, such as cell wall

thickness, may present a certain degree of plasticity; however, they are genetically fixed (Esau
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1977), which may explain why the traits presented by J. acutifolia, even after being introduced
in Brazil, still present traits that match its origin.

Jacaranda micrantha showed a thicker cuticle on the adaxial surface and palisade
parenchyma thicker than the other species, which led to the separation of another cluster [Table
3, Fig. 7a, f]. Such characteristics are observed in species that occur in savanna ecosystems,
where thickening of the cuticle on the adaxial surface increases the resistance to water loss by
the leaf surface (Ferreira et al. 2015). However, the species is found in semi deciduous and
tropical forests, where there is no severe water deficit, and up to 850 m in altitude. This conflict
was also discussed in the work of Biindchen et al. (2015) and concluded that in addition to the
morphological characteristics, it is important to consider the functional attributes related to the
life history of the species, since these attributes interact with the environment, forming different
combinations of characteristics, which enables plant species to survive (Hallik et al. 2009).

The mesophyll organization is directly influenced by the balance between carbon
assimilation and water loss, light, temperature, soil and humidity (Givinish and Vermeij 1976;
Larcher 2000). Mesophyll thickness, especially a palisade parenchyma with more layers usually
occurs in species from environments subjected to more intense radiation (Vogelmann et al.
1996, Cao 2000), which was not expected for this species as forest understories receive less
intense radiation and diffuse light.

The study Jacaranda species leaves are hipostomatic, mainly with anomocitic stomatal
apparatus, as reported for other Bignoniaceae species (Silva et al. 2009). However, the presence
of tetracitic stomata in Jacaranda obovata Cham. constitutes a novelty for the genus as well as
for the family. Taking into account the stomata position in relation to common epidermal cells,
levelled stomata or elevate stomata, are considered diagnostic traits in Bignoniaceae (Ogundipe
and Wujek 2004). However, the occurrence of both types was observed in the vast majority of
Jacaranda species, with the exception of Jacaranda paucifoliolata Mart. Ex. A. DC., which
presented sunken stomata in the abaxial surface. It is noteworthy that the stomatal position in
relation to other epidermal cells, usually, represents adaptations to specific environmental
pressures, being that sunken stomata is a xeromorphic trait found in plants that occur in dry
environments, which coincides with the site where this species was collected, in rocky fields at
Serra do Cip6 — MG. On the other hand, risen stomata are considered a hydromorphic trait
usually found in environments with water abundance and high air humid, whereas the presence
of levelled stomata constitutes a mesophormic trait, typical in plants that occur in environments

with good water availability (Esau 1977).
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Jacaranda secondary leaflets are mainly dorsiventral, as has been reported for other
Bignoniaceae species (Silva et al. 2009). Only Jacaranda montana Morawetz and Jacaranda
oxyphylla Cham. present an isobilateral mesophyll, and Jacaranda praetermissa Sandwith
presents an homogeneous one. This variation in mesophyll type (dorsiventral, isobilateral and
homogeneous), observed in Jacaranda species, contradicts the described in Metcalfe and Chalk
(1950), that all Bignoniaceae species present dorsiventral secondary leaflets and only Kigelia
species present isobilateral species. Isobilateral mesophyll is also reported for Handroanthus
and Tabebuia species (Silva et al. 2009). Thus, the presence of a homogeneous isobilateral
mesophyll is a novelty in Jacaranda, being a novelty for the family.

The median vein in the study species leaves is concave-convex in shape, protruded in
the abaxial surface with mainly concentric vascular system. Some studies show that the shape
or the vascular system in some Melastomataceae is intimately related to vein dimensions, which
means that plane, rounded or arched vascular bundles determine little protuberant veins
(Keating 1984; Reis et al. 2005). Jacaranda species did not corroborate this relation, since we
found almost plane vascular bundles in concave-convex veins. The configuration of the
vascular arch is a trait of importance for taxonomy, as reported by Solereder (1908), Howard
(1979), Khatijah et al. (1992), Costa et al. (1995), and Cardoso and Sajo (2004).

The higher development of the sclerenchyma associated with the vascular systems is a
trait typically related to xeric environments (Esal and Morretes 1974; Fahn 1990). In the
present study, we did not observe this relation, since we found species without sclerenchyma
in the median vein in xeric environments, and we found species that present well-developed
sclerenchyma in the median vein in mesic environments, such as J. copaia.

Based on studies for other Bignoniaceae taxa (Stace 1965; Ogundipe and Wujek 2004),
the variation of some anatomic leaf traits of Jacaranda species can be considered as traits with
high taxonomic value, such as the type of stomata and trichomes, the sinuosity of the anticlinal
cell wall, cuticle ornamentation, the presence of sclerenchyma fibers and the presence of
collenchyma in the nervures, the type of mesophyll and the shape of the vascular system in the
median vein. Although these anatomical particularities in the leaves showcase the variation
among the study species, and thus can be used as diagnostic traits for species identification,
their use as such should be done with care, since leaves are organs with high plasticity and that
react with higher intensity to environmental changes, such as humidity, light incidence, water
deficit, nutrient deficit and temperature (Carlquist 1961; Esau 1977). Thus, it is important to
understand the plasticity of anatomical traits in relation to the individual, the species or the
group of taxa in relation to the environment (Carlquist 1961; Joffily and Vieira 2005). In fact,

some leaf traits, as the sinuosity of the anticlinal cell walls, stomata position and the degree of
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differentiation of the mesophyll are strongly influenced by the environment (Metcalfe and
Chalk 1979; Esau 1977). On the other hand, a study with Hibiscus (Malvaceae) species showed
that the common epidermal cell shape is genetically fixed, not an expression lead by
environmental variation (Rocha and Neves 2000), which according to the authors constitutes a
good diagnostic trait. Another study with 13 Celastraceae species showed that the sinuosity of
the anticlinal cell walls remained constant, regardless of the site where the plants were collected
(Gomes et al. 2005). The percentage of palisade parenchyma, the presence/ absence of
hypodermis, the occurrence of an extension of the sheath of the vascular bundle and the shape
and position of the vascular system of the median vein can be used to differentiate subgenus of
Myrtoideae (Cardoso 2009), whereas the shape of the common epidermal cells and the shape
of the median vein are diagnostic traits for Myrtaceae species (Gomes et al. 2009).

In the present study, we analyzed 24 from the 47 species comprised by Jacaranda genus
(Olmstead et al. 2009), amounting to a considerable representation of the genus. Therefore, we
suggest that the morphological and anatomical traits compiled here are robust to understand the
genus as a whole. It is noteworthy that the leaf anatomy variation observed in Jacaranda species
may partially explain the broad distribution of this genus in a range of Brazilian
phytogeographical domains [Fig. 7a], which may enable these species to easily survive in a
plethora of environmental conditions (Wang et al. 2007; Fraser et al. 2008; Sanches et al. 2009).

The results obtained from the micromorphological and anatomical studies of the
Jacaranda species were used for the analysis of clusters, subsidizing the taxonomic treatment
of the genus. Although the anatomical features are sensitive to environmental variations, we
identified diagnostic and shared traits among species associating them with the vegetation types
in which the species occur. However, the results of these studies partially correlate with the
group's phylogeny (Ragsac et al. 2019). For example, the species identified as belonging to the
new Jacaranda division, section Jacaranda (Monolobos) were grouped with other species in
the first group, except J. acutifolia, which is a species of isolated group. The second cluster, on
the other hand, exclusively brought together species from the Jacaranda division, section
Dilobos, one of the largest clades presented by Ragsac et al. (2019). The lack of resolution in
this section suggests that the group is experiencing rapid changes (Ragsac et al. 2019). It is also
important to highlight that J. copaia presented a greater metric distance from the analyzed
species (Fig. 6), even statistically together with J. duckei and J. irwini forming the third cluster.
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Figure 6. Graphical representation of the clusters formed for Jacaranda Juss. Color: light blue:
first cluster; green: Second cluster; red: third cluster; dark blue: fourth species; black: fifth

isolated species.
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Table I1: List of clusters of the analyzed species and the newly phylogenetic
subdivision made by Ragsac et al. (2019) by Jacaranda Juss.

Species name Custers Secéo

J. brasiliana Cluster 1 Jacaranda se¢do Jacaranda (Monolobos)
J. cuspidifolia Cluster 1 Jacaranda se¢do Jacaranda (Monolobos)
J. decurrens Cluster 1 Jacaranda se¢do Jacaranda (Monolobos)
J. jasminoides Cluster 1 Jacaranda se¢do Dilobos

J. mimosifolia Cluster 1 not analyzed

J. paucifoliolata Cluster 1 Jacaranda secéo Dilobos

J. praetermissa Cluster 1 Jacaranda secéo Jacaranda (Monolobos)
J. puberula Cluster 1 Jacaranda secéo Dilobos

J. pulcherrima Cluster 1 not analyzed

J. racemosa Cluster 1 Jacaranda se¢do Dilobos

J. rufa Silva Cluster 1 Jacaranda se¢do Dilobos

J. campinae Cluster 2 Jacaranda se¢do Dilobos

J. caroba Cluster 2 Jacaranda secéo Dilobos

J. macrantha Cluster 2 not analyzed

J. montana Cluster 2 Jacaranda se¢éo Dilobos

J. mutabilis Cluster 2 Jacaranda se¢édo Dilobos

J. obovata Cluster 2 Jacaranda se¢do Dilobos

J. oxyphylla Cluster 2 Jacaranda se¢do Dilobos

J. ulei Cluster 2 Jacaranda se¢do Dilobos

J. copaia Cluster 3 Jacaranda se¢do Copaia

J.duckei Cluster 3 not analyzed

J. irwinii Cluster 3 Jacaranda se¢éo Dilobos

J. acutifolia Cluster 4  Jacaranda se¢do Jacaranda (Monolobos)

J. micrantha Cluster 5  Jacaranda se¢do Dilobos
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Caracterizacdo morfoanatdmica e histoquimica de tricomas glandulares de Jacaranda

juss. (Bignoniaceae)

RESUMO

Bignoniaceae se caracteriza por apresentar diversidade de estruturas secretoras em
Orgdos vegetativos e reprodutivos. A relevancia dos tricomas glandulares em estudos
taxonémicos, ecoldgicos e evolutivos é bem estabelecida para alguns representantes desta
familia, exceto Jacaranda Juss. Este género se destaca pelo potencial farmacolégico e quimico
de suas espécies. O principal objetivo deste trabalho foi identificar e classificar os tricomas
glandulares presentes nas pecas florais e nos folidlulos de seis espécies de Jacaranda,
observando a morfologia, funcdo e distribuicdo. Foram utilizaas tecnicas em morfologia,
anatomia, micromorfologia de superficie e de histoquimica vegetal. Foram descritos cinco
morfotipos de tricomas glandulares: estipitado, capitado, peltado, cupular e pateliforme. A
distribuicdo desses morfotipos nao se limitou aos 6rgdos e espécies. Terpenos, lipideos totais e
proteinas totais foram as principais classes de metabolitos presentes nos tricomas glandulares,
independente da localizagdo dos mesmos. Tricoma estipitado foi observado nas pétalas de todas
as espeécies, exceto em J. rufa. Tricoma capitado ocorreu no pedinculo de J. brasiliana e na
pétala de J. cuspidifolia, J. oxyphylla e J. rufa. Tricoma peltado ocorreu no limbo foliolular de
todas as espécies analisadas. Tricoma cupular ocorreu nos folidlulos de J. brasiliana, J.
cuspidifolia e J. decurrens. O tricoma pateliforme foi observado nos foliolulos de J. brasiliana
e J. oxyphylla e na sépalas de J. cuspidifolia. Os morfotipos estipitados e capitados ocorreram
conjuntamente na base dos estames e no estaminddio de todas as seis espécies analisadas. As
principais classes de metabdlitos detectadas nos tricomas glandulares de Jacaranda foram:
terpenos, lipideos, alcaldides e proteinas. A importancia bioldgica, quimica e farmacolégica

desses componentes é discutida.

Palavras chave: Bignoniaceae, Jacaranda, tricomas glandulares
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ABSTRACT

Bignoniaceae is characterized by its diversity of secretory structures in vegetative and
reproductive organs. The relevance of glandular trichomes in taxonomic, ecological and
evolutionary studies is well established for some representatives of this family, except
Jacaranda Juss. This genus stands out for the pharmacological and chemical potential of its
species. The main objective of this work was to identify and classify the glandular trichomes
present in the floral pieces and in the leaflets of six Jacaranda species, observing the
morphology, function and distribution. Techniques were used in morphology, anatomy, surface
micromorphology and plant histochemistry. Five morphotypes of glandular trichomes have
been described: stipulated, capitulated, pelted, cupular and patelliform. The distribution of these
morphotypes was not limited to organs and species. Terpenes, total lipids and total proteins
were the main classes of metabolites present in glandular trichomes, regardless of their location.
Stipulated trichome was observed on the petals of all species, except for J. rufa. Capitate
trichome occurred on the peduncle of J. brasiliana and on the petal of J. cuspidifolia, J.
oxyphylla and J. rufa. Peltated trichome occurred in the leaflet of all analyzed species. Cupular
trichome occurred in the leaflets of J. brasiliana, J. cuspidifolia and J. decurrens. The
patelliform trichome was observed in the leaflets of J. brasiliana and J. oxyphylla and in the
sepals of J. cuspidifolia. The stipulated and capitulated morphotypes occurred jointly at the
base of the stamens and on the staminode of all six species analyzed. The main classes of
metabolites detected in Jacaranda's glandular trichomes were: terpenes, lipids, alkaloids and
proteins. The biological, chemical and pharmacological importance of these components is

discussed.

Keywords: Bignoniaceae, Jacaranda, glandular trichomes
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INTRODUCAO

Bignoniaceae Juss. € uma familia constituida por sete tribos, com 840 espécies
agrupadas em 82 géneros distribuidas predominantemente em regies neotropicais, inclui
arvores, arbustos, lianas e raramente ervas (Judd et al. 1999; Olmstead et al. 2009; Rasgsac et
al. 2019). Os representantes desta familia apresentam uma notavel diversidade de estruturas
secretoras presentes em 0Orgdos vegetativos e reprodutivos (Metcalfe & Chalk 1979; Rivera
2000a), sendo os tricomas glandulares as estruturas mais estudadas (Seibert1948; Mehra &
Kulkarni 1989; Machado et al. 1995, 2006; Mauro et al. 2007; Guimarées et al. 2008; Martins
et al. 2008; Zatta et al. 2009; Gonzalez 2013; Nogueira et al. 2013; Ugbabe et al. 2014).

Tricomas glandulares dos tipos peltado, estipitado e pateliforme/ cupular foram
reportados em 21 géneros de Bignoniaceae e desempenham papel importante na caracterizacdo
morfolégica desta familia, mesmo em plantas no estado vegetativo (Nogueira et al. 2013; Froes
et al. 2015). Embora as estruturas secretoras de Bignoniaceae, especialmente os tricomas
glandulares, tenham sido objeto de estudos diversos (Subramanian & Inamdar 1989; Rivera
2000 a,b; Nogueiraetal. 2012, 2013; Gonzéales 2013; Frées et al. 2015), pouco se conhece sobre
a morfologia e distribuicdo dessas estruturas na tribo Jacarandeae.

Jacaranda Juss., um importante representante da tribo Jacarandeae (Olmstead et al.
2009; Rasgsac et al. 2019), se destaca pelo potencial bioldgico, quimico e etnofarmacolégico
de suas espécies (Gachet & Schiihly 2009). Este género possui 47 espécies distribuidas desde
o sul do México até o norte da Argentina (Gentry & Morawetz 1992; Lohmann & Ulloa 2019;
Farias 2000; Silva-Castro 2017; Ragsac et al. 2019). E um grupo monofilético considerado
grupo irm&o das demais espécies de Bignoniaceae (Olmstead et al. 2009; Spangler & Olmstead
1999; Ragsac et al. 2019), e se distingue dos demais géneros de Bignoniaceae por possuir
estaminddio alongado e glandular, folhas compostas bipinadas, raramente simples, e frutos
grandes, deiscentes, oblongos a circulares ou elipticos, achatados perpendicularmente ao septo
(Gentry & Morawetz 1992). Os representantes de Jacaranda sdo encontrados em diferentes
ecossistemas e com diversos habitos, arvores de grande porte em florestas tropicais ou
subarbustos xilopodiais, tipicos do Cerrado (Sampaio 2010). As espécies deste género também
apresentam uma variedade de usos, especialmente na farmacologia e etnobotéanica (Gentry &
Morawetz 1992; Gachet & Schuhly 2009).

Apesar do potencial farmacoldgico de Jacaranda, como amplamente ressaltado na
revisao de Gachet & Schuhly (2009) e da importancia dos tricomas glandulares como fonte de
substancias biologicamente ativas, estudos associando diversidade morfoanatdmica com

distribuicdo topologica e natureza quimica da secrecdo ainda so escassos em representantes de

49



AVA . -
. AVAVAY Pés-graduagéo

Instituto de unes w e -
, otanica
Unesp Botucatu A

e oA T Unesp - Botucatu

Jacaranda. A literatura mostra que os estudos das estruturas secretoras em Jacaranda séo
geralmente restritos a um determinado 6rgdo, ou a um tipo de estrutura de uma determinada
espécie (Tabela 1). Além disso, nota-se que tricomas glandulares morfologicamente
semelhantes recebem nomes distintos pelos diferentes autores (Seibert 1948; Elias &
Newcombe 1979; Vatimo 1980, 1984; Martins et al. 2008; Zatta et al. 2009; Santos 2013; Froes
et al. 2015; Torres et al. 2019), o que dificulta a realizacdo de estudos comparativos dentro do
género e da familia Bignoniaceae.

O objetivo deste estudo foi inventariar os tricomas glandulares presentes nas pecas florais
e nos foliolulos de espécies de Jacaranda, bem como analisar suas caracteristicas morfoldgicas
e histoquimicas, buscando responder as seguintes perguntas: (1). Ha diversidade secretoras no
género? (2) O mesmo morfotipo de tricoma glandular pode ser encontrado nas pegas florais e
no folidlulo? (3) Quais as principais classes de metabdlitos secretados por cada morfotipo de
tricoma glandular? (4) Um mesmo morfotipo de tricoma glandular produz as mesmas classes

de substéncias nos folidlulos e nas pegas florais?

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e area de coleta

Amostras de folhas jovens e flores em antese foram coletadas de exemplares de
Jacaranda brasiliana, J. caroba, J. cuspidifolia, J. decurrens, J. oxyphylla e J. rufa em
perimetro urbano e em fragmentos de vegetacdo nativa/ antropizada no interior do estados de
Sao Paulo e Minas Gerais, conforme descrito na Tabela I. As coletas foram realizadas em 2016,
2017 e 2018, sempre entre setembro e janeiro, periodo que corresponde a floracdo das espécies.
Os materiais testemunhos foram depositados no Herbéario Irina Delanova Gemtchujnicov
(BOTU) do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de

Botucatu, Brasil.

Analises anatdmicas e histoquimicas

Para o estudo anatémico, regido mediana das pecas florais (pedunculo, sépala, pétala,
estames [base do filete], estaminddio) e folidlulo (pedicelo, limbo folidlular), foram fixados em
FNT (formalina neutra tamponada) por 48 horas. Posteriormente, estocados em etanol 70%
(Johansen 1940). A seguir, as amostras foram desidratadas em serie etandlica e incluidas em 2-
hidroxietil-metacrilato (Historesin, Leica, Heidelberg, Alemanha). Seccbes transversais e
longitudinais (3 um de espessura) foram obtidas em micrétomo rotativo de avango automatico

(RM2245, Leica Microsystems Inc., Deerfield, EUA), coradas com azul de toluidina 0,05% pH
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4,4 (O’Brien et al. 1964) ¢ montadas com resina acrilica (Entellan®, Microscopy, Karlsruhe,
Alemanha).

Para os testes histoquimicos, as se¢des foram submetidas aos seguintes reagentes: Sudan
IV (Johansen 1940) para lipidios totais; reagente de NADI (David & Carde 1964) para 6leos
essenciais e resinas; Lugol (Johansen 1940) para grdos-de-amido; cloreto férrico (Johansen
1940) para compostos fendlicos totais; reagente de Dragendorff (Svedsen & Verpoort 1983)
para alcaloides, azul de bromofenol (Mazia et al. 1953) para proteinas totais. O controle foi
conduzido simultaneamente para cada teste, de acordo com o0 método proposto pelos autores.
As micrografias foram obtidas sob microscopio éptico (Olympus BX 41) com camera digital
acoplada (Olympus C7070) no Laboratério de Anatomia Vegetal da UNESP - Botucatu

(LAPAV).

Micromorfologia de superficie

Para a caracterizacdo da micromorfologia dos tricomas glandulares, as amostras foram
fixadas em glutaraldeido 2,5% (tampéo fosfato 0,1M pH 7,3) por 48 horas. Apos esse periodo
o material foi lavado em agua destilada e imerso em tetroxido de 6smio (1% em tampéo fosfato
(0,2 M pH 7,3). Em seguida, o material foi desidratado em série etandlica crescente e levado a
secagem em aparelho de ponto critico de CO2 (Leica EM CPD 030) (Robards 1978). O material
foi colado com prata coloidal (Sputter Coater SCD 050, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein) em
porta amostras e metalizadas com ouro coloidal. As analises e a captura de imagens foram

realizadas em microscopio eletrdnico de varredura (Quanta 200 - FEI Company, a 20kv).

RESULTADOS

Nas espécies de Jacaranda estudadas foram observados cinco tipos de tricomas
glandulares: tricoma peltado, tricoma capitado, tricoma estipitado, tricoma cupuliforme e
tricoma pateliforme. A ocorréncia desses morfotipos variou entre as espécies e 0rgaos
analisados, sendo os tricomas peltado, capitado e estipitado comuns a todas as espécies,
enguanto que os tipos cupuliforme e pateliforme foram de ocorréncia mais restrita a algumas
espécies (Tabela I1). O tricoma peltado foi o morfotipo mais abundante e comum a todas as
espécies analisadas; os demais morfotipos mostraram-se exclusivos em relagdo as pecas florais
(Tabela I11). Em cada morfotipo, foram observadas varia¢cdes quanto ao numero e arranjo de

células. A seguir é feita a descri¢do detalhada de cada tipo de tricoma glandular.

Tricoma gandular peltado
Os tricomas glandulares peltados s&o curto-pedunculados, constituidos por duas ou mais
células basais, situados em depressfes na epiderme; pedunculo unisseriado, em forma de
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trapézio, e cabeca secretora convexa ou arredondada revestida por cuticula delgada (Fig.1 b-c,
Fig. 2 a-b). A cabeca secretora apresentou de 2 a 18 células caracterizadas por paredes delgadas,
nacleo conspicuo e citoplasma denso. Cabecga secretora com maior nimero de células (18) foi
observada nas sépalas de J. oxyphylla, enquanto cabeca secretora com duas células ocorreu nos
foliolulos de J. decurrens.

O tricoma glandular peltado ocorreu nos folidlulos de todas as espécies analisadas
(Tabela I11; Fig. 1 a-c), exceto no peciolo foliolular de J. oxyphylla, apresentando varia¢es na
morfologia, no tamanho e nimero de células constituintes, além da variacdo nas classes de
metabolitos (Tabela IV). Em J. rufa o tricoma glandular peltado estd presente também no
pedinculo floral, sépalas e pétalas, exceto nos estames e no estaminddio, assim como no
pedicelo e na sépala em J. oxyphylla (Tabela IlI). Os testes histoquimicos (Tabela 1V)
evidenciaram lipideos e 6leo essencial no pedunculo e cabeca secretora (Fig. 2b), além de grédos-

de-amido (Fig. 2a) e compostos fenolicos em todas as espécies.

Tricoma glandular capitado

O tricoma glandular capitado (Fig. 1 d-e) é constituido por duas células basais, que estdo
no mesmo nivel e ttm a mesma morfologia que as demais células epidérmicas; pedinculo curto
unisseriado, podendo ser uni ou bicelular; célula colar estreita e cabeca secretora esférica
formada por 8 a 12 células de paredes finas dispostas em palicada e revestidas por cuticula
delgada (Fig. 1 d-e; Fig. 2 c-d). Esse morfotipo de tricoma é restrito a flor, e ocorre no
pedunculo floral de J. brasiliana e nas pétalas de J. cuspidifolia, J. oxyphylla e J. rufa (Tabela
I11). Os testes histoquimicos (Tabela IV) evidenciaram 0leos essenciais na célula colar e gréos-

de-amido nas células da cabeca secretora.

Tricoma glandular estipitado

O tricoma glandular estipitado (Fig.1le-f) é constituido por duas células basais, que estdo
no mesmo nivel e possuem a mesma morfologia que as células epidérmicas; pedunculo longo,
unisseriado, multicelular, sendo que o tamanho das células do pedunculo diminui em direcéo a
sua porcdo distal; célula colar e cabeca secretora formada por 8 a 12 células de paredes finas
revestidas por cuticula delgada.

Tricoma estipitado ocorreu nas pétalas de todas as espécies analisadas, exceto em J. rufa
(Tabela I11). Tricomas glandulares capitados e estipitados foram abundantes no estaminodio e
na base dos quatros estames que compdem o androceu de todas as espécies analisadas (Tabela
I11). A histoquimica evidenciou resultados diferentes para esses tricomas (capitados e
estipitados) quando encontrados em conjunto nos estames e estaminodio (Tabela V). Como

por exemplo, grdos-de-amido foram observados nos tricomas estipitado e capitado na base dos
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estames exclusivamente em J. cuspidifolia e J. decurrens (Fig. 3b) e no estaminddio de J.
brasiliana. Compostos fenolicos foram detectados nos tricomas presentes nos estames e
estaminddio de todas as espécies (Fig. 3 a) exceto em J. caroba. A presenca de lipideos (Fig. 3
c-d) e alcaloides (Fig. 3 e-f) foi observada nos tricomas capitados e estipitados presentes nos
estames em todas as espécies, exceto J. oxyphylla, e no estaminédio de J. caroba. Oleo essencial
foi detectado nos tricomas capitados e estipitados presentes no androceu de todas as espécies
(Fig. 3g-h), exceto no estame de J. oxyphylla e no estaminddio de J. decurrens. Proteinas (Fig.
3 i- J) foram detectadas nos dois morfotipos de tricomas glandulares nos estames e estaminodio

em todas as espécies, exceto nos estames de J. caroba (Tabela IV).

Tricoma glandular cupuliforme

Tricoma glandular cupuliforme é uma estrutura multicelular em forma de calice (Fig. 1
g-h), constituida por uma célula basal, pedunculo reduzido formado por 3 a 4 células cuboides,
e cabeca secretora concava revestida por epiderme unisseriada e cuticula delgada que delimita
0 espaco subcuticular, onde a secrecdo fica armazenada. A cabeca secretora é formada por
células com morfologias distintas: um conjunto de células isodiamétricas menores, formando 6
a 7 camadas na regido central da cabeca (na regido de insercdo do pedunculo); partindo dessa
regido, em direcdo a periferia da glandula existe uma camada de células colunares que conferem
a forma de célice ao tricoma glandular cupuliforme. Este morfotipo de tricoma ocorreu no limbo
foliolular de J. brasiliana, J. cuspidifolia e J. decurrens (Tabela I11). Oleos essenciais (Fig. 2 )
e lipideos (Fig. 2 e) foram detectados na cabeca secretora do tricoma cupuliforme em todas as

espécies analisadas (Tabela V).

Tricoma glandular pateliforme

Séo estruturas multicelulares, subsésseis, de contorno circular e superficie plana (Fig. 1
i-j). Essa glandula é formada por quatro células basais similares as demais células epidérmicas,
pedunculo reduzido composto por duas células cuboides de paredes anticlinais espessas e regido
secretora formada por 40 a 60 células parenquimaticas justapostas e dispostas em 7 a 8 estratos
celulares, cobertos por epiderme secretora unisseriada formada por células colunares dispostas
em palicada. A cuticula é espessa e se apresentou distendida, originando um espago subcuticular
onde a secrecdo fica armazenada. O tricoma glandular pateliforme ocorreu no limbo foliolular
de J. brasiliana e J. oxyphylla e nas sépalas de J. cuspidifolia (Tabela Il1l). Os testes
histoquimicos (Tabela IV) evidenciaram a presenca de gréos-de amido e proteinas nas células

da cabega secretora (Fig. 2 h), e contetdo lipidico e éleos essenciais na cuticula (Fig. 2 g).
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Figura 1: Tricomas glandulares de Jacaranda Juss. a-b, e, g, i: microscopia eletrbnica de
varredura; c-d, f, h, j: microscopia de luz. a: tricoma glandular peltado no peciolo foliolular
de J. brasiliana. b: cabeca secretora do tricoma glandular peltado no limbo foliolular de J.
decurrens. c: tricoma glandular peltado no peciolo foliolular de J. rufa. d: tricoma glandular
capitado no peddnculo floral de J. cuspidifolia. e: tricomas glandular capitado (seta) e
estipitado na base dos estames de J. brasiliana. f: tricoma glandular estipitado na pétala de J.
cuspidifolia. g: tricoma glandular cupuliforme no foliélulo de J. cuspidifolia. h: tricoma
glandular cupuliforme (seccionado longitudinalmente) no foli6lulo de J. decurrens. i: tricoma
glandular pateliforme no folidlulo de J. brasiliana. j: tricoma glandular pateliforme (em
seccdo longitudinal) na sépala de J. brasiliana. Legenda: cb: célula basal; pd: pedinculo; cs:
cabeca secretora; tc: tricoma cupuliforme; seta: tricoma capitado; asterisco: corpo do tricoma
glandular estipitado.
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Figura 2: Testes histoquimicos em tricomas glandulares presentes nas pecas florais
e no folidlulo de Jacaranda Juss. a: graos-de-amido (seta), tricoma glandular
peltado no peciolo foliolular de J. brasiliana. b: lipideos (seta), tricoma glandular
peltado no limbo foliolular de J. decurrens. c: Terpeno - 6leo essencial (seta),
tricoma glandular capitado na pétala de J. oxyphylla. d: grdos de amido (seta),
tricoma glandular capitado no pedunculo floral de J. rufa. e: lipideos (seta) tricoma
glandular cupuliforme no limbo foliolular de J. decurrens. f: terpeno - o6leo
essencial (seta), tricoma glandular cupuliforme no limbo foliolular de J. decurrens
g: 6leo essencial (seta), tricoma glandular pateliforme nos folidlulos de J. oxyphylla.
h: proteina (seta), tricoma glandular pateliforme nos foliolulos de J. brasiliana.
Legenda: cb: célula basal; cc: célula colar cs: cabeca secretora; pd: pedunculo; tc:
tricoma glandular cupuliforme; tp: tricoma glandular pateliforme; asterisco: espago
subcuticular.
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Figura 3: Testes histoquimicos em tricoma glandular estipitado nos estames e estaminddio de
Jacaranda Juss. a: compostos fendlicos, estaminddio de J. brasiliana. b: graos-de-amido,
estaminddio de J. decurrens. ¢ -d: lipideos, estaminddio de J. decurrens. e-f: alcaloides,
estaminddio de J. caroba. g-h: 6leo essencial, estaminodio de J. oxyphylla. i-j: proteinas,
estaminodio de J. rufa. Legenda: cs: célula basal; pd: pedunculo; cs: cabega secretora;
asterisco: espaco subcuticular.
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Tabela I: Dados dos espécimes coletados de Jacaranda Juss. (Bignoniaceae)

Local de Coleta Coordenadas Ambiente
Jacaranda Avenida Visconde de Rio Claro — Mercado 22°24'34.4"S Urbano/Cultivada
brasiliana Municipal - Rio Claro/SP 47°33'57.1"W
— Rod. Prof. Jodo Hipdlito Martins, km 2 - 23°03'15.8"S Fragmento de
Distrito Industrial | - Botucatu/SP 048°31'30.8"W  ambiente nativo
Jacaranda — Rod. Prof. Jodo Hipdlito Martins, km 1,5 23°03'18"S Fragmento de
caroba - Distrito Industrial | - Botucatu/SP 048°31'31"X ambiente nativo
— Rod. Prof. Jodo Hipélito Martins, km 8 - 23°00'45.1"S Fragmento de
Distrito Industrial | - Botucatu/SP 48°3021.6"W ambiente nativo
— Av. 1 Jf, 748 - Jardim Floridiana, Rio 22°22'46.6"S .
Claro - SP 47°33:31.2nwy  UrbanolCultivada
Jacaranda — R. Acécio Castanheira - Jardim Sao Jose, 22°53'36.7"S Urbano/Cultivada
cuspidifolia Botucatu - SP (UNESP) 48°29'47.6"W
—Av. 1 Jf, 856-928 - Jardim Floridiana, Rio ~ 22°22'41.1"S Urbano/Cultivada
Claro - SP, 13505-030 47°33'30.1"W
e e o s B | ZZATISS  Fagnano
' 9 ' 049°12'0.62W ambiente nativo
Paulo, Brasil
Jacaranda ZEEEZE();aOA Elj:;sogécasfniaSggts)a?aart?gg 22°48'78.5"S Fragmento de
decurrens o g ' 049°12'0.60"W ambiente nativo
Paulo, Brasil
e S o S At umzs e
' 19 ' 049°12'0.58"W  ambiente nativo
Paulo, Brasil
— Serra do Cipd, Santana do Riacho (Minas 19°10'08.0"S Fragmento de
Gerais, Brasil) 43°42'51.8"W ambiente nativo
Jacaranda — Serra do Cip0, Santana do Riacho (Minas 19°10'08.0"S Fragmento de
oxyphylla Gerais, Brasil) 43°42'51.8"W ambiente nativo
— Serra do Cipd, Santana do Riacho (Minas 19°10'08.0"S Fragmento de
Gerais, Brasil) 43°42'51.8"W ambiente nativo
— Estacdo Ecoldgica de Santa Barbara 9994878 1"S Fragmento de

Jacaranda rufa

(EEcSB), Aguas de Santa Barbara, S&o
Paulo, Brasil

— Estacdo Ecolégica de Santa Barbara
(EEcSB), Aguas de Santa Barbara, S&o
Paulo, Brasil

— Estacdo Ecoldgica de Santa Barbara
(EEcSB), Aguas de Santa Baérbara, S&o
Paulo, Brasil

049°12'0.60"W

22°48'78.3"
049°12'0.59"W

22°48'76.1"S
049°12'0.68"W

ambiente nativo

Fragmento de
ambiente nativo

Fragmento de
ambiente nativo
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Tabela I1: Presenca de tricomas glandulares em espécies de Jacaranda Juss.

Espécies de Jacaranda Juss.

Morfotipo
Jacaranda Jacaranda  Jacaranda Jacaranda  Jacaranda Jacaranda
brasiliana caroba cuspidifolia  decurrens oryphylla rufa Silva
Peltado Presente Presente Presente Presente  Presente Presente
Capitado Presente Presente Presente Presente  Presente Presente
Estipitado Presente Presente Presente Presente  Presente Presente
Cupuliforme Presente Ausente Presente Presente  Ausente Ausente
Pateliforme Presente Ausente Presente Ausente  Presente Ausente
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Tabela I11: Distribuicdo dos morfotipos de tricomas glandulares nos foliolulos e nas pecas
florais de Jacaranda Juss. [Pd: pedinculo; Sp: sépalas; Pt: pétalas; Est: estames; Estm:
estaminoddio; Pdc: peciolo foliolular; Fl: limbo]

Tipo

Espécie

Localizacdo

Flor

Foli6lulo

Pd

Sp

Pt

Est

Estm

Pdc

Fl

Peltado

. brasiliana

. cuspidifolia
. caroba

. decurrens

. oxyphylla

. rufa

X X X X

X X X X X X

Capitado

. brasiliana

. cuspidifolia
. caroba

. decurrens

. oxyphylla

. rufa

Estipitado

. brasiliana

. cuspidifolia
. caroba

. decurrens

. oxyphylla

. rufa

X X X X X | X X

X X X X X X |X X X X X X

X X X X X X |X X X X X X

Cupuliforme

. brasiliana

. cuspidifolia
. caroba

. decurrens

. oxyphylla

. rufa

Pateliforme

[ S i K i o K o L Sl S

. brasiliana

. cuspidifolia
. caroba

. decurrens

. oxyphylla

. rufa
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Tabela IV: Histoquimica dos morfotipos dos tricomas glandulares ocorrentes em Jacaranda

Juss. Pd: pedinculo; Sp: sépala; Pt: pétala; Est: estames; Estm: estaminddio; Pdc: peciolo foliolular; FI:

folidlulo

Lugol (f:élsrriitg Sl:gl/an Dragendorff  NADI bromofenol
Peltado
J. brasiliana, J. cuspidifolia, J. decurrens J. + + + ) +
oxyphylla, J. rufa (Pdc, FI)
\(]écl:?roba (FI), J. oxyphylla, J. rufa (Cc), J. rufa + + + ) +
J. caroba, J. rufa (Pdc) + + + + .
Capitado
J. brasiliana (Pd) - - + - +
J. cuspidifolia, J. oxyphylla e J. rufa (Cl) + - - - +
Estipitado
J. brasiliana_, J cuspidifolia (Cc); J. cuspidifolia . + ) +
(Cl); J. brasiliana, J. decurrens (Pd)
J. brasiliana, J. caroba, J. cuspidifolia (Cl) - + + + +
J. brasiliana (Pd) - - + - +
J. cuspidifolia (Cl) - + + + +
J. cuspidifolia (CI) - - + - +
J. caroba (Cl) - + + + +
J. decurrens (Pd) - - + - +
J. decurrens, J. oxyphylla (Cc,Cl) + - + - +
Cupular
J. brasiliana, J. cuspidifolia, J. decurrens (FI) - - + - +
Pateliforme
J. brasiliana, J. oxyphylla (FI) + - + - +
J. cuspidifolia (Cc) + - - - +
Capitado/estipitado - Estames
J. brasiliana, J. rufa - + + + +
J. caroba - - + - +
J. cuspidifolia, J. decurrens + + + + +
J. oxyphylla - + - - -
Capitado/estipitado - Estaminddio
J. brasiliana, J. cuspidifolia + + + + +
J. caroba - - - + +
J. decurrens - + + + .
J. oxyphylla - + + - +
J. rufa - + + + +
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DISCUSSAO

Este estudo revelou cinco tipos de tricomas glandulares - tricoma capitado, estipitado,
peltado, cupuliforme e pateliforme em espécies de Jacaranda e contribui com novas
informagdes sobre a sua distribuigdo no corpo das plantas, estrutura anatdmica e caracteristicas
histoquimicas. Estes cinco morfotipos de tricomas glandulares s&o repetidamente reportados
em diferentes representantes de Bignoniaceae, incluindo Jacaranda (Seibert 1948; Elias &
Newcombe 1979; Vatimo 1980, 1984; Martins et al. 2008; Zatta et al. 2009; Santos 2013; Froes
et al. 2015; Torres et al. 2019). Tricomas glandulares peltados foram encontrados em todas as
espécies de Jacaranda aqui estudadas, concordando com estudos anteriores que reportaram
distribuicdo homogénea deste morfotipo em representantes de Bignoniaceae (Seibert 1948;
Ogundipe & Wujek 2004; Nogueira et al. 2013; Froes et al. 2015). Contudo foram verificadas
variacdes na distribuicdo e histoquimica dos tricomas glandulares peltados em 6rgéos foliares
e florais das espécies estudadas, e os achados deste trabalho podem constituir dados de valor
taxondmico e ecoldgico. Por exemplo, tricomas glandulares peltados ocorreram nos foliélulos
e na maioria das pecas florais em todas as espécies analisadas, com exce¢do dos estames e
estaminodios. As variacdes detectadas nas caracteristicas histoquimicas no mesmo morfotipo
de tricoma glandular, dependendo da sua localizag&o no corpo da planta, podem contribuir com
estudos de interacdo planta-animal.

No presente estudo, o tricoma glandular com pedunculo longo foi considerado estipitado,
enguanto o tricoma glandular curto foi considerado capitado. O tricoma glandular estipitado é
considerado por alguns autores como sendo um subtipo do tricoma glandular capitado,
apresentando como diferencial apenas o pedunculo longo, composto por um maior nimero de
células (Metcalfe & Chalk 1950; Guimardaes et al. 2008; Froés et al. 2015). Os resultados das
analises histoquimicas demostraram diferencas nas principais classes de compostos quimicos
produzidos por ambos os morfotipos, dependendo da regido do corpo da planta. Ou seja, 0
tricoma glandular estipitado presente nas pétalas de J. cuspidifolia e J. oxyphylla apresentou
compostos fenolicos e alcaloides nas células da cabeca secretora, o que ndo foi observado nos
tricomas glandulares capitados do mesmo verticilo floral. Porém, quando ambos 0s morfotipos
foram encontrados concomitantemente no estaminodio e na base dos estames, ndo houve
diferenca de reacdo histoquimica entre eles. O tricomas capitados e estipitados da base dos
estames e estaminodios apresentaram predominantemente, na maioria das espécies, material
lipidico, terpenos e compostos fendlicos, corroborando com os dados ja apresentados para J.
oxyphylla (Guimaraes et al. 2008) e J. racemosa (Bittencourt & Semir 2006). Guimaré&es et al.

(2008) determinaram trés classes de tricomas glandulares capitados no estaminodio de J.
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oxyphylla - curtos, intermediarios e longos e consideraram que 0 arranjo espacial dos mesmos
sobre o filamento do estaminddio possui uma importante funcdo estrutural nas interacdes,
porque causa reducdo do espaco interno do tubo floral favorecendo o contato de abelhas de
pequeno porte com o estigma e as anteras.

Os tricomas glandulares dos tipos cupuliforme e pateliforme sdo caracterizados por
apresentarem uma cabecga secretora multicelular conspicua, sendo considerados nectarios
extraflorais por diversos autores (Rivera 2000b; Gama et al. 2013; Nogueira et al. 2013;
Gonzalez 2013; Froes et al. 2015), estando presentes em cerca de 90% dos géneros de
Bignoniaceae (Elias & Gelband 1976; Rivera 2000 a, b; Lohmann et al. 2008; Martins et al.
2008; Gonzélez 2013; Nogueira et al. 2013). Embora a ocorréncia de agucares ndo tenha sido
investigada no presente trabalho, a presenca de graos-de amido nos tricomas pateliformes é um
indicativo da funcdo nectarifera desses tricomas, uma vez que o amido € hidrolisado e utilizado
na producdo do néctar (Pacini et al. 2003; Nepi 2007). A presenca de 6leos essenciais nesses
tricomas pode ser associada com atracao e protecdo (Knaak & Fiuza 2010; Silva & Farias 2014),
contribuindo para o sucesso reprodutivo e as estratégias de defesa anti-herbivoria dessas plantas
(Guimaraes et al. 2018).

Os dados histoquimicos dos tricomas glandulares aqui estudados enfatizam a importancia
do género Jacaranda sob o ponto de vista bioldgico, quimico e etnofarmacoldgico, conforme
ressaltado em revisdo de Gachet & Schiihly (2009). De fato, a importancia das principais
classes de substancias detectadas nos tricomas glandulares (lipideos, terpenos, compostos
fenolicos e alcaloides) nas diversas atividades biologicas incluindo relacGes de atracdo de
polinizadores e defesa contra o ataque microbiano e de insetos tem sido amplamente ressaltada
na literatura (Harborne 2000; Mello & Silva- Filho, 2002; Gershenzon 2002; Heil & McKey
2003; Teixeira 2016). Os terpenos mediam interacdes entre plantas e herbivoros, as quais sdo
importantes, uma vez que vinculam cadeias alimentares em ecossistemas complexos, além da
atracdo de animais disseminadores de sementes, assim como a localizacdo de plantas
hospedeiras por insetos (Teixeira 2016). Os compostos volateis constituem cerca de 1% dos
metabolitos secundarios das plantas e sdo principalmente representados por terpenoides,
fenilpropanoides /benzenoides, derivados de acidos graxos e derivados de aminoacidos (Taiz
& Zieger 2013). Nos ultimos anos tem-se acumulado evidéncias moleculares e ecologicas sobre
o0 papel dos volateis e fenolicos na atragéo, alimentacgéo e crescimento de insetos fitofagos e nas
interacOes tritroficas (planta - herbivoro - inimigo natural) (Baldwin & Schultz 1983; Baldwin
et al. 2002; Teixeira 2016). Alcaloides sdo compostos nitrogenados de natureza quimica
complexa, e sua concentracdo na planta varia de acordo com o estagio de desenvolvimento e

condi¢Bes de temperatura, luminosidade, seca e danos mecénicos entre outros fatores
65



AVA . -
. AVAVAY Pés-graduagéo

Instituto de unes w e -
, otanica
Unesp Botucatu A

e oA T Unesp - Botucatu
(Roshchina & Roshchina 1993). Diversas funcdes ecofisiologicas séo atribuidas aos alcaloides,
sendo a prote¢do contra ataques de predadores uma delas (Harborne 2000). As proteinas podem
apresentar propriedades entomotdxicas e, neste caso, também estariam relacionadas com a
defesa da planta (Mello & Silva-Filho 2002).

Representantes de Jacaranda apresentam atividades farmacoldgicas comprovadas,
incluindo  anti-inflamatoria, antimicrobiana, antifingica, antiviral, antiparasitéria,
antiprotozoaria, antirreumatica, antissifilitica, antisséptica (Gachet & Schiihly 2009). Estudos
tém investigado a atividade bioldgica de extratos de varias espécies de Jacaranda usadas no
tratamento de doencas especificas, sendo as propriedades curativas associadas com a atividade
de acidos graxos, compostos fendlicos, alcaloides e terpenos diversos presentes nos extratos
dessas plantas (Gachet & Schiihly 2009). Compostos fenolicos apresentam, dentre outras,
acOes anti-inflamatdria, antialergénica, antitumoral e estdo diretamente ligados com atividade
antioxidativa (Roshchina & Roshchina 1993; Taiz & Zieger 2013). Os alcaloides sdo
substancias conhecidas por suas propriedades alucindgenas e atuam principalmente no sistema
nervoso central (Furr & Mahlberg 1981). Os terpenos, por sua vez, apresentam atividades
antisséptica, antiinflamatoria e cicatrizante, dentre outras (Taiz & Zeiger 2013).

Terpenos constituem uma grande e complexa classe de compostos secundarios que
desempenham papéis fundamentais nas interacdes planta-animal e planta-planta. Podem atuar
como impedimentos alimentares, feroménios, agentes de defesa e aleloquimicos (Harborne
1997). Duas subclasses, monoterpenos e sesquiterpenos, quando presentes nas flores tem sido
relacionada a atracdo de polinizadores, principalmente abelhas, mariposas e borboletas, que
podem, em alguns casos, ser especificos de uma espécie (Harborne 1997; Pichersky &
Gershenzon, 2002). Estudos com Jacaranda oxyphylla Cham. identificaram o cineol
monoterpeno, em tricomas glandulares capitados do estaminodio, e estdo envolvidos na
composicdo de fragrancias altamente volateis associadas a localizacao de flores dessas plantas
e polinizadores oportunistas (Guimarées et al. 2008).

Neste contexto, enfatizamos a importancia do presente estudo sobre a morfologia,
anatomia e histoquimica os tricomas glandulares de Jacaranda, uma vez que tais estruturas
secretoras comprovadamente sdo sitios de producdo de compostos com atividades bioldgicas
diversas. Estudos citoldgicos dos cinco morfotipos de tricomas glandulares estdo em andamento
visando a aumentar o nosso conhecimento sobre o tempo de vida, funcionamento de cada
glandula e mecanismos de secrecdo. Tais informacdes, quando combinadas com dados de
genética, ecologia, taxonomia entre outros, poderdo contribuir com estudos futuros sobre
farmacologia, biologia reprodutiva e taxonomia de Jacaranda. Um maior nimero de espécies

deve ser incluido neste tipo de pesquisa, a fim de contribuir com informag6es que nos permitam
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entender a evolugéo dos tricomas no género ou tribo. Ademais, o conhecimento aprofundado
dos tricomas glandulares de Jacaranda traz a possibilidade de desenvolver novas tecnologias

para o uso sustentado de suas espécies.
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CONSIDERACOES FINAIS
Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, concluimos que:

(1) Vérios caracteres morfoldgicos e anatdmicos foliares, como por exemplo, o tamanho, a
forma, tipo da margem e textura dos foli6lulos, assim como a estrutura da ala e do bordo,
bem como o tipo de aparelho estomatico, morfologia de tricomas, ornamentacéo
cuticular, presenca e arranjo de fibras do esclerénquima, presenca de colénquima na
nervura principal, tipo de mesofilo e forma do sistema vascular da nervura mediana,
quando utilizados em conjunto, podem contribuir com a diagnose de algumas espécies
de Jacaranda.

(2) Caracteristicas micromorfolégicas e anatémicas do limbo foliolular foram responsaveis
por agrupar as 24 espécies estudadas em cinco grupos, sendo dois com maior
representatividade (onze e oito espécies), com distribuicdo geogréfica e métricas muito
préximas em relacdo ao espessamento de parede, cuticula e parénquima palicadico; um
grupo menor, com trés espécies onde a principal métrica responsavel pelo agrupamento
foi a cuticula na face abaxial ser mais espessa e, por fim, dois grupos compostos por
espécies isoladas, que se distanciaram dos demais, um por maior espessamento da
cuticula em ambas as faces e o outro pelo espessamento da cuticula da face abaxial e
maior espessura do parénquima palicadico.

(3) O morfotipo peltado ocorre no foliolo em todas as espécies, além da flor em J. oxyphylla
e J. rufa. O morfotipo capitado e estipitado é restrito a flor. O morfotipo cupuliforme é
restrico ao limbo foliolular. O morfotipo pateliforme ocorre em ambas as partes, porém
em especies diferentes.

(4) O mesmo morfotipo de tricoma gandular pode conter as mesmas classes de substancias,
independente do 6rgado e da espécie de Jacaranda.

(5) A presenca de lipideos neutros, compostos fendlicos, alcaloides e terpenoides diversos
nos tricomas glandulares ressalta o potencial bioldgico, ecoldgico e farmacologico dos

representantes de Jacaranda.
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