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Resumo

Anacardiaceas & composta por 70 géneros com aproximadamente 600 espécies de
distribuiclio principalmente pantropical, com poucas de regibes temperadas. A classificagéo
infrafamiliar mais amplamente utilizada, proposta por Engler (1892), divide a familia em cinco
tribos: Anacardidae, Rhodae, Semecarpeae, Spondiadeae e Dobinegae. No presente trabalho, foram
estudadas uma espécie da tribo Anacardiéae (4dnacardium humile StHil), uma espécie da tribo
Rhoéae (Lithraea molleoides (Vell.) Engl. e duas espécies da tribo Spondiadeae (Spondias dulcis
G.Forst ¢ Tapirira guianensis Aubl.). As estruturas secretoras dos érgios vegetativos e reprodutivos
destas espécies foram caracterizadas anatdmica e histoquimicamente e apenas 0s canais secretores
foram caracterizados ultra-estruturalmente.

Os canais tém epitélio unisseriado; os associados ao floema sdo resiniferos (/afo sensu) € 08
medulares de A. humile e S. dulcis, sio mucilaginosos. A presenca de canais produzindo secregdes
quimicamente distintas em um mesmo drgio, de uma mesma espécie, esta sendo descrita pela
primeira vez neste tranatho. Em A. humile, L. molleoides ¢ T. guianensis os canais estiio associados
ao floema da pétala, sépala, receptaculo, pedicelo florais de todas as flores e ao floema do mesofilo
ovariano das flores pistiladas e do pistilodio das flores estaminadas de L. molleoides ¢ T. guianensis.
Canais também sfo encontrados no fruto e pedunculo de A. humile e no fruto de T. guianensis. Os
canais tém epitélio unisseriado; os florais de 4. humile, L. molleoides e T. guianensis sao resiniferos
(lato sensu), os do fruto e pedinculo de A. humile sio resiniferos (stricto sensu) e os do fruto de T.
guianensis sdo resiniferos (Jato sensu). Em uma mesma espécie os canais secrefores presentes em
diferentes o6rgdos podem produzir substéncias distintas. A andlise ultra-estrutural das celulas
epiteliais do canal presente no apice caulinar de S. dulcis, no 4pice caulinar € na flor de T.
guianensis e no fruto de A. humile corrobora com os resultados positivos obtido pela histoquimica
para substdncias hidrofilicas e lipofilicas, da secre¢fio do lume dos canais em S, dulcis ¢ T

guianensis e para substéncias lipofilicas em frutos de 4. humile, uma vez que, as células epiteliais de
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S. dulcis e T. guignensis possuem maquinaria compativel (RE, ribossomos, plastidios e
dictiossomos) com a sintese de substincias hidrofilicas e lipofilicas € que as células epiteliais do
fruto apresentam plastidios, organelas primordiais na secrecio de substincias lipofilicas. Os
idioblastos dos 4pices vegetativos de todas as espécies estudadas sfo resiniferos (lato sensu),
registro ¢ inédito para espécies desta familia. Os tricomas dos dpices vegetativos das quatros
espécies estudadas; das depressdes foliares, das bracteas, das bractéolas e do eixo da inflorescéncia e
das pétalas de A. humile; do pedicelo das flores de L. molleoides e da epiderme externa do ovério e
do pistilodio das flores de T. guianensis produzem secregfio heterogénea composta por substincias
lipofilicas e hidrofilicas; porém, os tricomas secretores das depressdes foliares de A. Aumile
diferente dos demais tricomas citados nfio possuem 4cidos graxos na composigio de suas secregdes.
Pela primeira vez na literatura estdo sendo descritos, neste trabalho, tricomas de secrecdio
heterogénea para membros de Anacardiaceae. Os tricomas dos 4pices vegetativos de todas espécies
estudadas e da inflorescéncia de A. humile foram identificados como coléteres, que tém a fun¢io de
proteger 0s meristemas contra o dessecamento € contra 0s microorganismos.

Em L. mollecides, o disco floral ¢ nectarifero, a sua vascularizacio € constituida por
elementos floemdticos e o néctar liberado por estdmatos. O disco floral de 7. guianensis ndo possui
tecido nectarifero caracteristico ¢ apenas as células epidérmicas ¢ subepidérmicas reagem
positivamente para substancias lipofilicas (4cidos graxos e compostos fenolicos); registro este
inédito para Anacardiaceae, bem como a presenca de um disco floral persistente durante todo
desenvolvimento do fruto. As células epidérmicas e subepidérmicas do disco glandular do fruto sdo
secretoras € a histoquimica detectou apenas substancias lipofilicas em sua secrecdo. As células
epidérmicas e subepidérmicas do disco possuem gotas osmiofilicas nos plastidios ¢ mitocéndrias e
demais caracteristicas que corroboram a producéio de material lipofilico. A camada do endocarpo do

fruto de 7. guianensis em contato com o loculo € unisseriada e secretora € a secrecio € constituida
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por polissacarideos ¢ lipidios; o funiculo da semente também € secretor nesta espécie; tecidos como

endocarpo e funfculo estio, neste trabalho, sendo descritos pela primeira vez como secretores.



Abstract

Anacardiaceae is comprised of 70 genera with approximately 600 species of pantropical
distribution, mainly, with few species from temperate regions. The most used infrafamilial
classification, proposed by Engler (1892), divides this family in five tribes: Anacardieae, Rhoeae,
Semecarpeae, Spondiadeae, and Dobineeae. In the present work, there were studied a species from
Anacardieae tribe (Anacardium humile StHil), a species from Rhoeae tribe (Lithraea molleoides
(Vell.) Engl,, and two species from Spondiadeae tribe (Spondias dulcis G.Forst and Tapirira
guianensis Aubl.). The secretory structures of the vegetative and reproductive organs of these
species were characterized anatomically and histochemically, and the secretory canals present in
them were ultrastructurally characterized.

The canals present uniseriate epithelium; the ones associated to the phloem are resiniferous
(lato sensu) and the medullar ones of 4. humile and S. dulcis are mucilaginous. The presence of
canals that produce chemically distinct secretions in the same organ of a species is being described
for the first time. In A. humile, L. molleoides, and T. guianensis, the canals are associated to the
phloem of petal, sepal, receptacles, and ovarian mesophyll; only in the pistil-like structure of the
male flowers of L. molleoides and T. guianensis, there are found some canals. The canals are also
found in the fruit and peduncle of A. humile and in the fruit of 7. guianensis. The canals have
uniseriate epithelium; the floral canals of A. humile, L. mollevides, and T. guianensis are resiniferous
(lato sensu), the ones from fruit and peduncle of 4. humile are resiniferous (stricto sensu), and the
ones from the fruit of 7. guianensis are resiniferous (lato sensu). In the same species, the secretory
canals present in different organs may produce distinct substances. The ultrastructural analysis of
the epithelial cells of the canal present in the apex of S. dulcis, in the apex and flower of T
guianensis, and in the fruit of 4. Aumile corroborate with the positive results obtained through
histochemistry for hydrophilic and lipophilic substances of the secretion of the lumen of the canals

in S. dulcis and T. guianensis, and for lipophilic substances in fruits of A. humile, once the epithelial
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cells of S. dulcis and T, guianensis have the synthesizing machinery (ER, ribosomes, plastids, and
dictyosomes) for the production of hydrophilic and lipophilic substances and that the epithelial cells
of the fruit present plastids, which are primordial in the secretion of lipophilic substances. The
idioblast of the vegetative apices of all species studied are resiniferous (sensu lato) and the record of
the resin in such structures is inedited for species of this family. The trichomes of the vegetative
apices of the four studied species, leaf depressions, bracts, bracteoles, inflorescence axis, and petals
of A. humile; pedicel of flowers of L. molleoides; the external epidermis of the ovary and pistil-like
stractures of flowers of T, guianensis produce heterogeneous secretion comprised of hydrophilic and
lipophilic substances; however, the secretory trichomes of the leaf depressions of 4. humile do not
have fatty acids in the composition of their secretions, differently of other trichomes already
mentioned. For the first time in this work, there are described trichomes of heterogeneous secretion
for members of Anacardiaceae. The trichomes from the vegetative apices of all species studied and
from the inflorescence of A. humile were classified as colleters, which play a protective role in the
meristems against desiccation and against fungi invasion.

In L. molleoides, the floral disc found is nectariferous, and its vascularization is comprised of
phloematic elements and the nectar released by stomata. The floral disc of T. guianensis do not
present a characteristic nectariferous tissue, and only the epidermal and subepidermal cells react
positively to lipophilic substances (fatty acids and phenolic compounds). The presence of lipid-
secretory floral disc is an inedited evidence for Anacardiaceae as well as the presence of a persistent
floral disc during the entire development of the fruit. The epidermal and subepidermal cells of the
glandular disc of the fruit are secretory structures, and the histochemistry has detected only
lipophilic substances in their secretion. The epidermal and subepidermal cells of the disc do present
osmiophilic drops in the plastids and mitochondria, and other characteristics that corroborate with
the production of lipophilic material by this structure. The fruit endocarpic layer of T guianensis in

contact to the locule is uniseriate and a secretory structure, and the secretion is comprised of
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polysaccharides and lipids; the seed funicle is also secretory in this species; tissues such endocarp
and funicle are being described, in this work, as secretory structures for the first time in the

literature.



Introdugiio Geral
A familia Anacardiaceae

Anacardiaceae é conhecida por seus fruios e sementes comestiveis (manga, pistache e caju),
plantas produtoras de verniz (Schinopis, Anacardium, Astronium, Myracodruon e Ozoroa) pela sua
valiosa madeira (Tapirira guianensis Aubl.) e, principalmente, por algumas de suas espécies serem
causadoras de sérias alergias (Toxicodendron, Gluta e Lithraea), muitas delas também sdo utilizadas
na medicina popular devido aos seus compostos bioativos (Spondias e Rhus} (Pell 2004).

Esta familia & composta por 70 géneros com aproximadamente 600 espécies de distribuigdo
principalmente pantropical, com poucas de regides temperadas (Judd et al. 1999). Cronquist (1981)
a classifica em Sapindales junto com Julianiaceae e Burseraceae; estas trés familias s#o as Unicas da
ordem que produzem biflavondides (Wannan e al. 1985, Wannan & Quinn 1983) ¢ apresentam
canais secretores no floema priméario e secundério (Meicalfe & Chalk 1950). Desde Lindley (1830),
quando foram pela primeira vez descritas as Anacardiaceae, um grande numero de classificagdes
infrafamiliares tem sido proposto; todas levam em conta caracteres florais, especialmente, o nimero
de 16culos no ovario e a maneira de inser¢io do évulo (Wannan & Quinn 1991). A classificacio
infrafamiliar mais amplamente utilizada, proposta por Engler (1892), divide a familia em cinco
tribos: Anacardiéae, Rhogae, Semecarpeae, Spondiadeae ¢ Dobinegae, usando como caracteres o
ntmero de carpelos ¢ 16culos na flor em antese e no fruto, a morfologia do estilete, a placentagio ¢ a
morfologia da folha (Wannan & Quinn 1991, Mabberley 1997). Embora largamente aceita por cerca
de cem anos, ha ébvias contradi¢des nesta classificagiio, uma vez que ndo hi estudos florais
detalhados que consigam sustentar muitas das afirmagdes propostas por Engler (Wannan & Quinn
1991).

As Anacardiaceae s30 em sua maioria 4rvores, havendo também arbustos e lianas. Diversos
membros desta familia sdo cultivados em todo o mundo (Pell 2004). As flores em Anacardiaceae

variam do hermafroditismo ao unissexualismo até dentro de cada uma das cinco tribos e muitas
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delas sdo consideradas unissexuais por reducfio (Hormaza & Polito 1996). A maioria das flores das
espécies da familia é carﬁcterizada pela presenca de um disco glandular intraestaminal e évulos
anatropos, que sdo péndulos e possuem placentacdo apical, lateral ou basal. A diversidade
morfologica dos frutos desta familia é extremamente alta, com uma grande variedade de tipos
encontrados e, embora a maioria da familia tenha frutos drupdceos, muitos destes sfio bem distintos
entre si, devido a modificagBes para diferentes mecanismos de dispersdo (Pell 2004).

No Brasil, Anacardiaceac estd representada por alguns géneros arborescentes, tais como
Anacardium, Lithraea, Spondias e Tapirira (Barroso 1991).

Dentre as Anacardiaceae de uso medicinal, destaca-se Anacardium humile St.Hil. e Spondias
dulcis G.Forst. A. humile ¢ popularmente conhecida como cajueiro-do-campo, cajuzinho, cajueiro-
ando, caju-do-cerrado € cajuzinho do campo, sendo nativa de 4dreas de cerrados arenosos, campos
cerrados e campos rupestres de todo o Brasil (Lorenzi & Matos 2002). A planta inteira é empregada
na medicina caseira em vdrias regides do pais com indicacBes baseadas na cultura e tradicio
populares; o exsudato do fruto € utilizado para tratar afecgdes da pele (Mors ef al. 2000), a infusdo
das folhas ¢ do caule ¢ administrada em casos de diarréia (Rodrigues & Carvatho 2001), a secrecio
do pedinculo dos frutos ¢ referido na etnofarmacologia como anti-sifilitico (Mors ef al. 2000) ¢ as
inflorescéncias sdo utilizadas para baixar o teor de glicose nos diabéticos (Rodrigues & Carvalho
2001). S. dulcis € popularmente conhecida no Brasil como cajd-manga; a casca e a raiz da arvore sdio
calmantes € anti-diarréicas. As flores sfo utilizadas para curar afecgdes de laringe e os frutos sfio
mais valiosos pelo aroma do que pela quantidade da polpa; os frutos também sdo usados na
fabricagdo de refrigerantes, marmeladas e conservas e, se submetidos & fermentagio juntamente com
laranjas, ddo bebida alcodlica bastante apreciada no Tahiti.

Algumas espécies de Anacardiaceae podem provocar casos graves de dermatites de contato,
dentre estas, destaca-se no Brasil Lithraea molleoides (Vell.) Engl. ¢ Lithraca brasiliensis

Marchand. A espécie L. molleoides é conhecida popularmente no Brasil como aroeira-branca,
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aroeira brava, aroeira mitda, arrueira, aroeirinha, anieira ou aroeira, ocorrendo desde o Estado de
Minas Gerais até o Rio Grande do Sul (Barkley 1962). A casca das aroeiras, nas espécies dos
géneros Schinus e Lithraea, ¢ febrifuga e depurativa; possui propriedades adstringentes, sendo
usadas nos casos de hemoptises, metrorragias ¢ diarréias; também ¢ utilizada como balsdmica nas
doencas das vias urindrias e das vias pulmonares (Coimbra 1958).

Dentre as espécies brasileiras economicamente importantes de Anacardiaceae, destaca-se
Tapirira guianensis Aubl. Esta espécie é popularmente conhecida como cupitva, arocirana, cedroi,
pau-bombo, cedro-novo, peito-de-pomba, tapirira, tapiriri ou tatapirica (Fleig 1989) ¢ ¢ amplamente
distribuida nas terras baixas do Panama até o Brasil e Peru. Tapirira. guianensis fornece madeira
rija, avermelbada, usada em construgbes ligeiras, carpintaria, construgdo naval e lenha para
locomotivas e caldeiras. Segundo Corréa (1926), esta espécie produz um 6leo aromatico com cheiro
de limio e seus frutos sfo muito procurados por pombos silvestres.

Estruturas secretoras estfio envolvidas na producio dos diferentes compostos do metabolismo
secundéario em Orgos vegetativos e reprodutivos e em Anacardiaceae ocorrem diversos tipos destas

estruturas.

Estruturas secretoras em Anacardiaceae

Fm Anacardiaceaec tem sido observadas estruturas secretoras tais como canais,
cavidades, idioblastos, tricomas glandulares e nectérios (Solereder 1908, Metcalfe & Chalk 1950,
1983, Judd et al. 1999, Wunnachit ef al. 1992).

A presenca de canais secretores ¢ uma caracteristica muito importante de Anacardiaceae e
estda relacionada com a produgdo de substincias de uso industrial, medicinal e com efeitos
alergénicos (Pell 2004); estas estruturas tém ocorréncia universal nesta familia e, dependendo da
espécie, podem ser encontradas associados ao floema primdrio, secundario e na medula (Metcalfe &

Chalk 1950). Eles estio presentes em drgios vegetativos (Harada 1937, Venning 1948, Paviam
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1965, Morretes 1967, Szabd 1971, Fahn & Evert 1974, Tewfic & Habib, 1977, Joel & Fahn 1980a,

Gibson 1981, Nair et al. 1983, Venkaiah 1992, Luo & Xu 1984, Carmello ef al. 1995, Torres &
Jauregui 1999, Sawidis et al. 2000, Vassilyev 2000) e reprodutivos (Harada 1937, Venning 1948,
Lozano 1986, von Teichman 1987, 1998, von Teichman & van Wyk 1991, 1994, 1996, Pienaar &
von Teichman 1998, Carmello-Guetreiro & Paoli 2000, 2005). A secrecio dos canais de
Anacardiaceae € quimicamente diversa (Metcalfe & Chalk 1983) e os canais de algumas espécies ja
foram considerados laticiferos (Venning 1948, Metcalfe & Chalk 1983, Luo & Xu 1984). Os canais
secretores em algumas espécies desta familia apresentam exsudato de natureza heterogénea (Fahn &
Evert 1974, Joel & Fahn 1980 a, b, Nair ef al. 1983, Bhatt & Mohan Ram 1992, Vassilyev 2000);
esta secregio heterogénea € denominada de goma-resina por alguns autores. Canais de outras
especies de Anacardiaceae foram relatados como resiniferos por Morretes (1967), Paula & Alves
(1973), Gibson (1981) e Sawidis et al. (2000) e como gomosos, em Lannea coromandelica (Houtt.)
Merr. (Venkaiah 1992). Segundo Farell ef al. (1991), as plantas produtoras de resina ¢ de latex tém
sido mais bem sucedidas que os grupos relacionados que no os produzem. As fungdes atualmente
reconhecidas para 0s canais secretores resiniferos sdo as de protegdo contra herbivoria, impedir a
entrada ¢ a proliferacio de microorganismos e selar ferimentos (Langenheim 1990, Joel 1980).

Cavidades secretoras também podem estar presentes em Orgfos vegetativos (Paula & Alves
1973, Torres & Jauregui 1999) e reprodutivos (Paula & Alves 1973, Paula & Heringer 1978, von
Teichman & van Wyk 1994, Carmello-Guerreiro & Paoli 2002). Para as cavidades presentes em
Anacardiaceae, estdo descritas secre¢bes compostas por resina ¢ oleo-resina (Paula & Alves 1973,
Paula & Heringer 1978).

Idioblastos taniferos foram descritos para os érgios vegetativos (Paviani 1965, Szabo 1971,
Paula & Alves 1973, Gibson 1981, Metcalfe & Chalk 1983, Naranjo & Pernia 1990) ¢ reprodutivos
(Lozano 1986, von Teichman 1987, von Teichman & van Wyk 1991, 1994, 1996, Pienaar & von

Teichman 1998) de varias espécies de Anacardiaceae. Polifenois foram identificados na secregio
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dos i&ioblastos do pseudo-fruto de Anacardium curatellaefolium St.Hil. e Sleo-resinas nos
idioblastos do fruto de Anacardium spruceanum Benth. ex Engl. Segundo Fahn (1990}, existem
células contendo substancias que ainda nfio foram identificadas em Anacardiaceac.

Tricomas glandulares ji foram descritos para os Orgéos vegetativos ¢ reprodutivos de
algumas espécies de Anacardiaceae (Metcalfe & Chalk 1950, Paviani 1965, Morretes 1967, Paula &
Alves°1973, Sant’ Anna 1975, Tewfic & Habib 1977, Gibson 1981, Mitchell & Mori 1987, Naranjo
& Pernfa 1990, Mitchell 1992, Mitra & Datta 1993, Tomer ef al. 1996, Torres & Jauregui 1999).
Nos érgios vegetativos, os tricomas glandulares estfo predominantemente associados as folhas. Em
algumas espécies de Anacardium, estas estruturas secretoras sio encontradas em depressdes
localizadas nas axilas das nervuras foliares (Mitchell & More 1987, Micthell 1992). Em Anacardium
occidentale L., Rickson & Rickson (1998) verificaram que as depressdes foliares sfio cobertas
internamente por papilas glandulares e atribuiram caréter nectarifero & secrefio produzida por estas.
Tricomas glandulares foram encontrados na epiderme externa ovariana das flores pistiladas de
Schinus terenbinthifolius Raddi (Machado & Carmello-Guerreiro 2001), em pétalas de Ozoroa
namagquensis (Sprague) Lvon Teichman & A.E.van Wyk (von Teichman & van Wyk 1994) e em
frutos de Rhus glabra L. (Judd et al. 1999).

Apesar de muitos trabalhos indicarem a presenga de tricomas glandulares em Anacardiaceae,
poucos fazem referéncia & composi¢iio de sua secregio (Metcalfe & Chalk 1950, Tomer et al. 1996)
€ sua possivel fun¢do.

Segundo Mabberley (1997) e Judd et al. (1999), as flores de Anacardiaceae possuem um
disco nectarifero intraestaminal. Por meio de microscopia eletronica de varredura, Wannan &
Quinn (1991) e Gallant et al. (1998) constataram a presenga deste disco na base do ovario de muitas
flores de Anacardiaceae. Porém, apesar de muitas espécies apresentarem este disco, ndo ha estudos
estruturais, histoquimicos ou quimicos que garantam que estes discos sejam nectariferos. Descrigdes

micromorfolégicas também sdo escassas ¢ foram realizadas apenas em discos de quatro especies:
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Heeria argentea (Thunb.) Meisn., Ozoroa namaquensis (Sprague) 1. von Teichman & A.E. van
Wyk, Ozoroa paniculosa (Sond.) R. Fern. & A. Fern. ¢ Protorhus longifolia (Bemh.) Engl. (von
Teichman & van Wyk 1994, 1996). Nestas espécies, os discos intraestaminais apresentam variagdes
estruturais. Nas espécies do género Ozoroa, a estrutura estudada possui uma epiderme papilosa; nas
duas outras, a epiderme nfo é papilosa e apresenta infimeras estrias cuticulares e estdmatos. A
semelhanca estrutural do disco de H. argentia e P. longifolia, juntamente com outros caracteres
anatomicos observados, parece suportar a hipétese de que estas espécies sdo filogeneticamente
proximas (von Teichman & van Wyk 1996).

Em Anacardium occidentale L., diferentemente de muitas Anacardiaceae, o disco floral
intraestaminal ndo ¢ observado ¢ intimeros tricomas glandulares estfio presentes na base da corola ao
redor do ovario (Wunnachit ef al. 1992). Em 4. occidentale, Wunnachit er al. (1992) verificaram
que estes tricomas produzem néctar. Estes mesmos autores observaram a presenga de lipidios em
estadios pré-secretores dos tricomas tanto na sua por¢do secretora quanto na epiderme da corola,
onde estdo dispostos. Tricomas nectariferos também foram encontrados nos ramos das
inflorescéncias desta mesma espécie (Wunnachit ef al. 1992).

Nectarios extraflorais também ja foram descritos para os frutos jovens de 4. occidentale

(Wunnachit e al. 1992, Rickson & Rickson 1998).

Justificativa da presente investigaciio

O presente trabalho esta vinculado ao projeto temético intitulado “Estudos morfologicos,
anatdmicos, histoquimicos e ultra-estruturais em plantas de cerrado (lato sensu) do estado de S#o
Paulo” (Biota/FAPESP proc. n. 00/12469-3) que pesquisa espécies representativas de cerrado,
pertencentes a dez familias de angiospermas incluindo as Anacardiaceae. Este projeto possui dez

subprojetos sendo que parte dos estudos desta tese estd enquadrada a dois deles: “Morfologia e
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histoquimica das estruturas secretoras” e “Ultra-estrutura de células e tecidos glandulares”.
Anacardium humile StHil., Lithraea molleoides (Vell.) Engl. e Tapirira guianensis Aubl. foram
contempladas neste estudo. Esta escolha deve-se & ampla ocorréncia destas especies nos cerrados
paulistas, & importancia destas tanto no ambito medicinal quanto no econdmico € a escassez na
literatura de dados anatémicos, histoquimicos e ultra-estruturais das estruturas secretoras presentes
nelas. As estruturas secretoras de Spondias dulcis G. Forst, representante de dreas de mata, também
foram estudadas neste trabalho, dando continuidade as investigagbes efetuadas na iniciagdo
cientifica.

Neste trabalho, pretende-se caracterizar anatomica € histoquimicamente as estruturas
secretoras presentes em Orgdos vegetativos das quatro espécies mencionadas, em Orgaos
reprodutivos das trés espécies de cerrado e ultra-estruturalmente os canais secretores observados
nestas especies.

Os estudos sobre os canais secretores nesta familia concentram-se nos 6rglos vegetativos.
Poucos sdio os estudos para a detec¢fo da natureza do exsudato e mesmo para a investigagdo da
estrutura e do modo de formacdo dos canais presentes nos frutos e nas flores. Os estudos € as
comparagdes entre os canais secretores em érgios vegetativos e reprodutivos séo muito importantes,
pois quando comparagdes foram feitas entre canais destes 6rgdos, na maioria das vezes, foram
encontradas diferencas, quer na composicio da secrecfio ou no modo de formag#o dos canais. Joel &
Fahn (1980) estudaram os canais secretores presentes no fruto de Mangifera indica L. e constataram
que estes canais, além de secretarem resina como nos Orgdos Veggtativos, secretam também
polissacarideos ¢ protefnas. Estas diferengas contribuem para um melhor entendimento dos canais
secretores, caracteristica marcante desta familia.

Nas Anacardiaceae, a estrutura secretora mais estudada ¢ o canal, sendo que pouca ou
nenhuma informacio é dada sobre a anatomia, secregio e fungdio das outras estruturas secretoras

encontradas nesta familia. Ao final deste trabalho, espera-se fornecer maior detalhamento destas
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estruturas, como dados anatémicos, histoquimicos e ultra-estruturais passiveis de comparacio de
pelo menos uma espécie de cada um dos trés géneros mais representativos da familia Anacardiaceae

do Cerrado do Estado de S&o Paulo e de S. dulcis, que ocorre na mata.

Objetivos

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar anatomica e histoquimicamente as
estruturas secretoras presentes nos Orglos vegetativos e reprodutivos de espécies de Anacardiaceae,
além de e caracterizar ulfra-estruturalmente os canais secretores encontrados nestas espécies. As
espécies estudadas foram Anacardium humile StHil., Lithraea mollevides (Vell.) Engl., Spondias

dulcis G.Forst. e Tapirira guianensis Aubl.

Objetivos especificos
A proposta da presente investigacio foi:

* localizar e caracterizar anatomicamente os canais e idioblastos secretores presentes nos
apices caulinares de 4. humile, L. molleoides, S. dulcis e T. guianensis e evidenciar as
principais classes de substincias que compdem o exsudato destas estruturas secretoras por
meio do estudo histequimico;,

* localizar e caracterizar anatomicamente os canais secretores presentes nas flores
hermafroditas e estaminadas e nos frutos e pediinculos de 4. humile; nas flores pistiladas e
estaminadas de L. molleoides e nas flores pistiladas e estaminadas e nos frutos de T,
guianensis, além de caracterizar as principais classes de substdncias que compdem o

exsudato destas estruturas secretoras por meio do estudo histoquimico;
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caracterizar anatomicamente os tricomas glandulares dos apices caulinares vegetativos de 4.
humile, L. mollecides, S. dulcis e T guianensis, caracterizar as principais classes de
compostos da secre¢io destes tricomas e inferir sua provavel funcgo.

caracterizar anatomicamente os tricomas glandulares presentes em folhas de A. humile € nas
flores pistiladas e estaminadas de L. molleoides ¢ T. guianensis ocorrentes no cerrado (lato
senst) do Estado de So Paulo, bem como avaliar a natureza quimica do secretado por meio
da histoquimica.

caracterizar a estrutura e a histoquimica da secregfio do disco floral de L..molleoides ¢ T.
guianensis e dos tricomas glandulares corolinos de 4. humile.

analisar anatomicamente e histoquimicamente o endocarpo do fruto de T. guianensis €
anatomicamente, histoquimicamente e ultra-estruturalmente o disco glandular deste mesmo
fruto.

caracterizar ultra-estruturalmente as células epiteliais dos canais secretores dos apices
caulinares de S. dulcis e T. guianensis, das flores pistiladas e dos frutos de I. guianensis e

das flores e dos fruios de 4. humile.
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Apresentacio da TESE

A Tese esta apresentada em sete capitulos:

Capitulo 1: Canais mucilaginosos ¢ resiniferos e idioblastos secretores em 4pices caulinares de
espécies de Anacardiaceae

Capitulo 2: Canais resiniferos em flores e frutos de espécies de Anacardiaceae: anatomia,
distribuicdo e histoquimica

Capitulo 3: Morfologia, distribuigio e histoquimica de coléteres foliares em espécies de
Anacardiaceae

Capitulo 4: Tricomas glandulares em espécies de Anacardiaceae: estrutura e secregio

Capitulo 5: Morfologia ¢ histoqufmica dos tricomas glandulares corolinos e do disco glandular de
flores de espécies de Anacardiaceae do cerrado

Capitulo 6: Endocarpo e disco glandular do fruto de Tapirira guianensis: anatomia, histoquimica e
ultra-estrutura

Capitulo 7: Aspectos ultra-estruturais dos canais secretores em 6rgdos vegetativos e reprodutivos de

espécies de Anacardiaceae

Estes capitulos estdo redigidos na forma de artigos seguindo a maior parte das normas
cstabelecidas pela Revista Brasileira de Boténica; somente o capitulo 3 segue as normas
estabelecidas pela Canadian Journal of Botany. Os capitulos 1,3,4 e 5 tém a co-orientac¢do da Profa.
Dra. Marilia de Moraes Castro e os capitulos 1, 3, 5 € 6 tém a co-orientagio da Profa. Dra. Lia

Ascensio.
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RESUMO - (Canais mucilaginosos e resiniferos e idioblastos secretores em apices
caulinares de espécies de Anacardiaceae). Anacardiaceae & economicamente importante devido aos
seus frutos e sementes comestiveis, plantas produtoras de verniz e madeira valiosa e espécies
utilizadas na medicina popular. As propriedades alergénicas e medicinais desta familia tém sido
atribuidas a secrecio produzida por seus canais, mais especificamente aos constituintes fendlicos.
Apices caulinares de Anacardium humile StHil., Lithraea molleoides (Vell.) Engl., Spondias dulcis
G.Forst. e Tapirira guianénsz’s Aubl. foram estudados para caracterizar a anatomia, distribuicio e
histoquimica da secre¢do dos canais ¢ idioblastos a eles associados. Devido a dificuldades na
interpretacdo da nomenclatura das substdncias dos canais em Anacardiaceae, propomos, neste
trabalho, dois novos termos: resina stricto sensu e resina lato sensu. O termo resina stricto sensic
refere-se s resinas compostas apenas por terpenos voldteis e ndo volateis e o termo resina lato sensu
refere-se ds resinas compostas por terpenos volateis ¢ ndo voldteis e outras substancias diversas,
como polissacarideos, proteinas € compostos fendlicos. Em 4. humile, S. dulcis e T. guianensis, os
canais estdo associados ao floema ¢ na medula dos primérdios foliares, caulinares e das folhas
jovens. Canais associados apenas ao floema estdo nos dpices caulinares de L. molleoides. Os canais
tém epitelio unisseriado; os associados ao floema sfo resiniferos (lato sensu) e os medulares de A.
humile ¢ S. dulcis, sio mucilaginosos. A presenga de canais produzindo secregdes quimicamente
distintas em um mesmo érgdo de uma mesma espécie estd sendo descrita na literatura pela primeira
vez. Os idioblastos séo resiniferos (lato sensu) e o registro de resina nestas estruturas é inédito para
espécies desta familia.

Palavras-chave: Anacardiaceae, canais, mucilagem, resina, idioblastos, histoquimica.
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Introdugio

O material produzido pelas estruturas secretoras pode ser depositado externamente & célula
(secrecio extracelular) ou no interior da célula (secregdo intracelular; Fahn 1990). A secrecdo
extracelular pode ser acumulada em espagos intercelulares especiais que variam na forma e na
origem, sendo mais ou menos esféricos, nas cavidades ¢ alongados nos ductos ou canais (Metcalfe
& Chalk 1983, Fahn 1990). Os canais secretores tém consideravel importéncia taxonémica e sao
caracteristicos de um pequeno nimero de familias de dicotiledéneas (Metcalfe & Chalk 1983). Ao
contrario dos canais, os idioblastos mantém sua secregdo no meio intracelular; ¢ produzem uma
grande variedade de substéncias (Fahn 1990).

- A presenca de canais secretores é uma caracteristica muito importante de Anacardiaceae e
esta relacionada com a produgio de substincias de uso industrial, medicinal e com efeitos
alergénicos (Pell 2004); estas estruturas sdo encontradas em 6rgaos vegetativos e reprodutivos.

Esta familia é conhecida pela toxicidade de algumas espécies para humanos, ocasionando
dermatites (Findlay er al. 1974, Parra et al. 1993, Fernandez et al. 1995, Alé et al. 1997,
Kullavanijaya & Ophaswongse 1997) ¢ até choque anafilatico (Fernandez et al. 1995). Quatro das
cinco tribos definidas por Engler (1883): Spondiadeae, Anacardieae, Semecarpeae e Rhoeae
possuem espécies toxicas e aparentemente nenhum dos géneros da tribo Dobineae € toxico (Mitchell
1990).

Diversas substincias foram identificadas nos exsudatos de algumas espécies da familia por
meio de trabalhos quimicos, como fendis (Rao et al. 1973, Gross ef al. 1975, Corbett & Billets 19735,
Adawadkar & El Soli 1983, Yalpani & Tyman 1983, Du et al. 1984, Qelrichs et al. 1997), terpenos
(Monaco et al. 1982, Bestman ef al. 1988, Marner ef al. 1991, Alencar ef al. 1996, Rossini ef al.
1996), ésteres (Corthout ez al. 1992), polissacarideos (Pinto et al. 1995, Paula et al. 1998) e

proteinas (Joel ef al. 1978).
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Os efeitos alergénicos foram atribuidos a alguns compostos fendlicos existentes nos canais
resiniferos de parte das espécies de Anacardiaceae. O contposto fendlico toxico mais comum nesta
familia ¢ o urochiol, mas outros compostos como: cardol, cardanol e acidos anacardicos j& foram
encontrados em algumas espécies (Aguilar-Ortigoza ef al. 2003). Alguns destes compostos toxicos
também so potencialmente Gteis para o tratamento de cincer e de doengas de pele e virais (Mitchell
1990).

Segundo Metcalfe & Chalk (1983), a secre¢dio dos canais de Anacardiaceae é quimicamente
diversa ¢ os canais de algumas espécies jé foram considerados laticiferos (Venning 1948, Metcalfe
& Chalk 1983, Luo & Xu 1984).

Os canais de 6rgios vegetativos de Anacardiaceae podem produzir: resina, goma-resina,
goma ou latex. A partir dos trabathos de Fahn & Evert (1974), Joel & Fahn (1980 a, b), Nair et al.
(1983), Bhatt & Mohan Ram (1992) e Vassilyev (2000), pode-se dizer que os canais secretores em
algumas espécies desta familia apresentam exsudato de natureza heterogénea, constituido por uma
fragdo lipofilica e uma hidrofilica (polissacarideos e proteinas); esta secregio heterogénea é
denominada de goma-resina por alguns autores. Canais de outras espécies de Anacardiaceae foram
relatados como resiniferos por Morretes (1967), Paula & Alves (1973), Gibson (1981) e Sawidis er
al. (2000) e como gomosos, em Lannea coromandelica (Houtt.) Merr. (Venkaiah 1992).

Idioblastos sfo células secretoras classificadas de acordo com as substncias que secretam,
embora células que contém uma mistura de diferentes substéncias também existam (Fahn 1990).
Estas estruturas tém significado taxonémico importante (Metcalfe & Chalk 1983, Baas & Gregory
1985). Idioblastos taniferos foram descritos para os Orglos vegetativos de varias espécies de
Anacardiaceae (Paviani 1965, Szabé 1971, Paula & Alves 1973, Gibson 1981, Metcalfe & Chalk
1983, Naranjo & Pernia 1990). Segundo Fahn (1990), existem células contendo substincias que

ainda néo foram identificadas em Anacardiaceae.
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O objetivo deste trabalho é localizar ¢ caracterizar anatomicamente 0s canais ¢ idioblastos
secretores presentes nos apices caulinares de Anacardium humile St.Hil., Lithraea molleoides (Vell.)
Engl., Spondias dulcis G.Forst. e Tapirira guianensis Aubl. e evidenciar as principais classes de
substancias que compdem o exsudato destas estruturas secretoras por meio do estudo histoquimico.

Material e Métodos
Material

Apices caulinares com primérdios foliares medindo até 0,5 mm e folhas jovens medindo aié
0,8 mm de comprimento de Anacardivum humile StHil., Lithraea molleoides (Vell.) Engl. e Tapirira
guianensis Aubl. foram coletados em trés areas de cerrado do estado de Sdo Paulo (SP): Reserva
Biologica e Estagio Experimental de Moji-Guagu, Fazenda Palmeira da Setra em Pratania e distrito
de Rubidio Janior em Botucatu. Os épices vegetativos de Spondias dulcis G.Forst. foram coletados
em um fragmento florestal na Fazenda Santa Eliza (Campinas) (SP). Os épices foram obtidos de
individuos masculinos e femininos de T. guianensis e L. molleoides e de individuos femininos de S.
dulcis. As coletas foram realizadas de setembro de 2002 a dezembro de 2005. Os materiais
testemunha foram herborizados e serdo incorporados ao Herbario UEC: A. Aumile StHil.: BRASIL,
SA0 PAULO, Botucatu, 14-IX-2004, A. Lacchia 13; Moji Guagu, 09-IX-2003, 4. Lacchia &, 06-X-
2004, A. Lacchia, 18, 19, 20, 21; L. molleoides (Vell.). Engl.: BRASIL, SA0 PAULO, Botucatu, 16-
VIII-2004, A. Lacchia 11,12; Pratnia, 14-1X-2004, A. Lacchia 14, 15, 16, 17; S. duldcis G. Forst.:
BRASIL, SA0 PAULO, Campinas, 15-11-2005, 4. Lacchia 20, 21, 22; T. guianensis Aubl.: BRASIL,
SA0 PAULO, Moji Guagu, 09-X1-2002, 4. Lacchia 4, 01-V-2003, 4. Lacchia 7, Praténia, 03-IX-
2002, A. Lacchia 1, 23-IX-2002, A. Lacchia 2, 13-X-2002, A. Lacchia 3, 18-I1-2004, A. Lacchia 10.
O material botanico foi identificado pelo professor Jorge Tamashiro, da Universidade Estadual de
Campinas.

Métodos
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Os apices caulinares das quatro espécies supracitadas foram fixados em FAA (formaldeido,
acido acético, etanol 50%; 1:1:18 v/v) por 24 horas (Johansen 1940) ¢ em FNT {Tampao fosfato,
formalina; 9:1 v/v) por 48 horas (Lillie 1965). Apés esses periodos, alguns materiais foram
desidratados em série butilica e incluidos em “Paraplast” e outros desidratados em série etilica e
incluidos em resina pléastica (Historesin Leica), seguindo-se a técnica de Gerrits & Smid {1983).
Apos a inclusdo, os materiais foram seccionados transversalmente e longitudinalmente com 12 a 14
Im de espessura em micrét_omo rotativo (Microm HM340E).

Para o estudo estrutural, as secgdes foram coradas com a tripla coloragio de Flemming
(safranina 1% em etanol 50%, violeta cristal 1% e laranja G 1% em 6leo de cravo; Johansen 1940),
com safranina 1% em etanol 50% e azul de astra 1% (Gerlach 1984) ou com azul de toluidina (Feder
& O’Brien 1968). Todas as 1dminas foram montadas em resina sintética {Permount).

Materiais frescos e fixados em FAA foram utilizados para os testes histoquimicos que
evidenciam polissacarideos totais e compostos fendlicos hidrossoliveis € materiais frescos e fixados
em FNT, para os testes que evidenciam substancias lipofilicas. Os tratamentos realizados em todas
as espécies foram: vermelho de ruténio para deteccdo de mucilagens acidas (Gregory & Baas 1989),
acido tanico e cloreto férrico para mucilagem (Pizzolato & Lillie 1973); reagiio PAS (Periodic-Acid-
Schiff's reagent; pararosanilina, CI 42510) para polissacarideos totais (Jensen 1962), preto de Suddo
B (CI 26150) e vermetho de Sudéo IV para lipidios totais (Pearse 1985), sulfato azul do Nilo (CI
51180) para lipidios acidos ¢ neutros (Cain 1947), acetato de cobre e 4cido rubeanico para acidos
graxos (Ganter & Jollés 1969, 1970) e cloreto férrico para compostos fendlicos (Johansen 1940). O
reagente de Nadi para oleos essenciais e oleorresinas (David & Carde, 1964) nzo foi aplicado em
material fresco € fixado de L. molleoides (aroeira) devido a grande toxicidade de seus compostos. O
teste com dicromato de potassio para detecgfio de compostos fendlicos (Gabe 1968) foi realizado
apenas em L. molleoides ¢ T. guianensis ¢ 0 azul de alcifio para deteccfo de mucopolissacarideos

acidos (Pearse 1986) somente em S. dudcis e T. guianensis. Tricloreto de antiménio para detecgdio de
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esterdides (Mace ef al. 1974), reagente de Wagner para alcaldides (Furr & Mahlberg 1981) e

vermelho neutro (em luz ultravioleta) para lipidios (Kirk 1970) foram aplicados apenas em T.
guianensis.

Apices caulinares frescos de A. humile e de S. dulcis foram observados em autofluorescéncia
em luz azul e em luz ultravioleta.

Para o controle dos testes que detectam substdncias lipofilicas, o material botanico foi
colocado em solucio composta por metanol/cloroférmio/dgua/HCL (66:33: 4:1 v/v; High 1984) por
48 horas. Apbs este periodo, o material foi fixado em FNT e posteriormente tratado com 0s
reagentes e corantes j4 mencionados. Os controles dos testes para substancias hidrofilicas foram
realizados conforme as respectivas técnicas.

A coloragio do exsudato do lume dos canais, das células epiteliais e dos idioblastos foi
observada em material fresco e em material fixado em FAA e FNT, sem tratamento, para uma
correta avaliagfo dos testes histoquimicos.

As fotomicrografias foram realizadas em microscdpio (Olympus BX51), utilizando-se filme
Kodak Pro Image ASA 100 ¢ as escalas das figuras obtidas por meio de ldmina micrométrica
fotografada nas mesmas condigBes dpticas das demais ilustragGes.

Resultados
Anatomia e distribuicdo dos canais secretores (figurasl-23)

Os canais secretores ocorrem associados ao floema priméario € na medula dos primérdios
caulinares e foliares e das folhas jovens de A. humile (figuras 1-2), S. dulcis (figuras 13-14) e T.
guianensis (figuras 18-19). Apenas canais associados ao floema foram encontrados nos primordios
caulinares e foliares de L. molleoides (figuras 6-8).

A formagfio dos canais secretores associados ao floema e a fase secretora iniciam-se muito

cedo, antes mesmo da diferenciagio dos elementos do protofloema e do protoxilema. Os canais
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medulares sdo formados mais tardiamente e s sio observados em primérdios foliares mais
desenvolvidos.

Os canais secretores encontrados nas quatro espécies estudadas sdo constituidos por epitélio
umisseriado (figuras 3, 4, 9-11, 15-17, 23). As células epiteliais apresentam modificacdes
morfologicas ao longo de seu desenvolvimento; inicialmente sdo arredondadas, devido & expansio
da parede periclinal voltada para o lume (figuras 9-10) e, posteriormente, apresentam aspecto
retangular a ciibico com paredes periclinais retas (figuras 3-4, 11, 17). Em um mesmo estadio de
desenvolvimento do canal, as células epiteliais podem estar em uma mesma fase secretora ou em
fases diferentes (figura 23).

As celulas epiteliais dos canais secretores sfo circundadas por uma a duas camadas de
células que constituem a bainha do canal ou camada de células de cobertura (figuras 15, 23);
algumas células desta bainha podem ser idioblastos (figura 23).

Anatomia e distribuigfio dos idioblastos secretores

Os idioblastos secretores sdo encontrados nos primérdios caulinares, foliares ¢ nas folhas
jovens das quatro espécies estudadas. Eles estdo presentes no cortex (figuras 1-2, 14, 19-20),
associados aos canais do floema (figuras 3, 7-9, 17, 21) € na medula (figuras 2, 7-8, 12-14, 19). Os
idioblastos associados aos canais possuem dimensSes menores que as células parenquiméticas
adjacentes e os demais idioblastos possuem o mesmo tamanho ou sio majores que estas células.

Nos primérdios foliares de A. humile, os primeiros idioblastos comegam a surgir na porcio
cortical (figuras 2, 5) e, 4 medida que o primdrdio se desenvolve, eles sdo encontrados ao redor dos
canais € na porgdo medular (figura 2), caracterizando uma diferenciagfio centripeta. Qs idioblastos
também apresentam diferenciagfio acrdpeta nos primoérdios foliares e caulinares.

Histoquimica da secrecdo dos canais (figuras 24-59)
Parte da secre¢@io dos canais associados ao floema de 4. humile, L. molleoides e S.

dulcis € exsudada em forma de gotas que se unem, formando uma fase bastante densa ¢ lipofilica
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(figuras 9, 16, 24, 36-38); a outra parte € mais fluida, hidrofilica, e nfio apresenta gotas (figuras 9,

11, 17, 30, 42). Em T. guianensis, parte da secregiio € em forma de gotas, que ficam dispersas em
uma fase mais fluida; esta observagio é mais freqliente em material fresco e em material fixado ¢
incluido em resina plastica. Os canais medulares de 4. humile, S. dulcis e T. guianensis possuem
secrecdo de aspecto homogéneo ¢ fluido (figuras 16, 22, 33). A fase lipofilica do exsudato dos
canais de L. molleoides fica muito escura no material incluido em parafina (figura 37), dificultando a
interpretaciio do resultado de alguns testes histoquimicos realizados neste meio de inclusio.

No material fixado, a fase mais densa da secrecio contida no lume do canal associado ao
floema de A. humile, L. molleoides e S. dulcis apresenta cor amarela (figuras 9, 16, 24, 36, 38 ea
outra fase & incolor (figuras 30, 41). Em 7. guianensis, tanto em material fresco quanto em fixado, a
secrecio contida no lume do canal é incolor. Nas quatro espécies, as clulas epiteliais destas
glandulas variam de incolor a amarela clara (figuras 24, 30, 36, 41). A secregdo do canal medular de
A humile & incolor no matetial fixado em FAA (figura 33) e a de S. dulcis é amarela no material
fresco e no fixado (figura 51). Em 7. guianensis, a secre¢iio do canal medular é amarela em material
fresco e em fixado. A autofluorescéncia da secreciio dos canais do floema de A. humile e de S. dulcis
em luz azul e ultra-violeta detectou a presenca de compostos fendlicos (figuras 25-26, 45-46).

Acidos graxos, 6leos essenciais, compostos fenolicos e mucilagem estéo presentes na
secrecio do Tume dos canais associados ao floema de 4. Aumile ¢ S. dulcis. O exsudato dos canais
medulares destas duas espécies é constituido apenas por mucilagem. Em L. molleoides, lipidios
neutros, compostos fendlicos e mucilagens sfo substincias constituintes da secre¢iio dos canais.
Lipidios, éleos essenciais e mucilagens estio presentes na secregdo do lume dos canais associados
ao floema em T, guianensis. A secregdo dos canais medulares é constituida por substancias
lipofilicas e mucilaginosas. Os resultados dos testes histoquimicos estfio sumarizados nas tabelas 1 e
2.

Histoquimica dos idioblastos secretores (figuras 60-71 e 29, 37, 39, 47, 49, 50, 55)
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No matertal fresco, os idioblastos associados ao floema nfio possuem coloragdo; no material
fixado em FNT, os idioblastos corticais possuem cor que varia de marrom muito claro 3 marrom
escuro ¢ a maior parte dos idioblastos associados aos canais estd sem contetido. Em material fixado
pelo FAA, a secre¢io dos idioblastos corticais e medulares possui coloracio amarelada (figura 29) e
novamente a secre¢do dos idioblastos junto aos canais dificilmente é preservada.

Oleos essenciais e compostos fenolicos hidrossolitveis foram identificados na secre¢do dos
idioblastos corticais mais préximos a epiderme dos primérdios foliares menores; 4cidos raxos,
6leos essenciais € compostos fendlicos hidrossoliiveis estdo presentes na secrecio dos idioblastos
corticais subepidérmicos dos primérdios foliares maiores € em todos os demais idioblastos corticais
¢ medulares tanto dos primérdios foliares quanto dos caulinares ¢ das folhas jovens. Os idioblastos
associados aos canais do floema comumente contém Gleos essenciais; a presenca de 4cidos graxos e
compostos fendlicos ¢ rara. O resultado dos testes histoquimicos estd sumarizado na tabela 3.

Em L. moleoides, S. dulcis ¢ T. guianensis somente a secrecio dos idioblastos associados aos
canais foi analisada. Em material fresco, a secre¢do dos idioblastos das trés espécies varia de incolor
a amarela clara; no material fixado ela ¢ amarela (figura 62). A secreciio dos idioblastos de 7.
mollevides reage positivamente para dcidos graxos e compostos fendlicos hidrossoliveis; e de S,
dulcis e T. guianensis, para dleos essenciais, acidos graxos e compostos fenélicos hidrossolaveis. O

resultado dos testes histoquimicos estd sumarizado na tabela 3.

Discussiio
Canais secretores
A localizagho dos canais secretores dos orgios vegetativos de Anacardium humile St.Hil.,
Lithraea molleoides (Vell.) Engl., Spondias dulcis G. Forst. e Tapirira guianensis Aubl. segue o

padrdo das espécies de Anacardiaceae; nesta familia, os canais estdio sempre associados aos feixes
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vasculares, mais especificamente ao floema, ¢ podem tambem estar presentes na medula e cortex
(Tabela 4). Nas espécies estudadas € em Rhus toxicodendron L. (Vassilyev 2000), os canais
secretores do floema iniciam sua formagdo e ja estio em fasc secretora antes mesmo da
diferenciaciio do protofloema. Os canais medulares de 4. humile, S. dulcis e T. guianensis iniciam
seu desenvolvimento mais tardiamente que os canais do floema, como observado também por
Harada (1937), em Rhus succedanea L.

Segundo a literatura, os canais secretores de érglios vegetativos de Anacardiaceae podem
produzir 1atex, resina, goma, goma-resina ou 6leo resina (Tabela 4).

Muita confusio ainda existe sobre o termo resina e antes de identificar a secregio dos canais,
deve-se esclarecer o conceito desta substancia, pois ha algumas diferengas em relagio ao conceito de
resina. Segundo Dell & McComb (1978), ela é uma mistura de compostos, incluindo flavondides,
terpendides e substancias gordurosas; entretanto, para Langenhiem (1990), resinas sdo misturas de
terpendides ou compostos fendlicos que pedem ser produzidas em ductos ou superficies
especializadas € que em contato com o ar, endurecem. Este mesmo autor define o que chama de
“resina terpendide” como uma mistura de terpenos volateis e ndo volateis, & qual podem ser
adicionados alguns constituintes, como alcoois, aldeidos, ésteres e substéncias neutras amorfas.

Para Fahn (1979), resina é uma mistura de terpenos volateis e nfio volateis; este mesmo
autor, relatou que outras substincias podem também ser secretadas com os terpenos, embora ndo as
tenha especificado. Em estudos com Mangifera indica L., Joel & Fahn (1980 a, b) designaram os
canais do 4pice vegetativo e do fruto de resiniferos; nestes canais, a secregdo é composta por
terpenos, fenéis, proteinas e carboidratos. Apesar de néo especificarem quais substincias podem ser
secretadas em adigdo aos terpenos, provavelmente em seus conceitos, estejam incluidos os
polissacarideos, os fendis e as protefnas, motivo pelo qual eles chamam esta mistura de resina.
Qutros autores, quando verificam a presenga de polissacarideos e terpenos em uma mesma secre¢io,

a denominam de goma-resina (Bhatt & Mohan Ram 1992, Nair ef al. 1983).
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Ha ainda autores que mencionam canais ou cavidades secretoras de oleorresina (Paula &
Alves 1973, Paula & Heringer 1978). Fahn (1979) diz que Oleos essenciais contém terpenos volateis
de baixo peso molecular; para Dell & McComb (1978), dleos essenciais sio terpendides que contém
mono-, hemi-, sesqui ¢ diterpenos, mas também podem conter outras substincias como ésteres
aromaticos € compostos fendlicos. Se considerarmos resina como uma mistura de terpenos volateis e
ndo volateis, ndo ¢ necessdria a utilizagdo do termo oleorresina, pois estd implicito no conceito que a
resina pode conter terpenos voldteis (dleos essenciais).

Qutros autores ja denominaram os canais das Anacardiaceae de canais laticiferos (Venning
1948, Luo & Xu 1984), talvez devido a heterogeneidade da secregfio. O termo litex & caracterizado
por Fahn (1990) como uma suspensfio ou, em certos casos, uma emulsdo de muitas particulas
pequenas em um liquido com indice de refracio diferente, que ocorre ou em séries de células ou em
uma Unica célula alongada; estas duas estruturas especializadas recebem a denominacfio de
laticiferos. Ainda para este autor, o latex pode ser constituido por diversas substancias que diferem
em relagdo as espécies; dentre estas, podem ser citadas: particulas de borracha, ceras, resinas,
proteinas, dleos essenciais, mucilagens, grios de amido, taninos e alcaldides. Se considerarmos o
conceito amplo de resina (mistura de terpenos volateis e nfio volateis, fendis, polissacarideos e
proteinas) e a heterogeneidade da composicio da secrecio ji encontrada nos canais de
Anacardiaceae, podemos notar uma semelhanga na composi¢do entre o latex produzido em espécies
de outras familias e a resina secretada pelas Anacardiaceae. Mas, como o conceito de latex também
esta associado a estrutura que o produz (séries de células ou uma tmica célula; Fahn 1979), seria
melhor expandirmos o termo resina a chamarmos os canais presentes em Anacardiaceae de canais
laticiferos. Além disso, atualmente, o latex estd sendo considerado o protoplasto do laticifero
(Demarco et al. 2006) ¢ nfo pode ser confundido com uma secre¢do presente no lume de um canal
(espaco intercelular). Devido a estas dificuldades na interpretaciio da nomenclatura das substéncias

dos canais em Anacardiaceae, propomos dois novos termos: resina stricto sensu e resina lato sensu.
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O termo resina stricto sensu refere-se as resinas compostas apenas por terpenos volateis ¢ ndo
volateis € o termo resina lafo sensu refere-se 3s resinas compostas por terpenos voldteis ¢ ndo
volateis e outras substancias diversas, como polissacarideos, proteinas e compostos fenolicos.

Os canais associados ao floema de 4. humile, L. molleoides, S. dulcis € T. guianensis t€m
secreciio heterogénea. Fahn & Evert (1974) também observaram o mesmo fato em canais do floema
de Rhus glabra L. Em Rhus toxicodendron L., os canais associados ao floema apresentam exsudato
heterogéneo, produzido em diferentes fases de secregdo (Vassilyev 2000). Nas espécies estudadas,
ndo é possivel inferir se estes canais possuem fases de secregdo distintas ou uma unica fase em que
secretariam substéncias quimicamente diversas.

Secregdes quimicamente distintas estio presentes nos canais das espécies investigadas. Nos
canais medulares de 4. humile e S. dulcis s6 h4 mucilagem e nos canais associados ao floema de 4.
humile, L. molleoides, S. dulcis e T. guianensis, bem como no canal medular de T. guianensis a
secrecio ¢ heterogénea composta por lipidios e compostos fendlicos.

Utilizando os novos termos propostos, os canais associados ao floema das quatro espécies e
os canais medulares de T, guianensis sio resiniferos ({ato sensu), enquanto os canais da medula de
A. humile e S. dulcis sio mucilaginosos. A presenca de canais em um mesmo 6rglo de uma mesma
espécie produzindo secre¢des quimicamente distintas estd sendo descrita pela primeira vez na
literatura.

Os resultados obtidos para a secregio dos canais do floema de L. molleoides, através dos
testes histoquimicos, corroboram com os resultados obtidos para a secrecfio destes mesmos canais
por Carmello et al. (1995), por meio de testes histoquimicos sem material controle. Porém, para a
composigio da secrecdo dos canais de S. dulcis ha muitas contradigdes entre os testes histoquimicos
realizados neste trabatho e os testes histoquimicos realizados por Sant’Anna-Santos et al. (2006)
para esta mesma espécie. Estes autores nfo diferenciaram os canais do floema dos canais medulares,

quanto as substincias que compdem as suas secregOes, desta forma, infere-se que estes autores nao
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tenham conseguido notar tal diferenca; estes ainda relatam que nfio foi possivel detectar a presenca
de lipidios neutros (resultado positivo rosa) na secregio dos canais pelo sulfato azul do Nilo e
sugerem que a coloragho obtida na secrecdo (resultado positivo azul) pode indicar a presenca de
lipidios 4cidos ou de compostos basofilos; em nosso trabalho, através da metodologia descrita por
Cain (1947), mesma metodologia utilizada por estes autores, conseguiu-se detectar a presenca de
lipidios neutros na secregdo dos canais associados ao floema. Ainda segundo Sant’Anna-Santos ef
al. (2006), nfo foi possivel a detecgdo de polissacarideos pela reagio PAS na secregio do lume dos
canais; neste trabatho, polissacarideos foram encontrados tanto no lume dos canais associados ao
floema quanto no lume dos canais medulares pela mesma reacio.

Estudos quimicos do exsudato dos canais de Anacardiaceae sdo abundantes na literatura;
entretanto, a maioria destes trabalhos analisa apenas uma classe de substancias presente na secrecio,
néo caracterizando todos os seus componentes (Rao ef al. 1973, Gross ef al. 1975, Corbett & Billets
1975, Joel et al. 1978, Monaco et al. 1982, Adawadkar & El Soli 1983, Yalpani & Tyman 1983, Du
et al. 1984, Bestman ef al. 1988, Marner et al. 1991, Corthout ef al. 1992, Pinto et al. 1995, Alencar
et al. 1996, Rossini et al. 1996, Oelrichs et al. 1997, Paula et al. 1998). Aliado a isto, existe apenas
um estudo histoquimico (Sant’ Anna-Santos ef al. 2006) e poucos trabalhos em que alguns corantes e
reagentes foram utilizados para a detecgéio dos compostos do exsudato dos canais, sem controle
especifico para tais substincias (Paula & Alves 1973, Fahn & Evert 1974, Paula & Heringer 1978,
Joel & Fahn 1980 a, b, Carmello et al. 1995, Vassilyev 2000). Ha ainda alguns autores que
identificam os canais como resiniferos sem terem realizado nenhum estudo quimico ou histoquimico
que comprove a natureza de sua secre¢8o. Todos este fatos descritos dificultam a tentativa de
comparacdes entre as espécies no que diz respeito a secre¢io dos canais.

Verificou-se que T. guianensis € S. dulcis, pertencentes a uma mesma tribo (Spondiadeae),
apresentam diferengas em relagfio aos compostos dos canais dos 6rgios vegetativos. Os exsudatos

dos canais do floema ¢ da medula de T. guianensis sio semelhantes, sendo constituidos por
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substancias lipidicas e mucilaginosas; mas em S. dulcis, estes sdo quimicamente distintos:
predominantemente lipidicos nos associados ao floema e exclusivamente mucilaginosos nos
medulares. Em A. humile pertencente a tribo (Anacardieae), os canais associados ao floema e
medulares também possuem secregdo quimicamente distinta. Desta forma, a especializagdo dos
canais na produgdio de secregdes quimicamente distintas parece ser uma caracteristica variavel para
as tribos definidas por Engler (1892) e ndo restrita a um determinado taxon.

A presenca de canais produzindo exsudatos diferentes em um mesmo 6rgio em A. humile e
S. dulcis deixa clara a importincia dos testes histoquimicos para esta familia, pois a metodologia
utilizada nos estudos quimicos analisa apenas a ocorréncia de substdncias e ndo o seu sitio de
produgdo; portanto, néio detectariam a ocorréncia de canais que produzem exsudatos quimicamente
distintos em um mesmo Orgio.

Fungdes das resinas

As resinas sdo sintetizadas em quantidades significativas por cerca de 10% das familias
existentes. Embora resinas produzidas por estruturas secretoras internas sejam muito comuns, &
muito dificil realizar experimentos sobre os efeitos de sua ocorréncia nas plantas (Dell & McComb
1978).

Langenheim (1990) sugeriu que a complexa mistura de substincias presentes nas resinas faz
destas um versatil componente defensivo para as plantas; os compostos individuais tém o potencial
para serem toxicos ou dissuasivos em véarias concentragles e as fragbes volatets inflaenciam a
viscosidade da resina e, portanto, o potencial de envolver os organismos que atacam as plantas.
Ainda segundo este autor, os diterpenéides, que facilmente polimerizam, podem rapidamente selar
os ferimentos das plantas, impedindo invasGes microbianas.

Para Joel (1980), o fato de que certas resinas sfo venenosas para os seres humanos (tais

como a resina de R. foxicodendron) combinado com diferencas de densidade dos ductos entre

()
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como mecanismo de defesa contra o ataque de pragas. Em frutos de Mangifera indica L., Joel
(1980) relatou uma significativa correlagfio entre a resisténcia do fruto ¢ os vérios caracteres do
sistema de ductos presente nos mesmos. Nestes frutos, os ductos resiniferos conferem protegiio
contra 0 movimento vertical de insetos ovopositores € contra 0 movimento das larvas de diferentes
tipos de pragas no exocarpo (Joel 1980).

A variagdo na concentragho dos compostos € uma propriedade defensiva particularmente
importante das resinas, pois insetos sdo capazes de se adaptar a qualquer composto simples e, de
fato, algumas espécies podem utilizd-lo como um atrativo para o acasalamento ou seqiiestrar
substincias para usar em sua propria defesa (Langenheim 1990).

Segundo Farrell et al. (1991), as plantas produtoras de latex e resina tém sido mais bem
sucedidas que os grupos relacionados que ndo os produzem; para estes autores, a presenca do latex e
da resina esté relacionada com o sucesso das plantas no ambiente.

Idioblastos

Idioblastos secrctores estdo presentes em Orgdos vegetativos de muitas espécies de
Anacardiaceae (Tabela 5). Nos orgdos vegetativos, os idioblastos podem ser encontrados no cortex,
medula e associados aos canais secretores (no floema); em A. humile, L. molleoides, S. dulcis e T.
guianensis, estas células seguem este padrio de distribui¢io da familia.

Embora Fahn (1979) se refira a numerosas investigacdes dos idioblastos secretores, ele
propds que muitos problemas relacionados a estrutura e fungfio destas células permanecem sem
solucdo.

Idioblastos sdo caracterizados como taniferos para muitas espécies de Anacardiaceae (Tabela
5), mas em muitas destas, nenhum teste histoquimico foi realizado para comprovar a presenca de
tanino. Desta forma, muitos idioblastos podem ter sido erronecamente identificados. Por meio do
estudo histoquimico dos &pices vegetativos de 4. humile, L. mollecides S. dulcis ¢ T. guianensis,

idioblastos contendo secregfo heterogénea (acidos graxos, 6leos essenciais € compostos fendlicos)
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estio sendo descritos pela primeira vez nesta familia. Devido a heterogeneidade da secregho
encontrada nos idioblastos das espécies estudadas, pode-se dizer que estas células produzem resina
(lato sensu). Idioblastos resiniferos j& foram descritos para muitas familias, mas n#o para
Anacardiaceae (Metcalfe & Chalk 1983). De acordo com a composigdo da secregio destes
idioblastos, provavelmente sua fungfio seja a mesma atribuida & secregdo dos canais. Além dessa
fungHo, os idioblastos podem também ser responsaveis pelos efeitos alergénicos causados por
espécies desta familia, pois compostos fendlicos, que sio as principais substincias toxicas de
Anacardiaceae, sdo encontrados em abundéncia nos idioblastos e muitas vezes néo estdo presentes

na secre¢do dos canais como em 7. guianensis.
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Tabela 2. Testes histoquimicos dos canais secretores dos apices vegetativos de Tapirira guianensis

Aubl.
Tratamentos Substancia a ser Cor Canais Canais
evidenciada (resultado posiiivo) (floema) (medula)
ce lume (v lume

(Fig.) (Fig) (Fig.) (Fig)
vermelha neutro lipidios totais amarelo - + (54) - NO
preto de Suddo B lipidios totais azul a preto - + - + (7
vermelho de Suddo lipidios totais laranja a vermelho - - - NO
sulfato azul do Nilo lipidios acidos azul +{35) + (48) + +
sulfato azul do Nilo lipidios neutros T0sa - - - -
acetato de cobre e acidos graxos verde-escuro - - - -
ac.rubednico
reagenie de Nadi Oleos essenciais azul - + - NO
reagente de Wagner alcalodides vermelho - - - -
tricloreto de antimdnio esterdides vermelho alaranjado - - - -
dicromato de potéssio compostos fendlicos  castanho avermelhado - - - -
cloreto férrico (FNT) compostos fenélicos marrom a preto - - - -
cloreto férrico (FAA) compostos fenolicos marrom a preto - - - -
sulfato ferroso em compaostos fenodlicos marrom a preto - - - -
formalina
azul de Alcido mucopolissacarideos azl - - - -

acidos

reagdo PAS polissacarideos totais rosa a vermelho - + - +
acido tanico e cloreto mucilagens preto - + - +(59)
térrico
vermetho de ruténio mucilagens acidas rosa a vermelho + (56) - + (58}

ce=célula epitelial, ( )=figura, +=positivo, -=negativo, NO= secre¢éio ndo observada
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Tabela 4. Distribuiciio e secregiio de canais em 6rglos vegetativos de Anacardiaceae.

Espécies Canais Canais Canais Canais secregho
(caule) (folha) (peciolo) (raiz)

Anacardium humile {pc) floema 1° pf (floema 1°) resina (lato sensu)

(neste trabalho) (pc) medula pf (medula) mucilagem

Anacardium nanum - floema 1° - - resina

{Morretes 1967)

Anacarvdium floema 1° - - - £Oma resina

occidentale

(Nair et al. 1983)

Anacardium - {n¢) = floema 1° floema 1° & -

occidentale ¢ medula medula

“cavidades”

(Tortres & Jauregui,

1999)

Anacardium floema 1°,2°,  (nc) = floema 1° floema 1° - resina

spruceantin cortex e medula

(Paula & Alves 1973) lenho (bolsas)

Cotinus coggyegria fioema 1° - - - polifenol/ balsamo

{Szabdé 1971) (&pices) natural

Lannea coromandelica floema 1° - - - goma

{(Venkaiah 1992)

Lithraea molleoides floema 1° floema 1° - - Lipidios, pectinas,

(Carmello et al. 1995)

Lithraea molleoides
{neste trabalho)
Mangifera indica
(Venning 1948)

(pc) floema 1°

floema 1° e
medula

pf (floema 1°}

polissacarideos e
compostos
fendlicos

resina ({ato sensu)

latex



Mangifera indica
{Tewfic & Habib 1977)
Mangifera indica

{(Joel & Fahn 1980 b)

Mangifera indica
“cavidades”

(Torres & Jauregui,
1959)

Pachyvcormus

discofor

(Gibson 1981)
Pistacia lentiscus
(Sawidis et ai. 2000)

Pleiogynium solandri
{Venning 1948}
Rhus glabra

(Fahn & Evert 1974)

Rhus succedanea
(Harada 1937)

Rhus toxicodendron
(Vassilyev 2000)

Rhus verniciflua

(Luo & Xu 1984)
Schinus lentiscifoliuy
(Paviani 1965)

Schinus molfle

(Paviani 1963)

Schinus polygamus
(Paviani 1965)

Schinus terebinthifolius
(Venning 1948)
Schinus terebinthifolius
(Paviani 1965)

Schinus terebinthifolius
(variedade)

{Paviani 1965)

Semecarpus
anacardim

{Bhatt & Mohan Ram
1992)

floema 1°,2° ¢
medula

floema 1°

Apices

floema 1° e 2°

floema 1° e 2°

floema 17 e
medula

floema 2°

floema 1°, 2% ¢
medula
floema 1° e 2°
floema 2°
floema 1°
floema 1° ¢ 2°
floema 1°
floema [° ¢
medula

floema 1° ¢ 2°

floema 1° e 2°

floema 1°

{nc) = floema 1°
e medula

(nc) = floema 1°
e medula

floema 1°

(nc){pl) =

floema 1°
(pf) = mesofile
(nm) = floemsa 1°

(nc) = floema 1°¢

{nc), (m}
(nc), (m)

(nc), ()

{nc), {m)

floema 1°

{floema 1°)

floema 1° e
medula

floema 1°
floema 1°

floema 1°

floema 1°e
medula

floema 1°

floema 1° e 2°

floema {° e 2°

floema 2°

floema
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resina {terpenos,
fendis, proteinas e
carboidratos)

resina

resina

latex

lipidios
polissacarideos

gotas de lipidios
(células epiteliais)
resina

glicoproteinas ¢
terpenos

latex

latex

goma-resina
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Spondia dulcis floema 1° ¢ - - - latex
(Venning 1948) medula

Spondias dulcis - floema 1°e goma-resina
(Sant’ Anna-Santos ef medula

al. 2006)

Spondias dulcis (pc) floema 1° (pf) floema 1° - - resina (senso lato)
(neste trabalho) (pc) medula (pt) medula mucilagem
Spondias purpurea L. - (nc) = floema 1° floema 1° ¢ -

“cavidades” medula

{Torres & Jauregui

1999)

Spondias tuberasa - {ne), (ph) - -

(Sant’anna 1973)

Tupirira guainensis (pc} floema 1° (pf) floema 1° resina (senso lato)
(neste trabalho) (pc) medula (pf) medula resina (senso lato)
floema 1°, 2°, (nc)/ (nl)/ (nc) = floema 1°  floema 1° ¢ 2°  lipidios (floema 1°
cortex ¢ medula rq)/(ph) = e medula e cortex)
(Den Outer & van floema 1° ndo lipidios
Vaenendaal 1986) (floema 2° e
medula)

(nc) = nervura central, (nm) = nervuras maiores, (m) = mesofilo, (nl) = nervuras laterias, {rq) =
raque, (pl) = pecidlulo e (pf) = primordio foliar, (pc) = primérdio caulinar.
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Tabela 5. Distribuigdo ¢ secregfio de idioblastos em drgios vegetativos de Anacardiaceae.

Espécies Idioblastos associados 1dioblastos outros Idioblastos
aos canais {caule/folha) (secregdo)
{caule/folha)

Anacardium humile
{neste trabalho)
Anacardium humile
(Naranjo & Pernia 1990)
Anacardivm spriceanum
(Paula & Alves 1973)

Cotinus coggygria
(Szabd 1971)

Lithraea molleoides
{neste trabalho)
Pachycormus discalor
(Gibson 1981)

Pistacia lentiscus
(Sawidis et af. 2000)
Schinus lentiscifolius
(Paviani 1965)

Schinus molle

(Paviani 1965)

Schinus polvgamus
{Paviani 1963)

Schinus terebinthifolius
(Paviani 1963)

Schinus terebinthifolius
(varicdade)

(Paviani 1963)
Spondias dulcis

{Sant’ Anna-Santos ef a/.
2006)

Spandias dulcis
(neste trabalho)
Tapirira guainensis
(neste trabalho)

{av epigeos)
(p), (pe), (£)
{av) = hipdgeo
(c)
(If) = (nc)
(pf)

(pf), (pc), ()

(1f) = numerosos
(<) =bainha perimedular
{c) = bainha perimedular
(c) =no
(c) =no

(c) =bainha externa e interna
aos canais

(pc)

(pf), (pc), (1)

(ph), (pc), (£}

(pf), (pe), () = cortex e medula
(av) hipdgeos (escassos)

(c) = (pt), cortex e medula
{p) = medula
(1) = (pp}

{nc) = cortex

(pf) = (ed), (eb) e (h)
(pf), (pe), ()= cortex e medula

(pf) = (eb),(ed).{tc)
(p); (@
(16 -

(c) = (bainha) perimedular e
cortex

{c) = (bainha) perimedular e
cortex

(¢} (medula) = em grupos
{cortex)
{c) = medula {escassos) e(cortex)

{c) (bainha)} perimedular e cortical

(pc) = cortex

(pt), (pc), {fj)= cortex e medula

{pD), {pe), (fi)= cortex e medula

resinga (lato sensu)
taninos

taninos

taninos
resina (lato sersu)
taninos
compostos fendlicos
taninos
taninos
taninos
taninos

taninos

taninos

resina (lato sensi)

resina (Jato sensu)

(c) = caule, (If) = 1dmina foliar , (m) = mesofilo, (av) = &pice vegetativo, (pf) = primérdio foliar, (fj)
= folha jovem, (eb) = epiderme abaxial, (ed) = epiderme adaxial,(tc) = tecido parenquimatico
central, (p) = peciolo, (r) = raque, (h) = hipoderme, (nc) = nervura central.
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Figuras 1-5. Distribuigiio e estruiura dos canais e idioblastos secretores de Anacardium humile
St.Hil. Secgbes transversais. 1-2. Canais associados ao floema, canais medulares e idioblastos
corticais em primordios foliar e caulinar. 2. Idioblastos medulares em primérdios mais
desenvolvidos. 3. Canal associado ao floema com epitélio unisseriado composto por células de
paredes periclinais retas e idioblastos associados; notar secrecfio no lume do canal. 4. Canal medular
com epitélio unisseriado e idioblastos medulares. 5. Primordios foliares em inicio de

desenvolvimento com idioblastos corticais. Barras = 300um (1-2), 30pm (3-4), 7Spum (5).

Figuras 6-12. Distribuigdo ¢ estrutura dos canais e idioblastos secretores de Lithraea molleoides
(Vell.) Engl. Notar secregdo no lume dos canais. Secgbes transversais. 6-7. Primérdios foliares com
canais associados ao floema. 8. Primérdio caulinar com canais associados ao floema e idioblastos. 9-
11. Canais associados ao floema com epitélio unisseriado. 9. Células epiteliais com paredes
periclinais concavas e secrecio heterogénea no lume do canal. 10. Células epiteliais com paredes
distendidas. 11. Células epiteliais com paredes periclinais retas. 12. Idioblastos medulares no

primérdio caulinar. Barras = 300pm (6), 75pm (7-8), 30pm (9-12).

Figuras 13-17. Distribuigfio e estrutura dos canais e idioblastos secretores de Spondias dulcis
G.Forst. Notar secrecio no lume dos canais. 13. Seccdo longitudinal. 14-17. Secgdes transversais.
13. Primérdios foliares e caulinar com canais associados ao floema ¢ medulares. 14. Primérdio
caulinar com canais associados ao floema, canais medulares e idioblastbs. 15. Canal associado ao
floema com epitélio unisseriado e bainha de células parenquimaticas. 16. SecregOes distintas no
lume do canal associado ao floema e do canal medular. 17. Canal associado ao floema com epitélio
unisseriado, células epiteliais de paredes periclinais retas e idioblastos. Barras = 300um (13-14),

30pm (15-17).
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Figuras 18-23. Distribui¢io e estrutura dos canais e idioblastos secretores de T apirira guianensis
Aubl. Notar secregdo no lume dos canais 18, 21-22, Secges longitudinais. 19, 20, 23. SecgOes
transversais. 18. Primérdios foliares e caulinar com canais associados ao floema e canais medulares,
19. Primérdio caulinar com canais associados ao floema, canais medulares e idioblastos. 20-21.
Primérdios foliares com canais associados ao floema e idioblastos. 22-23. Canais medulares, 23.
Canal com epitélio unisseriado, bainha de células parenquimaéticas e idioblastos. Barras = 300um

(18), 150um (19-20), 75um (21-22), 30um (23).

Figuras 24-35. Testes histoquimicos e autofluorescéncia (25-26) em canais e idioblastos secretores
de Anacardium humile St.Hil. 24-35. SecgBes transversais. 24-32. Canais associados ao floema. 33-
35. Canais medulares. 24, 27, 28. Material fixado em FNT. 30-35. Material fixado em FAA. 25, 26,
29. Material fresco. 24, 30, 33. Material sem tratamento histoquimico. 235. Autofluorescéncia em luz
azul. 26. Autofluorescéncia em luz UV. 27. Teste com preto de Suddo B. 28. Teste com sulfato azul
do Nilo. 29. Teste com reagente de Nadi. 31. Reagfio PAS. 32. Teste com cloreto férrico. 34. Teste

com acido tanico e cloreto férrico. 35. Teste com vermelho de ruténio. Barras = 30 pm (24-35).

Figuras 36-47. Testes histoquimicos e autofluorescéncia em canais secretores associados ao floema
e idioblastos de Lithraea molleoides (Vell.) Engl. (36-44) e Spondias dulcis G.Forst. (45-47). 36-46.
Secgles transversais. 48. Secgfo longitudinal. 36-40 e 47. Material fixado em FNT. 41-44. Material
fixado em FAA. 45-46. Material fresco. 36, 38 e 41. Material sem tratamento histoquimico. 37.
Teste com preto de Suddo B. 39. Teste com sulfato azul do Nilo. 40, 44. Teste com cloreto férrico.
42. Reago PAS. 43, Teste com 4cido tinico e cloreto férrico. 45. Autofluorescéncia em luz azul. 46.

Autofluorescéncia em luz UV, Barras = 30 um (37-47), 75um (48).
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Figuras 48-59. Testes histoquimicos em canais e idioblastos secretores de Spondias dulcis G.Forst.
(48-53) ¢ Tapirira guianensis Aubl. (54-59). 48-50, 54-57. Canais associados ao floema. 51-53, 57-
59. Canais medulares. 48-51, 53-58. Secgles transversais. 52, 59. Seccdes longitudinais 48, 49, 55.
Material fixado em FNT. 52, 56, 58, 59. Material fixado em FAA. 50, 52, 53, 55, 57. Material
fresco. 48. Teste com vermelho de Suddio. 49, 55. teste com sulfato azul do Nilo. 50. Teste com
reagente de Nadi. 51. Material sem tratamento histoquimico. 52. Teste com Azul de alcido. 53.
Reagiio PAS. 54. Teste com vermelho neutro. 56, 58. Teste com vermelho de ruténio. 57. Teste com
preto de Sudio B. 59. Teste com 4cido tanico e loreto férrico. Barras = 30 pm (48-51, 53,56,58),

75um (52, 54,55, 59).

Figuras 60-71. Testes histoquimicos em idioblastos do dpice vegetativo de Anacardium humile
St.Hil. (60-66), Lithraea molleoides (Vell.) Engl. (67), Spondias dulcis G.Forst. (68) ¢ Tapirira
guianensis Aubl. (69-71) 60-66, 67-71. Secgdes transversais. 66. Seccio longitudinal. . 60, 67-71.
Idioblastos associados aos canais. 61-63. Idioblastos corticais. 64-66, Idioblastos medulares. 60-62,
65, 69-71. Material fresco. 62-64. Material fixado em FAA. 67. Material fixado em FNT. 62.
Material sem tratamento histoquimico. 61, 63, 64,71. Teste com cloreto férrico. 61, 65, 70. Teste
com reagente de Nadi. 66-67. Testes com acetato de cobre e dcido rubednico. 71. Teste com

dicromato de potassio. Barras = 75 pm (61-64, 71-72), 50pm (65-66), 150um {67), 30um (68-70).
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Resumo - (Canais resiniferos em flores e frutos de espécies de Anacardiaceae: anatomia,
distribui¢do e histoquimica). Anacardiaceae ¢ economicamente importante devido aos seus frutos e
sementes comestiveis, plantas produtoras de vemiz ¢ madeira valiosa e espécies utilizadas na
medicina popular. A principal caracteristica da familia é a presenca de canais secretores que sdo
encontrados tanto em orgios vegetativos como reprodutivos. Flores, frutos e o pedunculo dos frutos
de Anacardium humile St-Hil.,, tlores de Lithraea molleoides (Vell.) Engl., e flores ¢ frutos de
Tapirira guianensis Aubl. foram estudados a fim de caracterizar a anatomia, distribui¢do e
histoquimica da secreglio dos canais. Em A. humile, L. molleoides ¢ T. guianensis os canais estio
associados ao floema da pétala, sépala, receptaculo, pedicelo florais ¢ mesofilo ovariano; apenas no
pistilodio das flores estaminadas de L. molleoides € T. guianensis s&o encontrados alguns canais.
Canais também sfo encontrados no fruto e pedinculo de A. humile e no fruto de T. guianensis. Os
canais tém epitélio unisseriado; os florais de A. humile, 1. molleoides ¢ T. guianensis sio resiniferos
(lato sensu}, os do fruto e pedinculo de A. humile sdo resiniferos (stricto sensu) e 0s do fruto de T
guianensis sdo resiniferos {lato sensu).

Palavras-chave: Anacardiaceae, canais, resina, histoquimica.
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Introducio

Anacardiaceae é economicamente importante devido aos seus frutos e sementes comestiveis,
plantas produtoras de verniz e madeira valiosa e espécies utilizadas na medicina popular (Pell 2004).

Uma das caracteristicas de Anacardiaceae é a presenga de canais ou cavidades geralmente
associados ao floema (Metcalfe & Chalk 1950), que esta relacionada com a produgdo de substincias
de uso industrial, medicinal e com efeitos alergénicos (Pell 2004).

Os canais secretores tém considerivel importincia taxonémica e sdo caracteristicos de um
pequeno nimero de familias de dicotiledoneas (Metcalfe & Chalk 1983). Segundo Metcalfe &
Chalk (1983), a secregho dos canais de Anacardiaceae € quimicamente diversa,

Poucos sdo os estudos para a detecgio da natureza do exsudato, ou mesmo para a
investigacdio da estrutura ¢ do modo de formacfio dos canais ou cavidades presentes nos frutos e nas
flores. Os estudos sobre os canais ou cavidades secretoras nesta familia concentram-se nos érgéos
vegetativos. Os estudos e as comparagles entre os canais secretores em Orglos vegetativos e
reprodutivos sfo muito importantes , pois quando comparagdes foram feitas entre canais e cavidades
nestes Orgios, na maioria das vezes, foram encontradas diferengas, quer na composi¢io da secregéo
ou no modo de formagio dos canais. Joel e Fahn (1980) estudando os canais secretores presentes no
fruto de Mangifera indica L. puderam constatar que estes canais além de secretarem resina como
nos orgios vegetativos secretam também polissacarideos e proteina. Venning (1948) estudando
diferentes orgios desta mesma espécie pode constatar que nos apices os canais se formam de forma
esquizolisigena, nas flores e no pedicelo de forma lisigena ¢ nos frutos de forma esquizdgena.

Alguns trabalhos em Anacardiaceae relatam a presenca de canais nas flores femininas de
espécies desta familia (Harada 1937, Venning 1948, Lozano 1986, von Teichman 1987, von
Teichman & van Wyk 1994, 1996, Carmello-Guerreiro & Paoli 2000), mas apenas em Mangifera

indica descreve-se o tipo de secre¢io destes canais, referido neste caso como latex (Venning 1948).
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Nos frutos de Anacardiaceae, o sistema secretor, bastante desenvolvido é representado por
canais ou cavidades que ocupam quase todo o mesocarpo, o que levou Barroso ef al. (1991) a
denomind-fo de mesocarpo lacunar; canais também foram encontrados no exocarpo de Mangifera
indica (Joel & Fahn 1980).

Canais estdo descritos para os frutos de algumas espécies de Anacardiaceae (Harada 1937,
Lozano 1986, von Teichman, 1987, 1998, von Teichman & van Wyk, 1991, 1996, Pienaar & von
Teichman 1998, Carmello-Guerreiro & Paoli 2000, Carmello-Guerreiro & Paoli 2005) e cavidades
ja foram descritas para frutos de espécies do género Anacardium, para frutos de Protorhus
namagquensis Spraque e Schinus terebinthifolius Raddi (Paula & Alves 1973, Paula & Heringer
1978, von Teichman & van Wyk 1994, Machado & Carmello-Guerreiro 2001). Oleorresina foi
caracterizado como produto de secre¢fio das cavidades dos frutos de Anacardium curatellacfolium
St.Hil. (Paula & Heringer 1978) e Anacardium spruceanum Benth. ex Engl. (Paula & Alves 1973), ¢
resina como preduto de secrecdo dos canais do fruto de M. indica (Joel & Fahn 1980) e Spondias
mombin L. (Lozano 1986)

O objetivo deste trabalho é localizar e caracterizar anatomicamente oS canais secretores
presentes nas flores hermafroditas e estaminadas e nos frutos ¢ pedunculos de Anacardium humile
St.Hil.; nas flores pistiladas e estaminadas de Lithraea molleoides (Vell.) Engl e nas flores pistiladas
e estaminadas € nos frutos de Tapirira guianensis Aubl. além de caracterizar as principais classes de

substincias que compdem o exsudato destas estruturas secretoras.

Material e Métodos
Material
Flores estaminadas e¢ hermafroditas de Anacardium humile St.Hil,, flores pistiladas e

estaminadas de Lithraea molleoides (Vell.) Engl. e Tapirira guianensis Aubl. ¢ frutos de 4. humile ¢
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T. guianensis foram coletados em trés édreas de cerrado do estado de Sio Paulo (SP): Reserva
Bioldgica e Estagiio Experimental de Moji-Guagu, Fazenda Palmeira da Serra em Pratinia e distrito
de Rubifio Jinior em Botucatu. As coletas foram realizadas de setembro de 2002 a dezembro de
2005. Os materiais testemunha foram herborizados e serfio incorporados ao Herbario UEC: 4.
humile St.Hil.: BRASIL, SA0 PAULO, Botucaty, 14-1X-2004, 4. Lacchia 13; Moji Guagu, 09-1X-
2003, A. Lacchia 8; 06-X-2004, A. Lacchia, 18, 21; L. molleoides (Vell.). Engl.: BRASIL, SAO
PAULO, Botucatu, 16-VII-2004, A. Lacchia 11,12, Pratinia, 14-1X-2004, A. Lacchia 14, 15, 16, 17,
S dulcis G.Forst.. BRASIL, SA0 PauLo, Campinas, 15-11-2005, 4. Lacchia 20, 21, 22; T.
guianensis Aubl.: BRASIL, SA0 PAULO, Moji Guagu, 09-XI-2002, 4. Lacchia 4, 01-V-2003, A.
Lacchia 7; Pratania, 23-IX-2002, A. Lacchia 2, 18-111-2004, A. Lacchia 10.
Métodos

O material botdnico supracitado foi fixado em FAA (formaldeido, cido acético, etanol 50%;
1:1:18 v/v/v) por 24 horas (Johansen 1940) € em FNT (Tamp#o fosfato, formalina; 9:1 v/v) por 48
horas (Lillie 1965). Para o estudo estrutural, botdes florais, flores estaminadas e hermafroditas de 4.

humile, flores pistiladas de T. guianensis e L. molleoides em botio, pré-antese, antese e pos-antese &

flores estaminadas de L. molleoides e T. guianensis em antese foram isolados, desidratados em serie

butilica € incluidos em “Paraplast” e flores € frutos de 7. guianensis ¢ frutos de A. humile foram
desidratados em série etilica e incluidos em resina pléstica (Historesin Leica), seguindo-se a técnica
de Gerrits & Smid (1983). Apés a inclusdo, os materiais foram seccionados transversalmente e
longitudinalmente com 12 a 14 pm de espessura em micrétomo rotativo (Microm HM340E).

Para o estudo estrutural, os botSes ¢ as flores € de A. humile foram corados com a tripla
coloracio de Flemming (safranina 1% em etanol 50%, violeta cristal 1% e laranja G 1% em oleo de
cravo; Johansen 1940), os botbes ¢ as flores de L. molleoides e T. guianensis com safranina 1% em

etanol 50% e azul de astra 1% (Gerlach 1984) ¢ as flores € os frutos de T\ guianensis ¢ os frutos de
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A. humile com azul de toluidina (Feder & O’Brien 1968). Todas as ldminas foram montadas em
resina sintética (Permount)

Inflorescéncias com flores hermafroditas ¢ masculinas de 4. humile nos estadios de botio,
pré-antese, antese e pos-antese, flores femininas em antese de L. molleoides e flores femininas e
masculinas em antese de 7. guianensis foram utilizadas na aplicagdo de testes histoquimicos.
Apenas quatro testes histoquimicos foram aplicados nas flores de L. molleoides devido a pequena
quantidade de flores obtidas dos individuos desta espécie.

Materiais frescos e fixados em FAA foram utilizados para os testes histoquimicos que
evidenciam polissacarideos totais e compostos fendlicos hidrossoltveis e materiais frescos e fixados
em FNT, para os testes que evidenciam lipidios totais € compostos fenélicos lipossoltuveis. Os
tratamentos realizados foram: vermelho de ruténio para detecgiio de mucilagens 4cidas (Gregory &
Baas 1989), acido ténico e cloreto férrico para mucilagem (Pizzolato & Lillie 1973); reacdo PAS
(Periodic-Acid-Schiff's reagent; pararosanilina, CI 42510) para polissacarideos totais (Jensen 1962),
preto de Sudéo B (CI 26150) e vermelho de Suddo IV para lipidios totais (Pearse 1985), sulfato azul
do Nilo (CI 51180) para lipidios 4cidos € neutros (Cain 1947), acetato de cobre e acido rubeanico
para acidos graxos (Ganter & Jollés 1969, 1970), e cloreto férrico para compostos fendlicos
(Johansen 1940).

Para o controle dos testes que detectam substéncias lipofilicas, o material botinico foi
colocado em solugdio composta por metanol/cloroformio/agua/HCL (66:33: 4:1 v/v; High 1984) por
48 horas. Apds este periodo, o material foi fixado em FNT e posteriormente tratado com os
reagentes ¢ corantes ja mencionados. Os controles dos testes para substincias hidrofilicas foram
realizados conforme as respectivas técnicas.

A coloragdo do exsudato do lume dos canais, das células epiteliais € dos idioblastos foi
observada em material fresco ¢ em material fixado em FAA e FNT, sem tratamento, para uma

correta avalia¢do dos testes histoquimicos.
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As fotomicrografias foram realizadas em microscopio Olympus BX51 utilizando-se filme
Kodak Pro Image ASA 100 ¢ as escalas das figuras foram obtidas por meio de lamina micrométrica

fotografada nas mesmas condigdes dpticas das demais ilustragdes.

Resultados

Distribuicio ¢ estrutura dos canais secretores em flores (figuras 1-25).

Na inflorescéncia de Anacardium humile St.Hil. os canais secretores sdo encontrados na
bractea associados ao floema dos feixes vasculares (figura 1). Na flor estaminada e hermatrodita
desta espécie ¢ na flor pistilada e estaminada de Lithraea mollecides (Vell.) Engl. e Tapirira
guianensis Aubl. os canais s8o associados ao floema dos feixes vasculares da bractéola (figuras 1,
9), pétala (figuras 2, 11, 12, 18), sépala (figuras 2-5, 9, 10), receptaculo (figuras 3, 4, 9, 10, 13, 21,
22) e pedicelo (figuras 3, 4,8, 19, 20, 21). No ovério da flor hermafrodita de 4. humile e da flor
pistilada de L. molleoides e T. guianensis, os canais sdo encontrados no tecido fundamental
associados ao floema dos feixes vasculares (figuras 7, 10, 14, 21, 23, 24) préximos ao feixe vascular
dorsal. Em 7T guianensis canais isolados também podem ser observados proximos a epiderme
externa ovariana. O pistilédio da flor estaminada de 4. humile ndo possui canais (figura 4) ¢ o
pistilédio da flor estaminada de L. molleoides e T. guianensis possuem canais em menor quantidade
do que o ovario das flores pistiladas destas espécies (figuras 16, 22 e 25).

Os canais da sépala, pétala, brictea, receptaculo e pedicelo das espécies estudadas ja estdo
desenvolvidos e em estadio secretor desde o botdo (figura 2, 5, 8, 9), enquanto os canais do ovério
das flores hermafroditas e pistiladas de A. humile, L. molleoides e T. guianensis iniciam seu
desenvolvimento mais tardiamente.

Os canais do ovario da flor hermafrodita de A. humile iniciam seu desenvolvimento na flor
em pré-antese (figura. 6); em todas as fases subseqiientes da flor os canais estdo restritos a regido do

feixe dorsal e nfio se observa secrecio no lume destes (figura 15). Os canais do ovdrio da flor
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pistilada de L. molleoides iniciam sua diferenciagdo na flor em botdo (figura 14) e ja estdo
totalmente diferenciados na flor em pré-antese (figura 15), ¢ os do ovario da flor pistilada de T,
guianensis comegam a ser formados a partir da flor em antese ¢ estdo bem desenvolvidos no estigio
de flor em pos-antese (figura 21, 23, 24). Os canais da flor sdo formados por epitélio secretor
unisseriado ¢ ao redor de poucos canais pode-se observar a presenca de uma camada concéntrica de
celulas parenquimatica achatadas.

Os canais da flor de L. mollecides podem possuir diferentes fases de secrecio em uma
mesma pega floral, uma vez que, o exsudato destes possui coloragio diferenciada (azul ou laranja)
dependendo do canal observado (figuras 11-12). Sem coloragfo ou tratamento histoquimico, a cor
natural do exsudato ¢ alaranjada, desta forma, a colora¢do com azul de astra e safranina nfio cora o
exsudato de uma das fases de secregdo do canal.

Histoquimica dos canais secretores em flores (figuras 26-37)

Em A. humile a secre¢fio dos canais florais é constituida por duas fraces: uma hidrofilica
que € preservada em material fixado em FAA e uma fragdo lipofilica que é preservada tanto em
material fixado em FAA, quanto em material fixado em FNT. Esta fragfio lipofilica possui uma
coloragdo amarela muito forte em material fixado (figura 26).

A fragAo hidrofilica da secregdo reage positivamente para polissacarideos e compostos
fendlicos e a fracfio lipofilica reage positivamente para lipidios acidos e neutros. Todos os canais
presentes nas diversas partes florais (pétala, sépala, pedicelo, recepticulo) reagem ou coram
positivamente para as mesmas substancias. O resultado dos testes histoquimicos estd sumarizado na
Tabela 1.

Em L. molleoides alguns canais apresentam secre¢éo hidrofilica e outros lipofilica até mesmo
em uma mesma pega floral. A secrecdo lipofilica possui coloragio amarela em material fixado e a
secregio hidrofilica é incolor em material fixado em FAA. A secrecio hidrofilica dos canais florais

reage positivamente para polissacarideos (figura 31) e compostos fendlicos e a secrecio lipofilica
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dos canais reage positivamente para lipidios neutros (figuras 32, 33). Dificilmente a secre¢do dos
capais do mesofilo ovariano & encontrada no lume. O resultado dos testes histoquimicos esta
representado na Tabela 1.

Em T. guianensis, por meio da andlise dos testes histoquimicos, pode-se observar que o
produto secretado pelos canais de todas as partes florais € o mesmo e pode ser caracterizado como
uma secre¢io heterogénea. A secregfio € constituida por duas fragBes, uma fragio mais densa,
caracterizada pela formacdo de gotas (figura 20) e uma mais fluida (figura 20). Ambas as fragdes
sdo incolores em material fresco e fixado sem tratamento.

O exsudato encontrado no lume dos canais reagiu positivamente para polissacarideos ¢
lipidios . O resultado dos testes histoquimicos esta sumarizado na Tabela 1.

Distribuicéo e estrutura dos canais secretores em frutos (figuras 38-52)

Nos frutos de A humile, o sistema secretor € representado por inimeros canais que ocupam
quase todo o mesocarpo (figuras 38, 41-43). Cada canal é constituido por lume, epitélio secretor
unisseriado formado por células conspicuas, que variam no formato dependendo do estddio secretor
(figura 44). Circundando cada canal secretor ocorrem duas a irés camadas de células
parenquimaticas achatadas e menores que as epiteliais, dispostas regularmente formando uma
bainha com caracteristica meristematica (figura 44).

Quando se inicia o processo de desenvolvimento do fruto, outros canais secretores iniciam
sua diferenciacio no procimbio da regido de tecido fundamental que originard o mesocarpo {figura
38): na fase 1 do fruto observa-se canais de didmetro maior ¢ em estadio secretor na regido do feixe
dorsal (figura 40) € ventral e canais de menor diametro, ainda em processo de diferenciagdo, junto
aos feixes vasculares laterais (figura 38). Estes canais de menor didmetro estdo dispostos em duas
fileiras, lado a lado, na fileira mais proxima a epiderme externa, os canais estfio em inicio de
formacdio (figura 38) e na outra fileira, os canais ja estdo em fase de diferenciagdo mais avangada,

onde a visualizac¢io do lume e secregdo ja € possivel (figura 38).
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O fruto no estadio 2 apresenta todos os canais do mesocarpo totalmente diferenciados e em
estidio secretor (figuras 41-42), estes canais permanecem com as mesmas caracteristicas até
amadurecimento do fruto (estadio 4) (figura 43).

O pedinculo desta espécie corresponde ao pedicelo da flor intumescido e desta forma, os
canais encontrados neste drgio sio os mesmos que se desenvolveram no pedicelo. A maior parte dos
canais do pedinculo do fruto ocorre nas camadas subepidérmicas e apresenta um arranjo em anel;
outros canais de didmetro menor também podem ser observados internamente a este e apenas um ou
dois canais estdo localizados no parénquima central deste érgdo (figura 45); todos os canais do
pedinculo estdo em fase secretora. Os canais do pedinculo sfo constituidos por lume, epitélio
secretor unisseriado formado por células de diferentes formatos, dependendo do seu estadio secretor.
As cclulas observadas séo globosas ou retangulares e achatadas (figura 46). Ao redor do epitélio
observa-se de uma a quatro camadas de células parenquimatica achatadas que constituem uma
baintha (figura 46). Em alguns canais, a bainha pode conter idioblastos secretores junto as células
parenquimatica (figura 47).

Em T guianensis os canais secretores estfio dispostos na por¢do mediana do
mesocarpo (figuras 48, 49); também se pode observar a presenga de alguns canais isolados, mais
proximos ao epicarpo. Os canais secretores sdo formados por epitélio unisseriado com células
quadrangulares 4 retangulares (figura 50) e algumas vezes pode-se observar a presenga de uma
camada de celulas adjacentes organizadas. A anastomose dos canais secretores é um evento muito
comum nestes frutos (figuras 48, 49). Nos frutos mais maduros é comum a presenga de idioblastos
a0 redor dos canais (figuras 51, 52).

Histoquimica dos canais secretores em frutos

Em A. humile, a secrecdo dos canais em todas as fases do fruto e do pedunculo reagiu

positivamente somente para substancias lipofilicas. A secre¢do dos canais em material fixado sem

tratamento tem cor amarela. Os resultados dos testes histoquimicos estdo sumarizados na tabela 2.
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Em 7. guianensis, a secrecdo dos frutos reage positivamente para polissacarideos e lipidios.
No material fixado e incluido em resina plistica os testes histoquimicos com preto de Sudédo B ¢
vermetho de Sudio foram negativos e no material fresco os testes para polissacarideos ndo puderam
constatar a presenca de substincias hidrofilica na secrecdo dos mesmos. Os resultados dos testes
histoquimicos estdo descritos na tabela 2.

Discussio

Como nos Orgios vegetativos, os canais secretores dos Orglos reprodutivos em
Anacardiaceae estdo sempre associados ao floema dos feixes vasculares e nas flores podem estar
presentes na pétala, sépala, pedicelo e receptdculo (Tabela 3). Em todas as espécies estudadas os
canais secretores estdio presentes nestas mesmas pegas florais. Em Anacardium humile St. Hil. e em
Lithraea molleoides (Vell.) Engl., os canais secretores também foram observados nas bracicolas
florais. Em todas as flores de Anacardiaceae estudadas, os canais secretores estdo no tecido
fundamental do ovério flores pistiladas ou hermafroditas; em flores hermafroditas estdo restritos &
regido do feixe dorsal diferentemente do que ocorre em outras espécies, onde o0s canais estdo
associados também aos feixes laterais do ovério.

Nas flores estaminadas de L. molleoides e Tapirira guianensis Aubl. poucos canais
secretores estdo presentes no pistilodio, mas em A. humile ndio ha nenhum canal secretor neste.

Nos frutos da maioria das espécies de Anacardiaceae, como em 4. humile ¢ em T. guianensis
os canais secretores estdo localizados no mesocarpo dos frutos (Tabela 4), em Mangifera indica os
canais estdo no exocarpo dos frutos.

Analisando cortes de ovario em vérios estidios de desenvolvimento, até o fruto maduro, de
A. humile observou-se a formagio de muitos canais durantes os primeiros estidios de
desenvolvimento do fruto e nestes 6rgios, ainda jovens, os canais ja estdo completamente formados

e em estadio secretor. Este mesmo fato foi observado para espécie Anacardium curatellaefolium
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St.Hil. (Paula & Heringer 1978), mas n#o pode ser observado em Tapirira guianensis onde os canais
Jja formados no ovdrio apenas aumentam de didmetro nos frutos.

Para os frutos de Anacardium spruceanum Benth. ex Engl, (Paula & Alves 1973), A
curatelloefolium (Paula & Heringer 1978) e Anacardium occidentale 1.. (Machado, 1944) esta
descrita a presenga de cavidades e ndo de canais como em A. humile. Em A. spruceanum e A,
curatellifolium, os autores relataram a presenca de glindulas unisseriadas revestindo as cavidades
{(Paula & Alves 1973, Paula & Heringer 1978).

Em A. curatellifolium, os autores relatam a formagdo esquizolisigena das cavidades e
descrevem que apos a lise, as células epiteliais se dividem sucessivamente dando origem a glandulas
secretoras unisseriadas, multicelulares de até cinco células alongadas ou subglobosas (Paula &
Heringer 1978). Na espécie 4. humile, glandulas unisseriadas também foram observadas por
Carmello-Guerreiro & Sacoman (dados nfo publicados) em cortes a méo livre de material fresco,
mas nas nossas investigagdes ndo pudemos observar estas estruturas e sim um epitélio unisseriado
recobrindo o lume do canal tanto em frutos de 4. humile como em frutos de T, guianensis.

Machado (1944) disse que as cavidades existentes no fruto de A .occidentale sio
reservatérios onde € secretado e se aloja o exsudato e que as referidas cavidades sfio revestidas por
células secretoras microscopicas. Paula & Alves (1973) estudando a anatomia do fruto maduro de 4.
spruceanum e Paula & Heringer (1978) estudando 4. curatellifolim admitiram que, as glandulas que
revestemn as paredes das cavidades sdo responsaveis pela producdo da oleorresina. Em A. humile e
em T. guianensis também sdo as células epiteliais que revestem os canais as responsaveis pela
produgdo do exsudato depositado no lume dos canais.

Nos frutos de 7. guianensis pdde-se verificar que em muitos lugares os canais se
anastomosam por rompimento das células parenquimaticas presentes entre eles. Dussourd e Denno

(1991), estudando a arquitetura de canais secretores presentes em diferentes familias, entre elas
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Anacardiaceae, verificaram que quando os canais secretores sfo muito grandes e muito ramificados,
estes podem se anastomosar e consequentemente ocorrer fusfo de seus revestimentos.

Devido as dificuldades na interpretaciio da nomenclatura das substdncias dos canais em
Anacardiaceae, foram propostos no capitulo 1 novos termos para resina: resina stricto sensu € resina
lato sensu. O termo resina stricto sensu refere-se as resinas compostas apenas por terpenos volateis e
ndo volateis € o termo resina lafo sensu refere-se as resinas compostas por terpenos volateis e nédo
volateis e outras diversas substincias como: polissacarideos, proteinas e compostos fenélicos.

Os canais florais de 4. humile, L. molleoides e T. guianensis tém secre¢fio heterogénea, com
duas fragies de diferentes composicdes, uma fragdo hidrofilica e outra lipofilica. Canais com o
mesmo tipo de secregio foram encontrados nos canais do floema dos 4pices vegetativos destas
mesmas espécies (capitulo 1). Fahn e Evert (1974) também observaram o mesmo fato em canais do
floema de Rhus glabra L. Em Rhus toxicodendron L., Vassilyev (2000) relata nos canais do floema
a presenca de exsudato heterogéneo produzido em diferentes fases de secrecdo. Em A. humile e T.
guianensis nio ¢ possivel inferir se estes canais possuem fases de secregOes distintas ou uma tUnica
fase em que secretariam substéncias quimicamente diversas.

A fase mais viscosa da secrecdio dos canais florais em A humile e L. molleoides € densa e
composta por lipidios € a fase mais fluida é composta por polissacarideos e compostos fenolicos.
Em 7. guianensis, a secre¢io também € composta por duas fragdes uma em gotas e outra mais fluida
e homogénea que reagem para polissacarideos e lipidios.

Utilizando os novos termos propostos para resina os canais florais da sépala, pétala, pedicelo,
bractéola e bractea de A. humile ¢ os canais destas mesmas pegas florais ¢ do mesofilo ovariano de
T, guianensis e L. molleoides séo resiniferos (lato sensu). Os canais do fruto e do pseudo-fruto de 4.
humile por produzirem apenas lipidios sfo resiniferos (sensu stricto) € os canais do fruto de T.

guianensis por produzirem lipidios e polissacarideos s#o resiniferos (lato sensu).
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Por meio dos estudos histoquimicos da secrecfio dos canais em diferentes 6rgios de 4,
humile verificou-se que esta espécie possui canais com secreglio quimicamente distinta, que depende
do o6rgdo estudado. Assim, em 4pices caulinares os canais sdo resiniferos (lato sensu) e
mucilaginosos (capitulo 1), em flores os canais sdo resiniferos (Jato sensu) e nos frutos e pedinculos
0s canats sdo resiniferos (stricto sensu). Diferengas na composi¢io da secregfio de canais dos érgfos
vegetativos e dos orgdos reprodutivos também foram descritas para Mangifera indica (Joel & Fahn
1980).

A provavel fungfio da resina produzida pelas flores e frutos das espécies estudadas seria a de
defesa quimica. A resina ¢ um versatil componente defensivo para as plantas, cujos compostos
individuais tém o potencial para serem toxicos ou dissuasivos em vérias concentragdes, € as fragdes
voldteis influenciam na viscosidade da resina e, portanto no potencial de envolver os organismos
que atacam as plantas (Langenheim 1990). A resina ainda tém a funcéo de cobrir os ferimentos das
plantas devido a sua potencialidade de polimerizagdo (Langenheim 1990, Farrell et /. 1991)

Na secrecdo dos canais florais de A. humile e L. molleoides foram detectados compostos
fenélicos hidrossoliveis compondo a resina. Aos compostos fendlicos existentes nos canais
resiniferos de parte das espécies de Anacardiaceae foram atribuidos os efeitos alergénicos
provocados por esta familia (Aguilar-Ortigoza et al. 2003).

Outras muitas fungdes sdo dadas aos compostos fendlicos presentes nas secrecdes vegetais
como: defesa contra insetos ou animais herbivoros (aves) e defesa contra fungos e nematdides,
(Bennett & Wallsgrove 1994).
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Tabelal. Testes histoquimicos em flores de Anacardium humile StHil., Lithraea molleoides (Vell.)
Engl. e Tapirira guianensis Aubl.

Tratamentos/ Substincia a Cor Canais Canais Canais
ser evidenciada (resultado positive) (A. humile) (L. molleoides) (7. guianensis)
ce lume ce fume ce ume

(Fig.)  (Fig) (Fig.) (Fig.) (Fig.) (Fig.)

preto de Sudédo B azul a preto - + - +(34) - -

lipidios totais

sulfato azul do Nilo azul + (29 +(29) + + + +(36)

lipidios acidos

sulfato azu! do Nilo rosa - + (30) - +(32,33) - -

lipidios neutros

acetato de cobre e verde-cseuro - - - - - -

ac.rubednico

acidos graxos

cloreto férrico (FNT) marrom a preto - - - - - -

compostos fendlicos

cloreto férrico (FAA) marrom a preto - + (28} + + - -

compostos fendlicos

sulfato ferroso em marrom a preto NR NR NR NR - +

formalina

compostos fendlicos

reagiio PAS rosa a vermelho + +(27) + + + +

polissacarideos totais

acido tanico e cloreto preto NO NO NO NO - + {35}

férrico .

mucilagens

vermelho de ruténio rosa a vermelho NO NO - +(31) - +(37)

mucilagens dcidas

ce=célula epitelial, ( ).=figura, +=positivo, -=negativo, NO=secrecio ndo observada, NR=teste ndo

realizado.
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Tabela 2. Testes histoquimicos em fruto e pedinculo de Anacardium humile St.Hil. ¢ em freuto de
Tapirira guianensis Aubl,

Tratamentos/ Substincia a Cor Canais/fruto Canais/pedinculo Canais/fruto
ser evidenciada (resultado positivo) (4. humile) (A. humile)) (7" guianensis)
ce lume ce lume ce Iume

(Fig)  (Fig)  (Fig)  (Fig)  (Fig)  (Fig)

preto de Sudio B azul a preto - + (54) - +(57) - +(63)

lipidios totais

vermelho de Sudio laranja a vermelho - + (55} - + - +(64)

lipidios totais

sulfato azul do Nilo azul +(56) - + NO + (62) +{62)

lipidios acidos

sulfato azul do Nilo rosa a vermelho - +(56) - NO - -

lipidios neutros

acetato de cobre e verde-escuro - - - - - -
ac.rubednico

acidos graxos

cloreto férrico (FNT) marrom a preto - - - - - -
compostos fendlicos

cloreto férrico (FAA) marrom a preto - - - - - -
compostos fenolicos

sulfato ferroso em marrom a preto NR NR NR NR - -
formalina

compostos fendlicos

reacdo PAS rosa a vermelho - - - - +(58) + {58)
polissacarideos totais

dcido ténico e cloreto preto - - - - - +
férrico

muciiagens

vermelho de ruténio rosa a vermelho - - - - - +(59-61)

mucilagens acidas

ce=c¢lula epitelial, ( ).=figura, +=positivo, -=negativo, NO=secrecio nio observada, NR=teste nio
realizado.



Tabela 3. Distribui¢o e secrecio dos canais em flores de Anacardiaceae.
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Espécies

Canais secretores
(s, pt, p, £, b,r)

Canais secretores do mesofilo

Secrecéo

Anacardium humile

{(neste trabalho) PP, br T

Astronium graveolens ND flor feminina ND

Cammello-Guerreiro €

Paoli, 2000)

Heeria argentea ND flor feminina ND

(Von Teichman e Van

Wyk, 1996)

Lithraea molleoides s, pt, p, b, = floema 1°  flor feminina (lipidios neutros ¢ dcidos) pt

{neste trabalho)
Mangifera indica
{Venning, 1948)
Protorhus namaguensis

(Von Teichman e Van
Wyk, 1994)

Rhus succedanea
(Harada, 1937)
Smodingium argutum
{Von Teichman, 19%7)
Spondias mobim
{Lozano, 1986)
Tapirira guianensis
(neste trabalho)

s, pt, p = floema 1°

ND

s, pt,p="floema 1°e £
flor masculina

ND

ND

s, pt, p, r = floema 1°

flor masculina e (1-2) no pistilédio
(floema 1°)

flor feminina

flor feminina
flor feminina
flor feminina

flor feminina
flor masculina e (1-2) no pistilédio

(tipidios e polissacarideos) outros
latex

ND

ND
ND
ND

lipidios, polissacarideos

s= sépala; pt= pétala; p= pedicelo; br= bractéola, f= filete, == receptaculo
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Figuras 1-8. Anatomia e distribui¢do dos canais secretores em flores de Anacardium humile St.Hil.
1-5 e 8. Secgfio longitudinal. 6 ¢ 7. Secgdo transversal. 1-8. Material fixado em FAA. 2-3, 5-8. Flor
hermafrodita. 4. Flor masculina. 2-3, 8. Boto. 4. Flor em pés-antese. 6. Flor em pré-antese. 7. Flox
em antese. 1. Gemas florais com bréctea da inflorescéncia e bractéola com canais secretores. 2.
Canais da sépala, pétala em estadio secretor ativo. 3 ¢ 4. Canais na sépala, pedicelo e receptaculo. 5.
Detalhe de um canal secretor da sépala. 6. Canais do mesofilo ovariano em inicio de diferenciacéo.
7 Canais do mesofilo ovariano em diferenciacio € canais ja diferenciados. 8. Detalhe de um canal
do pedicelo com epitélio unisseriado € secregdo no lume. Barras = 300um (1, 4), S0pm (2), 30um

(3, 6), 75um (5, 7, 8).

Figuras 9-16. Anatomia ¢ distribuigfo dos canais secretores em flores de Lithraca molleoides (Vell.)
Engl. 9, 10, 13. Secco longitudinal. 11, 12, 14-16. Sec¢lo transversal. Material fixado em FAA. 9-
15. Flor pistilada. 16. Flor estaminada. 9, 14. Botdo. 10, 13. Flor em pés-antese. 11, 12, 15, Flor em
pré-antese. 16. Flor em antese. 9. Canais com secregdo no lume no receptaculo e na sépala. 10.
Canais no receptaculo, sépala, bractéola e mesofilo ovariano. 11 e 12. Canais da pétala com
secrecBes lipofilica e hidrofilica respectivamente. 13. Canais do receptaculo com secregdo
hidrofilica (azul) e lipofilica (laranja). 14. Canais em formagio (R). 15. Canais diferenciados com
epitélio unisseriado. 16 . Pistilédio com um vico canal secretor (seta). Legendas: R= recepticuio,
S= sépala, N= nectério, MO= mesofilo ovariano. Barras: = 300um (9,10), 75um (11,14-16), 50um

(12).

Figuras 17-25. Anatomia e distribuigfio dos canais secretores em flores de Tapirira guianensis Aubl.
17,21, 22, 23, 25. Sec¢ho longitudinal. 18, 19, 20, 24. Secgio transversal. 17-25. Material fixado em
FAA. 17-21, 23, 24. Flor pistilada. 22, 25. Flor estaminada. 17. Flor em pré-antese. 18-21, 23, 24.

Flor em pos-antese. 22, 25. Flor em antese. 17. Canais no recepticulo. 18. Canal da pétala. 19.
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Canais do pedicelo. 20. Detalhe da figura 19, canal com secreciio de duas fragBes (gotas e fluida).
21. Canais no mesofilo ovariano, no receptéculo e no pedicelo. 22 Canais no receptaculo. 23 e 24.
Canais no mesofilo ovariano com epitélio unisseriado. 25. Detalhe da figura 22 com canais
secretores no pistilodio. Barras = 300um (17, 21), 30um (18, 20, 24), 75um (19, 23, 25), 250um

(22).

Figuras 26-37. Testes histoquimicos em canais secretores florais de Anacardium humile St.Hil.,
Lithraea molleoides (Vell.) Engl. e Tapirira guianensis Aubl. 26-30, 34, Seccdo longitudinal. 31-33,
35-37. Secgdo transversal. 26, 29, 30, 32-34, 36. Material fixado em FNT. 27, 28, 31, 35, 37.
Material fixado em FAA. 26, 29, 30. Flor estaminada. 27, 28. Flor hermafrodita. 31-37. Flor
pistilada. 26- 30. A. humile. 31-34. L. molleoides. 35-37. T guianensis. 26, 34. Canal da sépala. 27,
36. Canal do receptaculo. 28, 37. Canal do pedicelo. 29, 30, 31, 32. Canal da pétala. 33, 35. Canal
do mesofilo ovariano. 26. Material sem tratamento histoquimico. 27. Reacdo PAS. 28. Teste com
cloreto férrico. 29, 30, 32, 33, 36. Teste com sulfato azul do Nilo. 34. Teste com preto de Suddo B.
35. Teste com 4acido tanico e cloreto férrico. 37. testes com vermelho de ruténio. Barras = (26-29)

75um, (30) 30um, (31) SOum, (33, 34, 32) 75um, (35-37) 30um.

Figuras 38-44. Anatomia e distribuigio dos canais secretores em frutos de Anacardium humile
St.Hil. 38, 40, 42-44. Sec¢do transversal. 39, 41. Secgio longitudinal. 38-40. Frutos em estadio 1.
41, 42, 44. Fruto em estadio 2. 43. Fruto em estidio 4. 38. Canais junto aos feixes vasculares do
mesocarpo; canais de didmetro maior na regiio proxima ao feixe dorsal. 39. Canais no mesocarpo.
40, 41, 42, 43. Canais do mesocarpo em estadio secretor. 44. Canal secretor com células epiteliais de
diferentes formatos evidenciandodiferentes fases secretoras e bainha de células parenquimaticas.

Barras = 250um (38, 43), 150um (39), 75um (40, 44), 300um (41), 300um (42).
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Figuras 45-52. Anatomia e distribuig8io dos canais secretores em pedinculo de Anacardium humile
St.Hil e em frutos de Tapirira guianensis Aubl. 45-47. A, humile, 48-52. T. guianensis. 45, 47-52.
Secgiio transversal. 46. Secgio longitudinal. 45-47. Pedunculo em estadio 1. 48. Fruto em estadio 1.
49, 50. Fruto em estadio 2. 51, 52. Fruto em estadio 4. 45. Canais secretores formando um anel, e
canais no tecido parenquimatico central. 46. Canal secretor com células epiteliais de parede
periclinal reta ou cbncava. 47. Canal com bainha de células parenquimaticas. 48. Canais no
mesocarpo ¢ canal de dimensfio menor proximo ao epicarpo. 49, Canais no mesocarpo. 50. Canal
com epitélio unisseriado e secregio em gotas. 51. Canal com secrecio em gotas e idioblastos ao
redor. 52. Canal com secregfio de aspecto homogéneo e gotas nfio coradas. Barras=250pm (45),

75um (46), 150um (47,49). 75pum (48), 30pm (50-52)

Figuras 53-64. Testes histoquimicos em canais secretores do fruto e pedinculo de Anacardium
humile St-Hil. e em canais secretores do fruto de Tapirira guianensis Aubl. 53-57. A. humile. 58-64.
T. guianensis. 53-56, 58-64. Frutos. 57. Pedtnculo. 53-64. 53, 54 ¢ 56. Fruto em estadio 2. 55. Fruto
em estidio 4. 57. Pseudo-fruto em estadio 2. 58, 59, 62. Fruto em estadio 2. 60, 61, 63, 64. Fruto em
estadio 4. Seccdo transversal. 53-57, 62. Material fixado em FNT. 58-61. Material fixado em FAA.
63-64. Material fresco. 53. Material sem tratamento histoquimico. 54, 57, 63. Teste com preto de
Sudio B. 55, 64. Teste com vermelho de Sudfo. 56, 62. Teste com sulfato azul de Nilo. 58. Reagdo
PAS. 59, 60, 61. Teste com vermelho de ruténio. Barras = 300um (33, 54, 55), 150pm (56), 75um

(57,60, 63), 30um (58,59, 61,62, 64).
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Resumo: A principal caracteristica de Anacardiaceac ¢ a presenca de ductos secretores, mas outras
estruturas secretoras como tricomas, idioblastos e nectarios t€m sido descritas para a familia. Os
tricomas glandulares s3o encontrados em 6rgéos vegetativos e reprodutivos. Bm Anacardium humile
StHil., Lithraca molleoides (Velly Engl., Spondias dulcis G.Forst e Tapirira guianensis Aubl sio
encontrados tricomas glandulares multicelulares ¢ multisseriados nas faces adaxial e abaxial dos
primérdios foliares e das folhas jovens. O desenvolvimento destes tricomas é assincrdnico, fato que
impossibilita a tipificagdo. A secregfio é composta por mucilagem, dcidos graxos e compostos
fenélicos. A localizagdo destes tricomas ¢ a presenca de mucilagem na secrecio permitem identifica-
los como coléteres que tem fungio de protegio contra dessecamento e proliferagio de fungos. A
observagéo de coléteres em drgdos vegetativos & inédita para Anacardiaceae.

Palavras chave: Anacardiaceae, coléteres, tricomas glandulares, histoquimica, morfologia
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Introducio

Anacardiaceae é bem conhecida por seus frutos e sementes comestiveis (manga, pistache e
caju), plantas produtoras de verniz e pela sua valiosa madeira. Muitas espécies também s&o
utilizadas na medicina popular devido aos seus compostos bioativos (Pell 2004). Esta familia &
composta por cerca de 600 espécies de distribuigdo pantropical com poucas espécies de regides
temperadas (Judd et al. 2002). No Brasil, estd representada por muitos géneros arborescentes, tais
como Anacardium, Lithraea, Schinus, Spondias e Tapirira.

As propriedades alergénicas ¢ medicinais das espécies de Anacardiaceae tém sido atribuidas
aos compostos fendlicos da secrecfio dos ductos glandulares (Aguilar-Ortigoza et al. 2003).
Entretanto, outras estruturas secreforas como tricomas, idioblastos ¢ nectarios tém sido reportadas
para esta familia.

Tricomas glandulares e tectores ja foram descritos para os orgaos vegetativos e reprodutivos
de algumas de suas espécies (Metcalfe e Chalk 1950; Paviani 1965; Morretes 1967; Paula e Alves
1973; Sant’Anna 1975; Tewfic e Habib 1977; Gibson 1981, Mitchell € Mori 1987; Naranjo ¢ Pernia
1990; Mitchell 1992; Mitra e Datta 1993; Tomer et al. 1996; Torres e Jauregui 1999). Nos orgios
vegetativos, 0s tricomas glandulares sdo predominantemente descritos associados as folhas, havendo
poucas espécies onde os tricomas glandulares também séo encontrados no caule (Paula e Alves
1973). Nos oérgdos reprodutivos, os tricomas secretores estdo presentes nas flores e foram
encontrados nas bricteas e no eixo das inflorescéncias em Anacardium humile, nas bractéolas e
pedicelo das flores de Lithraea molleoides, no ovario e no pistilodio das flores de Tapirira
guianensis (capitulo 4), em pétalas de Ozoroa namaquensis (Sprague) I. von Teichman & A.E. van
Wyk (Von Teichman e van Wyk 1994) ¢ no ovério das flores femininas de Schinus terebinthifolius

Raddi (Machado & Carmello-Guerreiro 2001).
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Apesar de muitos trabalhos indicarem a presenca de tricomas glandulares, poucos fazem
referéncia & composi¢io da secreciio (Metcalfe ¢ Chalk 1950; Wunnachit et al. 1992; Tomer et al.
1996) e a sua funcio nas espécies estudadas.

Este trabalho tem como objetivo caracterizar anatomicamente os tricomas glandulares dos
apices caulinares vegetativos de Anacardium humile StHil., Lithraea mollecides (Vell) Engl.,
Spondias dulcis G.Forst. e Tapirira guianensis Aubl., caracterizar as principais classes de
cotnpostos da secrecfio destes tricomas e inferir sua provavel funcio.

Material e Métodos

Material

Apices caulinares vegetativos com primérdios foliares medindo até 0.5 mm ¢ folhas jovens medindo
até¢ 0.8 mm de comprimento de Anacardium. humile StHil., Lithraca mollevides {(Vell.) Engl. e
Tapirira guianensis Aubl. foram coletados em trés 4reas de cerrado do estado de Sio Paulo (SP):
Reserva Biolégica e Estagdo Experimental de Moji-Guagu, Fazenda Palmeira da Serra em Praténia e
Botucatu. Apices caulinares de Spondias dulcis G.Forst, foram coletados em um fragmento florestal:
Fazenda Santa Eliza (Campinas). Os dpices caulinares foram coletados de individuos masculinos e
femininos das espécies T, guianensis ¢ L. molleoides e de individuos femininos da espécie S. dulcis.
As coletas foram realizadas de setembro de 2002 a dezembro de 2005. Os materiais testemunha
foram herborizados e serio incorporados ao Herbario URC: 4. humile St.Hil.: BRASIL, SA0 PAULO,
Botucatu, 14-1X-2004, 4. Lacchia 13; Moji Guagu, 09-IX-2003, 4. Lacchia 8; 06-X-2004, A.
Lacchia, 18, 19, 20, 21; L. molleoides (Vell.). Engl.: BRASIL, SA0 PAULO, Botucatu, 16-VIII-2004,
A. Lacchia 11,12; Pratania, 14-1X-2004, A. Lacchia 14, 15, 16, 17; S. dulcis G. Forst.: BRASIL,
SAO PauLo, Campinas, 15-11-2005, 4. Lacchia 20, 21, 22; T. guianensis Aubl.: BRASIL, SAo
PAULO, Moji Guagu, 09-X1-2002, 4. Lacchia 4, 01-V-2003, 4. Lacchia 7; Pratania, 03-1X-2002, 4.
Lacchia 1, 23-1X-2002, A. Lacchia 2, 13-X-2002, A. Lacchia 3, 18-111-2004, A. Lacchia 10. O

material botanico foi identificado pelo professor Jorge Tamashiro, da Universidade Estadual de
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Campinas.

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Os 4pices caulinares foram fixados em glutaraldeido 4% em tampdo fosfato 0.1 M pH 7.2
por 48 h a 4 °C. Apos lavagens no mesmo tampio, o material foi desidratado em série aceténica
ascendente, seco pelo método do ponto critico, montado e metalizado com ouro. As observagdes
foram efetuadas em microscopio eletrbnico de varredura (MEV) Jeol T 220 a 15 kV e os aspectos
mais relevantes foram registrados em filme Kodak T Max 200.

Microscopia de luz (ML)

Apices caulinares foram fixados em FAA (formaldeido, acido acético, etanol 50%; 1:1:18
v/v) por 24 h (Johansen 1940) € em FNT (tampdo fosfato, formalina; 9:1 v/v) por 48 h (Lillie 1965).
Ap6s esses periodos, os materiais foram desidratados em série butilica, incluidos em “Paraplast” e
seccionados transversalmente e longitudinalmente com 12 a 14 pm de espessura em micrétome
rotativo (Microm HM340E).

Para o estudo estrutural, os 4pices caulinares foram corados com a tripla coloragdo de
Flemming (safranina 1% em etanol 50%, violeta cristal e laranja G 1% em 6leo de cravo; Johnasen
1940) ou com a dupla coloragio (safranina 1% em etanol 50% e azul de astra 1%; Gerlach 1984).
Todas as laminas foram montadas em resina sintética (Permount).

As principais classes de metabélitos no material secretado foram investigadas em seccOes
fixadas aplicando os seguintes testes histoquimicos: reacfio PAS (Periodic-Acid-Schiff’s reagent)
para polissacarideos totais (Jensen 1962); vermetho de ruténio para mucilagens acidas (Gregory €
Baas 1989); acido tinico e cloreto férrico para mucilagem (Pizzolato e Lillie 1973); preto de Suddo
B para lipidios totais (Pearse 1985); sulfato azul do Nilo para lipidios 4cidos e neutros (Cain 1947},
acetato de cobre ¢ acido rubenico (Ganter ¢ Jollés 1969, 1970) para 4cido graxo e cloreto férrico

para compostos fendlicos (Johansen 1940).
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Para o controle dos testes para substancias lipofilicas, os apices caulinares foram colocados em
solugdo de metanol/cloroformio/agua/HC (66:33:4:1 vA; High 1984) por 48 h. Apos este periodo, o
material foi fixado em FNT e posteriormente tratado com os reagentes e corantes j4 mencionados,
Os controles dos testes para substincias hidrofilicas foram realizados conforme as respectivas
técnicas.

As fotomicrografias foram obtidas em microscépio Olympus BX 51 utilizando-se filme Pro-
image ou Kodak Gold ASA 100. As escalas das figuras foram obtidas por meio de lamina
micrometrica fotografada nas mesmas condigBes 6pticas das demais ilustracdes.

Resultados
Morfologia e distribuicio dos tricomas (figuras 1-24)

Nos primordios foliares e nas folhas jovens de A. Aumile, L. molleoides e T. guianensis
observam-se tricomas ndo glandulares principalmente na face adaxial. Tricomas glandulares sdo
observados em ambas as faces dos primdrdios foliares e das folhas jovens estando ausentes nas
folhas adultas das quatro espécies estudadas. Nestas espécies, o desenvolvimento dos tricomas &
assinctdnico, impossibilitando a tipificagio destes; e tricomas em desenvolvimento e tricomas em
estadio secretor podem ser observados em qualquer estidio de desenvolvimento do primérdio foliar
ou da folha (Fig. 3, 4, 9, 15, 17).

Em A. humile, os tricomas glandulares sdo abundantes ¢ encontrados na epiderme de ambas
as faces dos primordios foliares ¢ folhas jovens (Fig. 8). Em A. humile, foi possivel observar que os
tricomas glandulares iniciam seu desenvolvimento na epiderme adaxial dos primérdios foliares mais
jovens e em estddios mais avancados destes, os tricomas se distribuem por toda lamina foliar. Os
tricomas glandulares possuem porgdo secretora multicelular e multisseriada; o nimero de células em
cada série pode variar de quatro (Fig. 9) a sete (Fig. 10-11) e o ntimero de séries também pode variar
de quatro (Fig. 12) a oito (Fig. 13) em uma mesma porgio secretora do tricoma. O 4pice & bisseriado

e o pedunculo € unisseriado e bicelular.
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Em L. molleoides, os tricomas glandulares, em grande ntimero, séio encontrados na epiderme
das faces adaxial e abaxial dos primérdios foliares e folhas jovens estudadas (Fig. 14) e produzem
secrecdo profusa (Fig. 32). A porgio secretora destes tricomas ¢ multicelular e multisseriada, cujo
ntmero de séries pode variar de quatro a seis em um mesmo tricoma, sendo mais comum tricomas
com quatro séries. O nimero de células em cada série também pode variar de seis (Fig. 15-16) a oito
células (Fig. 17). O épice e o pedinculo do tricoma possuem duas células, que sdo dificilmente
visualizadas (Fig. 16).

Em S. dulcis, os tricomas glandulares estdo presentes em grande quantidade pa epiderme das
faces adaxial e abaxial dos primérdios foliares e das folhas jovens (Fig. 4, 18) e produzem secregdo
profusa (Fig. 6). A por¢io secretora desses tricomas ¢ multicelular e multisseriada. O niimero de
células em cada série pode variar (Fig. 5-7, 19-22) tendo no minimo quatro células (Fig. 20) € no
maximo 11 células (Fig. 21).0 nimero de séries nesta espécie varia dentro de um mesmo tricoma
podendo chegar até sete células (Fig. 20). O 4pice do tricoma tem duas células e o pedinculo é
unisseriado, contendo quatro ou cinco células.

Em T guianensis, tricomas glandulares sfio escassos e sua porgdo secretora € multicelular e
multisseriada (Fig. 1, 2, 24), cujo nimero de séries varia de quatro a seis em um mesmo tricoma €
cada série pode conter de quatro a seis células. O pedinculo nesta espécie ¢ alongado, unisseriado e
pode conter de quatro a seis células (Fig. 2).

Histoquimica (figuras 25-43)

Mucilagem, 4cidos graxos e compostos fenolicos lipossoltiveis foram detectados na secregio
das células dos tricomas glandulares das quatro espécies estudadas (Tabela 1). Secregéo profusa dos
tricomas no meio extracelular envolvendo os dpices vegetativos pdde ser observada em L.

mollecides (Fig. 32) e S. dulcis (Fig. 37) que reage positivamente para mucilagem.
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Discussio

A presenga de tricomas é uma caracteristica constante em Anacardiaceae. Mitra e Datta
(1993) estudaram os Orghos vegetativos de 65 espécies de Anacardiaceae da tribo Mangiferae €
destas, apenas trés espécies nio possuiam tricomas.

Tricomas tectores foram observados nos primoérdios foliares, nas folhas jovens e nos
primordios caulinares de A. humile, L. molleoides e T. guianensis. Os tricomas tectores sio
unicelulares em A. huwmile e multicelulares ¢ unisseriados em L. mollecides ¢ T. guianensis
(observagles pessoais). Tricomas ndo secretores foram descritos para a lamina foliar, peciolo,
pecidlulo e caule de algumas espécies de Anacardiaceae por diversos autores ver Tabela 2. Em
muitas espécies estudadas, estes tricomas sao unicelulares; apenas em Schinus polygamus (Cav.)
Cabrera, Schinus terebinthifolius, Spondias purpurea L. € Spondias tuberosa Arruda tricomas
tectores multicelulares foram descritos ver Tabela 2.

Tricomas glandulares foram observados nos primérdios foliares e nas folhas jovens das
quatro espécies estudadas. Estes tricomas sfo formados assincronicamente e sio caducos,
senescendo & medida que a folha cresce. Em todas as espécies estudadas, os tricomas glandulares
possuem desenvolvimento assincronico; desta forma, observa-se em um mesmo primordio foliar
ou em uma mesma folha tricomas em diferentes fases de desenvolvimento. Este fato impossibilita
afirmar se hd mais de um tipo de tricoma ou se o observado sfio tricomas em diferentes fases de
desenvolvimento.

Tricomas glandulares foram localizados dispersos pela 14mina dos primérdios foliares e das
folhas adultas de muitas espécies de Anacardiaceae (Tabela 2). Bm Awnacardium, tricomas
glandulares também foram encontrados em depressdes nas axilas das nervuras da lamina foliar, que
alguns autores denominaram de criptas foliares e outros de domaceas (Paula e Alves 1973; Mitchell
1992; Mitchell e Mori 1987). Tricomas glandulares caducos foram observados nos primordios

foliares de Pachycormus discolor (Benth.) Coville (Gibson 1981) e nas bricieas € no escapo das
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inflorescéncias de A. humile (capitulo 4). Tricomas glandulares caulinares foram descritos apenas
para Anacardium spruceanum Benth. ex Engl. por Paula e Alves (1973).

Em A. humile, L. mollecides, S. dulcis e T. guianensis, 08 tricomas glandulares s&o
multicelulares e multisseriados. Tricomas secretores multicelulares foram localizados nas folhas de
muitas espécies de Anacardiaceae (Tabela 2); nas flores de 4. humile, T. guianensis e L. molleoides
(capitulo 4 e 5); nas pétalas de Ozoroa namaquensis I. von Teichman & A.E. van Wyk (von
Teichman and van Wyk 1994) e no ovario de S. ferebinthifolius (Machado e Carmello-Guerreiro,
2001). Tricomas glandulares unicelulares foram observados apenas nas folhas e no caule de
Anacardium spruceanum (Paula e Alves 1973).

Nas guatro espécies estudadas, o numero de séries varia dentro de um mesmo tricoma e o
decréscimo de células por série na direciio da base para o dpice pode ser visualizado nos tricomas
de A. humile e L. molleoides. Em Anacardium nanum St.Hil,, a parte mediana do corpo do tricoma
glandular ¢ constituida por varias séries de células, decrescendo o seu numero em dire¢io a parte
terminal do tricoma (Morretes 1967).

Os tricomas glandulares das quatro espécies estudadas produzem secrecdo composta de
mucilagem, acidos graxos e compostos fenélicos lipossoliveis, que envolve o apice vegetativo.

Apesar de numerosas descrigdes sobre a presenca de tricomas em Anacardiaceae, ha poucos
registros sobre a composi¢io da secrecdo destas estruturas. Em Rhus, Metcalfe ¢ Chalk (1950)
atribufram carater resinifero & secrecio dos tricomas glandulares foliares. Em Mangifera indica L.,
Tomer et al. (1996) observaram secre¢do com carater tanifero ¢ em Anacardium occidentale L.,
Wunnachit et al. (1992) caracterizaram a secreglo dos fricomas da corola como nectarifera.
Tricomas glandulares com secregdo heterogénea composta por substancias hidrofilicas e lipofilicas
foram encontrados em depressdes da lamina foliar, nas brécteas, no escapo das inflorescéncias € nas
pétalas de A.humile, no ovério € no pistilédio de T. guianensis € nas bricteas e no pedicelo das flores

de L. molleoides (capitulos 4 e 5).
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Os tricomas glandulares dos primérdios foliares e das fothas jovens de 4. humile, L.
molleoides, S. dulcis e T. guianenis podem ser denominados coléteres por serem encontrados em
orgdos jovens em desenvolvimento e por secretarem mucilagem dentre outras substancias, que
envolvem e protegem os Orgdos em desenvolvimento. A presenca de coléteres em folhas de
Anacardiaceae esta sendo descrita neste trabalho pela primeira vez.

Para Fahn (1979), coléteres sdo tricomas que secretam uma substincia viscosa € consistem
de uma cabega multicelular e de um pediinculo que pode estar ou nfo presente. Thomas (1991) se
referiu aos coléteres como estruturas que produzem uma secrecio viscosa que protege os meristemas
em inicio de desenvolvimento. A secrecdo destas estruturas pode ser constituida apenas por
mucilagem (Fahn 1979; Thomas 1991) ou por uma mistura de mucilagem e compostos lipofilicos
(Fahn 1979, 1990).

A presenca de mucilagem na secre¢do dos coléteres impede o dessecamento das regides
meristematicas, devido a sua reconhecida capacidade de retengiio de 4gua (Fahn 1979; Simdes et al.
2004). Pelo estudo histoquimico, detectou-se também a presenca de compostos fendlicos que s3o
cotthecidos, dentre outras propriedades, por inibirem o crescimento de fungos ¢ esta fungdo foi
registrada para os coléteres calicinais de Blepharodon bicuspidatum Fourn. (Demarco 2005). Assim,
sugere-s¢ que os coléteres em Anacardiaceae protegem os meristemas contra o dessecamento e a
proliferacdo de fungos. A fungfio de protecdo dos meristemas em A. humile pode ser confirmada
pela auséncia de tricomas em apices vegetativos hipdgeos (Naranjo and Pernia 1990); desta forma,
néo ha coléteres nos 6rgos que estdio protegidos sob o solo, mas & medida que os apices tornam-se
epigeos e perdem esta protegdo, a presenga desta glindula € observada.

Em espécies de Anacardiaceae, a presenca de tricomas glandulares é comum nos orgios
vegetativos (Tabela 2), mas estas estruturas estio descritas apenas para 6rglos vegetativos ja

desenvolvidos.
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Tabela 1. Testes histoquimicos para a secreciio dos tricomas glandulares de Anacardium humile St.
Hil., Lithraea molleoides (Vell.) Engl., Spondias dulcis G.Forst e Tapirira guianensis Aubl.

Testes histoquimicos Substincia a ser Cor A. humile L. mollecides S, dulcis T, guianensis
q ’ evidenciada {Figura) (Figura) (Figura) (Figura)s
- polissacarideos rosa a
reacio PAS totais vermelho + (26) +{31) +(37) +(41)
vermelho de ruténio mucilagens rosa a + + +(38) +
acidas vermelho

acido tdnico ¢ cloreto .
forrico. mucilagens preto + +(32) + +

" coOmpostos ) ) ) i )
cloreto férrico (FAA) fendlicos preto; marrom
preto de Sudioc B lipidios totais preto + +(33) + +
sulfate azul do Nilo lipidios acidos azul +(28) +(34) +(39) + (42)
sulfato azul do Nilo lipidios neutros rosa - - - -
acetaio de cobre e .

- + + + +

ac.rubeanico dcidos graxos verde-gscuro (29 (35) (40) (43)

. compostos

; : + + + +

cloreto férrico (FNT) fendlicos preto; marrom (30) {36)

( )=Figura, + = positivo, -=negativo.



Tabela 2- Tricomas tectores e glandulares em 6rgos vegetativos de Anacardiaceac.
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Espécies Tricomas Tricomas glandulares Tricomas tectores Tricomas Referéncias
tectores (folha) (folha) (caule) glandulares (caule)
Anacardium (If) “domaceas™ - - Mitchell 1992
amapaense
Anacarditm nanum - {ed)/{eb) - - Morretes 1967
multisseriados
Anacardivm {If) no (1f) multicefulares - - Tormes €
occidentale {p) unicelulares (p) no Jauregui 1959
Anacardium - {1f) “domiceas” - - Mitchell 1992
parvifolium
Anacardium {1D)/(ed) no (ID/(ed) - uni e multicelulares Paula e Alves
SPrUCeantm (p) no (1N)/(eb) uni ¢ 1973
multicelulares
(p) no
(1f)/(eb) “domaceas™
Mangifera indica (1) no (1H/(eb) no no Tewfic e Habib
1977
{16) multicelulares Tomer et al. 1996
{if) no (1f)/(eb) peltados - - Torres €
{p) no {p) no Jauregui 1999
Pachycormus (19 unicelulares (Ify multicelulares - - Gibson 1981
discolor (pH){rq)
multicelulares
(pfY/(p) multicelulares
(pf) caducos
Rhus sp. (1) Metcalf & Chalk
1950
Schinus molle (1f) unicelulares {p) no no no Paviani 1965
(p) unicelularcs
Schinus {1f) unicelulares (1D unicelulares no Paviani 1965
terebinthifolius (p) no (p) no
Schinus lentiscifolins (1f)y{ed} (If)/(eb) uniceluiares no Paviani 1965
unicelulares (p) no
(p) unicelulares
Schinus polygamu {1f)/(eb) (p)no no no Paviani 1965
unicelulares
{p) unicelulares
{raros)
Schinus (1f) unicelulares & (i) multicelulares no Paviani 1965
terebinthifolins multicelulares {p) no
{variedade) {p) unicelulares e
multicelulares
Spondias purpurea (1) unicelulares (1f¥(eb) - - Torres e
(nc) unicelulares nmulticelulares Jauregui 1999
{p) unicelulares {nc) no
(p} no
Spondias tuberosa (1f) unicelulares e (If)y(ed) - - Sant’ Anna 1975
multicelulares multicelulares
(pl) unicelulares e {If)/{eb) no
multicelulares (pl) multicelulares
(p} unisseriados ¢ (p) no

multisseriados

(1f) = lamina foliar, (pl) = pecidlulo, (p) = peciolo, (ed) = epiderme adaxial, (eb) = epiderme
abaxial, (pf) = primérdio foliar, (pc) = primérdio caulinar, (nc) = nervura central, (av) = apices

vegetativo, (rq) = raque, (no) = estrutura ndo observada, - = sem referéncia.
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Figuras 1 a 7. Micrografias de varredura evidenciando os tricomas glandulares foliares de Tapirira
guianensis (1-3) ¢ Spondias dulcis (4-7). 1-3 e 5-7. Detalhe dos tricomas com porcdes secretoras
multisseriadas. 4. Apice caulinar vegetativo, notar coléteres nos primérdios foliares. Escalas: 1. 20

um. 2, 3, 6-7.10 pm. 4. 50 pm. 5. 25 pm,
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Figuras 8 a 13. Tricomas glandulares foliares de Anacardium humile. 8. Apice vegetativo com
tricomas glandulares e tectores. 9- 13. Pormenor dos tricomas glandulares capitados; a por¢io
secretora ¢ multicelular e multisseriada. 9. Vista lateral de tricomas glandulares com porgdes
secretoras multisseriadas ¢ multicelulares com seis e sete células de comprimento. 10. Tricomas
glandulares com por¢des secretoras multisseriadas e multicelulares com quatro células de
comprimento. 11. Vista frontal de tricomas glandulares com porgdes secretoras multisseriadas e
multicelulares. 12. Por¢fio secretora do tricoma com quatro séries de células. 13. Porcéo secretora do

tricoma com oito séries de células. Escalas: 8. 250 pm. 9-13. 30 um.
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Figuras 14 a 17. Tricomas glandulares foliares de Lithraea molleoides. 14. Apice vegetativo com
tricomas glandulares e tectores. 15. Primérdios foliares com tricomas em diferentes estidios de
desenvolvimento. 16. Tricoma com cabega secretora multisseriada e multicelular com seis células de
comprimento. 17. Primérdios foliares com tricomas em diferentes estadios de desenvolvimento e
tricoma com cabega secretora com 11 células de comprimento. Esealas: 14. 250 pm. 15. 50 um. 16
e 17.30 um.
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Figuras 18 a 24. Tricomas glandulares foliares de Spondias dulcis (18-23) e tricoma glandular de
Tapirira guianensis (24). 18. Apice vegetativo com tricomas glandulares. 19 e 20. Tricoma com
cabeca multisseriada e multicelular com 5 células de comprimento. 21. Tricoma com cabega
multisseriada e multicelular com 8§ células de comprimento. 22. Tricomas glandulares de diferentes
formatos com variagdo no niimero de séries ¢ no nimero de células em cada série. 23. Tricoma com
7 séries de células e tricoma com 2 séries de células. 24. Tricoma com cabega multisseriada e

multicelalar com 4 células de comprimento. Escalas: 18, 300 um. 19-23. 30 um. 24. 40 ym.
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Figuras 25 a 36. Caracterizagio histoquimica da secreciio dos tricomas de Anacardium humile e
Lithraea molleoides. 25 a 30. Tricomas glandulares de 4. humile. 31 a 36. Tricomas glandulares de
L. molleoides. 25. Secregdo fixada em FAA sem tratamento histoquimico. 26 e 31. Reacio PAS. 27.
Secreglo fixada em FNT sem tratamento histoquimico. 28 e 34. Teste com sulfato azul do Nilo. 29 e
35. Teste com acetato de cobre ¢ acido rubéanico. 30 e 36. Teste com cloreto férrico. 32. Secrecdo
no meio extracelular; teste com dcido tanico e cloreto férrico. Escalas: 25-28, 32, 34 e 36. 30 um.

29,31,33 e35. 15 pm. 30. 25 pum,
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Figuras 37 a 43. Caracterizagio histoquimica da secre¢do dos tricomas de Spondias dulcis e
Tapirira guianensis. 37 a 40. Tricomas de S. dulcis. 41 a 43. Tricomas de T. guianensis. 37.
Secregdo em meio extracelular; reagio PAS. 38. Teste com vermelho de ruténio. 39 e 42. Teste com
sulfato azul do Nilo. 40 e 43. Teste com acetato de cobre e acido rubéanico. 41. Reaglo PAS.
Escalas: 37. 25 um. 38, 40,41 e 43. 15 pm. 39 e 42. 30 um.
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RESUMO - (Tricomas glandulares em espécies de Anacardiaceae: estrutura e secregio). Muitos
dos aspectos da morfologia, anatomia, histoquimica e ultra-estrutura da estruturas secretoras da
maioria dos representantes do cerrado sdo desconhecidos frente 4 riqueza e diversidade desta
formagdo. Neste bioma, a familia Anacardiaceae estd representada principalmente pelos géneros
Anacardium, Lithraea, Schinus € Tapirira. Dentre as anacardidceas, muitas espécies sio conhecidas
por seus saborosos frutos, outras, como produtoras de boa madeira ou de substancias de uso
industrial € medicinal e principalmente, por serem causadoras de sérias alergias. Apesar de muitos
trabalhos indicarem a presenca de tricomas glandulares em espécies de Anacardiaceae, poucos
fazem referéncia & composicdo e & fungdo da secreclo destas estruturas em Orglos vegetativos €
reprodutivos. Este estudo tem como objetivo caracterizar estruturalmente os tricomas glandulares da
folha de Anacardium humile StHil. e os tricomas florais de Lithraea molleoides (Vell.) Engl. e
Tapirira guianensis Aubl., bem comeo, avaliar a natureza da secrecfio destas glindulas por meio da
histoquimica. Tricomas glandulares multicelulares e multisseriados, cuja secre¢dio é composta por
polissacarideos, compostos fenélicos e acidos graxos foram encontrados nas folhas, pedunculo € nas
bricteas da inflorescéncia de A .humile, no pedinculo e na bractéola floral de L. molleoides e no
ovario e pistilédio de T. guianensis. Tricomas multicelulares e unisseriados de secre¢do fendlica e
lipidica foram encontrados no estigma de L. mollecides e T, guianensis

Palavras-chave — tricomas glandulares, estrutura, histoquimica, distribui¢éo, Anacardiaceae.
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Introducéo

Anacardiaceae esti incluida na ordem Sapindales ¢ ¢ composta por 70 géneros com
aproximadamente 600 espécies de distribuigdo principalmente pantropical, com poucas de regides
temperadas (Judd et al. 1999). No cerrado Anacardiaceae esta representada principalmente por
Anacardium, Lithraea, Schinus € Tapirira.

Diversos membros desta familia sfo cultivados em todo o mundo, devido aos seus frutos e
sementes comestiveis, compostos medicinais, madeira valiosa e beleza paisagistica (Pell 2004).

Além dos canais secretores caracteristicos da famflia, outras estruturas secretoras como
coléteres (capitulo 3), idioblastos (Metcalfe & Chalk, 1950 e Lacchia, capitulo 1), nectarios florais ¢
extraflorais (Wunnchit ef al., 1992 e Rickson & Rickson, 1998) e tricomas glandulares (Metcalf &
Chalk 1950; Paviani 1965; Morretes 1967; Paula & Alves 1973; Sant’anna 1975;Tewfic & Habib
1977; Gibson 1981; Mitchell & More 1987; Naranjo & Pernia 1990; Mitchell 1992; von Teichman
& van Wyk, 1994;Torres & Jauregui 1999; Carmello-Guerreiro & Paoli, 2002), foram descritas para
algumas espécies.

Tricomas glandulares séo encontrados em depressoes localizadas nas axilas das nervuras
foliares de algumas espécies de Anacardium (Mitchell & More, 1987, Micthell, 1992). Em
Anacardium occidentale L., Rickson & Rickson, 1998 verificaram que as depressdes foliares séo
cobertas internamente por papilas glandulares e atribuiram caréter nectarifero a secregao produzida
por estas papilas. Nos drgdos reprodutivos de Anacardiaceae, tricomas secretores também foram
encontrados na epiderme externa ovariana das flores femininas de Schinus ferenbinthifolius Raddi
(Carmello-Guerreiro e Paoli, 2002), em pétalas de Ozoroa namaquensis (von Teichman e van Wyk,
1994) e Anacardium humile St.Hil.(capitulo 5).

Apesar de muitos trabalhos indicarem a presenca de tricomas glandulares em Anacardiaceae,

poucos fazem referéncia & composicio da secregdo (Metcalfe &Chalk 1950, Tomer et al. 1996) e a
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funcéo a ela atribuida. Estudos que caracterizem a localizagio, a estrutura e a secrecdo dos tricomas
podem trazer valiosas informagGes sobre a funcdo destas estruturas em orgios vegetativos e
reprodutivos de Anacardiaceae.

Mediante o exposto, este trabalho tem como objetivo caracterizar anatomicamente os
tricomas glandulares presentes em folhas de Anacardium humile St-Hil. e nas flores pistiladas ¢
estaminadas de Lithraea molleoides (Vell) Engl. e Tapirira guianenses Aubl., ocorrentes no cerrado
(lato sensu} do Estado de Sdo Paulo, bem como avaliar a natureza quimica do secretado. A
caracterizaco histoquimica dos tricomas secretores pode auxiliar na interpretagio da provével

fun¢do exercida por estas glandulas em érgios vegetativos e reprodutivos de Anacardiaceae.

Material

O material de estudo foi coletado em 4reas de cerrado do Estado de Sdo Paulo: Reserva
Biologica e Estagiio Experimental de Moji Guacu, Fazenda Palmeira da Serra de Pratinia e
fragmento situado no municipio de Botucatu. As coletas foram realizadas de setembro de 2002 a
dezembro de 2005. Os materiais testemunha foram herborizados e serdio incorporados ao Herbario
UEC: 4. humile St-Hil.: BRASIL, SA0 PAULO, Botucatu, 14-1X-2004, 4. Lacchia 13: Moji Guagu,
09-1X-2003, A. Lacchia 8; 06-10-2004, 4. Lacchia, 18, 19 , 20, 21: L. mollecides (Vell.). Engl.:
BRASIL, SAC PAULO, Botucatu, 16-VUI-2004, A. Lacchia 11,12; Pratania, 14-1X-2004, A. Lacchia
14, 15, 16, 17 ; T. guianensis Aubl.: BRASIL, SA0 PAULO, Moji Guacu, 09-XI-2002, 4. Lacchia 4,
01-V-2003, 4. Lacchia 7, 25-1X-2003, A. Lacchia 9 ; Pratania, 03-IX-2002, 4. Lacchia 1, 23-IX-
2002, A. Lacchia 2, 13-X-2002, A. Lacchia 3, 12-X11-2002, A. Lacchia 5, 6, 18-111-2004, A. Lacchia
10. O material botanico foi identificado pelo professor Jorge Tamashiro, da Universidade Estadual

de Campinas.
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Métodos

Microscopia de luz

Ramos florais de A.humile, L. molleoides ¢ T. guianensis ¢ folhas de 2,0 até 27cm de
comprimento de A. humile foram fixados em FAA por 24h (Johansen 1940) ¢ FNT (formalina
neuira tamponada (Lillie 1965) por 48h e estocados em etanol. Folhas de diversos comprimentos
foram observadas em microscopio estereoscopico SMZ-U para a localizagdo dos tricomas foliares.
Para o estudo anatémico, botdes florais, flores em pré-antese, antese ¢ pos-aniese e folhas com 7,7
cm foram isolados, desidrétados em série butilica (Johansen 1940) ou etilica, incluidos em
“Paraplast” ou em resina plastica (Historesin Leica), seguindo-se a técnica de Gerrits & Smid
(1983). Secebes em séries, transversais e longitudinais com 12 a 18 um de espessura foram obtidas
das amostras em micrétomo rotative (Micron HM340E). Diferentes coloragdes foram testadas em
material incluido em “Paraplast” devido & afinidade distinta das espécies pelos corantes. As secgoes
de A. humile apresentaram os melhores resultados quando coradas com safranina alcodlica 1%,
violeta cristal 1% ¢ laranja G 1% em 6leo de cravo (tripla coloragdo de Flemming; Johansen 1940) e
as de L. molleoides e T. guianensis, quando coradas com safranina alcodlica 1% e com azul de astra
1% (Gerlach 1984). O material incluido em resina plastica foi corado com azul de toluidina 0,05%
em tampdo acetato pH 4,7 (Feder & O’ Brien 1968). Essas trés técnicas de coloragdo foram
utilizadas no presente trabalho ¢ as laminas montadas em resina sintética “Permount”.

Inflorescéncias com flores estaminadas € hermafroditas de A.humile nos estadios de botéo,
pré-antese, antese e pos-antese ¢ flores pistiladas em pés-antese de L. molleoides e T. guianensis
foram utilizadas na aplicacfio de testes histoquimicos. Apenas trés testes histoquimicos foram
aplicados nas flores de L. molleoides devido a pequena quantidade de flores obtidas dos individuos
desta espécie. Pelo mesmo motivo, os compostos do exsudato dos tricomas estigmaticos néo foram
detectados. Folhas com 5,6 c¢m, 7,7 cm ¢ 12 cm de comprimento de A humile também foram

utilizadas para a aplicagdo de testes histoquimicos
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Materiais fixados em FAA foram utilizados para os testes histoquimicos que evidenciam
polissacarideos totais (incluindo mucilagem e amido) e compostos fendlicos hidrossoluveis e
materiais fixados em FNT para os testes que evidenciam lipidios totais (incluindo 4cidos graxos
livres e compostos fentlicos lipossoltiveis. Os tratamentos realizados para evidenciar as principais
classes quimicas dos componentes da secre¢io dos tricomas glandulares foram: vermelho de ruténio
para mucilagens acidas (Gregory & Baas 1989), 4cido tanico/cloreto férrico para mucilagem
(Pizzolato & Lillie 1973), reagdo PAS (Periodic-Acid-Schiff’s reagent; pararosanilina, CI 42510)
para polissacarideos totais (Jensen 1962), preto de Suddo B (CI 26150) para lipidios totais (Pearse
1985), sulfato azul do Nilo (CI 51180) para lipidios 4cidos e neutros (Cain 1947), acetato de cobre e
acido rubeanico para acidos graxos (Ganter & Jollés 1969, 1970) e cloreto de férrico para compostos
fendlicos (Johansen 1940).

Para o controle dos testes que detectam substdncias lipofilicas, o material botanico foi
colocado em solugdo de metanol/cloroférmio/agua/HCl (66: 33: 4: 1 v/v; High 1984) por 48 horas.
Apos este periodo, 0 material foi fixado em FNT e posteriormente tratado pelos reagentes e corantes
Ja mencionados. Os controles dos testes para substincias hidrofilicas foram realizados conforme as
respectivas técnicas.

As fotografias foram realizadas em microscopio estereoscopico SMZ-U e as
fotomicrografias, em microscopio Olympus BX51 utilizando-se filme Kodak Pro Image ASA 100.
As escalas das figuras foram obtidas através de dmina micrométrica fotografada nas mesmas

condi¢des Opticas das demais ilustragdes.

Resultados
Distribuig@o e estrutura dos tricomas

Tricomas glandulares em folhas de 4. Aumile (figuras 1-12)
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Nas folhas jovens (2,1cm e 3,5cm de comprimento), os tricomas glandulares estdo apenas na
gpiderme da face adaxial e sdio vistos nas axilas das nervuras secunddrias com a primaria do tergo
basal da l4mina foliolar. Estes tricomas estio no mesmo nivel das demais células epidermicas
(figuras 1-2). Na folha de 7,3 cm de comprimento, os tricomas estéo na epiderme da face adaxial, no
terco basal da lamina foliolar (figuras 3, 5) e na epiderme da face abaxial no ter¢o mediano (figura
4). Estes sdo encontrados em criptas ou depressdes existentes entre as nmervuras secundarias € a
priméria. Na folha de 11,7 cm de comprimento, tricomas glandulares ainda sdo observados na
epiderme da face adaxial na por¢o basal da lamina foliolar. Estas estruturas também estdo em
depressdes entre as nervuras secundérias e primérias e em depressdes das axilas de todas as nervuras
secundérias da epiderme da face abaxial (figuras 6-7).

Em folhas totalmente expandidas (27, 2 cm de comprimento), os tricomas glandulares estao
apenas na epiderme da face abaxial e sfio encontrados nas depressdes das axilas das nervuras
secundatias com a primaria (figura 8) e, muitas vezes, nas depressdes das axilas secundarias com as
tercidrias (figura 9); estas depressdes sdo observadas principalmente nos tergos apical e mediano da
lamina foliolar. Os tricomas estdo presentes quase que exclusivamente nas axilas das nervuras
secundarias de maior calibre, eventualmente tricomas sfo encontrados nas axilas das nervuras
secundarias de menor calibre. Neste comprimento de folha, praticamente todos os tricomas estdo
senescentes (figura 10), os que aparentemente ainda permanecem secretores sdo os tricomas das
axilas das nervuras secundérias com as terciarias; em geral, na regido apical da 14mina foliolar.

Todos os tricomas glandulares observados estio localizados em depressdes da lamina foliar
(figura 11) e possuem porgo secretora multicelular € multisseriada (figura 12).

Tricomas em inflorescéncias de A humile (13-14)

Tricomas tectores sdo observados na face abaxial das bracteas e do pedicelo da flor

masculina e hermafrodita. Tricomas glandulares com porgfio secretora multicelular e multisseriada

estiio presentes na face adaxial das bractéolas e das bricteas (figura 13) e no eixo das inflorescéncias
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(figura 14); estas estruturas secretoras s6 podem ser encontradas enquanto as flores estdo na fase de
botdo ¢ 4 medida que estas se desenvolvem, os tricomas ndo sdo mais visiveis.
Tricomas em flores de L. rﬁol!eoides (figuras 15-16)

Tricomas tectores e glandulares sdo observados no pedicelo (figura 15) e na insercdo da
bracteola a este em todas as fases de desenvolvimento da flor pistilada e estaminada. Tricomas
glandulares multicelulares e unisseriados (figura 16). sio encontrados no estigma das flores
pitiladas. Os tricomas glandulares da flor estaminada e pistilada sdo morfologicamente semelhantes
¢ estdo em tase secretora durante todos os estadios florais estndados.

Tricomas em flores de T. guianensis (figuras 17-18)

Tricomas tectores e glandulares sfo encontrados na epiderme externa ovariana da flor
feminina e no pistiléide da flor masculina em todos os estidios florais. As flores estaminadas
possuem uma maior quantidade de tricomas tectores em relagio as flores pistiladas. Os tricomas da
epiderme externa ovariana e do pistilédio possuem porgéio glandular multicelular e multisseriada
(figura 17) e os do estigma possuem porgio glandular multicelular e unisseriada (figura 18). Estes
permanecem em fase secretora durante todo o desenvolvimento floral e sfo morfologicamente
semelhantes em flores pistiladas e estaminadas.

Os tricomas glandulares descritos nas trés espécies estudadas ndio apresentam cuticula
distendida.

Histoquimica (figuras 19-44)

O secretado do tricoma foliar possui cor bege no material fixado em FAA (figura 19) e cor
dmbar no material fixado em FNT (figura 22). A secreciio do tricoma bracteolar tem cor amarela
quando no material fixado em FAA (figura 25) e marrom quando fixado em FNT (figura 27). A
secregdo do tricoma peduncular tem cor marrom independente do fixador utilizado (figura 31).

Polissacarideos € compostos lipofilicos foram detectados na secregdo do tricoma da folha, da

bractea e do pedunculo floral de 4. huwmile (Tabela 1). Os compostos fendlicos que compdem a
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secrego do tricoma foliar sdo lipossoluveis e os compostos fendlicos que compdem a secregdo do
tricoma bracteolar ¢ peduncular sio hidrossoluveis e lipossoluveis. O 4cido tanico/cloreto férrico
pdde detectar mucilagem apenas na secregfo de alguns tricomas foliares de A. humile.

Mucilagens 4cidas, e compostos lipofilicos foram detectados na secrecdo do tricoma
peduncular da flor feminina e masculina em pos-antese de L .molleoides (Tabela 2).

Polissacarideos, acidos graxos e compostos fendlicos foram detectados na secrecio dos
tricomas ovarianos da flor feminina em pos-antese de T. guianensis (Tabela 2).

Acidos graxos e compostos fenolicos foram detectados nos tricomas estigmaticos da flor
pistilada e estaminada em pos-antese de T. guianensis (Tabela 2). A secregfio dos tricomas

estigmaticos possui coloragio amarela em material fixado em FAA e em FNT (figura 41).

Discussao

Os tricomas foliares glandulares de 4. humile sio multicelulares e estio presenies em
depressdes da lamina foliar junto s axilas das nervuras das faces adaxial ¢ abaxial ou em apenas
uma das faces foliares dependendo do tamanho da folha. A localizagdo destes tricomas nas por¢des
apical, mediana e basal da folha, também depende do estadio de desenvolvimento foliar. Esta
mesma observacio, em relagio ao posicionamento dos tricomas secretores foliares de 4. humile, foi
realizada para a localizagBo das papilas glandulares em folhas de Anacardium occidentale por
Rickson & Rickson (1998).

Em Anacardium corymbosum Barb.Rodr. e Anacardium nanum St.Hil, os autores Mitchell &
Mori (1987) encontraram tricomas glandulares em depressdes foliares que denominaram de criptas
laminares. Mitchell (1992) observou a presenca de tricomas secretores em depressoes foliares de
Anacardium parvifolium Duke e Anacardium amapaénse J.D.Mitchell ¢ denominou estas

depressdes de domadceas, mesmo sem observar a presenca de habitantes nestas. Em A. occidentale,



128

Rickson & Rickson (1998) observaram que papilas glandulares recobrem a superficie interna de
depressdes foliares.

Os tricomas secretores das folhas das espécies 4. corymbosum, A. nanum, A. parvifolium e A.
amapaénse também foram descritos como estruturas multicelulares (Mitchell & Mori 1987; Mitchell
1992).

A secregio dos tricomas foliares de A. humile reage positivamente para compostos fendlicos
lipossoluveis e polissacarideos. H4 duas hipéteses para os resultados histoquimicos da secreciio dos
tricomas foliares de A. humile; pode-se pensar que estes tricomas produzem secrecio de cOmposi¢io
heterogénea composta por substancias hidrofilicas e lipofilicas ou que estes tricomas produzem
néctar com uma grande quantidade de lipidios € compostos fenélicos. Dentre outras compostos
como aminoacidos, lipidios e ions minerais podem estar presentes, além do aglicar na composiciio
do néctar (Litge & Schnepf 1976, Baker 1977). Extensivos estudos em muitas espécies tém
demonstrado que alcaltides € fendlicos sdo comuns no néctar (Baker 1977, 1978).

Rickson & Rickson (1998) atribuiram cardter nectarifero a secregdo produzida pelas papilas
glandulares encontradas nas depressGes foliares de 4. occidentale, mesmo sem terem realizado testes
histoquimicos ou quimicos que caracterizassem a natureza da secrecfio. Wunnachit ez al. (1992)
também classificaram de néctar 0 exsudato observado na epiderme da face adaxial foliar de A.
occidentale, embora estes autores também nfo tenham realizado nenhum estudo para caracterizar as
substéncias presentes nesta secrecdo. Os autores supracitados denominaram de nectérios extraflorais
(NEFs) as estruturas secretoras foliares de A. occidentale. Wunnachit ef al. (1992) descreveram que
os nectdrios foliares de 4. occidentale secretam durante todo o ano e Rickson & Rickson, (1998)
observaram que estas estruturas secretam até que a folha atinja a maturidade. Em 4. Aumile, também
s¢ observa tricomas secretores em estado ativo de secregdo até a folha atingir seu tamanho méaximo.

Nectarios extraflorais sdo 6rgdos secretores de néctar que nem sempre estio diretamente

envolvidos com as funcdes de polinizagdo (Elias 1983). Estas glandulas sfo distribuidas amplamente
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pelas angiospermas e possuem uma grande diversidade morfologica e anatémica (Elias 1983). Estas
estruturas secretoras podem ter um importante papel na protecfio da planta, através da atragio de
insetos que a protegem dos fitéfagos (Bentley 1977). Em A. occidentale, Wunnachit ef al. (1992) e
Rickson & Rickson (1998) acreditam que as secregdes dos (NEFs) podem atrair formigas para a
protecio das folhas e frutos contra predadores. Provavelmente, a observacio de formigas
forrageando as folhas e frutos de A. occidentale levou estes autores a conclusdo de que as estruturas
secretoras presentes nestes orgios sdo NEFs .

Em A. humile, muitas formigas também foram observadas forrageando as folhas, mas o fato
das formigas serem atraidas pela secregdo dos tricomas foliares ndo exclui a possibilidade de que
esta seja uma mistura de substancias lipidicas e polissacaridicas. Neste caso, pode-se inferir que as
formigas que estavam forrageando as folhas de 4. humile estariam na verdade sendo atraidas por
uma mistura de lipidios e polissacarideos e néo pelo néctar.

Varias plantas tropicais possuem estruturas especializadas analogas a NEFs “food bodies”
que atraem formigas para a sua defesa, como por exemplo, em Macaranga e Ochroma, cujas
estruturas secretoras produzem lipidios, e Acacia e Piper, que produzem proteinas e lipidios
(Buckley 1982).

Nas inflorescéncias de A .humile, tricomas giandulares foram encontrados no eixo € na
bractea. Estes tricomas sdo multicelulares, multisseriados, produzem secregdo heterogénea composta
de polissacarideos, 4cidos graxos e compostos fendlicos e estdo presentes na inflorescéncia apenas
enquanto as flores estfio na fase de botfo. Pelo fato de produzirem secre¢do heterogénea composta,
dentre outras substincias, por polissacarideos e por estarem presentes no estadio de botdo das flores,
pode-se identificar estes tricomas como coléteres.

Coléteres multicelulares e multisseriados ja foram descritos para épices caulinares e folhas
jovens de A humile, L. molleoides, Spondias dulcis e T. guianensis (capitulo 3); porém, a presenca

de coléteres em inflorescéncia estd sendo pela primeira vez descrita para Anacardiaceae.
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Coleteres sdo tricomas que secretam uma substincia viscosa ¢ consistem de uma cabeca
multicetular e de um pedinculo que pode ou ndo estar presente (Fahn 1979). Thomas (1991) referiu-
se aos coléteres como estruturas que produzem uma secreglio viscosa que lubrifica e protege os
meristemas em inicio de desenvolvimento do dessecamento. A secregio dos coléteres pode ser
constituida apenas por mucilagem (Fahn 1979; Thomas 1991) ou por uma mistura de mucilagem e
compostos lipofilicos (Fahn 1979, 1990). A fungdo protetora dos coléteres para os meristemas tem
sido bem estabelecida em Apocynaceae (Thomas & Dave 1989 a, b).

Pelo estudo histoquimico, detectou-se a presenga de compostos fendlicos na secregio dos
coleteres da inflorescéncia de 4. humile. Estes compostos sdo comhecidos, dentre outras
propriedades, por inibirem o crescimento de fungos e esta fun¢do pode ser detectada nos coléteres
calicinais de Blepharodon bicuspidatum Fourn. (Demarco 2005). Assim, pode-se pensar que os
coléteres em Anacardiaceae protegem os meristemas florais contra a dessecaclo e contra a
proliferagio de fungos, permitindo uma maior viabilidade do desenvolvimento floral para a espécie.

Tricomas glandulares também estfio presentes no pedinculo e nas bractéolas das flores
pistiladas e estaminadas de L .molleoides, na epiderme externa ovariana da flor pistilada e no
pistilddio da flor estaminada de 7. guianensis. Estes tricomas sfio observados em todos os estadios
de desenvolvimento floral destas espécies. Tricomas secretores também foram encontrados na
epiderme externa ovariana das flores femininas de Schinus terenbinthifolius (Carmello-Guerreiro &
Paoli 2002) e em pétalas de Ozoroa namaquensis (Von Teichman & Van Wyk, 1994) e 4. humile
(capitulo 5).

A secregio dos tricomas das flores pistiladas de L. molleoides e T. guianensis é composta por
mucilagem, acidos graxos e compostos fendlicos. A presenca de compostos fendlicos na secreciio
dos tricomas das duas espécies pode indicar que estas estruturas estejam envolvidas na defesa

quimica das flores.
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Tricomas tectores também sio encontrados em grande niimero, no ovirio da flor pistilada e
no pistilédio da flor estaminada de T .guianensis. Estes tricomas formam uma grossa camada
mecénica e possivelmente, contribuem com os tricomas glandulares na protegéio das flores contra
herbivoria ou dessecagio (Corsi &Bottega 1999; Mello & Silva-Filho 2002; Kolb & Muller 2004,
Machado et al. 2006).

Tricomas glandulares multicelulares ¢ unisseriados estdo localizados no estigma floral de L
_molleoides e T. guianensis. Estes tricomas estdo em fase secretora desde a flor em botdo até a flor
em pos-antese. Na flor pistilada em pds-antese de T. guianensis, a secrecdo dos tricomas
estigmaticos contém acidos graxos ¢ compostos fenolicos. Como o estudo histoquimico da secre¢ao
dos tricomas estigméticos nfio foi realizado em todas as fases de desenvolvimento floral pode-se
sugerir, que em outros estidios da flor, o estigma produz outros tipos de substincias como
polissacarideos e proteinas ou que produz apenas lipidios & compostos fendlicos, ja detectados na
flor em pds-antese. Recentemente, compostos lipidicos de secregbes estigméticas sdo considerados

essenciais para a penetragio ¢ direcionamento do crescimento do tubo polinico no estigma (Lush et

al.1998; Wolters-Arts et al. 1998).
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Tabela 1. Resultado da aplicagio de testes histoquimicos em folhas e inflorescéncias de Anacardium

humile St.Hil,

Tratamento Substéncia a ser Coloragio Tricomas Tricomas Tricomas
detectada (folha) (Fig,) (bréctea) (Fig.) (pedinculo) (Fig.)
vermelho de mucilagens dcidas  rosa a vermelho +(20) - -
ruténio
dcido tinico e cloreto mucilagem preto + - -
férrico
PAS polissacarideos  rosa a vermelho +(21) +(26) + (32}
gerais
preto de Sudio B lipidios totais preto/marrom + +(28) +(33)
sulfato azul do Nilo lipidios acidos azul +(23) + +
acetato de cobre e acidos graxos verde-escuro - + (29) +(34)
acido rubednico
cloreto férrico cOmpostos preto/marrom +(24) +(30) +
fenélicos

( )=figura, +=positivo, -=negativo.
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Tabela 2. Resultado da aplicagiio de testes histoquimicos em flores femininas e masculinas de
Lithraea molleoides (Vell.) Engl. ¢ Tapirira guianensis Aubl.

Tratamento Substéincia a ser Coloracio Tricomas em Lm Tricomas em Tg Tricomas em Tg

detectada (Fig.) {ex0) (Fig)) (estigma) (Fig.)
vermelho de mucilagens acidas rosa fvermelho ++(35) ++ (38) +(F)
ruténio
acido tinico e cloreto mucilagem preto TNR ++ +(F)
ferrico
PAS polissacarideos  rosa/vermelho TNR ++ -

gerais

preto de Sudido B lipidios fotais preto/marrom ++(36) ++ (39) ++
sulfato azul do Nilo lipidios acidos azul TNR +t ++ (42)
acetato de cobre e acidos graxos verde-escuro TNR ++ ++ {43)

dcido rubednico

cloreto férrico COMpOstos marrom +{37) TNR TNR
fendlicos

SFF compostos preto TNR ++ (40) + (44)
fendlicos

( )=figura, exo=epiderme externa ovariana, SFF=sulfato ferroso em formalina, + =fraco positivo,
++=positivo, -—=negativo, TNR=teste ndo realizado, +(F)=falso posifivo



138
Figuras 1-6. Folha de Anacardium humile. 1 ¢ 2. Folha de 3,5¢m de comprimento. 3-5. Folha de 7, 3

¢m de comprimento. 6. Folha de 11,7 em de comprimento. 1-3 e 5. Vista da epiderme da face
adaxial. 4 e 6. Vista da epiderme da face abaxial. 1. Criptas no ter¢o basal da folha. 2. Detalhe da
figura 1 (tricomas glandulares). 3. Criptas no tergo basal da folha. 4. Criptas no ter¢o médio da

folha. 5. Detalhe da figura 3 (tricomas glandulares). 6. Detalhe de uma c¢ripta laminar da regido

mediana da folha. Barras= lmm (1), 125um (2, 5), 1,5mm (3-4),150um (6).

Figuras 7-12. Vista da epiderme da face abaxial da folha de Anacardium humile. 7. Folha de 11,7
cm de comprimento. 8-10. Folha de 27,2cm de comprimento. 11 e 12. Folha de 7,7cm de
comprimento fixada em FAA. 7. Detalhe da cripta da regidio apical da folha. 8. Detalthe da cripta na
axila da nervura secunddria com a priméria na regido apical da folha. 9. Detalhe da cripta na axila da
nervura terciaria com a secunddria na regido mediana da folha. 10. Detathe da cripta na axila da
nervura secundaria com a priméria na regifio basal da folha mostrando tricomas senescentes. 11.

Depressio do tergo foliar basal com intimeros tricomas. 12. Detalhe dos tricomas multicelulares.

Barras= 125um (7-8), 300 um (9-10), 150um (11), 7Sum (12).

Figuras 13-18. Tricomas glandulares em flores pistiladas e estaminadas de Lithraea molleoides e
Tapirira guianensis ¢ em inflorescéncias de Anacardium humile. 13. Tricoma glandular da bractea
de A. humile. 14. Tricoma glandular escapo de A. humile. 15. Tricoma glandular do pedicelo da flor
estaminada de L. molleoides. 16. Tricomas estigmaticos da flor pistilada de L. mollevides. 17.
Tricoma glandular e tectores da epiderme externa ovariana da flor pistilada de 7. guianensis. 18.

Tricomas estigmaticos da flor estaminada de 7. guianensis. Barras= 75um (1), 30 Hm (2), 150um

(26), 75pm (27).
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Figuras 19-24. Testes histoquimicos em ftricomas glandulares foliares de Anacardium humile.
Secglio longitudinal. 19. Folha de 5,6 cm de comprimento. 20 e 24. Folhas de 7,7 cm de
comprimento. 21 - 23. Folhas de 12 cm de comprimento. 19 - 21. Material fixado em FAA. 22 - 24.
Material fixado em FNT. 19 e 22. Material sem tratamento histoquimico. 20. Teste com vermelho de
ruténio. 21. Reacdo PAS. 23. Teste com sulfato azul do Nilo. 24. Teste com cloreto ferrico. Barras=

30 um (19-21,23), 50 pm (22, 24).

Figuras 25-34. Testes histoquimicos em tricomas glandulares de Anacardium humile. Secgdo
longitudinal. 25 — 30. Tricomas da bractea da inflorescéncia. 31 - 34. Tricomas pedicelares. 25, 26,
21 e 32. Material fixado em FAA. 27 - 30, 33 e 34. Material fixado em FNT. 25, 27 e 31. Material
sem tratamento histoquimico. 26 e 32. Reagfio PAS. 28 e 33. Teste com preto de Suddo B. 29 ¢ 34.
Teste com acetato de cobre e acido rubanico. 30. Teste com cloreto férrico. Barras= 30 pm (25, 217,

29, 30, 32, 34), 50 pm (26, 28, 33).

Figuras 35-44. Testes histoquimicos em tricomas glandulares florais de Lithraea molleoides ¢
Tapirira guianensis. Secgio Jongitudinal. 35 — 37. Tricomas pedicelares de L.molleoides. 38 - 40.
Tricomas ovarianos de T.guianensis. 41 — 44. Tricomas estigmaticos em 7. guianensis. 35, 37¢ 38.
Material fixado em FAA. 36, 39, 41 - 44. Material fixado em FNT. 40. Material fixado em SFE. 41.
Material sem tratamento histoquimico. 35 e 38. Testes com vermelho de ruténio. 36 e 39. Teste com
preto de Sudfio B. 37, 40 e 44. Teste com cloreto férrico e SFF. 42. Teste com sulfato azul do Nilo.
43. Teste com acetato de cobre e acido rub&anico. Barras= 30 pm (25, 27, 29, 30, 32, 34), 50 um

(26, 28, 33).
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RESUMO - (Morfologia € histoquimica dos tricomas glandulares corolinos e do disco glandular de
flores de espécies de Anacardiaceae do cerrado) Em muitas espécies de Anacardiaceae, as flores
possuem discos glandulares que sdo caracterizados como nectariferos; porém, nio hd estudos que
comprovem a secrecdo de néctar por estas estruturas. Em Anacardium occidentale 1., estudos
cromatogrificos comprovaram a secre¢fio de néctar por tricomas glandulares corolinos. Neste
trabalho foram estudadas a estrutura e histoquimica dos tricomas glandulares corolinos das flores
estaminadas e hermafroditas de Anacardium humile St.Hil, e do disco das flores pistiladas e
estaminadas de Lithraca molleoides (Vell.) Engl. e Tapirira guianensis Aubl. Estas trés espécies sdo
importantes representantes do cerrado brasileiro e pouco se sabe sobre suas estruturas secretoras
florais. Botdes florais em varios estidios de desenvolvimento e flores foram fixadas e processadas
para microscopia de luz ¢ eletronica de varredura, com o proposito de caracterizar a estrutura do
disco e dos tricomas glandulares. Testes histoquimicos foram realizados para identificar as
principais classes de substincias dos exsudatos. Em L. molleoides, o disco é nectarifero, a sua
vasculariza¢io € constituida por elementos floematicos e o néctar liberado por estomatos. O disco
floral de 7. guianensis ndo possui tecido nectarifero caracteristico e apenas as células epidérmicas e
subepidérmicas reagem positivamente para substincias lipofilicas (4cidos graxos e compostos
fenolicos). A epiderme deste disco também possui estématos ¢ hid amido nas células
parenquimaticas. Nas flores de 4. humile, os tricomas corolinos apresentam secregio heterogénea
composta por polissacarideos, acidos graxos e compostos fendlicos. A producdo de substincias
lipofilicas pelos tricomas de 4. Aumile sugere que estas estruturas estejam envolvidas na protegio da
flor.

Palavras-chave — tricomas glandulares corolinos, disco glandular, estrutura, histoquimica,

Anacardiaceae.
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Introducio

A familia Anacardiaceae, representada por 70 géneros ¢ aproximadamente 600 espécies, é
principalmente pantropical, com poucas espécies de regides temperadas (Judd et al. 1999).

A maior parte dos estudos das estruturas secretoras desta familia é realizada em Orgédos
vegetativos, havendo poucos trabalhos que investiguem estas estruturas nos 6rgios reprodutivos.
Quando estudos estruturais visando a caracterizagio das estruturas secretoras sfo realizados em
Grgdos reprodutivos, a maioria deles refere-se somente aos canais (Venning 1948, Joel & Fahn 1980,
Machado & Carmello-Guerreiro 2001), que é a estrutura secretora caracteristica da familia.

As flores em Anacardiaceae variam do hermafroditismo ao unissexunalismo dentro de cada
uma das cinco tribos € muitas delas sfo consideradas unissexuais por redugfo (Hormaza & Polito
1996). A maioria das flores de Anacardiaceac ¢ caracterizada pela presenca de um disco glandular
intraestaminal, 6vulos andtropos péndulos e cuja placentagfio pode ser apical, lateral ou basal (Pell
2004). Segundo Mabberley (1997) € Judd et al. (1999), o disco intraestaminal presente € nectarifero.
Por meio de microscopia eletronica de varredura, Wannan & Quinn (1991} constataram a presenca
deste disco na base do ovario de muitas flores desta familia. Porém, apesar de muitas espécies de
Anacardiaceae apresentarem este disco intraestaminal, ndio ha estudos estruturais, histoquimicos ou
quimicos que garantam que estes discos sejam nectariferos. Descrigbes micromorfologicas também
sdo escassas e foram realizadas em discos de apenas quatro espécies (von Teichman & van Wyk
1994, 1996).

Em Anacardium occidentale L., Wunnachit ef al. (1992) n3o econtraram disco glandular e
sim intimeros tricomas glandulares na base das pétalas das flores estaminadas e hermatroditas.
Através de estudo cromatografico, estes mesmos autores caracterizaram a secregdo destas estruturas

como néctar.
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Anacardium humile StHil,, Lithraea molleoides (Vell.) Engl. e Tapirira guianensis Aubl.
sdo importantes componentes da vegetagio de cerrado brasileiro. Em 7. guianensis, Almeida er al.
(1998) observaram um disco glandular nas flores desta espécic e caracterizaram este disco como
nectaritero. Lenza & Oliveira (2005) propuseram que o néctar seja um recurso floral oferecido por
esta espécie para seus polinizadores. Em L. molleoides, um disco glandular estd presente ao redor
das flores pistiladas e estaminadas € em A. Aumile tricomas glandulares sdo observados na regifo
basal da face adaxial das pétalas de flores estaminadas e hermafroditas (observagGes pessoais).

Este trabalho tem como objetivo caracterizar a estrutura e a histoquimica da secre¢io do
disco floral de Lithraea.molleoides (Vell.) Engl. e Tapirira guianensis Aubl. ¢ dos tricomas

glandulares corolinos de Anacardium humile St.Hil.

Material

O material em estudo fot coletado em dreas de cerrado do Estado de Sio Paulo: Reserva
Biologica e Estagdo Experimental de Moji Guacu, Fazenda Palmeira da Serra de Pratinia e
fragmento situado no municipio de Botucatu. As coletas foram realizadas de setembro de 2002 a
dezembro de 2005. Os materiais testemunha foram herborizados e serfio incorporados ao Herbario
UEC: 4. humile A. StHil.: BRASIL, SA0 PAULO, Botucatu, 14-1X-2004, 4. Lacchia 13; Moji
Guagu, 09-1X-2003, 4. Lacchia 8, 06-X-2004, A. Lacchia 18, 21; L. molleoides (Vell.). Engl.:
BRASIL, SA0 PAULO, Botucatu, 16-VIII-2004, 4. Lacchia 11,12; Pratania, 14-IX-2004, A. Lacchia
14, 15, 16; T. guianensis Aubl.: BRASIL, SA0 PAULO, Moji Guacu, 09-XI-2002, 4. Lacchia 4, 01-
V-2003, 4. Lacchia 7; Pratania, 23-1X-2002, A. Lacchia 2, 12-X11-2002, A. Lacchia 5, 6. O material
coletado foi identificado pelo professor Jorge Tamashiro, da Universidade Estadual de Campinas.
Métodos
Microscopia de luz

Ramos florais de 4. .humile, L. molleoides ¢ T. guianensis foram fixados em FAA por 24 h
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(Johansen 1940) e FNT (formalina neutra tamponada; Lillie 1965) por 48 h e estocados em etanol

70%. Para o estudo estrutural, botdes florais, flores em pré-antese, antese e pos-antese foram
isolados, desidratados em série butilica (Johansen 1940) e etilica, incluidos em “Paraplast” e em
resina plastica (Historesin Leica), seguindo-se a tecnica de Gerrits & Smid (1983). Amostras dos
materiais foram seccionadas em micrdtomo rotativo (Micron HM340E) obtendo-se cortes
transversais e longitudinais seriados com 12 a 14 um de espessura. Diferentes coloracdes foram
testadas em material incluido em “Paraplast” devido a afinidade distinta das espécies pelos corantes.
As secgdes de A. humile apresentaram os melhores resultados quando coradas com safranina
alcodlica 1%, violeta cristal 1% ¢ laranja G 1% em 6leo de cravo (tripla coloragdo de Flemming;
Johansen 1940) ¢ as de L. molleoides ¢ T. guianensis, quando coradas com safranina alcodlica 1% e
com azul de astra 1% (Gerlach 1984). O material incluido em resina plastica foi corado com azul de
toluidina 0,05% em tampdo acetato pH 4,7 (Feder & O’ Brien, 1968). Essas trés técnicas de

coloragio foram utilizadas no presente trabalho ¢ as léminas montadas em resina sintética

“Permount”.

Inflorescéncias com botdes florais ¢ flores hermafroditas e estaminadas em pré-antese, antese
e pos-antese de 4 .humile, flores pistiladas em antese de L. molleoides e flores pistiladas e
estaminadas em antese de 7. guianensis foram utilizadas na aplicagfio de testes histoquimicos.
Apenas quatro testes histoguimicos foram aplicados nas flores de L. molleoides, devido a pequena
quantidade de flores obtidas dos individuos desta especie.

Materiais fixados em FAA foram utilizados para os testes histoquimicos que evidenciam
carboidratos (incluindo mucilagem e amido) e compostos fendlicos hidrossoliveis e materiais
fixados em FNT, para os testes que evidenciam lipidios totais (incluindo 4cidos graxos livres e
compostos fenolicos lipossoluveis). Os tratamentos realizados para evidenciar as principais classes
quimicas dos componentes da secreiio das glndulas florais foram: vermelho de ruténio para

mucilagens acidas (Gregory & Baas 1989), 4cido tanico e cloreto férrico para mucilagem (Pizzolato
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& [Lillie 1973), reagdo PAS (Periodic-Acid-Schiff’s reagent; pararosalina Cl 42510) para

polissacarideos totais (Jensen 1962}, reagente de Lugol para amido (Johansen 1940}, preto de Suddo
B (CI 26150) para lipidios totais (Pearse 1985), sulfato azul do Nilo (CI 51 180) para lipidios 4cidos
& neutros (Cain 1947), acetato de cobre/ 4cido rubednico para 4cidos graxos (Ganter & Jollés 1969,
1970} e cloreto férrico para compostos fendlicos (Johansen 1940).

Para o controle dos testes que detectam substdncias lipofilicas, ¢ material boténico foi
colocado em solugiio de metanol/cloroférmio/agua/HCl (66: 33: 4: 1 v/v; High 1984) por 48 horas.
Apbs este periodo, o material foi fixado em FNT e posteriormente tratado com os reagentes e
corantes ja mencionados. Os controles dos testes para substincias hidrofilicas foram realizados
conforme as respectivas técnicas.

As fotografias foram realizadas em microscopio estereoscopico SMZ-U e as
fotomicrografias, em microscopio Olympus BX51 utilizando-se filme Kodak Pro Image ASA 100.
As escalas das figuras foram obtidas através de ldmina micrométrica fotografada nas mesmas
condicGes dpticas das demais ilustrages.

Microscopia eletronica de varredura

Botdes e flores estaminadas e hermafroditas em pré-antese, antese € pos-antese de A. humile
¢ flores pistiladas e estaminadas de T. guianensis nestas mesmas fases foram fixadas em
glutaraldeido 4% em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2 por 48 horas a 4 °C. Apés lavagens no mesmo
tampdo, o material foi desidratado em série acetdnica ascendente, seco pelo método do ponto critico,
montado ¢ metalizado com ouro. As observagdes foram efetuadas em microscopio eletrénico de
varredura (MEV) Jeol T 220 a 15 kV ¢ os aspectos mais relevantes registrados em filme Kodak T

Max 200.

Resultados

Estruturas secretoras nas pétalas de 4. humile (figuras 1-13)



153

Tricomas glandulares multicelulares e multisseriados (figuras 2, 3, 4, 5, 7) sdo observados
em grande quantidade na regifio basal da face adaxial das pétalas das flores estaminadas (figura 1) e
hermafroditas (figuras 4-5) de A. humile.

Esses iniciam seu desenvolvimento no botdo de aproximadamente 3,0 mm de comprimento
(figura 6); em botdes maiores, tricomas em fase secretora j4 sio visualizados. Em todos os estadios
florais (botdio até flores em pos-antese), as pétalas possuem tricomas em diferentes estadios de
desenvolvimento (figuras 4, 5, 7, 8). Nas flores em pos-antese, tricomas em senescéncia sao
freqiientemente observados.

No botio com aproximadamente 3,0 mm, observa-se secregdo no interior das celulas
epidérmicas da face adaxial da regifio basal da pétala (figura 6). Na flor em pré-antese, as células
epidérmicas sfo secretoras ao longo da nervura principal e se estendem até a regido mediana da
pétala (figuras 9-10). Na altura das anteras, a epiderme da pétala ainda ndo € secretora na flor em
pré-antese e apresenta-se glandular somente na flor em antese (figura 11). Observa-se diferenca na
extensdio da regifio secretora da epiderme da pétala. A pétala na regifio basal € secretora em quase
toda sua extensdo (figura 12), na sua regido mediana é glandular em menor 4rea (figura 9) e na sua
regidio apical (junto as anteras) & secretora apenas na porgio central (figura 11).

Na flor em pos-antese, pode-se observar epiderme secreiora senescente (figura 13) ao longo
de todo comprimento ¢ largura da pétala.

Os tricomas glandulares corolinos da flor de 4. humile na coloragdo de Fleming possuem
coloracdio laranja e roxa no exsudato, que depende provavelmente da fase de secregdo € a epiderme
secretora possul sempre coloragio alaranjada que independe do estddio de desenvolvimento da
pétala.

Disco glandular em flores de L. molleoides e T. guianensis (figuras 14-25)
Um disco lobado intraestaminal estd localizado ao redor do pistilédio da flor estaminada de

L. molleoides (figuras 14, 21) e de T. guianensis (figura 17) e do ovario da flor pistilada de L.
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molleoides (figura 15) e de T guianensis (figura 17). O disco da flor estaminada de . mollecides &

mais proeminente gue o disco da flor pistilada desta mesma espécie (figuras 14-15), enquanto os
discos da flor pistilada e estaminada de 7. guianensis apresentam tamanho semelhante. Intimeros
estdmatos sdo observados no disco de L. molleocides ¢ T. guianensis (figura 18). O disco das flores
pistiladas de L. molleoides degenera quando inicia a formacio do fruto, enquanto que o disco das
flores pistiladas de T. guianensis é persistente em todos os estidios de desenvolvimento do fruto
(figura 19),

A estrutura anatdmica do disco de L. molleoides foi caracterizada a partir da analise de cortes
longitudinais ¢ transversais seriados. Este disco é composto por um tecido secretor e formado por
parénquima glandular, recoberto por uma epiderme unisseriada nfo secretora (figuras 22-24). As
células secretoras parenquimaticas sdo menores que as demais células parenquimaticas (figura 22) e
se distinguem por apresentarem paredes finas € citoplasma denso (figura 24), devido a producido do
exsudato e preenchem quase todo o disco (figura 23). O tecido vascular do disco € composto apenas
por elementos de condugfo floemaéticos, que se originam do receptaculo floral, junto com os tragos
que vascularizam a pétala (figura 23) e sdo encontrados apenas na base desta estrutura (figura 23). A
epiderme do disco glandular voltada para o ovério da flor pistilada € para o pistilédio das flores
estaminadas apresenta inlimeros estomatos (figura 24). Nas flores pistiladas, estes estématos podem
ser encontrados no mesmo nivel das células epidérmicas ¢ nas flores estaminadas os estdmatos
também podem estar abaixo do nivel da epiderme (figura 24). As células do parénquima secretor
apresentam-se mais fortemente coradas no estidio de flor em antese e possuem intimeros cristais em
todas a fases de desenvolvimento da flor (figura 25).

No disco glandular da flor estaminada, a presen¢a de intmeros idioblastos (com muita ou
pouca secregdo) € observada na base do disco e em meio as células do parénquima secretor (figura

22).
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Os discos das flores pistiladas e estaminadas sdo morfologicamente semelhantes. O disco das
flores pistiladas ¢ estaminadas de 7. guianensis possui tecido secretor de posigdo cortical. A
epiderme as células subepidérmicas produzem secregdo, que cora positivamente patra safranina e
azul de toluidina em todas as fases florais (figura 20) e inimeros estdmatos. Este disco ndo
apresenta parénquima secretor; a Gnica substancia detectada nestas células foi amido. A observagao

de tecido vascular na base do disco foi realizada na microscopia eletrénica de varredura.

Histoquimica (figuras 26-39)

Tricomas corolinos em desenvolvimento e com secregio sdo observados em todas as fases
(botdo A pos-antese) das flores hermafroditas € estaminadas de A. humile. A secreclio desses
tricomas possui coloragio ambar tanto em material fixado em FAA (figura 26), quanto em material
fixado em FNT (figura 29). A secregfio no interior das células glandulares destes tricomas reage
positivamente para polissacarideos, 4cidos graxos e compostos fendlicos (Tabela 1).

O contetdo das células secretoras do disco da flor pistilada de L. molleoides reagiu
positivamente apenas para vermelho de ruténio e reagdio PAS, indicando a presenca de substincias
hidrofilicas nesta estrutura {Tabela 1).

As células epidérmicas e sub-epidérmicas do disco glandular das flores pistiladas ¢
estarninadas em antese de T, guianensis apresentam contetido de cor amarela, em material fixado em
ENT (figura 35). Substéncias lipofilicas como acidos graxos € COmpostos fendlicos compdem a
secrecdo destas células (Tabela 1). Amido foi a unica substdncia detectada nas células
parenquimaticas do disco floral, a reagio PAS comprova resultado negativo para polissacarideos na

células corticais do disco (Tabela 1).
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Discussio

Em Anacardium humile, diferentemente de muitas Anacardiaceae, o disco intraestaminal nio
¢ observado ¢ inumeros fricomas glandulares estio presentes na base da corola das flores
hermafroditas e estaminadas. Estes tricomas tém secregfio heterogénea composta por carboidratos,
acidos graxos ¢ compostos fenélicos. Desta forma, pode-se inferir que os tricomas corolinos de A.
humile ndo sdo tricomas nectariferos e sim tricomas de secregfio mista, predominantemente lipidica.

Em Anacardium occidentale 1., a secrecio de néctar por tricomas glandulares encontrados
na base da corola da flor hermafrodita e da flor estaminada foi confirmada através de cromatografia
(Wunnachit et al. 1992),

Tanto A. humile quanto 4. occidentale possuem tricomas estruturalmente semelhantes, de
mesma localizagdo, mas com secre¢des ¢ fung@es distintas. Fato similar pdde ser observado em
glandulas foliares de Passiflora foetida (Bertol.) Mast., quando comparadas com as glandulas das
demais especies do género. Durkee ef al. (1984) observaram que as glandulas de P. foetida, apesar
de terem localizag8o e estrutura semethante aos nectarios extraflorais das demais especies do género,
produzem resina. Para os autores, essas glandulas podem representar uma transicdo de um
verdadeiro nectario extrafloral para glandulas que secretam lipidios. Esta mesma inferéncia pode ser
feita para A. humile. Devido & presenca de substéncias lipofilicas na secrecdo dos tricomas corolinos
de 4. humile, também pode-se sugerir que estas estruturas estejam relacionadas a defesa quimica das
flores, atuando como dissuasivos de herbivoria e oviposigdo (Nishida 2002).

Tricomas de secregdo heterogénea, composta por substdncias hidrofilicas ¢ lipofilicas,
também foram encontrados nas criptas foliares, no escapo e nas bracteas da inflorescéncia de 4.
humile, no ovério e no pistilédio das flores pistiladas e estaminadas de Tapirira guianensis Aubl. e
no pedicelo e nas bractéolas das flores pistiladas e estaminadas de Lithraea molleoides (Vell.) Engl.

(capitulo 4). A presenca de substincias lipofilicas na secrecio dos tricomas florais de L. molleoides
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e T. guianensis poderia indicar o envolvimento destas estruturas na defesa quimica das flores
(capitulo 4).

Tricomas glandulares com secreglo heterogénea foram encontrados nas flores de Zeyheria
montana Mart. e a presenca de lipidios e alcaléides na secregio permite que estes tricomas sejam
estruturas de defesa quimica das flores (Machado et al. 2006).

Ainda na flor de A. occidentale, Wunnachit et al. (1992) referem-se a uma epiderme
especializada onde estariam os tricomas, que possui lipidios. Em 4. humile, a epiderme da pétala
também & secretora. Segundo Fahn (1990), células epidérmicas que néo possuem 2 forma de
tricomas, podem também tornarsse glandulares e podem estar presentes em diferentes partes dos
orgios florais.

Disco lobado intraestaminal e secretor foi observado ao redor do ovario das flores pistiladas
¢ do pistilédio das flores estaminadas de L. molleoides e T. guianensis em todos 08 estadios de
desenvolvimento.

Segundo Mabberley (1997) e Judd ef al. (1999), as flores de Anacardiaceae possuem um
disco nectarifero intraestaminal. Alguns estudos florais realizados em microscopia eletr6nica de
varredura constataram a presenca de disco na base do ovério de muitas flores de Anacardiaceae
(Wannan e Quinn, 1991). Descri¢Ses micromorfologicas também sdo escassas € foram realizadas
apenas em discos de quatro espécies: Protorhus longifolid (Bernh) Engl., Ozoroa namaquensis
(Sprague) 1. von Teichman e A. E. van Wyk (von Teichman e van Wyk, 1994), Heeria argentea
(Thumb) Meisn e Ozoroa paniculosa (Sond.) R. Fern ¢ A, Fern (von Teichman e van Wyk, 1996)
que apresentam variagdes estruturais.

Embora muitas das espécies de Anacardiaceae possuam disco intraestaminal, ndo hd relatos
na literatura de estudos anatdomicos, histoquimicos ou cromatograficos que comprovem a secregao

de néctar por esta estrutura.
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Em L. molleoides, o disco apresenta parénquima secretor com células de paredes finas e
citoplasma denso, epiderme unisseriada nio secretora com iniimeros estdmatos e vascularizacio por
elementos floematicos. O parénquima secretor apresentou resultado positivo para carboidratos pelos
testes histoquimicos realizados. As caracteristicas estruturais deste disco e a secrecio de
carboidratos pelas células parenquiméticas nos permitem inferir que este disco & nectarifero.

Algumas diferengas entre os discos da flor pistilada e da flor estaminada foram verificadas.
A primeira diferenca é em relagfio ao tamanho do disco; nas flores estaminadas, o disco é maior ¢
mais proeminente do que o disco encontrado nas flores pistiladas. Outra diferenga ¢ a presencga de
inimeros idioblastos no nectério da flor estaminada. Estes idioblastos podem ser encontrados na
base do disco nectarifero, bem como, em meio ao parénquima nectarifero secretor. Pela analise
estrutural, observou-se que estes idioblastos estdio sempre arranjados em grupos ou fileiras e podem
ou ndo apresentar secrecio.

Segundo Fahn (1990), os nectérios sdio compostos por um tecido secretor ¢ um tecido
vascular, sendo o tecido vascular constituido por elementos floematicos e xilematicos. Nos discos
nectariferos das flores pistilada ¢ estaminada de L. molleoides, o sistema vascular é constituido
apenas por clementos floematicos que provém da vascularizagio do recepticulo floral. A
vasculariza¢do apenas por floema também foi observada nos nectirios de Ficig Jaba L. (Davis &
Gunning 1992) e de Rosmarinus officinalis L. (Zer & Fahn 1992).

O néctar produzido pelos nectérios pode ser exsudado por células epidérmicas modificadas
(Fahn 1990), por tricomas (Fahn 1990, Wunnachit et al. 1992), por cavidades lisigenas (Fahn 1987)
ou por estdmatos modificados (Davis & Gunning 1992, Zer & Fahn 1992). Nas flores estaminada e
pistilada de L. molleoides, pdde-se observar a presenga de uma grande quantidade de estdmatos na
epiderme do disco; desta forma, a liberagdo do néctar ocorre via estdmatos.

Em T guianensis, o disco intraestaminal da flor pistilada e estaminada ¢ secretor apenas em

sua regido cortical € ndo apresenta tecido nectarifero caracteristico como em L. molleoides; ¢ a
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secreciio das células epidérmicas e subepidémicas reage positivamente apenas para substincias
lipofilicas. Neste disco, a epiderme tem inmeros estomatos € as células parenquimaticas desta
estrutura possuem amido.

Duas hip6tese podem ser propostas para o disco glandular intraestaminal de 7. guianensis. A
presenca de estdmatos na epiderme e de amido nas celulas parenquimaticas do disco pode nos levar
a supor que este disco produza néctar além de substincias lipidicas, caracterizando uma glandula
mista. O amido poderia seria um precursor do néctar como observado para as flores pistiladas de
Cucumis sativus L. (Peng ef al. 2004); nesta espécie, os amiloplastos e vactolos sdo reSpPoONsavels
pela produgio de néctar.

A existéncia de uma mesma estrutura secretora onde diferentes células sdo responséveis pela

‘produgiio de substiincias de carater diferenciado ja foi proposta por Joel & Fahn (1980); neste
trabalho, estes autores relatam que em um mesmo canal secretor algumas células s3o especializadas
na producdo de compostos lipofilicos € outras células pa produgio de compostos hidrofilicos
(mucilagem e proteina). Se o disco floral de T.guianensis produzir nectar, além de lipidios, a
observacio dos autores supracitados poderé se estender para outro tipo de estrutura secretora além
dos canais.

Se nfio for possivel constatar a produgdo de néctar pela regiso medular do disco floral de 7.
guianensis, que esta glandula produz apenas lipidios na regifio cortical e poderemos inferir que os
estdmatos encontrados na epiderme do disco s8o uma heranga filogenética do grupo a qual esta
espécie pertence. Desta forma, o disco ndo seria nectarifero como caracterizado por Almeida et al.
(1998) ¢ as flores oferecem outras substancias como recurso floral e ndo o néctar como sugerido por

Lenza e Oliveira (2005).
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Tabela 1. Resultado da aplicagio de testes histoquimicos em flores de Anacardium.humile StHil.,
Lithraea molleoides (Vell)) Engl.e Tapirira guianensis Aubl.

Tratamento Substancia a ser detectada  Coloragao Tricomas-Ah  Disco-Lm  Disco-Tg
(Fig.) (Fig.) (Fig.)
vermelho de ruténio mucilagens acidas rosa a vermelho - + (34) +
acido tanico/cloreto férrico mucilagem preto - NR +
reaglo PAS polissacarideos totais  rosaa vermeiho +(27) + -
reagente de Lugol amido preto - NR +
cloreto férrico campostos fendlicos preto/marrom +(28) - NR
prete de Sudio B lipidios totais preto/marrom +(30) - +(36)
sulfato azul do Nilo lipidios Acidos azul +(31) NR +(37)
sulfato azul do Nilo lipidios neutross rosa - NR -
acetato de cobre/ acido acidos graxos verde-escuro +(32) NR +(38) CS
rubednico
cloreto férrico compostos fendlicos preto/marrom +(33) - NR
SFF compostos fenclicos preto/marrom NR NR +(39)

( )=figura, +=positivo, -=negativo, Ah=Anacardium humile, Lm=Lithraea molleoides, Tg=Tapirira

guianensis, SFF=sulfato ferroso em formalina; CS=células sub-epidérmicas; NR=teste nfo realizado
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Figuras 1-5. Elétron-micrografias de varredura mostrando a face adaxial das pétalas de Anacardium
humile St-Hil. Material fixado em FAA.1-3. Botdo da flor masculina. 4 e 5. Flor hermafrodita em
antese. 1. Tricomas tectores no tergo superior e glandulares na regido basal. 2. Tricomas glandulares
na regido basal. 3. Detalhe da figura 2, evidenciando tricomas multicelulares e multisseriados em
diferentes estadios de desenvolvimento.4. Tricomas glandulares na regifio basal. 5. Detalhe da figura

4, evidenciando tricomas multicelulares e multisseriados. Barras= 100um (1), 25um (2, 4, 5), 20um

3).

Figuras 6-13. Estruturas secretoras nas pétalas de Anacardium humile St-Hil.: tricomas (6-8) ¢
epiderme (9-13). Material fixado em FAA. Seccdio longitudinal.6, 9 —13. Botdo floral (6) ¢ flores
hermafroditas em pré-antese (9-10), antese (11-12) ¢ pos-antese (13). 7-8. Flor estaminada. 6.
Tricoma glandular em inicio de diferenciagio. 7-8. Tricomas glandulares em diferentes estadios de
desenvolvimento. 9. Flor em pré-antese, epiderme secretora na por¢ao central da regido mediana da
pétala. 10. Detalhe da figura 9, evidenciando as células secretoras da epiderme. 11. Flor em antese
cuja regido apical da pétala (altura da antera) tem epiderme secretora. 12. Flor hermafrodita em
antese, cuja regido basal da pétala tem epiderme secretora. 13. Flor em pés-antese cuja regido basal
da pétala tem epiderme secretora senescente. Barras= 30um (6, 10,12-13), 25um (7), 75um (8, 9,

11). Legenda: seta=cuticula rompida.

Figuras 14-19. Fotomicrografias (14-15) e elétron-micrografias (16-19) das flores pistiladas e
estaminadas de Lithraea molieoides (Vell.) Engl. (14 e 15) e Tapirira guianensis Aubl. (16-18) e do
fruto jovem de T. guianensis (19). 14. Detalhe do disco glandular da flor estaminada. 15. Detalhe do
disco glandular da flor pistilada. 16 e 17. Flores pistilada e estaminada exibindo o disco

intraestaminal lobado. 18. Detalhe do disco da flor estaminada com numerosos estdmatos. 19. Fruto
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jovem mostrando o disco glandular persistente. Barras= 200um (14-15), 250um (16), 300um (17),

100pum (18), 50pum (19).

Figuras 20-25. Disco glandular da flor feminina de Tapirira. guianensis Aubl (20) e nectario da flor
masculina em antese de Lithraea molleoides (Vell.) Engl. (21-25). Material fixado em FAA. Sec¢io
longitudinal 20. Disco da flor em antese com estomatos ¢ células epidérmicas e sub-epidémicas
secretoras. 21.Vista geral da flor, nectario ao redor do pistilédio evidente e fortemente corado. 22.
Parénquima nectarifero fortemente corado e idioblastos secretores na base da glandula. 23.
Vascularizagio de floema proveniente do tecido vascular do receptaculo floral. 24. Epiderme ndo
secrétora com estdmatos e parénquima secretor com células de citoplasma denso. 25. Cristais no
parénquima secretor. Barras= 50pum (20), 300pm (21), 75um (22, 23, 25), 30um (24). Legenda:
f=floema; TV=tecido vascular, E=epiderme; PS=parénquima secretor; DN= disco nectarifero;

seta=estémato.

Figuras 26-33. Testes histoquimicos efetuados em tricomas glandulares corolinos de Anacardium
humile St-Hil.. Secgfio longitudinal. 26-28. Material fixado em FAA. 29-33. Material fixado em
FNT. 26, 27, 29, 31-33. Flor masculina. 28-30. Flor hermafrodita. 26 ¢ 29. Material sem tratamento
histoquimico. 27. reacdio PAS. 28 e 33. Teste com cloreto férrico. 30. Teste com preto de Suddo B.
31 Teste com sulfato azul do Nilo. 32. Teste com acetato de cobre e 4cido rubéanico. Barras= 50 pm

(26, 27, 29), 30 pm (28, 30-33).

Figuras 34-39. Testes histoquimicos realizados em flores pistiladas em antese de Lithraea
molleoides (Vell.) Engl. (34) e Tapirira guianensis Aubl. (35-39). Secgio longitudinal. 34. Material
fixado em FAA. 35-39. Material fixado em FNT 35. Material sem tratamento histoquimico. 34.

Reagdo PAS. 36.Teste com preto de Suddo B. 37. Teste com sulfato azul do Nilo. 38. Teste com
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acetato de cobre e dcido rub&anico. 39. Teste com cloreto férrico. Barras— 30pum (34), 75 pum (35-

37}, 50um (38-39).Legenda: DN=disco nectarifero.
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RESUMO — (Endocarpo ¢ disco glandular do fruto de Tapirira guianensis: anatomia, histoquimica

e ultra-estrutura) Tapirira guianensis & popularmente conhecida no Brasil como peito-de-pombo,
fruta-de-pombo, pau-pombo, pombeiro entre outros nomes, com frutos muito procurados por aves
em especial por papagaios, periquitos e pombos silvestres. O disco glandular da flor pistilada desta
especie € persistente apos a fecundagio e cresce concomitantemente com o desenvolvimento do
fruto. Nestes frutos, classificados como drupas, apenas a fungio de protecio mecanica é atribuida ao
endocarpo, mas células com aspecto secretor foram observadas na camada mais proxima ao 16culo.
Frutos de 7. guianensis foram estudados com o propGsito de caracterizar a anatomia e a
histoquimica do endocarpo € a anatomia, histoquimica e ultra-estrutura do disco glandular. A
camada do endocarpo em contato com o l6culo € unisseriada e secretora e a secrecio € constituida
por polissacarideos ¢ lipidios. As células epidérmicas e subepidérmicas do disco glandular do fruto
sdo secretoras € a histoquimica detectou apenas substancias lipofilicas na secregio destas. As células
cpidérmicas e subepidérmicas do disco possuem gotas osmiofilicas nos plastidios e mitocondrias e
demais caracteristicas que corroboram com a produgfio de material lipofilico por esta estrutura.

Palavras-chave — endocarpo, disco glandular, histoquimica, Anacardiaceae, Tapirira
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Introducio

Tapirira Aubl. pertence a tribo Spondiadeae de Anacardiaceae (Engler 1982). Este género
compreende cerca de 15 espécies que ocorrem principalmente em 4reas tropicais da América
(Barffod & Holm-Nielsen 1986). Tapirira guianensis ¢ amplamente distribuida em terras baixas do
Panamé ao Brasil ¢ Peru (Barfod 1987) e é popularmente conhecida no Brasil como peito-de-
pombo, fruta-de-pombo, pau-pombo, pombeiro entre outros nomes, com frutos muito procurados
por aves em especial por papagaios, periquitos e pombos silvestres (Corréa 1978 ).

Para os frutos de Anacardiaceae, além dos idioblastos (capitulo 2), canais (Harada 1937, Joel
& Fahn, 1980¢, Von Teichman 1987, Lozano 1986, Von Teichman & Van Wyk 1991, 1994; 1996,
Von Teichman 1998; Pienaar & Von Teichman 1998, Carmello-Guerreiro & Paoli 2000, capitulo 2)
e cavidades (Paula & Alves 1973, Paula & Heringer 1978, Carmello-Guerreiro & Paoli, 2002) estéo
descritos tricomas glandulares em Rhus glabra (Judd et al. 1999) e nectédrios extra-florais em
Anacardium occidentale L. (Wunnachit ef al.1992, Rickson & Rickson 1998).

Os frutos de T guianensis sio classificados como drupas (Von Teichman 1990). O exocarpo
ou epicarpo geralmente funciona como a camada protetora do fruto, 0 mesocarpo € geralmente
parénquimético e fica entre 0 epicarpo e o endocarpo, que ¢ duro, com camadas esclerificadas que
protegem a semente (Roth 1977). Nos frutos jovens desta espécie, o endocarpo ainda ndo ¢
lignificado e sua camada em contato com o léculo possui aspecto secretor (observacio pessoal).

As flores pistiladas de 7. guianensis possuem um disco glandular na base do ovario que ¢
persistente apos a fecundagfio da flor e cresce concomitantemente com o desenvolvimento do fruto
(capitulo 5). Nas flores, a secre¢io das células epidérmicas € subepidérmicas do disco glandular
reage positivamente para os testes histoquimicos que detectam substincias lipofilicas (capitulo 5). A
presenca de um disco glandular no fruto de 7. guianensis ¢ um registro inédito para Anacardiaceae

(capitulo 5).
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O objetivo deste trabalho € o de analisar anatomicamente e histoquimicamente o endocarpo
do fruto de T. guianensis e anatomicamente, histoquimicamente e ultra-estruturalmente o disco

glandular deste mesmo fruto.

Material e Métodos

Material

O material de estudo foi coletado em dreas de cerrado do Estado de S#o Paulo: Reserva
Biologica ¢ Estagfio Experimental de Moji Guagu e Fazenda Palmeira da Serra de Pratinia. As
coletas foram realizadas de setembro de 2002 a dezembro de 2005. Os materiais testemunha foram
herborizados € serdo incorporados ao Herbario UEC: 7. guianensis Aubl.: BRASIL, SA0 PAULO,
Moji Guagu, 09-XI1-2002, A. Lacchia 4, 01-V-2003, 4. Lacchia 7, 25-IX-2003, A. Lacchia 9 ;
Pratania, 03-1X-2002, A. Lacchia 1, 23-1X-2002, A. Lacchia 2, 13-X-2002, A. Lacchia 3, 12-XII-
2002, A. Lacchia 5, 6, 18-11-2004, A. Lacchia 10. O material estudado foi identificado pelo
professor Jorge Tamashiro, da Unicamp.
Métodos
Microscopia de luz

Frutos de 7. guianensis foram fixados em FAA (formaldeido, 4cido acético, etanol 50%;
1:1:18 v/v) por 24 horas (Johansen 1940) e em FNT (tampfio fosfato, formalina; 9:1 v/v) por 48
horas (Lillie 1965). Para o estudo estrutural, frutos em varios estadios de desenvolvimento foram
desidratados, incluidos em resina pldstica (Historesin Leica), seguindo-se a técnica de Gerrits &
Smid (1983) e seccionados em séries transversais e longitudinais com 12 a 14 um de espessura em
micrdtomo rotativo (Microm HM340E). O material incluido em resina plastica foi corado com azul
de toluidina (Feder & O’Brien 1968) ¢ montado em resina sintética.

Materiais fixadoes em FAA foram utilizados para os testes histoquimicos gue evidenciam

polissacarideos totais e compostos fendlicos hidrossoliveis ¢ materiais fixados em FNT, para os
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testes que evidenciam substancias lipofilicas. Os tratamentos realizados para evidenciar as principais
classes quimicas dos componentes da secregdo das glandulas do fruto foram: vermelho de ruténio
para mucilagens é4cidas (Gregory e Baas 1989), 4cido ténico/cloreto férrico para mucilagem
(Pizzolato & Lillie 1973), reagdo PAS (Periodic-Acid-Schiff’s reagent; pararosanilina, Cl42510)
para polissacarideos totais (Jensen 1962), preto de Sudio B (CI 26150} para lipidios totais (Pearse
1985), sulfato azul do Nilo (CI 51180) para lipidios 4cidos € neutros (Cain 1947), acetato de cobre e
4cido rubeanico para Acidos graxos (Ganter & Jollés 1969, 1970) e cloreto férrico para compostos
fendlicos (Johansen 1940).

Para o controle dos testes que detectam substdncias lipofilicas, o material botanico foi
colocado em solugio de metanol/clorofdrmio/agua/HC1 (66: 33: 4: 1 v/v; High 1984) por 48 horas.
Apds este periodo, 0 material foi fixado em FNT e posteriormente tratado com 0s reagentes e
corantes j& mencionados. Os controles dos testes para substincias hidrofilicas foram realizados
conforme as respectivas técnicas.

As fotomicrografias foram realizadas em microscépio Olympus BX51 utilizando-se filme
Kodak Pro Image ASA 100 e as escalas das figuras foram obtidas através de ldmina micrométrica
fotografada nas mesmas condigBes dpticas das demais ilustracBes.

Microscopia eletrénica de varredura

Frutos em véarios estddios de desenvolvimento de 7. guianensis foram fixados em
ghutaraldeido 4% em tampdo fosfato 0,1 M pH 7,2 por 48 horas a 4 °C. Apos lavagens no mesmo
tamp#o, o material foi desidratado em série aceténica ascendente, seco pelo métedo do ponto critico,
montado e metalizado com ouro. As observagbes foram efetuadas em.microscc’)pio eletrdnico de
varredura (MEV) Jeol T 220 a 15 kV e os aspectos mais relevantes foram registrados em filme

Kodak T Max 200.

Microscopia eletrénica de transmissdo
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Para o estudo da ultra-estrutura do disco glandular, este foi isolado do fruto em varios
estadios de desenvolvimento, fragmentado e imediatamente fixado em glutaraldeido 2,5% {tampéo
fosfato 0,1M, pH 7, 3), pés-fixado em tetroxido de 6smio 1% (tampdo fosfato 0,1M), desidratado
em série crescente de solugdo de acetona e incluido em araldite. As seccies semifinas foram coradas
com azul de toluidina a 1% e as secgBes ultrafinas foram contrastadas com acetato de uranila
(Watson 1958) e citrato de chumbo (Reynolds 1963), recobertas por filme plastico (Formvar) e
observadas em microscépio eletrdnico de transmiss@o Philips E.M. 301. Os aspectos mais relevantes

foram registrados através de elétron-micrografias.

Resultados

Morfologia do endocarpo e do disco glandular

Endocarpo glandular (figuras 2-4)

Em microscopia eletronica de varredura, verifica-se a presenca de intimeras gotas de
secregdo no endocarpo do fruto jovem e do fruto maduro (figuras 3-4). Apenas no fruto com
aproximadamente 0,5 ¢m de didmetro observamos, em microscopia de luz, que a camada do
endocarpo em contato com o Iéculo € glandular. Esta camada ¢ unisseriada com células de aspecto
retangular e secreta seu exsudato em forma de gotas (figura 6) que podem ser visualizadas também
na testa da semente (figura 7), uma vez que esta fica em contato com o endocarpo do fruto (figura
2). A camada glandular do endocarpo perde esta funciio com o amadurecimento do fruto, mas a
secrecdo ainda pode ser observada em frutos maduros através da microscopia eletronica de
varredura. O funiculo da semente também € secretor e observam-se inimeras gotas de secre¢io na
superficie deste (figura 5).

Disco glandular do fruto (figura 1)



179

O fruto de T. guianensis apresenta, em todos os estadios de desenvolvimento, um disco
glandular em sua porgo basal (figura 1). O disco glandular € constituido por um tecido secretor
cortical e um parénquima nfo secretor. O tecido secretor € composto por uma epiderme unisseriada
e por uma a trés camadas de células subepidérmicas (figuras 14-15). A epiderme é formada por
células quadrangulares a retangulares recobertas por uma fina cuticula (figura 15). As células
secretoras sub-epidérmicas sio um pouco menos volumosas que as epidérmicas ¢ apresentam
formato varidvel (figura 15).

As células epidérmicas e subepidérmicas possuem secregdo (figuras 14-15). Este disco
apresenta estdmatos, que sdo dificiimente distingufveis em microscopia de luz, mas claramente
visiveis em microscopia eletrnica de varredura.

Histoquimica do endocarpo e disco glandulares
Endocarpo glandular (figuras 6-13)

A secrecdo das células do endocarpo e as gotas da superficie do endocarpo e da testa da
semente reagem positivamente para polissacarideos e lipidios 4cidos e negativamente para
compostos fendlicos (Tabela 1).

Disco glandular do fruto (figuras 14-19)

As células epidémicas e subepidérmicas do disco glandular apresentam secreglo de
coloracdio ambar em material fixado em FAA ¢ FNT (figura 16) ¢ rezigem positivamente apenas
para substancias lipofilicas: 4cidos graxos (figura 18) e substincias fendlicas (figura 19) (Tabela
1). A secrecio de algumas células epidérmicas néo reage positivamente para os 4cidos graxos
(figura 18), mas a secrecdo de todas as subepidérmicas reage positivamente para esta substdncia

lipofilica.

Ultra-estrutura do disco glandular
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Pela analise das elétron-micrografias, observa-se que nio h4 modificacdes ultra-estruturais
significativas nas céhulas do disco em relagio aos estddios do fruto de 7. guianensis analisados.
Desta forma, os resultados apresentados englobam todos os estadios verificados.

As células epidérmicas e subepidérmicas sdo mais elétron-densas que as parenquimaéticas
adjacentes que compdem o disco, devido ao citoplasma rico em organelas e presenca de material
osmiofilico (figuras 20-24).

Na epiderme do disco, as células apresentam diferengas ultra-estruturais (figuras 20-24). H4
celulas com grande quantidade de mitocondrias, vactiolos e ntcleo central (figura 22); outras
possuem nucleo ¢ o nucléole proeminentes e predominio de pequenos vactiolos com secrecio
(figura 23); outras tém vactiolos preenchidos por secrecdo que ocupam a maior parte da célula
ficando o citoplasma com posicdo parictal (figura 24) e outras, ainda, com o citoplasma muito
denso, o que inviabiliza visualizar as organelas (figuras 20-21).

A maior parte das células subepidérmicas possui apenas um unico vactolo repleto de
secrecdo elétron-opaca com citoplasma restrito a sua periferia (figura 25).

Vactiolos de diversos tamanhos sdo encontrados nas células epidérmicas e sub-epidérmicas,
estes podem conter restos celulares (figuras 22-23) ou podem estar preenchidos de secrecio
osmiofilica de diferentes opacidades. Os vacuolos das células epidérmicas e subepidérmicas
apresentam secrecdo elétron—densa (figuras 20-21, 23-24) ou elétron-opaca (figura 20).

Plastidios sdo encontrados nas células epidérmicas e subepidérmicas (figuras 23, 25). Estes
plastidios possuem matriz densa e diferencas estruturais podendo ser ovais ou alongados de forma
nio definida (figuras 27-28, 30). Gotas elétron-densas séo observadas nos plastidios das células
epidérmicas e gotas elétron-opacas nos plastidios de algumas células subepidérmicas (figura 30). Os
plastidios sdo quase sempre envoltos total ou parcialmente por reticulo endoplasmatico rugoeso

(figura 27).
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Ribossomos livres (figura 27), mitocondrias (figura 24, 27, 29), complexo de Golgi e suas

vesiculas (figuras 26, 27) e reticulo endoplasmatico rugoso (figura 29) também estdo presentes no
citoplasma das células epidérmicas e subepidérmicas. Pequenas gotas elétron-densas sdo
encontradas no interior de algumas mitocondrias das células epidérmicas (figura 27) e corpos

multivesiculares e gotas elétron-opacas também sio encontradas nestas mesmas celulas.

Discussio

O fruto de T guianensis ¢ classificado como drupa, uma vez que 0 epicarpo ¢ mesocarpo sio
carnosos e o endocarpo no fruto maduro é formado por varias camadas de células esclerificadas
(Von Teichman 1990). Em frutos do tipo drupa, o pericarpo apresenta 0 €Xo, meso ¢ endocarpo em
trés camadas bem distintas. O exocarpo ou epicarpo geralmente funciona como a camada protetora
do fruto, 0 mesocarpo é na maioria das vezes, parénquimaético e fica entre o epicarpo e o endocarpo,
que é duro, com camadas esclerificadas que protegem a semente (Roth 1977). Baseados nos poucos
estudos até entdo existentes, Netolitzky (1924) e Corner (1976) consideraram que, a fungdo
protetora, geralmente desempenhada pela testa ou pelo tégmen, parece.ter sido transferida para o
endocarpo em Anacardiaceae

Um aspecto interessante observado em T. guianensis é presenca de um endocarpo secretor
em frutos nio maduros. Nos frutos jovens, as camadas celulares do endocarpo néo estéo ainda
lignificadas; portanto, o endocarpo ainda nio tem a fungfio de prote¢io da semente. O contetdo das
células da camada do endocarpo em contato com o léculo reage positivamente para mucilagem e
lipidios acidos. Também foi possivel observar a presenca de material com aspecto de “gotas” na
superficie do endocarpo e na testa da semente. Desta forma, a camada do endocarpo em contato
como o léculo é secretora em T, guianensis, fato nunca antes descrito na literatura. O funiculo da
semente também & secretor, porém a composigio dosta secregdo ¢ a anatomia desta estrutura néo

foram estudadas neste trabalho, supSe-se que a composigdo da secregiio funicular seja semeihante a
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composi¢io do exsudato do endocarpo, devido a similaridade do aspecto dos dois, quando
observados em microscopia cletrénica de varredura. A tnica referéncia encontrada sobre secrecio
em frutos € sementes de 7. guianensis relata a presenca de mucilagem nas sementes, que devem ser
lavadas para posterior plantio (Pereira 1982). Pode-se inferir que a secre¢do encontrada na semente,
além de ser proveniente do funiculo da mesma, seja proveniente do endocarpo, que estd em contato
direto com a semente.

Segundo Fahn (1990), a mucilagem é comum em muitas sementes e frutos com uma Unica
semente € sua presenca ja for relatada em Cruciferae, Labiatae, Compositae, Plantaginaceae,
Lythraceae e em outras familias. Suas fun¢Bes sdo muitas: quando a unidade de dispersdo ¢é
umedecida apos sua liberagdo, ela pode aderir a superficie do solo, tendo a vantagem de ndo ser
levada pelo vento ou chuva para locais desfavoraveis; pode causar redugéio do peso especifico da
diaspora na agua; regular a germinagdio da semente, prevenindo o dessecamento ou, em caso de
excesso de dgua, quando a semente torna-se totalmente coberta pela mucilagem, impedir a passagem
do oxigénio, prevenindo a germinag¢do (Fahn 1990).

As fungdes atribuidas a porgio mucilaginosa da secregdo do endocarpo de T, guianensis
podem ser similares 4s fungSes da mucilagem descritas por Fahn (1990). Porém, estudos de
genminagio e dispersdo s@o necessdrios para se ter certeza da fungfio da mucilagem nas sementes e
nos frutos desta espécie e da funcio especifica do endocarpo e funiculos secretores.

A presenca de testa secretora de mucilagem j& foi descrita para Linum usitatissimum
(Hayward 1938), Plantago ovata (Hyde 1970), Cuphea calophylla e Mesostemon (Schoenberg &
Hofmeister 1986), Cuphea viscosissima, Lycopersicon esculentum, Plantago lanceolata (Fahn
1990), para varias espécies de Chamaesyce (Jordan & Hayden 1992) e para Euphorbia milii
(Demarco comunicagdo pessoal); porém, a presenca de funiculo secretor na semente nunca foi

descrita até este trabalho,
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Unn disco secretor foi observado na base dos frutos em virios estidios de desenvolvimento
de 7. guianensis. Este disco é encontrado nas flores pistiladas (capitulo 5) e persiste apds a
fecundaciio crescendo concomitantemente com o desenvolvimento do fruto. Segundo Mabberley
(1997) € Judd et al. (1999), as flores de Anacardiaceae possuem um disco nectarifero intraestaminal.
Por meio de microscopia eletrdnica de varredura, Wannan e Quinn (1991) constataram a presenga de
um disco na base do ovério de muitas flores desta familia. Porém até este momento, 7. guianensis ¢
a (nica espécie de Anacardiaceae para a qual se registrou que o disco secretor presente na flor &
persistenie no fruto (capitulo 5).

A ultra-estrutural do disco de T, guianensis indica que as células epidérmicas e
subepidérmicas exibem caracteristicas de células secretoras, tais como citoplasma denso, vacuolos
preenchidos por secregiio osmiofilica, plastidios € mitocondrias com inclusBes lipidicas e vesiculas
provenientes do complexo de Golgi.

Células epidérmicas com diferengas ultra-estruturais em um mesmo estadio de
desenvolvimento do disco e do fruto provavelmente indicam que estas estdo em diferentes estadios
de secreciio. As células com muitas mitocondrias e nicleo e nucléolo central, sem a presenga de
vactolos, provavelmente estdo em estddio inicial de secrecdo com as mitocondrias fornecendo a
energia necessaria para o inicio da sintese do exsudato. Em A. occideniale L., os autores sugerem
que grande parte da energia requerida para a sintese e transporte de material € derivada das
mitocdndrias que sdo abundantes nas células epiteliais durante a fase ativa da secrecio dos ductos
(Nair ef al. 1983). As células com pequenos vaciiolos preenchidos por material osmiofilico e com
niicleo e nucléolo centrais estio em um estadio secretor diferente do supracitado e as cclulas
epidérmicas ocupadas por um tnico vactolo que preenche toda a célulﬁ ¢ restringe o citoplasma a
periferia representam um estadio posterior, originado pela coalescéncia dos pequenos vacuolos

observados no estidio anterior. Por fim, as células com citoplasma escurecido podem estar em
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senescéncia. Citoplasma escuro foi notado por Joel e Fahn (1980a) como um fendmeno associado 3
degeneragdo celular.

Os vacuolos contendo fragmentos celulares observados nas células epidérmicas do disco do
fruto de 7. guianensis tém sido interpretados como vactiolos autofigicos por Matile (1978), Hall er
al. (1981) e Monteiro (1986) ¢ os corpos multivesiculares visualizados nas células deste mesmo
disco ja foram descritos para outros tipos de estruturas secretoras (Rachmilevitz & Fahn 1973, Fahn
& Benouaiche 1979), e podem estar relacionados ao sistema endossémico/lisossdmico, contribuindo
para a reciclagem de diferentes compartimentos de membranas citoplasmaticos (Hall ef a/. 1981).

Pela analise histoquimica e ultra-estrutural, pode-se concluir que as células epidérmicas e
subepidérmicas do disco glandular do fruto de T.guianensis produzem substincias lipofilicas. Estas
mesmas substincias também foram detectadas histoquimicamente na secregdo das células do disco
das flores desta mesma espécie (capitulo 5).

Os plastidios podem estar associados com a sintese € armazenamento de diferentes
substancias e o aspecto destes varia dependendo na natureza do material secretado e da fase
secretora (Fahn 1979, 1988). Tuner e Croteau (2004) por meio de imunocitoquimica conseguiram
identificar as enzimas responsédveis pela produgéo de monoterpenos nfio sé nos plastidios como em
outras organelas presentes nas células secretoras estudadas; e estabeleceram neste trabalho algumas
relagbes entre os plastidios e outras organelas na produgiic de monoterpenos. Nas células
epidérmicas e subepidérmicas detectou-se a presenca de plastidios de formato oval ou alongado com
inclusBes osmiofilicas, sugerindo que esta organela tenha um papel na atividade secretora. Nas
celulas secretoras de substéncias lipofilicas, a caracteristica ultra-estrutural mais comum ¢é a
ocorréncia de material osmiofilico nos plastidios (Fahn 1988; Duke & Paul, 1993; Sacchetti ef al.
1996, Monteiro et al. 1998). Os plastidios tém sido descritos como possiveis sitios da sintese de
lipidios de muitos sistemas secretores, incluindo células oleiferas, ductos resiniferos e tricomas

glandulares (Vermeer & Peterson 1979).
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Como em muitas células produtoras de material lipofilico, os plastidios do disco de T.
guianensis sio encontrados parcialmente ou completamente envolvidos por reticulo endoplasmatico,
denominado de reticulo endoplasmatico periplastidial (Fahn & Evert 1974, Fahn & Benayoun 1976,
Joel & Fahn 1980b, Bosabalidis & Tsekos 1982 a, Heirich & Schultze 1985, Pedro ez al. 1991, Bhatt
e Mohan Ram 1992, Ascensdo ef al. 1997, Fahn & Shimony 1998, Machado er al. 2006, capitulo 7).
Bhatt ¢ Mohan Ram (1992) sugerem gue o reticulo periplastidial encontrado em muitos plastidios de
células epiteliais de ductos secretores é responsavel pela translocagio do material secretado para o
espaco periplasmatico e posteriormente para o lumen.

Pequenas gotas elétron-densas foram observadas no interior das mitocondrias das células
epidérmicas do disco de 7. guianensis. Material osmiofilico também foi observado em mitocondrias,
complexos de Golgi e envelope nuclear de células secretoras de outras espécies (Vassilyev, 1970;
Fahn & Evert 1974, Fahn & Benayoun 1976, Joel & Fahn 1980b, Fahn &e Shimony 1998). A
produgio de material lipofilico no citoplasma foi sugerida nas glandulas do calice de Plumbago
capensis Thumb. (Rachmilevitz & Joel 1976) e em glandulas de 6leo de Origanum dictamnus L.
(Bosabalidis & Tsekos 1982b).

Segundo Fahn (2000), a ocorréncia de gotas osmiofilicas em diferentes organclas em uma
mesma célula secretora permite trés possiveis interpretagdes sobre os sitios da sintese de material
lipofilico: (1) cada organela ma qual o material osmiofilico ocorre € capaz de sintetizar,
independentemente, todos os componentes do 6leo ou da resina sintetizados; (2} ha muitos passos na
sintese do 6leo essencial ou da resina e cada um ¢ realizado em uma organela especifica; e (3)
diferentes componentes sdo sintetizados por diferentes organelas. Em células epiteliais dos ductos
secretores de Mangifera indica L., as gotas lipofilicas associadas aos dictiossomos sdo menos
osmiofilicas que as dos plastidios e do reticulo endoplasmatico e ambos os tipos de gotas séo
encontrados fora da membrana celular, desta forma, Joel e Fahn (1980b) sugeriram que a terceira

interpretagio seja a mais provavel neste caso. Em células secretoras do disco de 7. guianensis, as
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gotas osmiofilicas sé foram encontradas associadas aos plastidios e as mitocdndrias; possuem
semethante opacidade mas diferentes tamanhos; baseado nisto, podemos sugerir que estas duas
organelas estdo envolvidas na produgdo dos compostos lipofilicos. Ndo ha indicios suficientes para
inferir qual das hipéteses levantadas por Fahn (2000) sobre as organelas ¢ a sintese de material
lipidico seria a mais aplicdvel neste caso

A respeito do reticulo endoplasmdtico, elementos de reticulo endoplasmatico liso
freqlientemente ocorrem no citoplasma de células secretoras de material lipofilico (Amelunxen &
Arbeiter 1967, Schnepf 1972, Joel & Fahn 1980b, Danilova & Kashina 1987, Pedro ef al. 1991);
porém, apenas reticulo endoplasmético rugoso pdde ser observado no citoplasma das células
secretoras do disco de T guianensis.

Em I. guianensis, o citoplasma das células secretoras do disco contém um niimero abundante
de ribossomos livres, revelando a presenca de maquinaria de sintese protéica. Nesta espécie, a
grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso (RER) presente no citoplasma das células
secretoras poderia também atuar no processo de formagdo do material protéico por estas células. O
RER, segundo Bahtt & Mohan Ram (1992) € uma fonte bem conhecida de proteinas e fosfolipidios
e para Pridgeon & Stern (1983) este é o respousével tanto pela sintese como pelo transporte das
substéncias nos osmoéforos de Restrepia. Bath & Mohan Ram, (1992) também sugeriram que o RER
poderia estar envolvido no processo de formagio da goma-resina dos ductos secretores de
Semecarpus anacardium L.

Complexo de Golgi ¢ vesiculas translicidas podem estar relacionados a produgfio dos
componentes hidrofilicos da secrecdo (Findlay 1988, Meyberg 1988, Figueiredo & Pais 1992, Jian
et al1997, Machado et al. 2006) bem como envolvidos na glicosilagdo dos compostos,
especialmente alguns componentes toxicos dos 6leos essenciais (Venkaiah 1992, Figueiredo & Pais

1994). Desta forma, pode-se sugerir que os complexos de Golgi estariam fazendo a glicosilagfo de
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compostos lipofilicos produzidos pelas células secretoras do disco de T. guianensis, uma vez que,
compostos hidrofilicos ndo foram detectados histoquimicamente neste trabalho.

Gotas elétron-opacas dispersas no citoplasma foram observadas em algumas células
epidérmicas do disco estudado, o que sugere a presenga de mais de um tipo de substancia lipidica na
secregdo destas células.

Para os frutos de Anacardiaceae, além dos idioblastos, canais e cavidades secretoras estdo
descritos apenas tricomas glandulares em Rhus glabra (Judd et al.1999) ¢ nectarios extraflorais em
Anacardium occidentale (Wunnachit et al. 1992 e Rickson & Rickson 1998). Rickson & Rickson
(1998) observaram intimeros estdmatos abertos e gotas de material secretado em uma regido
especifica dos frutos de A.occidentale, em apenas um determinado estadio de desenvolvimento
destes. Estes mesmos autores verificaram intimeras formigas forrageando esta regifio especifica dos
frutos e sugeriram que estas sfio atraidas pela secre¢io de néctar liberada pelos estomatos abertos;
porém, nio foi realizado nenhum estudo quimico ou histoquimico que comprove que a secregio
liberada por estes frutos seja néctar.

Glandulas secretoras foram reportadas por Morellato & Oliveira (1994) em frutos de Guarea
macrophylla (Meliaceae). Segundo estes autores, estas glandulas sdo nectariferas e este serita o
primeiro registro para nectérios extraflorais em frutos de uma espécie da Ordem Sapindales, a
mesma ordem que agrega a familia Anacardiaceae. Ouiros pesquisadores sugerem que glandulas
nectariferas ocorrem em frutos de muitas espécies de Bignoniaceae (Elias & Prance 1978). No
estudo realizado para a espécie Guarea macrophylla, bem como, em muitos outros estudos de
glandulas presentes em frutos, apenas a caracterizagdo estrutural € realizada em microscopia optica,
nio sendo determinada 3 composico da secreglo (Morellato & Oliveira, 1993, Elias & Prance
1978). Desta forma, muitas vezes os nectarios extraflorais aos quais os autores se referem podem ser
glandulas lipidicas, como o observado em Passiflora foetida (Bertol.) Mast. Durkee et al. (1984) ¢

no fruto de 7, guianensis. Vérias plantas tropicais possuem estruturas especializadas analogas a
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NEFs que atraem formigas para a sua defesa, como por exemplo, em Macaranga e Ochroma, cujas
estruturas secretoras produzem lipidios, e Acacia € Piper que produzem proteinas ¢ lipidios
(Buckley 1982). Como néo foi observada a presenca de formigas forrageadoras no disco do fruto de
T. guianensis pode-se apenas inferir que os compostos lipofilicos produzidos por este disco estejam
envolvidos na defesa quimica dos frutos aumentando o potencial reprodutivo desta espécie, pois

estas substincias séo toxicas, antibidticas, dissuasivas de herbivoria e oviposigio (Nishida 2002).
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Tabela 1. Testes histoquimicos em frutos de Tapirira guianensis Aubl.
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Tratamento Substancia a ser Colorago Endocarpo Gotas de secrego Disco
evidenciada (resultado positivo) (Fig.} do endocarpo (Fig.) (Fig.)
PAS polissacarideos rosa a vermelho ++ (8) ++ (9) -
vermelho mucilagens acidas rosa a vermelho + ++ -
deruténio
Acido tAnico/cloreto mucilagem preto ++ (10) +{11) -
férrico
cloreto férrico COMpOStos marrom a pretp - - -
fendlicos
hidrossoliveis
sulfato azul do Nilo lipidios 4cidos azul ++ (12) ++(12, 13) ++(17)
sulfato azul do Nilo lipidios neutros rosa - - -
acetato de cobre/ dcido acidos graxos verde-escuro - - ++(18)
rubednico
cloreto férrico compostos marrom a preto - - + (19
fendlicos
lipossolaveis

( )=figura, +=fraco positivo, ++=positivo, -—negativo.
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Figuras 1-5. Elétron-micrografias do fruto e semente de Tapirira guianensis Aubl. 1. Fruto jovem
com disco glandular persistente (seta). 2. Secgdo longitudinal do fruto maduro onde se observa o
endocarpo, 0 mesocarpo e a semente presa pelo funiculo ao fruto. 3. Canais evidentes no mesocarpo

€ secrecdo no endocarpo. 4. Endocarpo com imiimeras gotas de secrecio. 5. Funfculo da semente

com secregdo. F=funiculo, EN=endocarpo, M=mesocarpo. Barras = 50pum (1-3), 100um (4-5).

Figuras 6-13. Anatomia e testes histoquimicos em secg@es longitudinais do endocarpo glandular (6,
8, 10, 12) e semente (7, 9, 11, 13) de Tapirira guianensis Aubl. Material fixado em FAA.12-13.
Material fixado em FNT. 6-7. Material corado com azul de toluidina. 8-9. Reacdio PAS.10-11. Teste

com 4cido tinico e cloreto férrico. 12-13. Teste com sulfato azul do Nilo. Barras= 25um (6, 8, 10,

12), 30um (7, 9,13), 50um (11).

Figuras 14-19. Anatomia e testes histoquimicos do disco glandular do fruto de Tapirira guianensis
Aubl. Sec¢io longitudinal. 14-15. Material fixado em FAA. 16-19. Material fixado em FNT. 14-15.
Material corado com azul de toluidina. 17-19. Testes histoquimicos. 14. Vista geral do disco
glandular; células epidérmicas e subepidérmicas com secregio. 15. Aumento da figura 14. 16.
Material sem tratamento histoquimico. 17, Teste com sulfato azul do Nilo. 18. Teste com acetato de

cobre ¢ acido rubednico. 19. Teste com cloreto férrico. EP=epiderme, SE= células subepidérmicas,

seta=cuticula distendida. Barras = 75um (14), 30um (15,16,18), 50um (17), 25um (18).

Figuras 20-24. Elétron-micrografias do disco glandular do frute de Tapirira guianensis Aubl. 20-21.
Celulas epidérmicas e subepidérmicas secretoras. 22-24. Célula epidérmica. 22. Célula com nucleo
central, vacuolos e mitocondrias. 23. Célula com nicleo e nucléolo evidentes, vactiolos preenchidos

com material osmiofilico ¢ com restos celulares (seta curva) ¢ plastidios (cabecas de seta). 24.
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Célula com vactolo central preenchido com material osmiofilico e citoplasma periférico (seta
grossa). E=célula epidérmica; S=célula subepidérmica; M=mitocondria; N=ntcleo; V=vactolo;
MO=material osmiofilico. Aumentos : (5347X) 20, (5232X) 21, (8840X) 22, (6890X) 23, (7022X)

24, (4089X)

Figuras 25-30. Células epidérmicas e subepidérmicas do disco glandular do fruto de Tapirira
guianensis Aubl. 25,30. Células subepidérmicas. 26-29. Células epidérmicas. 25. Célula com
vacuolo central preenchido por secregfio elétron-opaca € com citoplasma periférico (seta) com
intmeros plastidios. 26. Complexo de Golgi com vesiculas translticidas. 27. Detalhe da fig. 23
evidenciando plastidios com reticulo periplastidial (seta fina) e gotas elétron-densas, mitocondrias
com gotas elétron-densas e complexo de Golgi com vesiculas translicidas. 28. Plastidios com gotas
elétron-densas. 29. Detalhe da figura 24 com corpos multivesiculares, reticulo endoplasmatico
rugoso (seta curva) e gota elétron-opaca (seta fina). 30. Plastidios com gotas elétron-opacas ¢
mitocdbndria no citoplasma periférico. P=plastidio, G=complexo de Golgi, V=vesiculas,
M=mitocondria, N=nucleo, ME=material elétron-opaco, C= corpos multi-vesiculares. Aumentos :

25, (83850X) 26, (43125X) 27, (42000X) 28-29, (16490X) 30.
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Resumo
(Aspectos ultra-estruturais dos canais secretores em Orgdos vegetativos e reprodutivos de espécies de
Anacardiaceae). Neste trabalho foi estudado o modo de formacdo dos canais florais de Tapirira
guianensis Aubl, e as caracteristicas ultra-estruturais das células epiteliais dos canais secretores
associados ao floema dos dpices caulinares de Spondias dulcis G. Forst e T. guianensis e das flores e
frutos de Anacardium humile St-Hil. ¢ de T guianensis. Os canais secretores florais estudados
desenvolvem-se de forma esquizégena e as células epiteliais dos canais secretores de S. dulcis e T,
guianensis possuem caracteristicas de células secretoras como citoplasma denso e rico em organelas
(plastidios, ribossomos livres, reticulo endoplasmatico e Complexo de Golgi). No protoplasto das
células epiteliais dos frutos de A. humile plastidios, vesiculas, vactiolos ¢ gotas elétron-opacas foram

observados.
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Introducio

A familia Anacardiaceae estd incluida na Ordem Sapindales (Engler, 1964) ¢ composta por
60 a 80 géneros com aproximadamente 600 espécies, principalmente de distribuigfo pantropical,
com poucas de regides temperadas (Cronquist, 1981). Esta familia esta dividida em cinco tribos,
sendo que no Brasil estfio representadas as tribos Anacardiéae, Rhoéae ¢ Spondiadeae (Falcio,
1966).

A peculiaridade anatémica marcante das Anacardiacaeae € a presenca de canais secretores
em Orgdos vegetativos e reprodutivos (Metcalfe & Chalk, 1950, Pell 2004), nos érgdos vegetativos
podem ser encontrados, dependendo da planta, no floema primario e secundario

A formacio e a estrutura dos canais em Anacardiaceae foi descrita por muitos autores
(Harada 1937, Venning 1948, Paula & Alves 1973, Fahn & Evert 1974, Joel & Fahn 1980 b, ¢, Nair
et al, 1983, Carmello et al. 1995, Machado & Carmello-Guerreiro, 2001).

O modo de formagfio dos canais em diferentes espécies e 6rgéos desta familia é amplamente
variado (Carmello et al. 1995). Os cientistas, freqilentemente, sustentam idéias contraditérias a
respeito da formagdo do lume dos canais, os modos de formagdo mais freqlientes sdo: o modo
lisigeno, o esquizégeno e o esquizolisigeno (Fahn 1979).

As células secretoras sio altamente especializadas e estdo envolvidas em processo de sintese,
liberagio e reabsorgiio de materiais, eventos estes acompanhados por uma série de modificagbes
bioquimicas e ultra-estruturais. Estudos detalhados incluindo-se ontogénése, estrutura, histoquimica
e ultra-estrutura constituem em cada caso, importantes auxilios, pois fornecem dados relacionados
com véras transformacdes bioquimicas € morfo-ultra-estruturais (Fahn 1979; Joel & Fahn 1980
a,b,c; Monteiro 1986; Castro 1987, Monteiro ez al. 1995; Carmello ez al. 1995).

Anacardium humile St.Hil.e Spondias dulcis G. Forst sdo importantes membros desta familia

tanto por serem usadas na medicina popular (Correa 1926, Lorenze & Matos 2002) quanto por
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serem utilizados na alimentacho ¢ fabricacfio de doces e bebidas (Correa 1926). Tapirira guianensis
¢ uma espécie amplamente distribuida em tetras baixas do Panama4 ao Brasil e Peru (Barfod 1987) e
¢ popularmente conhecida no Brasil como peito-de-pombo, fruta-de-pombo, pau-pombo, pombeiro
entre outros nomes, com frutos muito procurados por aves em especial por papagaios, periquitos e
pombos silvestres (Corréa 1978).

A ultra-estrutura dos canais secretores destas espécies ndo foi estudada anteriormente. O
objetivo do presente trabalho é caracterizar ultra-estruturalmente as células epiteliais dos canais
secretores relacionando as organelas encontradas com a natureza da secregfio detectada previamente

(capitulos 1 € 2).

Material e Métodos

Material

Apices caulinares com primérdios foliares medindo até 0,5 mm e folhas jovens medindo até
0,8 mm de comprimento, flores pistiladas e frutos de Tapirira guianensis Aubl ¢ flores
hermafroditas e frutos de Anacardium humile St.Hil foram coletados em trés areas de cerrado do
estado de S#o Paulo (SP): Reserva Biologica ¢ Estagiio Experimental de Moji-Guagu, Fazenda
Palmeira da Serra em Praténia e distrito de Rubido Jinior em Botucatu. Os apices vegetativos de
Spondias dulcis G. Forst. foram coletados em um fragmento florestal na Fazenda Santa Eliza
(Campinas) (SP): Os dpices foram obtidos de individuos masculinos e femininos de T guianensis ¢
de individuos femininos de S. dulcis. As coletas foram realizadas de setembro de 2002 a dezembro
de 2005. Os materiais testemunha foram herborizados e sero incorporados ao Herbario UEC: A.
humile St.Hil.: BRASIL, SA0 PAULO, Botucatu, 14-IX-2004, 4. Lacchia 13; Moji Guagu, 09-IX-
2003, 4. Lacchia 8; 06-X-2004, A. Lacchia, 18, 19, 20, 21; S. dulcis G. Forst.. BRASIL, SA0
PAaULO, Campinas, 15-11-2005, A. Lacchia 20, 21, 22; T. guianensis Aubl.: BRASIL, SA0 PAULO,

Moji Guagu, 09-X1-2002, 4. Lacchia 4, 01-V-2003, A. Lacchia 7; Pratinia, 03-I1X-2002, A, Lacchia
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1, 23-IX-2002, A. Lacchia 2, 13-X-2002, A. Lacchia 3, 18-111-2004, A. Lacchia 10. O material

botanico foi identificado pelo professor Jorge Tamashiro, da Universidade Estadual de Campinas.
Métodos
Microscopia de Luz
Para o estudo estrutural do desenvolvimento dos canais secretores 0s apices

caulinares de S dulcis foram fixados em FAA (formaldeido, acido acético, etanol 50%; 1:1: 18 v/v)
por 24 horas (Johansen 1940) e em FNT (tampéo fosfato, formalina; 9:1 v/v) por 48 horas (Lillie
1965). Apbs esses periodos, o material foi desidratado em série butilica e incluido em “Paraplast”.
Apoés a inclusio, o material foi seccionado transversalmente e longitudinalmente com 12 a 14 um de
espessura em micrétomo rotativo Microm HM340E. Para o estudo estrutural, as secgbes foram
coradas com safranina 1% em etanol 50% e azul de astra 1% (Gerlach 1984).Todas as 1aminas
foram montadas em resina sintética. Em material fixado em FNT, também foi aplicado o tratamento
histoquimico preto de Suddo B (Pearse 1985), para detecgio de lipidios totais e para facilitar as
observagBes estruturais, que nfio foram muito satisfatorias com a coloragBio dupla utilizada.
Microscopia eletrénica de transmissao

Para o estudo da ultra-estrutura do canal secretor os 4pices caulinares de Spondias dulcis ¢
Tapirira guianensis, as flores pistiladas de 7. guianensis e as hermafroditas de Anacardium humile,
os frutos de T, guianensis € A. humile em varios estadios de desenvolvimento foram fragmentados e
imediatamente fixados em glutaraldeido 2,5% (tampdo fosfato 0,1M, pH 7, 3), pos-fixados em
tetroxido de ésmio 1% (tampdo fosfato 0,1M), desidratados em série crescente de solucdo de
acetona e incluidos em araidite. As sec¢bes semifinas foram coradas com azul de toluidina a 1% e as
secches ultrafinas foram contrastadas com acetato de uranila (Watson 1958) e citrato de chumbo
(Reynolds 1963), recobertas por filme plastico (Formvar) ¢ observadas em microscopio eletrbnico
de transmissdo (Philips E.M. 301). Os aspectos mais relevantes foram registrados por meio de

elétron-micrografias.
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Resultados

Canais secretores em 4pices caulinares de S. dulcis e T. guianensis (figuras 1-18)

Todos os canais observados em microscopia eletronica de transmissio j4 estavam formados e
em estado ativo de secre¢io ou senescentes Em microscopia dptica, foi possivel visualizar alguns
canais secretores em infcio de formagfio no procdmbio dos apices caulinares de S, dulcis. Nestas
observagbes pode-se identificar que na regido procambial, onde ocorre a formagio dos canais
associados ao floema, as células sio grandes e estdo dispostas concentricamente (figura 1 e 2).
Algumas c€lulas passam por divisdes em vérias diregBes, para posteriormente se afastarem e
formarem o lume do canal (figura 3). Desta forma o canal em formacfio torna-se mais distinto das
c€lulas vizinhas. Posteriormente ocorre a lise de algumas células (figura 3) e a desobstruciio do
lume. Constatamos também a dissolugdo da lamela média entre as paredes anticlinais das células
epiteliais desta espécie, 0 que acaba por promover a separacdo destas (figuras 4 € 8).

As ¢€lulas epiteliais dos canais secretores associados ao floema dos apices caulinares de .
dulcis ¢ T. guianensis siio mais elétron-densas que as células parenquimdticas subjacentes, devido ao
citoplasma rico em organelas, da presenga de material osmiofilico e dos inimeros ribossomos livres
(figuras 5, 8, 11, 13).

C¢lulas epiteliais em diferentes estddios foram observadas em um mesmo canal secretor nas
duas especies estudadas (figuras 10-11). Algumas células epiteliais observadas sdo arredondadas e
suas paredes periclinais voltadas para o lume apresentam contorno sinuoso (figuras 5, 9) e outras
estdo em estadio senescente, com paredes retas voltadas para o lume, grandes vacuolos e citoplasma
periférico (figuras 10-11).

As células epiteliais dos canais secretores de T. guianensis apresentam vactolos de varios
tamanhos, que podem conter material elétron-denso (figura 11), material floculado elétron-denso
(figura 15, 16), além de gotas elétron-opacas (figura 13 € 14) e figuras de mielina (figura 14). Estas

celulas, bem como as células epiteliais dos canais de S. dulcis também apresentam plastidios de
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formas variadas (figuras 6, 7, 8, 14, 16), mitocéndrias (figura 6, 8), complexo de Golgi (figuras 8,

15), ribossomos livres (figuras 6, 15) e reticulo endoplasmatico rugoso (figuras 8, 15). Alguns
plastidios podem estar envolvidos por reticulo endoplasmatico rugoso, aqui denominado de reticulo
periplastidial (figuras 6,14). Em alguns plastidios das células epiteliais dos canais de T. guianensis
observa-se a presenca de pequenas gotas de material elétron denso (figuras 14 e 16). Nas células
epiteliais desta espécie imagens de fusdo e divisdo de plastidios sao comuns (figura 14).

Uma bainha de células com material elétron-denso pdde ser observada em alguns canais das
duas espécies estudadas (figuras 5, 11).

Pela andlise do material observou-se a presenca de material de membrana, 08 COrpos
paramurais, no espago periplasmatico das células epiteliais de 7. guianensis (figura 18).

Em canais de T, guianensis, a secregdo encontrada no lume dos canais associados ao floema
possui aspecto heterogéneo (duas fases), com material elétron-opaco de aspecto homogéneo €
material elétron-denso floculado (figura 12).

Na anélise em microscopia eletrénica os canais medulares do 4pice vegetativo de T
guianensis aparecem com uma quantidade muito maior de secregdo (figura 17) do que os canais
associados ao floema (figura 12). O lume dos canais medulares apresentou uma quantidade muito
grande de material homogéneo elétron denso e elétron opaco e de material floculado denso (figura
17).

No estadio final da atividade secretora do canal obeservou-se que as células epiteliais
apresentam um grande vactolo central como uma fina camada citoplasmatica periférica (figura 10).
Canais secretores em orgios reprodutivos de T. guianensis e A. humile (figuras 19-33)

Na flor de T. guianensis, a indicagio da formagfo dos canais ¢ o aparecimento no centro
deles, de um espago resultante da dissolucdo da lamela média e da progressiva separagio das
paredes celulares (figura 19). A dissolugdio da lamela média e separago das paredes faz com que o

espaco intercelular formado possua substincias floculadas elétron-densas (figura 20). Este material
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floculado elétron-denso pode ser provido da dissolugio parcial das paredes celulares anticlinais, bem
como, da refativa dissolugdo das paredes periclinais externas (figura 20).

As células arranjadas ao redor deste espago sdo células epitcliais do canal secretor e
apresentam, nesta fase, citoplasma elétron-denso (figura 19). O citoplasma é rico em ribossomos
livres (figura 21), reticulo endoplasmaético rugoso (figura 20), mitocondrias (figura 20), vactiolos de
diverso tamanhos com material floculado elétron-denso (figura 19) ou com restos de membrana
(figura 23) e plastidios com estroma elétron-denso (figura 22-23); alguns destes plastidios sdo
envolvidos parcial ou totalmente pelo reticulo reticulo periplastidial (figura 22) e podem apresentar
gotas mais elétron-densas (figura 23). Gotas elétron densas também podem ser encontradas
dispersas no citoplasma de algumas células epiteliais. Nesta fase, as células epiteliais também
apresentam complexo de Golgi (figura 20).

Em canais em estadio mais avangado (com lume maior), a secregdo preenche todo o lume e
pode ser composta por material elétron-opaco de aspecto homogéneo (figura 24) e por material
elétron-denso floculado, material elétron-denso de aspecto homogéneo e material elétron-opaco de
aspecto homogéneo que contém material fino floculado elétron-denso (figura 25).

Nos canais do fruto de T. guianensis, observou-se células epiteliais com grandes vactiolos
preenchidos por material elétron-denso (figuras 26-28). Nestas células observou-se também intimero
plastidios de diferentes formatos (figura 28, 29) que podem estar total ou parcialmente envoltos por
reticulo endoplasmatico rugoso (reticulo periplastidial). Reticulo endoplasmatico rugoso e
ribossomos também puderam ser observados livres no citoplasma (figura 29).

Nas flores de A. Aumile, os canais observados ji estavam em estddio de desenvolvimento
final com secregdo preenchendo o lume e citoplasma periférico em muitas células epiteliais,
impedindo a caracterizagio ultra-estrutural destes. Nos frutos de 4. humile pode-se constatar canais
em diferentes fases secretoras; alguns canais possuem células epiteliais com grande vactiolo central,

restringindo o citoplasma a periferia celular € outros possuem células epiteliais com citoplasma
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denso rico em vesiculas, vactolos e inumeros plastidios de forma arredondada (figuras 32 e 33).
Gotas elétron-opacas também foram observadas dispersas nestas células (figura 32). No lume de

alguns canais secretores observou-se secregdo de aspecto floculado elétron-denso (figura 32).

Discussio

Formag#&o dos canais secretores

Os canais ¢ cavidades podem ser formados de forma esquizégena, lisigena ou
esquizolisigena (Fahn, 1979). A forma de desenvolvimento dos canais pode variar em diferentes
6rgfios de uma mesma planta ou entre espécies (Carmello ef al., 1995).

Diversos modos de formagio de canais secretores em Anacardiaceae tém sido reportados.
Em Schinus (Venning, 1948), Rhus glabra L. (Fahn & Evert, 1974), Anacardium occidentale L.
(Nair et al, 1983), os canais secretores sfo formados esquizogenamente. Desenvolvimento lisigeno
dos canais foi observado nos orgios florais de Mangifera indica L. (Venning, 1948) e em seus
4pices e frutos (Joel & Fahn 1980 a, b, ¢), bem como, em 4pices de Lithraeae molleoides (Carmello
et al, 1995). Siek (1895), Harada (1937), Copeland (1961), Paula & Alves (1973) e Bhatt & Mohan
Ram (1992) constataram que em Anacardium, Rhus, Cotinus e Semecarpus anacardium L.f. o inicio
de formagio dos canais é esquizégena e o desenvolvimento é lisigeno, formando, entdo, canais
tipicamente esquizolisigenos.

Em S. dulcis e T, guianensis a formagio dos canais secretores nos dpices caulinares € o
desencadeamento de sua atividade secretora iniciam-se muito cedo, antes mesmo da completa
diferenciacio dos elementos de condugfo. Assim, todos os canais observados em microscopia
eletrbnica de transmissdo ji estavam formados e em estado ativo de secregdo ou senescentes,
impedindo a avaliacdo da dinfimica da formagfio destes canais secretores. Em Spondias dulcis

através de microscopia Optica obteve-se indicios de que os canais do floema desenvolvem-se-se de
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forma esquizolisigena, o mesmo fato foi registrado para os canais medulares desta mesma espécie
por Venning (1948)

Na flor de T. guianensis, os canais secretores comecam a se formar ainda no estagio
procambial, junto com a formagdo e diferenciagéo dos elementos do protoxilema e protofloema. O
inicio da formagdo dos canais se da pela lise da lamela média, com conseqiiente separaciio das
paredes das células centrais dispostas concentricamente presentes junto as células procambiais no
tecido fundamental do ovério, caracterizando o processo como esquizogeno. As células ao redor do
espago formado (lume) tornam-se altamente especializadas em secregdo, comprovado pela
microscopia eletrdnica de transmissdo, pela presenca de organelas como: RER, ribossomos,
mitocdndrias, plastidios e dictiossomos.

A presenca de RER bem desenvolvido caracteriza um sistema de sintese de proteinas
(Vassilyev & Muravnik, 1988; Jones & Robinson, 1989) e a presenga de um complexo de Golgi
com inumeras vesiculas sendo formadas, indica que as células epiteliais no estigio inicial de
diferenciagdo dos canais secretam essencialmente glicoproteinas (Vassilyev 1977; Vassilyev &
Muravnik 1993).

Em 7. guianensis, a separagio das paredes radiais das células epiteliais no desenvolvimento
dos ductos ocorre concomitantemente com o aparecimento dos dictiossomos e do RER. Alguns
autores acreditam que as vesiculas formadas por estes dictiossomos € pelo RER carregam enzimas
liticas para a dissolug@o da lamela média das paredes radiais das células epiteliais (Venkaiah 1992;
Fahn & Benayoun 1976).

Vagsilyev (2000) verificou que, embora os plastidios ji estejam presentes nas fases iniciais
de formagio dos canais, a produgdio de compostos lipidicos ¢ iniciada e potencializada apenas em

estadios posteriores de desenvolvimento das células epiteliais.

Aspectos ultra-estruturais dos canais secretores
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Na microscopia 6ptica pode-se observar attavés da andlise do dpice caulinar de T. guianensis
a presenca de dois tipos de canais: os canais associados ao floema que seriam formados a partir de
células procambiais e os canais medulares que seriam formados a partir do meristema fundamental.
Pela andlise em microscopia dptica pode-se observar que o exsudato dos canais medulares ¢ mais
homogéneo ¢ abundante do que o exsudato dos canais associados a0 tloema, da mesma forma, na
.anélise em microscopia eletrnica os canais medulares aparecem com uma quantidade muito maior
de secregio. O lume dos canais medulares apresentou uma quantidade muito grande de material
homogéneo elétron denso ¢ elétron opaco e de material floculado denso.

Nos canais secretores dos &pices vegetativos de S. dulcis e T. guianensis, oberva-se
exiernamente ao epitélio secretor uma camada de células dipostas radialmente que pode conter
material elétron-denso. Segundo Machado & Carmello-Guerreiro (2001), a presenga de uma bainha
multiestratificada ao redor dos ductos secretores, produzindo novas células epiteliais, possibilita a
renovagio celular do canal e permite que este se mantenha em atividade secretora durante todo o
desenvolvimento do érgao.

Nas células epiteliais dos canais secretores do dpice caulinar de S. dulcis, do 4pice, da flor e
do fruto de T guianensis e do fruio de A. humile observou-se plastidios com matriz densa. Em §.
dulcis e T, guianensis os plastidios possuem formas variadas e estio parcial ou totalmente envoltos
pelo reticulo endoplasmatico periplastidial. Em 4. humile, os plastidios sfo arredondados e
apresentam internamente um sistema de membranas disposto de forma circular. Os plastidios podem
estar associados com a sintese e armazenamento de diferentes substincias e o aspecto destes varia
dependendo na natureza do material secretado e da fase secretora (Fahn 1979, 1988). Nas células
epiteliais dos canais secretores florais e do 4dpice de T. guianensis detectou-se a presenca de
plastidios com inclusdes osmiofilicas, sugerindo que esta organela tenha um papel na atividade
secretora. Nas células secretoras de substincias lipofilicas, a caracteristica ultra-estrutural mais

comum é a ocorréncia de material osmiofilico nos plastidios (Fahn 1988; Duke & Paul, 1993;
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Sacchetti e al. 1996, Monteiro e al. 1998). Os plastidios tém sido descritos como possiveis sitios da
sintese de lipidios de muitos sistemas secretores, incluindo células olefferas, ductos resiniferos e
tricomas glandulares (Vermeer & Peterson 1979). Tuner e Croteau (2004) por meio de
imunocitoquimica conseguiram identificar as enzimas responséaveis pela produgfio de monoterpenos
ndo s6 nos plastidios como em oufras organelas presentes nas células secretoras de tricomas
glandulares; ¢ estabeleceram neste trabalho algumas relagBes entre os plastidios e outras organelas
na produgdoe de monoterpenos.

Como em muitas células produtoras de material lipofilico, os plastidios das células epiteliais
dos canais de S. dulcis e de T. guianensis sdo encontrados parcialmente ou completamente
envolvidos por reticulo endoplasmatico periplastidial (Fahn & Evert 1974, Fahn & Benayoun 1976,
Joel & Fahn 1980b, Bosabalidis & Tsekos 1982, Heirich & Schultze 1985, Pedro ef al. 1991, Bhatt e
Mohan Ram 1992, Carmello ef al. 1995, Ascensdo ef al. 1997, Fahn & Shimony 1998, Machado et
al. 2006, capitulo 7). Bhatt ¢ Mohan Ram (1992) sugerem que o reticulo periplastidial encontrado
em muitos plastidios de células epiteliais de ductos secretores é responsavel pela translocacio do
material secretado para o espago periplasmatico e posteriormente para o limen. Ainda para alguns
autores, a presen¢a de reticulo endoplasmatico ao redor dos plastidios indica que monoterpenos
podem ser produzidos por estas células mesmo em pequena quantidade {(Wooding & Northcote,
[965; Vassilyev, 1977; Duke & Paul, 1993).

Reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e ribossomos livres foram encontrados nas células
epiteliais de S.dulcis e T. guianensis. Para Fahn (2000) o reticulo endoplasmético participa na
sintese de substancias lipofilicas e pode também auxiliar no transporte intracelular deste material.

Nestas espécies, a grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso (RER) presente no
citoplasma das células secretoras poderia também atuar no processo de formagio do material
lipidico. O RER, segundo Bahtt & Mohan Ram (1992) é uma fonte bem conhecida de proteinas ¢

fosfolipidios e para Pridgeon & Stern (1983) este ¢ o responsédvel tanto pela sintese como pelo
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transporte das substincias nos osmdforos de Restrepia. Rath & Mohan Ram, (1992) também
sugeriram que o RER poderia estar envolvido no processo de formagio da goma-resina dos ducios
secretores de S, anacardium, além dos ribossomos livres revelarem a presenca de maquinaria de
sintese protéica.

Complexos de Golgi e poucas vesiculas translicidas foram observados nas células epiteliais
de S. dulcis € T. guianensis. Complexos de Golgi e vesiculas translicidas podem estar relacionados
4 producdo dos componentes hidrofilicos da secregio (Findlay 1988, Meyberg 1988, Figueiredo &
Pais 1992, Jian et al.1997, Machado et al. 2006) bem como envolvidos na glicosilagdo dos
compostos, especialmente alguns componentes toxicos dos dleos essenciais (Venkaiah 1992,
Figueiredo & Pais 1994).

No lume dos canais associados ao floema dos apices vegetativos de S. dulcis e T. guianensis
e no lume dos canais das flores e frutos de 7. guianensis foram detectadas histoquimicamente
substancias hidrofilicas e lipofilicas (capitulo 1 e 2); desta forma, o complexo de Golgi poderia estar
relacionado tanto & produgfio de componentes hidrofilicos da secregfo, quanto & glicosilagio de
componentes téxicos das substancias lipofilicas. A importancia de organelas, como o Complexo de
Golgi na produciio de polissacarideos, foi observada em ductos gomosos-resiniferos de Mangifera
indica (Joel & Fahn, 1980c¢) e Lannea coromandelica (Venkaiah, 1992).

Segundo Bhatt & Mohan Ram (1992), as substincias polissacaridicas encontradas na
secrecdo também podem ser resultantes da separagiio das paredes celulares para formagio do canal.
Em Rhus glabra (Fahn & Evert, 1974), os autores sugeriram que 0s componentes polissacaridicos
da secrecfio sdo originados pela dissolugio das camadas externas das paredes, ao mesmo tempo que
novo material, produzido pelo Complexo de Golgi, ¢ aderido a superficie interna da parede.

Nas células epiteliais de Spondias dulcis e T. guianensis, a desintegragéio parcial das paredes

periclinais externas pdde ser claramente observada; desta forma, infere-se que, parte das substéncias
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polissacaridicas encontradas na secrecdo sejam provenientes da desintegracio das paredes ¢ parte
seja proveniente diretamente da sintese pelo complexo de Golgi.

No pequeno espago contido entre a membrana plasmdtica ¢ a parede celular (espago
periplasmatico) foram observados corpos paramurais.“Corpos paramurias” ¢ um termo introduzido
por Marchant ¢ Robards (Robards, 1970) ¢ ¢ aplicado a algumas estruturas observadas entre a
membrana plasmética € as paredes das células epiteliais dos canais. Estas estruturas sio
frequentemente observadas no estdgio inicial de diferenciacfio dos canais, como visto nos canais da
flor de T' guianensis. Robards (1970) sugere que os corpos paramurais tenham algum papel na
sintese ¢ na secregdo dos compostos envolvidos com a formagio da parede celular. Os corpos
paramurais também foram encontrados em ductos gomosos resiniferos de outras espécies de
Anacardiaceae, tais como Anacardium occidentale (Nair et al., 1983) ¢ Lannea coromandelica
(Venkaiah, 1992). Estes autores também sugerem o envolvimento destas estruturas na secrecio de
polissacarideos, principalmente de polissacarideos que compdem a parede celular.

A analise ultra-estrutural das células epiteliais do canal presente no apice de S. dulcis, no
apice ¢ na flor de 7. guianensis e no fruto de A. humile corrobora com os resultados positivos
obtidos através dos testes histoquimicos do lume dos canais secretores para substincias hidrofilicas
e lipofilicas em S. dulcis e T. guianensis e para substéncias lipofilicas em frutos de A. humile
(capitulo 1 e 2), uma vez que, as células epiteliais de S. dulcis e T. guianensis possuem as organelas
nescessarias (RE, ribossomos, plastidios e dictiossomos) para a produgiio de substancias hidrofilicas
¢ lipofilicas e que as c€lulas epiteliais do fruto apresentam plastidios, primordiais na secrecio de

substancias lipofilicas.
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Figuras 1-8. Fotomicrografias (1-4) e elétron-micrografias (5-8) dos canais secretores do floema dos
apices caulinares de Spondias dulcis G.Forst .1-4. Material fixado em FNT e tratado com preto de
Sudio B. 1-2. Canais em formagio. 3. Canal em formagdo com lume e célula central em lise. 4.
Canal totalmente formado; células epiteliais afastadas. 5. Canal secretor com células epiteliais de
citoplasma denso e organelas (plastidios e vactiolos); bainha do canal composta por idioblastos. 6.
Detalhe da célula epitelial; plastidio com reticulo periplastidial (seta grossa), RER (seta fina) ¢
mitocéndria (m). 7. Plastidios. 8. Células epitelias com dissolugio da lamela média entre as paredes
anticlinais; complexo de Golgi (seta branca), RER (seta preta), plastidios (p) e mitocondrias (m).

Barras=30um (1-4). Aumentos = (5175X) 5, (16790X) 6, (23000X) 7, (1649X) 8.

Figuras 9-14. Elétron-micrografias dos canais secretores do floema dos éapices caulinares de
Spondias dulcis G.Forst (9-10) e Tapirira guianensis Aubl. (11-14). 9. Detalhe de uma célula
epitelial com parede periclinal externa de contorno sinuoso e gota de material elétron-opaca sendo
liberada para o lume. 10. Células epiteliais senescentes com citoplasma periférico; lJume do ducto
com secreciio elétron-opaca (5). 11. Células epiteliais (c) em diferentes fases de secregio; bainha de
cobertura formada por idioblastos (). 12. Secre¢fo floculada elétron-densa e homogénea clétron-
opaca (seta) no lume do canal. 13. Células epiteliais (c) com vactiolos (v) com gotas elétron-opacas
(cabega de seta); lume (1) com secregio floculada elétron-Densa. 14. Células epitelial com plastidios
(p) envoltos por reticulo periplastidial (seta curva), RER (seta fina), vactolos (v) com figuras
mielinicas (f) e gotas elétron-opacas (cabega de seta); plastidio com constricdo (seta branca).

Aumentos = (6267X) 9, (2925X) 10, (4657X) 11, (9750X) 12, (6045X) 13, (7750X) 14.

Figuras 15-21. Elétron-micrografias dos canais secretores dos apices caulinares (15-18) e flores (19-
21) de Tapirira guianensis Aunbl. 15-16 e 18. Canal do floema. 17. Canal medular. 15. Célula

epitelial com vaciolos (v), RER (seta branca), Complexo de Golgi (seta preta cheia), vesiculas (seta
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vazia) e gotas elétron-densas (cabega de seta). 16. Plastidios de diversos formatos (p) com gotas
elétron-densas (seta fina branca). 17. Canal medular com secregdo heterogénea composta por
material elétron-opaco homogéneo (estrela), elétron-opaco com granulagSes eléiron-densas
(asterisco), elétron-denso floculado e elétron-denso homogéneo; células epiteliais de paredes
periclinais externas retas (c) e células parenquiméaticas subjacentes (p). 18. Detalhe da célula
epitelial com corpos paramurais no espago periplasmatico. 19. Canal em inicio de desenvolvimento
com lume (L) reduzido e células epiteliais com citoplasma denso. 20. Célula epitelial (¢) com
Complexo de Golgi (G), RER (seta) e mitocéndrias (M); material elétron-denso no espaco formado
pela separagdo das paredes periclinais. 21. Plastidios com gotas elétron-densas. Aumentos —=

(28560X) 15, (22440X) 16, (3523X) 17, (4200X) 18, (8750X) 19, (13090X) 20, (31500X) 21.

Figuras 22-27. Elétron-micrografias dos canais secretores das flores (22-25) e dos frutos (26-27) de
Tapirira guianensis Aubl. 22. Plastidios com reticulo periplastidial (seta). 23. Célula epitelial com
plastidios (p) com gotas elétron-densas (seta) € vaciiolos com restos de membrana. 24. Canal com
secregdo eletron-opaca (EO) no lume. 25. Canal com secregdo heterogénea composta por material
¢létron-denso homogéneo (ED), elétron-denso opaco com granulagdes elétron-densas (EDI) e
material elétron-denso floculado. 26. Canal com células epiteliais de parede periclinal externa
cOncava; vacliolos com material elétron-denso. 27. Detalhe da figura 26; célula epitelial com
vacuolos de secregdo elétron-densa (v), plastidios e gotas elétron-opacas (seta). Aumentos =

(5750X) 22, (31500X) 23, (2470X) 24, (5750X) 25, (1790X) 26, (7750X) 27.

Figuras 28-33. Elétron-micrografias dos canais secretores dos frutos (28-29) de Tapirira guianensis
Aubl. € das flores (30) e dos frutos (31-33) de Anacardium humile St.Hil. 28. Célula epitelial com
vacuolos de material elétron-denso, plastidios (p) e gotas elétron-opacas. 29. Plastidios (P) com

reticulo periplastidial (seta curva) e RER (seta fina). 30. Canal secretor com células epiteliais (c) de
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parede periclinal externa reta e citoplasma periférico; secregio elétron-opaca no lume (). 31.
Células epiteliais de parede periclinal externa concava, citoplasma perifério e vaciiolo central. 32.
Célula epitelial com plastidios (seta), vesiculas, vaciolos e gotas elétron-opacas (seta branca);
secrecdo elétron-densa floculada no lume (1). 33. Plastidios circulares com membranas internas
circulares e vesiculas. Aumentos = (9142X) 28, (32340X) 29, (4350X) 30, (3250X) 31, (3045X) 32,

(13250X) 33.
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Discussdo Geral

Anacardiaceac possui 70 géneros com aproximadamente 600 espécies de distribuigio
principalmente pantropical, com poucas de regides temperadas (Judd et al 1999). Seus
representantes possuem importdncia econdémica ¢ medicinal e podem ser causadores de sérias
alergias devido a presenca de algumas classes de metabélitos secundérios presentes na secregdo de
seus canais (Pell 2004, Aguilar-Ortigoza et al. 2003). Os mais variados compostos estao presentes
nos membros desta familia devido & existéncia de vérios tipos de estruturas secretoras envolvidas na
sua produgdio, tanto em Orgdos vegetativos quanto em 6rgdos reprodutivos, como canais, cavidades,
idioblastos, tricomas e nectérios (Solereder 1908, Metcalfe & Chalk 1950, 1983, Wunnachit ez al.
1992, Judd et al. 1999,).

Nas Anacardiaceae, a estrutura secretora mais estudada € o canal, sendo que pouca ou
nenhuma informacdo ¢ dada sobre a anatomia, histoquimica e ultra-estrutura de outras glindulas
secretoras. Nas espécies estudadas neste trabalho, verificou-se a presenga de estruturas secretoras
nunca antes descritas para a familia Anacardiaceae, como coléteres, idioblastos de secregdo
heterogénea (compostos fendlicos ¢ acidos graxos), disco floral secretor de lipidios, endocarpo e
funiculos secretores. Desta forma, o estudo de um maior nimero de 6rgios e de espécies desta
familia poderia contribuir com mais informacdes inéditas, além de contribuir com dados, que seriam
essenciais para a comparagdo com as espécies ja estudadas, auxiliando assim na interpreta¢do dos
resultados obtidos até o momento.

Dentre as estruturas secretoras, os canais destacam-se pela sua ocorréncia universal na
familia (Metcalfe & Chalk 1950) e por serem atribuidas as propriedades medicinais e alergéncicas as
suas secrecBes (Pell 2004, Aguilar-Ortigoza ef al. 2003). Até o momento, pelo nosso levantamento
bibliografico, canais de Anacardiaceae foram estudados em 6rgfios vegetativos de aproximadamente
25 espécies (Harada 1937, Venning 1948, Paviani 1965, Morretes 1967, Szabo 1971, Fahn & Evert

1974, Tewfic & Habib 1977, Joel & Fahn 1980b, Gibson 1981, Nair ef al. 1983, Luo & Xu 1984,
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Venkaiah 1992, Tomres & Jauregui, 1999, Sawidis ef al. 2000, Vassilyev 2000} ¢ em 6rgios

reprodutivos de 14 espécies (Harada 1937, Venning 1948, Lozano 1986, von Teichman 1987, 1998,
von Teichman & van Wyk 1991,1994, 1996, Pienaar & von Teichaman 1998, Carmello-Guerreiro &
Paoli 2000, Carmello-Guerreiro & Paoli 2005). Estes estudos ainda sfo muito poucos frente ao
numero de aproximadamente 600 espécies existentes na familia.

A localizaglio dos canais secretores dos Orgios vegetativos de Anacardium humile StHil.,
Lithraea molleoides (Vell.y Engl., Spondias dulcis G. Forst. e Tapirira guianensis Aubl. segue o
padrdo das espécies de Anacardiaceae; nesta familia, os canais esifio sempre associados aos feixes
vasculares, mais especificamente ao floema, e podem também estar presentes na medula e cortex
{Harada 1937, Venning 1948, Paviani 1965, Morretes 1967, Szabo 1971, Fahn & Evert 1974,
Sant’anna 1975, Tewfic & Habib 1977, Joel & Fahn 1980 b, Gibson 1981, Nair ef a/. 1983, Luo &
Xu 1984, Den Quter & van Vaenendaal 1986, Bhatt & Mohan Ram 1992, Venkaiah 1992, Carmello
et al. 1995, Sawidis et al. 2000, Vassilyev 2000).

Como nos Orgdos vegetativos, os canais secretores dos &rgdos reprodutivos em
Anacardiaceae estdo sempre associados ao floema dos feixes vasculares e nas flores podem estar
presentes na sépala, pétala, receptaculo, pedicelo,ovério e pistilodio (Harada 1937, Venning 1948,
Lozano 1986, von Teichman & van Wyk, 1994, 1996 , von Teichman 1987, Carmello-Guerreiro &
Paoli 2000). Em flores hermafroditas e estaminadas de 4. humile e em flores pistiladas e
estaminadas de L. molleoides e T. guianensis, os canais foram encontrados na sépala, pétala,
receptaculo e pedicelo; esta mesma estrutura péde ser observada no tecido fundamental do ovario
das flores de todas espécies estudadas e no pistilédio das flores estaminadas de L. molleoides e T.
guianensis. Porém no tecido fundamental do ovéario da flor hermafrodita de 4. Aumile, os canais
estdio restritos apenas 4 regifio do feixe dorsal, enquanto que nas outras espécies os canais tambem

podem ser encontrados associados aos feixes laterais. Um fato interessante € a quantidade de canais
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no tecido fundamental do ovario, que é muito maior do que a presente no pistilodio das flores
estaminadas.

Nos frutos da maioria das espécies de Anacardiaceae, como em 4. humile € em T. guianensis
os canais secretores estdo localizados no mesocarpo (Harada 1937, Lozano 1986, von Teichman,
1987, von Teichman & van Wyk, 1991, 1994, 1996, von Teichman, 1998, Pienaar & von Teichman
1998, Carmello-Guerreiro & Paoli 2000). Diferentemenie do que estd descrito para Anacardium
curatellaefolium St.Hil. (Paula & Heringer 1978) e para dnacardium spruceanum Benth. ex Engl.
(Paula & Alves 1973), sdo canais e ndo cavidades as estruturas secretoras encontradas nos frutos de
A. humile. Em A. humile observa-se a formacfo de novos canais nos primeiros estadios de
desenvolvimento do fruto, mas em I. guianensis os canais encontrados no mesocarpo sdo os
mesmos canais observados no tecido fundamental do ovario das flores pistiladas, que crescem em
diametro concomitantemente com o desenvolvimento do fruto.

A maior parte dos estudos em canais secretores apenas faz referéncia a localizagio, estrutura
ou desenvolvimento destas estruturas sem estudarein a natureza de suas secregdes; existe apenas um
estudo histoquimico da secrecfio dos canais (Sant’ Anna-Santos ef al. 2006) e poucos trabalhos em
que alguns corantes e reagentes foram utilizados, sem controle especifico para tais substdncias
(Paula & Alves 1973, Fahn & Evert 1974, Paula & Heringer 1978, Joel & Fahn 1980 b,c, Carmello
et al. 1995, Vassilyev 2000).

Estudos quimicos do exsudato dos canais de Anacardiaceae sdo abundantes na literatura,
entretanto, a maioria destes trabalhos analisa apenas uma classe de substincias presente na secre¢io,
ndo caracterizando todos os seus componentes (Rao et al. 1973, Gross ef al. 1975, Corbett & Billets
1975, Joel et al. 1978, Monaco et al. 1982, Adawadkar & El Soli 1983, Yalpani & Tyman 1983, Du
et al. 1984, Bestman ef al. 1988, Marner et al. 1991, Corthout er al. 1992, Pinto ef al. 1995, Alencar
et al. 1996, Rossini et al. 1996, Oelrichs et al. 1997, Paula et al. 1998). H4 ainda alguns autores que

identificam os canais como resiniferos sem realizarem nenhum estudo quimico ou histoquimico que
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comprove a natureza de sua secre¢@io. Todos este fatos descritos dificultam a tentativa de
comparacles entre as espécies no que diz respeito a secre¢do dos canais € dificultam também a
inferéncia de uma possivel fungfio para estas estruturas.

Para a familia Anacardiaceae, ja foram descritos canais produtores de resina (Harada 1937,
Morretes 1967, Paula & Alves 1973, Joel & Fahn 1980 a, b, ¢, Gibson 1981, Lozano 1986, Sawidis
et al. 2000), 6leo-resina (Paula & Alves 1973, Paula & Heringer 1978), goma- resina (Bhatt &
Mohan Ram 1992, Nair ef al. 1983), goma (Venkaiah 1992} e latex. (Venning 1948, Luo & Xu
1984).

Outra problematica que dificulta o estudo da secrecio € a comparacdo entre os canais
secretores estd relacionada ao conceito de resina. Devido as dificuldades na interpretagdo da
nomenclatura das substincias dos canais em Anacardiaceae, propomos dois novos fermos: resina
stricto sensi € resina sensu lato. O termo resina stricto sensu refere-se as resinas compostas apenas
por terpenos voléteis e nfio volateis e o termo resina lafo sensu refere-se as resinas compostas por
terpenos volateis ¢ ndo volateis e outras substincias diversas, como polissacarideos, proteinas e
compostos fenolicos. Utilizando os novos termos propostos, os canais associados ao floema dos
apices vegetativos de A. humile, L. molleoides, S. dulcis e os canais do floema e da medula de T
guianensis sdo resiniferos (lato sensu), enquanto os canais medulares de 4. humile e S, dulcis sdo
mucilaginosos. A presenca de canais em um mesmo 6rgio de uma mesma espécie produzindo
secrecdes quimicamente distintas estd sendo descrita pela primeira vez na literatura, neste trabalho.

Os canais florais da sépala, pétala, pedicelo, bractéola e brictea de 4. humile ¢ os canais
destas mesmas pegas florais € do mesofilo ovariano de 7. guianensis e L. molleoides sdo resiniferos
(lato sensu). Os canais do fruto e do pedunculo de 4. humile por produzirem apenas lipidios sdo
resiniferos (stricto sensu) e os canais do fruto de T. guiamensis por produzirem lipidios e
polissacarideos sdo resiniferos (lato sensu). Por estes resultados, conclui-se que em uma mesma

espécie os canais secretores presentes em diferentes orglos podem produzir substincias distintas,
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como em A humile, cujos canais dos 6rglos vegetativos produzem substincias lipofilicas e
hidrofilicas ou sé substincias hidrofilicas e os canais do fruto e pedinculo produzem apenas
substancias lipofilicas. Os estudos e as comparagdes entre os canais secrefores em Orgaos
vegetativos ¢ reprodutivos sdo muito importantes, pois quando comparagbes sdo feitas entre canais e
cavidades nestes érgdos, na maioria das vezes, sdo encontradas diferengas, quer na composigéo da
secregdo ou no modo de formagdo dos canais. Joel & Fahn (1980c) estudando os canais secretores
presentes no fruto de Mangifera indica L. puderam constatar que estes canais além de secretarem
resina como os Orgios vegetativos secretam também polissacarideos e proteinas.

As resinas presentes em muitos canais de Anacardiaceae por serem misturas complexas de
substdncias podem ser toxicas ou dissuasivas ¢ tém o potencial de encobrir os organismos que
atacam as plantas (Langenheim 1990). Ainda segundo este autor, os diterpendides presentes nas
resinas facilmente polimerizam e podem rapidamente selar os ferimentos das plantas, impedindo
invasdes microbianas. Segundo Farrell ef af. (1991), as plantas produtoras de resina e latex tém sido
mais bem sucedidas que os grupos relacionados que ndo os produzem; para estes autores, a presenca
da resina ¢ do latex estd relacionada com o sucesso das plantas no ambiente.

A formacio dos canais secretores nos épices caulinares e o desencadeamento de sua
atividade secretora iniciam-se muito cedo, antes mesmo da completa diferenciacio dos elementos de
condugio. Assim, todos os canais observados em microscopia eletronica de transmissdo j4 estavam
formados e em estado ativo de secre¢fo ou senescentes, impedindo a avaliagdo da dindmica da
formacdio destes canais secretores. Em S. dulcis através de microscopia éptica obteve-se indicios de
que os canais do floema desenvolvem-se de forina esquizolisigena, o mesmo fato foi registrado para
os canais medulares desta mesma espécie por Venning (1948). Na flor de 7. guianensis, 0s canais
secretores comecam a se formar ainda no estigio procambial, junto com a formacio e diferenciacio

dos elementos do protoxilema e protofloema.
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O inicio da formagéo dos canais, em flores de T guianensis, se da pela lise da lamela média,
com conseqiiente separacdo das paredes das células centrais da roseta de células procambiais
presentes no mesofilo ovariano, caracterizando o processo como esquizdgeno. As células ao redor
do espago formado (lume) tornam-se altamente especializadas em secre¢do, comprovado pela
microscopia eletrbnica de transmissdio, pela presenga de organelas como: RER, ribossomos,
mitocondrtas, plastidios € complexos de Golgi em grande quantidade.

A analise ultra-estrutural das células epiteliais do canal presente no apice de S. dulcis, no
apice e na flor de I guianensis € no fruto de A. humile corrobora com os resultados positivos
obtidos atraves dos testes histoquimicos do lume dos canais secretores para substincias hidrofilicas
e lipofilicas em §. dulcis e T. guianensis e para substéincias lipofilicas em frutos de 4. Aumile, uma
vez que, as celulas epiteliais de §. dulcis € T. guianensis possuem as organelas nescessérias (RE,
ribossomos, plastidios e complexo de Golgi) para a produgio de substancias hidrofilicas e lipofilicas
e que as células epitehiais do fruto apresentam presominantemente plastidios, primordiais na
secregdo de substéncias lipofilicas.

Segundo Solereder (1908), idioblastos taniferos ocorrem mais ou menos abundantemente no
floema de todos os membros da familia Anacardiaceae; apesar desta consideragio existem poucos
trabalhos que descrevem idioblastos secretores em Orgdos vegetativos de Anacardiaceae (Paviani
1965, Szabd 1971, Paula & Alves 1973, Gibson 1981, Naranjo & Pernia 1990, Sawidis et al. 2000);
nestes Orgfos, c‘)s idioblastos podem ser encontrados no cdrtex, medula e associados aos canais
secretores (no floema). Nos apices vegetativos de A. humile, L. molleoides, S. dulcis ¢ T. guianensis,
estas células seguem o padrdo de distribuigdo para a familia. Idioblastos presentes em oOrgdos
vegetativos foram caracterizados como taniferos para algumas espécies de Anacardiaceae (Paviani
19635, Szabd 1971, Paula & Alves 1973, Gibson 1981, Naranjo & Pernia 1990), mas em muitas
destas, nenhum teste histoquimico foi realizado para comprovar a presenca de tanino. Desta forma,

muitos 1dioblastos podem ter sido erroneamente identificados. Por meio do estudo histoquimico dos
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apices vegetativos de A. humile, L. molleoides S. dulcis e T. guianensis, idioblastos contendo
secregio heterogénea (Acidos graxos, dleos essenciais € compostos fendlicos) estdo sendo descritos
pela primeira vez nesta familia. Devido a heterogeneidade da secregfo encontrada nos idioblastos
das espécies estudadas, pode-se dizer que estas células produzem resina (semsu lato). Idioblastos
resiniferos ja foram descritos para muitas familias, mas ndo para Anacardiaceae (Metcalfe & Chalk
1983). De acordo com a composi¢io da secrecio destes idioblastos, provavelmente sua funcfo seja a
mesma atribuida a secre¢do dos canais. Além dessa funciio, os idioblastos podem também ser
responsaveis pelos efeitos alergénicos causados por especies desta familia, pois compostos
fenolicos, que s3o as principais substdncias tOxicas de Anacardiaceae, s@io enconirados em
abundancia nos idioblastos ¢ muitas vezes ndo estfio presentes na secre¢do dos canais como em 7.
guianensis. As espécies estudadas neste trabalho pertencem a trés tribos Idiferentes ¢ todas possuem
idioblastos com secrecdo heterogénea; deste modo, pode-se inferir que, se mais testes e estudos
fossem realizados nos idioblastos das espécies de Anacardiaceae, o nimero de descri¢tes de células
com secrec¢do heterogénea provavelmente seria muito maior.

Tricomas glandulares foram observados nos érgios vegetativos (Metcalfe & Chalk 1950;
Paviani 1965; Morretes 1967; Paula & Alves 1973; Sant’ Anna 1975; Tewfic & Habib 1977; Gibson
1981; Mitchell & Mori 1987; Naranjo & Pernia 1990; Mitchell 1992; Mitra & Datta 1993; Tomer et
al. 1996; Torres & Jauregui 1999) de algumas espécies de Anacardiaceae. Em drgdos reprodutivos
os tricomas foram encontrados na epiderme externa ovariana das flores femininas de Schinus
terenbinthifolius Raddi (Carmello-Guerreiro & Paoli 2002), em pétalas _de Qzoroa namaquensis L
von Teichman & A.E. van Wyk (Von Teichman & Van Wyk, 1994) e nos frutos de Rhus glabra L.
(Judd et al. 1999).

Em A. humile, tricomas glandulares foram encontrados em primérdios foliares e folhas jovens
dos dpices vegetativos, em depressdes da 14mina foliar, nas bracteas, nas bractéolas € no eixo da

inflorescéncia e na base das pétalas das flores hermafroditas e estaminadas. Em L. molleoides, os
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tricomas secretores foram observados nos primoérdios foliares e folhas jovens dos apices vegetativos,
no pedicelo e na inser¢do da bractéola a este em todas as fases de desenvolvimento da flor pistilada ¢
estaminada e no estigma das flores pistiladas. Para S. dulcis, tricomas glandulares foram descritos
nos primérdios foliares e nas folhas jovens dos apices vegetativos. Em 7. guianensis, tricomas
secretores foram localizados nos primordios foliares ¢ folhas jovens dos apices vegetativos, na
epiderme externa do ovario e do pistilédio e no estigma das flores pistiladas e estaminadas.

Somente os tricomas secretores encontrados no estigma das flores de L. molleoides e T.
guianensis possuem porcdo secretora multicelular unisseriada, todos os demais tricomas possuem
porgdo secretora multicelular ¢ multisseriada. Tricomas secretores multicelulares foram localizados
nas folhas de algumas espécies de Anacardiaceae (Morretes 1967, Paula ¢ Alves 1973, Sant’ Anna
1975, Gibson 1981, Mitchell & Mori 1987, Mitchell 1992, Tomer et al. 1996, Torres & Jauregui
1999), nas pétalas de O. namaquensis (von Teichman & van Wyk 1994) e no oviaric de S
terebinthifolius (Carmello-Guerreiro & Paoli 2002). Tricomas glandulares com porcdo secretora
unisseriada foram descritos apenas para folhas de Aracardium spruceanum (Paula & Alves, 1973).

Apesar de muitos trabalhos indicarem a presenca de tricomas glandulares em Anacardiaceac,
poucos fazem referéncia 4 composicio da secre¢do (Metcalfe & Chalk 1950, Tomer et al. 1996,
Wunnachit ef al. 1992) ¢ a fungdo a ela atribuida. Os tricomas dos apices vegetativos das quatros
espécies estudadas; das depressdes foliares, das bracteas, das bractéolas € do eixo da inflorescéncia e
das pétalas de A. humile; bem como do pedicelo das flores de L. mollecides ¢ da epiderme externa
do ovario e do pistilodio das flores de T. guianensis produzem secre¢do heterogénea composta por
substédncias lipofilicas e hidrofilicas. Entretanto, os tricomas secretores das depressdes foliares de 4.
humile diferentemente dos demais tricomas citados ndo possuem &acidos graxos na composi¢io de
suas secrecoes. Pela primeira vez na literatura estdo sendo descritos, neste trabalho, tricomas de
secrecio heterogénea para as Anacardiaceae. Os tricomas do estigma das flores de 1. guianensis € L.

molleoides produzem apenas substincias lipofilicas.
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Os tricomas glandulares dos primordios foliares e das folhas jovens de A.humile, L.
mollecides, S. dulcis e T. guianenis e os tricomas das bricteas, bractéolas e do eixo das
inflorescéncias de A. humile podem ser denominados coléteres por serem encontrados em orgdos
jovens em desenvolvimento e por secretarem mucilagem dentre outras substéncias, que envolvem ¢
protegem estes orghos. A presenga de coléteres em folhas e em inflorescéncias de Anacardiaceae
estd sendo descrita neste trabalho pela primeira vez. Sugere-se que os coléteres em Anacardiaceae
protegem os meristemas dos dpices vegetativos e os meristemas florais contra o dessecamento ¢ a
proliferagio de fungos. A fungfio de prote¢io dos meristemas em A. Aumile pode ser confirmada
pela auséncia de tricomas em épices vegetativos hipdgeos (Naranjo & Pernia 1990); desta forma,
ndo ha coléteres nos 6rgdos que estdo protegidos sob o solo, mas & medida que os apices tornam-se
epigeos e perdem esta protegdo, a presenca desta glindula € observada. Em espécies de
Anacardiaceae € comum a presenca de tricomas glandulares nos orgios vegetativos, mas estas
estruturas estdo descritas apenas para Orgfios vegetativos j4 desenvolvidos, desta forma,
provavelmente se um niimero maior de apices vegetativos fosse estudado certamente encontrariamos
coléteres, uma vez que, das quatro espécies estudadas de diferentes géneros e tribos, as quatro
possuem coléteres.

A secrecio dos tricomas glandulares das depressdes foliares de 4. humile reage positivamente
para compostos fendlicos lipossoluveis e polissacarideos. H4 duas hipdteses para os resultados
histoquimicos da secre¢do dos tricomas foliares de 4. humile: pode-se inferir que estes tricomas
produzem secregdio de composi¢fo heterogénea composta por substincias hidrofilicas e lipofilicas
ou que estes tricomas produzem néctar com uma grande quantidade de lipidios e compostos
fendlicos. Rickson e Rickson (1998) atribuiram cardter nectarifero a4 secregdo produzida pelas
papilas glandulares encontradas nas depressdes foliares de Anacardium occidentale .., mesmo sem
terem realizado testes histoquimicos ou quimicos que caracterizassem a natureza da secrecdo.

Wunnachit et al. (1992) também classificaram de néctar o exsudato observado na epiderme da face
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adaxial foliar de A. occidentale; estes autores também ndo realizaram nenhum estudo para
caracterizar as substincias presentes nesta secrecfio. Os autores supracitados denominaram de
nectarios extraflorais (NEFs) as estruturas secretoras foliares de 4. occidentale. Em A. occidentale,
Wunnachit ef al. (1992) e Rickson & Rickson (1998) sugerem que as secregBes dos (NEFs) podem
atrair formigas para a protegdo das folhas e frutos contra predadores. Provavelmente, a observagio
de formigas forrageando as folhas e frutos de 4.occidentale levou estes autores a conclusdo de que
as estruturas secretoras presentes nestes orgios sio NEFs, Em 4. Aumile, muitas formigas também
foram observadas forrageando as fofhas, mas o fato das formigas serem atraidas pela secregio dos
tricomas foliares nfo exclui a possibilidade de que esta nio seja néctar e sim uma mistura de
substincias lipidicas e polissacaridicas. Neste caso, pode-se inferir que as formigas que estavam
forrageando as folhas de A. humile estariam na verdade sendo atraidas por uma mistura de lipidios e
polissacarideos e ndo pelo néctar. Para refutar ou considerar qualquer uma das duas hipoteses
propostas para a secrecdo dos tricomas foliares de A. humile ¢ para se poder atribuir uma fungfo a
estas estruturas o ideal seria realizar a coleta e a caracterizacdo quimica do secretado, porém neste
estudo ndo se pode observar secre¢do profusa advinda destas estruturas.

Os tricomas glandulares florais multicelulares ¢ multisseriados encontrados em A. humile, L.
molleoides e T. guianensis possuem secregdo composta por acidos graxos, mucilagem e compostos
fendlicos; a presencga de substincias lipofilicas na secregfio dos tricomas corolinos de A. Aumile,
pode sugerir que estas estruturas estejam relacionadas a defesa quimica das flores, atuando como
dissuasivos de herbivoria e oviposi¢do (Nishida 2002). Tricomas glandulares com secregio
heterogénea foram encontrados nas flores de Zeyheria montana Mart. € a presenca de lipidios e
alcaldides na secrecdo permite que estes tricomas sejam estruturas de defesa quimica das flores
(Machado et al. 2000). Em A. occidentale L., a secrecfio de néctar por tricomas glandulares
encontrados na base da corola da flor hermafrodita ¢ da flor estaminada foi confirmada através de

cromatografia (Wununachit, ef al. 1992). Tanto 4. humile quanto A. occidentale possuem tricomas
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estruturalmente semelhantes, de mesma localizagiio, mas com secregdes e funcdes distintas. Fato
similar pode ser observado em glandulas foliares de Passiflora foetida (Bertol) Mast., quando
comparadas com as glindulas das demais espécies do género, Durkee et al. (1984) observaram que
as glindulas de P. foetida, apesar de terem localizacio e estrutura semelhante aos nectarios
extraflorais das demais espécies do género, produzem resina. Para os autores, essas glandulas podem
representar uma trangicdo de um verdadeiro nectdrio extrafloral para glandulas que secretam
lipidios. Esta mesma inferéncia pode ser feita para os tricomas corolinos de 4. humile.

Os tricomas estigmaticos de L. molleoides e T. guianensis estio em fase secretora durante
todo o desenvolvimento floral e na flor pistilada em pos-antese de T guianensis, a secre¢io dos
tricomas estigmaticos contém 4cidos graxos e compostos fendlicos. Como o estudo histoquimico da
secrecdo dos tricomas estigmaticos nfio foi realizado em todas as fases de desenvolvimento floral
pode-se sugerir, que em outros estadios da flor o estigma produz outros tipos de substincias como
polissacarideos e proteinas ou que produz apenas lipidios e compostos fenélicos, ja detectados na
flor em pds-antese; compostos lipidicos de secrecBes estigmaticas sfo considerados essenciais para a
penetracio e direcionamento do crescimento do tubo polinico no estigma (Lush et al. 1998; Wolters-
Arts et al. 1998).

Apbs o estudo da distribuigdo, anatomia e histoquimica dos tricomas glandulares em A.
humile, L. molleoides, S. dulcis ¢ T. guianensis pode-se concluir gue em um mesmo drgdo, de uma
mesma especie, podem existir tricomas com morfologia, secregdes e fungdes distintas, como é o
caso dos tricomas da epiderme externa ovariana e dos tricomas estigmaéticos de 7. guianensis, aliado
a isto observa-se que as flores de todas espécies estudadas possuem tricomas, que aparentemente
tém a mesma fungo (defesa quimica), independentemente de suas diferentes localizacGes (pétala,
pedicelo e epiderme externa ovariana) em cada espécie.

Segundo Mabberley (1997) ¢ Judd ez al. (1999), as flores de Anacardiaceae possuem um

disco nectarifero intraestaminal. Alguns estudos florais realizados em microscopia eletrdnica de
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varredura constataram a presenca de disco na base do ovario de muitas flores de Anacardiaceae
(Wannan e Quinn, 1991). Descrigdes micromorfologicas também sfio escassas e foram realizadas
apenas em discos de quatro espécies de Anacardiaceae. Embora muitas das especies de
Anacardiaceae possuam disco intraestaminal, ndo hé relatos na literatura de estudos anatdémicos,
histoquimicos ou cromatograficos que comprovem a secre¢do de nectar por esta estrutura.

Verificou-se diferencas estruturais em relacdo ao disco encontrado na base do ovario e do
pistilodio das flores pistiladas e estaminadas de Lithraea mollecides (Vell.) Engl. e Tapirira
guianensis Aubl.

Em L. molleoides o disco apresenta parénquima secretor com células de paredes finas e
citoplasma denso, epiderme unisseriada néo secretora com infimeros estomatos e vascularizacdo por
elementos floematicos. O parénquima secretor apresentou resultado positivo para carboidratos pelos
testes histoquimicos realizados. As caracteristicas estruturais deste disco e a secrecho de
carboidratos pelas células parenquimdticas permitiu a inferéncia pela autora de que este disco seja
nectarifero. Em T, guianensis, o disco floral é secretor apenas em sua regido cortical, ndo apresenta
tecido nectarifero caracteristico como L. molleoides, ¢ a secrecdo das células epidérmicas e
subepidérmicas reage positivamente apenas para substéncias lipofilicas. Neste disco, a epiderme tem
inumeros estdmatos ¢ as .células parenquimaticas desta estrutura possuem apenas amido. Duas
hipoteses podem ser propostas para o disco glandular de T. guianensis: A presenca de estomatos na
epiderme e de amido nas células parenquimaticas do disco pode sugerir que este disco produz néctar
além de substancias lipidicas, caracterizando uma gléndula mista. O amido poderia ser um precursor
do néctar como observado para as flores pistiladas de Cucumis sativus L. (Peng et al. 2004); nesta
espécie, os amiloplastos e vacliolos sdo responsaveis pela produgdo de néctar.

Caso nfo seja possivel constatar a produgdo de néctar pela regido medular do disco floral de
T, guignensis, na segunda hipdtese, propde-se que esta glandula produz apenas lipidios na regido

cortical e que os estdmatos encontrados na epiderme do disco sdo uma heranca filogenética do grupo
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a qual esta espécie pertence. Desta forma, o disco em T. guianensis néo seria nectarifero, como
caracterizado por Almeida et al. (1998) e as flores ofereceriam outras substincias como recurso
floral e niio o néctar como sugerido por Lenza & Oliveira (2005). Para podermos refutar ou apoiar as
hipéteses propostas a coleta ¢ analise quimica do secretado do disco floral seria util, porém neste
trabalho ndo observou-se secrecfio profusa advinda desta estrutura.

Nas pétalas das flores de A. humile, foi detectada a presenca de uma epiderme secretora.
Pelos testes histoquimicos nfio se conseguiu identificar as substincias que compdem a secrecio
desta estrutura; pode-se inferir que esta epiderme secrefora seja um ésmoforo e que devido 2 alta
volatilidade dos compostos de sua secregdo, esta nfo pode ser preservada em material fixado e
incluido.

Para os frutos de Anacardiaceae, além dos idioblastos, canais e cavidades secretoras, estao
descritos também tricomas glandulares em R. glabra (Judd et al. 1999) e nectarios em A
occidentale (Wunnachit ef al. 1992 e Rickson & Rickson 1998).

Em T. guianensis, observou-se que o disco intraestaminal, pouco desenvolvido nas flores,
cresce concomitantemente com o desenvolvimento do fruto. A presenca de um disco glandular
presente na flor ¢ persistente no fruto é um registro inédito para Anacardiaceae. As células
epidérmicas deste disco e wma a trés camadas de células subjacentes reagem positivamente para
acidos graxos e compostos fendlicos, caracterizando este disco como glandular. O detalhamento
ultra-estrutural do disco de T. guianensis indica que as células epidérmicas e subepidérmicas exibem
caracteristicas de células secretoras, tais como citoplasma denso, vactolos preenchidos por secregio
osmiofilica, plastidios ¢ mitocondrias com incluses lipidicas e vesiculas provenientes do complexo
de Golgi. Pela analise histoquimica e ulira-estrutural, pode-se concluir que as células epidérmicas ¢
subepidérmicas do disco glandular do fruto de T.guianensis produzem substincias lipofilicas. Estas
mesmas substincias também foram detectadas histoquimicamente na secrecdo das células do disco

das flores desta mesma espécie. Glandulas secretoras foram reportadas por Morellaio & Oliveira
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(1994) em frutos de Guarea macrophylia (Meliaceae). Segundo estes autores, estas glandulas sfo
nectariferas e este seria o primeiro registro para nectérios extraflorais em frutos de uma espécie da
Ordem Sapindales, a mesma ordem que agrega a familia Anacardiaceae. Qutros pesquisadores
sugerem que glandulas nectariferas ocorrem em frutos de muitas espécies de Bignoniaceae (Elias &
Prance 1978). No estudo realizado para a espécie Guarea macrophylla, bem como, em muitos
outros estudos de glandulas presentes em frutos, apenas a caracterizagio estrutural é realizada em
microscopia Optica, ndo sendo determinada a composigio da secre¢io (Morellato & Oliveira, 1993,
Elias & Prance 1978). Desta forma, muitas vezes os nectarios extraflorais aos quais os autores se
referem podem ser gléndulas lipidicas, como o observado em P. foetida por Durkee et al. (1984) e
no fruto de 7. guianensis. Pode-se apenas inferir que os compostos lipofilicos produzidos pelo disco
glandular do fruto de T" guianensis estejam envolvidos na defesa quimica dos frutos aumentando o
potencial reprodutivo desta espécie, pois estas substincias sdo tdxicas, antibidticas, dissuasivas de
herbivoria € oviposicdo (Nishida 2002).

Observou-se¢ também, que em um determinado estddio de desenvolvimento do fruto, o
endocarpo exsuda substancias lipidicas e polissacaridicas, evidenciando a presenga de endocarpo
secretor, que até este trabatho, nunca fora descrito na literatura. O funiculo da semente também ¢
secretor, porém a composi¢io desta secrecdo ¢ a anatomia desta estrutura ndo foram estudadas neste
trabalho, supGe-se que a composicio da secre¢fo funicular seja semelhante a composi¢do do
exsudato do endocarpo, devido & similaridade do aspecto das duas, quando observadas em
microscopia eletrfnica de varredura. A Unica referéncia encontrada sobre secre¢do em frutos e
sementes de 7. guianensis relata a presenga de mucilagem nas sementes, que devem ser lavadas para
posterior plantio (Pereira 1982). Pode-se inferir que a secreg¢do encontrada na semente, além de ser
proveniente do funiculo da mesma, seja proveniente do endocarpo, que estd em contato direto com a
semente. Segundo Fahn (1990), a mucilagem é comum em muitas sementes e frutos com uma unica

semente e sua presenca ja foi relatada em Cruciferae, Labiatae, Compositae, Plantaginaceae,
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Lythraceae e em outras familias. Suas fun¢Bes sdo muitas: quando a unidade de dispersdo &
umedecida apos sua liberagfio, ela pode aderir & superficie do solo, tendo a vantagem de ndo ser
levada pelo vento ou chuva para locais desfavordveis; pode causar redugdo do peso especifico da
disspora na Agua; regular a germinagdo da semente, prevenindo o dessecamento ou, €m C€aso de
excesso de agua, quando a semente torna-se totalmente coberta pela mucilagem, impedir a passagem
do oxigénio, prevenindo a germinacdo (Fahn 1990).

As funcdes atribuidas & porgio mucilaginosa da secre¢do do endocarpo de T. guianensis
podem ser similares as fungdes da mucilagem descritas por Fahn (1990). Porém, estudos de
germinacio e dispersdio sdo necessarios para se ter certeza da funcdo da mucilagem nas sementes ¢

nos frutos desta espécie e da fun¢fo especifica do endocarpo e funiculos secretores.
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